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RESUMO 

A Doença de Parkinson (DP) é a segunda doença neurodegenerativa mais comum 

atualmente, atingindo cerca de 10 milhões de pessoas no mundo. Compromete o sistema 

nervoso central de forma crônica e progressiva, causando danos e morte dos neurônios 

dopaminérgicos do mesencéfalo, especificamente da substância negra, acarretando diminuição 

de dopamina no organismo. O indivíduo portador dessa deficiência apresenta como principais 

sintomas a lentidão motora, rigidez nas articulações, desequilíbrio e tremores involuntários 

durante repouso. A principal hipótese para a morte dos neurônios é a presença de agregados 

proteicos denominados Corpos de Lewy (LB’s) compostos principalmente pela α-sinucleína 

(α-sin). Essa proteína está intimamente relacionada com mecanismos de transporte de vesícula 

nas células e se concentra principalmente nos terminais pré-sinápticos dos neurônios, uma 

região submetida a altos níveis e flutuações de cálcio (Ca2+). Além disso, proteínas da família 

Rab GTPases (Rab’s) tem relação intima com a α-sin, com destaque para a Rab8a. Estudos 

recentes demonstram que a desregulação da homeostase de Ca2+ em neurônios está intimamente 

relacionada com o desenvolvimento de doenças neurodegenerativas como a DP, mas os 

mecanismos envolvidos nesse processo ainda não foram elucidados. Neste trabalho, 

descrevemos que a perda da homeostase de Ca2+ em células neuronais SH-SY5Y promove a 

agregação da α-sin e faz com que a sua interação com a Rab8a seja intensificada. Além disso, 

estudos biofísicos in vitro utilizando a α-sin recombinante mostraram alterações estruturais da 

proteína de maneira dependente de sua concentração no meio, mas independente de sua 

interação com diferentes concentrações de Ca2+. Experimentos com a Rab8a recombinante in 

vitro, indicam que a interação entre α-sin e Rab8a ocorre em condições basais e é intensificada 

na presença de Ca2+, processo análogo ao observado no interior das células. Assim, os dados 

obtidos mostram relação direta do aumento de Ca2+ e o mau funcionamento de ambas as 

proteínas, indicando ser um dos possíveis mecanismos responsáveis para o desenvolvimento de 

DP. 

Palavras-chaves: α-sinucléina, Rab8a, Doença de Parkinson, cálcio. 

 

 

 



 

 

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 α-

synuclein (α-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 (Ca2+). Moreover, the Rab GTPases proteins family (Rab's) are 

closely related to α-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 Ca2+ homeostasis in SH-SY5Y neuronal cells promotes 

aggregation of α-sin and causes its interaction with Rab8a to be intensified. Furthermore, in 

vitro biophysical studies using recombinant α-sin showed structural changes of the protein in a 

manner dependent on its concentration in the medium but independent of its interaction with 

different Ca2+ concentrations. Experiments with recombinant Rab8a in vitro indicate that the 

interaction between α-sin and Rab8a occurs under basal conditions and is intensified in the 

presence of Ca2+, a process analogous to that observed inside the cells. Thus, the data obtained 

show a direct relationship between increased Ca2+ and the malfunction of both proteins, and 

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

Keywords: α-synuclein, Rab8a, Parkinson’s Disease, calcium. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. A doença de Parkinson 

Descrita pela primeira vez em 1817 no trabalho “An essay of the Shaking Palsy”, 

por James Parkinson, a Doença de Parkinson (DP) é a segunda doença neurodegenerativa mais 

comum atualmente, atingindo cerca de 10 milhões de pessoas no mundo segundo a Organização 

Mundial da Saúde (OMS) (JOST; REICHMANN, 2017; TYSNES; STORSTEIN, 2017). No 

Brasil, o número exato de portadores não é conhecido ao certo, mas um estudo realizado em 

Minas Gerais apontou que ~3% da população da região com idade superior a 60 anos possuía 

o diagnóstico clínico para a doença (BARBOSA et al., 2006). Ao extrapolar esse número para 

todo o Brasil, estima-se que há cerca de 600 mil parkinsonianos no país. Esse número tende a 

aumentar, já que a expectativa de vida da população 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 população. 

O aumento da expectativa de vida é acompanhado pelo aumento do risco de desenvolvimento 

da DP, trazendo impacto ao setor econômico devido ao maior gasto do sistema de saúde público 

e privado com tratamento sintomatológico da doença (DORSEY et al., 2007). Vale ressaltar, 

que na grande maioria das estatísticas encontradas, a faixa etária estudada está entre 50-80 anos, 

intervalo esse em que é comum o diagnóstico, porém acaba por desconsiderar os casos precoces. 

Outro fator epidemiológico identificado através desses números é que o acometimento da 

doença 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 crônica e progressiva, 

causando danos e morte dos neurônios dopaminérgicos do mesencéfalo, especificamente da 

substância negra, o que reduz drasticamente a síntese e liberação de dopamina no organismo, 

neurotransmissor responsável por modular a realização dos movimentos voluntários do corpo 

(BENNETT et al., 2005). Os baixos níveis de dopamina levam, portanto, a sintomas motores e 

não-motores, como lentidão motora, rigidez nas articulações, desequilíbrio e tremores 

involuntários durante repouso,  alterações intestinais, do sono e diminuição do olfato 

(PERFEITO; REGO, 2012).  

Na grande maioria dos casos de DP, a morte neuronal ocorre devido à presença de 

agregados proteicos em seu citoplasma, denominados de Corpos de Lewy (LB’s), compostos 

principalmente pelo acúmulo aberrante da proteína α-sinucleína (α-sin). 
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A α-sin é uma proteína pequena (~14kDa) encontrada majoritariamente nos 

terminais pré-sinápticos de neurônios onde tem participação sugerida no ciclo de vesículas 

sinápticas, incluindo as vesículas que transportam a dopamina (Figura 1) (SPILLANTINI et al., 

1997). Apesar de inúmeros trabalhos na literatura acerca desta proteína, sua função exata na 

fisiologia celular ainda não é completamente elucidada. Além disso, os iniciadores e os 

mecanismos moleculares/celulares que levam a proteína a se agregar estão longe de ser 

esclarecidos por completo.  

 

 

Figura 1. Papel da α-sin no transporte de dopamina. A dopamina é sintetizada no citoplasma dos neurônios 

dopaminérgicos a partir de seu precursor L-DOPA. Rapidamente, o neurotransmissor recém-formado necessita ser 

estocado em vesículas, uma vez que a dopamina livre no citoplasma é prontamente oxidada, formando espécies 

reativas de oxigênio prejudiciais à célula. Para a formação dessas vesículas, a α-sin passa a se associar a 

fosfolipídios de membrana de forma a conseguir armazenar, de forma estável, a dopamina, até que seja necessária 

sua liberação. Algumas mutações como A53T e A30P (ressaltadas na figura) na sequência primária da α-sin não 

permitem que essas vesículas 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 genético ou familiar, responsável por cerca de 10% dos casos, ou Parkinson 

esporádico/idiopático, ou seja, sem causa conhecida, responsável por cerca de 90% dos casos 

totais (BRAAK et al., 2003). Dentre as formas familiares da DP, é descrito que a superexpressão 

ou mutações presentes nos genes PINK1, DJ1, LRRK2, SNCA entre outros são responsáveis 
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pelo aparecimento da desordem. Tais mutações levam a modificações nos aspectos estruturais 

e/ou funcionais das proteínas 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 relação aos casos esporádicos de DP, já se sabe que o ambiente em que o 

indivíduo está inserido muitas vezes pode ocasionar o desenvolvimento da doença, como por 

exemplo, trabalhadores rurais que estejam frequentemente expostos a agrotóxicos contendo 

princípios ativos como a rotenona, o paraquat e o maneb estão propensos a desenvolver da DP 

(FEI; ETHELL, 2008; JAVITCH et al., 1985; SHIMIZU et al., 2001; ZHANG et al., 2003). 

Dentre os compostos químicos causadores da DP não-familiar, também encontramos o 1-metil-

4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP), um dos metabólitos presentes na heroína, e a 6-

hidróxido dopamina (6-OHDA), uma molécula análoga a dopamina que possui a capacidade de 

produzir espécies reativas de oxigênio responsáveis pela morte neuronal (CHIBA; TREVOR; 

CASTAGNOLI, 1985; DARDEN, 2007; JAVOY et al., 1976). É importante ressaltar que 

alguns casos esporádicos de DP podem ser decorrentes de outras mutações genéticas, mas por 

ainda não terem sido identificadas, são tratadas como formas idiopáticas da doença (MODI et 

al., 2016). Além disso, casos relacionados com o aumento de metais no ambiente intracelular, 

como ferro, cálcio (Ca2+), manganês e outros íons metálicos já foram apontados como 

causadores da DP (GORELL et al., 1997; MERGLER; BALDWIN, 1997). De forma intrigante, 

grande parte dos casos esporádicos ou familiares da DP apresentam como característica 

principal a deposição de agregados de α-sin nos neurônios remanescentes. No entanto, a 

extensão precisa do número de casos em que a α-sin está envolvida ainda não é clara. Desta 

maneira, compreender e redirecionar as funções tóxicas conferidas por esta proteína quando 

desregulada pode levar a novas estratégias terapêuticas nos casos de DP cuja agregação da α-

sin é um elemento presente. A partir disso, é necessário entender, de fato, qual o comportamento 

biofísico dessa proteína em condições normais e quando submetidas a alguma situação de 

estresse e/ou anormalidade que poderia levar a alterações em sua estruturação secundária e/ou 

modificar seus parceiros de interação intracelular.  
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Figura 2. Possíveis vias celulares e moleculares causadoras da morte neuronal dopaminérgica na Doença de 

Parkinson. A superexpressão e mutações no gene SNCA desencadeiam o aumento e acúmulo da proteína α-sin 

monomérica no citoplasma das células neuronais, promovendo sua oligomerização. Tal evento é responsável pela 

geração de toxicidade celular via prejuízo de transporte celular e bloqueio da enzima tirosina hidroxilase (TH), por 

exemplo, afetando assim a síntese, armazenamento e liberação de dopamina. Além disso, agregados de α-sin são 

responsáveis pelo aumento na biossíntese de espécies reativas de oxigênio que levam a morte neuronal. Como 

mecanismo neuroprotetor, o neurônio afetado pode encaminhar o excesso de α-sin para degradação via 

proteassomos e/ou via sistema endossômico/lisossômico. Essas vias de degradação podem ainda ser afetadas e 

inibidas por mutações nos genes UHCL1 e DJ1, levando, também, ao acúmulo de α-sin no citoplasma. Além disso, 

mutações que afetam a fisiologia mitocondrial, como em casos de mutantes de PINK1, também afetam o 

funcionamento correto do sistema de degradação de proteínas mal-enoveladas dentro do neurônio. Outro fator que 

pode levar a DP é a má formação do citoesqueleto neuronal, característica, por exemplo, de mutações no gene 

MAPT, que levam a modificações na proteína tau associada a microtúbulos prejudicando a estrutura dos 

microtúbulos e consequentemente alterando as vias de transportes de vesículas e sinalização celular. (Fonte: 

Adaptado de (FARRER, 2006)). 
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1.2. A α-sinucleína 

Em 1988, um estudo publicado com o objetivo de desvendar os mecanismos 

moleculares envolvidos na comunicação neuronal, com foco nas sinapses químicas do sistema 

nervoso, trouxe a identificação de uma nova família de proteínas que tinham funções 

determinantes nesse evento, sendo denominadas de sinucleínas (MAROTEAUX; 

CAMPANELLI; SCHELLER, 1988). Essa família de proteínas é composta por três 

macromoléculas: α-, β- e γ-sinucleína. Essas proteínas são encontradas majoritariamente no 

tecido neuronal e correspondem a cerca de 0,1 % do conteúdo de proteínas total presente no 

cérebro (VARGAS; CHANDRA, 2014). Ao nível celular, todas elas se concentram 

principalmente em regiões pré-sinápticas dos neurônios, com papel sugerido na formação das 

vesículas sinápticas responsáveis pelo transporte dos neurotransmissores (TOTTERDELL; 

HANGER; MEREDITH, 2004) (Figura 1). Quanto a estrutura, as sinucleínas não possuem 

organização secundária ou terciária, ou seja, são naturalmente desestruturadas de forma que a 

função que desempenham na célula está relacionada apenas com a sequência primária de 

aminoácidos que as compõem. Essa ausência de estrutura é sugerida como responsável por 

deixá-las aptas a se ligarem com maior facilidade aos lipídios de membrana que formam as 

vesículas sinápticas (VARGAS; CHANDRA, 2014). Outro ponto característico compartilhado 

pela α-, β- e γ-sinucleína é a presença de uma região N-terminal bastante conservada, enquanto 

a região C-terminal apresenta maiores modificações responsáveis pelas diferentes funções 

destas isoformas (Figura 3).  

 

Figura 3. Alinhamento das sequências primárias das sinucleínas humanas. Todas as sínucleínas apresentam 

um tamanho muito próximo entre si, com a α-sin possuindo 140 aminoácidos, a β-sin 134 resíduos e a γ-sin 127. 

A região N-terminal é altamente conservada, sendo exemplificada pelos aminoácidos destacados em cinza e sete 

regiões com sequências praticamente idênticas entre si, destacadas pelas linhas verdes. (Fonte: Adaptado de 

(VARGAS; CHANDRA, 2014)). 
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No entanto, quando se trata de neurodegeneração, em especial a causada pela DP, 

apenas a α-sin foi identificada como peça-chave no desenvolvimento da patologia. Essa 

pequena proteína ácida de apenas 14,46 kDa, contendo 140 aminoácidos e altamente resistente 

a altas temperaturas, apresenta grande dinamicidade, sendo esta uma característica fundamental 

para desempenhar seu papel no processo de transporte vesicular (BENDOR; LOGAN; 

EDWARDS, 2013; BURRÉ et al., 2013; BUTLER; SAMBO; KHOSHBOUEI, 2017). No 

citoplasma, a α-sin se encontra totalmente desestruturada e, através da sua porção N-terminal, 

consegue interagir com os fosfolipídios de membrana, como por exemplo, aqueles que formam 

a vesícula a ser transportada. Uma vez interagindo com estes lipídios, a estrutura da proteína 

adquire a curvatura análoga à membrana e majoritariamente composta por α-hélices 

(BELLUCCI et al., 2016). Esta mudança conformacional permite que a região C-terminal livre 

interaja com as proteínas que formam o complexo SNARE (acrônimo de SNAP - Soluble NSF 

Attachment Protein - Receptor) (BURRÉ et al., 2010). Esse complexo é o responsável, junto 

com outra família de proteínas denominadas Rab’s, por promover o endereçamento correto 

dessas organelas membranosas, além de auxiliar no processo de fusão das vesículas quando 

atingem seu destino (CARVALHO; RECCO-PIMENTEL, 2013). Através dessas interações, a 

α-sin está presente em diversas etapas do complexo mecanismo de transporte vesicular, com 

papel sugerido no auxílio da captação dos neurotransmissores presente no citoplasma até a 

vesícula, no processo de exocitose das vesículas previamente formadas e no mecanismo de 

reciclagem ou degradação dos complexos SNARE após desempenharem seu papel na exocitose 

vesicular (Figura 4) (LASHUEL et al., 2013). 
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Figura 4. Características funcionais da α-sinucléina. Esquema representado um terminal pré-sinaptico no qual 

a α-sin se encontra ativa em praticamente todos os eventos necessários para que ocorra a liberação de 

neurotransmissores na fenda sináptica, desde a regulação do trafego de vesícula por si só (α-sin; azul), como 

também sua interação direta com os complexos SNARE’s (α-sin; vermelha)  (Fonte: Adaptado de (LASHUEL et 

al., 2013)). 

 

Ainda no que diz respeito à essa proteína, deve ser levado em consideração os 

aspectos relacionados à sua plasticidade, atributo que pode proporcionar um aspecto negativo 

e que pode se tornar patogênico para a célula. De maneira mais detalhada, a α-sin monomérica 

livre no citoplasma e desordenada, ou associada à membrana com conformação majoritária de 

α-hélice, pode sofrer modificações indesejadas devido a fatores externos ou mutações na 

sequência de aminoácidos de sua estrutura primária. Assim, as estruturas monoméricas que 

desempenham sua função corretamente começam a adquirir aspectos e estados oligoméricos 

aberrantes, originando estruturas tóxicas para a fisiologia celular. Exemplo disso é a capacidade 

desses monômeros livres no citoplasma formarem dímeros instáveis que rapidamente podem 

se tornar oligômeros desordenados. Além disso, a estrutura monomérica em α-hélice da α-sin  

pode iniciar um processo de conversão em uma espécie molecular rica em folhas-β que também 

pode se tornar parte desses oligômeros (Figura 5) (ELIEZER et al., 2001; LASHUEL et al., 

2013; UVERSKY et al., 2002). Quando formados, esses oligômeros possuem a capacidade de 

se agregarem ainda mais entre si, desencadeando o processo de fibrilação da α-sin. Esse 

microambiente rico em pequenas fibras desloca o equilíbrio da célula, fazendo com que as 
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fibras do tipo β-amiloide comecem a surgir e, por sua vez, consigam captar diretamente 

estruturas monoméricas de α-sin e outras proteínas citoplasmáticas ali presentes, até a formação 

dos LB’s maduros (LUK et al., 2009, 2012; NONAKA et al., 2010). Esses agregados tóxicos 

podem ser exocitados para o meio extracelular e serem endocitados pelas células adjacentes, 

sendo pontos de nucleação para novas fibras, desencadeando o processo de morte dos neurônios 

dopaminérgicos e ocasionando o desenvolvimento da DP (ABOUNIT et al., 2016).   Em síntese, 

a α-sin mal enovelada inicia o misfolding (estruturação incorreta) da α-sin monomérica nativa. 

Isto faz com que a DP seja considerada uma doença priônica, ou seja, uma doença que resulta 

do enovelamento incorreto de uma proteína cerebral normal de superfície celular iniciado por 

uma proteína com estruturação incorreta (em referência a proteína “príon”). Assim a α-sin 

estruturalmente incorreta em uma dada célula poderia iniciar o processo de agregação de 

proteínas intracelulares e se espalhar para células vicinais. (ABOUNIT et al., 2016).   

 

 

Figura 5. Mecanismos de agregação da α-sinucleína. A α-sinucleína pode passar por processos de agregação 

estando livre no citoplasma ou quando associada a membrana plasmática. O processo de oligomerização ocorre 

entre o equilíbrio dos monômeros da proteína e o processo de adição desses monômeros em pequenos agregados 

que servem como pontos de nucleação para a formação de fibras do tipo β-amiloide até a formação dos corpos de 

Lewy maduros. (Fonte: Adaptado de (LASHUEL et al., 2013)). 

 

Dentro desse contexto de alteração de função e conformação da α-sin, um ponto 

chave recentemente investigado por Lautenschläger e colaboradores (2018), mostraram que a 

presença do íon Ca2+ teria influência sobre os mecanismos e funções que a α-sin desempenha 

durante o transporte vesicular (LAUTENSCHLÄGER et al., 2018). Tal observação se baseou 

no fato de que durante o processo de exocitose de vesículas, o terminal pré-sináptico dos 
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neurônios permite um grande influxo de Ca2+ do meio extracelular para o seu citoplasma 

gerando um microambiente contendo grande concentração deste íon (LLINÁS; SUGIMORI; 

SILVER, 1992; R; NEUROGLIA; HARBOR, 2000). Além disso, a porção C-terminal da α-

sin, negativamente carregada, tem interação direta com o cátion, sendo esse processo necessário 

para que essa região da proteína interaja com as vesículas pré-sinápticas e permita a realização 

da exocitose (LAUTENSCHLÄGER et al., 2018). Relatos observados por nosso grupo e de 

outros, também corroboram que a indução da agregação da proteína α-sin ocorre em casos em 

que a homeostase do Ca2+ é prejudicada (PEDRO AMORIM NETO et al., 2021; RCOM-

H’CHEO-GAUTHIER; GOODWIN; POUNTNEY, 2014). 

Essa interação entre α-sin e Ca2+ tem sido reportada desde a publicação do trabalho 

realizado por Nielsen e colaboradores (2001), onde foi observado o primeiro indício de que o 

íon possuía influência na oligomerização e função da α-sin (NIELSEN et al., 2001). Com o 

decorrer dos anos, esse fenômeno passou a ser descrito com maiores detalhes. Estudos que 

visavam manipular os canais de Ca2+ das células mostraram que o aumento da concentração do 

íon no ambiente intracelular fazia com que essas células apresentassem grânulos de α-sin em 

seu interior, enquanto que o uso de quelantes de Ca2+, nessas condições de estresse, faziam com 

que esse efeito de agregação fosse mais brando ou até mesmo não ocorresse (CHAN et al., 

2007; FOLLETT et al., 2013; RCOM-H’CHEO-GAUTHIER et al., 2016; SINGH et al., 2016). 

Alguns relatos ainda mostram que a própria α-sin, em determinadas condições, a partir da sua 

estrutura monomérica pode formar poros que se ligam a membrana e que também facilitam a 

entrada de Ca2+ para o interior da célula (MELACHROINOU et al., 2013; MIRONOV, 2015; 

POUNTNEY; VOELCKER; GAI, 2005). 

Esse fenômeno de agregação por conta da quebra da homeostase de Ca2+ também 

foi relacionada com aumento de espécies reativas de oxigênio (ROS) no citoplasma, sendo esse 

fenômeno relacionado principalmente com as mitocôndrias. Essas organelas tendem a captar o 

excesso do metal presente no citoplasma. Caso essa captação ocorra em excesso, ocorre a 

produção de ROS mitocondrial, que quando difundido para o citosol, pode levar à agregação 

da α-sin (DALFÓ; FERRER, 2008; GOODWIN et al., 2013; LUTH et al., 2014; PEDRO 

AMORIM NETO et al., 2021). Já estudos de microscopia eletrônica e de força atômica com a 

α-sin recombinante in vitro mostram que presença de Ca2+ faz com que a proteína forme 

diferente tipos de oligômeros com morfologias esférica, anelar e até mesmo a formação 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 influência do Ca2+ no enovelamento da α-sin in vitro, e 

quais mudanças estruturais levam a formação desses oligômeros.  

Além da participação do Ca2+, foi demonstrado em modelos celulares e animais de 

DP que a indução da agregação da α-sin mediante a superexpressão desta proteína foi capaz de 

gerar déficits no transporte vesicular do retículo endoplasmático (RE) para o complexo de Golgi 

(CG) (COOPER et al., 2006). Sabe-se que dentre a coleção de proteínas celulares, um grupo 

tem papel fundamental no transporte de vesículas entre estas organelas: as Rab GTPases. Além 

disso, foi demonstrado em específico que a Rab8a interage, com a região C-terminal da α-sin 

(YIN et al., 2014). Considerando que a região C-terminal da α-sin é também a responsável pela 

ligação ao Ca2+, o papel deste íon na interação entre essas proteínas é algo que ainda necessita 

ser investigado. 

 

1.3. Rab8a 

Composta por mais de 60 macromoléculas em humanos, a família das proteínas 

Rab GTPases está presente em diversos tipos celulares e em interação com as membranas 

intracelulares constituintes das vesículas que transitam por todo citoplasma (PEREIRA-LEAL; 

SEABRA, 2001; ZERIAL; MCBRIDE, 2001). As Rab’s são proteínas relativamente pequenas 

com cerca 200 a 250 aminoácidos em suas sequências, e que possuem um sítio de ligação e 

hidrólise de trifosfato de guanosina (GTP). Graças a isso, as Rab’s se apresentam de duas 

formas majoritárias 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 diferença funcional está intimamente 

relacionada a mudança conformacional que a estrutura dessas proteínas sofre dependendo do 

nucleotídeo ligado, gerando domínios denominados de Switch I e Switch II (PFEFFER, 2005) 

(Figura 6). 

Ambos os domínios possuem suas particularidades dentro de cada uma das mais de 

60 Rab’s existentes no organismo humano devido a sua sequência e/ou conformação que 

assumem quando ligadas ao GTP/GDP. Isso é um dos fatores determinantes para atribuir a 

função e localização subcelular específica de cada uma dessas proteínas. Além disso, existem 

proteínas auxiliares as Rab’s, denominadas de efetoras de Rab’s, que também contribuem para 

determinar em qual local cada uma dessas proteínas irá 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 sítio ativo deixando a proteína em seu 

estado inativo quando necessário (Figura 6). É preciso ressaltar que ainda não se sabe 

exatamente todos os motivos que levam a compartimentalização de cada umas da Rab’s em 

determinada região da célula, porém essa grande variedade estrutural dos domínios Switch I e 

Switch II, junto aos vários tipos de efetoras de Rab’s, permitem que essa família de proteínas 

atue por todo o citoplasma (Figura 7). 

 

 

 

Figura 6. O ciclo das Rab GTPases. A conversão 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 está apta a se ligar a outros efetores para realizar suas funções, mas para isso realiza a hidrolise 

do GTP à GDP por possuir intrinsicamente essa atividade catalítica, 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 são 

transportadas pelo auxílio de uma chaperona denominada de REP (Rab escort protein) até uma enzima 

geranilgeranil transferase (GGT) que modifica cisteinas localizadas na região 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 proteína necessite realizar sua função e passar por todo o ciclo novamente. (Fonte: Adaptado de 

(STENMARK, 2009)). 
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Figura 7. Localização subcelular e função 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 atuação dessas 

proteínas começa logo no reticulo endoplasmático (RE) onde a Rab18, por exemplo, é responsável pelo transporte 

dos lipídios ali sintetizados. Já as proteínas que devem ser endereçadas para o complexo de Golgi (CG) são 

enviadas do RE principalmente pela Rab1, no qual ao final do CG a Rab8 é a principal responsável por formar as 

vesículas que vão ser enviadas para a membrana plasmática 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 última também participa do transporte de 

substâncias do CG para os endossomos primários e vice-versa. Dentro do sistema endossomico-lisossomico é 

possível ver a participação de diversas Rab’s que contribuem para a sinalização das vesículas que devem avançar 

no estágio de degradação até a formação dos lisossomos, sendo elas formadas inicialmente por fagossomos, 

pinossomos, endossomos ou mesmo de substâncias já presentes no ambiente intracelular. Processos de ciliogênese 

e formação de junções intercelulares também possuem participação 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 relevância no contexto da DP. Como dito, a Rab8a é a 

responsável pelo endereçamento da grande maioria das vesículas que necessitam ser 

translocadas do RE até a rede trans do CG até a membrana plasmática da célula para que os 

produtos que ali estão sejam liberados para o meio extracelular. Evidências descritas por Yin e 

colaboradores (2014) mostraram relação direta entre a α-sin e Rab8a, demonstrando que a 

presença de Rab8a modula a expressão/organização de α-sin dentro da célula, podendo levá-la 

a agregação e formação de LB’s, mas que mesmo na presença desses agregados tóxicos, a 

Rab8a, quando superexpressa,, desempenhava um papel citoprotetor na presença desses 

oligômeros, reduzindo a toxicidade da α-sin agregada (YIN et al., 2014). No entanto, os 

mecanismos que levam a interação de ambas as proteínas in vitro e no ambiente intracelular 

continuam pouco conhecidos, sendo necessário explorar quais regiões da Rab8a possuem 

interação com a porção C-terminal da α-sin e em quais condições microambientais. 

De fato, a relação entre ambas as proteínas no contexto da DP ainda é pouco 

explorada na literatura. Gitler e colaboradores (2008), através de ensaios de transporte e 

microscopia eletrônica in vitro e experimentos de microscopia de fluorescência in vivo em 

levedura, demonstraram que a superexpressão de α-sin afetava de forma direta o transporte de 

vesículas do RE até o CG, de modo que as vesículas eram formadas normalmente, mas o 

processo de deslocamento de uma organela até a outra e/ou a fusão das vesículas que chegavam 

até o CG era reduzido ou interrompido quanto maior a concentração de α-sin presente no meio. 

Além disso, análises realizadas em modelo de DP em C. elegans também mostraram efeito 

protetivo nos organismos que apresentavam superexpressão de Rab8a em comparação com 

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

Baseado nessas informações, fica evidente que a α-sin está inserida em diversos 

processos necessários para o correto funcionamento das células. Porém, sob condições 

inadequadas, essa proteína pode se tornar nociva, visto que quando superexpressa ou sob níveis 

elevados de Ca2+ a α -sin pode ocasionar a formação de agregados tóxicos. Sabe-se que a α -sin 

interage com diversas proteínas envolvidas no transporte de vesículas, em especial a Rab8a. 

Dessa forma, uma desregulação de sua atividade poderia ocasionar morte neuronal, levando ao 

desenvolvimento da DP. Contudo, uma lacuna ainda existe, em especial, dentro da relação entre 

α-sin, Rab8a e o aumento dos níveis de Ca2+ nos terminais pré-sinápticos nos neurônios 

dopaminérgicos. Isso porque ainda não se sabe se o Ca2+ é realmente necessário para que a 

interação entre a α-sin e a Rab8a ocorra. Visto a importância desse mecanismo para a 
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homeostase celular e a crescente necessidade de tratamentos terapêuticos direcionados à DP, 

estudos celulares e in vitro, foram realizados neste trabalho, com o objetivo de elucidar a 

participação do Ca2+ na interação entre α-sin e Rab8a. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Geral 

Avaliar a participação do Ca2+ na interação da α-sin com a Rab8a in situ e in vitro. 

2.2. Específicos 

a) Avaliar o comportamento da α-sin na presença de Ca2+ em células neuronais; 

b) Caracterizar a α-sin recombinante por métodos biofísicos; 

c) Avaliar a influência do Ca2+ no comportamento biofísico da α-sin recombinante 

in vitro; 

d) Avaliar a interação entre α-sin e Rab8a em células neuronais na presença de 

Ca2+; 

e) Caracterizar e estabelecer as condições de interação entre α-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 antibióticos penicilina e estreptomicina (PSA) (Gibco), a 37°C com atmosfera úmida e 

5% de CO2. 

 

3.2. Monitoramento da sinalização intracelular de cálcio 

As células foram plaqueadas em lamínulas de vidro estéreis quadradas, 

posicionadas dentro da placa, a uma densidade de 4x105 células e incubadas em tampão HEPES 

(NaCl 142.2 mM, KCl 5.4 mM, NaH2PO4 1.0 mM, HEPES 10 mM, dextrose 5.6 mM, MgSO4 

0.8 mM, e CaCl2 1 mM) contendo a sonda FLUO-4/AM (6 µM) por 20 min a 37ºC e 5% de 

CO2.  Após este período, as lamínulas contendo as células foram transferidas para uma câmara 

de perfusão e levadas para observação em microscópio confocal Leica SP8. Os sinais de Ca2+ 

foram monitorados em células individuais durante a estimulação com KCl 50mM por 5 min. A 

emissão de fluorescência em resposta a detecção de Ca2+ intracelular foi monitorada utilizando 

lente objetiva de 63x e as imagens foram coletadas a 1.3 f/s. As alterações na fluorescência 

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

 

 

3.3. Transfecção transiente 

As células foram plaqueadas em placas de 6 poços com lamínulas de vidro estéreis, 

a uma densidade de 4x105 células por poço. Após 24 h, as células foram transfectadas com 

FuGENE HD Transfection Reagent (Promega) e 3 µg de DNA plasmideal do vetor pEGFP-N2 

contendo o gene SNCA e do vetor pCDNA5-mCherry contendo o gene RAB8A. As culturas 

foram mantidas por 48 h após a transfecção. 

 

3.4. Indução de agregados de α-sinucleína e Rab8a 

Após transfectadas, as células positivas para ambos os constructos acima, foram 

incubadas por 24 ou 48 h com meio de cultura DMEM/F12 contendo KCl 50 mM. Passado o 
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período de incubação de 24 ou 48 h, as células foram fixadas com paraformaldeído (PFA) 4% 

por 25 min em temperatura ambiente, lavadas 2x com PBS e montadas em solução de 

Vectashield contendo DAPI. 

 

3.5. Microscopia confocal 

As imagens foram coletadas em um microscópio confocal Leica SP8 com uma 

objetiva a óleo de 63x N.A 1.40. Para GFP, excitação a 488 nm e emissão 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 sódio. Para o meio sólido, 

foi adicionado ao meio 20 g/L de ágar bacteriológico. Todos os meios foram esterilizados em 

autoclave durante 20 min a 121ºC antes do uso. 

Para a produção dos plasmídeos e das proteínas recombinantes, diferentes cepas de 

E. coli foram selecionadas para cada caso. De forma específica, a propagação plasmideal foi 

realizada na cepa DH5α, enquanto para a expressão das proteínas recombinantes foram 

utilizadas as cepas BL21(DE3) e Rosetta2 (DE3). 

 

3.7. Clonagens  

3.7.1. Amplificação dos genes SNCA e RAB8A 

A amplificação completa dos genes SNCA e RAB8A, que codificam as proteínas α-

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 

oligonucleotídeos utilizados nesta etapa do trabalho estão descritos na Tabela 1. 
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Tabela 1. Descrição dos oligonucleotídeos utilizados para a amplificação dos genes SNCA e RAB8A. 

Proteína Primer Sequência (5´- 3´) 

α-sin HsSnca.M1.NdeI.FOR CATATTCACATATGATGGATGTATTCATGAAAGGAC 

α-sin HsSnca.A140.Not.REV TAGAGGCGGCCGCTTAGGCTTCAGGTTCGTAGTCTTGA 

α-sin-GFP HsSnca.M1.HindIII.FOR CATCTAAGCTTGCCATGGATGTATTCATGAAAGGAC 

α-sin-GFP HsSnca.A140.SmaI.REV ATGACACCCGGGGGCTTCAGGTTCGTAGTCTTGATAC 

Rab8a HsRab8a.M1.NdeI.FOR AGCCATCATATGGCGAAGACCTACGATTACCTGT 

Rab8a HsRab8a.L207.XhoI.REV GTCAGCTCGAGTCACAGAAGAACACATCGGAAAA 

Rab8a-mCherry HsRab8a.M1.HindIII.FOR GCTCGAAGCTTATGGCGAAGACCTACGATTAC 

Rab8a-mCherry HsRab8a.L207.BamHI.REV CGTATGGATCCCAGAAGAACACATCGGAAAAAGC 

 

As reações de amplificação foram realizadas em termociclador Eppendorf Master 

Cycler, com Taq HiFi Buffer 1X, MgCl2 1,25 mM, dNTP 0,2 mM, 10 pmol dos 

oligonucleotídeos forward e reverse específicos para cada gene (Tabela 1), 0,5 µL de Taq 

Platinum DNA Polimerase HIFI (Invitrogen) e cDNA molde, com volume total, por tubo, de 

50 µL. A PCR foi programada com a seguinte ciclagem: 94ºC - 2:00 min [1X]; 94ºC - 30 s, 

60ºC –30 s, 72ºC -1:00 min [35X]; 72ºC - 5:00 min [1X]. O resultado da amplificação foi 

visualizado através de eletroforese em gel de agarose 1% contendo Sybr Safe (Thermo Fisher). 

Posteriormente, os produtos da amplificação foram purificados com o kit PCR Purification 

(QIAGEN) ou kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN). 

 

3.7.2. Reações de clivagem 

Os insertos, amplificados e purificados por kit PCR Purification (QIAGEN) dos 

genes SNCA e RAB8A, assim como os vetores de interesse para cada um dos genes, foram 

clivados pelas enzimas de restrição presentes em seus respectivos primers (Tabela 2). Para cada 

reação de clivagem foram utilizados aproximadamente 500 ng do inserto de cada gene e dos 

vetores selecionados, 10 U das enzimas de restrição em respectivo tampão, em um volume total 

de 30 µL. As reações foram incubadas à 37ºC overnight ou por 4 h, de acordo com a atividade 

de cada enzima.  

As reações de digestão foram submetidas à análise por eletroforese em gel de 

agarose 1% contendo Sybr Safe. Os fragmentos correspondentes aos DNAs de interesse, 
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produtos das reações de clivagem, foram então recuperados do gel e purificados utilizando o 

kit Gel Extraction (QIAGEN). Os respectivos vetores e enzimas de restrição usados para cada 

construção estão descritos na Tabela 2. 

Tabela 2. Vetores e enzimas de restrição utilizados. 

Inserto Vetor Sistema de Expressão Enzimas de restrição 

SNCA pET21b E. coli NdeI e NotI 

SNCA pEGFP-N2 Mamífero HindIII e SmaI 

RAB8A pET-28a-TEV E. coli  NdeI e XhoI 

RAB8A pCDNA5-mCherry Mamífero HindIII e BamHI 

 

3.7.3. Reações de ligação 

Para as reações de ligação entre os insertos e o vetores linearizados foi utilizado 1U 

da enzima T4 DNA ligase (Promega), tampão específico da enzima, 60 ng do vetor linearizado 

e 100 ng do inserto, em um volume total de 20 µl. A reação foi mantida a 16°C overnight. 

 

3.7.4. Transformação em E. coli 

As células de E. coli, cepa DH5-α, termo-competentes foram transformadas com o 

produto total das reações de ligação. Para isso, após a adição da reação de ligação na bactéria, 

o sistema ficou em repouso à 4ºC por 30 min, em seguida foi realizado o choque-térmico 

colocando o sistema por 1 min 30 s à 42ºC e rapidamente 1 min à 4ºC, por fim houve a adição 

de 800 µL de meio LB à essas células onde foram incubadas à 37ºC por 1h à 200 rpm. As 

células transformadas foram plaqueadas em 20 ml de meio de cultura LB sólido contendo 20 

µl do antibiótico de seleção dos vetores utilizados e foram mantidas a 37°C overnight. 

 

3.7.5. Confirmação dos clones por PCR de colônia 

Foram coletadas de 7 a 10 colônias transformantes para realizar a PCR de colônia. 

Na PCR foram utilizados 5 µl da suspensão celular, resultante de 1 colônia transformada em 20 

µl de meio LB, como molde para a reação, 0,5 mM dos oligonucleotídeos forward e reverse 

específicos de cada vetor, Buffer HF Phusion 1X, dNTPs 10 mM, MgCl2 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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98ºC - 1 min [1X]; 98ºC - 10 s, 55ºC - 30 s, 72ºC - 2 min [35X]; 72ºC - 10 min [1X]. Os produtos 

das reações foram analisados em gel de agarose 1% para confirmação dos clones. 

 

 

 

3.7.6. Sequenciamento dos clones 

Para cada construção, foram selecionados e sequenciados dois clones previamente 

confirmados por PCR de colônia. Os clones selecionados foram cultivados em LB líquido, com 

o devido antibiótico, a 37ºC overnight, 200 rpm. Após esse período, foi utilizado o kit 

NucleoSpinPlasmid (Macherey-Nagel), para a extração do DNA plasmideal das colônias 

selecionadas, para que fossem sequenciadas em sistema Applied Biosystems 3500XL, a fim de 

confirmar a integridade da sequência de nucleotídeos do gene em questão. 

 

3.8. Indução da expressão da Hs α-sinucleína e Hs Rab8a 

Para a expressão da proteína α-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 colônia utilizando-se 50 mL de meio LB líquido e 100 µg/mL de 

ampicilina a 37ºC, 200 rpm, overnight. Posteriormente, foram preparados inóculos contendo 50 

mL da cultura cultivada overnight juntamente com 500 mL de meio LB e antibiótico, os quais 

foram mantidos a 37ºC, 200 rpm até que o meio de cultura atingisse densidade óptica (D.O.) de 

~0,6. Nesta etapa, a expressão da proteína foi induzida com a adição de IPTG 1 mM (isopropyl 

β-D-1-thiogalactopyranoside) durante 4 h a 37ºC, 200 rpm. 

Já para a expressão da proteína Rab8a, foi utilizadas a cepa Rosetta2 de E. coli 

transformada com vetor pET-28a-TEV contendo o gene RAB8A (pET28a-TEV+RAB8A). As 

culturas contendo 50 mL foram feitas da mesma maneira como descrito acima, porém, além 

dos 100 µg/mL de canamicina, foi adicionado também 34 µg/mL de clorofenicol, sendo essa 

resistência intrínseca da cepa utilizada. Os inóculos de 500 mL foram cultivados da mesma 

maneira e a indução foi feita pela adição de IPTG 0,5 mM por 16 h a 18ºC, 200 rpm. Ao final 

do processo, os meios de cultura contendo as bactérias com as respectivas proteínas expressas 

foram centrifugados por 45 min à 9000 g à 4ºC e os pellets coletados. 
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3.9. Purificação 

3.9.1. α-sin 

O pellet de células contendo a α-sin, foi congelado à -20ºC overnight para a lise 

bacteriana (Bartels, et al., 2019). Após este período, houve o descongelamento e posterior 

ressuspensão das células em 20 mL tampão contendo Tris-HCl 50 mM pH 8,0, NaCl 25 mM e 

EDTA 1 mM pH 8,0 (Tampão A). As células em suspensão foram incubadas em banho térmico 

à 95ºC durante 15 min, resfriada à 4ºC e centrifugada por 45 min à 20000 g à 4ºC. O 

sobrenadante, contendo a proteína alvo foi coletado e filtrado em filtro 0,45 µm. O volume do 

lisado foi ajustado para 100 mL com tampão A. 

Para o primeiro passo de purificação, usou-se uma coluna de troca-aniônica 

HiScreen Q HP (GE HealthCare) contendo 4,7 mL de volume de coluna (VC), previamente 

equilibrada com Tampão A, no qual a amostra foi injetada sob fluxo de 1,0 mL/min com o uso 

do equipamento Akta FPLC (GE HealthCare). Após a injeção da amostra, a coluna foi lavada 

com tampão 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 eluição da proteína com um 

gradiente de 0 a 100% de Tampão B (Tampão A + NaCl 1 M) em 15 VC. Frações de 2 mL 

foram coletadas e analisadas por SDS-PAGE 13%. 

As frações contendo a proteína de interesse foram reunidas, concentradas em 

concentrador UltraFree 4, 10 kDa (Millipore) e submetidas à purificação por exclusão 

molecular em sistema Akta FPLC (GE HealthCare). A coluna Superdex 75 16/60 prepgrad (GE 

Healthcare) foi equilibrada em tampão contendo acetato de sódio 50 mM, pH 7,4, sob fluxo de 

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

Por fim, após a purificação por cromatografia de exclusão molecular, a amostra foi 

dialisada contra 2 L de Tampão C contendo Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 e NaCl 50 mM, overnight 

à 4ºC sob agitação branda e com o uso de membranas SpectraPor (MWCO 6 – 8.000). A 

amostra final foi congelada em nitrogênio líquido e estocada à -80ºC. 
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3.9.2. Rab8a 

O pellet de células contendo a Rab8a foi ressuspendido em 20 mL, por litro de 

indução, em tampão contendo HEPES 50 mM, pH 7,5, NaCl 500 mM, MgCl2 1 mM, β-

mercaptoetanol 2 mM e PMSF 1 mM. As células em suspensão 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 suspensão foi centrifugada por 45 min à 20000 g à 4ºC e o sobrenadante foi 

coletado e filtrado em filtro 0,45 µM. 

Para o primeiro passo de purificação, usou-se uma coluna HiTrap Chelating (GE 

HealthCare) contendo 5,0 mL de volume de coluna (VC), previamente equilibrada com Tampão 

D composto por HEPES 50 mM, pH 7,5, NaCl 500 mM, MgCl2 1 mM e β-mercaptoetanol 

2mM. A amostra foi injetada sob fluxo de 1,0 mL/min com o uso do equipamento Akta FPLC 

(GE HealthCare). Após a injeção da amostra, a coluna foi lavada com tampão de mesma 

composição usado no equilíbrio da coluna, sob mesmo fluxo de 1,0 mL/min, até que o sinal de 

UV estivesse estabilizado. Para a eluição da proteína foi utilizado Tampão E com adição de 

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

As frações contendo a proteína de interesse foram reunidas e concentradas em 

concentrador UltraFree 4, 10 kDa (Millipore) e submetidas a purificação por exclusão 

molecular em sistema Akta FPLC (GE HealthCare). A coluna Superdex 75 16/60 prepgrad (GE 

Healthcare) foi equilibrada em Tampão F contendo HEPES 50 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, 

MgCl2 1mM e DTT 1 mM sob fluxo de 0,5 ml/min. Frações de 1 mL foram coletadas e 

posteriormente analisadas por SDS-PAGE 13%. A amostra final foi congelada em nitrogênio 

líquido e estocada à -80ºC. 

 

3.10. Caracterização biofísica da α-sin 

3.10.1. Dicroísmo 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 conteúdo de estrutura secundária da proteína α-sin em 

diferentes concentrações da proteína e na presença de diferentes concentrações do íon Ca2+ em 

solução. As medidas foram realizadas em temperatura ambiente e em cubeta de quartzo com 

caminho ótico de 0,1 mm, sendo que cada condição avaliada foi incubada durante 24 h à 4ºC e 

37ºC e 48 h à 37ºC. As amostras analisadas estavam em tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 e 
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NaCl 50 mM. As condições na presença de Ca2+ foram preparadas em mesmo tampão acrescido 

de CaCl2. 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 página Dichroweb, foram feitas as deconvoluções dos espectros obtidos. 

 

 

3.10.2. Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS) 

As medidas de Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS) foram realizadas no 

equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical), a fim de avaliar se houve mudanças no 

raio hidrodinâmico da α-sin nas diferentes concentrações de proteína e íon Ca2+.  As medidas 

foram realizadas a temperatura ambiente em cubeta de quartzo contendo as amostras incubadas 

por 24 h à 4ºC e 37ºC e 48 h à 37ºC e centrifugadas a 14000 rpm, 4ºC por 10 min. O tampão 

utilizado foi Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 e NaCl 50 mM. As condições na presença de Ca2+ foram 

preparadas em mesmo tampão acrescido de CaCl2. Os dados foram coletados através do 

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

 

3.10.3. Cromatografia de Exclusão Molecular com Espalhamento Multiangular de 

Luz (SEC-MALS) 

Para determinar o peso molecular e estado oligomérico da α-sin obtida, foi realizado 

a técnica de Cromatografia de Exclusão Molecular com Espalhamento Multiangular de Luz 

(SEC-MALS) no equipamento OMNISEC GPC/SEC System (Malvern Panalytical). Amostras 

de α-sin nas concentrações 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 tampão Tris-HCl 50 mM, pH 

7,5 e NaCl 50 mM, sob fluxo de 0,4 mL/min. Os espectros obtidos (índice de refração, 

espalhamento de alto e baixo ângulo de luz e viscosidade) para cada replicata foram tratados 

no mesmo software do equipamento utilizando uma curva padrão de BSA, à 5,0 mg/mL em 

tampão de mesma composição para a normalização dos dados. Os gráficos foram plotados com 

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

Para avaliar a exposição de resíduos hidrofóbicos em solução da α-sin foram 

realizados o ensaio baseado na intensidade da fluorescência do 1,8-ANS (1-

Anilinonaphthalene-8-Sulfonic Acid). Amostras de α-sin nas concentrações de 0,5 mg/mL e 5,0 

mg/mL, na presença e ausência de 1 mM de Ca2+, foram incubadas à 37ºC na presença de ANS 

20 μM, em tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 e NaCl 50 mM, em placa de 96 poços (Greiner). 

As medidas de fluorescência foram obtidas pelo equipamento EnVision (Perkin Elmer), sendo 

os comprimentos de onda de 370 nm/400-600 nm (ex/em) para o ANS. Os gráficos foram 

plotados com uso do programa GraphPad Prism 8. 

 

3.11. Ensaios de interação α-sin e Rab8a 

3.11.1. Pull-down 

Para avaliar a interação entre α-sin e Rab8a in vitro, foi utilizado o ensaio de pull-

down com uso da resina TALON (TakaraBio). Foram avaliadas quatro condições: 1) 50 µg de 

α-sin e 50 µg de Rab8a; 2) 50 µg de α-sin e 50 µg de Rab8a na presença de Ca2+ 1 mM; 3) 50 

µg de α-sin e 50 µg de Rab8a na presença de GDP 1 mM; 4) 50 µg de α-sin e 50 µg de Rab8a 

na presença de Ca2+ 1 mM e GDP 1 mM. Todas essas condições foram preparadas em um 

volume total de 400 µL de tampão de ligação composto por HEPES 50 mM, pH 7,5, NaCl 100 

mM, MgCl2 1 mM e β-mercaptoetanol 2 mM (as condições contendo Ca2+ e/ou GDP possuíam 

adição do respectivo aditivo no tampão usado) e incubadas por 2h30 à 4ºC sem agitação. 

A resina TALON foi previamente equilibrada com tampão de ligação e 

posteriormente carregada com cada uma das condições descritas por 30 min à 4ºC com agitação 

branda. Posteriormente, o sistema foi centrifugado por 1 min à 1000 g à 4ºC (todas as etapas de 

centrifugação seguiram esses parâmetros), sendo o sobrenadante coletado para posterior 

análise. Em seguida foram realizadas quatro lavagens com 200 µL de tampão de ligação, sendo 

coletado o conteúdo da primeira e quarta lavagem para análise. Por fim, foi adicionado 200 µL 

tampão de eluição de mesma composição do tampão de ligação com adição de imidazol 500 

mM. Os sistemas foram incubados por 10 min e posteriormente centrifugados. Os 

sobrenadantes dessa etapa foram coletados para análise. 

Além das condições de interação descritas, foram realizados os controles tanto da 

α-sin quanto da Rab8a isoladas sob as mesmas condições descritas previamente. 
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3.11.2. Western blotting 

Cada condição/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 µm 

(BioRad). As membranas foram incubadas por 2 h à temperatura ambiente com anticorpos anti-

α-sin (1:1000, Abcam) e anti-Rab8a (1:1000, Abcam) seguidos de incubação por 1 h à 

temperatura ambiente com anticorpos secundários conjugados à HRP anti-rabbit, 1:5000. As 

membranas foram reveladas usando o sistema de detecção de quimiluminescência BioRad 

(Clarity Western ECL, BioRad). Os sinais de quimioluminescência foram aferidos 

qualitativamente usando o software Image J.  

 

3.12. Análise estatística 

Para as imagens provenientes da microscopia confocal, ao menos 5 imagens de três 

experimentos individuais por grupo foram coletadas. Gráficos 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 realização dos experimentos de interação entre α-sin e Rab8a, inicialmente, 

foi necessário preparar as construções plasmideais contendo os genes responsáveis pela 

expressão de cada uma das proteínas. As construções utilizadas foram planejadas para que toda 

a sequência de aminoácidos que compõe ambas as proteínas fossem expressas por completo 

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

 

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

Os vetores escolhidos para as clonagens das construções utilizadas nos ensaios in 

situ em células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) foram o pEGFP-N2 para a α-sin e o vetor 

pCDNA5-mCherry para a Rab8a. O pEGFP-N2 possui em sua sequência o gene da proteína 

verde fluorescente (GFP), gerando assim um constructo contendo a α-sin com a GFP ligada à 

sua porção C-terminal, o que torna possível a identificação da proteína na célula através da 

microscopia de fluorescência. Já o vetor pCDNA5-mCherry, contendo em sua sequência o gene 

de expressão da proteína fluorescente mCherry, foi utilizado para detecção da Rab8a, no qual 

a proteína fluorescente é expressa em conjunto ao N-terminal da Rab8a. 

Como mostrado na Figura 8A e 8C, as sequências 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 sequências 

foram inseridas nos respectivos vetores, pEGFP-N2 e pCDNA5-mCherry para posterior seleção 

dos clones obtidos (Figura 8B e 8D). Para identificação de colônias positivas para o gene SNCA, 

os primers utilizados foram específicos para a sequência inserida, sendo positivos os clones que 

amplificaram sequências de 420 pb (Figura 8B). Já para as construções do gene RAB8A, foram 

usados primers específicos para o vetor plasmidial, gerando amplificação de um fragmento de 

1655 pb (Figura 8D). Uma vez identificados, os clones positivos foram selecionados e 

sequenciados para confirmar a integridade da sequência dos genes inseridos nos vetores (dados 

não 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 sequência do gene SNCA de 420 pb. B) Gel de agarose 1% contendo o produto de 

PCR de cada um dos clones obtidos para a construção pEGFP-N2-SNCA, após o método de PCR de colônia, sendo 

positivos os que apresentam bandas de 420 pb. C) Gel de agarose 1% mostrando o produto da PCR contendo a 

sequência do gene RAB8A de 621 pb. B) Gel de agarose 1% contendo o produto de PCR de cada um dos clones 

obtidos para a construção pCDNA5-mCherry-RAB8A, após o método de PCR de colônia, sendo positivos os que 

apresentam bandas de 1655 pb. 

 

4.1.2. Clonagem da α-sin e Rab8a para expressão em sistema procarioto 

Para as construções contendo os genes SNCA e RAB8A utilizados para a expressão 

das respectivas proteínas em sistema procarioto, utilizamos os vetores pET21b para a α-sin e 

pET-28a-TEV para a Rab8a. A escolha do pET21b foi baseada na estratégia de produção da 

proteína descrita em BARTELS (2019), que possibilitou a expressão do constructo sem que 

nenhum tipo de sequência adicional fosse necessário para auxiliar no processo de purificação 

da α-sin. Já o vetor pET-28a-TEV possui em sua sequência o gene responsável por expressar, 
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em conjunto com a proteína de interesse, uma sequência de seis histidinas (His-Tag) que auxilia 

no processo de purificação por afinidade à metal. Além disso, outros grupos mostraram sucesso 

em expressar e purificar a Rab8a utilizando construção semelhante. 

A Figura 9A e 9C mostra que as sequências de DNA contendo o gene SNCA (420 

pb) e o gene RAB8A (621 pb) foram amplificadas por PCR com sucesso. Essas sequências foram 

inseridas nos respectivos vetores (pET21b e pET-28a-TEV) e os clones positivos obtidos foram 

selecionados através do método de PCR de colônia (Figura 9B e 9D). Para as construções do 

gene SNCA, os clones positivos amplificaram sequências de 420 pb referente apenas ao 

tamanho do gene que codifica a proteína. Já para as construções do gene RAB8A foram usados 

primers específicos para a sequência inserida, sendo positivos os clones que amplificaram 

sequências de 621 pb. Novamente, os clones positivos selecionados para cada uma das 

construções foram sequenciados para confirmar a integridade da sequência dos genes inseridos 

nos vetores (dados não mostrados). De posse destes resultados obtidos, indicando a integridade 

e sucesso na obtenção dos constructos de expressão, partimos para os ensaios funcionais e 

biofísicos. 
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Figura 9. Clonagem pET21b-SNCA e pET-28a-TEV-Rab8a. A) Gel de agarose 1% para confirmação do 

produto da PCR contendo a sequência do gene SNCA de 420 pb. B) Gel de agarose 1% contendo o produto de 

PCR de cada um dos clones obtidos para a construção pET21b-SNCA, após o método de PCR de colônia, sendo 

os positivos o que apresentam bandas de 420 pb. C) Gel de agarose 1% para confirmação do produto da PCR 

contendo a sequência do gene RAB8A de 621 pb. D) Gel de agarose 1% contendo o produto de PCR de cada um 

dos clones obtidos para a construção pET-28a-TEV-RAB8A, após o método de PCR de colônia, sendo os positivos 

o que apresentam bandas de 621 pb. 

 

4.2. O Ca2+ promove a agregação α-sinucleína em células SH-SY5Y 

Estudos publicados anteriormente mostraram que a α-sin tem interação direta com 

o íon Ca2+ em sua porção C-terminal (LAUTENSCHLÄGER et al., 2018; NIELSEN et al., 

2001). Além disso, já foi demonstrado que a ligação de íons metálicos à proteínas 

amiloidogênicas como a S100, por exemplo, regula sua conformação e, em alguns casos, a 

oligomerização de dímeros em oligômeros de maior grau de magnitude (BOTELHO et al., 
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2009; FRITZ et al., 2010). Para investigar se o aumento nos níveis de Ca2+ poderia, também, 

alterar a distribuição intracelular da α-sin e causar sua agregação, utilizamos as células 

excitáveis SH-SY5Y, um modelo grandemente utilizado de neurônios dopaminérgicos em 

estudos in vitro (XICOY; WIERINGA; MARTENS, 2017; XIE; HU; LI, 2010). O influxo de 

Ca2+ em células excitáveis ocorre por meio de diferentes canais, dentre eles os canais para Ca2+ 

sensíveis à voltagem. A voltagem da membrana neuronal é regulada, sobretudo, pela 

concentração de íons sódio (Na+) e potássio (K+) nos espaços intra e extracelular. Alterações 

nessas concentrações podem levar à despolarização da membrana e, consequentemente, à 

abertura dos canais para Ca2+ voltagem-dependentes (RIENECKER; POSTON; SAHA, 2020). 

Diversos compostos químicos têm sido utilizados para estimular essa despolarização em 

experimentos in vitro, dentre eles, o cloreto de potássio (KCl). Quando adicionado ao meio 

extracelular, o KCl eleva a concentração de K+ nesse local, provocando despolarização e 

abertura de canais para Ca2+, o que possibilita a observação da resposta celular a esse íon 

(DOLMETSCH et al., 2001). Para comprovar flutuações no nível intracelular de Ca2+ mediante 

estímulo, células SH-SY5Y foram carregadas com a sonda para Ca2+ FLUO-4/AM, e 

estimuladas com KCl 50 mM durante imageamento por microscopia confocal live-imaging. 

Como pode ser observado na Figura 10A e 10B, células não-estimuladas não apresentam 

flutuações no sinal fluorescente da sonda ao longo de todo tempo de imageamento. No entanto, 

células estimuladas com KCl 50 mM apresentaram um pico de fluorescência que é um 

indicativo da sinalização de Ca2+ seguido de normalização de seus níveis citosólicos durante o 

imageamento (Figura 10A-C), comprovando a eficiência do tratamento em alterar os níveis 

intracelulares de Ca2+. 

Com base nos resultados anteriores, células SH-SY5Y foram transfectadas com o 

constructo pEGFP-N2-SNCA e, após 48h da transfecção, analisadas em três condições 

distintas: ausência de estimulação com KCl; 24 h de estimulação com KCl; e 48 h de 

estimulação com KCl. Ao observar essas células por microscopia confocal após os tratamentos 

(Figura 10D), verificamos que o primeiro grupo, sem qualquer tratamento, apresentou a α-sin-

GFP dispersa de forma homogênea por todo o citosol celular. Já em cerca de 15% das células 

estimuladas por 24 h com KCl 50 mM foi possível observar a presença de pequenos grânulos 

GFP-positivos, indicando a formação de agregados de α-sin em decorrência do aumento de 

Ca2+ no citoplasma (Figura 10E). Porém, grande parte da α-sin-GFP ainda apresentava-se 

dispersa sem a formação de agregados nessa condição. Já sob a condição de 48 h de tratamento 

com a solução despolarizante, cerca de 30% das células apresentaram grânulos de α-sin GFP-
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positivos (Figura 10D e 10E), sugerindo que o tempo de exposição a essas condições 

contribuem para que a α-sin altere sua organização e distribuição citoplasmática. Além disso, a 

distribuição da proteína que não se encontra diretamente nos oligômeros aparenta ser menos 

homogênea e estar menos difusa por todo citosol quando comparado às condições anteriores. 

Para confirmar a hipótese de que a α-sin tende a se oligomerizar em estruturas de 

ordem superior de maneira tempo-dependente nessas condições de estímulo 

despolarizante/aumento dos níveis intracelular de Ca2+ e se esses oligômeros passam a se 

constituir como agregados, as células GFP positivas que continham grânulos foram analisadas 

e o tamanho dos grânulos formados em cada condição foram mensurados. Como parâmetro, a 

análise se baseou em um trabalho publicado por GHOSH e colaboradores (2018), em que os 

grânulos considerados como agregados necessitavam possuir diâmetro igual ou superior a 2 µm 

(GHOSH; KUNDU; CHATTOPADHYAY, 2018). Como podemos observar no gráfico da 

Figura 10F, o tamanho dos grânulos GFP-positivos nas condições controle e no tratamento por 

24 h com KCl não mostrou diferença significativa, indicando que os grânulos presentes no 

tratamento de 24 h ainda não representam um agregado de α-sin. Porém, na condição de 48 h 

de tratamento foi observado que ~60% das células positivas para grânulos GFP-positivos 

apresentaram estruturas com diâmetro maior ou igual a 2 µm, confirmando que a maior 

exposição da célula a essa condição proporciona a formação de agregados maiores de α-sin 

(Figura 10F). 

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

concentração intracelular de Ca2+ altera a distribuição e organização da a α-sin. 
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Figura 10. Células SH-SY5Y sofrem despolarização por estímulo de KCl promovendo aumento dos níveis 

de Ca2+ citosólico e agregação da α-sin. A) Microscopia confocal de células SH-SY5Y incubadas com Fluo-

4/AM (6 µM) em condição controle e estimuladas com solução de KCl 50mM (barra de escala: 10 µm). B) Tempo 

de duração representativo do sinal total de Ca2+. A seta indica o momento em que ocorreu o tratamento das células 

com KCl. C) Quantificação do pico de fluorescência após tratamento com KCl 50mM. (As barras de erro indicam 

a média ± erro padrão da média; n = pelo menos 25 células para cada grupo, * p < 0,05 por teste t de Student não-
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pareado). D) Microscopia confocal representativa de células SH-SY5Y transfectadas com pEGFP-N2-SNCA 

expressando α-sin-GFP (verde) mostrando grupo controle e tratamento de 24 h e 48 h com KCl 50mM. É possível 

observar que o tratamento faz com que a α-sin se agregue em grânulos citoplasmáticos no decorrer do tempo. Os 

núcleos foram corados com DAPI (azul). E) Quantificação da porcentagem de células GFP positivas que 

apresentavam grânulos de α-sin para a condição controle e cada grupo tratado. (As barras de erro indicam a média 

± erro padrão da média; n = pelo menos 15 células para cada grupo, * p < 0,05 por teste t de Student não-pareado). 

F) Quantificação da porcentagem de células GFP positivas que apresentavam grânulos de α-sin maiores que 2 µm 

para a condição controle e cada grupo tratado. (As barras de erro indicam a média ± erro padrão da média; n = 

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

 

4.3. A α-sin in vitro possui alteração da sua estrutura secundária de maneira 

concentração-dependente, mas independente do Ca2+ 

Estudos prévios da literatura sugerem que a α-sin, quando superexpressa ou 

submetida a altas concentrações de Ca2+ 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 próximo objetivo foi averiguar se o comportamento da 

α-sin recombinante in vitro teria o mesmo perfil quando submetida a condições em que o 

ambiente químico estivesse com altas concentrações de Ca2+. Para isso, inicialmente, 

produzimos a α-sin recombinante utilizando E. coli cepa BL21(DE3) transformada com a 

construção pET21b-SNCA e expressão induzida com IPTG. O sobrenadante obtido após a 

lise das células foi submetido a cromatografia de troca-iônica, já que a construção da α-sin 

utilizada não continha nenhum tipo de tag específico para outros métodos cromatográficos. 

Após todo conteúdo do lisado ser injetado na coluna, iniciou-se o processo de eluição com 

o aumento gradativo da concentração de NaCl presente no tampão. Esse aumento do 

conteúdo de sal no meio faz com que os íons presentes em maior quantidade compitam com 

a proteína pela resina presente na coluna (BAHADIR, 2013; HEALTHCARE, 2016). No 

momento em que detectamos aumento do sinal de UV o gradiente foi mantido nessa 

concentração de sal até que todo conteúdo fosse eluido nessa faixa de condutividade. No 

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

Após análise por SDS-PAGE, a α-sin obtida nessa primeira etapa cromatográfica 

foi submetida a cromatografia de exclusão molecular, de forma a garantir a homogeneidade 

da amostra com relação ao seu tamanho e estado oligomérico em solução. O volume de 

retenção observado foi de ~60 mL (Figura 11B), o que, segundo o padrão da coluna 
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SUPERDEX 75 16/60, corresponde a proteínas com peso molecular de ~50 kDa, valor esse 

bem distante do esperado para a α-sin que possui 14,46 kDa. Essa diferença pode ocorrer 

devido ao fato de que estes valores de volumes de retenção são baseados em proteínas 

globulares, e como a α-sin tem característica de proteína desestruturada, seu volume de 

retenção durante o método cromatográfico pode apresentar distorções. 

 

 

Figura 11. Purificação da α-sin recombinante. A) Cromatograma resultante após cromatografia de troca-iônica 

da fração solúvel do lisado de bactérias contendo a α-sin recombinante. Pico destacado em verde corresponde à 

eluição da proteína (sinal de UV 280 nm representada em azul e sinal da condutividade representado em vermelho 

tracejado). B) Cromatograma resultante após cromatografia de exclusão molecular das frações coletadas no pico 

destacado em A (sinal de UV 280 nm representada em azul). C) SDS-PAGE 13% representativo durante todas as 

etapas de purificação. 
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Ao final do processo de purificação foi obtida a α-sin recombinante com grau de 

pureza acima de 95% e em concentração de ~7,0 mg/mL. Isso pôde ser confirmado através da 

análise por SDS-PAGE de todas as etapas de purificação (Figura 11C). De posse da proteína 

recombinante, inicialmente avaliamos qual seu comportamento biofísico in vitro quando 

incubada por 24 ou 48 h em altas ou baixas concentrações, uma vez que a literatura sugere que 

sua superexpressão em células de eucariotos ocasiona a formação de agregados, levando, com 

o tempo, à formação de LB’s maduros (FARRER, 2006). Desta maneira, utilizamos o CD para 

avaliar a estrutura secundária da proteína nessas condições e o DLS para determinar o raio 

hidrodinâmico dessas diferentes amostras a fim de averiguar possível agregação da α-sin nestas 

diferentes concentrações. As concentrações avaliadas foram de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 

mg/mL, em que cada condição foi mantida durante 24 h à 4ºC antes de cada uma das análises. 

Por meio do CD, foi observado que o aumento da concentração da α-sin presente 

na amostra levou a proteína a apresentar, majoritariamente, maior quantidade de α-hélices em 

sua estrutura, com base na presença de sinais negativos na região de 222 nm e 208 nm, 

correspondentes a esse tipo de estrutura secundária (Figura 12A). Por outro lado, nas 

concentrações mais baixas, principalmente na faixa de 0,5 e 1,0 mg/mL, o sinal majoritário foi 

uma banda negativa em torno de 195-200 nm, sinal característico de proteínas desestruturadas 

(Figura 12A). Para confirmar essa mudança de conteúdo de estrutura secundária concentração-

dependente, foi utilizado o software CONTIN disponível pelo sistema DichroWeb. Esse 

software se baseia na combinação de diferentes espectros referentes a proteínas com estrutura 

já determinada por métodos cristalográficos ou por ressonância magnética nuclear (RMN), que 

ao se alinharem ao espectro da proteína de interesse, determinam o conteúdo de cada tipo de 

estrutura secundária dentro do intervalo de 100%. 

Os valores mostrados na Figura 12A mostram que o aumento da concentração a α-

sin faz com que a proteína passe de ~50% da sua estrutura desordenada para valores de até 10%, 

enquanto o conteúdo de α-hélice aumenta em uma proporção correspondente, passando de 

valores ~15% para até ~60% do conteúdo total de estrutura secundária da α-sin. O conteúdo de 

folhas-β e “loops” permanece inalterado em todas as condições. 

Já os experimentos de DLS mostraram, que independente da concentração de α-sin, 

o raio hidrodinâmico da amostra não se altera consideravelmente em nenhuma das situações 

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 mudança da estrutura secundária da α-sin devido ao aumento de concentração, o 
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seu estado oligomérico permanece inalterado, apresentando características biofísicas 

comparáveis à valores obtidos característicos da α-sin monomérica em solução já demonstrados 

em outros trabalhos (LOWE et al., 2009; NATH et al., 2011). Para confirmar se o raio 

hidrodinâmico da α-sin, avaliado pelo DLS correspondia ao valor esperado para a proteína em 

estado monomérico, as amostras nas concentrações de 0,5 e 5,0 mg/mL foram submetidas a 

análise de SEC-MALS. Através da análise dos picos obtidos durante o método cromatográfico, 

foi determinada a massa de 15,32 kDa para a amostra de α-sin à 0,5 mg/mL e 14,62 kDa para a 

condição de 5,0 mg/mL, sendo os raios determinados de 4,06 nm e 4,16 nm, respectivamente, 

valores correspondentes ao estado monomérico da proteína (Figura 12C). 

Com isso, nas condições observadas in vitro, apesar da estrutura secundária da α-

sin se alterar devido ao aumento da concentração da proteína em solução este evento não é 

acompanhado pela agregação da mesma. 
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Figura 12. Análises biofísicas da α-sin in vitro indicam mudança de estrutura secundária dependente de 

concentração, mas sem alteração de seu estado oligomérico. A) CD da α-sin nas concentrações de 0,5; 1,0; 2,0; 

3,0; 4,0 e 5,0 mg/mL após incubação por 24 h à 4ºC. Espectros foram deconvoluídos pelo software CONTIN sendo 

os dados obtidos presentes na tabela B) DLS da α-sin nas concentrações de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg/mL 

após incubação por 24 h à 4ºC. Tabela contendo os valores de raio hidrodinâmico e polidispersão das condições 

analisadas C) SEC-MALS da α-sin nas concentrações de 0,5 e 5,0 mg/mL. Tabela contendo os valores de massa 

molecular e raio hidrodinâmico obtidos após tratamento dos dados. 
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Com base no comportamento da α-sin em diferentes concentrações avaliado 

anteriormente, foram selecionadas as concentrações de 0,5 mg/mL e 5,0 mg/mL para os 

experimentos seguintes. Para avaliar se distintas concentrações de Ca2+ poderiam influenciar 

na composição da estrutura secundária e/ou estado de oligomerização/agregação da proteína, 

as amostras foram incubadas por 24 ou 48 h a 4ºC na presença de diferentes concentrações de 

Ca2+ (200, 400, 600, 800 e 1000µM), selecionadas com base em Nath e colaboradores (2011). 

Após esse período, os ensaios de CD e DLS foram realizados para determinar se a adição do 

íon ocasionava comportamentos diferentes dos observados quando as amostras contendo a α-

sin na ausência de Ca2+ foram analisadas. 

Os espectros de CD obtidos, tanto após o período de 24 h ou 48 h de incubação, e 

independente da concentração de Ca2+ utilizada, mostraram amostras com comportamento 

semelhante ao observado nas amostras incubadas na ausência de Ca2+. O aparecimento de banda 

negativa na região de 195 – 200 nm revelaram que todas as condições apresentaram o mesmo 

perfil, constituído em proteína majoritariamente desestruturada. (Figura 13A e 13D). De forma 

semelhante, as amostras na concentração de 5,0 mg/mL de α-sin incubadas na presença de Ca2+ 

tiveram, também, o mesmo padrão observado anteriormente (Figura 12), com todas as 

condições revelando um alto conteúdo de α-hélice (sinal negativo na região 222 nm e 208 nm) 

(Figura 13A e 13D). Já os ensaios de DLS mostraram que para as amostras contendo α-sin à 

0,5 mg/mL incubadas por 24 h na presença de concentrações de Ca2+, variando entre 0 µM – 

600 µM Ca2+, o raio hidrodinâmico das amostras apresentou valor no intervalo de 1,11 a 1,47 

nm, enquanto nas condições de 800 µM e 1 mM de Ca2+ os valores de raio se aproximaram dos 

observados nas condições de α-sin à 5,0 mg/mL, sendo 2,56 nm e 3,38 nm, respectivamente 

(Figura 13B e 13C). No período de 48 h de incubação, ainda na concentração de 0,5 mg/mL α-

sin, os valores de raio hidrodinâmico apresentaram certa discrepância, variando de 2,81 a 4,45 

nm. Por outro lado, as condições contendo maior concentração de α-sin (5 mg/mL) tiveram 

resultados homogêneos e correlatos entre si, para ambos os tempos de incubação, no qual todos 

os valores de raio hidrodinâmico obtidos foram no intervalo de 3,08 a 3,54 nm (Figura 13E e 

13F). Dessa forma, na condição de alta concentração de α-sin (5,0 mg/mL), o Ca2+ não teve 

influência no estado oligomérico da proteína, já que que os valores de raio hidrodinâmico da 

amostra não apresentaram alteração relevante. Para as medidas com 0,5 mg/mL de α-sin, os 

dados obtidos são inconclusivos com relação ao papel do íon no processo de agregação da 

proteína, já que não obtivemos um padrão de aumento de raio hidrodinâmico em concordância 

com a aumento da concentração do Ca2+. Um fator que pode ter contribuído para isso é a 
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concentração de 0,5 mg/mL estar próxima do limite inferior de detecção do equipamento 

utilizado (0,2 mg/mL para proteínas com ~15 kDa), fazendo com que a relação sinal/ruído das 

medidas em questão apresentassem valores baixos nessas condições.  

Dito isso, com esses dados concluímos que o Ca2+ adicionado ao meio, 

independente da concentração, teve pouca ou nenhuma interferência significativa na 

estruturação secundária da α-sin in vitro.  
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Figura 13. Análises biofísicas da α-sin in vitro na presença de Ca2+ indicam que o íon não influência na 

estrutura secundária e estado oligomérico da proteína A) CD da α-sin nas concentrações de 0,5 e 5,0 mg/mL 

após incubação por 24 h à 4ºC na presença de 200, 400, 600, 800 e 1000 µM de Ca2+. B) DLS da α-sin nas 

concentrações de 0,5 e 5,0 mg/mL após incubação por 24 h à 4ºC na presença de 200, 400, 600, 800 e 1000 µM 

de Ca2+. C) Tabela contendo os valores de raio hidrodinâmico e polidispersão das condições analisadas em (B). 

D) CD da α-sin nas concentrações de 0,5 e 5,0 mg/mL após incubação por 48 h à 4ºC na presença de 200, 400, 

600, 800 e 1000 µM de Ca2+. E) DLS da α-sin nas concentrações de 0,5 e 5,0 mg/mL após incubação por 48 h à 

4ºC na presença de 200, 400, 600, 800 e 1000 µM de Ca2+. F) Tabela contendo os valores de raio hidrodinâmico 

e polidispersão das condições analisadas em (E). 
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Uma vez que os experimentos à 4ºC não mostraram diferença significativa no 

comportamento da proteína na presença ou não de Ca2+, as mesmas análises e condições foram 

testadas na temperatura 37ºC de maneira a se chegar mais próximo da temperatura fisiológica. 

Inicialmente, foram realizados os experimentos apenas na presença de diferentes concentrações 

de α-sin para averiguar se a mudança de temperatura levaria a uma diferença dos resultados de 

CD e DLS observados nas mesmas condições à 4ºC. Para as condições em que havia apenas a 

variação da concentração de α-sin (0,5 a 5,0 mg/mL), os resultados de CD foram semelhantes 

aos observados à 4ºC, nos quais baixas concentrações de α-sin mostram a proteína 

majoritariamente desestruturada enquanto em altas concentrações ocorre predominância de 

estruturas α-hélices (Figura 14A). Os raios hidrodinâmicos observados para a α-sin, 

mensurados por DLS, também seguiram o mesmo padrão em comparação a incubação a 4°C, 

(2,81 a 3,38 nm), sendo todos os picos monodispersos, o que sugere homogeneidade da 

população de α-sin presente na amostra, tendo certa dispersão apenas nas condições de 0,5 

mg/mL com adição de 200 e 800 µM de Ca2+ (Figura 14B) pelos mesmos motivos sugeridos 

anteriormente (Figura 13B). 

Quando repetimos estas análises na presença de Ca2+ (concentrações variando entre 

200 µM e 1 mM), os mesmos padrões foram observados. A α-sin a 0,5 mg/mL na ausência ou 

presença de diferentes concentrações do íon e a 37ºC continuou sendo majoritariamente 

desestruturada, enquanto nas mesmas condições a 5,0 mg/mL de proteína a α-sin apresenta 

maior conteúdo de α-hélice em sua estrutura (Figura 14C). O mesmo ocorre para as análises de 

DLS: em baixa concentração da proteína, os valores obtidos variaram de 1,77 a 3,53 nm, 

enquanto para a concentração de α-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 síntese, pode-se aferir que, in vitro, o Ca2+ não tem papel direto na mudança 

estrutural da α-sin, diferentemente do observado em células SH-SY5Y. 
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Figura 14. Análises biofísicas da α-sin in vitro em condições de temperatura semelhantes à fisiológica 

indicam mudança de estrutura secundária dependente de concentração, mas sem alteração de seu estado 

oligomérico na presença ou ausência de Ca2+. A) CD da α-sin nas concentrações de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 

mg/mL após incubação por 48 h à 37ºC. B) DLS da α-sin nas concentrações de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg/mL 

após incubação por 48 h à 37ºC. Tabela contendo os valores de raio hidrodinâmico e polidispersão das condições 

analisadas. C) CD da α-sin nas concentrações de 0,5 e 5,0 mg/mL após incubação por 48 h à 37ºC na presença de 

200, 400, 600, 800 e 1000 µM de Ca2+. D) DLS da α-sin nas concentrações de 0,5 e 5,0 mg/mL após incubação 

por 48 h à 37ºC na presença de 200, 400, 600, 800 e 1000 µM de Ca2+. F) Tabela contendo os valores de raio 

hidrodinâmico e polidispersão das condições analisadas em (D). 
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De posse desses dados, concluímos que o fenômeno ainda a ser explorado seria a 

diferença estrutural observada com o aumento gradativo da concentração da α-sin, ou seja, a 

passagem de uma proteína majoritariamente desestruturada para uma conformação com maior 

quantidade de α-hélices. Com relação a isso, é descrito que a α-sin monomérica ocorre em duas 

conformações dentro da célula: desestruturada solúvel no citosol e, quando em contato com a 

membrana plasmática, α-helicoidal. Tal mudança de estrutura secundária ocorre devido a 

interação dessa proteína com regiões hidrofóbicas da membrana o que leva a exposição de 

resíduos hidrofóbicos da proteína (ELIEZER et al., 2001; UVERSKY et al., 2002). Baseados 

nisso, para averiguarmos se o aumento da concentração da proteína na presença ou ausência de 

Ca2+ poderia levar a exposição destes resíduos hidrofóbicos in vitro, utilizamos a sonda 1,8-

ANS, que ao se ligar em regiões hidrofóbicas emite fluorescência. Os resultados obtidos durante 

15 h de leitura mostram que tanto a condição com 1 mM de Ca2+, quanto a que o íon estava 

ausente, e independentemente da concentração da proteína utilizada, não houve alteração na 

intensidade da fluorescência do ANS, indicando que não ocorreu exposição de resíduos 

hidrofóbicos na amostra (Figura 15A e B). No entanto, é interessante observar que, pelos 

valores de fluorescência do 1,8-ANS a 500 nm, a α-sin na concentração de 0,5 mg/mL apresenta 

10.000 unidades de absorbância abaixo do que na condição com 5,0 mg/mL de proteína, 

indicando que a maior concentração de α-sin leva à maior exposição de superfícies 

hidrofóbicas.  

 

 

Figura 15. Altas concentrações de α-sin in vitro leva à exposição de superfícies hidrofóbicas. A) Fluorescência 

do 1,8-ANS à 37ºC em amostras contendo α-sin a 0,5 e 5,0 mg/mL na ausência de Ca2+. B) Fluorescência do 1,8-

ANS à 37ºC em amostras contendo α-sin a 0,5 e 5,0 mg/mL na presença de 1 mM de Ca2+. As análises foram 

realizadas durante 15h consecutivas. 
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4.4. O Ca2+ promove a co-localização da α-sin e Rab8a em células SH-SY5Y 

Estudos publicados já evidenciaram, que em determinados modelos de DP existe 

uma relação direta entre α-sin e Rab8a, em casos de superexpressão de ambas as proteínas ou 

por mudanças pós-traducionais da α-sin, dentre elas, a fosforilação da Ser129 e seu estado de 

agregação (GITLER et al., 2008; YIN et al., 2014a). Além disso, já foi demonstrado que a 

superexpressão de Rab8a mediada por vírus e direcionada para uma região cerebral específica 

foi capaz de resgatar a toxicidade nigroestriatal mediada por α-sin em um modelo de murino de 

parkinsonismo (MCFARLAND et al., 2018). Visto que o aumento na concentração 

citoplasmática de Ca2+ gerou alteração na organização e distribuição da α-sin em nosso modelo 

celular (Figura 10), objetivamos observar se a elevada concentração de Ca2+ no citosol das 

células SH-SY5Y poderiam, também, levar à co-localização entre a α-sin e a Rab8a. Para isso, 

células SH-SY5Y foram transfectadas com os constructos pEGFP-N2-SNCA e pCDNA5-

mCherry-RAB8A. Após a expressão das proteínas recombinantes, as células receberam 

estímulo de KCl 50 mM, gerando despolarização de membrana e consequente influxo de Ca2+ 

para o meio intracelular, por 24 e 48 h. Como pode ser observado na Figura 16A, células 

GFP/mCherry positivas não estimuladas continham α-sin dispersa por todo citosol. Com 

relação a Rab8a, esta proteína se encontrou dispersa pelo citoplasma, mas também em alguns 

grânulos ao redor do núcleo. Ao sobrepor os canais, é possível observar pouca co-localização 

da Rab8a-mCherry com α-sin-GFP, sugerindo que nessa situação basal há um baixo nível de 

interação entre essas proteínas. No entanto, após 24 h de estímulo com KCl 50 mM, a α-sin-

GFP apresentou certa agregação em grânulos citoplasmáticos, porém grande parte da proteína 

ainda estava dispersa pelo restante da célula. Já para a Rab8a-mCherry nessas condições, os 

grânulos contendo esta proteína se mantiveram, porém, ao sobrepor as imagens, observamos a 

co-locaização dos grânulos GFP-positivos com os grânulos mCherry-positivos (Figura 16A, 

painel do meio). Por fim, o grupo que recebeu tratamento por 48 h teve drástica mudança na 

localização das proteínas ali expressas, apresentando grande co-localização da α-sin-GFP com 

Rab8a sugerindo que o aumento na concentração de Ca2+ por períodos prolongados induz a 

interação da Rab8a com a α-sin no citoplasma celular. 

De forma a quantificar esses padrões observados, ao analisar as imagens obtidas foi 

possível determinar que o número de grânulos de α-sin dentro das células passou de próximo 

de 0, na situação controle, para uma média de ~10 grânulos por célula no tratamento com KCl 

50 mM por 24 h.  Já na condição de 48 h, as células passaram a apresentar um valor médio de 

~5 grânulos citoplasmáticos (Figura 16B). Com base nesses resultados, o possível mecanismo 
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de interação entre as duas proteínas aparenta se iniciar quando ocorre o influxo de Ca2+ para o 

citoplasma e pequenos pontos de nucleação de α-sin-GFP começam a surgir, de forma que a 

Rab8a tende a se co-localizar nessas regiões iniciais. Com o passar do tratamento, esses 

pequenos grânulos sofrem aumento de tamanho, até o momento que praticamente passam a ser 

únicos dentro da célula, contendo praticamente todo o conteúdo de ambas as proteínas (Figura 

16A e 16B). Essa última observação pode ser justificada baseada no fato de que ~80% dos 

grânulos observados durante os dois períodos de tratamentos mostrarem a co-localização de α-

sin e Rab8a (Figura 16C). 
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Figura 16. O aumento dos níveis de Ca2+ em células SH-SY5Y leva a agregação da α-sin e promove sua co-

localização com a Rab8a. A) Microscopia confocal representativa de células SH-SY5Y transfectadas com 

pEGFP-N2-SNCA expressando α-sin-GFP (sinal verde) e pCDNA5-mCherry-RAB8A (sinal vermelho) 

mostrando grupo controle e tratamento de 24 h e 48 h com solução de 50 mM de KCl, no qual o tratamento faz 

com que a α-sin se agregue no decorrer do tempo e sofra co-localização com Rab8a. Os núcleos foram corados 

com DAPI (sinal azul). B) Quantificação do número de grânulos de C presente em cada célula em cada um dos 

grupos observados. (As barras de erro indicam a média ± erro padrão da média; n = pelo menos 25 células para 

cada grupo, * p < 0,05 por teste t de Student não-pareado). C) Quantificação da porcentagem de grânulos de α-sin-

GFP que estavam co-localizados com grânulos de Rab8a-mCherry nas condições de tratamento de 24 h e 48 h. 

(As barras de erro indicam a média ± erro padrão da média; n = pelo menos 25 células para cada grupo, * p < 0,05 

por teste t de Student não-pareado). 
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4.5. A presença de Ca2+ aumenta a interação entre α-sin e Rab8a in vitro 

Ainda baseado nas evidências já publicadas citadas e nos resultados obtidos 

apresentados na Figura 16, foi averiguado se o comportamento da α-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 

construção pET28a-TEV-RAB8A e expressão induzida com IPTG. O sobrenadante obtido após 

a lise das células foi submetido a cromatografia de afinidade ao metal, especificamente ao Ni2+, 

já que a construção da Rab8a continha His-Tag em sua porção N-terminal. Após todo conteúdo 

do lisado ser injetado na coluna, iniciou-se o processo de eluição com o aumento gradativo da 

concentração de imidazol, molécula essa capaz de competir com a His-Tag para se ligar a 

coluna de purificação (HEALTHCARE, 2016). No momento em que detectamos aumento do 

sinal de UV o gradiente foi mantido nessa concentração de imidazol até que todo conteúdo 

fosse eluido, onde a Rab8a teve eluição em uma concentração de ~150 mM de imidazol (Figura 

17A). 

Após análise por SDS-PAGE, a Rab8a obtida nessa primeira etapa cromatográfica 

foi submetida a cromatografia de exclusão molecular, tendo volume de retenção ~68 mL em 

coluna SUPERDEX 75 16/60 (Figura 17B). Ao final do processo de purificação foi obtida a 

Rab8a recombinante com grau de pureza acima de 90% e em concentração de ~1,3 mg/mL. 

Isso pode ser confirmado através da análise por SDS-PAGE de todas as etapas de purificação 

(Figura 17C). 
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Figura 17. Purificação da Rab8a recombinante. A) Cromatograma resultante após cromatografia de afinidade 

ao Ni2+ da fração solúvel do lisado de bactérias contendo a Rab8a recombinante. Pico destacado em verde 

corresponde à eluição da proteína (sinal de UV 280 nm representada em azul e sinal da % de imidazol representado 

em vermelho tracejado). B) Cromatograma resultante após cromatografia de exclusão molecular das frações 

coletadas no pico destacado em A (sinal de UV 280 nm representada em azul). C) SDS-PAGE 13% representativo 

durante todas as etapas de purificação. 
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Com a Rab8a recombinante purificada, foi possível realizar o ensaio de pull-down 

junto a α-sin a fim de averiguar a interação de ambas as proteínas na presença de Ca2+. 

Inicialmente foi observado qual o comportamento de ambas as proteínas isoladas com relação 

a sua interação com a resina TALON usada no experimento. Como esperado, a α-sin, por não 

possuir nenhuma tag, não apresentou interação com a resina já que as bandas referentes a 

proteína 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 α-sin nas canaletas de eluição (E) se deve a sua possível interação com a Rab8a. 

Por outro lado, o controle referente a Rab8a mostrou que a His-tag presente na construção da 

proteína permite que a mesma tenha interação com a resina, já que a maior parte da proteína 

colocada inicialmente no sistema se desliga na coluna apenas na canaleta E, após adição de 

imidazol no sistema (Figura 18A). 

Com relação as condições de interação entre α-sin e Rab8a avaliadas, é possível 

observar que tanto a condição 1 (α-sin + Rab8a), quanto a condição 2 (α-sin + Rab8a + Ca2+ 1 

mM), após 2h30min de incubação resultou no aparecimento de banda na região próxima ao 

marcador de 15 kDa, indicando a presença de α-sin nas canaletas referente a eluição (Figura 

18B painéis da esquerda). Isso indica que em condições basais e na presença de Ca2+ ambas as 

proteínas tendem a se interagir in vitro. Porém, ao analisar a intensidade das bandas de α-sin 

obtidas em cada situação, é possível observar que a interação ocorre de maneira mais intensa 

na presença de Ca2+ (Figura 18C). Essas observações vão de encontro com o observado nos 

resultados da Figura 16A e 16B, que correspondem as condições basais e na presença de Ca2+ 

no interior das células. É necessário ressaltar os sinais observados nas canaletas FT, L1 e L4 

possuem diferença, comparadas entre as condições 1 e 2, sendo isso provavelmente devido à 

influência da agitação mecânica que o sistema sofreu durante a execução do experimento.  

Já nas condições de incubação na presença de GDP, os resultados obtidos foram 

diferentes dos analisados até o momento. É descrito que na presença desse nucleotídeo a Rab8a 

se torna inativa, impedindo sua interação com seus parceiros de interação (STENMARK, 2009). 

Sendo assim, nas condições 3 (α-sin + Rab8a + GDP 1 mM) e 4 (α-sin + Rab8a + GDP 1 mM 

+ Ca2+ 1 mM) não foi possível observar sinal referente a α-sin, demonstrando que a interação 

foi bloqueada nessas situações devido a inatividade da proteína (Figura 18B painéis da direita). 

Por meio das análises densitométricas foi visto que os sinais na região de 15 kDa de ambas 

essas condições foram as menores em relação as duas primeiras observadas (Figura 18C). 

Assim, é possível dizer que há uma interação direta entre as proteínas, sendo que o Ca2+ 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, concluímos a interação da α-sin com a Rab8a é intensificada 

na presença de Ca2+ e somente ocorre quando a Rab8a se encontra em seu estado ativado. No 

entanto, se este evento é um mecanismo protetor ou neurotóxico ao longo do desenvolvimento 

da DP ainda precisa ser investigado. 
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Figura 18. A α-sin e Rab8a interagem em condições basais e na presença de Ca2+ enquanto a presença de 

GDP impede esse mecanismo. A) Western blotting das proteínas α-sin e Rab8a purificadas e isoladas submetidas 

ao ensaio de pull-down (FT: flow-through; L1: lavagem 1; L4: lavagem 4; E: eluição. B) Western blotting das 

condições 1 (α-sin + Rab8a), 2 (α-sin + Rab8a + Ca2+ 1 mM), 3 (α-sin + Rab8a + GDP 1 mM) e 4 (α-sin + Rab8a 

+ Ca2+ 1 mM + GDP 1 mM) submetidas ao ensaio de pull-down (FT: flow-through; L1: lavagem 1; L4: lavagem 

4; E: eluição. C) Análise densitométrica qualitativa das bandas referente a α-sin observadas em (B) nas canaletas 

E. 
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5. DISCUSSÃO 

Apesar de casos genéticos serem bastante conhecidos e responsáveis por cerca de 

10% dos casos, a DP é majoritariamente representada por casos esporádicos, sendo a exposição 

a fatores ambientais um dos fatores-chave que podem levar a indução do mau funcionamento e 

agregação de proteínas relacionadas a doença, como ocorre com a α-sin (BRAAK et al., 2003; 

PERFEITO; REGO, 2012). Além disso, é descrito que a quebra do equilíbrio da concentração 

de metais no interior das células é um evento importante no desenvolvimento de diversas 

doenças neurológicas, como por exemplo, o desbalanço da homeostase de Ca2+ (MATTSON, 

2007; SURMEIER; GUZMAN; SANCHEZ-PADILLA, 2010). Tratando-se da α-sin, a quebra 

do fino equilíbrio relacionado com o controle das concentrações citoplasmáticas de Ca2+ em 

neurônios dopaminérgicos vem se tornando um campo de intensa investigação já que a porção 

C-terminal desta proteína possui alta afinidade ao Ca2+, sendo isso não somente necessário para 

seu correto funcionamento nos mecanismo regulatórios do transporte de vesículas, mas também 

um possível mecanismo de indução da agregação da proteína em casos patológicos (NIELSEN 

et al., 2001).  

Dentro de uma célula a concentração média de Ca2+ reportada é próxima a 100 nM, 

mas, especificamente nos terminais pré-sinápticos, local onde ocorre a liberação das vesículas 

sinápticas e com maior ocorrência de α-sin, esses níveis de Ca2+ podem chegar até 200 μM após 

a despolarização da célula (LAUTENSCHLÄGER et al., 2018). Estudos realizados por Nath et 

al., 2011, em células neuronais humanas da linhagem 1321N1 transfectadas com α-sin mostram 

que o tratamento com tapsigargina e calcimicina, compostos que aumentam os níveis 

intracelulares de Ca2+ nas células, promovem o aparecimento de agregados de α-sin após 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 após serem despolarizadas com 

KCl, apresentaram a agregação da α-sin devido ao aumento dos níveis de Ca2+ no ambiente 

intracelular. 

Para melhor entendimento do impacto do Ca2+ à nível estrutural da α-sin, foram 

realizados estudos biofísicos da proteína in vitro em ambientes químicos com concentrações 

análogas do cátion. Nossos dados obtidos mostraram que apenas alterações na concentração de 

α-sin é suficiente para induzir modificações na estrutura secundária da proteína, a qual passou 

de uma estrutura desordenada, quando em baixas concentrações, para uma proteína 

majoritariamente rica em α-hélices, quando em concentrações maiores (Figura 12). 

Mecanismos análogos a esse foram observados apenas em situações em que ocorreu adição de 
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solventes orgânicos como óxido de trimetilamida (TMAO) e fluoroálcoois como TFE e HFiP, 

em que foi possível observar alterações na conformação da α-sin com o aumento do conteúdo 

desses solventes (UVERSKY et al., 2002).  

Outra estrutura majoritariamente rica em α-hélices de α-sin é a ocorrência do seu 

tetrâmero, estrutura reportada por Bartels et al., 2011, que foi isolada de hemácias. No entanto, 

nossos dados obtidos por SEC-MALS indicaram que independente da concentração da α-sin no 

meio, a proteína recombinante somente se apresentou em conformação monomérica, 

descartando a hipótese de que em altas concentrações em solução a α-sin poderia se rearranjar 

em um tetrâmero. Reforçando esta ideia, as medidas obtidas dos raios hidrodinâmicos medidos 

para as amostras nas diferentes concentrações de proteína, sendo todos dentro do intervalo 2,94 

nm à 3,70 nm, vão de encontro com os valores reportados em ensaios de microscopia eletrônica 

utilizando a α-sin monomérica (LOWE et al., 2009; NATH et al., 2011). 

 Um mecanismo já observado e responsável pela alteração da conformação da α-sin 

monomérica desestruturada para a sua forma monomérica rica em α-hélices, é a sua interação 

com lipídios da membrana plasmática das células (LASHUEL et al., 2013). Como exemplo, 

alguns trabalhos mostraram que a adição de pequenos lipídios em solução ou mesmo a 

imobilização da α-sin em superfícies hidrofóbicas conferiam a proteína mudanças estruturais 

semelhantes devido a maior exposição de seus resíduos hidrofóbicos para que fosse possível a 

interação direta com a bicamada lipídica (AFITSKA et al., 2019; BARTELS; CHOI; SELKOE, 

2011; FAUVET et al., 2012). Por conta disso, os ensaios realizados observando a fluorescência 

do 1,8-ANS (Figura 15) indicaram que na condição de maior concentração de α-sin ocorre 

maior exposição de espécies hidrofóbicas em solução. Isso se deve ao maior número de 

moléculas em solução e maior exposição de resíduos hidrofóbicos nessa situação gerando 

microambientes mais lipofílicos que fazem com que os monômeros em solução adquiram 

estrutura majoritária de α-hélice. 

A partir desses resultados, considerados linha de base para o entendimento do 

comportamento da α-sin in vitro, foi averiguado quais as mudanças estruturais o Ca2+ causaria 

na proteína para que a mesma se agregasse, como mostrado nos experimentos em células. De 

forma curiosa, os ensaios biofísicos realizados em todas as condições em que houve a adição 

de Ca2+, sendo da menor concentração utilizada (200 μM) até a máxima (1 mM), mostraram 

que o comportamento da proteína in vitro não seguiu o mesmo padrão observado de agregação 

(Figura 13 e 14). Em todos os casos, independente da temperatura e tempo de incubação com o 

cátion, todas as amostras em menor concentração (0,5 mg/mL) continuaram a ser 
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majoritariamente desestruturadas e monoméricas, enquanto as amostras de 5,0 mg/mL da 

proteína, continuaram a ter maior composição de α-hélices e organizada em monômeros. Esses 

dados, foram de certa forma divergentes com os que estão descritos em outros trabalhos, já que 

em situações em que o ambiente químico apresentava apenas 180 µM de Ca2+, Nath et al., 2011 

descreveram por microscopia eletrônica, a formação de estruturas esféricas de α-sin com raio 

de 5 à 10 nm, ou até mesmo formas anelares da proteína que chegavam a ter raios de 35 à 45 

nm, tamanhos esses superiores aos obtidos em nossos resultados. Assim, avaliando os dados 

fica evidente que a construção da α-sin recombinante e as condições testadas neste trabalho, 

não mostraram influência do Ca2+ in vitro, de forma que o mecanismo de agregação visto nas 

células pode ser dependente de outros fatores além da participação do Ca2+ para que a resposta 

posterior seja a agregação da α-sin. Por exemplo, um trabalho publicado por Dufty et al., 2007, 

descreve a atuação da proteína dependente de Ca2+ ,calpaína, envolvida no mecanismo de 

clivagem da α-sin, como sendo responsável pela formação de fragmentos de α-sin, os quais são 

os possíveis responsáveis por sua agregação intracelular. Desta forma, apesar de não termos 

observado alterações na estrutura da proteína in vitro na presença de Ca2+, não podemos 

descartar os resultados observados em células. Por si só, essa interferência sobre o 

funcionamento da α-sin por conta da quebra da homeostase de Ca2+ já pode ser considerado um 

fator grave para o desenvolvimento da DP devido a tendência de agregação da proteína. Além 

disso, é relatado que estes agregados de α-sin, além de tóxicos para a célula, podem interromper 

o correto mecanismo de funcionamento das Rab’s, causando problemas relacionados ao 

transporte de vesículas no interior das células.  

A respeito dessa hipótese, Gitler et al., 2008 demonstraram por meio de ensaios 

cell-free que a superexpressão e/ou mal enovelamento da α-sin foi capaz de inibir o transporte 

de vesículas do RE até o CG, o que geraria prejuízos ao funcionamento celular. No entanto, 

evidências obtidas por ensaios de imunofluorescência constataram que tanto a Rab8a quanto a 

Rab3a tendiam a se co-localizar nas regiões em a α-sin estava agregada e tinham um papel 

protetor perante a toxicidade gerada pelos agregados dessa espécie proteica. Tendo essa 

informação em vista, por meio dos ensaios com células SH-SY5Y transfectadas com α-sin e 

Rab8a (Figura 16), observamos que após o tratamento com KCl, que induziu a agregação de α-

sin, a distribuição de Rab8a no citoplasma tende a se concentrar na mesma região em que os 

agregados de α-sin ocorrem, demonstrando que o Ca2+ intensifica esse processo (Figura 16). 

Esse aumento da interação α-sin-Rab8a também foi observado nas condições 

analisadas in vitro com as proteínas recombinantes. O ensaio de pull-down analisado por 
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Western blotting (Figura 17), confirmou que na presença de ambas as proteínas a interação 

ocorre de maneira basal, porém nas condições em que há a presença de concentrações elevadas 

de Ca2+ e a Rab8a encontra-se ativada (livre de GDP), esse processo tende a se intensificar. Um 

único relato anterior confere esse fenômeno devido a fosforilação da Ser129 da α-sin. No 

entanto, em nossas condições in vitro, mostramos que esta fosforilação não é crucial para essa 

interação uma vez que utilizamos apenas proteínas sem modificações pós-traducionais (YIN et 

al., 2014b). Porém, como já é descrito que o Ca2+ interage com a α-sin na região C-terminal, 

região onde se encontra o resíduo Ser129, talvez o mecanismo de ligação nesse caso possa 

ocorrer de forma análoga. 

Baseado nessas informações, é evidente a relação entre os três componentes 

estudados aqui: α-sin, Rab8a e Ca2+. Nossos resultados reforçam que a desregulação na 

interação α-sin-Rab8a mediada por Ca2+ é um mecanismo que pode levar ao desenvolvimento 

da DP devido a formação de agregados de α-sin e aprisionamento da Rab8a, gerando danos a 

fisiologia celular. E entender os fatores que levam as células a sofrerem a deficiência em 

normalizarem seus níveis de Ca2+ após estímulo e compreender a dinâmica que ocorre nessas 

situações de estresse, proporcionarão o desenvolvimento de novas terapias e/ou medicamentos 

que atuem nessas vias e permitam que esse quadro seja reversível ou, até mesmo, bloqueado. 
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6. CONCLUSÃO 

Este trabalho demonstra que a homeostase do Ca2+ no interior das células neuronais 

é um evento intimamente relacionado com o estado agregacional da α-sin no citoplasma celular 

e regula a interação desta proteína com a Rab8a GTPase. Desta maneira, esperamos que estes 

dados ajudem a elucidar um dos possíveis mecanismos celulares e moleculares envolvidos na 

DP esporádica. 
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