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RESUMO

A Doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum
atualmente, atingindo cerca de 10 milhGes de pessoas no mundo. Compromete o sistema
nervoso central de forma cronica e progressiva, causando danos e morte dos neurdnios
dopaminérgicos do mesencefalo, especificamente da substancia negra, acarretando diminuigéo
de dopamina no organismo. O individuo portador dessa deficiéncia apresenta como principais
sintomas a lentiddo motora, rigidez nas articulacdes, desequilibrio e tremores involuntarios
durante repouso. A principal hipotese para a morte dos neurdnios € a presenca de agregados
proteicos denominados Corpos de Lewy (LB’s) compostos principalmente pela a-sinucleina
(o-sin). Essa proteina esta intimamente relacionada com mecanismos de transporte de vesicula
nas células e se concentra principalmente nos terminais pré-sinapticos dos neurénios, uma
regido submetida a altos niveis e flutuagdes de calcio (Ca?*). Além disso, proteinas da familia
Rab GTPases (Rab’s) tem relag@o intima com a a-Sin, com destaque para a Rab8a. Estudos
recentes demonstram que a desregulacio da homeostase de Ca?* em neur6nios estéa intimamente
relacionada com o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas como a DP, mas 0s
mecanismos envolvidos nesse processo ainda ndo foram elucidados. Neste trabalho,
descrevemos que a perda da homeostase de Ca?* em células neuronais SH-SY5Y promove a
agregac¢do da a-sin e faz com que a sua interagdo com a Rab8a seja intensificada. Além disso,
estudos biofisicos in vitro utilizando a a-sin recombinante mostraram alteragdes estruturais da
proteina de maneira dependente de sua concentracdo no meio, mas independente de sua
interacdo com diferentes concentragdes de Ca?*. Experimentos com a Rab8a recombinante in
vitro, indicam que a interagao entre a-Sin € Rab8a ocorre em condigdes basais e é intensificada
na presenca de Ca?*, processo analogo ao observado no interior das células. Assim, os dados
obtidos mostram relagdo direta do aumento de Ca?* e o mau funcionamento de ambas as
proteinas, indicando ser um dos possiveis mecanismos responsaveis para o desenvolvimento de
DP.

Palavras-chaves: a-sinucléina, Rab8a, Doenca de Parkinson, calcio.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative disease
today, affecting about 10 million people worldwide. It affects the central nervous system in a
chronic and progressive way, causing damage and death to the dopaminergic neurons of the
midbrain, specifically the substantia nigra, leading to a huge decrease in dopamine in the body.
The individual with this deficiency presents as main symptoms motor slowness, joint stiffness,
unbalance, and involuntary tremors during rest. The main hypothesis for the death of neurons
is the presence of protein aggregates called Lewy bodies (LB's), mainly composed of a-
synuclein (a-sin). This protein is closely related to vesicle transport mechanisms in cells and is
mainly concentrated in the presynaptic terminals of neurons, a region subjected to high levels
and fluctuations of calcium (Ca?*). Moreover, the Rab GTPases proteins family (Rab's) are
closely related to a-sin, especially Rab8a. Recent studies show that the dysregulation of Ca2*
homeostasis in neurons is closely related to the development of neurodegenerative diseases
such as PD, but the mechanisms involved in this process have not yet been elucidated. In this
work, we describe that disruption of Ca?* homeostasis in SH-SY5Y neuronal cells promotes
aggregation of a-sin and causes its interaction with Rab8a to be intensified. Furthermore, in
vitro biophysical studies using recombinant a-Sin showed structural changes of the protein in a
manner dependent on its concentration in the medium but independent of its interaction with
different Ca?* concentrations. Experiments with recombinant Rab8a in vitro indicate that the
interaction between a-Sin and Rab8a occurs under basal conditions and is intensified in the
presence of Ca?*, a process analogous to that observed inside the cells. Thus, the data obtained
show a direct relationship between increased Ca?* and the malfunction of both proteins, and

this is one of the possible mechanisms responsible for the development of PD.

Keywords: a-synuclein, Rab8a, Parkinson’s Disease, calcium.
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1. INTRODUCAO
1.1. A doenga de Parkinson

Descrita pela primeira vez em 1817 no trabalho “An essay of the Shaking Palsy”,
por James Parkinson, a Doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenga neurodegenerativa mais
comum atualmente, atingindo cerca de 10 milhdes de pessoas no mundo segundo a Organizacgéo
Mundial da Satde (OMS) (JOST; REICHMANN, 2017; TYSNES; STORSTEIN, 2017). No
Brasil, 0 nimero exato de portadores ndo é conhecido ao certo, mas um estudo realizado em
Minas Gerais apontou que ~3% da populagdo da regido com idade superior a 60 anos possuia
o diagnostico clinico para a doenca (BARBOSA et al., 2006). Ao extrapolar esse numero para
todo o Brasil, estima-se que ha cerca de 600 mil parkinsonianos no pais. Esse nimero tende a
aumentar, ja que a expectativa de vida da populacdo em 2030 deve ser de aproximadamente
78,6 anos e em 2060 de 81,2 anos, levando a um aumento da parcela de idosos na populagéo.
O aumento da expectativa de vida é acompanhado pelo aumento do risco de desenvolvimento
da DP, trazendo impacto ao setor econdmico devido ao maior gasto do sistema de satde publico
e privado com tratamento sintomatol6gico da doenca (DORSEY et al., 2007). Vale ressaltar,
gue na grande maioria das estatisticas encontradas, a faixa etaria estudada esta entre 50-80 anos,
intervalo esse em que € comum o diagnostico, porém acaba por desconsiderar 0s casos precoces.
Outro fator epidemioldgico identificado através desses nimeros é que o acometimento da
doenca tende a ser duas vezes mais comum em homens do que em mulheres (BALDERESCHI
et al., 2000; BENBA; ABDELILAH; HAMMOUCH, 2016).

A DP atinge o sistema nervoso central (SNC) de forma crbnica e progressiva,
causando danos e morte dos neurénios dopaminérgicos do mesencéfalo, especificamente da
substancia negra, o que reduz drasticamente a sintese e liberacdo de dopamina no organismo,
neurotransmissor responsavel por modular a realizacdo dos movimentos voluntérios do corpo
(BENNETT et al., 2005). Os baixos niveis de dopamina levam, portanto, a sintomas motores e
ndo-motores, como lentiddo motora, rigidez nas articulagdes, desequilibrio e tremores
involuntarios durante repouso, alteracdes intestinais, do sono e diminuicdo do olfato
(PERFEITO; REGO, 2012).

Na grande maioria dos casos de DP, a morte neuronal ocorre devido a presenca de
agregados proteicos em seu citoplasma, denominados de Corpos de Lewy (LB’s), compostos

principalmente pelo acimulo aberrante da proteina a-sinucleina (a-sin).
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A o-sin € uma proteina pequena (~14kDa) encontrada majoritariamente nos
terminais pré-sinapticos de neurénios onde tem participacdo sugerida no ciclo de vesiculas
sinapticas, incluindo as vesiculas que transportam a dopamina (Figura 1) (SPILLANTINI et al.,
1997). Apesar de inumeros trabalhos na literatura acerca desta proteina, sua funcéo exata na
fisiologia celular ainda ndo é completamente elucidada. Além disso, os iniciadores e 0s
mecanismos moleculares/celulares que levam a proteina a se agregar estdo longe de ser

esclarecidos por completo.

Figura 1. Papel da a-sin no transporte de dopamina. A dopamina é sintetizada no citoplasma dos neurénios
dopaminérgicos a partir de seu precursor L-DOPA. Rapidamente, o neurotransmissor recém-formado necessita ser
estocado em vesiculas, uma vez que a dopamina livre no citoplasma é prontamente oxidada, formando espécies
reativas de oxigénio prejudiciais a célula. Para a formagdo dessas vesiculas, a o-sin passa a se associar a
fosfolipidios de membrana de forma a conseguir armazenar, de forma estavel, a dopamina, até que seja necesséria
sua liberacdo. Algumas mutacdes como A53T e A30P (ressaltadas na figura) na sequéncia primaria da o-sin ndo
permitem que essas vesiculas sejam formadas de forma efetiva. (Fonte: Adaptado de (LOTHARIUS; BRUNDIN,
2002)).

Classicamente, e de acordo com sua etiologia, a DP pode ser classificada em
Parkinson genetico ou familiar, responsavel por cerca de 10% dos casos, ou Parkinson
esporadico/idiopatico, ou seja, sem causa conhecida, responsavel por cerca de 90% dos casos
totais (BRAAK et al., 2003). Dentre as formas familiares da DP, € descrito que a superexpressao

ou mutacOes presentes nos genes PINK1, DJ1, LRRK2, SNCA entre outros sdo responsaveis
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pelo aparecimento da desordem. Tais mutac¢Ges levam a modificagdes nos aspectos estruturais
e/ou funcionais das proteinas traduzidas em cada um dos casos, interferindo assim, em vias
celulares chave, o que levaria a morte neuronal dopaminérgica e desencadeamento da DP
(Figura 2) (FARRER, 2006).

Com relacdo aos casos esporadicos de DP, j& se sabe que o ambiente em que o
individuo esta inserido muitas vezes pode ocasionar o desenvolvimento da doenca, como por
exemplo, trabalhadores rurais que estejam frequentemente expostos a agrotdxicos contendo
principios ativos como a rotenona, o paraquat e 0 maneb estdo propensos a desenvolver da DP
(FEI; ETHELL, 2008; JAVITCH et al., 1985; SHIMIZU et al., 2001; ZHANG et al., 2003).
Dentre os compostos quimicos causadores da DP ndo-familiar, também encontramos o 1-metil-
4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP), um dos metabolitos presentes na heroina, e a 6-
hidréxido dopamina (6-OHDA), uma molécula analoga a dopamina que possui a capacidade de
produzir espécies reativas de oxigénio responsaveis pela morte neuronal (CHIBA; TREVOR;
CASTAGNOLI, 1985; DARDEN, 2007; JAVOY et al., 1976). E importante ressaltar que
alguns casos esporadicos de DP podem ser decorrentes de outras mutacfes genéticas, mas por
ainda ndo terem sido identificadas, séo tratadas como formas idiopaticas da doenca (MODI et
al., 2016). Além disso, casos relacionados com o aumento de metais no ambiente intracelular,
como ferro, calcio (Ca?*), manganés e outros ions metalicos ja foram apontados como
causadores da DP (GORELL etal., 1997; MERGLER; BALDWIN, 1997). De forma intrigante,
grande parte dos casos esporadicos ou familiares da DP apresentam como caracteristica
principal a deposi¢cdo de agregados de a-sin nos neurdnios remanescentes. No entanto, a
extensdo precisa do numero de casos em que a a-Sin esta envolvida ainda ndo é clara. Desta
maneira, compreender e redirecionar as funcdes tdxicas conferidas por esta proteina quando
desregulada pode levar a novas estratégias terapéuticas nos casos de DP cuja agregacao da a-
sin € um elemento presente. A partir disso, é necessario entender, de fato, qual o comportamento
biofisico dessa proteina em condi¢es normais e quando submetidas a alguma situacdo de
estresse e/ou anormalidade que poderia levar a alteragdes em sua estruturacdo secundaria e/ou

modificar seus parceiros de interacdo intracelular.
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Figura 2. Possiveis vias celulares e moleculares causadoras da morte neuronal dopaminérgica na Doenca de
Parkinson. A superexpressdo e mutacGes no gene SNCA desencadeiam o aumento e acimulo da proteina a-Sin
monomeérica no citoplasma das células neuronais, promovendo sua oligomerizacdo. Tal evento é responsavel pela
geracao de toxicidade celular via prejuizo de transporte celular e bloqueio da enzima tirosina hidroxilase (TH), por
exemplo, afetando assim a sintese, armazenamento e liberagdo de dopamina. Além disso, agregados de a-sin sdo
responsaveis pelo aumento na biossintese de espécies reativas de oxigénio que levam a morte neuronal. Como
mecanismo neuroprotetor, o neurdnio afetado pode encaminhar o excesso de a-sin para degradagdo via
proteassomos e/ou via sistema endossdmico/lisossdmico. Essas vias de degradagdo podem ainda ser afetadas e
inibidas por mutacgdes nos genes UHCL1 e DJ1, levando, também, ao acaimulo de a-sin no citoplasma. Além disso,
mutacBes que afetam a fisiologia mitocondrial, como em casos de mutantes de PINK1, também afetam o
funcionamento correto do sistema de degradagéo de proteinas mal-enoveladas dentro do neurdnio. Outro fator que
pode levar a DP é a ma formacédo do citoesqueleto neuronal, caracteristica, por exemplo, de mutagGes no gene
MAPT, que levam a modificacBes na proteina tau associada a microtibulos prejudicando a estrutura dos
microtGbulos e consequentemente alterando as vias de transportes de vesiculas e sinalizagdo celular. (Fonte:
Adaptado de (FARRER, 2006)).
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1.2. A a-sinucleina

Em 1988, um estudo publicado com o objetivo de desvendar os mecanismos
moleculares envolvidos na comunicagédo neuronal, com foco nas sinapses quimicas do sistema
nervoso, trouxe a identificacdo de uma nova familia de proteinas que tinham funcdes
determinantes nesse evento, sendo denominadas de sinucleinas (MAROTEAUX;
CAMPANELLI; SCHELLER, 1988). Essa familia de proteinas é composta por trés
macromoléculas: a-, B- e y-sinucleina. Essas proteinas s@o encontradas majoritariamente no
tecido neuronal e correspondem a cerca de 0,1 % do contetdo de proteinas total presente no
cérebro (VARGAS; CHANDRA, 2014). Ao nivel celular, todas elas se concentram
principalmente em regibes pré-sinapticas dos neurénios, com papel sugerido na formacéo das
vesiculas sinapticas responsaveis pelo transporte dos neurotransmissores (TOTTERDELL;
HANGER; MEREDITH, 2004) (Figura 1). Quanto a estrutura, as sinucleinas ndo possuem
organizacgdo secundaria ou terciaria, ou seja, sdo naturalmente desestruturadas de forma que a
funcdo que desempenham na célula estd relacionada apenas com a sequéncia primaria de
aminoacidos que as compdem. Essa auséncia de estrutura é sugerida como responsavel por
deixa-las aptas a se ligarem com maior facilidade aos lipidios de membrana que formam as
vesiculas sinapticas (VARGAS; CHANDRA, 2014). Outro ponto caracteristico compartilhado
pela a-, B- e y-sinucleina é a presencga de uma regido N-terminal bastante conservada, enquanto
a regido C-terminal apresenta maiores modificacdes responsaveis pelas diferentes funcdes
destas isoformas (Figura 3).

1 2 3 4 5
a-synucleinMVDFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKOGVAEAAGKTKEGVLYVGSKTKEGVVHGVATVAEKTKEQVTNVG

B-synucleinMVDFMKGLSMAKEGVVARAEKTKOGVTEAAEKTKEGVLYVGSKTREGVVOGVASVAEKTKEQASHLG

Y-synuclein MVDFKKGFES I AKEGVVGAVEKTKOQGVTEAAEKTKEGVMYVGAKTKENVV(SVT SVAEKTKEQANAVS

6 7
GAVVTGVTAVAQKTVEGAGS TAAATGFVKKDOLGKNEEGAPQEGI LEDMP == === VDPDNEAYEMPSEEGYQDYEPEA' *
GRS~~~ —m——- GAGNTAAATGLVKREEFPTDLKPEEVAQEAAEEPLIEPLMEPEGESYEDPPOEEYQEYEPEA
EAVWSSUNTVATKTVEEAENTAVTSGVVRKEDLRPSAPQQEGVASKEKEEAVEEAQSGGD

Figura 3. Alinhamento das sequéncias primarias das sinucleinas humanas. Todas as sinucleinas apresentam
um tamanho muito proximo entre si, com a a-sin possuindo 140 aminoacidos, a B-sin 134 residuos e a y-sin 127.
A regido N-terminal é altamente conservada, sendo exemplificada pelos aminoacidos destacados em cinza e sete
regibes com sequéncias praticamente idénticas entre si, destacadas pelas linhas verdes. (Fonte: Adaptado de
(VARGAS; CHANDRA, 2014)).
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No entanto, quando se trata de neurodegeneracdo, em especial a causada pela DP,
apenas a o-sin foi identificada como pega-chave no desenvolvimento da patologia. Essa
pequena proteina acida de apenas 14,46 kDa, contendo 140 aminoacidos e altamente resistente
a altas temperaturas, apresenta grande dinamicidade, sendo esta uma caracteristica fundamental
para desempenhar seu papel no processo de transporte vesicular (BENDOR; LOGAN;
EDWARDS, 2013; BURRE et al., 2013; BUTLER; SAMBO; KHOSHBOUEI, 2017). No
citoplasma, a a-sin se encontra totalmente desestruturada e, através da sua por¢do N-terminal,
consegue interagir com os fosfolipidios de membrana, como por exemplo, aqueles que formam
a vesicula a ser transportada. Uma vez interagindo com estes lipidios, a estrutura da proteina
adquire a curvatura andloga a membrana e majoritariamente composta por a-hélices
(BELLUCCI et al., 2016). Esta mudanca conformacional permite que a regido C-terminal livre
interaja com as proteinas que formam o complexo SNARE (acrénimo de SNAP - Soluble NSF
Attachment Protein - Receptor) (BURRE et al., 2010). Esse complexo € o responsavel, junto
com outra familia de proteinas denominadas Rab’s, por promover o enderegcamento correto
dessas organelas membranosas, além de auxiliar no processo de fusdo das vesiculas quando
atingem seu destino (CARVALHO; RECCO-PIMENTEL, 2013). Através dessas interacoes, a
a-sin esta presente em diversas etapas do complexo mecanismo de transporte vesicular, com
papel sugerido no auxilio da captacdo dos neurotransmissores presente no citoplasma até a
vesicula, no processo de exocitose das vesiculas previamente formadas e no mecanismo de
reciclagem ou degradacdo dos complexos SNARE ap6s desempenharem seu papel na exocitose
vesicular (Figura 4) (LASHUEL et al., 2013).
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Figura 4. Caracteristicas funcionais da a-sinucléina. Esquema representado um terminal pré-sinaptico no qual
a a-sin se encontra ativa em praticamente todos 0s eventos necessarios para que ocorra a liberacdo de
neurotransmissores na fenda sinaptica, desde a regulacdo do trafego de vesicula por si s6 (a-sin; azul), como
também sua intera¢do direta com os complexos SNARE’s (a-sin; vermelha) (Fonte: Adaptado de (LASHUEL et
al., 2013)).

Ainda no que diz respeito a essa proteina, deve ser levado em consideracdo os
aspectos relacionados a sua plasticidade, atributo que pode proporcionar um aspecto negativo
e que pode se tornar patogénico para a célula. De maneira mais detalhada, a a-sin monomeérica
livre no citoplasma e desordenada, ou associada a membrana com conformacdo majoritaria de
a-hélice, pode sofrer modificagGes indesejadas devido a fatores externos ou mutagfes na
sequéncia de aminoacidos de sua estrutura primaria. Assim, as estruturas monomericas que
desempenham sua funcdo corretamente comecam a adquirir aspectos e estados oligoméricos
aberrantes, originando estruturas toxicas para a fisiologia celular. Exemplo disso é a capacidade
desses mondmeros livres no citoplasma formarem dimeros instaveis que rapidamente podem
se tornar oligbmeros desordenados. Além disso, a estrutura monomeérica em o-hélice da a-sin
pode iniciar um processo de conversao em uma espéecie molecular rica em folhas-B que também
pode se tornar parte desses oligdmeros (Figura 5) (ELIEZER et al., 2001; LASHUEL et al.,
2013; UVERSKY et al., 2002). Quando formados, esses oligdbmeros possuem a capacidade de
se agregarem ainda mais entre si, desencadeando o processo de fibrilagdo da a-sin. Esse

microambiente rico em pequenas fibras desloca o equilibrio da célula, fazendo com que as
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fibras do tipo B-amiloide comecem a surgir e, por sua vez, consigam captar diretamente
estruturas monomericas de a-sin e outras proteinas citoplasmaticas ali presentes, até a formacao
dos LB’s maduros (LUK et al., 2009, 2012; NONAKA et al., 2010). Esses agregados toxicos
podem ser exocitados para 0 meio extracelular e serem endocitados pelas células adjacentes,
sendo pontos de nucleacdo para novas fibras, desencadeando o processo de morte dos neurénios
dopaminérgicos e ocasionando o desenvolvimento da DP (ABOUNIT etal., 2016). Em sintese,
a a-sin mal enovelada inicia o misfolding (estruturacédo incorreta) da a-sin monomérica nativa.
Isto faz com que a DP seja considerada uma doenca pribnica, ou seja, uma doenca que resulta
do enovelamento incorreto de uma proteina cerebral normal de superficie celular iniciado por
uma proteina com estruturagdo incorreta (em referéncia a proteina “prion”). Assim a o-sSin
estruturalmente incorreta em uma dada célula poderia iniciar o processo de agregacdo de

proteinas intracelulares e se espalhar para células vicinais. (ABOUNIT et al., 2016).
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Figura 5. Mecanismos de agregacao da a-sinucleina. A a-sinucleina pode passar por processos de agregacao
estando livre no citoplasma ou quando associada a membrana plasmatica. O processo de oligomerizagdo ocorre
entre o equilibrio dos mondmeros da proteina e o processo de adicdo desses mondmeros em pequenos agregados
gue servem como pontos de nucleacdo para a formacéo de fibras do tipo B-amiloide até a formag&o dos corpos de
Lewy maduros. (Fonte: Adaptado de (LASHUEL et al., 2013)).

Dentro desse contexto de altera¢do de func¢do ¢ conformagdo da a-sin, um ponto
chave recentemente investigado por Lautenschléger e colaboradores (2018), mostraram que a
presenca do jon Ca?* teria influéncia sobre os mecanismos e fungdes que a a-sin desempenha
durante o transporte vesicular (LAUTENSCHLAGER et al., 2018). Tal observagdo se baseou

no fato de que durante o processo de exocitose de vesiculas, o terminal pré-sinaptico dos
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neurdnios permite um grande influxo de Ca?* do meio extracelular para o seu citoplasma
gerando um microambiente contendo grande concentragdo deste ion (LLINAS; SUGIMORI;
SILVER, 1992; R; NEUROGLIA; HARBOR, 2000). Além disso, a por¢do C-terminal da a-
sin, negativamente carregada, tem interacdo direta com o cation, sendo esse processo necessario
para que essa regido da proteina interaja com as vesiculas pré-sinapticas e permita a realizacéo
da exocitose (LAUTENSCHLAGER et al., 2018). Relatos observados por nosso grupo e de
outros, também corroboram que a inducédo da agregacdo da proteina a-sin ocorre em casos em
que a homeostase do Ca?* é prejudicada (PEDRO AMORIM NETO et al., 2021; RCOM-
H’CHEO-GAUTHIER; GOODWIN; POUNTNEY, 2014).

Essa interagdo entre a-sin e Ca%* tem sido reportada desde a publicacio do trabalho
realizado por Nielsen e colaboradores (2001), onde foi observado o primeiro indicio de que o
ion possuia influéncia na oligomerizac¢ao e func¢do da a-sin (NIELSEN et al., 2001). Com o
decorrer dos anos, esse fendmeno passou a ser descrito com maiores detalhes. Estudos que
visavam manipular os canais de Ca®* das células mostraram que o aumento da concentrac¢io do
ion no ambiente intracelular fazia com que essas células apresentassem granulos de o-sin em
seu interior, enquanto que o uso de quelantes de Ca?*, nessas condicdes de estresse, faziam com
que esse efeito de agregacdo fosse mais brando ou até mesmo ndo ocorresse (CHAN et al.,
2007; FOLLETT etal., 2013; RCOM-H’CHEO-GAUTHIER et al., 2016; SINGH et al., 2016).
Alguns relatos ainda mostram que a propria a-sin, em determinadas condigdes, a partir da sua
estrutura monomérica pode formar poros que se ligam a membrana e que também facilitam a
entrada de Ca?* para o interior da célula (MELACHROINOU et al., 2013; MIRONOV, 2015;
POUNTNEY; VOELCKER; GAI, 2005).

Esse fendmeno de agregacio por conta da quebra da homeostase de Ca?* também
foi relacionada com aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) no citoplasma, sendo esse
fendmeno relacionado principalmente com as mitocondrias. Essas organelas tendem a captar o
excesso do metal presente no citoplasma. Caso essa captagdo ocorra em excesso, ocorre a
producédo de ROS mitocondrial, que quando difundido para o citosol, pode levar a agregacéo
da a-sin (DALFO; FERRER, 2008; GOODWIN et al., 2013; LUTH et al., 2014; PEDRO
AMORIM NETO et al., 2021). J& estudos de microscopia eletrénica e de forca atbmica com a
0-sin recombinante in vitro mostram que presenca de Ca?* faz com que a proteina forme
diferente tipos de oligbmeros com morfologias esférica, anelar e até mesmo a formacéo de
fibrilas (LOWE et al., 2009; NATH et al., 2011). Porém, diferente dos estudos realizados em
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células, ainda se sabe pouco sobre a influéncia do Ca®* no enovelamento da a-sin in vitro, e

quais mudangas estruturais levam a formagéo desses oligdbmeros.

Além da participagdo do Ca?*, foi demonstrado em modelos celulares e animais de
DP que a inducdo da agregacdo da a-sin mediante a superexpressao desta proteina foi capaz de
gerar déficits no transporte vesicular do reticulo endoplasmatico (RE) para o complexo de Golgi
(CG) (COOPER et al., 2006). Sabe-se que dentre a colecdo de proteinas celulares, um grupo
tem papel fundamental no transporte de vesiculas entre estas organelas: as Rab GTPases. Além
disso, foi demonstrado em especifico que a Rab8a interage, com a regido C-terminal da a-sin
(YIN et al., 2014). Considerando que a regido C-terminal da a-sin € também a responsavel pela
ligacdo ao Ca®*, o papel deste ion na interagdo entre essas proteinas ¢ algo que ainda necessita

ser investigado.

1.3. Rab8a

Composta por mais de 60 macromoléculas em humanos, a familia das proteinas
Rab GTPases esta presente em diversos tipos celulares e em interagdo com as membranas
intracelulares constituintes das vesiculas que transitam por todo citoplasma (PEREIRA-LEAL;
SEABRA, 2001; ZERIAL; MCBRIDE, 2001). As Rab’s s&o proteinas relativamente pequenas
com cerca 200 a 250 aminoacidos em suas sequéncias, e que possuem um sitio de ligacdo e
hidrélise de trifosfato de guanosina (GTP). Gragas a isso, as Rab’s se apresentam de duas
formas majoritarias dentro da célula, sendo a primeira ativa quando ligada a GTP e a segunda
inativa quando ligada a difosfato de guanosina (GDP) (GABE LEE; MISHRA; LAMBRIGHT,
2009; GROSSHANS; ORTIZ; NOVICK, 2006). Essa diferenga funcional est4 intimamente
relacionada a mudanca conformacional que a estrutura dessas proteinas sofre dependendo do
nucleotideo ligado, gerando dominios denominados de Switch | e Switch Il (PFEFFER, 2005)
(Figura 6).

Ambos o0s dominios possuem suas particularidades dentro de cada uma das mais de
60 Rab’s existentes no organismo humano devido a sua sequéncia e/ou conformagdo que
assumem quando ligadas ao GTP/GDP. Isso é um dos fatores determinantes para atribuir a
funcgéo e localizagéo subcelular especifica de cada uma dessas proteinas. Além disso, existem
proteinas auxiliares as Rab’s, denominadas de efetoras de Rab’s, que também contribuem para
determinar em qual local cada uma dessas proteinas ira atuar. Dentro desse grupo de efetoras

de Rab’s, destacam-se as do tipo GAP’s (GTPase activanting proteins) com papel no processo
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de hidrolise do GTP; as GEF’s (guanine nucleotide exchange factors) que realizam a retirada
do GDP e permitem que o GTP livre no citosol se ligue novamente as Rab’s; e as GDI's (GDP
dissociation inhibitor) que mantem o GDP ligado ao sitio ativo deixando a proteina em seu
estado inativo quando necessario (Figura 6). E preciso ressaltar que ainda ndo se sabe
exatamente todos os motivos que levam a compartimentalizagdo de cada umas da Rab’s em
determinada regido da célula, porém essa grande variedade estrutural dos dominios Switch | e
Switch 1, junto aos varios tipos de efetoras de Rab’s, permitem que essa familia de proteinas

atue por todo o citoplasma (Figura 7).

7~ T\ Active (ON)
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Figura 6. O ciclo das Rab GTPases. A conversdo da forma inativa das Rab’s ligada a GDP para seu estado ativo
ligado a GTP ¢é realizada pela efetora de Rab denominada GEF (guanine nucleotide exchange factors). Nesse
estado ativo a Rab esté apta a se ligar a outros efetores para realizar suas fungdes, mas para isso realiza a hidrolise
do GTP a GDP por possuir intrinsicamente essa atividade catalitica, mas que também recebe a ajuda de outra
efetora chamada de GAP (GTPase activanting proteins). Voltando ao estado inativo ligado a GDP, as Rab’s sdo
transportadas pelo auxilio de uma chaperona denominada de REP (Rab escort protein) até uma enzima
geranilgeranil transferase (GGT) que modifica cisteinas localizadas na regido C-terminal da Rab para que possa
ser reconhecida pela efetora GDI (GDP dissociation inhibitor) que mantém as Rab’s em seu estado inativo, até o
momento que a proteina necessite realizar sua fungdo e passar por todo o ciclo novamente. (Fonte: Adaptado de
(STENMARK, 2009)).



28

RABS
RABIO

granules
RAB27 RAEH
| QMelanosome
HRABB

RAB38 RAB32
‘rnght

@
: \@Mﬂw
7 v RAB7 \. O) endosome

By RABS

phgosome

\6

J \

Figura 7. Localizagio subcelular e fun¢iio das Rab’s. Exemplo do transporte de membranas que ocorre em uma

célula epitelial, ressaltando todas as vias e diferentes Rab’s que atuam em cada uma delas. A atuagdo dessas
proteinas comeca logo no reticulo endoplasmatico (RE) onde a Rab18, por exemplo, € responsavel pelo transporte
dos lipidios ali sintetizados. J& as proteinas que devem ser enderegadas para o complexo de Golgi (CG) séo
enviadas do RE principalmente pela Rab1, no qual ao final do CG a Rab8 é a principal responsavel por formar as
vesiculas que véo ser enviadas para a membrana plasmatica para serem exocitadas. Outras Rab’s como a 2 e 22
fazem parte do sistema de transporte retrogrado do CG até o RE, onde a Gltima também participa do transporte de
substancias do CG para os endossomos primarios e vice-versa. Dentro do sistema endossomico-lisossomico é
possivel ver a participag@o de diversas Rab’s que contribuem para a sinaliza¢ao das vesiculas que devem avangar
no estagio de degradacdo até a formacdo dos lisossomos, sendo elas formadas inicialmente por fagossomos,
pinossomos, endossomos ou mesmo de substancias ja presentes no ambiente intracelular. Processos de ciliogénese
e formacdo de jungdes intercelulares também possuem participacdo das Rab’s. (Fonte: Adaptado de

(STENMARK, 2009)).
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Tendo em vista a diversidade funcional que as Rab’s possuem, uma delas em
particular aparenta possuir maior relevancia no contexto da DP. Como dito, a Rab8a é a
responsavel pelo enderecamento da grande maioria das vesiculas que necessitam ser
translocadas do RE até a rede trans do CG até a membrana plasmaética da célula para que os
produtos que ali estdo sejam liberados para 0 meio extracelular. Evidéncias descritas por Yin e
colaboradores (2014) mostraram relagcdo direta entre a a-sin e Rab8a, demonstrando que a
presenca de Rab8a modula a expressao/organizacao de a-sin dentro da célula, podendo leva-la
a agregacdo e formagdo de LB’s, mas que mesmo na presenca desses agregados toxicos, a
Rab8a, quando superexpressa,, desempenhava um papel citoprotetor na presenca desses
oligdbmeros, reduzindo a toxicidade da a-sin agregada (YIN et al., 2014). No entanto, 0s
mecanismos que levam a interacdo de ambas as proteinas in vitro e no ambiente intracelular
continuam pouco conhecidos, sendo necessario explorar quais regides da Rab8a possuem

interagdo com a porc¢do C-terminal da a-sin e em quais condigdes microambientais.

De fato, a relacdo entre ambas as proteinas no contexto da DP ainda é pouco
explorada na literatura. Gitler e colaboradores (2008), através de ensaios de transporte e
microscopia eletrénica in vitro e experimentos de microscopia de fluorescéncia in vivo em
levedura, demonstraram que a superexpressdo de a-Sin afetava de forma direta o transporte de
vesiculas do RE até o CG, de modo que as vesiculas eram formadas normalmente, mas o
processo de deslocamento de uma organela até a outra e/ou a fusao das vesiculas que chegavam
até o CG era reduzido ou interrompido quanto maior a concentragdo de a-Sin presente no meio.
Além disso, analises realizadas em modelo de DP em C. elegans também mostraram efeito
protetivo nos organismos que apresentavam superexpressdo de Rab8a em comparagdo com

aqueles que apenas tinham grande expressdo de a-sin (GITLER et al., 2008).

Baseado nessas informagdes, fica evidente que a o-sin esta inserida em diversos
processos necessarios para o correto funcionamento das células. Porém, sob condicdes
inadequadas, essa proteina pode se tornar nociva, visto que quando superexpressa ou sob niveis
elevados de Ca?* a o -sin pode ocasionar a formagao de agregados toxicos. Sabe-se que a o -sin
interage com diversas proteinas envolvidas no transporte de vesiculas, em especial a Rab8a.
Dessa forma, uma desregulacdo de sua atividade poderia ocasionar morte neuronal, levando ao
desenvolvimento da DP. Contudo, uma lacuna ainda existe, em especial, dentro da relagdo entre
o-sin, Rab8a e 0 aumento dos niveis de Ca®" nos terminais pré-sinapticos nos neurdnios
dopaminérgicos. Isso porque ainda n&o se sabe se 0 Ca?* é realmente necessario para que a

interacdo entre a a-sin e a Rab8a ocorra. Visto a importancia desse mecanismo para a
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homeostase celular e a crescente necessidade de tratamentos terapéuticos direcionados a DP,
estudos celulares e in vitro, foram realizados neste trabalho, com o objetivo de elucidar a

participacdo do Ca®* na interagdo entre a-sin € Rab8a.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar a participacdo do Ca?* na interagdo da a-sin com a Rab8a in situ e in vitro.

2.2. Especificos

a)
b)

c)

d)

Avaliar o comportamento da a-sin na presenca de Ca?* em células neuronais;
Caracterizar a a-sin recombinante por métodos biofisicos;

Avaliar a influéncia do Ca?* no comportamento biofisico da a-sin recombinante
in vitro;

Avaliar a interacdo entre a-sin e Rab8a em células neuronais na presenca de
C3.2+;

Caracterizar e estabelecer as condicdes de interacdo entre a-sin e Rab8a

recombinante in vitro.
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3. METODOLOGIA

3.1. Cultura celular

Células SH-SY5Y (células de neuroblastoma humano) (ATCC CRL-2266) foram
mantidas em meio DMEM/F12 (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e
1% de antibioticos penicilina e estreptomicina (PSA) (Gibco), a 37°C com atmosfera Umida e
5% de COa.

3.2. Monitoramento da sinalizacéo intracelular de célcio

As celulas foram plaqueadas em laminulas de vidro estéreis quadradas,
posicionadas dentro da placa, a uma densidade de 4x10° células e incubadas em tamp&o HEPES
(NaCl 142.2 mM, KCI 5.4 mM, NaH2PO4 1.0 mM, HEPES 10 mM, dextrose 5.6 mM, MgSO4
0.8 mM, e CaCl> 1 mM) contendo a sonda FLUO-4/AM (6 uM) por 20 min a 37°C e 5% de
CO». Apos este periodo, as laminulas contendo as células foram transferidas para uma camara
de perfusio e levadas para observacdo em microscopio confocal Leica SP8. Os sinais de Ca?*
foram monitorados em células individuais durante a estimula¢do com KCI 50mM por 5 min. A
emiss&o de fluorescéncia em resposta a deteccdo de Ca?* intracelular foi monitorada utilizando
lente objetiva de 63x e as imagens foram coletadas a 1.3 f/s. As alteracdes na fluorescéncia

foram normalizadas pela fluorescéncia da linha de base e expressas como (F/F0) x 100.

3.3. Transfeccéo transiente

As células foram plagueadas em placas de 6 pogos com laminulas de vidro estéreis,
a uma densidade de 4x10° células por pogo. Apds 24 h, as células foram transfectadas com
FUGENE HD Transfection Reagent (Promega) e 3 ug de DNA plasmideal do vetor pEGFP-N2
contendo o gene SNCA e do vetor pPCDNA5-mCherry contendo o gene RAB8A. As culturas

foram mantidas por 48 h ap0s a transfeccao.

3.4. Inducdo de agregados de a-sinucleina e Rab8a

Apo0s transfectadas, as células positivas para ambos 0s constructos acima, foram
incubadas por 24 ou 48 h com meio de cultura DMEM/F12 contendo KCI 50 mM. Passado o
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periodo de incubacdo de 24 ou 48 h, as celulas foram fixadas com paraformaldeido (PFA) 4%
por 25 min em temperatura ambiente, lavadas 2x com PBS e montadas em solucdo de
Vectashield contendo DAPI.

3.5. Microscopia confocal

As imagens foram coletadas em um microscopio confocal Leica SP8 com uma
objetiva a 6leo de 63x N.A 1.40. Para GFP, excitacdo a 488 nm e emissdo a 509 nm. Para
mCherry, 561/580 nm e DAPI, 358/461 nm.

3.6. Cepas de E. coli

As culturas de E. coli foram cultivadas em meio Luria Bertani (LB), composto por
10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura e 10 g/L de cloreto de sddio. Para 0 meio sélido,
foi adicionado ao meio 20 g/L de &gar bacteriol6gico. Todos os meios foram esterilizados em

autoclave durante 20 min a 121°C antes do uso.

Para a producdo dos plasmideos e das proteinas recombinantes, diferentes cepas de
E. coli foram selecionadas para cada caso. De forma especifica, a propagacdo plasmideal foi
realizada na cepa DH5a, enquanto para a expressdo das proteinas recombinantes foram
utilizadas as cepas BL21(DE3) e Rosetta2 (DE3).

3.7. Clonagens
3.7.1. Amplificagdo dos genes SNCA e RAB8A

A amplificacdo completa dos genes SNCA e RAB8A, que codificam as proteinas a-
sin e Rab8a, respectivamente, foi feita pela técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction),
utilizando-se uma biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano como molde. Os

oligonucleotideos utilizados nesta etapa do trabalho estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Descricao dos oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo dos genes SNCA e RABSA.

Proteina Primer Sequéncia (5"- 3)
a-sin HsSnca.M1.Ndel. FOR CATATTCACATATGATGGATGTATTCATGAAAGGAC
a-sin HsSnca.A140.Not.REV TAGAGGCGGCCGCTTAGGCTTCAGGTTCGTAGTCTTGA
a-sin-GFP HsSnca.M1.HindlIII.FOR CATCTAAGCTTGCCATGGATGTATTCATGAAAGGAC
a-sin-GFP HsSnca.A140.Smal.REV ATGACACCCGGGGGCTTCAGGTTCGTAGTCTTGATAC
Rab8a HsRab8a.M1.Ndel.FOR AGCCATCATATGGCGAAGACCTACGATTACCTGT
Rab8a HsRab8a.L.207.Xhol.REV GTCAGCTCGAGTCACAGAAGAACACATCGGAAAA
Rab8a-mCherry HsRab8a.M1.HindIll.FOR GCTCGAAGCTTATGGCGAAGACCTACGATTAC
Rab8a-mCherry HsRab8a.L207.BamHI.REV CGTATGGATCCCAGAAGAACACATCGGAAAAAGC

As reacdes de amplificagéo foram realizadas em termociclador Eppendorf Master
Cycler, com Taq HiFi Buffer 1X, MgCl; 1,25 mM, dNTP 0,2 mM, 10 pmol dos
oligonucleotideos forward e reverse especificos para cada gene (Tabela 1), 0,5 pL de Taq
Platinum DNA Polimerase HIFI (Invitrogen) e cDNA molde, com volume total, por tubo, de
50 pL. A PCR foi programada com a seguinte ciclagem: 94°C - 2:00 min [1X]; 94°C - 30 s,
60°C —30 s, 72°C -1:00 min [35X]; 72°C - 5:00 min [1X]. O resultado da amplificagéo foi
visualizado através de eletroforese em gel de agarose 1% contendo Sybr Safe (Thermo Fisher).
Posteriormente, os produtos da amplificacdo foram purificados com o kit PCR Purification
(QIAGEN) ou kit QlAquick Gel Extraction (QIAGEN).

3.7.2. Reag0es de clivagem

Os insertos, amplificados e purificados por kit PCR Purification (QIAGEN) dos
genes SNCA e RABB8A, assim como 0s vetores de interesse para cada um dos genes, foram
clivados pelas enzimas de restri¢do presentes em seus respectivos primers (Tabela 2). Para cada
reacdo de clivagem foram utilizados aproximadamente 500 ng do inserto de cada gene e dos
vetores selecionados, 10 U das enzimas de restricdo em respectivo tampao, em um volume total
de 30 pL. As reacdes foram incubadas a 37°C overnight ou por 4 h, de acordo com a atividade

de cada enzima.

As reacOes de digestdo foram submetidas a analise por eletroforese em gel de

agarose 1% contendo Sybr Safe. Os fragmentos correspondentes aos DNAS de interesse,
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produtos das reagdes de clivagem, foram entdo recuperados do gel e purificados utilizando o
kit Gel Extraction (QIAGEN). Os respectivos vetores e enzimas de restricdo usados para cada

construcdo estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Vetores e enzimas de restrigdo utilizados.

Inserto Vetor Sistema de Expressdo Enzimas de restricdo
SNCA pET21b E. coli Ndel e Notl
SNCA PEGFP-N2 Mamifero Hindlll e Smal
RABSA pET-28a-TEV E. coli Ndel e Xhol
RABSA pCDNAS5-mCherry Mamifero Hindlll e BamHI

3.7.3. Reac0es de ligacdo

Para as reacdes de ligacdo entre os insertos e o vetores linearizados foi utilizado 1U
da enzima T4 DNA ligase (Promega), tampao especifico da enzima, 60 ng do vetor linearizado
e 100 ng do inserto, em um volume total de 20 ul. A reacdo foi mantida a 16°C overnight.

3.7.4. Transformacéo em E. coli

As ceélulas de E. coli, cepa DH5-0, termo-competentes foram transformadas com o
produto total das reacGes de ligacdo. Para isso, apds a adi¢do da reacdo de ligacdo na bactéria,
o sistema ficou em repouso a 4°C por 30 min, em seguida foi realizado o choque-térmico
colocando o sistema por 1 min 30 s a 42°C e rapidamente 1 min a 4°C, por fim houve a adicdo
de 800 pL de meio LB a essas células onde foram incubadas a 37°C por 1h a 200 rpm. As
células transformadas foram plaqueadas em 20 ml de meio de cultura LB sélido contendo 20
ul do antibiotico de selecdo dos vetores utilizados e foram mantidas a 37°C overnight.

3.7.5. Confirmacao dos clones por PCR de colbnia

Foram coletadas de 7 a 10 col6nias transformantes para realizar a PCR de colonia.
Na PCR foram utilizados 5 pl da suspenséo celular, resultante de 1 colénia transformada em 20
pl de meio LB, como molde para a reagdo, 0,5 mM dos oligonucleotideos forward e reverse
especificos de cada vetor, Buffer HF Phusion 1X, dNTPs 10 mM, MgCl, 25 mM, e 1 U de Taq
DNA polimerase Phusion (produzida no LNBio). A PCR foi realizada com a seguinte ciclagem:
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98°C - 1 min [1X]; 98°C - 1055, 55°C - 30's, 72°C - 2 min [35X]; 72°C - 10 min [1X]. Os produtos
das reacdes foram analisados em gel de agarose 1% para confirmagéo dos clones.

3.7.6. Sequenciamento dos clones

Para cada construcdo, foram selecionados e sequenciados dois clones previamente
confirmados por PCR de col6nia. Os clones selecionados foram cultivados em LB liquido, com
0 devido antibidtico, a 37°C overnight, 200 rpm. Apds esse periodo, foi utilizado o kit
NucleoSpinPlasmid (Macherey-Nagel), para a extracdo do DNA plasmideal das coldnias
selecionadas, para que fossem sequenciadas em sistema Applied Biosystems 3500XL, a fim de
confirmar a integridade da sequéncia de nucleotideos do gene em quest&o.

3.8. Inducio da expressiao da Hs a-sinucleina e Hs Rab8a

Para a expressdo da proteina a-sin, foi utilizada a cepa BL21(DE3) de E. coli
transformada com o vetor pET21b contendo o gene SNCA (pET21b+SNCA). Culturas foram
crescidas a partir de 1 coldnia utilizando-se 50 mL de meio LB liquido e 100 pug/mL de
ampicilina a 37°C, 200 rpm, overnight. Posteriormente, foram preparados in6culos contendo 50
mL da cultura cultivada overnight juntamente com 500 mL de meio LB e antibiético, os quais
foram mantidos a 37°C, 200 rpm até que o meio de cultura atingisse densidade dptica (D.O.) de
~0,6. Nesta etapa, a expressao da proteina foi induzida com a adicéo de IPTG 1 mM (isopropyl
p-D-1-thiogalactopyranoside) durante 4 h a 37°C, 200 rpm.

J& para a expressdo da proteina Rab8a, foi utilizadas a cepa Rosetta2 de E. coli
transformada com vetor pET-28a-TEV contendo o gene RAB8A (pET28a-TEV+RABS8A). As
culturas contendo 50 mL foram feitas da mesma maneira como descrito acima, porém, além
dos 100 pg/mL de canamicina, foi adicionado também 34 pg/mL de clorofenicol, sendo essa
resisténcia intrinseca da cepa utilizada. Os inoculos de 500 mL foram cultivados da mesma
maneira e a inducgéo foi feita pela adi¢do de IPTG 0,5 mM por 16 h a 18°C, 200 rpm. Ao final
do processo, 0s meios de cultura contendo as bactérias com as respectivas proteinas expressas

foram centrifugados por 45 min a 9000 g a 4°C e os pellets coletados.
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3.9. Purificacédo
3.9.1. a-sin

O pellet de células contendo a a-sin, foi congelado a -20°C overnight para a lise
bacteriana (Bartels, et al., 2019). Apds este periodo, houve o descongelamento e posterior
ressuspensdo das células em 20 mL tampdo contendo Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 25 mM e
EDTA 1 mM pH 8,0 (Tampéo A). As células em suspensdo foram incubadas em banho térmico
a 95°C durante 15 min, resfriada a 4°C e centrifugada por 45 min a 20000 g a 4°C. O
sobrenadante, contendo a proteina alvo foi coletado e filtrado em filtro 0,45 pm. O volume do

lisado foi ajustado para 100 mL com tampdo A.

Para o primeiro passo de purificacdo, usou-se uma coluna de troca-anidnica
HiScreen Q HP (GE HealthCare) contendo 4,7 mL de volume de coluna (VC), previamente
equilibrada com Tampéo A, no qual a amostra foi injetada sob fluxo de 1,0 mL/min com o uso
do equipamento Akta FPLC (GE HealthCare). Ap6s a injecdo da amostra, a coluna foi lavada
com tampédo A sob mesmo fluxo de 1,0 mL/min até que o sinal de UV e de condutividade
estivessem estabilizados. Em seguida, iniciou-se o processo de elui¢do da proteina com um
gradiente de 0 a 100% de Tampéo B (Tampéo A + NaCl 1 M) em 15 VC. Fracbes de 2 mL
foram coletadas e analisadas por SDS-PAGE 13%.

As fragdes contendo a proteina de interesse foram reunidas, concentradas em
concentrador UltraFree 4, 10 kDa (Millipore) e submetidas a purificacdo por exclusdo
molecular em sistema Akta FPLC (GE HealthCare). A coluna Superdex 75 16/60 prepgrad (GE
Healthcare) foi equilibrada em tampé&o contendo acetato de sodio 50 mM, pH 7,4, sob fluxo de

0,5 ml/min. FracGes de 1 mL foram coletadas e posteriormente analisadas por SDS-PAGE 13%.

Por fim, ap0s a purificacdo por cromatografia de exclusdo molecular, a amostra foi
dialisada contra 2 L de Tampéo C contendo Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 e NaCl 50 mM, overnight
a 4°C sob agitacdo branda e com o uso de membranas SpectraPor (MWCO 6 — 8.000). A

amostra final foi congelada em nitrogénio liquido e estocada a -80°C.
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3.9.2. Rab8a

O pellet de células contendo a Rab8a foi ressuspendido em 20 mL, por litro de
inducdo, em tampdo contendo HEPES 50 mM, pH 7,5, NaCl 500 mM, MgCl, 1 mM, pB-
mercaptoetanol 2 mM e PMSF 1 mM. As células em suspensdo foram incubadas com lisozima
0,2 mg/mL por 30 min e posteriormente sonicadas com ~20 pulsos de 15 s em 50% de
amplitude. A suspensédo foi centrifugada por 45 min a 20000 g a 4°C e o sobrenadante foi

coletado e filtrado em filtro 0,45 uM.

Para o primeiro passo de purificacdo, usou-se uma coluna HiTrap Chelating (GE
HealthCare) contendo 5,0 mL de volume de coluna (VC), previamente equilibrada com Tampéo
D composto por HEPES 50 mM, pH 7,5, NaCl 500 mM, MgCl, 1 mM e B-mercaptoetanol
2mM. A amostra foi injetada sob fluxo de 1,0 mL/min com o uso do equipamento Akta FPLC
(GE HealthCare). Apds a injecdo da amostra, a coluna foi lavada com tampdo de mesma
composicao usado no equilibrio da coluna, sob mesmo fluxo de 1,0 mL/min, até que o sinal de
UV estivesse estabilizado. Para a eluicdo da proteina foi utilizado Tampao E com adicdo de

imidazol 500 mM. FragGes de 2 mL foram coletadas e analisadas por SDS-PAGE 13%.

As fracBes contendo a proteina de interesse foram reunidas e concentradas em
concentrador UltraFree 4, 10 kDa (Millipore) e submetidas a purificagdo por exclusdo
molecular em sistema Akta FPLC (GE HealthCare). A coluna Superdex 75 16/60 prepgrad (GE
Healthcare) foi equilibrada em Tampéo F contendo HEPES 50 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM,
MgCl> ImM e DTT 1 mM sob fluxo de 0,5 ml/min. Fragdes de 1 mL foram coletadas e
posteriormente analisadas por SDS-PAGE 13%. A amostra final foi congelada em nitrogénio

liquido e estocada a -80°C.

3.10. Caracterizacio biofisica da a-sin
3.10.1. Dicroismo Circular (CD)

A técnica CD foi realizada no UV distante (260 - 185 nm) com uso do equipamento
Jasco J-850 (JASCO) a fim de avaliar o conteudo de estrutura secundaria da proteina a-Sin em
diferentes concentragdes da proteina e na presenca de diferentes concentragdes do ion Ca?* em
solugdo. As medidas foram realizadas em temperatura ambiente e em cubeta de quartzo com
caminho otico de 0,1 mm, sendo que cada condicdo avaliada foi incubada durante 24 h a 4°C e

37°C e 48 h a 37°C. As amostras analisadas estavam em tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 e
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NaCl 50 mM. As condicdes na presenca de Ca?* foram preparadas em mesmo tampao acrescido
de CaClo. Para cada medida foram coletados 10 espectros utilizando o software
SpectraManager (JASCO). Os espectros foram plotados através do programa GraphPad Prism

8. Por fim, através da pagina Dichroweb, foram feitas as deconvolucdes dos espectros obtidos.

3.10.2. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

As medidas de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) foram realizadas no
equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical), a fim de avaliar se houve mudancas no
raio hidrodindmico da a-sin nas diferentes concentracdes de proteina e fon Ca?*. As medidas
foram realizadas a temperatura ambiente em cubeta de quartzo contendo as amostras incubadas
por 24 h & 4°C e 37°C e 48 h a 37°C e centrifugadas a 14000 rpm, 4°C por 10 min. O tampé&o
utilizado foi Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 e NaCl 50 mM. As condices na presenca de Ca?* foram
preparadas em mesmo tampéo acrescido de CaCl.. Os dados foram coletados através do

software Zetasizer Nano v3.30 e plotados com o programa GraphPad Prism 8.

3.10.3. Cromatografia de Exclusdo Molecular com Espalhamento Multiangular de
Luz (SEC-MALS)

Para determinar o peso molecular e estado oligomérico da a-sin obtida, foi realizado
a técnica de Cromatografia de Exclusdo Molecular com Espalhamento Multiangular de Luz
(SEC-MALS) no equipamento OMNISEC GPC/SEC System (Malvern Panalytical). Amostras
de a-sin nas concentracgdes de 0,5 mg/mL e 5,0 mg/mL foram analisadas em triplicata, com uso
de uma coluna Superdex 75 10/300 prepgrad (GE Healthcare) em tampao Tris-HCI 50 mM, pH
7,5 e NaCl 50 mM, sob fluxo de 0,4 mL/min. Os espectros obtidos (indice de refragéo,
espalhamento de alto e baixo angulo de luz e viscosidade) para cada replicata foram tratados
no mesmo software do equipamento utilizando uma curva padrdo de BSA, a 5,0 mg/mL em
tampdo de mesma composicao para a normalizagao dos dados. Os gréficos foram plotados com

uso do programa GraphPad Prism 8.
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3.10.4. Ensaio de 1,8-ANS

Para avaliar a exposi¢do de residuos hidrofobicos em solu¢do da a-sin foram
realizados o0 ensaio baseado na intensidade da fluorescéncia do 1,8-ANS (1-
Anilinonaphthalene-8-Sulfonic Acid). Amostras de a-sin nas concentragcfes de 0,5 mg/mL e 5,0
mg/mL, na presenca e auséncia de 1 mM de Ca?*, foram incubadas a 37°C na presenca de ANS
20 uM, em tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 e NaCl 50 mM, em placa de 96 pocos (Greiner).
As medidas de fluorescéncia foram obtidas pelo equipamento EnVision (Perkin Elmer), sendo
os comprimentos de onda de 370 nm/400-600 nm (ex/em) para o ANS. Os graficos foram

plotados com uso do programa GraphPad Prism 8.

3.11. Ensaios de interacao a-sin e Rab8a
3.11.1. Pull-down

Para avaliar a interagdo entre a-Sin € Rab8a in vitro, foi utilizado o ensaio de pull-
down com uso da resina TALON (TakaraBio). Foram avaliadas quatro condi¢des: 1) 50 ug de
a-sin e 50 pg de Rab8a; 2) 50 g de a-sin e 50 ug de Rab8a na presenca de Ca?* 1 mM; 3) 50
pg de a-sin e 50 pg de Rab8a na presenca de GDP 1 mM; 4) 50 ug de a-sin e 50 pug de Rab8a
na presenca de Ca** 1 mM e GDP 1 mM. Todas essas condi¢des foram preparadas em um
volume total de 400 pL de tampéo de ligagdo composto por HEPES 50 mM, pH 7,5, NaCl 100
mM, MgCl, 1 mM e B-mercaptoetanol 2 mM (as condicdes contendo Ca?* e/ou GDP possuiam

adicao do respectivo aditivo no tampdo usado) e incubadas por 2h30 a 4°C sem agitacao.

A resina TALON foi previamente equilibrada com tampdo de ligacdo e
posteriormente carregada com cada uma das condi¢des descritas por 30 min a 4°C com agitacdo
branda. Posteriormente, o sistema foi centrifugado por 1 min a 1000 g a 4°C (todas as etapas de
centrifugacdo seguiram esses parametros), sendo o sobrenadante coletado para posterior
andlise. Em seguida foram realizadas quatro lavagens com 200 pL de tampdo de ligacdo, sendo
coletado o contetdo da primeira e quarta lavagem para analise. Por fim, foi adicionado 200 pL
tampéo de eluicdo de mesma composi¢do do tampéo de ligacdo com adicdo de imidazol 500
mM. Os sistemas foram incubados por 10 min e posteriormente centrifugados. Os

sobrenadantes dessa etapa foram coletados para anélise.

Além das condigdes de interacdo descritas, foram realizados os controles tanto da

a-sin quanto da Rab8a isoladas sob as mesmas condigdes descritas previamente.
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3.11.2. Western blotting

Cada condicéo/etapa coletada durante o ensaio de pull-down foi submetida a corrida
em gel de SDS-PAGE 13% e transferidas para membranas de nitrocelulose de 0,45 um
(BioRad). As membranas foram incubadas por 2 h a temperatura ambiente com anticorpos anti-
a-sin (1:1000, Abcam) e anti-Rab8a (1:1000, Abcam) seguidos de incubag¢do por 1 h a
temperatura ambiente com anticorpos secundarios conjugados a HRP anti-rabbit, 1:5000. As
membranas foram reveladas usando o sistema de detec¢do de quimiluminescéncia BioRad
(Clarity Western ECL, BioRad). Os sinais de quimioluminescéncia foram aferidos

qualitativamente usando o software Image J.

3.12. Andlise estatistica

Para as imagens provenientes da microscopia confocal, ao menos 5 imagens de trés
experimentos individuais por grupo foram coletadas. Graficos representam a média +SEM.

Teste T de Student foi utilizado e P<0,05 considerado estatisticamente significativo.
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4. RESULTADOS
4.1. Clonagens

Para a realizagdo dos experimentos de interagdo entre a-sin e Rab8a, inicialmente,
foi necessario preparar as constru¢fes plasmideais contendo 0s genes responsaveis pela
expressao de cada uma das proteinas. As construcdes utilizadas foram planejadas para que toda
a sequéncia de aminoacidos que compBe ambas as proteinas fossem expressas por completo

(full lenght), sendo 140 aminoacidos para a a-sin e 207 aminoacidos para a Rab8a.

4.1.1. Clonagem da a-sin e Rab8a para ensaios in situ em células SH-SY5Y

Os vetores escolhidos para as clonagens das construcfes utilizadas nos ensaios in
situ em células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) foram o pEGFP-N2 para a a-sin e 0 vetor
pCDNAS5-mCherry para a Rab8a. O pEGFP-N2 possui em sua sequéncia o gene da proteina
verde fluorescente (GFP), gerando assim um constructo contendo a a-sin com a GFP ligada a
sua porcao C-terminal, o que torna possivel a identificacdo da proteina na célula através da
microscopia de fluorescéncia. J& o vetor pPCDNAS5-mCherry, contendo em sua sequéncia o gene
de expressdo da proteina fluorescente mCherry, foi utilizado para detec¢do da Rab8a, no qual
a proteina fluorescente é expressa em conjunto ao N-terminal da Rab8a.

Como mostrado na Figura 8A e 8C, as sequéncias de DNA contendo o gene SNCA
(420 pares de bases (pb)) e o gene RAB8A (621 pb) foram amplificados por PCR através de
uma biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano obtida comercialmente. Essas sequéncias
foram inseridas nos respectivos vetores, pEGFP-N2 e pPCDNA5-mCherry para posterior sele¢do
dos clones obtidos (Figura 8B e 8D). Para identificagéo de col6nias positivas para o gene SNCA,
os primers utilizados foram especificos para a sequéncia inserida, sendo positivos os clones que
amplificaram sequéncias de 420 pb (Figura 8B). Ja para as construc@es do gene RAB8A, foram
usados primers especificos para o vetor plasmidial, gerando amplificacdo de um fragmento de
1655 pb (Figura 8D). Uma vez identificados, os clones positivos foram selecionados e
sequenciados para confirmar a integridade da sequéncia dos genes inseridos nos vetores (dados

ndo mostrados).
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Figura 8. Clonagem pEGFP-N2-SNCA e pCDNA5-mCherry-RAB8A. A) Gel de agarose 1% mostrando o
produto da PCR contendo a sequéncia do gene SNCA de 420 pb. B) Gel de agarose 1% contendo o produto de
PCR de cada um dos clones obtidos para a construcdo pEGFP-N2-SNCA, apds o método de PCR de col6nia, sendo
positivos o0s que apresentam bandas de 420 pb. C) Gel de agarose 1% mostrando o produto da PCR contendo a
sequéncia do gene RAB8A de 621 pb. B) Gel de agarose 1% contendo o produto de PCR de cada um dos clones
obtidos para a constru¢cdo pPCDNA5-mCherry-RABB8A, apds o método de PCR de colbnia, sendo positivos os que

apresentam bandas de 1655 pb.

4.1.2. Clonagem da a-sin e Rab8a para expressdo em sistema procarioto

Para as construcdes contendo os genes SNCA e RABB8A utilizados para a expressdo
das respectivas proteinas em sistema procarioto, utilizamos os vetores pET21b para a a-Sin e
pPET-28a-TEV para a Rab8a. A escolha do pET21b foi baseada na estratégia de produgéo da
proteina descrita em BARTELS (2019), que possibilitou a expressdo do constructo sem que
nenhum tipo de sequéncia adicional fosse necessario para auxiliar no processo de purificacdo

da a-sin. Ja o vetor pET-28a-TEV possui em sua sequéncia o gene responsavel por expressar,
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em conjunto com a proteina de interesse, uma sequéncia de seis histidinas (His-Tag) que auxilia
no processo de purificacdo por afinidade & metal. Além disso, outros grupos mostraram sucesso

em expressar e purificar a Rab8a utilizando construcdo semelhante.

A Figura 9A e 9C mostra que as sequéncias de DNA contendo o gene SNCA (420
pb) e 0 gene RABS8A (621 pb) foram amplificadas por PCR com sucesso. Essas sequéncias foram
inseridas nos respectivos vetores (PET21b e pET-28a-TEV) e os clones positivos obtidos foram
selecionados através do método de PCR de col6nia (Figura 9B e 9D). Para as construcfes do
gene SNCA, os clones positivos amplificaram sequéncias de 420 pb referente apenas ao
tamanho do gene que codifica a proteina. Ja para as construgdes do gene RAB8A foram usados
primers especificos para a sequéncia inserida, sendo positivos os clones que amplificaram
sequéncias de 621 pb. Novamente, os clones positivos selecionados para cada uma das
construcdes foram sequenciados para confirmar a integridade da sequéncia dos genes inseridos
nos vetores (dados ndo mostrados). De posse destes resultados obtidos, indicando a integridade
e sucesso na obtencdo dos constructos de expressdo, partimos para 0s ensaios funcionais e

biofisicos.



45

Clonagem pET21b SNCA

M SNCA

Figura 9. Clonagem pET21b-SNCA e pET-28a-TEV-Rab8a. A) Gel de agarose 1% para confirmacdo do
produto da PCR contendo a sequéncia do gene SNCA de 420 pb. B) Gel de agarose 1% contendo o produto de
PCR de cada um dos clones obtidos para a constru¢do pET21b-SNCA, ap6s o0 método de PCR de colbnia, sendo
0s positivos o0 que apresentam bandas de 420 pb. C) Gel de agarose 1% para confirmacdo do produto da PCR
contendo a sequéncia do gene RAB8A de 621 pb. D) Gel de agarose 1% contendo o produto de PCR de cada um
dos clones obtidos para a construgdo pET-28a-TEV-RABS8A, apds 0 método de PCR de colbnia, sendo 0s positivos

0 que apresentam bandas de 621 pb.

4.2. O Ca?* promove a agregac¢io a-sinucleina em células SH-SY5Y

Estudos publicados anteriormente mostraram que a a-sin tem interacdo direta com
0 ion Ca?* em sua porcdo C-terminal (LAUTENSCHLAGER et al., 2018; NIELSEN et al.,
2001). Além disso, ja foi demonstrado que a ligacdo de ions metalicos a proteinas
amiloidogénicas como a S100, por exemplo, regula sua conformacéo e, em alguns casos, a

oligomerizacdo de dimeros em oligdbmeros de maior grau de magnitude (BOTELHO et al.,
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2009; FRITZ et al., 2010). Para investigar se 0 aumento nos niveis de Ca?* poderia, também,
alterar a distribui¢ao intracelular da a-sin e causar sua agregacdo, utilizamos as células
excitaveis SH-SY5Y, um modelo grandemente utilizado de neurdnios dopaminérgicos em
estudos in vitro (XICOY; WIERINGA; MARTENS, 2017; XIE; HU; LI, 2010). O influxo de
Ca2* em células excitaveis ocorre por meio de diferentes canais, dentre eles os canais para Ca2*
sensiveis a voltagem. A voltagem da membrana neuronal é regulada, sobretudo, pela
concentracdo de ions sédio (Na*) e potassio (K*) nos espagos intra e extracelular. Alterac6es
nessas concentracbes podem levar a despolarizacdo da membrana e, consequentemente, a
abertura dos canais para Ca®* voltagem-dependentes (RIENECKER; POSTON; SAHA, 2020).
Diversos compostos quimicos tém sido utilizados para estimular essa despolarizacdo em
experimentos in vitro, dentre eles, o cloreto de potassio (KCI). Quando adicionado ao meio
extracelular, o KCI eleva a concentracdo de K* nesse local, provocando despolarizacdo e
abertura de canais para Ca*, o que possibilita a observacio da resposta celular a esse ion
(DOLMETSCH et al., 2001). Para comprovar flutuacdes no nivel intracelular de Ca?* mediante
estimulo, células SH-SY5Y foram carregadas com a sonda para Ca?" FLUO-4/AM, e
estimuladas com KCI 50 mM durante imageamento por microscopia confocal live-imaging.
Como pode ser observado na Figura 10A e 10B, células ndo-estimuladas ndo apresentam
flutuacGes no sinal fluorescente da sonda ao longo de todo tempo de imageamento. No entanto,
células estimuladas com KCI 50 mM apresentaram um pico de fluorescéncia que é um
indicativo da sinalizacdo de Ca®* seguido de normalizac3o de seus niveis citosélicos durante o
imageamento (Figura 10A-C), comprovando a eficiéncia do tratamento em alterar 0s niveis

intracelulares de Ca?*.

Com base nos resultados anteriores, células SH-SY5Y foram transfectadas com o
constructo pEGFP-N2-SNCA e, ap6s 48h da transfeccdo, analisadas em trés condicGes
distintas: auséncia de estimulagdo com KCI; 24 h de estimulagdo com KCI; e 48 h de
estimulacdo com KCI. Ao observar essas células por microscopia confocal apds os tratamentos
(Figura 10D), verificamos que o primeiro grupo, sem qualquer tratamento, apresentou a a-sSin-
GFP dispersa de forma homogénea por todo o citosol celular. Ja em cerca de 15% das celulas
estimuladas por 24 h com KCI 50 mM foi possivel observar a presenca de pequenos granulos
GFP-positivos, indicando a formacgéo de agregados de a-sin em decorréncia do aumento de
Ca2" no citoplasma (Figura 10E). Porém, grande parte da a-sin-GFP ainda apresentava-se
dispersa sem a formacao de agregados nessa condi¢do. J& sob a condicao de 48 h de tratamento

com a solucao despolarizante, cerca de 30% das celulas apresentaram granulos de a-sin GFP-
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positivos (Figura 10D e 10E), sugerindo que o tempo de exposicdo a essas condigdes
contribuem para que a a-sin altere sua organizacao e distribuicdo citoplasmética. Além disso, a
distribuicdo da proteina que ndo se encontra diretamente nos oligdbmeros aparenta ser menos

homogénea e estar menos difusa por todo citosol quando comparado as condi¢des anteriores.

Para confirmar a hip6tese de que a a-sin tende a se oligomerizar em estruturas de
ordem superior de maneira tempo-dependente nessas condigdes de estimulo
despolarizante/aumento dos niveis intracelular de Ca?* e se esses oligbmeros passam a se
constituir como agregados, as células GFP positivas que continham granulos foram analisadas
e 0 tamanho dos granulos formados em cada condi¢cdo foram mensurados. Como parametro, a
analise se baseou em um trabalho publicado por GHOSH e colaboradores (2018), em que 0s
grénulos considerados como agregados necessitavam possuir didmetro igual ou superiora 2 pm
(GHOSH; KUNDU; CHATTOPADHYAY, 2018). Como podemos observar no grafico da
Figura 10F, o tamanho dos granulos GFP-positivos nas condi¢fes controle e no tratamento por
24 h com KCI ndo mostrou diferenca significativa, indicando que os granulos presentes no
tratamento de 24 h ainda ndo representam um agregado de a-sin. Porém, na condicao de 48 h
de tratamento foi observado que ~60% das células positivas para granulos GFP-positivos
apresentaram estruturas com didmetro maior ou igual a 2 pm, confirmando que a maior
exposicao da célula a essa condicdo proporciona a formacao de agregados maiores de a-sin
(Figura 10F).

Esses dados mostram que nas células da linhagem SH-SY5Y, o aumento da

concentrago intracelular de Ca?* altera a distribuigdo e organizagéo da a a-sin.
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Figura 10. Células SH-SY5Y sofrem despolarizacédo por estimulo de KCI promovendo aumento dos niveis
de Ca?* citosolico e agregacdo da a-sin. A) Microscopia confocal de células SH-SY5Y incubadas com Fluo-
4/AM (6 M) em condicao controle e estimuladas com solugéo de KCI 50mM (barra de escala: 10 pm). B) Tempo
de duracdo representativo do sinal total de Ca?*. A seta indica 0 momento em que ocorreu o tratamento das células
com KCI. C) Quantificacdo do pico de fluorescéncia ap6s tratamento com KCI 50mM. (As barras de erro indicam

a média * erro padrdo da média; n = pelo menos 25 células para cada grupo, * p < 0,05 por teste t de Student néo-
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pareado). D) Microscopia confocal representativa de células SH-SY5Y transfectadas com pEGFP-N2-SNCA
expressando a-sin-GFP (verde) mostrando grupo controle e tratamento de 24 h e 48 h com KCI 50mM. E possivel
observar que o tratamento faz com que a a-sin se agregue em granulos citoplasmaticos no decorrer do tempo. Os
nlcleos foram corados com DAPI (azul). E) Quantificagdo da porcentagem de células GFP positivas que
apresentavam granulos de a-sin para a condicédo controle e cada grupo tratado. (As barras de erro indicam a média
* erro padrdo da média; n = pelo menos 15 células para cada grupo, * p < 0,05 por teste t de Student ndo-pareado).
F) Quantificacdo da porcentagem de células GFP positivas que apresentavam granulos de a-sin maiores que 2 um
para a condicdo controle e cada grupo tratado. (As barras de erro indicam a média * erro padrdo da média; n =

pelo menos 15 células para cada grupo, * p < 0,05 por teste t de Student ndo-pareado).

4.3. A a-sin in vitro possui alteracdo da sua estrutura secundaria de maneira

concentracdo-dependente, mas independente do Ca?*

Estudos prévios da literatura sugerem que a a-sin, quando superexpressa ou
submetida a altas concentragdes de Ca?* pode sair de um estado monomérico para um estado
oligomérico ou até mesmo fibrilar (GOODWIN et al., 2013; LOWE et al., 2009; NATH et
al., 2011; RCOM-H’CHEO-GAUTHIER et al., 2016). Baseados nestes trabalhos e em
nossos resultados obtidos in situ, o proximo objetivo foi averiguar se 0 comportamento da
a-sin recombinante in vitro teria 0 mesmo perfil quando submetida a condi¢cGes em que o
ambiente quimico estivesse com altas concentragbes de Ca®*. Para isso, inicialmente,
produzimos a a-sin recombinante utilizando E. coli cepa BL21(DE3) transformada com a
construcdo pET21b-SNCA e expressdo induzida com IPTG. O sobrenadante obtido ap6s a
lise das células foi submetido a cromatografia de troca-inica, ja que a construcao da a-sin
utilizada ndo continha nenhum tipo de tag especifico para outros métodos cromatograficos.
Ap0s todo contetdo do lisado ser injetado na coluna, iniciou-se o processo de eluicdo com
0 aumento gradativo da concentracdo de NaCl presente no tampdo. Esse aumento do
contetdo de sal no meio faz com gue os ions presentes em maior quantidade compitam com
a proteina pela resina presente na coluna (BAHADIR, 2013; HEALTHCARE, 2016). No
momento em que detectamos aumento do sinal de UV o gradiente foi mantido nessa
concentracdo de sal até que todo conteudo fosse eluido nessa faixa de condutividade. No

caso da a-sin, a eluicdo ocorreu em uma condutividade ~23 mS/cm (Figura 11A).

Apos analise por SDS-PAGE, a a-sin obtida nessa primeira etapa cromatografica
foi submetida a cromatografia de exclusdo molecular, de forma a garantir a homogeneidade
da amostra com relagdo ao seu tamanho e estado oligomérico em solugdo. O volume de

retencdo observado foi de ~60 mL (Figura 11B), o que, segundo o padréo da coluna
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SUPERDEX 75 16/60, corresponde a proteinas com peso molecular de ~50 kDa, valor esse
bem distante do esperado para a a-sin que possui 14,46 kDa. Essa diferenca pode ocorrer
devido ao fato de que estes valores de volumes de retencdo sdo baseados em proteinas
globulares, e como a a-sin tem caracteristica de proteina desestruturada, seu volume de

retencdo durante o método cromatogréfico pode apresentar distorcdes.

A Troca lénica B
a-sinucleina Exclusdao Molecular
-sinucleina
15007 — uv 280nm 25 9 5007 _ yv 260nm ¢
Condutividade =1
© 20 % o 400/
) = ©
g < =
f§ 35 1000 /‘\ : 15 E- :‘E 2 300+
= << e e | )\ o Fey
2 E I ] 1) oo & 200
V —~ O
g \ 5 &
[ N X / Wis @ 1001
| J v 1 3
0 - - - 0 — 0 g T g "
0 50 100 150 40 50 60 70 80
Volume (mL) Volume (mL)

> .c?»o "bo
X< N
& S o
< . P
0 % \$°° <° ‘f} \qe' 2
(kDa) W X N & FK® M
116
66
45
35 e
25 e
18 § D
14 7 -

Figura 11. Purificagdo da a-sin recombinante. A) Cromatograma resultante ap6s cromatografia de troca-iénica
da fracdo soluvel do lisado de bactérias contendo a a-sin recombinante. Pico destacado em verde corresponde a
eluicdo da proteina (sinal de UV 280 nm representada em azul e sinal da condutividade representado em vermelho
tracejado). B) Cromatograma resultante apds cromatografia de exclusdo molecular das fragbes coletadas no pico
destacado em A (sinal de UV 280 nm representada em azul). C) SDS-PAGE 13% representativo durante todas as

etapas de purificagéo.
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Ao final do processo de purificacdo foi obtida a a-sin recombinante com grau de
pureza acima de 95% e em concentracdo de ~7,0 mg/mL. Isso p6de ser confirmado através da
analise por SDS-PAGE de todas as etapas de purificacdo (Figura 11C). De posse da proteina
recombinante, inicialmente avaliamos qual seu comportamento biofisico in vitro quando
incubada por 24 ou 48 h em altas ou baixas concentracGes, uma vez que a literatura sugere que
sua superexpressdo em células de eucariotos ocasiona a formagéo de agregados, levando, com
o0 tempo, a formacdo de LB’s maduros (FARRER, 2006). Desta maneira, utilizamos o CD para
avaliar a estrutura secundaria da proteina nessas condi¢es e o DLS para determinar o raio
hidrodindmico dessas diferentes amostras a fim de averiguar possivel agregacao da a-sin nestas
diferentes concentracfes. As concentracOes avaliadas foram de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0

mg/mL, em que cada condicdo foi mantida durante 24 h a 4°C antes de cada uma das analises.

Por meio do CD, foi observado que o aumento da concentracdo da a-sin presente
na amostra levou a proteina a apresentar, majoritariamente, maior quantidade de a-hélices em
sua estrutura, com base na presenca de sinais negativos na regido de 222 nm e 208 nm,
correspondentes a esse tipo de estrutura secundaria (Figura 12A). Por outro lado, nas
concentrag¢fes mais baixas, principalmente na faixa de 0,5 e 1,0 mg/mL, o sinal majoritario foi
uma banda negativa em torno de 195-200 nm, sinal caracteristico de proteinas desestruturadas
(Figura 12A). Para confirmar essa mudanca de conteido de estrutura secundaria concentracao-
dependente, foi utilizado o software CONTIN disponivel pelo sistema DichroWeb. Esse
software se baseia na combinacdo de diferentes espectros referentes a proteinas com estrutura
ja determinada por métodos cristalograficos ou por ressonancia magnética nuclear (RMN), que
ao se alinharem ao espectro da proteina de interesse, determinam o contetdo de cada tipo de

estrutura secundaria dentro do intervalo de 100%.

Os valores mostrados na Figura 12A mostram que 0 aumento da concentracao a o-
sin faz com que a proteina passe de ~50% da sua estrutura desordenada para valores de até 10%,
enquanto o conteudo de a-hélice aumenta em uma propor¢do correspondente, passando de
valores ~15% para até ~60% do contetdo total de estrutura secundaria da a-sin. O conteudo de

folhas-B e “loops”” permanece inalterado em todas as condicdes.

Jé& os experimentos de DLS mostraram, que independente da concentracdo de a-sin,
o0 raio hidrodinamico da amostra ndo se altera consideravelmente em nenhuma das situacdes
analisadas, variando em um intervalo de 2,94 a 3,70 nm (Figura 12B), todas apresentando picos
monodispersos indicando boa homogeneidade estrutural (Figura 12B). Dessa forma, mesmo

ocorrendo a mudanga da estrutura secundaria da a-sin devido ao aumento de concentracéo, o
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seu estado oligomérico permanece inalterado, apresentando caracteristicas biofisicas
comparaveis a valores obtidos caracteristicos da a-sin monomérica em solugéo ja demonstrados
em outros trabalhos (LOWE et al., 2009; NATH et al., 2011). Para confirmar se o raio
hidrodinamico da a-sin, avaliado pelo DLS correspondia ao valor esperado para a proteina em
estado monomeérico, as amostras nas concentragdes de 0,5 e 5,0 mg/mL foram submetidas a
analise de SEC-MALS. Atraveés da anélise dos picos obtidos durante 0 método cromatografico,
foi determinada a massa de 15,32 kDa para a amostra de a-sin a 0,5 mg/mL e 14,62 kDa para a
condicédo de 5,0 mg/mL, sendo os raios determinados de 4,06 nm e 4,16 nm, respectivamente,

valores correspondentes ao estado monomeérico da proteina (Figura 12C).

Com isso, nas condi¢des observadas in vitro, apesar da estrutura secundéria da o-
sin se alterar devido ao aumento da concentracdo da proteina em solugdo este evento ndo é

acompanhado pela agregagdo da mesma.
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Figura 12. Andlises biofisicas da a-sin in vitro indicam mudanca de estrutura secundaria dependente de
concentracdo, mas sem alteragdo de seu estado oligomérico. A) CD da a-sin nas concentragdes de 0,5; 1,0; 2,0;
3,0; 4,0 e 5,0 mg/mL apds incubacédo por 24 h & 4°C. Espectros foram deconvoluidos pelo software CONTIN sendo
o0s dados obtidos presentes na tabela B) DLS da a-sin nas concentragdes de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg/mL
apos incubacdo por 24 h a 4°C. Tabela contendo os valores de raio hidrodindmico e polidisperséo das condi¢des
analisadas C) SEC-MALS da a-sin nas concentra¢@es de 0,5 e 5,0 mg/mL. Tabela contendo os valores de massa
molecular e raio hidrodindmico obtidos apds tratamento dos dados.
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Com base no comportamento da a-sin em diferentes concentrages avaliado
anteriormente, foram selecionadas as concentracées de 0,5 mg/mL e 5,0 mg/mL para os
experimentos seguintes. Para avaliar se distintas concentragdes de Ca?* poderiam influenciar
na composicdo da estrutura secundaria e/ou estado de oligomerizacdo/agregacao da proteina,
as amostras foram incubadas por 24 ou 48 h a 4°C na presenca de diferentes concentracOes de
Ca2* (200, 400, 600, 800 e 1000uM), selecionadas com base em Nath e colaboradores (2011).
Apos esse periodo, os ensaios de CD e DLS foram realizados para determinar se a adi¢cdo do
ion ocasionava comportamentos diferentes dos observados quando as amostras contendo a o-

sin na auséncia de Ca?* foram analisadas.

Os espectros de CD obtidos, tanto ap6s o periodo de 24 h ou 48 h de incubacéo, e
independente da concentracio de Ca?* utilizada, mostraram amostras com comportamento
semelhante ao observado nas amostras incubadas na auséncia de Ca?*. O aparecimento de banda
negativa na regidao de 195 — 200 nm revelaram que todas as condi¢fes apresentaram o mesmo
perfil, constituido em proteina majoritariamente desestruturada. (Figura 13A e 13D). De forma
semelhante, as amostras na concentragéo de 5,0 mg/mL de a-sin incubadas na presenca de Ca?*
tiveram, também, o mesmo padrdo observado anteriormente (Figura 12), com todas as
condicdes revelando um alto conteddo de a-hélice (sinal negativo na regido 222 nm e 208 nm)
(Figura 13A e 13D). Ja os ensaios de DLS mostraram que para as amostras contendo a-Sin a
0,5 mg/mL incubadas por 24 h na presenca de concentragdes de Ca?*, variando entre 0 M —
600 uM Ca?*, o raio hidrodindmico das amostras apresentou valor no intervalo de 1,11 a 1,47
nm, enquanto nas condi¢des de 800 uM e 1 mM de Ca?* os valores de raio se aproximaram dos
observados nas condigdes de a-sin a 5,0 mg/mL, sendo 2,56 nm e 3,38 nm, respectivamente
(Figura 13B e 13C). No periodo de 48 h de incubacéo, ainda na concentragio de 0,5 mg/mL o-
sin, os valores de raio hidrodindmico apresentaram certa discrepancia, variando de 2,81 a 4,45
nm. Por outro lado, as condi¢des contendo maior concentragdo de a-sin (5 mg/mL) tiveram
resultados homogéneos e correlatos entre si, para ambos os tempos de incubacgéo, no qual todos
os valores de raio hidrodindmico obtidos foram no intervalo de 3,08 a 3,54 nm (Figura 13E e
13F). Dessa forma, na condicdo de alta concentracdo de a-sin (5,0 mg/mL), o Ca?* nio teve
influéncia no estado oligomérico da proteina, ja que que os valores de raio hidrodinamico da
amostra ndo apresentaram alteracdo relevante. Para as medidas com 0,5 mg/mL de a-Sin, 0s
dados obtidos sdo inconclusivos com relacdo ao papel do ion no processo de agregacdo da
proteina, ja que ndo obtivemos um padrdo de aumento de raio hidrodinamico em concordancia

com a aumento da concentracio do Ca?*. Um fator que pode ter contribuido para isso é a
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concentracdo de 0,5 mg/mL estar proxima do limite inferior de deteccdo do equipamento
utilizado (0,2 mg/mL para proteinas com ~15 kDa), fazendo com que a relag&o sinal/ruido das

medidas em questao apresentassem valores baixos nessas condicoes.

Dito isso, com esses dados concluimos que o Ca?* adicionado ao meio,
independente da concentracdo, teve pouca ou nenhuma interferéncia significativa na

estruturacdo secundaria da a-sin in vitro.
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Figura 13. Analises biofisicas da a-sin in vitro na presenca de Ca?* indicam que o fon ndo influéncia na

estrutura secundaria e estado oligomérico da proteina A) CD da a-sin nas concentracfes de 0,5 e 5,0 mg/mL
apos incubacdo por 24 h & 4°C na presenca de 200, 400, 600, 800 e 1000 pM de Ca?". B) DLS da a-sin nas
concentracdes de 0,5 e 5,0 mg/mL apdés incubacdo por 24 h a 4°C na presenca de 200, 400, 600, 800 e 1000 uM

de Ca®*". C) Tabela contendo os valores de raio hidrodinadmico e polidispersdo das condigBes analisadas em (B).

D) CD da a-sin nas concentrag@es de 0,5 e 5,0 mg/mL ap6s incubagdo por 48 h & 4°C na presenca de 200, 400,

600, 800 e 1000 uM de Ca?*. E) DLS da a-sin nas concentragdes de 0,5 e 5,0 mg/mL apds incubagéo por 48 h a
4°C na presenca de 200, 400, 600, 800 e 1000 uM de Ca?*. F) Tabela contendo os valores de raio hidrodinamico

e polidispersdo das condi¢des analisadas em (E).
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Uma vez que os experimentos a 4°C ndo mostraram diferenga significativa no
comportamento da proteina na presenca ou ndo de Ca?*, as mesmas analises e condigdes foram
testadas na temperatura 37°C de maneira a se chegar mais proximo da temperatura fisiologica.
Inicialmente, foram realizados os experimentos apenas na presenca de diferentes concentracdes
de a-sin para averiguar se a mudanca de temperatura levaria a uma diferenca dos resultados de
CD e DLS observados nas mesmas condi¢fes a 4°C. Para as condi¢Bes em que havia apenas a
variagdo da concentracdo de a-sin (0,5 a 5,0 mg/mL), os resultados de CD foram semelhantes
aos observados a 4°C, nos quais baixas concentragdes de a-Sin mostram a proteina
majoritariamente desestruturada enquanto em altas concentraces ocorre predominancia de
estruturas a-hélices (Figura 14A). Os raios hidrodindmicos observados para a a-Sin,
mensurados por DLS, também seguiram o mesmo padrdo em comparacgdo a incubacao a 4°C,
(2,81 a 3,38 nm), sendo todos os picos monodispersos, 0 que sugere homogeneidade da
populagdo de a-sin presente na amostra, tendo certa dispersdo apenas nas condigdes de 0,5
mg/mL com adigdo de 200 e 800 uM de Ca?* (Figura 14B) pelos mesmos motivos sugeridos

anteriormente (Figura 13B).

Quando repetimos estas analises na presenca de Ca2* (concentragdes variando entre
200 puM e 1 mM), os mesmos padrdes foram observados. A a-sin a 0,5 mg/mL na auséncia ou
presenca de diferentes concentraces do ion e a 37°C continuou sendo majoritariamente
desestruturada, enquanto nas mesmas condi¢des a 5,0 mg/mL de proteina a o-Sin apresenta
maior contetido de a-hélice em sua estrutura (Figura 14C). O mesmo ocorre para as analises de
DLS: em baixa concentracdo da proteina, os valores obtidos variaram de 1,77 a 3,53 nm,
enquanto para a concentragdo de a-sin 5mg/mL, os resultados foram mais uma vez mais coesos
e semelhantes aos observados anteriormente, seguindo o intervalo de 3,08 a 3,70 nm (Figura
14D e 14E). Em sintese, pode-se aferir que, in vitro, o Ca?* ndo tem papel direto na mudanca
estrutural da a-sin, diferentemente do observado em células SH-SY5Y.
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Figura 14. Analises biofisicas da a-sin in vitro em condi¢des de temperatura semelhantes a fisiolégica

indicam mudanca de estrutura secundaria dependente de concentracdo, mas sem alteracéo de seu estado

oligomérico na presenca ou auséncia de Ca?*. A) CD da a-sin nas concentracdes de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0e 5,0

mg/mL apos incubagdo por 48 h & 37°C. B) DLS da a-sin nas concentragdes de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg/mL

apos incubagdo por 48 h a 37°C. Tabela contendo os valores de raio hidrodinamico e polidisperséo das condic6es

analisadas. C) CD da a-sin nas concentragdes de 0,5 e 5,0 mg/mL apds incubagéo por 48 h a 37°C na presenca de
200, 400, 600, 800 e 1000 uM de Ca?*. D) DLS da a-sin nas concentracdes de 0,5 e 5,0 mg/mL apds incubagéo
por 48 h a 37°C na presenca de 200, 400, 600, 800 e 1000 uM de Ca?*. F) Tabela contendo os valores de raio

hidrodindmico e polidispersao das condic6es analisadas em (D).
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De posse desses dados, concluimos que o fendmeno ainda a ser explorado seria a
diferenca estrutural observada com o aumento gradativo da concentragdo da a-sin, ou seja, a
passagem de uma proteina majoritariamente desestruturada para uma conformacdo com maior
quantidade de a-hélices. Com relacao a isso, é descrito que a a-sin monomeérica ocorre em duas
conformagdes dentro da célula: desestruturada soltvel no citosol e, quando em contato com a
membrana plasmatica, a-helicoidal. Tal mudanca de estrutura secundaria ocorre devido a
interacdo dessa proteina com regides hidrofobicas da membrana o que leva a exposicdo de
residuos hidrofébicos da proteina (ELIEZER et al., 2001; UVERSKY et al., 2002). Baseados
nisso, para averiguarmos se o aumento da concentragdo da proteina na presenca ou auséncia de
Ca2* poderia levar a exposicdo destes residuos hidrofdbicos in vitro, utilizamos a sonda 1,8-
ANS, que ao se ligar em regides hidrofdbicas emite fluorescéncia. Os resultados obtidos durante
15 h de leitura mostram que tanto a condi¢io com 1 mM de Ca?*, quanto a que o ion estava
ausente, e independentemente da concentracdo da proteina utilizada, ndo houve alteracdo na
intensidade da fluorescéncia do ANS, indicando que ndo ocorreu exposicdo de residuos
hidrofobicos na amostra (Figura 15A e B). No entanto, é interessante observar que, pelos
valores de fluorescéncia do 1,8-ANS a 500 nm, a a-sin na concentracdo de 0,5 mg/mL apresenta
10.000 unidades de absorbéancia abaixo do que na condigdo com 5,0 mg/mL de proteina,
indicando que a maior concentracdo de o-sin leva a maior exposicdo de superficies

hidrofébicas.
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Figura 15. Altas concentracdes de a-sin in vitro leva & exposicao de superficies hidrofobicas. A) Fluorescéncia
do 1,8-ANS a 37°C em amostras contendo a-sin a 0,5 e 5,0 mg/mL na auséncia de Ca?". B) Fluorescéncia do 1,8-
ANS a 37°C em amostras contendo a-sin a 0,5 e 5,0 mg/mL na presenca de 1 mM de Ca?*. As analises foram

realizadas durante 15h consecutivas.
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4.4. O Ca?* promove a co-localizacdo da a-sin e Rab8a em células SH-SY5Y

Estudos publicados ja evidenciaram, que em determinados modelos de DP existe
uma relacao direta entre a-sin e Rab8a, em casos de superexpressdo de ambas as proteinas ou
por mudangas pos-traducionais da a-sin, dentre elas, a fosforilacdo da Ser129 e seu estado de
agregacdo (GITLER et al., 2008; YIN et al., 2014a). Além disso, ja foi demonstrado que a
superexpressdo de Rab8a mediada por virus e direcionada para uma regido cerebral especifica
foi capaz de resgatar a toxicidade nigroestriatal mediada por a-sin em um modelo de murino de
parkinsonismo (MCFARLAND et al., 2018). Visto que o aumento na concentracdo
citoplasmatica de Ca2* gerou alteragéo na organizacéo e distribuicdo da a-sin em nosso modelo
celular (Figura 10), objetivamos observar se a elevada concentracio de Ca?* no citosol das
células SH-SY5Y poderiam, também, levar a co-localizacdo entre a a-sin e a Rab8a. Para isso,
celulas SH-SY5Y foram transfectadas com os constructos pEGFP-N2-SNCA e pCDNAS5-
mCherry-RAB8BA. Apo6s a expressdo das proteinas recombinantes, as células receberam
estimulo de KCI 50 mM, gerando despolarizacio de membrana e consequente influxo de Ca?*
para 0 meio intracelular, por 24 e 48 h. Como pode ser observado na Figura 16A, células
GFP/mCherry positivas ndo estimuladas continham a-sin dispersa por todo citosol. Com
relacdo a Rab8a, esta proteina se encontrou dispersa pelo citoplasma, mas também em alguns
granulos ao redor do nucleo. Ao sobrepor os canais, é possivel observar pouca co-localizacdo
da Rab8a-mCherry com a-sin-GFP, sugerindo que nessa situagdo basal h4 um baixo nivel de
interacdo entre essas proteinas. No entanto, apos 24 h de estimulo com KCI 50 mM, a a-sin-
GFP apresentou certa agregacao em granulos citoplasmaticos, porém grande parte da proteina
ainda estava dispersa pelo restante da célula. Ja para a Rab8a-mCherry nessas condic@es, 0s
granulos contendo esta proteina se mantiveram, porém, ao sobrepor as imagens, observamos a
co-locaizagéo dos granulos GFP-positivos com os granulos mCherry-positivos (Figura 16A,
painel do meio). Por fim, o grupo que recebeu tratamento por 48 h teve drastica mudanca na
localizagdo das proteinas ali expressas, apresentando grande co-localiza¢do da a-sin-GFP com
Rab8a sugerindo que o aumento na concentragdo de Ca®* por periodos prolongados induz a

interacdo da Rab8a com a a-sin no citoplasma celular.

De forma a quantificar esses padrbes observados, ao analisar as imagens obtidas foi
possivel determinar que o nimero de granulos de a-sin dentro das células passou de proximo
de 0, na situacédo controle, para uma média de ~10 granulos por célula no tratamento com KCI
50 mM por 24 h. Ja na condicdo de 48 h, as células passaram a apresentar um valor médio de

~5 gréanulos citoplasmaticos (Figura 16B). Com base nesses resultados, o possivel mecanismo
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de interacéo entre as duas proteinas aparenta se iniciar quando ocorre o influxo de Ca?* para o
citoplasma e pequenos pontos de nucleacdo de a-sin-GFP comegam a surgir, de forma que a
Rab8a tende a se co-localizar nessas regides iniciais. Com o passar do tratamento, esses
pequenos granulos sofrem aumento de tamanho, até 0 momento que praticamente passam a ser
unicos dentro da célula, contendo praticamente todo o contetdo de ambas as proteinas (Figura
16A e 16B). Essa Ultima observacdo pode ser justificada baseada no fato de que ~80% dos
granulos observados durante os dois periodos de tratamentos mostrarem a co-localizacédo de a-
sin e Rab8a (Figura 16C).
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Figura 16. O aumento dos niveis de Ca®* em células SH-SY5Y leva a agregacéo da a-sin e promove sua co-
localizagdo com a Rab8a. A) Microscopia confocal representativa de células SH-SY5Y transfectadas com
PEGFP-N2-SNCA expressando a-sin-GFP (sinal verde) e pCDNAS5-mCherry-RAB8A (sinal vermelho)
mostrando grupo controle e tratamento de 24 h e 48 h com solu¢cdo de 50 mM de KCI, no qual o tratamento faz
com que a a-sin se agregue no decorrer do tempo e sofra co-localizagdo com Rab8a. Os nucleos foram corados
com DAPI (sinal azul). B) Quantificacdo do nimero de granulos de C presente em cada célula em cada um dos
grupos observados. (As barras de erro indicam a média * erro padrdo da média; n = pelo menos 25 células para
cada grupo, * p < 0,05 por teste t de Student ndo-pareado). C) Quantificacdo da porcentagem de granulos de a-sin-
GFP que estavam co-localizados com granulos de Rab8a-mCherry nas condi¢des de tratamento de 24 h e 48 h.
(As barras de erro indicam a média + erro padrdo da média; n = pelo menos 25 células para cada grupo, * p < 0,05

por teste t de Student ndo-pareado).
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4.5. A presenca de Ca?* aumenta a interacdo entre a-sin e Rab8a in vitro

Ainda baseado nas evidéncias ja publicadas citadas e nos resultados obtidos
apresentados na Figura 16, foi averiguado se 0 comportamento da a-sin junto a Rab8a in vitro
condiz com o observado nas células SH-SY5Y. Para isso, para o ensaio de pull-down realizado
produzimos a Rab8a recombinante utilizando E. coli cepa Rosetta2 transformada com a
construcdo pET28a-TEV-RABBS8A e expressdo induzida com IPTG. O sobrenadante obtido apds
a lise das células foi submetido a cromatografia de afinidade ao metal, especificamente ao Ni%*,
ja que a construcdo da Rab8a continha His-Tag em sua por¢do N-terminal. Apos todo conteido
do lisado ser injetado na coluna, iniciou-se o processo de eluigdo com o aumento gradativo da
concentracdo de imidazol, molécula essa capaz de competir com a His-Tag para se ligar a
coluna de purificacdo (HEALTHCARE, 2016). No momento em que detectamos aumento do
sinal de UV o gradiente foi mantido nessa concentracdo de imidazol até que todo conteido
fosse eluido, onde a Rab8a teve eluicdo em uma concentragéo de ~150 mM de imidazol (Figura
17A).

Apos analise por SDS-PAGE, a Rab8a obtida nessa primeira etapa cromatografica
foi submetida a cromatografia de exclusdo molecular, tendo volume de retengdo ~68 mL em
coluna SUPERDEX 75 16/60 (Figura 17B). Ao final do processo de purifica¢do foi obtida a
Rab8a recombinante com grau de pureza acima de 90% e em concentracdo de ~1,3 mg/mL.
Isso pode ser confirmado através da analise por SDS-PAGE de todas as etapas de purificacdo
(Figura 17C).
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Figura 17. Purificacdo da Rab8a recombinante. A) Cromatograma resultante apds cromatografia de afinidade
ao Ni?* da fracdo sollvel do lisado de bactérias contendo a Rab8a recombinante. Pico destacado em verde
corresponde a eluicdo da proteina (sinal de UV 280 nm representada em azul e sinal da % de imidazol representado
em vermelho tracejado). B) Cromatograma resultante ap6s cromatografia de exclusdo molecular das fragdes
coletadas no pico destacado em A (sinal de UV 280 nm representada em azul). C) SDS-PAGE 13% representativo
durante todas as etapas de purificagdo.
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Com a Rab8a recombinante purificada, foi possivel realizar o ensaio de pull-down
junto a a-sin a fim de averiguar a interacdo de ambas as proteinas na presenca de Ca?*.
Inicialmente foi observado qual o comportamento de ambas as proteinas isoladas com relagédo
a sua interagdo com a resina TALON usada no experimento. Como esperado, a a-Sin, por ndo
possuir nenhuma tag, ndo apresentou interacdo com a resina ja que as bandas referentes a
proteina ocorrem apenas majoritariamente na canaleta do flow-through (FT) e outra parte, em
quantidade menor, na canaleta da primeira lavagem (L1) (Figura 18A). Dessa maneira, qualquer
sinal referente a a-sin nas canaletas de eluicéo (E) se deve a sua possivel interacdo com a Rab8a.
Por outro lado, o controle referente a Rab8a mostrou que a His-tag presente na construgdo da
proteina permite que a mesma tenha interagdo com a resina, ja que a maior parte da proteina
colocada inicialmente no sistema se desliga na coluna apenas na canaleta E, apds adicdo de

imidazol no sistema (Figura 18A).

Com relagdo as condigdes de interagdo entre a-sin € Rab8a avaliadas, é possivel
observar que tanto a condigio 1 (a-sin + Rab8a), quanto a condigdo 2 (a-sin + Rab8a + Ca®* 1
mM), apos 2h30min de incubacdo resultou no aparecimento de banda na regido proxima ao
marcador de 15 kDa, indicando a presenga de a-Sin nas canaletas referente a eluigdo (Figura
18B painéis da esquerda). Isso indica que em condigBes basais e na presenca de Ca?" ambas as
proteinas tendem a se interagir in vitro. Porém, ao analisar a intensidade das bandas de a-sin
obtidas em cada situacdo, é possivel observar que a interacdo ocorre de maneira mais intensa
na presenca de Ca?* (Figura 18C). Essas observacdes vio de encontro com o observado nos
resultados da Figura 16A e 16B, que correspondem as condigBes basais e na presenca de Ca?
no interior das células. E necessério ressaltar os sinais observados nas canaletas FT, L1 e L4
possuem diferenca, comparadas entre as condicdes 1 e 2, sendo isso provavelmente devido a

influéncia da agitacdo mecanica que o sistema sofreu durante a execucdo do experimento.

Ja nas condic¢des de incubacdo na presenca de GDP, os resultados obtidos foram
diferentes dos analisados até o momento. E descrito que na presenca desse nucleotideo a Rab8a
se torna inativa, impedindo sua interagdo com seus parceiros de interagdo (STENMARK, 2009).
Sendo assim, nas condic¢des 3 (a-sin + Rab8a + GDP 1 mM) e 4 (a-sin + Rab8a + GDP 1 mM
+ Ca?* 1 mM) ndo foi possivel observar sinal referente a a-sin, demonstrando que a interagio
foi bloqueada nessas situacdes devido a inatividade da proteina (Figura 18B painéis da direita).
Por meio das analises densitométricas foi visto que os sinais na regido de 15 kDa de ambas
essas condi¢des foram as menores em relacdo as duas primeiras observadas (Figura 18C).

Assim, é possivel dizer que ha uma interacgéo direta entre as proteinas, sendo que o Ca?* tende
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a intensificar esse processo. Porém, para que isso ocorra, a Rab8a necessita estar em seu estado
ativado, livre de GDP.

Com esses resultados, concluimos a interag¢ao da a-sin com a Rab8a é intensificada
na presenca de Ca®* e somente ocorre quando a Rab8a se encontra em seu estado ativado. No
entanto, se este evento € um mecanismo protetor ou neurotoxico ao longo do desenvolvimento

da DP ainda precisa ser investigado.
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Figura 18. A a-sin e Rab8a interagem em condigGes basais e na presenca de Ca?* enquanto a presenca de
GDP impede esse mecanismo. A) Western blotting das proteinas a-sin e Rab8a purificadas e isoladas submetidas
ao ensaio de pull-down (FT: flow-through; L1: lavagem 1; L4: lavagem 4; E: eluigdo. B) Western blotting das
condigdes 1 (a-sin + Rab8a), 2 (a-sin + Rab8a + Ca?* 1 mM), 3 (a-sin + Rab8a + GDP 1 mM) e 4 (a-sin + Rab8a
+ Ca?* 1 mM + GDP 1 mM) submetidas ao ensaio de pull-down (FT: flow-through; L1: lavagem 1; L4: lavagem
4; E: eluicdo. C) Analise densitométrica qualitativa das bandas referente a a-sin observadas em (B) nas canaletas
E.
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5. DISCUSSAO

Apesar de casos genéticos serem bastante conhecidos e responsaveis por cerca de
10% dos casos, a DP é majoritariamente representada por casos esporadicos, sendo a exposicao
a fatores ambientais um dos fatores-chave que podem levar a inducdo do mau funcionamento e
agregacdo de proteinas relacionadas a doenga, como ocorre com a a-sin (BRAAK et al., 2003;
PERFEITO; REGO, 2012). Além disso, é descrito que a quebra do equilibrio da concentracdo
de metais no interior das células é um evento importante no desenvolvimento de diversas
doencas neuroldgicas, como por exemplo, o desbalan¢o da homeostase de Ca?* (MATTSON,
2007; SURMEIER; GUZMAN; SANCHEZ-PADILLA, 2010). Tratando-se da a-sin, a quebra
do fino equilibrio relacionado com o controle das concentragdes citoplasmaticas de Ca?* em
neurdnios dopaminérgicos vem se tornando um campo de intensa investigacdo ja que a porcao
C-terminal desta proteina possui alta afinidade ao Ca?*, sendo isso n3o somente necessario para
seu correto funcionamento nos mecanismo regulatorios do transporte de vesiculas, mas também
um possivel mecanismo de inducdo da agregacdo da proteina em casos patologicos (NIELSEN
etal., 2001).

Dentro de uma célula a concentragio média de Ca* reportada é proxima a 100 nM,
mas, especificamente nos terminais pré-sinapticos, local onde ocorre a liberagdo das vesiculas
sindpticas e com maior ocorréncia de a-sin, esses niveis de Ca?* podem chegar até 200 uM apos
a despolarizagéo da célula (LAUTENSCHLAGER et al., 2018). Estudos realizados por Nath et
al., 2011, em células neuronais humanas da linhagem 1321N1 transfectadas com a-sin mostram
que o tratamento com tapsigargina e calcimicina, compostos que aumentam 0s niveis
intracelulares de Ca?* nas células, promovem o aparecimento de agregados de o-sin apds 12 e
24 h de tratamento com esses compostos. Este evento também pode ser observado em nossos
resultados realizados em células SH-SY5Y (Figura 10), que apds serem despolarizadas com
KCI, apresentaram a agregacdo da o-sin devido ao aumento dos niveis de Ca®" no ambiente

intracelular.

Para melhor entendimento do impacto do Ca?* a nivel estrutural da o-sin, foram
realizados estudos biofisicos da proteina in vitro em ambientes quimicos com concentragdes
anélogas do cation. Nossos dados obtidos mostraram que apenas alteragdes na concentragdo de
a-sin é suficiente para induzir modificacGes na estrutura secundéria da proteina, a qual passou
de uma estrutura desordenada, quando em baixas concentragfes, para uma proteina
majoritariamente rica em a-hélices, quando em concentragdes maiores (Figura 12).

Mecanismos anélogos a esse foram observados apenas em situagdes em que ocorreu adi¢do de
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solventes organicos como oOxido de trimetilamida (TMAOQ) e fluoroalcoois como TFE e HFiP,
em que foi possivel observar alteragdes na conformacéo da a-sin com o aumento do conteido
desses solventes (UVERSKY et al., 2002).

Outra estrutura majoritariamente rica em a-hélices de a-sin € a ocorréncia do seu
tetrdmero, estrutura reportada por Bartels et al., 2011, que foi isolada de hemacias. No entanto,
nossos dados obtidos por SEC-MALS indicaram que independente da concentragao da a-sin no
meio, a proteina recombinante somente se apresentou em conformacdo monomeérica,
descartando a hipotese de que em altas concentragdes em solug@o a a-Sin poderia se rearranjar
em um tetramero. Reforcando esta ideia, as medidas obtidas dos raios hidrodindmicos medidos
para as amostras nas diferentes concentragdes de proteina, sendo todos dentro do intervalo 2,94
nm a 3,70 nm, vdo de encontro com os valores reportados em ensaios de microscopia eletrénica
utilizando a a-sin monomérica (LOWE et al., 2009; NATH et al., 2011).

Um mecanismo ja observado e responsavel pela alteragdo da conformagao da a-sin
monomeérica desestruturada para a sua forma monomérica rica em a-hélices, é a sua interacdo
com lipidios da membrana plasmatica das células (LASHUEL et al., 2013). Como exemplo,
alguns trabalhos mostraram que a adicdo de pequenos lipidios em solu¢do ou mesmo a
imobilizagdo da a-sin em superficies hidrofobicas conferiam a proteina mudancas estruturais
semelhantes devido a maior exposicdo de seus residuos hidrofébicos para que fosse possivel a
interacdo direta com a bicamada lipidica (AFITSKA et al., 2019; BARTELS; CHOI; SELKOE,
2011; FAUVET etal., 2012). Por conta disso, 0s ensaios realizados observando a fluorescéncia
do 1,8-ANS (Figura 15) indicaram que na condi¢do de maior concentragdo de a-Sin ocorre
maior exposicdo de espécies hidrofobicas em solucdo. Isso se deve ao maior nimero de
moléculas em solucdo e maior exposicdo de residuos hidrofobicos nessa situacdo gerando
microambientes mais lipofilicos que fazem com que os monémeros em solucdo adquiram

estrutura majoritaria de a-hélice.

A partir desses resultados, considerados linha de base para o entendimento do
comportamento da a-sin in vitro, foi averiguado quais as mudancas estruturais o Ca®* causaria
na proteina para que a mesma se agregasse, como mostrado nos experimentos em células. De
forma curiosa, os ensaios biofisicos realizados em todas as condi¢fes em que houve a adigdo
de Ca?*, sendo da menor concentragio utilizada (200 pM) até a méaxima (1 mM), mostraram
gue o comportamento da proteina in vitro ndo seguiu 0 mesmo padrdo observado de agregacgéo
(Figura 13 e 14). Em todos os casos, independente da temperatura e tempo de incubagdo com o

cation, todas as amostras em menor concentracdo (0,5 mg/mL) continuaram a ser
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majoritariamente desestruturadas e monomeéricas, enquanto as amostras de 5,0 mg/mL da
proteina, continuaram a ter maior composicéo de a-hélices e organizada em mondmeros. Esses
dados, foram de certa forma divergentes com os que estdo descritos em outros trabalhos, ja que
em situacdes em que o ambiente quimico apresentava apenas 180 uM de Ca?*, Nath et al., 2011
descreveram por microscopia eletronica, a formacao de estruturas esféricas de a-sin com raio
de 5a 10 nm, ou até mesmo formas anelares da proteina que chegavam a ter raios de 35 a 45
nm, tamanhos esses superiores aos obtidos em nossos resultados. Assim, avaliando os dados
fica evidente que a construgdo da a-sin recombinante e as condicGes testadas neste trabalho,
n&o mostraram influéncia do Ca?* in vitro, de forma que o mecanismo de agregacao visto nas
células pode ser dependente de outros fatores além da participacio do Ca?* para que a resposta
posterior seja a agregacao da a-sin. Por exemplo, um trabalho publicado por Dufty et al., 2007,
descreve a atuacdo da proteina dependente de Ca?* ,calpaina, envolvida no mecanismo de
clivagem da a-sin, como sendo responsavel pela formacdo de fragmentos de a-sin, 0s quais sao
0S possiveis responsaveis por sua agregacao intracelular. Desta forma, apesar de ndo termos
observado alteragbes na estrutura da proteina in vitro na presenca de Ca?*, nio podemos
descartar os resultados observados em células. Por si sO, essa interferéncia sobre o
funcionamento da o-sin por conta da quebra da homeostase de Ca?* ja pode ser considerado um
fator grave para o desenvolvimento da DP devido a tendéncia de agregagdo da proteina. Além
disso, é relatado que estes agregados de a-sin, além de tdxicos para a célula, podem interromper
0 correto mecanismo de funcionamento das Rab’s, causando problemas relacionados ao

transporte de vesiculas no interior das células.

A respeito dessa hipdtese, Gitler et al., 2008 demonstraram por meio de ensaios
cell-free que a superexpressao e/ou mal enovelamento da a-sin foi capaz de inibir o transporte
de vesiculas do RE até o CG, o que geraria prejuizos ao funcionamento celular. No entanto,
evidéncias obtidas por ensaios de imunofluorescéncia constataram que tanto a Rab8a quanto a
Rab3a tendiam a se co-localizar nas regifes em a a-sin estava agregada e tinham um papel
protetor perante a toxicidade gerada pelos agregados dessa espécie proteica. Tendo essa
informagdo em vista, por meio dos ensaios com células SH-SY5Y transfectadas com o-sin e
Rab8a (Figura 16), observamos que apds o tratamento com KCI, que induziu a agregacao de a-
sin, a distribuicdo de Rab8a no citoplasma tende a se concentrar na mesma regido em que 0s

agregados de a-sin ocorrem, demonstrando que o Ca?* intensifica esse processo (Figura 16).

Esse aumento da interacdo o-sin-Rab8a também foi observado nas condigdes

analisadas in vitro com as proteinas recombinantes. O ensaio de pull-down analisado por
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Western blotting (Figura 17), confirmou que na presenca de ambas as proteinas a interacdo
ocorre de maneira basal, porém nas condi¢cdes em que ha a presenca de concentragdes elevadas
de Ca?* e a Rab8a encontra-se ativada (livre de GDP), esse processo tende a se intensificar. Um
unico relato anterior confere esse fenémeno devido a fosforilagdo da Serl29 da a-sin. No
entanto, em nossas condi¢des in vitro, mostramos que esta fosforilagdo ndo é crucial para essa
interacdo uma vez que utilizamos apenas proteinas sem modificagdes pos-traducionais (YIN et
al., 2014b). Porém, como ja é descrito que o Ca?" interage com a a-sin na regido C-terminal,
regido onde se encontra o residuo Serl129, talvez o mecanismo de ligacdo nesse caso possa

ocorrer de forma analoga.

Baseado nessas informacdes, € evidente a relacdo entre os trés componentes
estudados aqui: a-sin, Rab8a e Ca?*. Nossos resultados reforcam que a desregulacio na
interacdo a-sin-Rab8a mediada por Ca?* ¢ um mecanismo que pode levar ao desenvolvimento
da DP devido a formacéo de agregados de a-sin e aprisionamento da Rab8a, gerando danos a
fisiologia celular. E entender os fatores que levam as células a sofrerem a deficiéncia em
normalizarem seus niveis de Ca®* apos estimulo e compreender a dindmica que ocorre nessas
situacOes de estresse, proporcionardo o desenvolvimento de novas terapias e/ou medicamentos

gue atuem nessas vias e permitam que esse quadro seja reversivel ou, até mesmo, bloqueado.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho demonstra que a homeostase do Ca?* no interior das células neuronais
€ um evento intimamente relacionado com o estado agregacional da a-sin no citoplasma celular
e regula a interacdo desta proteina com a Rab8a GTPase. Desta maneira, esperamos que estes
dados ajudem a elucidar um dos possiveis mecanismos celulares e moleculares envolvidos na

DP esporadica.
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9. ANEXOS

Uso exclusive da ClHioc
| Timmero de projeio / processe: | 2020-05 |
Formmlario de encaminhamento de projetos de pesquisa com OGMs para analise da CIBio - CHNPEM

1. Titule do projeto: Mecanismos celulares ¢ moleculares do Parkinson Idiopatice
2 Pesquizador responsivel: Aathens de Castro Fonseca

3. Experimentador{es): .

Mathens de Castro Fomseca, Celisa Caldana Tonoli, Dionrie Pedro Amorim Neto, Fanlla Vieira Rodrigmes,
Katiane Tostes, Beatriz Pelezrini Bosque, Joio Victer Pereira Godoy

Nivel do treinamento do experimentsder: [ET]-Iniciscie ciemtifica, [CCT, DPAN, BPE, TVPG] -mestrado,
[FVE]-doutorado, [ |-dowtorado direto, [ MCF]-pos-dowtorade, [ J-novel tecmico, [ ]-ountro, especifique

4 Unidade operativa: [ JLNLS [ JLNNano [ JLNBE [ x]LMBio

5. Maior Classe de risco de OGM deste projeto: [x JRiscol [ JRiscol [ ]Risco IO [ ]Risco IV
6.0 projeto & confidencial? [ X Jnio[ ] sim

7. No caso de projeto confidencial, o titnlo do projeis pode constar em lista aberta no CNPEM? [ ] nio [X] sim
8. Qual & o objetive do projeto? O chjetive do projeto consiste em estmdar mecanismoes de Parkincon idiopatico em
nivel celnlar. TTtilizaremos proteinss recombinamtes & estados envolvendo microscopia para verificar localizacdo de
marcadores e mferit sinalizagdes.

0_Informe wm mamers & nome para cada OGAL orgamismo receptor, organisme deador, o tramsgens & classe

de risco do OGM.

(1) pEGFP ha-sinncleims, célulss de mamifern, Ecoli DHSalpha, pEGFP ha-sivucleing classe 1

(Z) per?1b ha-simicleina, E coli D Salpha, E coli DHSalpha, pet? 1b ha-sinocleina, classe 1
(3pEGFP-Parvalbumin-MTS, células de mamifero, E coli DH5alpha, pEGFP-Parvalbumin-MTS, classe 1
10. Descreva brevemente a fancio dos iransgenes de cada OGM:

(1) a-sinncléing: exocitose de vesioulas sinapticas em células neuronais.

(2) Parvalbumin-MTS: tamponante de calcio mitocondrial

11. Algum WGM produz proteina toxica, oncogénica on pode gerar produtos deletérios para sande bnmana,
animal on meio ambiente? Nio

12. Alrum OGM ¢ agente patogénico esporulante? [ X [Nas [ ] Sim:
13. Alpum OGM ¢ agente patogénico ¢ pode se propagar pelo ar? [X | Nio [ ] Sim:
14. Alram tramsgene confere infectividade om patogenicidade para os OGMs? Descreva

Mo

15. Com relacio a0s cuidados preventivos associados a manipulacio dos organismoes, serd necessiria alznma
avaliacio médica perigdica para experimentadores? [ X | Nio [ ]Sn!_ Que tipo de avaliacio? (Ex: consulta
com medico, exames laboratoriais etc.) Qual periodicidade? Onde sera realizada esta avaliacao?

16. Com relacio a0: cuidados preventives associsdes 3 manipulacio dos oTzanismos, serd mecessaria alzuma
vacinacio preventiva para experimentadores? [ X | Nie [ ] Sim. Qual pericdicidade? Onde sera realizada
esta vacinacio?

17. Mo caso de uma evenmimal contaminacio com organismos patogémicos ou toxinas, descreva medidas
EmeTgEenciais para tratamento de pessoas envolvidas, descontaminacio de equipamentos, instalacies e meio
ambiente.
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Uso exclusivo da CTBio:

Humero de projeso / processe:  2020-05

Formmlario de encaminhamento de projetos de pesquisa com OGMs para analise da CIBio - CHNPEM

Por nio se tratar de organismos patogénices, esporulantes e com contencio controlada, as medidas a serem
tomadas em casos emergenciais sio a5 medidas gerais de comtencio (Solamento da direa para evitar
alastramento), aumilioc na desconfaminacio de equipamentos ¢ pessoal ¢ aconamento de Pessoal de
Emergéncias do CNFEAML

18. Projetos que facam wse de organismos ou mmhnmmuhﬂm‘opmk
cll:sh'uupllhfnm:ﬂmtwww :lsgu_gwhr} E&mtﬂrﬁpmm&npemiu{
responsivel esse cadasiramento e comprimento da legislacio. O projeto envolve manipulagio, transferéncia,
medificacio, armazenamente, coleta de Orpanismos & derivados relatives ao patriminio genético brasileire?
{ ) SIM, { X) Nie. Mo caso de responder sim, mencionar 3 segmir quais os codiges de acesse do cadasire no
SISGEN, cazo ji tenha realirado .

O pesquisador principal tem conhecimento de que conforme a RIMC 50 de 21022002 da Anvisa, & responsavel
por determinar a classificacio de riscos de sem projeto, assim como determinar EPIs & medidas de seguranca
mECesSArias para prevemr a confaminacio de experimentadores, equipamentos, instalacdes, terceiros ¢ meio
ambiente. O pesguisador responsivel também precisara providenciar rotina para realizacio de exames
meédices e laboratoriais para sua equipe, bem como vacinacoes quando aplicivel. Todos os experimentadores
envolvidos devem ser supervisionadoes pelo pesguissdor principal, que & o responsivel pelo treinamento de
biosseguranca sdequads a5 smas necessidades para a manipulagio, armarenamento, descarte e iransporte de
OGMs, atendendo a legislacio ¢ normativas preconizadas pela CTNBio, Anvisa e ouiros 6Tgios € agencias
regulamentadoras e fiscalizadoras.

A CIBio analison este projeto em reunido realizads no dia: 11/062020

Parecer final: [x ]-projeto aprovado, [ ]<projeto recussdo, [ ]-projeto com deficiénciss.

comentarios da CIBio:

Membro da CIBio CHPEM
Julisna Velasco de Castro Oliveira
'I..' '-.I } ]_/ I|| [

Daniel Eolling
mm’ﬂ jﬁf‘-”’w LB

Membro da CIBio CHNFEM
TJulisna Conceicio Teodore
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The assessment of three-dimensional (3D) brain cytoarchitecturs at a callular resolution
OFFN ACCEZg 'emans a great challenge in the field of neuroscience and constant development of
imaging techniques has become crucial, particularly when it comes to offering drect
‘_W""‘ and clear obtention of data from macro to nano scales. Magnetic resonancs imaging
M Ressach Nawork piny, (MIR) and electron or optical microscopy, although valuable, stil face some issues such
UnedSttes a3 tha lack of confrast and extensive sample preparation protocols. In this context,
Roviewod by:  x_ray microtomography (wCT) has become a promising non-desiructive tool for imaging
mm,m a broad range of samples, from dense materials to soft biological specimans. It is
astam @ New supplamental method to be explored for deciphering the cytoarchitecture and
- ng connectivity of the brain. This review aims to bring together published works using x-ray
wCT in neurcbiology in order to discuss the achievements made so far and the future of
Mathaus oo Castro Fonsace. - 11IS techiniquie for neurcscience.
mathous, nsecatinbio.onpam by
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Frontiors n Moumscence Back in the 1970s, the x-ray tomography technique (also known as “computerized axial
Rocatved: 10 Novambar 2z tomography.” “transaxial tomography,” and “reconstruction from sections™) was first described as a
Acceptod: 26 Fatnavy 2021 method used in medical radiography for obtaining a slice through the body of the x-ray absorption
Publishect: 17 Mych 2021 with 2 resolution ranging from 1 to about 2 mm (Hounsfield, 1973; Swindell and Barrett, 1977).
ctation:  This achievement was recognized in the Nobel prize in Physiology or Medicine 1979 {Di Chiro and
Fodnigues P Tostes K, Brooks, 1979), and since then tomography has been widely used in medical radiology, biological,
Bosque B Godoy MF Amasm and material sciences research in order to produce non-invasive, diagnostic, and cross-sectional

Noto DF Dins CS8 and Fonseos MC
(2021) Mumnating the Brsh With
X-Fays: Contribufions and Fuse
Pocpactves of High-FAasoluton

A 0 Now
nmmm 15627904,
dot 10.356%ins 202 1.627954

images of a particular structure within a sample. This technique was further expanded in 1987,
when Flannery et al. (1987) developed a so-called "new form of microscopy - microtomography,”
based on high-resolution x-ray tomography, producing the first three-dimensional (3D) images of
the internal structure of small samples with a micrometer resolution. Microtomography () CT) can
be used to non-destructively create 3D images of internal sections of a sample with a resolution limit
comparable to that of a light microscope, allowing not only 3D visualization but also virtual slicing
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