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RESUMO

A doencga de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa, cronica e progressiva.
Em muitos casos de DP, a morte neuronal esta relacionada com a presenca de agregados
intracelulares da proteina alfa-sinucleina (aSyn). A DP pode ser encontrada nas formas familiar
e esporadica, no entanto, apesar da DP esporadica ser a mais comum, sua causa ainda nao é
bem compreendida. Uma hipétese atual indica que devido ao fato de a aSyn incorretamente
estruturada ser encontrada no sistema nervoso entérico (SNE) antes de surgir no cérebro, a DP
esporadica pode se originar a partir do intestino e progredir para o sistema nervoso central
(SNC). Em adicéo, recentemente foi descoberto que células enteroendocrinas (CEES) presentes
no epitélio intestinal possuem propriedades semelhantes a neur6nios, se conectam com 0s
neurdnios do SNE e expressam a aSyn. Essas células estdo voltadas para a luz do intestino e
em constante interacdo com o microbioma intestinal, sujeitas, portanto, a modulagdo
influenciada por este microambiente intestinal. Reunidas, estas caracteristicas fazem das CEEs
uma possivel peca-chave para o estudo sobre a origem e evolucao da DP esporadica. Assim, 0
objetivo deste trabalho é investigar os mecanismos moleculares e celulares que podem estar
envolvidos na translocagdo da aSyn entre as CEEs e as células neuronais. Para isso, aSyn
monomérica foi produzida, purificada, submetida ao processo de formacao de fibrilas pré-
formadas (PFFs) e devidamente caracterizadas. Em seguida, avaliamos se as PFFs de aSyn
podem ser internalizadas por organoides cerebrais, pelo epitélio intestinal, por CEEs e por
células neuronais, e se nlcleos de agregacéao de aSyn fibrilar podem iniciar a agregacdo da aSyn
endogena. Buscamos investigar quais os mecanismos envolvidos no processo utilizando as
sondas vitais FM1-43, Fluo-4/AM e live imaging. Mecanismos de transferéncia de PFFs de
aSyn entre as CEEs e neuronais foram estudados por meio de ensaios de co-culturas na presenca
ou auséncia de contato celular fisico. Nossos resultados mostram que obtivemos sucesso na
producdo da oSyn monomérica e fibrilar, esta Ultima apresentando caracteristicas de
polidispersdo e grande raio hidrodindmico. As PFFs de aSyn sdo eficientemente internalizados
por organoides cerebrais e diretamente pelo epitélio intestinal de camundongos, 0 mesmo sendo
observado em CEEs e neuronais isoladas e transfectadas com aSyn-GFP. A internalizacdo de
PFFs de aSyn levou a agregacdo da aSyn enddgena. PFFs de aSyn iniciam uma resposta
intracelular de Ca®" e concomitante evento de endocitose. Por Gltimo, caracterizamos a
propagacédo de PFFs de aSyn de células enteroenddcrinas para neuronais, mostrando que este
processo é dependente do contato fisico célula a célula e de Rab35 GTPase. Estes insights
mecanisticos da transferéncia de aSyn, sugerem fortemente a conexdo intestino-cérebro como
uma possivel rota de origem da DP esporéadica.

Palavras-chaves: alfa-sinucleina, agregacao, internalizacdo, doenca de Parkinson esporadica



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a chronic, progressive neurodegenerative disease. PD can be found
in familial and sporadic forms, and although sporadic PD is the most common, its cause is still
not well understood. In many cases, neuronal death is related to the presence of intracellular
aggregates of the protein alpha-synuclein (aSyn). A current hypothesis indicates that since
incorrectly structured aSyn is found in the enteric nervous system (ENS) before it appears in
the brain, sporadic PD may originate in the gut and progress to the central nervous system
(CNS). In addition, it has been recently discovered that enteroendocrine cells (EECs) present
in the intestinal epithelium possess neuron-like properties, connect with enteric nerves and
express aSyn. These cells face the gut lumen and are in constant interaction with the gut
microbiome, being influenced by these organisms, and therefore, being modulated by the gut
microenvironment. Taken together, these features make EECs a key player in the study of the
origin and evolution of sporadic PD. Thus, the aim of this work is to investigate the molecular
and cellular mechanisms that may be involved in the translocation of aSyn between EECs and
neuronal cells. To this end, aSyn was produced, purified, subjected to the process of fibril
formation (PFFs) and properly characterized. We then evaluated whether aSyn PFFs can be
internalized by brain organoids, the intestinal epithelium, EECs and neuronal cells and, whether
these aSyn seeds can initiate aggregation of endogenous aSyn and sought to investigate what
mechanisms are involved in the process using the vital probes FM1-43, Fluo-4/AM and live
imaging. Mechanisms of PFFs transfer of aSyn between EECs and neuronal cells were studied
using co-culture assays in the presence or absence of physic cell-cell contact. We successfully
produced monomeric and fibrillar forms of aSyn, the latter exhibiting polydispersity
characteristics and large hydrodynamic radius. We demonstrate that aSyn PFFs are efficiently
internalized by brain organoids and directly by mouse intestinal epithelium, the same being
observed in EECs and neuronal cells isolated and transfected with aSyn-GFP. Interestingly,
internalization of aSyn PFFs led to aggregation of endogenous aSyn. In addition, aSyn PFFs
initiate an intracellular Ca?" response and concomitant endocytosis event. Lastly, we
characterized the spread of aSyn PFFs from enteroendocrine to neuronal cells showing that this
process is dependent on physical cell-to-cell contact and on Rab35 GTPase. Thus, our results
provide mechanistic insights into aSyn transfer, strongly suggesting the gut-brain connection
as a possible route of origin of sporadic PD.

Keywords: alpha-synuclein, aggregation, internalization, sporadic Parkinson's disease
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1. INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa cronica e progressiva,
caracterizada por déficits motores (sinais de bradicinesia ou acinesia, rigidez muscular,
tremores e instabilidade postural), acompanhados de sintomas autonémicos, cognitivos,
psiquiatricos e disturbios gastrointestinais (JANKOVIC, 2012; RAO et al., 2003;
SANTANGELO et al., 2017).

Neuropatologicamente, a DP esta associada & uma perda significativa de neurbnios
dopaminérgicos na por¢do compacta da substancia negra do mesencéfalo (SNpc), o que
consequentemente, reduz a sintese e libera¢do de dopamina, neurotransmissor responsavel por
varias fungdes no sistema nervoso central. Além da morte neuronal, em muitos casos a DP esta
associada a formagéo de corpos de Lewy nos neurdnios remanescentes (KINGSBURY et al.,
2010). Os corpos de Lewy sdo estruturas intracelulares formadas em grande parte pelo acimulo
da proteina a-sinucleina (aSyn) estruturalmente alterada e fosforilada em um residuo de serina
(S129) (HANSEN; LI, 2012; MARQUES; OUTEIRO, 2012).

As doencas neurodegenerativas caracterizadas pelo acUmulo da aSyn estruturada
incorretamente séo coletivamente conhecidas como sinucleinopatias e constituem a segunda
forma mais comum de deméncias neurodegenerativas (MCCANN et. al, 2014). A aSyn é uma
proteina acida encontrada na forma soltvel ou ligada as membranas celulares, possui resisténcia
a altas temperaturas e apesar de suas funcgdes fisiologicas ndo serem completamente
estabelecidas, acredita-se que esta proteina esteja implicada no trafego vesicular através de sua
interacdo com o complexo de proteinas SNARE (acronimo de SNAP - Soluble NSF Attachment
Protein - Receptor) nos terminais pré-sinapticos (BURRE et al., 2010).

Apesar de ndo ser um fendbmeno completamente elucidado, em alguns casos da DP
esporédica, sob determinadas condi¢des, incluindo altas concentragdes de ions metalicos como
o célcio (Ca*"),(RCOM-H’CHEO-GAUTHIER; GOODWIN; POUNTNEY, 2014), estresse
oxidativo e modificacdes pos-traducionais, a aSyn sofre uma alteragdo em sua conformagao,
induzindo a prépria agregacdo dentro da célula (ABOUNIT et al., 2016; BOUSSET et al.,
2013). Tal evento resulta no acimulo de formas insoltveis que levam a altera¢Ges na funcédo e
culminam com a morte celular, comprometendo assim, a sintese e liberagdo de dopamina, o que
gera 0s sintomas incapacitantes relacionados a DP (BRAAK et al., 2004; CHUNG et al., 2020;
HANSEN; LI, 2012).

A DP ¢ encontrada nas formas familiar ou esporadica, sendo esta Gltima responsavel por

cerca de 90% dos casos (BRAAK et al., 2003a). Embora a causa da DP esporadica ndo esteja
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totalmente elucidada, diversas evidéncias indicam que a proteina aSyn com estruturacdo
incorreta (misfolded) é encontrada nos neurdnios do sistema nervoso entérico (SNE) antes
mesmo de aparecer no cérebro (CHANDRA et al., 2017; SAVICA et al., 2017). Portanto, esses
dados indicam que 0 mau-dobramento da aSyn ¢ um evento que pode ocorrer no SNE antes
mesmo do acometimento no sistema nervoso central (SNC) (BURKE; O’MALLEY, 2013;
ORIMO, 2008).

Sugere-se, entdo, que uma possivel origem dos casos esporadicos da DP se inicia com
o acumulo da aSyn agregada no intestino, com sua posterior translocagdo para nervos
periféricos e dispersdo para 0 SNC através da propagacdo célula-célula. Tal hipotese foi
levantada uma vez que aSyn mal dobrada inicia o misfolding (estruturagéo incorreta) da aSyn
nativa em celulas receptoras (DESPLATS et al., 2009; LUK et al., 2009a). Isto faz com que a
DP seja considerada uma doenca priénica (doenca que resulta de enovelamento incorreto de
uma proteina cerebral normal de superficie celular chamada proteina pri6nica), visto que a aSyn
estruturalmente incorreta em uma dada célula poderia se espalhar e iniciar a estruturacdao
incorreta da aSyn nativa em células receptoras (ABOUNIT et al., 2016).

Abounit e colaboradores (2016), mostraram que fibrilas de aSyn sdo transferidas de
forma eficiente de células doadoras para células receptoras dentro de vesiculas lisossdbmicas
através de estruturas sinciciais denominadas nanotubos de tunelamento (TNTSs). Além disso,
apos essa transferéncia, foi constatado que as fibrilas de aSyn sdo capazes de induzir a
agregacdo da aSyn soltvel no citosol das células receptoras, sugerindo que células doadoras
sobrecarregadas com agregados de aSyn em lisossomos eliminam este material utilizando-se
do trafego intercelular mediado por TNT. Porém, apesar dessa descoberta, ainda sdo
desconhecidos 0os mecanismos moleculares exatos de transferéncia da aSyn do SNE para o
SNC.

Ainda neste contexto, recentemente foi visto que as células enteroenddcrinas (CEES)
localizadas no epitélio intestinal, possuem uma conexdo direta com nervos entéricos
(CHANDRA et al., 2017) e apresentam toda a maquinaria exocitica de uma célula neuronal
tipica, com expressdo da aSyn, presenca de vesiculas secretoras e proteinas do complexo
SNARE de exocitose, 0 que permite exocitar peptideos e proteinas mal- estruturadas para o
meio extracelular (BOHORQUEZ et al., 2014). Sabendo que estas células estdo voltadas para
a luz do intestino, as CEEs estdo em interacdo direta com a luz do 6rgéo e, consequentemente,
com o microbioma intestinal, fatores estes que sdo capazes de modular seus processos
fisiologicos e patologicos. Além disso, ja se sabe que a interagdo do microbioma com o trato
gastrointestinal interfere na manutencéo da homeostase da aSyn em CEEs (PEDRO AMORIM
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NETO et al., 2021). Deste modo, estudos recentes sugerem que a microbiota gastrointestinal
pode desempenhar um papel importante na patogénese de disturbios neurodegenerativos, como
a DP e também a doenca de Alzheimer (CRYAN et al., 2020).

Estudos de Chandra (2017) mostraram que CEEs imortalizadas (células STC-1) e CEEs
nativas do intestino de ratos e humanos expressam abundantemente a proteina aSyn. Além
disso, essas células contendo aSyn conectam-se diretamente aos terminais nervosos dos plexos
submucoso e mioentérico, formando um circuito neural entre o intestino e o sistema nervoso,
no qual toxinas ou outras influéncias ambientais do limen do intestino poderiam afetar a
expressdo ou o dobramento de aSyn nestas celulas intestinais, com posterior migragdo da
proteina estruturalmente incorreta para niveis superiores do sistema nervoso (Figura 1)
(CHANDRA et al., 2017).
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Figura 1. Conexdo intestino-cérebro e o possivel mecanismo de agregacdo e propagacdo da aSyn. A

superficie apical das células enteroenddcrinas (CEE, em verde) est4 exposta ao limen e, portanto, esta em contato
com toxinas e metabolitos ingeridos e/ou produzidos pelo microbioma do intestino. A superficie basolateral das
CEEs esta em contato com os nervos entéricos (em azul) e células da glia, que se conectam com 0 nervo craniano
vago. Até o momento, hipotetiza-se que a absorcgao de toxinas pelas CEEs pode causar agregagdo da aSyn dentro
destas células e esta proteina agregada pode migrar para os nervos entéricos, iniciando assim uma cascata

patogénica levando as a-sinucleinopatias (Fonte: Chandra et al., 2017).

Diante disso, sabendo-se que as CEEs, se conectam aos neurdnios periféricos e, ao
mesmo tempo, interagem diretamente com o microbioma intestinal, e que esses fatores podem
desempenhar um papel critico na origem e transmissdo da DP do intestino para o sistema
nervoso central, o objetivo do presente trabalho foi investigar os mecanismos da propagacéo da

aSyn entre células enteroenddcrinas e neuronais. Esperamos que este estudo possa redirecionar
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o desenvolvimento de novos alvos farmacologicos e sustentar futuras intervengdes clinicas para

o tratamento/controle do desenvolvimento e/ou progressao da DP esporadica.
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2. OBJETIVOS

2.1.0Dbjetivo geral

Investigar os mecanismos moleculares e celulares que podem estar envolvidos na

translocagdo da aSyn entre células enteroenddcrinas e neuronios.

2.2.0Dbjetivos especificos

a)
b)

c)

d)

9)

Produzir in house a proteina aSyn monomeérica;

Sintetizar as fibrilas pré-formadas de aSyn (PFFs) e caracteriz&-las bioquimica e
biofisicamente;

Avaliar a internalizacdo de PFFs de aSyn por organoides cerebrais e epitélio intestinal
de camundongos;

Avaliar a internalizacdo de PFFs de aSyn por células enteroenddcrinas e neuronais;
Verificar se nucleos de agregacdo de PFFs de aSyn podem iniciar uma cascata de
fibrilizacao na aSyn enddgena em células enteroendodcrinas e neuronais;

Estudar a possivel transferéncia de PFFs de aSyn entre as células enteroenddcrinas;
Avaliar se, e como as PFFs de aSyn das células enteroenddcrinas podem ser

translocados para células neuronais;
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Doenca de Parkinson

A DP é uma doenca neurodegenerativa cronica e progressiva do SNC. E a segunda
doencga neurodegenerativa de maior prevaléncia depois da doenca de Alzheimer, afetando cerca
de sete a dez milhGes de pessoas em todo o0 mundo (POEWE et al., 2017). A incidéncia de DP
aumenta constantemente com a idade, sendo mais prevalente na populagdo com mais de 80 anos
(PRINGSHEIM et al., 2014). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), no
Brasil, cerca de 200 mil pessoas sofrem com a doenga.

A DP é encontrada nas formas familiar ou esporadica, sendo esta ltima responsavel por
90% dos casos (BRAAK et al., 2003b). Embora nédo se saiba a causa exata da DP esporadica,
0s principais fatores de risco sdo genéticos, idade avancada e exposicdo a toxinas ambientais
(ASCHERIO; SCHWARZSCHILD, 2016). Varias teorias tentam explicar 0s processos
patoldgicos que estdo envolvidos na origem da DP, entre elas: a) agregacdo proteica anormal
b) disfungbes mitocondriais; c) estresse oxidativo; d) neuroinflamacéo; e) excitotoxicidade
(FUKAE; MIZUNO; HATTORI, 2007; HENCHCLIFFE; BEAL, 2008; ZHOU; HUANG;
PRZEDBORSKI, 2008). Estes processos resultam na morte dos neurdnios dopaminérgicos na
SNpc do mesencéfalo, levando a uma série de déficits motores que incluem bradicinesia
(movimentos lentos) ou acinesia (auséncia de movimentos), tremores, rigidez muscular e
instabilidade postural. Esses sintomas ocorrem primariamente, devido a reducédo da sintese e
liberacdo de dopamina, neurotransmissor responsavel por varias fun¢des no sistema nervoso
central, entre elas, a coordenacdo dos movimentos (JANKOVIC, 2012). Apesar dos distarbios
motores serem 0s mais comuns na avaliacdo do diagnostico da doenca, é importante mencionar
gue sintomas gastrointestinais, como constipacéao e gastroparesia, podem preceder 0s sintomas
motores por décadas (EDWARDS et al., 1992; CLOUD; GREENE, 2011). Em alguns casos,
0s pacientes apresentam também sintomas autonémicos, cognitivos e psiquiatricos (RAO et al.,
2003; SANTANGELO et al., 2017).

Além da morte neuronal e glial em regiGes especificas do cérebro, uma das
caracteristicas mais comuns da DP ¢é a formacéo de inclusdes intracelulares denominadas corpos
de Lewy (LBs) e neuritos de Lewy (LNs) nos neurdnios dopaminérgicos remanescentes
(KINGSBURY et al., 2010) e também no SNE (ANGOT; BRUNDIN, 2009). Estes agregados
proteicos sdo compostos principalmente pela proteina aSyn estruturalmente agregada
(HANSEN; LI, 2012; MARQUES; OUTEIRO, 2012).
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3.2. a-sinucleina

A aSyn ¢ uma proteina neuronal pré-sinaptica de 140 aminoacidos, codificada pelo gene
SNCA e amplamente expressa no cérebro (CLAYTON; GEORGE, 1998), no entanto, sua
presenca em tecidos ndo-neuronais também foi relatada (JO et al., 2000; SCHERZER et al.,
2008). Embora as funcdes exatas dessa proteina ainda ndo sejam completamente definidas,
estudos revelaram a participagdo de aSyn na liberagdo e trafego de vesiculas sinapticas,
montagem do complexo SNARE, ligacdo a acidos graxos e a regulacdo de enzimas e
transportadores essenciais para a sobrevivéncia neuronal (BENDOR; LOGAN; EDWARDS,
2013; BURRE et al., 2013; BUTLER; SAMBO; KHOSHBOUEI, 2017; KANAAN;
MANFREDSSON, 2012; KAPLAN; RATNER; HAAS, 2003a; KOPRICH; KALIA;
BROTCHIE, 2017; SHARON et al., 2001; STEFANIS, 2012; WONG; KRAINC, 2017).

Sua estrutura compreende um dominio N- terminal a-helicoidal anfipético, um centro
hidrofébico de componente - ndo-amildide (NAC) e um dominio C-terminal hidrofilico. A
regido N-terminal é caracterizada pela presenca de uma regido anfipatica que permite a ligacao
desta proteina com membranas celulares; o componente B-ndo-amildide é responsavel pela
agregacdo da proteina; e o dominio C- terminal, medeia a interagdo da aSyn com outras
proteinas, ligantes e fons metalicos incluindo o Ca** (KAPLAN; RATNER; HAAS, 2003b;
MCLEAN et al., 2000; NORRIS; GIASSON; LEE, 2004; OTTOLINI, D; CALI, T; SZABO,
I; BRINI, 2017; UVERSKY, 2017; WONG; KRAINC, 2017; YU et al., 2007).

A oaSyn é uma proteina com notavel plasticidade conformacional. No estado
monomeérico ela se encontra naturalmente soltvel no citoplasma e com conformagdo ndo-
estruturada, mas também pode ser encontrada ligada as membranas celulares, apresentando
estruturagdo a-helicoidal (ELIEZER et al., 2001; UVERSKY et al., 2002; WEINREB et al.,
1996). Foi demonstrado in vitro, que ap6s um periodo de incubacdo, o0 monémero soluvel se
acumula em oligbmeros (intermediarios pre-fibrilares) através de estruturas de nucleacdo
parcialmente dobradas, que eventualmente, sofrem alteragdo conformacional para folhas -
amiloides. Este estado conformacional se apresenta de forma altamente ordenada, sendo
determinante para a formacdo dos agregados fibrilares insoliveis (CONWAY; HARPER,;
LANSBURY, 2000). O dobramento incorreto, agregagdo e acimulo de aSyn nas formas de
oligbmeros e fibras tem implicacbes neurotdxicas graves na maioria das doencas
neurodegenerativas, como na Atrofia de Multiplos Sistemas, Doenca de Gaucher e também em
muitos dos casos esporadicos da DP (CHUNG et al., 2001; CUERVO et al., 2004; DETTMER
et al., 2015; GOEDERT, 2001; KAMP et al., 2010; KOPRICH; KALIA; BROTCHIE, 2017;
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NAKAMURA etal., 2011; SNYDER et al., 2003; STEFANIS et al., 2001; WONG; KRAINC,
2017; XILOURI et al., 2009).

Dessa forma, podemos dividir e classificar as conformagdes de aSyn em fisioldgicas e

patoldgicas, conforme mostrado na Figura 2.
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Figura 2. aSyn em condicdes fisioldgicas e patolégicas. Em condigdes fisioldgicas, aSyn é um mondmero
soltvel ndo estruturado podendo estar associado as membranas com duas a-hélices. Sob condicbes patoldgicas,
aSyn se dimeriza e subsequentemente se agrega em oligdmeros/ protofibrilas, que por fim se formam em fibrilas
maduras (Fonte: Vaikath et al., 2019).

3.3. O eixo intestino — cérebro

O eixo intestino—cérebro se apresenta como um sistema de sinalizagdo bidirecional entre
o trato gastrointestinal (TGI) e 0 SNC (STILLING; DINAN; CRYAN, 2014). O cérebro regula
diversas atividades gastrointestinais como a motilidade, absorcdo, secrecdo de mucina,
producdo de hormanios e fluxo sanguineo. De modo simultaneo, caracteristicas ou condicGes
intestinais podem afetar varios processos do cérebro, dentre elas, podemos citar o microbioma
como um possivel fator de susceptibilidade chave para disturbios neuroldgicos, incluindo
doenga de Alzheimer e doencga de Parkinson, dentre outras (CRYAN et al., 2020; DINAN,;
CRYAN, 2017; GHAISAS; MAHER; KANTHASAMY, 2016; SPIELMAN; GIBSON;
KLEGERIS, 2018).

Atualmente, essa area tem recebido grande atencdo devido a vérias descobertas
envolvendo os campos da neurociéncia entérica, neuroimagem, microbiologia intestinal e

interacfes microbianas do hospedeiro e, mais recentemente, sinalizacdo microbiana intestinal-
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cerebro (ARTIS; GRENCIS, 2008; COLLINS; BERCIK, 2009; FORSYTHE et al., 2010;
FURNESS, 2012; MAYER et al., 2009; PEDRO AMORIM NETO et al., 2021; RHEE;
POTHOULAKIS; MAYER, 2009; ROUND; MAZMANIAN, 2009).

O SNE é o sistema nervoso intrinseco do TGI e funciona de forma autbnoma (DUTTA
etal., 2019). Ele é composto por 200 a 600 milhdes de neurbnios que sdo classificados de acordo
com sua morfologia e caracteristicas eletrofisioldgicas. Além disso, o0 SNE estd em contato
direto com a superficie intestinal, com o sistema imunolégico associado ao intestino e com
milhares de CEEs (FURNESS, 2012; WOOD, 2010).

As CEEs estdo envolvidas tanto na regulacdo das funcbes digestivas através dos
circuitos do SNE, quanto na regulacdo dos processos do SNC através da sinalizacdo enddcrina
e paracrina aos aferentes vagais (MAYER, 2011). Estas células representam o primeiro nivel
de integracdo para os estimulos quimicos e mecanicos provindos do IUimen intestinal.
Determinadas CEEs possuem diversos receptores que respondem ao contetdo luminal,
incluindo nutrientes e metabolitos de microrganismos (HUGHES; SPERANDIO, 2008; RHEE;
POTHOULAKIS; MAYER, 2009). Além disso, essas células possuem propriedades
semelhantes a neurdnios, visto que as mesmas Sdo eletricamente excitaveis, apresentam
receptores e proteinas neuronais tipicas, como proteinas pré e pds-sinapticas, neurofilamentos
e receptores de neurotrofina (BOHORQUEZ et al., 2014). Outra caracteristica intrinseca das
CEEs é sua comunicacéo direta com neurdnios do SNE e com a luz do intestino, ou seja, elas
se encontram entre o limen intestinal e o sistema nervoso, possibilitando a existéncia de uma
via que permita que substancias presentes no contetdo intestinal interfiram na funcéo nervosa
(BOHORQUEZ et al., 2015).

A comunicacéo entre 0 SNC e o SNE se da por meio de trés mecanismos: transmissao
sinaptica atraves dos ramos do nervo vago, transmissao endocrina através dos hormonios e
transmissdo imunomediada através de citocinas do sistema imunoldgico (MAYER; TILLISCH;
GUPTA, 2015; OCHOA-REPARAZ et al., 2011). O nervo vago participa da manutencio da
homeostase do corpo, regulando o ritmo cardiaco, a motilidade do TGI, a producdo das
secrecOes do TGl e pancreas e a producdo da glicose hepatica (MAYER; TILLISCH; GUPTA,
2015). Ele inerva o pescoco, torax e abdémen, o que é fundamental para diversas funges vitais
do nosso organismo. Além disso, 0 nervo vago controla as respostas imunitérias e a inflamacao
mediante a invasdo de agentes patogénicos e de lesdo tecidual (PAVLOV; TRACEY, 2012).

Estudos in vivo confirmam a participacdo do nervo vago na comunicacao entre o SNE e 0 SNC
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(BRAVO et al., 2011; LYTE et al.,, 2006) e, devido a isso, seu papel em doencas

neurodegenerativas com comportamento pridnico vem sendo grandemente explorado.

3.4. Propagacao da aSyn como mecanismo central no desenvolvimento da DP

Conforme visto, varios estudos in vivo (humanos e camundongos) confirmaram que 0s
agregados de aSyn patoldgica desempenham um papel fundamental na patogénese da DP,
comprometendo a atividade celular e induzindo a morte neuronal por varios mecanismos como
por exemplo, a disfun¢do mitocondrial, comprometimento lisossomal, distdrbio da membrana
celular, estresse do reticulo endoplasmatico e disfuncdo sinaptica (LUNA et al., 2018;
ROBERTS; BROWN, 2015; XU; PU, 2016; ZHANG et al., 2019). Além disso, evidéncias
recentes suportam a ideia de que a aSyn patoldgica pode ser transferida de neurdnios afetados
para células neurais saudaveis (KORDOWER et al., 2008; L1 et al., 2008; PAN-MONTOJO et
al., 2010; RECASENS et al., 2014). Estes estudos sugerem que a aSyn incorretamente
estruturada atua de uma forma semelhante a prions, podendo se propagar por todo o cérebro

por meio de mecanismos de transmissdo célula-célula.

Em 2003, Braak e colaboradores propuseram que uma das possiveis origens da DP
esporédica seria partir do sistema nervoso periférico do intestino, com posterior propagacao
para 0 SNC, através do nervo vago (BRAAK et al., 2003a). Diversos estudos clinicos e
experimentais suportam tal hipotese: portadores da DP apresentam distarbios gastrointestinais
bem antes dos sintomas motores (LEBOUVIER et al., 2009; NATALE et al., 2008); analise de
tecidos do TGI de pacientes saudaveis e com DP indicaram a presenga de aSyn no estdbmago,
duodeno e colon (SANCHEZ-FERRO etal., 2015; SHANNON et al., 2012); a oSyn estruturada
incorretamente surge primeiramente nos neurénios do SNE e s6 depois sdo encontradas no
cérebro (BRAAK et al., 2003a; HAWKES; DEL TREDICI; BRAAK, 2010); a vagotomia
bilateral diminui o risco de desenvolvimento da DP (SVENSSON et al., 2015). Acredita-se
aSyn estruturada incorretamente se associa a aSyn nativa na célula receptora e passa a atuar
como um nucleo de agregacéo, iniciando um processo de agregagdo da aSyn endogena que
pode ser transmitido de uma célula para outra, e eventualmente levaria a formacéo de LBs e,
consequentemente, a DP (ANGOT et al., 2012; DESPLATS et al., 2009; GOEDERT, 2015;
HANSEN et al., 2011; KORDOWER et al., 2011; STEINER; ANGOT; BRUNDIN, 2011).

Atualmente, varios mecanismos de transmisséo e propagacao de ndcleos de agregacao

fibrilares de aSyn de um neurdnio para outro foram propostos, entre eles a penetragéo direta
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pela membrana celular, endocitose ou transporte mediado por receptor, transferéncia direta de
célula para célula através de nanotubos de tunelamento ou através de uma via transsinaptica
(Figura 3) (ABOUNIT et al., 2016; LUK et al., 2012; MAO et al., 2016; PAN-MONTOJO et
al., 2010; ROSTAM I et al., 2017).

Embora os mecanismos de propagacao ndo estejam totalmente elucidados, é bem aceito
que controlar a disseminacdo de agregados de aSyn pode contribuir para o retardo da progressao
da DP. Testes experimentais, realizado em camundongos, demostraram que agregados de aSyn
injetada na parede intestinal é capaz de migrar para o tronco cerebral por meio do nervo vago
(KIM et al., 2019; S et al., 2014; VISANJI et al., 2014). Challis e colaboradores (2020)
inoculando fibrilas pré-formadas de aSyn na parede duodenal de camundongos observaram um
aumento na progressao da histopatologia de aSyn para o mesencéfalo e subsequentes disturbios
motores em camundongos idosos (CHALLIS et al., 2020). A aSyn expressa de forma
heter6loga pode ser agregada in vitro para formar fibrilas semelhantes em estrutura as
encontradas in vivo (VOLPICELLI-DALEY et al.,2014). Essas fibrilas pré-formadas (PFF)
podem se espalhar de maneira semelhante a prions tanto em culturas neuronais in vitro quanto
in vivo quando injetadas no cérebro de camundongo. Além disso, a injegdo de fibrilas aSyn na
parede intestinal de camundongos converte aSyn enddgena em espécies patologicas que se
espalham para o cérebro através de fibras vagais que inervam o intestino, causando disfungéo
comportamental (HOLMQVIST et al., 2014; KIM et al., 2019). Além disso, bidpsias de tecido
TGI de pacientes com DP encontraram acumulo de aSyn no estobmago, duodeno e célon em
células do SNE (SHANNON et. al, 2012; SANCHEZ-FERRO et al., 2015). Estes estudos
corroboram com a hipétese inicial de Braak (2013). No entanto, ainda ndo se sabe se 0 processo
de agregacdo da aSyn pode se originar nas CEEs, e ndo diretamente nos neuronios do SNE.
Portanto, resta elucidar se/como agregados de aSyn presentes nas CEES podem migrar para

neurdnios adjacentes.

Diante do exposto, e sabendo que as CEEs expressam aSyn (CHANDRA et al., 2007),
acreditamos que toxinas ou outras influéncias ambientais no limen do intestino poderiam afetar
a expressdo ou o dobramento de aSyn nestas células intestinais, com posterior migracdo da
proteina estruturalmente incorreta para niveis superiores do sistema nervoso, semelhante a um

prion, desencadeando uma cascata que leva ao desenvolvimento da DP.
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Figura 3. Possiveis rotas para a transferéncia de aSyn de célula para célula. A exocitose de um neurdnio
doador seguida por endocitose por um neurdnio receptor é uma via possivel para a transferéncia de aSyn entre as
células. N&o podemos excluir que um receptor nos neurdnios receptores poderia facilitar essa transferéncia, embora
ainda ndo haja evidéncias experimentais de endocitose mediada por receptor. O transporte mediado por exossomo
é outra rota de transferéncia de aSyn de célula para célula. O tunelamento de nanotubos, que ja foi mostrado para
transportar organelas e proteinas como prions entre as células, continua sendo um possivel mecanismo inexplorado
para a transferéncia de aSyn de célula para célula. aSyn dobrado incorretamente (vermelho) da célula doadora
pode semear a conversdo de aSyn monomeérico (verde) em aSyn dobrado incorretamente (conforme ilustrado na
célula receptora). O comprometimento da atividade proteassomal ou lisossomal e 0 comprometimento da funcéo
mitocondrial sdo eventos que podem levar a aumentos na concentragdo de aSyn intracelular. Esta concentragdo

tem impacto na taxa de transferéncia de célula a célula de aSyn (Fonte: Hansen e Li, 2012).
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4. MATERIAIS E METODOS

Todas as atividades experimentais foram desenvolvidas no Laboratério Nacional de
Biociéncias (LNBio), localizada no Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais
(CNPEM) em Campinas — SP. Os ensaios realizados contaram com 0 apoio das seguintes
facilities do centro de pesquisa: Laboratério de Espectroscopia e Calorimetria (LEC),

Laboratério de Cultura de células e Laboratdrio de Organismos geneticamente modificados.

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos FVB machos (7-8 semanas de idade) para os testes
experimentais in vivo. Os animais foram obtidos do biotério da Universidade Estadual de
Campinas (CEMIB- Unicamp) e mantidos, até o0 momento da realizacdo dos experimentos, no
depositario de animais do Laboratorio Nacional de Biociéncias (LNBio) no Centro Nacional de
Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), sob condicdes especificas livres de patdgenos em
um ambiente com temperatura e umidade controladas sob um ciclo claro-escuro de 12 horas e
tiveram acesso ad libitum a comida e agua. Todos 0s experimentos seguiram as normas de ética
estabelecidas para experimentacdo com animais pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA). Os procedimentos experimentais foram aprovados pela
Comissdo de Etica em Uso de Animais (CEUA-CNPEM). (Protocolo n° 69 — Anexo 10.1).

4.2. Linhagens celulares

Neste estudo, foram utilizadas células STC-1 (células tumorais neuroenddcrinas
intestinais) obtidas do repositorio America Type Culture Collection (ATCC CRL-3254) e
células SH-SY5Y (células de neuroblastoma humano) (ATCC CRL-2266). As culturas
celulares foram mantidas, respectivamente, em meio DMEM e DMEM/F12 (Gibco)
suplementados com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de antibidticos penicilina e
estreptomicina (PSA) (Gibco), a 37°C com atmosfera umida e 5% de CO2. Além disso,
utilizamos iPSCs humanas para a producdo de organoides cerebrais, conforme descrito em
Fonseca et al., 2021.

Para isso, eritroblastos de trés controles normais (Wild Type - WT) foram infectados
com o virus Sendai (Life Technologies, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante e
mantidos em meio StemSpan (StemCell Technologies) contendo 50 ng / ml de SCF, 2 U / ml
de EPO, 1 uM de dexametasona, 40 ng / ml de IGF1, 10 ng / ml de IL3 e 10 pg / ml de

gentamicina. Quatro dias apds a infeccdo, eritroblastos foram semeados nos alimentadores
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IMEF e cultivados usando meio hESC. Apos 3-4 semanas, 0s clones iPSC foram escolhidos
manualmente e foram propagados clonalmente em alimentadores. Os clones de iPSCs foram
normalmente expandidos em camadas alimentadoras de IMEF wusando meio hES
compreendendo DMEM-F12, 10% KSR (Invitrogen), 100 mM de aminoécidos ndo essenciais
(Invitrogen), 100 mM de L-Glutamina (Invitrogen), 100 uM de beta-mercaptoetanol (Gibco),
4 ng / ml de FGF baésico (Peprotech) e repicadas usando dispase (Life Technologies). Para
cultura livre de camada alimentadora, as células foram cultivadas em placas revestidas com

matrigel para hESC (Corning), mantidas em mTeSR1 (StemCell) e repicadas usando dispase.

4.3. Geracdo e obtencéo de organoides cerebrais

O método de geracdo dos organoides cerebrais seguiram os protocolos de Lancaster et
al. (2013), com pequenas modificacdes (FONSECA et al., 2021). No dia 0 da cultura, as células
iPSCs foram dissociadas por tratamento com acutase (Millipore) para gerar células individuais.
No total, 9000 células foram plaqueadas em cada poco de uma placa de 96 pocos de baixa
aderéncia (Corning) em mTeSR1 com 50 uM de inibidor da proteina quinase associada a Rho
(ROCK-inhibitor) (Peprotech). No dia 2, o meio foi substituido por meio hES contendo FGF (4
ng / ml) 50 uM de ROCK-inhibitor ROCK) (Peprotech). Os corpos embridides foram
alimentados em dias alternados durante 6 dias e depois transferidos para placas de 24 pocos de
baixa ades&o (Corning) em meio de inducdo neural contendo meio (DMEM) / F12, suplemento
1: 100 N2 (Invitrogen), Glutamax (Invitrogen), MEM-NEAA (Invitrogen) e 1 pg/ml de
heparina (Sigma-Aldrich). Estas estruturas comecaram a formar tecidos neuroepiteliais, que
foram alimentados em dias alternados durante 5 dias. No dia 11, os tecidos foram transferidos
para goticulas de 25uL de Matrigel (Corning). Estas goticulas gelificaram a 37 ° C e foram
subsequentemente cultivadas em meio de diferenciagdo contendo uma mistura 1:1 de
DMEM/F12 e meio Neurobasal acrescido do suplemento N2 (1: 200) (Invitrogen), suplemento
B27 (1: 100) sem vitamina A (Invitrogen), beta-mercaptoetanol (Gibco) 50 uM, 2,5 pg/ml
insulina (Sigma-Aldrich), Glutamax 1%, MEM-NEAA 0,5% e penicilina e estreptomicina 1%
(Invitrogen). Apos 4 dias de crescimento estavel, as goticulas de tecido foram transferidas (ndo
mais que 20) para placas de baixa adesdo de 100 mm (Corning) e mantidas sob agitacdo (85
RPM) em um agitador orbital contendo meios de diferenciagdo como acima, acrescido de
suplemento B27 com vitamina A (Invitrogen). Os organoides foram utilizados 60 dias apds a
diferenciacéo.
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4.4. Clonagem, expressao e purificacdo de aSyn monomeérica e fibrilar

Todo o protocolo de clonagem, expressao e purificacdo da aSyn WT humana (H aSyn
WT) no pET21b foi baseada no livro “AlphaSynuclein: Methods and Protocols” do autor Tim
Bartels, e pode ser encontrado no capitulo 20 intitulado “Expression and Purification of
Untagged aSynuclein” (Bartels, 2019).

Para as culturas de E. coli, tanto da cepa DH5a quanto BL21(DE3), foi usado meio de
cultura Luria Bertani (LB), composto por 10 g/L de peptona (Sigma Aldrich), 5 g/L de extrato
de levedura (Sigma Aldrich) e 10 g/L de cloreto de sddio (Merck). Para o meio &gar- sélido, foi
adicionado 20 g/L de agar bacteriolégico (KASVI). Todos os meios foram autoclavados por 20
min & 120°C antes do uso. Para a producdo do inserto de DNA da aSyn WT humana, langou-se
mé&o da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction). A biblioteca usada para a amplficacédo
do gene de interesse foi a de extrato de cérebro fetal humano. Os primers usados para a aSyn

estdo presentes na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia dos primers usados para a amplificacdo dos insertos de DNA da aSyn
WT.

Proteina Primer Sequéncia (5"- 3")

aSyn HSnca.M1.HindlIl.FOR CATCTAAGCTTGCCATGGATGTATT
CATGAAAGGAC

aSyn HSnca.A140.Smal.REV ATGACACCCGGGGGCTTCAGGTTC
GTAGTCTTGATAC

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em termociclador Eppendorf
MasterCycler, com Taq HiFi Buffer 1X, MgCl2 1,25 mM, dNTP 0,2 mM, 10 pmol dos primers
forward e reverse especificos (Tabela 1), 0,5 uL de Tagq Platinum DNA Polimerase —
(Invitrogen) e DNA molde, com volume total, por tubo, de 50 uL. A PCR foi programada com
ciclagem seguinte ciclo: 94°C - 2:00 min [1X]; 94°C - 30 s, 60°C — 30 s, 72°C - 1:00 min [35X];
72°C - 5:00 min [1X]. O resultado da amplificacdo foi visualizado através de eletroforese em
gel de agarose 1% contendo Sybr Safe (Thermo Fisher). Posteriormente, os produtos de
amplificagdo foram purificados com o kit PCR Purification (QIAGEN) ou kit QIAquick Gel
Extraction (QIAGEN). As células de E. coli linhagem DH5-o termo-competentes foram

transformadas com a reacéo de ligacdo em pET21b. As células transformadas foram plaqueadas
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em 20 ml de meio de cultura LB s6lido contendo 20 ul do antibiético de selecdo e foram

mantidas a 37°C overnight. Os clones foram confirmados por PCR de col6nia e sequenciados.

Os plasmideos pET21b gerados contendo o0s genes que codificam a aSyn
humana selvagem (WT) e foram utilizados para a transformacéo da E. coli cepa BL21(DE3).
Culturas contendo 50 mL de meio LB liquido, 100 ug/mL de ampicilina e 1 coldnia de E. coli
BL21(DE3) transformada com o plasmideo contendo a respectiva aSyn, foram mantidas a
37°C, 200 rpm, overnight. No dia seguinte, foram preparados dois inéculos, contendo 25 mL
da cultura cultivada overnight, juntamente com mais 500 ml de meio LB e antibi6tico, os quais
foram mantidos a 37°C, 200 rpm até que o meio de cultura atingisse densidade O&ptica
(D.O.) de ~0,6. Nesta etapa, as culturas foram induzidas com a adicdo de 1 mM de IPTG
(isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside) durante 4h a 37°C, 200 rpm. Ao final do processo, o
meio de cultura contendo as bactérias com as proteinas expressas, foi centrifugado por 45 min

a 9000 g a 4°C, no qual foram coletados os pellets de bactérias contendo a H aSynWT.

As células obtidas a partir de um litro de inducéo, foram congeladas a -20°C overnight,
sendo esse processo necessario para a lise bacteriana. No dia seguinte, os pellets foram
descongelados e ressuspendidos em 20 mL tampéo A contendo Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl
25 mM e EDTA 1 mM pH 8,0. As células em suspensédo foram incubadas em banho térmico a
95°C durante 15 min para complementar o processo de lise das bactérias, apds isso as solugdes
foram resfriadas a 4°C e centrifugadas por 45 min a 20000 g a 4°C, no qual o sobrenadante,
contendo as proteinas alvo, foi coletado e filtrado em filtro 0,45 uM. O volume do lisado foi

ajustado para 100 mL com tampéo A.

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

As fragbes contendo a proteina de interesse foram reunidas, concentradas em
concentrador UltraFree 4, 10 kDa (Millipore) e submetidas a purificagdo por exclusdo
molecular em sistema Akta FPLC (GE HealthCare). A coluna Superdex 200 16/60 prepgrad
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(GE Healthcare) foi equilibrada em tampéo contendo acetato de sédio 50 mM, pH 7,4 e toda
esta etapa de purificacdo ocorreu sob fluxo de 0,5 ml/min. Fra¢bes de 2 mL foram coletadas e

posteriormente analisadas por SDS-PAGE 13%.

Apos a purificagdo por cromatografia de exclusdo molecular a amostra foi dialisada
contra 2 L de tampdo contendo Tris-HCI 50 mM pH 7,5 e KCI 150 mM, overnight a 4°C sob
agitacdo branda, com o uso de membranas SpectraPor (MWCO 6 — 8.000). Este foi o tampéo

recomendado para 0s posteriores experimentos com a H aSynWT.

4.5. Formacdo das fibrilas pré-formadas de aSyn

A formacao das fibrilas pré-formadas (PFFs) foi realizada seguindo o protocolo descrito
por Abounit (2016). 280uM da proteina foi incubado em tampéao contendo Tris-HCI 50mM,
pH 7,5 e KCI 150mM, a 37°C durante 7 dias em agitacdo continua em um termo agitador em
600rpm. Apds este periodo, a solucdo foi centrifugada duas vezes a 20000g por 30 min e 0
pellet ressuspendido em PBS. Uma vez isolados, as fibras foram sonicadas durante 5 min com
amplitude de 80%, e ciclo de pulso de 5 s ligado e 2 s desligado para formagao das PFFs. Para
0s ensaios, as PFFs de aSyn foram marcados com o Protein Labeling Kit contendo o fluoréforo
Alexa- Fluor™ 488, 555 ou 633 (Thermo Fisher Scientific) na razéo de 1:2, de acordo com

instrucdes do fabricante.

4.6. Producéo da aSyn-GPF
A amplificacdo do gene SNCA, que codifica a proteina H aSyn WT, foi realizada atraves
de PCR, utilizando-se uma biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano como molde. Os

oligonucleotideos estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Descrigao dos oligonucleotideos utilizados para a clonagem do gene SNCA (aSyn).

Proteina Primer Sequéncia (5°- 3")
aSyn WT HSnca.M1.Hindlll.FOR CATCTAAGCTTGCCATGGATGTATT
CATGAAAGGAC

ASyn WT HSnca.A140.Smal.REV ATGACACCCGGGGGCTTCAGGTTC
GTAGTCTTGATAC
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As reacdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador Eppendorf Master
Cycler, e seus produtos foram purificados com o kit PCR Purification (QIAGEN) ou Kit
QIAquick Gel Extraction (QIAGEN), conforme descrito anteriormente. O inserto amplificado
da aSyn e o vetor pEGFP-N2 foi clivado pela enzimas de restri¢cdo: Hindlll e Smal, para que
possuissem extremidades complementares e se ligassem, posteriormente, um ao outro. As
reacdes de digestdo foram submetidas a analise por eletroforese em gel de agarose 1% contendo
Sybr Safe. Os fragmentos correspondentes aos DNAs de interesse produtos das reacdes de
clivagem foram entdo recuperados do gel e purificados utilizando o kit Gel Extraction
(QIAGEN).

As células de E. coli linhagem DH5-a termo-competentes foram transformadas com a
reacao de ligacdo. As celulas transformadas foram plaqueadas em 20 ml de meio de cultura LB

solido contendo 20 ul do antibidtico de selecdo e foram mantidas a 37°C overnight.

Para confirmar que a sequéncia de DNA que codifica a aSyn foi inserida no vetor, foram
coletadas de 7 a 10 coldnias transformantes, segundo o item 3.1.2.4, para realizar a PCR de
colbnia. Para cada construcao, foram selecionados e sequenciados dois clones confirmados por
PCR de colonia. Os clones selecionados foram cultivados em 4 mL de meio LB liquido, com o
devido antibidtico, a 37°C overnight, 200 rpm. ApoOs esse periodo, foi utilizado o kit
NucleoSpinPlasmid (Macherey-Nagel), para a extracdo do DNA plasmidial das col6nias
selecionadas, para que fossem sequenciadas em sistema Applied Biosystems 3500XL, a fim de

confirmar a integridade da sequéncia de nucleotideos do gene em questao.

4.7. ldentificacio e caracterizacio da aSyn

Para confirmacdo da identificacdo e caracterizacdo estrutural, as proteinas aSyn
monomérica e fibrilar (PFF), foram submetidas aos ensaios biofisicos de espalhamento
dindmicos de luz (DLS), dicroismo circular (CD) e Western Blotting (WB).

4.7.1. Espalhamento Dinédmico de Luz (DLS)

Com o intuito de avaliar o raio hidrodindmico e os tipos de populacgdes de proteina nas
amostras de aSyn, tanto nas suas formas monoméricas e PFFs, as amostras foram submetidas a
técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS) em um equipamento Zetasizer Nano ZS
(Malvern Panalytical) equipado com laser He-Ne 632,8 nm, em uma célula de quartzo com um
angulo de espalhamento de 90°. Para cada amostra, uma medida corresponde a 15-100

aquisicoes (de acordo com a concentragdo da amostra) de 10 segundos, com atenuador



36

automatico (Atenuacao 11). A distribuicdo do tamanho da intensidade, o raio da média Z (Z-
ave) e o indice de polidispersidade (Pdl) foram obtidos a partir da funcdo de autocorrelacdo
usando o “Modo de Analise de Proteina” para a amostra de proteina. As medidas foram
realizadas a temperatura ambiente, em cubeta de quartzo, no qual as amostras foram
previamente centrifugadas a 14000rpm a 4 °C por 10 min. As amostras foram analisadas na
concentracdo final de 6,2 mg/mL em um volume final de 30 uL. O tampao utilizado foi Tris-
HCI 50 mM pH 7,5 e KCI 150 mM. Os dados foram coletados atraves do software Zetasizer
Nano v3.30.

4.7.2. Dicroismo Circular (DC)

Para analisar a estruturagdo secundaria da proteina, ambas amostras de aSyn, foram
submetidas ao ensaio de dicroismo circular (DC). A Espectropolarimetria de Dicroismo circular
foi realizada no UV distante (260 - 190 nm), por meio do uso do equipamento Jasco J-850
(JASCO). As medidas foram realizadas em temperatura ambiente, em cubeta de quartzo com
caminho 12 6tico de 0,1 mm. As amostras utilizadas estavam na concentracdo final de 10uM
em tampdo Tris-HCI 50 mM pH 7,5 e KCI 150 mM. Para cada medida foram coletados 20
espectros utilizando o software SpectraManager (JASCO) os dados foram tratados utilizando o
software OriginPro 8.5 (Origin Corporation). Por fim, através da pagina Dichroweb, foram
feitas as deconvolugGes dos espectros obtidos. Os espectros de CD foram adquiridos a 10°C ou
37 ° C usando uma célula de comprimento de caminho de 0,1 mm em intervalos de 1 nm, tempo
de resposta de 4 se velocidade de varredura de 100 nm / min, na faixa de comprimento de onda

de 195 a 260 nm. Cada ponto de dados foi gerado calculando a média de dez acumulagdes.

4.7.3. Western Blotting

Para realizacdo do Western Blotting (WB), 30ug de proteina foram aplicadas em gel
SDS-PAGE 13%. Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose utilizando um Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad) durante 15min
sob uma voltagem de 16V. Apos a transferéncia, a membrana foi incubada com solugdo de
bloqueio (5% de albumina 5% em TBST 1x) por 1 hora e posteriormente incubada overnight a
4°C em agitacdo com anticorpo primario anti-aSyn humana (ThermoFisher, rabbit, 1:1000).
Em seguida, as membranas foram lavadas em TBST 1x, e incubadas com o anticorpo

secundario (Souza-Cruz, anti-rabbit, 1:5000), por 1h em temperatura ambiente. A deteccédo
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imunoldgica foi realizada utilizando um mix de reacdo quimioluminescente Thermo Plus
Solution (BioRad). A quantificacdo de proteinas foi realizada utilizando uma imagem digital

de 8bits, a partir de uma anélise densitométrica com o auxilio do software ImageJ.

4.8. Internalizacéo de PFFs de aSyn em organoides cerebrais

Os organoides cerebrais foram mantidos em constante agitagdo em meio de cultura
especifico e tratados com 1 uM de PFFs de aSyn Alexa-633 por 24 e 48h. Em seguida, 0s
tecidos foram fixados em PFA 4% por 4 horas a 4 °C seguido por trés lavagens em PBS 1X por
10 min e incluidos em agarose de baixo ponto de fusdo 4% (Sigma-Aldrich) em 1x PBS. Secdes
de tecido de 100 um foram obtidas usando um vibratomo (Leica VT1000 S Vibratome, Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany), sequindo as seguintes configuracdes: velocidade: 0,1 mm/s;
amplitude: 0,6 mm; frequéncia 06. Para caracterizacdo dos organoides, realizamos a técnica de

imunofluorescéncia.

4.9. Imunofluorescéncia com fatias de organoides

As secdes de 100 um foram permeabilizadas em 0,5% de Triton X-100 por 10 min e
blogueadas com 5% de albumina bovina e 0,5% de soro de cabra por 1 hora. Em seguida, as
fatias foram incubadas com anticorpos primarios (overnight a 4°C), MAP2 (1:500; Invitrogen)
pra marcacdo de citoesqueleto neuronal e SOX2 (1:500, Invitrogen) para marcacdo do fator de
transcricao presente nas células progenitoras neurais. Apos lavagens, as fatias foram incubadas
com anticorpos secundarios Alexa Fluor 488, 594 (Thermo Fischer, 1: 250). As se¢des foram
lavadas trés vezes com PBS e montadas em laminas usando VectaShield contendo DAPI
(Vector laboratories). Para analisarmos o tratamento com PFFs de aSyn, as sec¢des foram
incubadas com faloidina 488 (1:500). Toda a anélise foi feita em pelo menos 10 se¢des em

quatro organoides diferentes em um microscépio confocal Leica SP8.

4.10. Administracéo de PFFs de aSyn em intestino de camundongo

Os camundongos foram anestesiados com uma mistura de cetamina / xilazina (80
mg/kg de peso corporal de cetamina e 10 mg/kg de xilazina peso corporal) através de injecdo
intraperitoneal. Resumidamente, o corpo do animal foi posicionado com a barriga para cima e
foi realizada uma incisdo de aproximadamente 2 cm ao longo da linha média corporal com
subsequente exposicdo do intestino. Um corte transversal foi realizado na porcéo cranial do

duodeno e um clampeamento na regido distal. No Iimen da porcéo cranial exposta foi injetado
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1mL de PBS contendol uM de PFFs de aSyn Alexa-633 e um novo clampeamento. A injecdo
foi conduzida usando uma seringa de Hamilton de 10 mL. 30 minutos apos as injecdes, 0s
animais foram eutanasiados e as areas de interesse foram coletadas. Animais do grupo controle
também foram submetidos a inje¢6es com um volume equivalente de PBS nos mesmos locais.

A preparacéo e seccdo do material foram realizadas de acordo com o protocolo descrito
por Snippert et al., 2011. O duodeno foi lavado duas vezes com fixador para remover o contetdo
luminal e depois incubado em PFA a 4% por 30 minutos a temperatura ambiente. ApGs esse
periodo, transferimos a amostra para uma placa de Petri contendo PBS, e removemos 0 excesso
de gordura e tecido conjuntivo com o auxilio de uma pinga. Abrimos cada pedaco ao longo de
seu comprimento com uma tesoura para produzir um pedaco plano de tecido intestinal de ~1
cm?2. Em seguida os pré-cortes foram incorporados em agarose de baixo ponto de fuséo a 4%.
Os tecidos foram fatiados em Vibratome VT1000S (Leica) (velocidade: 1 mm/s; amplitude: 0,9
mm e frequéncia de vibragdo: 65 Hz). Os cortes foram transferidos para laminas, e foram
submetidos a técnica de imunofluorescéncia (conforme ja descrito anteriormente). As se¢6es
foram incubadas com anticorpos primarios nas seguintes dilui¢Bes: faloidina (1:500) e anti-
aSyn (1:250, Abcam). Os anticorpos secundarios usados foram anti-mouse Alexa-488 (1:500;
Thermo-Fischer). As se¢des foram lavadas trés vezes com PBS e montadas em laminas usando
VectaShield contendo DAPI (Vector laboratories).

4.11. Ensaio de internalizacéo e inducéo de formacéao de agregados de aSyn em cultura

celular

Para os ensaios de internalizacdo e para avaliar se nucleos de agregacao de aSyn fibrilar
podem iniciar a agregacdo da aSyn enddgena (GFP), células enteroenddcrinas (STC-1) e
neuronais (SH-SY5Y) foram plaqueadas separadamente em placas de 06 po¢os com laminulas
de vidro estéreis a uma densidade de 4x10° células. Ap6s 24h, as células foram transfectadas
com FuGENE HD Transfection Reagent (Promega) e 3pug de DNA plasmidial de aSyn WT
GFP. Apos 48h, as células foram tratadas com PFFs de aSyn marcada com Alexa- Fluor 555
(PFFs de aSyn 555), nas concentracGes de 1 e 3uM, por 24h, fixadas com PFA 4% e analisadas
em microscopia confocal (Figura 4). Para analise, foram contabilizadas a quantidade de proteina

dentro das células utilizando uma imagem digital de 8bits, com o auxilio do software ImageJ.
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Figura 4. llustracdo esquematica do desenho experimental do ensaio de internalizacdo e indugdo de
formagio de agregados de aSyn em células STC-1 e células SH-SY5Y. Células STC-1 e SH- SY5Y foram

STC-1 / SHSY-5Y Transfected
cells

plaqueadas em placas de 6 pogos, apos a adesdo, as células foram transfectadas com aSyn GPF e apos 48h, foram

tratadas com PFFs de aSyn e analisadas por imunofluorescéncia e microscopia confocal.

4.12. Endocitose monitorada com a sonda FM1-43

Apbs 24h de plagueamento, as células STC-1 e SH-SY5Y foram incubadas por 10 min
com 16 uM da sonda fluorescente FM1-43fx (Invitrogen) em tampao HEPES (NaCl 142,2 mM,
KCI 5,4 mM, NaH2PO4 1,0 mM, HEPES 10 mM, dextrose 5,6 mM, MgSO4 0,8 mM and CaCl,1
mM). A sonda FM1-43 permite uma visualizacdo direta e dindmica do ciclo de vesiculas de
endocitose, dessa forma, é usada para marcar e monitorar vesiculas sinapticas, granulos
secretdrios e outras estruturas endociticas em uma variedade de preparacdes vivas (GAFFIELD;
BETZ, 2007). Concluido o tempo de incubagdo com a sonda, iniciou-se o registro das imagens,
por um minuto antes e por sessenta minutos apos o tratamento com 1 uM de PFFs de aSyn. A
fluorescéncia emitida pelas células foi avaliada através de séries temporais de imagens,
utilizado o software de dominio publico Imagel. Os dados sdo mostrados como (AF/Fg), ou
seja, a varia¢do de intensidade de fluorescéncia (AF=F-Fo) dividida pela fluorescéncia basal
(Fo) de forma a normalizar as varia¢@es de concentracdo do indicador fluorescente nas células.
Todas as imagens foram adquiridas usando uma objetiva de 63X, 1,4 NA, excitacdo em 488 nm
e emissdao em 505-525 nm. Neste experimento também foi realizado o ensaio de

imunofluorescéncia.

4.13. Sinalizaco intracelular de Ca?*

Para investigar a acdo das PFFs de aSyn sobre a sinalizacdo de calcio intracelular em
células enteroenddcrinas e neuronais, ambas linhagens celulares foram cultivadas em placas

multi-pogcos com laminulas. As células foram incubadas em tampdo HEPES (NaCl 142,2 mM,
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KCI 5,4 mM, NaH2PO4 1,0 mM, HEPES 10 mM, dextrose 5,6 mM, MgSO4 0,8 mM, and
CaCl2 1 mM) contendo a sonda FLUO-4/AM (6 uM) por 20 minutos a 37°C e 5% de CO2.
Apos este periodo, as laminulas contendo as celulas foram transferidas para uma cdmara de
perfusdo e levadas para observacdo em microscopio confocal. Os sinais de Ca?* foram
monitorados em células individuais durante a estimulacdo com 1 uM de PFFs de aSyn por 5
minutos. A emissdo de fluorescéncia em resposta a detecgdo de Ca2* intracelular foi monitorada
utilizando a objetiva de 63x 1,4 NA, excitacdo em 488 nm e emissdo em 505-525 nm para
ambos os marcadores. Foram coletadas de 1-5 imagens por segundo. Os dados s&o expressos
como fluorescéncia / fluorescéncia de linha de base x 100% dos valores medios de amostras de

3 réplicas bioldgicas (pelo menos 25 células foram analisadas individualmente).

4.14. Transferéncia de PFFs de aSyn entre STC-1 e SH-SY5Y

Células STC-1 e SH-SH5Y (4x10°) foram plaqueadas em pocos individuais e, apds a
adesdo, células STC-1 foram tratadas com 1 uM de PFFs de aSyn 555 (vermelha) e células SH-
SY5Y foram tratadas com 1 uM de PFFs de aSyn 88 (verde). Decorrido 24h de incubag&o, as
células enteroenddcrinas foram lavadas com PBS, tripsinizadas, e 1x10° células foram
transferidas para os pogos contendo células neuronais tratadas com PFFs de aSyn 488. As co-
culturas foram mantidas por 4, 24, 48 e 72h e analisadas por citometria de fluxo e
imunofluorescéncia em um microscopio confocal (Figura 5). Para as analises em citometria, as
células foram lavadas trés vezes com tripsina a 0,1% (Gibco), para remover os conjuntos ligados
a membrana plasmatica, e foram destacadas por pipetagem e, em seguida, passadas por filtros
de células de nailon de 40 um estéreis (BD FalconTM) a fim de obter suspensdes de uma Unica
célula. As células foram fixadas usando PFA a 4%. A porcentagem de células Alexa-488,
Alexa-555-positivas ou células positivas para ambos os corantes em cada ponto de tempo foram
pontuadas usando Novocyte flow cytometer (ACEA) acoplado a um computador e os dados

coletados foram analisados pelo software NovoExpress.
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Figura 5. Esquema representativo do delineamento experimental do ensaio de transferéncia de PFFs de
aSyn entre células enteroendocrinas e neuronais. Para analisar se o contato célula-célula se faz necesséario para
a transferéncia de granulos, as células STC-1 e SH-SY5Y foram plaqueadas em placas de 6 pogos, sendo 03 pogos
cada linhagem. Apos 24h, as STC-1 foram tratadas com PFFs de aSyn 555 e as SH-SY5Y com PFFs de aSyn 488.
Apos 24h, as linhagens celulares foram misturadas e as amostras foram coletadas ap6s 4, 24h, 48h e 72h para

ensaio de citometria e imunofluorescéncia.

4.15. Ensaio de co-cultura em filtros transwell

Células STC-1 e SH-SY5Y foram plaqueadas em 02 placas de 06 po¢os com laminula,
numa confluencia de 1x10°. Apés a adeséo, 03 pogos de cada tipo celular foram carregadas com
1 uM PFFs de aSyn 555, e apos 24h, as células contendo aSyn foram tripsinizadas, e
transferidas para filtros transwell de 23,1 mm com inser¢cdo de membrana de tereftalato de
polietileno (PET) de poros de 0,4 uM (Falcon) que foram entdo colocados dentro de placas de
06 pocos, e estes foram colocados sobre os outros 3 pocos contendo células que ndo receberam
tratamento.

Para facilitar o entendimento, nomearemos as células tratadas com PFFs de aSyn como
doadoras e células ndo-tratadas como receptoras. Dessa forma células STC-1 tratadas com PFFs
de aSyn 555 (doadoras) foram transferidas para filtros transwell que foram colocados sob os
pocos contendo células SH-SY5Y sem tratamento (receptoras). O mesmo foi feito com células
SH-SY5Y tratadas com PFFs de aSyn 555 (doadoras), que foram transferidas para filtros
transwell que foram posicionados sob os pocos contendo células STC-1 sem tratamento
(receptoras). As culturas foram mantidas por 24, 48 e 72h e analisadas por imunofluorescéncia

e citometria, como descritos anteriormente (Figura 6).
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Figura 6. Esquema representativo do ensaio de transferéncia de PFFs de aSyn independente do contato
célula-célula. Para analisar a transferéncia de PFFs de aSyn entre células sem o contato celular, nos plaqueamos
células STC-1 e SH- SY5Y em placas de 6 pocos, sendo 03 pog¢os cada linhagem. Ap6s 24h, ambas células foram
tratadas PFFs de aSyn 555. Ap6s 24h, células STC-1 carregadas com PFFs de aSyn (doadoras) foram transferidas
para filtros transwell que foram colocados sob os pocos contendo células SH-SY5Y sem tratamento (receptoras).
O mesmo processo foi feito utilizando células SH-SY5Y carregados com PFFs de aSyn (doadoras), foram
transferidas para filtros transwell que foram posicionados sob os pocos contendo células STC-1 sem tratamento
(receptoras). As amostras foram coletadas apds 24h, 48h e 72h de co-cultivo para ensaio de citometria e

imunofluorescéncia.

4.16. Silenciamento (knockdown) da proteina Rab35

Células STC-1 (3x10°) foram plaqueadas e transfectadas com 10, 25 e 50ng de siRNA
(small interfering RNA) para Rab35 (siRNAs Invitrogen Silencer ® pré-concebidos Silencer ®
(Thermo Fisher, EUA) sense a antisense oligonucleotides (ID 176638), utilizando FUGENE,
segundo especificacdes do fabricante. Em seguida, as células foram lavadas com PBS, e
incubadas com tampéo de lise (Triton X-100 1%, Tris-HCI 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM,
glicerol 10 %, EDTA 5 mM) suplementado com inibidor de protease (protease inhibitor
cocktail, Sigma). A quantificacdo de proteinas totais da amostra foi realizada pelo método de
espectrofotdbmetro com o reagente BioRad Protein Assay (Bio-Rad). As amostras foram entéo
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida, transferidas para membrana de
nitrocelulose e analisadas por imunoblotting com os anticorpos anti-Rab35 (1:1000, Abcam) e
anti-Bactina (1:5000, Souza-cruz). As analises densitométricas foram realizadas com o software

Image Lab (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EUA). O ensaio também foi avaliado
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por meio de imunofluorescéncia. As células STC-1 foram transfectadas com o plasmideo
PEGFP, em seguida, silenciadas para Rab35. As amostras foram incubadas com anticorpo
priméario anti-Rab35 (rabbit, 1:150, Abcam) e anticorpo secundario (anti-rabbit Alexa 555,
1:500, Abcam). Apenas células GFP-positivas foram analisadas. A quantificacdo da intensidade
de fluorescéncia de PFFs e a analise de co-localizagcdo em células controle e silenciadas foram

realizadas as cegas.

4.17. Transferéncia de PFFs de aSyn entre células enteroendocrinas e neuronais
Para estudar se o silenciamento da Rab35 em células intestinais afeta a transferéncia de
PFFs de aSyn entre as duas linhagens celulares (células intestinais e células neuronais), células
STC-1 foram plaqueadas e silenciadas para Rab35 por 24h. Em seguida, as células foram
tratadas com PFFs de aSyn marcadas com Alexa-633 por 24h, posteriormente, as células foram
soltas e transferidas para po¢os contendo células SHY5Y. A co-cultura foi mantida por 24h.
Ap0s esse tempo, o citoesqueleto de actina foi marcado com faloidina- 488 e os ndcleos com

DAPI e analisadas por microscopia confocal.

4.18. Transferéncia de PFFs de aSyn entre células enteroendocrinas

Para estudar a transferéncia célula-célula de aSyn entre células intestinais silenciadas (ou
ndo) para Rab35, usamos um reporter codificado geneticamente gentilmente doado pela Dra.
Eleanna Kara (University College London, London, UK). Inspirado por um sistema
desenvolvido anteriormente para estudar a propagacdo de tau (Wegmann et al., 2015), esse
constructo codifica GFP-2a-aSinucleina-RFP sob o promotor CMV dentro do vetor de
expressdo de mamifero pcDNA3.1. Ap6s o silenciamento por 24h, as células foram
transfectadas com o plasmideo. A proteina traduzida é clivada na posi¢do 2a para produzir duas
proteinas filhas, GFP e aSyn -RFP. aSyn-RFP pode entéo se espalhar para células vizinhas,
sem transferéncia concomitante de GFP. As 2 populacBes celulares (células doadoras e
receptoras de transferéncia de aSyn) poderdo, portanto, ser identificadas por suas cores: as
células que expressam aSyn geradas através da expressdo do plasmideo sdo positivas para
fluorescéncia de GFP e RFP, enquanto as células que receberam a.Syn por transferéncia serdo
positivas apenas para fluorescéncia RFP. As amostras foram coletas 3, 5 e 7 dias ap0s co-

transfeccdo e analisadas por imunofluorescéncia e microscopia confocal.
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4.19. Avaliacéo da participacdo da Rab35 no processo de transferéncia de aSyn entre
células enteroendocrinas

A fim de caracterizar de forma mais detalhada a participacdo da Rab35 no processo de

transferéncia de aSyn entre as células, células STC-1 foram co-transfectadas com SiRNA para

Rab35 e um reporter, pGFP- N2. Em seguida, as células foram tratadas por 4 e 24h com aSyn

PFF. O ensaio foi analisado pela técnica de imunofluorescéncia, conforme ja descrito

anteriormente, utilizando o anticorpo primario Rab35 (1:100) e anticorpo secundario, anti-
habitt (1:500).

4.20. Avaliacao da participacio de lisossomos no processo de transferéncia de aSyn

Uma das evidéncias é que na auséncia da RAB35, as vesiculas contendo PFFs de aSyn
podem ser direcionadas pra degradacao por vias internas. Para verificar se existe a participacédo
dos lisossomos neste processo, visto que estas organelas estdo envolvidas no processo de
degradacdo de proteinas fibrilares (Jakhria, et al., 2004), células STC-1 e SH-SY5Y foram
incubadas com as PFFs de aSyn e posteriormente os lisossomos foram marcados por 30 minutos
na diluicdo de 1: 100, com o marcador LysoTracker DN-99 (Thermo Fischer), em seguida, as
células foram fixadas com PFA 4% por 20 min, lavadas com PBS e montadas em laminas
usando VectaShield com meio de montagem DAPI (Vector laboratories) e analisadas por

imunofluorescéncia por microscépio confocal.

4.21.Analise das imagens

Os niveis de co-localizagdo, intensidade de fluorescéncia e porcentagem de PFFs
transferidos foram analisados em células de campos escolhidos aleatoriamente usando o
programa ImageJ (NIH) de forma cega. As analises dos sinais de célcio e da endocitose da
vesicula também foram realizadas no ImageJ selecionando uma ROI no citoplasma de células
individuais e monitorando o sinal de fluorescéncia da mesma ROI durante o curso do tempo.
As andlises de WB, foram realizadas em ImageJ ou Image Lab (Bio-Rad). As regides de
interesse (ROIs) foram desenhadas em torno das bandas de interesse ou do comprimento da
pista e a densidade integrada foi medida. As densidades integradas relativas foram calculadas

contra a média das amostras WT em cada membrana e normalizadas para genes de manutencao.



45

4.22. Anélise de dados

Para a andlise das imagens foi utilizado o software de dominio pdblico ImagelJ
(Desenvolvido por Wayne Rasband, National Institute of Health, USA). A analise dos
resultados foi feita pelo programa GraphPad Prisma 5, usando o teste ANOVA (Analysis of
Variance) de uma ou de duas vias, seguido do pds-teste Bonferroni, conforme detalhado na

legenda de cada figura. O nivel de significancia foi considerado com p <0.05.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizac¢ao da proteina aSyn

Estudos biofisicos, bioquimicos e morfolégicos baseados nas mudancas fisico-quimicas
da aSyn e na sua internalizagdo celular requerem expressao da aSyn recombinante com alto
grau de pureza. Desta maneira, o protocolo de purificagdo da proteina descrito aqui (adaptado
de Bartel et.al, 2009) foi composto de trés etapas: lise celular, cromatografia de troca iénica e
cromatografia de exclusdo de tamanho. ApGs a expressao e a purificacdo, aSyn humana WT
monomeérica e PFFs foram caracterizadas estruturalmente por meio de ensaios biofisicos de

espalhamento dinamico de luz e dicroismo circular e também por Western Blotting.

O DLS é uma técnica biofisica que consiste em incidir um laser sobre uma suspensdo
contendo as particulas alvo. Estas particulas tendem a espalhar a luz do laser por todas as
direcdes e o vetor de espalhamento pode ser detectado por um fotomultiplicador (BURCHARD,
2016). Dessa forma, foi possivel avaliar o tamanho e a distribuicdo de particulas em suspensoes.
No caso de proteinas, é possivel aferir o raio hidrodindmico da estrutura, sua conformacdo e
estabilidade estrutural (STETEFELD; MCKENNA,; PATEL, 2016).

O raio hidrodinamico e a polidispersao de cada uma das amostras de aSyn foi
determinado conforme mostrado na Figura 7-A. Os dados mostram que a populagdo de aSyn
monomérica apresentou um raio hidrodinamico de 3,22 + 0,55 nm, e um pico monodisperso,
indicando que a amostra se apresentava homogénea. Apos a incubagdo da aSyn monomérica a
37°C e em agitacao por 7 dias, a analise de DLS mostrou uma amostra com duas populacdes
distintas: uma de raio de 15,51 + 2,09 nm e outra de raio 51,56 + 15,1. Com esses dados,
podemos afirmar que houve a agregacdo da proteina, visto que a amostra de PFFs de aSyn
apresentou um aumento consideravel de seu raio hidrodindmico em relacdo a estrutura

monomeérica.

Para caracterizagdo adicional das amostras de oSyn, utilizamos a técnica
espectroscépica de dicroismo circular (CD), que consiste em medir a absorbancia diferencial
entre duas rotacdes da luz circularmente polarizada por um centro quiral, 0 que nos permite
determinar a estrutura secundaria de proteinas, peptideos e é&cidos nucleicos. A luz
circularmente polarizada é composta por uma componente que gira em sentido anti-horario (L)
e outra que gira no sentido horéario (R), as duas de mesma magnitude, e, quando essa luz
atravessa a amostra, as componentes R e L s&o absorvidas na mesma proporcao, e ndo é gerado

nenhum sinal de CD. Porém, quando existe uma diferenca de absorcdo das duas componentes
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R e L, o sinal de CD é diferente de zero (KELLY; JESS; PRICE, 2005). Os dados obtidos
nestas analises estdo representados no grafico abaixo (Figura 7-B) e foram comparadas com as
curvas ja padronizadas descritas na literatura (ROVERE et al., 2019). Os espectros de CD
mostram que o processo de agregacao acontece por meio de conformagdo rica em a-hélice
(exemplificado com minimos unicos em ~ 200 nm para monomeros aSyn) antes de converter
em uma estrutura rica em folhas f com minimos tnicos em ~ 220 nm (Figura 7-B). As analises
demonstram que a aSyn monomérica ndo possui estrutura secunddria em sua conformacao,
visto que sua curva apresentou uma banda negativa proximo de 195 nm. J& as amostras
submetidas ao processo de formacdo de PFFs apresentaram uma curva de CD tipica de proteinas
agregadas, com sinal menos intenso e perfil modificado, sendo esse um indicativo de alteracGes

em sua estrutura secundaria, que se deu principalmente pelo ganho de folhas- .

Ao analisarmos ambas as amostras por Western Blotting (aSyn monomérica ¢ PFFs)
utilizando um anticorpo especifico para aSyn, foi possivel detectar a presenga de diferentes
padrdes de corrida. A Figura 7-C, nos mostra que a aSyn monomérica apresentou apenas uma
banda na regido de 17 kDa, como esperado, e PFFs de aSyn apresentaram bandas de diferentes
tamanhos, indicando a presenca de agregados de diferentes tamanhos, caracteristico de uma
populacdo heterogénea. Dessa forma, fomos capazes de produzir in-house utilizando sistemas
heter6logos, aSyn humana WT monomérica e PFFs, sendo estes bem caracterizados por DLS,
CD e WB (Figura 7).
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Figura 7. Caracteristicas biofisicas da aSyn monomérica e PFFs. A) Espalhamento dindmico de luz (DLS) da
aSyn monomérica e PFF. A linha vermelha corresponde as andlises realizadas com a proteina em estado
monomérica enquanto a linha preta é referente as amostras submetidas ao processo de agregacdo para formacéo
de PFFs. A tabela demonstra os valores de raios hidrodinamicos e polidispersdo para cada amostra. B)
Caracterizago estrutural por Dicroismo Circular (CD) da aSyn monomérica e PFF sendo expressos pela variagao
Gtica em miligraus (mDeg) x comprimento de onda (hm), em que aSyn WT monomérica esta representada em
vermelho e aSyn WT PFF em preto. Com base em dados da literatura, ¢ possivel observar que a amostra
monomérica (linha vermelha) apresenta curva tipica de proteinas estruturalmente incorreta), enquanto as PFFs
(linha preta) apresentam curva tipica de proteinas com estrutura¢do secundaria rica em folhas . C) Imagem
representativa de Western Blotting (WB) para deteccdo das proteinas aSyn WT monomérica e PFF. Enquanto a
amostra de aSyn apresenta uma banda tinica de aproximadamente 17kDa, as amostras de PFFs apresentam bandas

de diversos tamanhos no gel separador e algumas amostras retidas no gel concentrador (Stacking gel).
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5.2. PFFs de aSyn sdo eficientemente internalizados por organoides cerebrais

Organoides sdo estruturas tridimensionais derivadas tanto de células-tronco adultas ou
células pluripotentes induzidas que possuem propriedades semelhantes a varios 06rgaos,
mimetizando seu funcionamento e padrdo de organizacgdo, sendo, portanto, modelos mais
complexos para analises in vitro, principalmente no estudo da fisiopatologia de doencas
(DIXON; WOODWARD, 2018). Nos ultimos anos, os avangos cientificos no campo das
células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) e a formacdo de organoides cerebrais se
tornaram modelos alternativos para investigar distdrbios do SNC utilizando células humanas
(NASCIMENTO et al., 2019). Varios estudos mostram que o0s organoides cerebrais s&o
formados por uma massa celular com organizacéo semelhante ao cérebro em desenvolvimento,
apresentando estruturas semelhantes aos ventriculos cerebrais, zonas ventriculares e zonas
subventriculares (CAMP et al., 2015; LUO et al., 2016; QUADRATO et al., 2017; VELASCO
etal., 2019). Além disso, buscamos esses modelos porque os organoides cerebrais representam
um sistema mais sinapticamente interconectado.

J4 se sabe que em condicdes patoldgicas, a aSyn se dimeriza e subsequentemente se
agrega em oligbmeros/ protofibrilas, que por fim se montam em fibrilas maduras. Desta
maneira, objetivamos aqui utilizar o modelo proposto para caracterizar a internalizacéo de PFFs
de aSyn e verificar se essa internalizacdo poderia induzir um processo de formacao intracelular
de agregados de aSyn, processo tipico da neurodegeneracdo induzida por esta proteina
(VAIKATH et al., 2019).

Para caracterizar os organoides cerebrais gerados, apos a fixacdo, as amostras foram
submetidas ao fatiamento (100um) e marcadas por imunoflorescéncia. A Figura 8 mostra a
expressao dos marcadores de citoesqueleto neuronal (MAP2, proteina associada a microtubulo
envolvido com o crescimento de neuritos) e fator de transcricdo Sox2 presente nas células
progenitoras neurais. Podemos notar que Sox2 (em verde) foi expresso nas estruturas mais
internas dos organoides, apontando o fenétipo celular de progenitoras neurais e indicando a
zona ventricular, e MAP2 foi abundantemente expresso em &reas mais externas dos organoides,
indicando o fendtipo de neurdnios maduros (Figura 8).

Uma vez diferenciados, procuramos investigar se estas estruturas seriam capazes de
internalizar PFFs de aSyn. Para isso, PFFs de aSyn marcados com o fluoréforo Alexa-633
(1puM) foram incubados por 24 ou 48h no meio de cultura contendo os organoides. Na Figura
9-A podemos observar que apos 24h de incubacéo ja é possivel confirmar a internalizacdo da
proteina marcada com Alexa-633. No entanto, apds 48h de incubacédo, é notadvel o aumento

deste evento, além da formacao de estruturas maiores, indicando um processo de agregacao
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intracelular das PFFs (Figura 9-B). Ao analisarmos o numero destas estruturas com diametro
maior que 0,5um nos organoides incubados por 24 e 48h com PFFs de aSyn, observamos que
0s organoides incubados por 48h apresentam 20x mais destas inclusées do que os organoides
incubados por 24h (Figura 9-C). Com estes dados, demonstramos que 0s organoides cerebrais
ndo sé internalizam PFFs de aSyn, mas também mimetizam o processo cronologico da

agregacao da aSyn nas sinucleinopatias.
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Figura 8. Organoides cerebrais desenvolvidos a partir de iPSCs humanas expressam marcadores neuronais
especificos ap6s 60 dias de diferenciacdo. A). Imagens de microscopia confocal representativas de organoides
cerebrais apos 60 dias de diferenciacdo e marcados para MAP2 (vermelho), Sox2 (verde) e DAPI (azul). B)
Imagens de maior aumento do ROI (Region of Interest) assinalado em (A). Escala das barras em (A) = 500 pm,
em (B) = 100 pm.
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Figura 9. Organoides cerebrais gerados a partir de iPSCs humanas internalizam PFFs de aSyn e mimetizam
0 processo de agregacdo cronoldgico destas proteinas nas sinucleinopatias. A) Imagens representativas de
microscopia confocal de fatias de organoides cerebrais incubados com PFFs de aSyn por 24h (A) e 48h (B), em
aumentos de 10 e 100x. PFFs de aSyn estdo marcados com Alexa-633 (vermelho). Em verde, vemos citoesqueleto
de actina marcado com faloidina-Alexa 488. No painel a direta, vemos a imagem sobreposta, com o nlcleo corado
de azul, marcado com DAPI. E possivel notar a diferenga morfologica entre as espécies de aSyn entre as duas
imagens. Setas demonstram estruturas globulares de aSyn com didmetro acima de 0,5um. As barras de escala
representam 500 um (painel superior) e 5 pum (painel inferior); C) Quantificacdo do nimero de agregados de aSyn
com o didmetro maior que 0,5 pm, nos tempos de 24 e 48h. Os valores sdo expressos como média = S.E.M. * p
<0,05 pelo teste t de Student bicaudal. Este experimento foi repetido independentemente com 3 organoéides de

diferentes lotes e pelo menos 14 imagens por grupo (24 e 48 horas) foram analisadas. Barras de escala, 10 pum.
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5.3. PFFs de aSyn sdo internalizados pelo epitélio intestinal de camundongos

Um dos sintomas ndo motores mais comuns observados na DP é a disfuncédo
gastrointestinal, que muitas vezes precede o0 desenvolvimento de sintomas motores
(O’SULLIVAN et al., 2008). Em um trabalho realizado por Uermura e colaboradores (2018),
as PFFs de aSyn foram injetados diretamente na parede gastrica de camundongos e foi
observado que estes PFFs foram capazes de induzir a formacdo de agregados de aSyn
fosforilada no SNE e posteriormente, no nucleo dorsal do nervo vago (UEMURA et al., 2018).
Dessa forma, a administragdo de aSyn PFFs ¢ um modelo reconhecido e estabelecido de
sinucleinopatia idiopatica no SNC que representa de perto a patologia humana (LUK et al.,
2009a; VOLPICELLI-DALEY et al.,, 2011). No entanto, ainda ndo se sabe se PFFs
administrados diretamente no lIimen intestinal podem ser absorvidos, migrar para o SNE e,
desta maneira, interromper o controle neural gastrointestinal. Desta maneira, desenvolvemos
um método de administracdo de PFFs fluorescentes de aSyn diretamente na luz duodenal de
camundongos. Como pode ser observado na Figura 10-A, a parede do duodeno apresenta
coloragdo aSyn-positiva na camada submucosa, mas também em CEEs epiteliais que séo
posicionados com sua por¢ao apical voltada para o lumen intestinal e sua por¢do basolateral em
direcdo aos nervos entericos. Por alguma razdo que néo conseguimos identificar, o anticorpo
anti-oSyn usado marcou fortemente as microvilosidades. Semeando o limen duodenal de
camundongos adultos do tipo selvagem (WT) com PFFs aSyn marcados com Alexa por 30 min,
observamos a disseminacdo de sementes fluorescentes por toda a mucosa e submucosa do
6rgdo. Curiosamente, pontos oSyn positivos para Alexa-633 também foram detectados no
citoplasma de CEEs positivos para aSyn (Figura 10-B), indicando que a administracao simples
de PFFs aSyn no lumen intestinal sem injeta-los no intestino parede é suficiente para induzir

sua internalizacdo por enterdcitos e CEEs.
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Figura 10. PFFs de aSyn sdo internalizados pelo lumem intestinal de camundongos. A) Imagens de
imunocoloracdo de fatias de duodeno de 150 pm de espessura. A aSyn entérica ¢ mostrada em verde, o
citoesqueleto de actina em vermelho e os nucleos em azul (DAPI). ROI (quadrado vermelho) mostra um
revestimento de células aSyn-positivas no epitélio. A imagem de alta ampliagdo (100x) mostra um zoom desta
célula enteroendocrina (aSyn-positiva) marcada acima. Observe a proximidade com 0s terminais nervosos
entéricos (verde, abaixo). Barras de escala, 200 (painel superior) e 20 (painel inferior) um. B) Imagem de
imunocoloracdo de um duodeno de camundongo apds a administracdo de 30 min de Alexa-633-PFFs. A aSyn
enddgena foi imunomarcada e mostrada em verde (imagem a esquerda). Alexa-633 PFFs (imagem do meio) sao
mostrados em vermelho e distribuidos por toda a camada mucosa e submucosa. A imagem inferior de alta
ampliagdo mostra um CEE positivo para aSyn contendo pontos positivos para Alexa-633 apds a administracao
duodenal das PFFs. Barra de escala, 200 um e 20 pm.
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5.4. PFFs de aSyn séo internalizados por celulas enteroendocrinas e neuronais e iniciam

um processo de agregacio da aSyn endégena

Varios estudos identificaram o acimulo de aSyn em neur6nios e células gliais entéricas
do SNE em bidpsias gastrointestinais de pacientes com DP (SHANNON et. al, 2012;
SANCHEZ-FERRO et al., 2015). Isso sugere que a agregacdo oSyn pode originar-se nos
tecidos periféricos e progredir para o cérebro por meio de fibras autonémicas. Recentemente,
foi relatado que CEEs que fazem parte do epitélio intestinal e estdo diretamente expostos ao
Iimen intestinal e seu microbioma, possuem muitas propriedades semelhantes a neurdnios,
como a expressao de aSyn, e sdo sinapticamente conectados aos nervos entéricos (Figura 10)
(CHANDRA et al., 2017). Portanto, formulamos a hipétese de que o dobramento incorreto de
aSyn e a agregagdo poderiam iniciar neste tipo de célula e, em seguida, progredir para 0 SNE.
Embora amplamente mostrado em neurdnios (PEELAERTS et al., 2015; BOUSSET el al.,
2013), uma questdo chave aqui é se e como essas fibrilas seriam internalizadas pelas CEEs,
semeariam a agregacdo de aSyn citoplasmatica soltivel e, em seguida, seriam transferidas para
0s neurdnios a partir do SNE. Para responder a essas perguntas, células STC-1 e SH-SY5Y
foram transfectadas com plasmideo contendo a construgdo aSyn-GFP humana WT e, 48h apés
a transfeccdo, foram tratadas com 1 e 3 uM de PFFs de aSyn por 24h. Em ambas as linhagens,
observamos que 100% das células analisadas internalizaram a proteina de forma independe da
concentracdo administrada (Figuras 11-A e B e 12-A e B). Dessa forma, optamos por padronizar
os ensaios utilizando 1 uM de aSyn PFF.

Como pode ser observado na Figura 11-A e 12-A, células ndo-tratadas com as PFFs
apresentam a aSyn-GFP distribuida homogeneamente por todo citoplasma e nucleo. No
entanto, apds o tratamento com as PFFs por 24h, granulos de aSyn-GFP sdo observados em
colocalizagdo com as PFFs, sugerindo que os nucleos de agregacdo de aSyn agregada iniciam
0 processo de agregacdo da proteina monomeérica enddgena (Figura 11-A e D, 12-A e D). Este
evento foi observado em células STC-1 e em células SH-SY5Y. Desta maneira, podemos
concluir que houve a internalizacdo de PFFs de aSyn em células enteroenddcrinas e também
neuronais e que os agregados de aSyn exogena sao capazes de iniciar um processo de agregacao
intracelular da propria aSyn endogena das células. Nossos resultados vao de acordo com o0s
estudos de Luk (2009) e Volpicelli-Daley (2011) e reforcam a ideia de que as PFFs podem

semear o recrutamento de aSyn endogena e induzir sua conversao na forma patologica.
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Figura 11. PFFs de oSyn induzem a agregacdo da eSyn monomérica em células STC-1. A) Imagens
representativas de microscopia confocal de células STC-1 transfectadas com vetor aSyn WT GFP (em verde).
Apo6s o inicio da expressdo as células foram incubadas por 24h com PFFs de aSyn (em vermelho) nas
concentragdes de 1 e 3 uM. Os nucleos estdo corados em azul, com DAPI. A sobreposi¢do das imagens esta
representada no painel a direita. A barra de escala representa 10 pm. B) Porcentagem de células STC-1 contendo
PFFs de aSyn ap6s 24h de incubacéo. C) Quantificagdo do nimero médio de granulos de aSyn GFP por apds 24h,
nos grupos tratados com 1 e 3 uM de PFFs de aSyn e grupo controle. D) Imagens em maior aumento representando
células STC-1 transfectadas com vetor aSyn GFP (em verde) e posteriormente tratadas com PFFs de aSyn (em
vermelho). Em azul, ndcleos corados com DAPI. A esquerda, reconstrucéo das proje¢des ortogonais nos eixos X
e Y. A direita, corte longitudinal, eixos Y e Z. Seta indicando a colocalizacdo de granulos verdes e vermelhos.
Valores representam a média + desvio padrdo. Dados foram analisados através do one-way ANOVA ou t-test
student (* p<0,05, n= trés experimentos independentes com no minimo 25 células analisadas).
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Figura 12. PFFs de oSyn induzem a agrega¢do da aSyn monomérica em células SH-SY5Y. A) Imagens
representativas de microscopia confocal de células SH-SY5Y transfectadas com vetor aSyn WT GFP (em verde).
Apo6s o inicio da expressdo as células foram incubadas por 24h com PFFs de aSyn (em vermelho) nas
concentragdes de 1 e 3 uM. Os nucleos estdo corados em azul, com DAPI. A sobreposi¢do das imagens esta
representada no painel a direita. A barra de escala representa 10 um. B) Porcentagem de células SH-SY5Y
contendo PFFs de aSyn apds 24h de incubacdo. C) Quantifica¢do do nimero médio de granulos de aSyn GFP por
ap6s 24h, nos grupos tratados com 1 e 3 UM de PFFs de aSyn e grupo controle. D) Imagens em maior aumento
representando células SH-SY5Y transfectadas com vetor aSyn GFP (em verde) e posteriormente tratadas com
PFFs de aSyn (em vermelho). Em azul, ndcleos corados com DAPI. A esquerda, reconstrugdo das projecoes
ortogonais nos eixos X e Y. A direita, corte longitudinal, eixos Y e Z. Seta indicando a colocalizacdo de granulos
verdes e vermelhos. Valores representam a média + desvio padrdo. Dados foram analisados através do one-way

ANOVA ou t-test student (* p<0,05, n= trés experimentos independentes com no minimo 25 células analisadas).
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5.5. PFFs de aSyn iniciam uma resposta intracelular de célcio e sdo internalizados por

eventos de endocitose em células enteroenddocrinas e neuronais

Estudos anteriores demonstraram que neurdnios primarios cultivados in vitro
internalizam rapidamente PFFs de aSyn recombinante que sdo adicionadas ao meio
(ABOUNIT et al., 2016; GOEDERT, 2015) . Em experimentos in vivo, as fibrilas de aSyn
administradas por injecao estereotaxica no cérebro de camundongos séo absorvidas em poucas
horas pelos neurénios e glias ao redor do local da injecdo (REY et al., 2013). A captagédo pode
ocorrer tanto no soma / dendritos, bem como no compartimento do axénio. Foi-se demonstrado
também que a aSyn interage com as membranas celulares e afetam a sinalizagdo de Ca?" de
uma maneira especifica da estrutura. Além disso, foi demonstrado que aSyn induz um aumento
no Ca?* intracelular basal em seu estado monomérico desdobrado, bem como em seu estado
oligomérico, uma vez aplicado a neurénios e astrocitos (ANGELOVA et al., 2016). No entanto,
0 mecanismo exato de internalizacao da aSyn por células intestinais e neuronais ainda é bastante
obscuro. E sugerido que o influxo de Ca?* desencadeia e acelera a endocitose, que recicla
vesiculas em terminais nervosos e células secretoras ndo-neuronais. O modelo emergente é que
o influxo de Ca?" via canais para calcio voltagem-dependentes (um grupo de proteinas
transmembranas que forma canais idnicos que sdo ativados por alteracdes no potencial da
membrana e encontrados em células excitaveis com permeabilidade para o ion
Ca?") desencadeia e controla a taxa de endocitose e que esse evento conta com a participacao
de duas proteinas de ligacao ao calcio, calmodulina e sinaptotagmina, que atuam como sensores

para Ca®" neste processo (WU et al., 2014).

No entanto, ainda ndo se sabe se este mecanismo pode desempenhar um papel na
internalizacdo de PFFs em CEEs. Dessa forma, nos buscamos investigar se PFFs de aSyn teriam
algum efeito sobre a sinalizacdo de Ca?" intracelular das células enteroenddcrinas e neuronais.
Para isso, células enteroendocrinas e neuronais foram incubadas com a sonda para Ca?* Fluo-
4/AM (4pM), estimuladas com PFFs de aSyn e imageadas por live imaging. Nossos resultados
indicam que PFFs de aSyn foram capazes de iniciar uma resposta intracelular de Ca?" tanto nas
células enteroendocrinas quanto nas células neuronais (Figura 13A-C). Curiosamente, foram
observados dois padrdes de sinalizagdo de Ca?* induzida por aSyn-PFF. Em células SH-SY5Y,
PFFs induziram um pico Unico de Ca?* enquanto em células STC-1 a cinética de Ca?* foi

caracterizada por varios picos, também com recuperacdo completa a linha de base (Figura 13B).
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No entanto, ndo foram observadas diferencas nas amplitudes de Ca®* que ocorrem em resposta
a estimulacdo de PFF entre as linhas de células.

Para verificar se as PFFs de aSyn estariam induzindo eventos de endocitose,
incubamos as células com a sonda fluorescente FM1-43, um marcador vital para o estudo de
ciclo de vesiculas celulares (AMANDA J. COCHILLA; JOSEPH K. ANGLESON; BETZ,
2003) e novamente imageamos as células por microscopia confocal durante o estimulo. Com
este experimento, foi possivel visualizar a formacédo de vesiculas de endocitose imediatamente
apos o estimulo (Figura 13-D). FM1-43 liga membranas e durante a endocitose € internalizado
e preso em vesiculas, oferecendo uma medida de eficiéncia endocitica (SMITH, BETZ, 1996;
COCHILLA et al.,1999; VERSTREKEN et al., 2008). A Figura 13D mostra células STC-1 e
SH-SY5Y coradas com FM1-43 antes e durante a estimulagdo com PFFs de aSyn. FM1-43
(4pM) estava presente no meio das células em todas as imagens. Apos a estimulacdo com PFFs
de aSyn, varios eventos de brotamento da vesicula da membrana plasmatica em ambos os tipos
de células foram observados. Ao mensurarmos a intensidade de fluorescéncia da sonda FM1-
43, inicialmente localizada apenas na membrana externa da célula, observamos um grande sinal
intracelular, indicando eventos de internalizacdo da sonda apés o estimulo com as PFFs (Figura
13-E). Além disso, ap6s 15 minutos de estimulacéo, as células foram fixadas e analisadas por
microscopia confocal. Observamos que aproximadamente 80% dos que foram internalizados se

colocalizam com vesiculas FM1-43 positivas (Figura 13-F e G).
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1 e SH-SY5Y. A) Imagens de microscopia confocal de células STC-1 e SH-SY5Y carregadas com Fluo-4/AM

(6uM), estimuladas com PFFs de aSyn (1uM) e visualizados durante 5 minutos in vivo. A alteragdo de cor na

imagem indica aumento do Ca?* intracelular. Barra de escala = 10um. B) Representacio grafica ao longo do tempo

do aumento de fluorescéncia das células STC-1 (linha azul) e SH-SY5Y (linha vermelha) quando estimuladas com

PFFs de aSyn. C) Quantificagdo do aumento do transiente de Ca*2 nas células STC-1, em azul, e nas células SH-
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SY5Y em vermelho (n=55 células analisadas por grupo). D) Imagens de microscopia confocal de células STC-1
(painel superior) e SH-SY5Y (painel inferior) incubadas com 16 pM da sonda fluorescente FM1-43 e tratadas com
PFFs de aSyn. As imagens foram registradas durante 1h ao vivo. Barras de escala representam Sum. E)
Representacao grafica, ao longo do tempo, do aumento da fluorescéncia intracelular gerada pelo FM1-43 em
células estimuladas com PFFs de aSyn. Linha vermelha representa as célulasSTC-1 e SH-SY5Y em azul. F)
Imagens de microscopia confocal de células STC-1 (painel superior) e SH-SY5Y (painel inferior) incubadas com
a sonda FM1-43 (verde) e tratadas com PFFs de aSyn marcados com Alexa-633 (vermelho). G) Grafico
representativo mostrando a porcentagem de estruturas positivas para FM1-43 e PFFs de aSynAlexa-633. Valores
representam a média £ desvio padréo. Dados foram analisados através do one-way ANOVA ou t-test student (*

p<0,05, n=55 células por grupo, 3 experimentos individuais).

Para verificar o papel do célcio extracelular e intracelular no processo de endocitose das
PFFs de aSyn, nos repetimos o experimento anterior, utilizando o meio HEPES sem Ca?*,
contendo o quelante extracelular de Ca?* EGTA (2mM). Dessa forma, impedimos a captacio
de Ca®* pela célula. Nossos resultados mostram que na auséncia de Ca?*, a sinalizacio
intracelular do ion ndo é iniciada (Figura 14 A-C). Desta maneira, concluimos que PFFs de
oSyn iniciam uma resposta de Ca®" intracelular em células STC-1 e SH-SY5Y de forma

dependente de estoques extracelular de Ca?*.
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Figura 14. Na auséncia de Ca?* extracelular, PFFs de aSyn néo induzem sinalizacéo intracelular de Ca?* em
células STC-1 e SH-SY5Y. A) Imagens de microscopia confocal de células STC-1 e SH-SY5Y carregadas com
Fluo-4/AM (6uM), estimuladas com PFFs de aSyn (1uM) e visualizados durante 5 minutos in vivo, em meio
modificado pela substituicao eqliimolar do CaCl; (cloreto de calcio) pelo MgCl, (cloreto de magnésio) e adicdo
do quelante extracelular de célcio EGTA 2mM. Barra de escala = 10pum. B) Representagdo grafica ao longo do
tempo do aumento de fluorescéncia das células STC-1 (linha azul) e SH-SY5Y (linha vermelha) quando
estimuladas com PFFs de oSyn. C) Quantificacdo do aumento do transiente de Ca*? nas células STC-1, em azul, e
nas células SH-SY5Y em vermelho (n=55 células analisadas por grupo). Valores representam a média + desvio
padrdo. Dados foram analisados através do one-way ANOVA ou t-test student (* p<0,05, n=55 células por grupo,

3 experimentos individuais).
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5.6. PFFs de aSyn sao transferidos entre células STC-1 e SH-SY5Y

Como demonstrado, a aSyn estruturada incorretamente é capaz de recrutar a aSyn
enddgena da célula receptora e atuar como um nucleo de agregacao para o desenvolvimento de
agregados que eventualmente levam a formacdo de corpos de Lewy e, finalmente, DP
(ANGOT; BRUNDIN, 2009; GOEDERT, 2015; STEINER; ANGOT; BRUNDIN, 2011).
Achados anteriores também demonstraram que o0s nacleos de agregacdo fibrilares séo
transmitidas de uma célula para outra (LUK et al., 2009a; VOLPICELLI-DALEY etal., 2011).
Embora a transferéncia de fibrilas aSyn entre células neuronais ja tenha sido caracterizada
(BAE et al.,, 2018) ainda esta para ser demonstrado se os agregados aSyn poderiam ser
transferidos do CEE para 0s neurdnios.

Desta maneira, uma vez dentro das células, buscamos investigar como as PFFs de aSyn
sdo transferidos de uma CEEs para uma célula neuronal. Nosso primeiro objetivo foi analisar
se 0 contato célula a célula é importante. Para isso, células STC-1 e SH-SY5Y foram tratadas
respectivamente com PFFs de aSyn-Alexa-555 (vermelho) ou Alexa-488 (verde) por 24h e,
posteriormente, estas células foram tripsinizadas, misturadas e 3x1075 células de cada linhagem
foram mantidas em co-cultura durante 4, 24, 48 e 72h (Figura 15-A). Como demonstramos
anteriormente, ap6s 24h de tratamento com PFFs de aSyn, aproximadamente 100% das células
internalizam a proteina correspondente ao seu tratamento (Figura 15-B e D). Na Figura 15-B
(coluna da esquerda), estd demonstrado imagens representativas de células contendo PFFs de
aSyn 488 (verde) e na segunda coluna, celulas contendo PFFs de aSyn 555 (vermelho). Na
altima coluna, temos a imagem sobreposta com a presenca do ntcleo, marcado por DAPI. E
possivel identificar os diferentes tipos celulares usando a morfologia do nucleo como
referéncia, visto que o nucleo das células enteroendocrinas, quando corados com DAPI,
apresentam nucleolos mais evidentes (indicados pela seta vermelha), enquanto o nicleo de
células neuronais se mostra mais homogéneo (indicados pela seta verde). Como pode ser
observado na Figura 15-B e E, ap06s 24h de co-cultura, o nimero de células positiva para o0s
dois tipos de PFFs € estatisticamente maior do que a co-cultura por 4h. A Figura 15-C nos
mostra com maior detalhe, um prolongamento celular de célula STC-1, apresentando ambos os
tipos de PFFs de aSyn, indicando que estes sdo transferidos entre os dois tipos celulares. Além
disso, através de citometria de fluxo, observamos que a eficiéncia méaxima de transferéncia entre
0s agregados parece estancar em 30%, ndo importando o aumento no tempo de co-cultura (48
ou 72h, Figura 15-E). No entanto, analisando a porcentagem de células STC-1 ou SH-SY5Y
positivas para PFFs de aSyn vermelhos e verdes, nossos resultados mostram que houve uma

maior transferéncia de PFFs de aSyn de células neuronais e para as células enteroendocrinas,
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do que ao contrério (Figura 15-F). Em resumo, estes dados nos permitem concluir que PFFs de
aSyn podem ser transferidos de células enteroenddcrinas para células neuronais sendo que o

processo inverso se mostra mais eficiente.
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Figura 15. PFFs de aSyn se transferem entre células STC-1 e SH-SY5Y. A) Esquema representativo do
delineamento experimental do ensaio de citometria e imunofluorescéncia para avaliacdo da transferéncia de PFFs
de aSyn entre duas linhagens celulares. Células STC-1 e SH-SY5Y foram plaqueadas em placas de 6 pocos e, apds
a adesdo, as STC-1 foram tratadas com PFFs de aSyn 555 e as SH-SY5Y com PFFs de aSyn 488. Em seguida, as
células foram co-cultivadas e ap0s 4, 24, 48 e 72h foram coletadas para realizacdo do ensaio de citometria e
imunofluorescéncia. B) Imagens de microscopia confocal representando em verde, granulos de PFFs de aSyn 488
em células STC-1 tratadas com 1uM de proteina, e em vermelho, granulos de PFFs de aSyn 555 em células SH-
SY5Y tratadas com 1pM de aSyn PFF. Na imagem sobreposta é possivel ver a colocalizacdo dos granulos verdes
e vermelho (em amarelo). A sobreposicdo de ambas as marcacgdes esta representada no painel a direita. NUcleos
estdo corados em azul (DAPI). Seta verde indica nicleo da célula STC-1 e seta vermelha indica ntcleo da célula
SH-SY5Y. C) Imagens representativas de microscopia confocal focalizando um prolongamento de célula STC-1
contendo PFFs de aSyn 555 e PFFs de aSyn 488. Barra de escala dos painéis B e C =10um. D) Gréfico
representativo da porcentagem de células STC-1 contendo PFFs de aSyn Alexa-555 (barra vermelha) e de células
SH-SY5Y contendo PFFs de aSyn 488 (barra verde) apos 24h de incubacdo. E) Gréfico representando a
porcentagem de células positivas, independente da linhagem, para PFFs de aSyn 555 e PFFs de aSyn 488 em
relagdo ao tempo de co-cultura, quantificadas por citometria de fluxo. F) Quantificacdo da porcentagem de células
da co-cultura entre STC-1 e SH-5Y5Y imageada por microscopia confocal, contendo PFFs transferidos. Valores
representam a média + desvio padrdo. Dados foram analisados através do one-way ANOVA ou t-test student (*

p<0,05, n=55 células por grupo, 3 experimentos individuais).

Para investigar se a transferéncia dos agregados de aSyn entre células STC-1 e SH-
SY5Y € dependente do contato celular, as células neuronais e enteroenddcrinas foram
plaqueadas e incubadas com PFFs de aSyn vermelha, e posteriormente, as células foram
tripsinizadas, e co-cultivadas separadamente em filtros transwell, que permite com que as
células sejam cultivadas em um mesmo microambiente, compartilhando o meio de cultura, mas
impedidas de realizarem contato fisico, conforme esta representado na Figura 6. As células que
foram previamente tratadas com as PFFs marcados fluorescentemente foram denominadas
células doadoras e as células que receberam as PFFs por transferéncia, células receptoras.

No painel superior das Figuras 16-A, utilizando células STC-1 como doadoras, e 16-C,
utilizando as células SH-SY5Y como doadoras, observamos a presenca de aSyn apenas nestas
células doadoras, ndo sendo visto 0 mesmo em células receptoras (painel inferior). Em ambos
0s casos, independentemente do tempo de co-cultivo entre as linhagens celulares, ndo houve a
transferéncia de PFFs de aSyn entre células doadoras e receptoras, sugerindo fortemente que o

contato ceélula-célula é fundamental para a transferéncia de PFFs de uma célula para outra.
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Figura 16. Transferéncia da aSyn independente do contato célula-célula. A e C) Imagens de microscopia
confocal de células doadoras (painel superior) e receptoras (painel inferior) apos co-cultura de 24, 48 e 72 horas.
Em vermelho, aSyn PFF 555; em verde, citoesqueleto de actina marcado por faloidina-Alexa-488; e em azul,
nlcleos corados com DAPI. Barras de escala representam 10 um. B e D) Graficos representativos indicando a
porcentagem de células STC-1 receptoras de PFFs de aSyn provenientes de células doadoras (SH-SY5Y). E)
Porcentagem de células receptoras SH-SY5Y contendo PFFs de aSyn provenientes de células doadoras (STC-1).
Valores representam a média + desvio padrdo. Dados foram analisados através do one-way ANOVA ou t-test

student (n=55 células por grupo, de 3 experimentos individuais).



68

5.7. O silenciamento da Rab35 prejudica a transferéncia de aSyn PFFs das células

enteroenddcrinas para as neuronais

Recentemente, utilizando um modelo de C. elegans, foi proposto que a transferéncia de
aSyn entre as células é através da participagdo da Rab35 (BAE et al., 2018). Rabs sdo pequenas
GTPases que participam do trdfego de reciclagem de endossomos em dire¢do a membrana
plasmatica (GRANT; DONALDSON, 2009). Bae e colaboradores (2018) utilizando vetores
lentivirais nas células receptoras viram que aproximadamente 35% da aSyn internalizada
colocalizou-se com Rab35. Estes mesmos autores, também viram em um modelo de célula de
neuroblastoma, que a superexpressao de Rab35 levou ao aumento da agregacao e secrecédo de
aSyn A53T66 e que a Rab35, esta diretamente envolvida na propagacgio de agregados de aSyn
de um neurdénio para outro no sistema nervoso central (BAE et al., 2018). No entanto, ainda ndo
é conhecido se a Rab35 também é essencial para a transferéncia de aSyn entre células
enteroenddcrinas e neuronais. Dessa forma, com intuito de investigar se a Rab35 apresenta
fungdo no comportamento prion-like da aSyn no eixo intestino-cérebro utilizamos siRNA para
o silenciamento desta proteina em células STC-1. Imagens de imunofluorescéncia (Figura 17A)
mostram que células STC-1 expressam Rab35 e que esta pode ser silenciada com 50nM de
siRNA especifico, como demonstrado pela quantificacdo dose-resposta realizada por Western
Blotting (Figura 17C e D).
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Figura 17. Caracterizacdo do silenciamento de Rab35 em células STC-1 utilizando siRNA. A) Imagens de
microscopia confocal demonstrando a reducdo do sinal fluorescente da Rab35 (vermelho) em células STC-1 ap6s
o silenciamento com 50nM de siRNA Scramble (Painel da esquerda) ou Rab35 (painel da direita). As células
silenciadas foram identificadas utilizando a cotransfec¢do com um plasmideo repdrter de GFP B) Quantificagcdo
da fluorescéncia da Rab35. (* P<0,05 pelo teste t de student. N=55 células de 3 experimentos individuais). C)
Western blotting do silenciamento utilizando diferentes concentrages de siRNA e siRNA scramble como controle.
D) Quantificacdo densitometrica da Rab35 em células controle e silenciadas. (* P<0,05, teste-t de Student. VValores

representam a média + desvio padréo de 3 experimentos individuais por grupo).

Para abordar se Rab35 esta associada a transferéncia célula-a-célula de fibrilas aSyn de
STC-1 para células SH-SY5Y, células STC-1 foram silenciadas com siRNA especifico de
Rab35, carregadas com PFFs de aSyn marcadas com Alexa-633 e co-cultivadas células SH-
SY5Y por 48 horas. As figuras 18 A-B mostram imagens representativas da co-cultura de
celulas STC-1 silenciadas e células SH-SY5Y. Conforme mencionado anteriormente, é possivel

identificar cada linhagem celular pela morfologia nuclear (ndcleos das células SH-SY5Y
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marcados com asteriscos). Quando quantificado o nimero de células SH-SY5Y contendo PFFs
positivos para Alexa-633 em relacdo ao numero total de SH-SY5Y em cada imagem,
detectamos um ndmero reduzido no grupo co-cultivado com células STC-1 silenciadas com
Rab35, sugerindo que a GTPase desempenha um papel importante na transferéncia de fibrilas
de aSyn entre as células.

Para confirmar que os efeitos observados ndo foram devido a um déficit na
internalizacdo de PFF devido ao silenciamento de Rab35, mas especificamente devido ao
comprometimento na transferéncia de PFF de células STC-1 silenciadas para células SH-SY5Y,
usamos um repérter GFP-2A-aSynucleina-RFP (KARA et al., 2021; WEGMANN et al., 2015).
Nesta construcdo, a proteina traduzida € clivada no peptideo 2A em duas proteinas: GFP e
aSyn-RFP. aSyn-RFP é entdo transferido para células vizinhas sem transferéncia concomitante
de GFP (Figura 18C). Desse modo, células doadoras e receptoras podem ser identificadas por
suas cores: as células que expressam aSyn por meio de transfecgdo séo positivas para GFP e
RFP, enquanto as células que recebem aSyn por transferéncia sdo positivas apenas para RFP.
Neste caso, as células STC-1 foram co-transfectadas com siRNA especifico de Rab35 e a
construgdo de DNA plasmidial. Apds 48 h de expressdo, monitoramos o numero de células
STC-1 positivas para RFP (RFP +), mas negativas para GFP (GFP-). Em um experimento de
curso temporal (3, 5 ou 7 dias de co-cultura) com células de controle, encontramos um aumento
ao longo do tempo do numero de células RFP + GFP— que receberam aSyn-RFP por
transferéncia. No entanto, a taxa de transferéncia de aSyn-RFP é muito reduzida em células
silenciadas com Rab35 (Figura 18 D-F). Portanto, com as duas abordagens utilizadas,
confirmamos que o silenciamento de Rab35 na linhagem de células enteroendécrinas STC-1

diminui a taxa de transferéncia de fibrilas aSyn entre as células.
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Figura 18. O silenciamento de Rab35 GTPase em células STC-1 inibe a translocacao e a propagacdo das
fibrilas aSyn. A) Imagens de microscopia confocal de células STC-1 silenciadas por siRNA especifico para Rab35
e co-cultivadas com células SH-SH5Y (asteriscos) por 24h. As células STC-1 foram silenciadas por 24 h,
carregadas com PFFs marcados com Alexa-633 pelas préximas 24 h, tripsinizadas e co-cultivadas com o mesmo
ntmero de células SH-SY5Y por 24 h. O citoesqueleto de actina foi marcado com faloidina-Alexa 488 e os nicleos
com DAPI. B) As barras mostram o ndmero de células SH-SY5Y contendo PFFs marcados com Alexa-633
transferidos normalizados pelo nimero total de nicleos de células SH-SY5Y por imagem. Os dados sdo expressos
como media = S.E.M. de 12 imagens obtidas a partir de 4 experimentos independentes por condigdo. * p <0,05
pelo teste t de Student bicaudal. C) Desenho animado que descreve a Idgica por trds do ensaio de transferéncia

aSyn usado, com base na constru¢io GFP-2A-aSyn-RFP. D) Experimento de curso temporal em que as células
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STC-1 foram silenciadas com siRNA especifico para Rab35 (ou scramble) por 24 h, transfectadas com o construto
GFP-2A-aSyn-RFP, seguido por coleta nos dias 3, 5 e 7 e andlise por citometria de fluxo. Este experimento foi
repetido independentemente 5 vezes. Os dados foram normalizados para as amostras coletadas 3 dias apés a
transfeccdo (ANOVA unilateral com um teste de tendéncia, * p <0,05). E) Imagens de microscopia confocal
representativas que mostram células STC-1 controle que foram transfectadas com o construto GFP-2A-aSyn-RFP
e sdo duplamente positivas para GFP e RFP, e células que receberam aSyn-RFP por transferéncia e sdo positivas
para RFP, mas negativas para GFP (setas). Barras de escala, 10 um. F) Imagens de microscopia confocal
representativas mostrando células STC-1 silenciadas por Rab35 que foram transfectadas com o construto GFP-
2A-aSyn-RFP e sdo duplamente positivas para GFP ¢ RFP. Nenhuma transferéncia de aSyn-RFP pdde ser
detectada. Para os experimentos retratados em (E) e (F), as células foram cultivadas por 3, 5 e 7 dias. Barras de

escala, 10 um.

5.8. O silenciamento de Rab35 redireciona as fibrilas aSyn para compartimentos
lisossomais

Rab35 desempenha papéis importantes na reciclagem endossémica e na remodelacéo
do filamento de actina (CHAINEAU etal., 2013; KLINKERT, ECHARD, 2016). Considerando
seu papel na reciclagem endossémica, é tentador especular se o silenciamento de Rab35
direcionaria os agregados aSyn internalizados para a via de degradacdo lisossomal. Quando
silenciamos Rab35 e incubamos células STC-1 com aSyn PFFs por 4 ¢ 24 h, observamos que
o nivel internalizado de PFFs foi significativamente reduzido quando comparado as células
controle. Curiosamente, nenhuma diferenca foi observada imediatamente ap6s 4 h de incubagédo
(Figura 19 A e B). Uma vez que o silenciamento de Rab35 também diminui a transferéncia de
PFFs entre as células, esta observacdo reforcou nossa hipétese de que de alguma forma o
silenciamento de Rab35 poderia estar levando as PFFs de aSyn a degradacdo lisossomal. A
incubacdo de células STC-1 controle com PFFs por 1, 4 e 24 h mostrou que, apos 4 h, ~ 60%
dos pontos de aSyn estavam co-localizados com vesiculas positivas para Lysotracker (Figura
20). Estendendo esta observacao para células STC-1 silenciadas para Rab35, realizamos uma
co-transfeccdo com siRNA especifico de Rab35 e um plasmideo expressando GFP para
visualizar células silenciadas. A incubacdo das células com PFFs por 4 e 24 h mostrou que a
taxa de co-localizacdo de pontos positivos para Alexa-633 com vesiculas positivas para
Lysotracker foi consideravelmente maior em células silenciadas para Rab35 em comparacédo
com as células controle imediatamente apos o periodo de incubacéo de 4 horas. Tomados em
conjunto, esses resultados apoiam a nocdo de que Rab35 desempenha um papel importante no
mecanismo de transferéncia de fibrilas aSyn iniciadas em CEESs e que a inibicdo de Rab35

aumenta a depuragio de fibrilas aSyn, redirecionando-as para o compartimento lisossomal.
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Figura 19. Silenciamento de Rab35 GTPase em células STC-1 redireciona as PFFs de aSyn para lisossomos.
A) Imagens representativas de células STC-1 co-transfectadas com pEGFP e scramble / siRNA especifico para
Rab35 e incubadas por 4 (painel superior) ou 24 h (painel inferior) com PFFs de aSyn -Alexa 633 marcados. B)

O grafico mostra a quantificacdo da fluorescéncia de Alexa-633 em células pEGFP-positivas como as
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representadas em (A). Pode-se observar que ap6s 24 h de incubacdo com PFFs, as células STC1 silenciadas para
Rab35 apresentam um nivel reduzido de fluorescéncia do Alexa-633, mas nenhuma diferenca foi observada no
periodo de incubacdo de 4 h. Os valores sdo expressos como média = S.E.M. ANOVA unilateral com um teste de
tendéncia, * p <0,05. Este experimento foi repetido independentemente 5 vezes e pelo menos 20 imagens foram
analisadas. C) Imagens representativas de células STC-1 co-transfectadas com pEGFP e scramble / siRNA
especifico para Rab 35 e incubadas por 4 (painel superior) ou 24 h (painel inferior) com PFFs de aSyn marcados
com Alexa-633. Apo6s o periodo de incubagdo, as células foram marcadas com Lysotracker. D) O grafico mostra
a quantificacdo (%) de vesiculas Lysotracker-positivas (verdes) co-localizadas com PFFs Alexa-633 (vermelho)
em células pEGFP-positivas (cinza) como as representadas em (c). Os valores sdo expressos como média + S.E.M.
ANOVA unilateral, * p <0,05. Este experimento foi repetido independentemente 5 vezes e pelo menos 20 imagens

foram analisadas. Barras de escala, 10 pm.
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Figura 20. As PFFs de aSyn internalizadas sdo encontradas em vesiculas lisossomais no citosol das células
STC-1. A) Imagens representativas da co-localizagdo de pontos aSyn positivos para-Alexa-488 (em verde) com
vesiculas lisossdmicas (Lysotracker red DND-99) (em vermelho) ap6s 4, 24 e 48 horas de tratamento. A barra de
escala representa 10 um. B) A porcentagem de colocalizagéo de vesiculas LysoTracker-positivas com fibrilas aSyn
revelou que 80% das PFFs internalizados colocalizam com lisossomas ap6s 24 horas. Os valores sdo expressos

como média £ S.E.M. * p <0,05 por média + S.E.M. ANOVA unilateral de trés experiéncias independentes.
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6. DISCUSSAO

Embora os riscos genéticos tenham sido identificados e com aproximadamente 90% dos
diagndsticos da DP sendo caracterizados como esporadicos (NAALS et al.,2014), os fatores
que causam a doenca permanecem obscuros. InteracGes entre fatores genéticos e ambientais,
como toxinas, provavelmente desencadeiam a patogénese ao estimular a oligomerizacdo e
agregacdo da aSyn. Curiosamente, a presenca da aSyn patologica na DP ndo se limita ao
cérebro. Esta hipotese ¢ apoiada por observagdes de inclusdes contendo aSyn em tecido nervoso
periférico, incluindo o SNE, de pacientes com DP e de individuos saudaveis. Além disso, a
ideia de propagagéo patologica de aSyn ganhou muita aten¢do desde que foi demonstrada a
propagacdo hospedeiro-para-enxerto da patologia do tipo Lewy aSyn-positiva em transplantes
mesencefalicos de longo prazo em DP (LI et al., 2008; DESPLATS et al., 2009). A transferéncia
de aSyn entre células neuronais co-cultivadas in vitro (ABOUNIT et al., 2016; DESPLATS et
al., 2009) e a indicacdo de propagacdo bidirecional de aSyn através do nervo vago também
foram demonstradas (VAN DEN BERGE et al., 2019). No entanto, desde o surgimento das
CEEs como um possivel local para o surgimento da patologia, ainda esta por ser demonstrado

se / como os agregados de aSyn podem ser transferidos das CEEs para as células neuronais.

As CEEs sdo diretamente influenciadas pelo microambiente do Iimen intestinal e estdo
em contato com os neurdénios do SNE. Portanto, é razoavel supor que o dobramento incorreto
de aSyn pode comegar nas CEEs (PEDRO AMORIM NETO et al., 2021), se propagar do
epitélio intestinal para o0 SNE e entdo ser transferido para o SNC. A caracterizacdo desse
processo é fundamental para a compreensdo da patologia e para o desenho de estratégias que
visem interferir na propagacéo da DP.

Neste trabalho, determinamos como as PFFs de aSyn sdo internalizadas por CEES e, em
seguida, transmitidos desta linhagem de células para a linhagem de células neuronais SH-
SY5Y. Observamos que PFFs de aSyn podem ser internalizados com eficiéncia por organoides
cerebrais derivados de iPSCs e desencadear um processo de agregacdo uma vez dentro da
estrutura. Quando PFFs de aSyn sdo administrados no limen duodenal de camundongos, essas
fibrilas sdo absorvidas pelo érgdo em 30 minutos. Curiosamente, as PFFs foram encontradas
ndo apenas nos enterdcitos, mas também no citoplasma de CEEs do epitélio intestinal positivas
para aSyn. Embora as CEEs estejam localizados no epitélio intestinal, elas se comportam de

maneira diferente dos enterocitos regulares, podendo residir na mucosa por meses, em vez de
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serem substituidos a cada 3-5 dias (BOHORQUEZ et al., 2015). Portanto, é provavel que a

conexdo neuronal-CEEs seja longa o suficiente para transmitir eventos patoldgicos.

Ao caracterizar completamente a internalizacdo das PFFs pelas CEES, mostramos que
estes PFFs de aSyn iniciam uma sinalizacdo de Ca* intracelular e ativam eventos endociticos
na linhagem de células enteroenddcrinas STC-1, compartilhando essas semelhangas com a
linhagem de células neuronais SH-SY5Y. A observacdo direta do brotamento da vesicula
endocitica em tempo real que oferecemos aqui, fortalece os achados anteriores relatando que a
presenca de inibidores de dinamina (que bloqueiam a cisdo da membrana) bloqueia a
internalizacdo das fibrilas, sugerindo o envolvimento da via endocitica neste processo
(MASARACCHIA et al.,, 2018; APETRI et al., 2016). Além disso, mostramos que a
propagacdo das PFFs de aSyn de CEESs para neuronais € dependente do contato fisico célula--
celula e da Rab35 GTPase.

Foi anteriormente relatado que o contato célula-célula entre células neuronais in vitro
reduziu a transferéncia de fibrilas aSyn (ABOUNIT et al., 2016). Além disso, embora a
secre¢ao de fibrilas aSyn ja tenha sido sugerida como o principal caminho para a transferéncia
aSyn, o contato fisico entre as células aumenta significativamente a taxa de transferéncia
(DESPLATS et al., 2009; BAE et al., 2018; HANSEN et al., 2011). Isso indica que o contato
fisico célula-célula ou a proximidade entre as células é essencial para a transferéncia eficiente
de fibrilas de aSyn. Vale ressaltar que os mecanismos de transferéncia de aSyn entre CEES e
células neuronais nunca foram demonstrados. Usando PFFs de aSyn com diferentes
fluoréforos, também demonstramos aqui que a transferéncia intercelular de fibrilas de aSyn
pode acontecer de forma retrograda do sistema nervoso para CEEs. Esta nogdo é apoiada por
um estudo recente realizado in vivo em que a evidéncia da propagacdo de aSyn para o coracao
através do nervo vago veio a tona (VAN DEN BERGE et al., 2019). Curiosamente, em nossas
condigbes experimentais, a propagacdo de fibrilas aSyn de células neuronais para CEES
mostrou-se ainda mais eficiente do que a rota oposta. Portanto, se a presencga de agregados aSyn
nos CEEs é um evento secundario da patologia de aSyn iniciada no SNE ou no SNC pode ter

uma importancia significativa para a compreensdo do papel das CEEs na DP.

Nosso trabalho também reforca o papel da Rab35 GTPase como um personagem
molecular chave na propagagdo de aSyn. Rab35 foi reconhecida como o regulador de varios
eventos importantes da fisiologia neuronal, incluindo crescimento de neuritos
(CHEVANLLIER et al., 2009), citocinese (DAMBOURNET et al.,2011), polaridade celular



7

(KLINKERT et al., 2016) e secrecdo de exossomos (HU et al.,2010). Os achados de um estudo
anterior refletem 0s nossos, ja que esse estudo relatou que a propaga¢do de aSyn entre os
neurdnios é aumentada devido a ativagdo de Rab35 (BAE et al., 2018). No entanto, de acordo
com nossos resultados, este parece ser um mecanismo compartilhado entre neuronios e CEEs,
uma vez que as CEEs silenciadas para Rab35 exibiram niveis aumentados de PFFs Alexa-
633positivos internalizados apds 24 horas em comparagdo com as células controle. Além disso,
mostramos que Rab35 esta principalmente envolvido na propagacdo de Rab35 e ndo na
internalizacdo, desviando os agregados de aSyn internalizados da degradagao lisossomal, o que
leva a amplificacdo de agregados e propagacdo continua. Embora seja conhecido o papel do
Rab35 na reciclagem endossdémica e na remodelacdo do filamento de actina (CHAINEAU et
al., 2013; KLINKERT et al., 2016), como a ativacdo do Rab35 regula com precisdo a

propagag¢do do aSyn ainda ndo esté claro.
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7. CONCLUSAO

Em resumo, nossas descobertas sugerem que as CEESs representam um elemento-chave
na hipotese do intestino-cérebro para o surgimento e progressdao da patologia da aSyn. Essas
células mostraram ser capazes de internalizar e propagar fibrilas de aSyn para células neuronais
vizinhas de uma maneira dependente do contato celular e Rab35 de forma semelhante ao que
foi mostrado anteriormente em neurénios (BAE et al., 2018). Isso representa um grande avango
na compreensdo dos mecanismos subjacentes a progressao das sinucleinopatias, mudando o
foco da etiologia da DP para o sistema nervoso periférico e colocando o Rab35 GTPase como
um alvo a ser considerado em futura intervencao farmacoldgica para prevenir a progressao da
DP.
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9. ANEXOS
9.1. Protocolo n° 69

’
.‘_! CNPEM

Comisséio de Etica no uso de Animais
CEUA/CNPEM

Certificamos que o projeto intitulado “Conectando o intestino e o cérebro:
Envolvimento do microbioma intestinal no surgimento e progressio da
doenga de parkinson esporddica™ (protocolo n° 69), sob responsabilidade de
Matheus de Castro Fonseca - que envolve a produgiio, manutengio ¢/ou utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto Homem), para fins
de pesquisa cientifica- encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11,794, de 8
de outubro de 2008. do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, & com as normas
editadas pelo Conselho Macional de Controle da Experimentago Animal (CONCEA),
e foi aprovado pela Comisso de Etica no Uso de Animais (CEUA-CNPEM), do Centro
Nacional de Pesquisa em Energia ¢ Materiais, em reunifio de 26/08/2019.

Vigéncia do projeto 01/08/2019 a 01/09/2021
Espécie/linhagem Camundongo FVB ou C57/BL6
Mimero de animais 33

Pesovidade 20 g / 7 semanas

Sexo ' 37 fémeas e 16 machos

Origem Biotério CEMIB - Unicamp

Campinas, 02 de setembro de 2019,

Syuads Tnaa@'r’m

ﬁ'_-i. '...d- ." Hj- 'E-:'-‘
U
Hozana Andrade Castillo Veruska Mazon Soares
Coordenadora CEUA/CNPEM Bidloga Titular

CNPEM & ume Orgenizacio Sockal qualificada pelo Ministério da Cléncia, Tecnologia. Inovapies & ComunicagBes (MCTIC)
Campus: Rua Giusappe Méximo Scolfan, 10,000 - Polo Il de Alta Tecnologia - Caixa Postal 6192 - 13083-870 - Campinas/SP
Fone: +55.18.3512.1010 | Fax: +55,19.3512.1004 | wew crpamoang.br
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9.2. Declaragéo de biosseguranca

Uso exclasive da CIBio:

Numere de prejete / processe: 2020-03

Formularie de encaminhaments de projetos de pesquisa com OGMs para analise da CIBio - CHPEM

1. Tituls do projeto: Mecanismos celulares e moleculares do Parkinson Idicpatico

1. Pesguisador responsavel: Mathews de Castro Fomseca

3. Experimentador|es):

Matheus de Castro Fonseca, Celisa Caldana Temoli, Diontsio Pedro Amerim Neto, Panlla Vieira Rodrigues,
Katiane Tostes, Beatriz Pelezrini Bosqgue, Jodo Victor Pereira Goday

Nivel do treinamento do experimentador:  [ET]-Iniciache cientifica, [CCT. DPAN, BPB. VRG] -mestrade,
[FVE]-doutorads, [ |-doutorade direto, [ M{F]-pos-deuterade, [ ]-amvel tecmico, [ ]-outre, especifique

4. Unidade operativa: [ JLNLS [ JLMNane [ JLNER [ x]LMBio
5. Maior Classe de risco de OGM deste projeto: [x JBiscol [ JRiscelI [ JRisceIll [ ] Risco IV
6. 0 projeto & confidencial” [X Jondo[ Jsm

7. Mo caso de projeto confidencial, o tituls do projeto pode constar em lista aberta mo CNPEM? [ ] ndo [X] sim

B. Qual & o ebjetivo de projeto? O cbjetive do projete consiste em estadar mecanismes de Parkinsen idiopatico am
nivel celular. Udlizaremos profeinas recombimantes ¢ esitudos envelvends microscopia para verificar localizacdo de
marcadorss & nferir sinalizagies.

§. Informe um mamero ¢ mome para cada OGM, orgamisme receptor, organisms doader, o transgens e classe
de risco do OGAL

(1) pEGFP ba-sinucleima. celulas de mamifers. E.coli DH3 alpha, pEGEP ha-sinuclema, classs 1

() pet?1b ba-sinackeina. E.cofi DH3alpha. E.coli DH5alpha. pet?1b ha-sinnclema, classe 1
(3pEGFP-Parvalbumin-MT5. celulas de mamifera, E.coff DH3alpha, pEGFP-Parvalbumin-MT5, classs 1

10. Descreva brevemente a fancao dos transgenes de cada OGM:
(1) a-sinucleina: exocitose de vesiculas sinapticas em celulas neuronais.
() Parvalbumin-MT5: amponante de calcio mitocondrial

11. Alzum OGM produz protema toxica, oncogenics ou pode gerar produtos deletérios para sande kumana,
amimal ou meio ambiente? Nio

12. Algum OGM & agente pategenico esporulante? [ X ] Nae [ ] Sim:

13. Algum OGM é agente patogenico & pode se propagar pelo ar? [X | Nio [ | Sim:

14. Algum transgene confere infectividade ou patogenicidade para os DGM:? Descreva
Mo

15. Com relacie aos cuidados preventives associades a manipulacdoe dos orgamismes, sera necessaria alzuma
avaliacio medica periodica para experimentadores? [ X ] ¥io [ ] Sim. Que fips de avaliacio? (Ex: consulta
com medico, exames laboratoriais efc ) Qual periedicidade” Onde sera realizada esta avalingia?

16. Com relacio aos cuidados preventives associades a manipulacio dos organismos, sera necessaria alguma
vacinacdo preventiva para experimentaderes? [ X | Nao [ ] Sim. Qual periodicidade” Onde sera realizada
esta vacinacdo?



Uso exclasive da CTHio:

Formulario d= encaminhaments de projetos de pesguiza com O{GMs para analise da CIBio - CNPEM

Por nio se tratar de organismos patogénicos, esporulantes & com contencio controlada, a5 medidas a serem
tomadas em cases emergencinis sao as medidas gerais de contencio (isolamento da Area para evitar
alastraments), auriic na descontaminacio de equipamentos & pessoal e acionaments de Pessoal de
Emergéncias do CNPEML

15. Projetos que facam uso de orgamismos ou gemes associndos ao patrimanin genético brasileire precisam de
cadastro na plataforma SISGEN (www. sispengovbr). E de tetal responsabilidade de pesguisader
responsavel esse cadastramento ¢ cumprimento da legislacio. O projeto emvolve manipulacio, transferéncia,
modificacio, armazemamento, coleta de Organismos  derivados relatives ao patrimonio genético brasileire?
{ JSIM, { X) Xao. No case de responder sim, mencienar a seguir quais s codigos de acesso de cadasite o
SISGEN, caso ja tenha realizado

0 pesquisador principal tem conbecimento de que conforme a RDC 50 de 21/02/2002 da Anvisa, & responsavel
por determinar a classificacio de riscos de sen projeto, assim cemo determinar EPTs e medidas de seguranca
BECESSATIAS PATE Prevenir & contaminacho de experimentadores, equipamentos, instalagbes, terceiros & meio
ambiente. O pesquisador responsavel também precisara providenciar retima para realizacio de exames
meédicos & laboratoriais para sua equipe, bem como Tacinacies guande aplcavel. Todos o5 experimentadores
envelvidos devem ser supervisiomadoes pelo pesquisador principal, que € o responsavel pelo treinamento de
binsseguranca adequade a5 suas necessidades para a manipulacio, Armazenamento, descarte e transporte de
OGMs, atendendo a legislacio & normativas preconizadas pela CTNBio, Anvisa e outros orgios e agencias
regulamentadoras e fiscalizadoras.

A CTBio analison este projeto em reunids realizada no dia: 117062020

Parecer final: [x ]-projeto aprovado. [ J-projeie recusado. [ ]-projeto com deficiémcias.

comentarios da CIBio:

"
' - F'.l!..nll__l,u.l."‘--

LY, !
Presidents da CIBio CNPEM Membre da CIBin CNPEM
Marcie Chaim Bajzelman Tulizna Velazco de Fu.tra Olivein
] Y, i Iy
Tk I: A .'-'_ "-_" 'I"'."Irjl I": __: o ‘..‘r. r.'_..-'!..l o
Membro da CIBio CWNPEM Membro da CIBic CNPEM
Celsp Ednardo Benadett Daniel Eollng

T e e
da CIBio CNPEM Membro da CIBio CNPEM

waﬂmu " Tulima I:IZunl:E:il;En Tecdoro
(Pas

Membro da CIHio CHEEM Membralda CIBic CWEEM
Diouglas Galante Matens Borba Cardose
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9.3. Declaracéo de direitos autorais

Declaracéao

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, Ja publicados ou
submetidos para publicacdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbifragem, que constam da minha Dissertacao/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada
"Transcellular propagation of fibrillar a-synuclein from enteroendocrine to
neuronal cells requires cell-to-cell contact and is Rab35-dependent”, ndo infringem
os dispositivos da Lei n.* 9.610/98, nem o direito autoral de qualquer editora.

Campinas, 15 de dezembro de 2021.
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Assinatura : Vordle, dwne L

Mome do(a) autor(a): Paulla Vieira Rodrigues
RG n_® 17031593
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Mome doia) onentador{a} Matheus de Castro Fonseca
RG n.® 14427049
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e Artigos Publicados

Rodrigues, P. V.; Toste, K.; Bosque, B. P.; Amorim Neto, D. P.; Fonseca, M. C. llluminating
the Brain With X-Rays: Contributions and Future Perspectives of High-Resolution
Microtomography to Neuroscience. Frontiers in Neuroscience, v. 15, p. 00, 2021.

Rodrigues, Paulla Vieira; Lemos, Bruna Moreira Silva; Da Silva, Maria Vitoria; De Campos
Lima, Tais ; De Oliveira Santos, Débora ; Lemes, Julia Borges Paes ; Da Cruz Lotufo, Celina
Monteiro . Alloxan as a better option than streptozotocin for studies involving painful diabetic
neuropathy. Journal of pharmacological and toxicological methods, v. 112, p. 107090, 2021.

Fonseca, Matheus De Castro ; De Oliveira, Juliana Ferreira ; Aradjo, Bruno Henrique ; Canateli,
Camila ; Do Prado, Paula Favoretti Vital ; Amorim Neto, Dionisio Pedro ; Bosque, Beatriz
Pelegrini ; Rodrigues, Paulla Vieira ; De Godoy, Jodo Vitor Pereira ; Ribeiro Filho, Helder
Veras ; Nascimento, Andrey Fabricio Ziem ; Saito, Angela ; Tonoli, Celisa Caldana Costa ;
Batista, Fernanda Aparecida Heleno ; De Oliveira, Paulo Sergio Lopes ; Figueira, Ana Carolina
; Da Costa, Silvia Souza ; Krepischi, Ana Cristina Victorino ; Rosenberg, Carla ; Westfahl Jr,
Harry ; Roque Da Silva, Antonio Jose ; Franchini, Kleber Gomes. Molecular and Cellular Basis
of Hyper-Assembly, Protein Aggregation and Impaired Neurodevelopment Driven by a Rare
Pathogenic Mutation in DDX3X. iScience, p. 102841, 2021.

e Artigos submetidos para publicacéo

Rodrigues, P.V., Godoy, J.V.P., Amorim Neto, D. P., Bosque, B.P., Tostes, K.; Tonoli, C.C.C.,
Fonseca, M.C. Transcellular propagation of fibrillar a-synuclein from enteroendocrine to
neuronal cells requires cell-to-cell contact and is Rab35-dependent. npj Parkinson's Disease.
2021 (submetido)

Amorim Neto, D. P., Bosque, B.P., Godoy, J.V.P., Rodrigues, P.V., Meneses, D. D.; Tostes,
K.; Tonoli, C.C.C., Gonzélez-Billault, C., Fonseca, M.C. Mitochondrial calcium overload
induced by the commensal gut bacterium Akkermansia muciniphila secretome leads to ao-
synuclein aggregation in enteroendocrine cells. iScience. 2021 (submetido)

e Capitulo de livro

Chang, Roberto; Rocha, Rodrigo Ribeiro; De Oliveira, Alberto; Do Nascimento, Evandro
Afonso; De Morais, Sérgio Anténio Lemos; De Aquino, Francisco José Torres; Martins, Mario
Machado; Da Silva, Claudio Vieira; Rodrigues, Paulla Vieira. Composition of the essential oil
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of leaves Qualea grandiflora and Qualea multiflora Mart. and antileishmanial activities.
Pesquisas Agrarias e Ambientais: Volume Ill. 3ed.: Pantanal Editora, 2021, v., p. 18-27.

e Prémios
Mengdo honrosa pela apresentagdo no | WORKSHOP DE BIOLOGIA CELULAR,
Universidade Federal de Uberlandia.

e Estagio docente
Participou do Programa de Estadgio Docente Pés-Graduacdo (PED), no Grupo C - Atividades
de Apoio a Docéncia Parcial, no 1° periodo de 2021, sob supervisdo da Prof?® Dra. Luciana
Bolsoni do IB - Instituto de Biologia, curso: Ciéncias Bioldgicas, na disciplina: Biologia celular.

e Participacdo de eventos

182 Semana Nacional de Ciéncia e Tecnologia

| Semana da Biologia dos Institutos Federais. 2021.

I Congresso Nacional Multidisciplinar de COVID-19. 2021.

IV Encontro de Morfofisiologia. 2021.

8° WORKSHOP TEORICO-PRATICO Explorando a Microscopia Confocal e a
Optica ndo Linear na Anélise de Materiais Bioldgicos. 2020.

a ke

e Organizacao de eventos
I Curso de verdo em Biologia Celular e Estrutural da UNICAMP. 2021.

e Curso de curta duragéo ministrados
RODRIGUES, P. V.; AMORIM NETO, DIONISIO PEDRO. Nogdes basicas de cultura de
células. | Semana de Biologia dos Institutos Federais. 2021.

e Apresentacdo de trabalho

RODRIGUES, P. V.; BOSQUE, B. P. ; AMORIM NETO, DIONISIO PEDRO ; DE GODOY,
JOAO VITOR PEREIRA ; TOSTE, K. ; FONSECA, M. C. . Mecanismo de Transferéncia
Celular de Fibrilas Pré-Formadas de Alfa- Sinucleina de Células Intestinais para Neur6nios.
2021. (Apresentacdo de Trabalho/Outra).

Rodrigues, P. V.; Godoy, J. V. P. ; Amorim Neto, D. P. ; Bosque, B. P. ; Toste, K. ; Fonseca,
M. C. . Cellular Transfer Of AlphaSynuclein Pre-Formed Fibrils From Gut To Neurons
Depends On Cell-Cell Contact. 2021. (Apresentacdo de Trabalho/Simpésio).
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Amorim Neto, D. P. ; Bosque, B. P. ; Godoy, J. V. P. ; Rodrigues, P. V. ; Toste, K. ; Fonseca,
M. C. . Akkermansia Muciniphila Secretome Promotes Mitochondrial Stress And ASynuclein
Aggregation In Enteroendocrine Cells: Hallmarks Of Parkinsons Disease Outside The Brain.
2021. (Apresentagdo de Trabalho/Simpo6sio).

Bosque, B. P. ; Amorim Neto, D. P. ; Godoy, J. V. P. ; Rodrigues, P. V. ; Toste, K.; Fonseca,
M. C. . Selective toxicity of 6-hydroxydopamine towards dopaminergic cells is independent of
LRRK2 activation. 2021. (Apresentacdo de Trabalho/Simp0sio).

e Resumos publicados em anais de congressos

Amorim Neto, D. P. ; Bosque, B. P. ; Godoy, J. V. P. ; Rodrigues, P. V. ; Toste, K. ; Fonseca,
M. C. . Akkermansia Muciniphila Secretome Promotes Mitochondrial Stress And ASynuclein
Aggregation In Enteroendocrine Cells: Hallmarks Of Parkinsons Disease Outside The Brain.
2021. (Apresentacdo de Trabalho/Simpdsio).

Bosque, B. P. ; Amorim Neto, D. P. ; Godoy, J. V. P. ; Rodrigues, P. V. ; Toste, K.; Fonseca,
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LRRK2 activation. 2021. (Apresentacdo de Trabalho/Simpésio).

Rodrigues, P. V.; Godoy, J. V. P. ; Amorim Neto, D. P. ; Bosque, B. P. ; Toste, K. ; Fonseca,
M. C. . Cellular Transfer Of AlphaSynuclein Pre-Formed Fibrils From Gut To Neurons
Depends On Cell-Cell Contact. 2021. (Apresentacdo de Trabalho/Simposio).

e Participacdo em bancas avaliadoras

XXVIII Congresso de Iniciacdo cientifica da Unicamp. 2020. Universidade Estadual de
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XXV Ciéncia viva. 2020. Universidade Federal de Uberlandia.
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SELECTIVE TOXICITY OF 6-
HYDROXYDOPAMINE TOWARDS
DOPAMINERGIC CELLS IS INDEPENDENT
OF LRRK2 ACTIVATION

Publicado em 6/20. ISBN: 978-65-5941-251-8
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MENCAO HONROSA

Certificamos que o trabalbe mtitulade "Mecanismo de Transferéncia Celular de Fibrilas Pré-Formadas de Alfa- Sinucleina de
Células Intestinais para Neurdnios" de sworia Paulls Vieiz Bodieyes Jodo Vitor Persira de Godoy, Dionisio Pedro Amaorim Neto,
Beatriz Pelegrini Bosque, Kariane Tostes, Matheus de Casmo Fonsecs, receben mencio honrosa pela apresentacio no I WORESHOP DE
BIOLOGIA CELULAF. realizado enme o dias 16 a 18 de agosto de 2021 pelo Programa de Pas-Graduagio em Biologia Celnlar & Estrumral
Aplicadss do Instifuto de Ciéncizs Biomédicas da Universidade Federsl de Uberlindia

Uberlindia, 24 de setembro de 2021,

NJ
Frof'. D', Dapigle Lishos Ribeiro
Coordenadora Geral

Patrocinadores. grupo a biccenetics reazagao (‘ .5.?|cnl“ @ A i @ ﬂCNPq ,:_.-‘f ::‘j_ﬂf)

[ [

UFU CAPES e i FAPEMIG

CERTIFICADO

Certificamos que Paulla Vieira Rodrigues participou da Comissdo
Organizadora do 1l Curso de Verdo em Biologia Celular e Estrutural da
Universidade Estadual de Campinas, realizado virtualmente entre os dias 31
de janeiro e 12 de fevereiro de 2021.

;\;;\ J .. \-'t \->‘

- plfmm oL ﬂéowu "
Prof. Dra. Elaine Minatel Prof. Dra. Luciana Bolsoni Lourengo
Coordenadora do Programa de Pés-Graduagao Representante docente da Comissao
em Biologia Celular e Estrutural Organizadora

Realizagdo:

%) IB

UNICAMP Instituto de Biologia
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XXVl Congresso {virtual} de Iniciagéo Cientifica da Unicamp

L %%'Q

5 Certificado

Certificamos que Paulla Vieira Rodrigues participou do XXVIII Congresso de Iniciacao cientifica
da Unicamp, promovido pelas Pré-Reitorias de Pesquisa e de Graduac&o no periodo de 30 de
novembro a 03 de dezembro de 2020, no formato virtual, na qualidade de Avaliador(a) de trabalhos
inscritos no evento.

Cidade Universitaria "Zeferino Vaz", dezembro de 2020.

Tasi 4

Prol. Dr. Munir S. Skal
Pré-Reitor de Pesquisa

UNICAMP
PP ~ e
G Sricamp Ay gffj

Minisidria da Sedda
FICCALZ
Fundagds Oswaldo Craz

CERTIFICADO DE CONCLUSAO

& Fundagao Oswaldo Cruz, por meio da Unidads '\-'|C6-FITHS|U§IH‘;|S o8 Educagao, Informagado & Comunicagdo cerifica que ofa)
alnaiay,

Paulla Vieira Rodrigues

documsansa: 105.250.546-50 , conchulu o cursa [lvre Metodologla da Pesquisa Clantifica 1° oferta MOOC | 1° O2ria na modalidade
MOOC }

com duragio de 30 hora(s), obendo desempenho de B7% , no periodo de 1VD22021 3 17/02/2021

Ria de Janelrs, 17022021,

i r-p.eimluun.nu ErrrE
lmoez  suswim . ERBRAST  EE

Documents emido digitaiments pelo Campus Virtual da Flocruz, cédige para consulta de autentickade: $15ulXo

hiips: heampussirual fiocniz brigestordecurscshoteismetodologials 15ulo
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Universidade
@ Federal de

Uberldndia

LLL44

Certificamos que

Paulla Vieira Rodrigues

atuou como Avaliadona) dofa) Comissdo Avaliadora doja) XXV Ciéncia Viva, promovidola) peloja) Instiuta de
Fizica {INFIS) da Universidade Federal de Uberldndia, vinculado ao programa 'Diversdo com Ciéncia e Arte -
Museu Dica UFLWP, realizado(a) no periedo de 01/02/2020 a 31/12/2020. sob a coordenagdo de Adevailton
Bernardo dos Santos, com carga horaria de § horas.

Prof, Or. Hélder Etemao da Sivelra Ubkerldndia (MG), 11 de Feversiro de 2021,
Pre-Redtor de Exiznsdo e Culivra

Aiitetieagdo Eledrdalca b Cortifeados de Extensde: T2ab.53 e, M45.2613. 007 52 SIT7 282 0 - & 1R022001,
TP R—— — o

Universidade Estadual de Campinas
Diretoria Académica

(£ T Peruiy doontensy

Certificado

Home Registro Academico

Paulla Vieira Rodrigues 283078

Documento de ldentidade CPF Nascimento Sexo
17031583 - PC 10525054650 040851884 Feminina
Haturalidade MNacionalidade

Uberandia Brasilzira

[Dades Ingresso Hivel

Curso 10 - Biologia Celular e Estrutural Doutorado

|Area de 3

|AA - Biologia Celular
Reconhecido pela Portaria MEC n® 808 de 180372018

Forma de Ingresso Periodo de Ingresso

Exame Selegao da Pos Graduagao 2512019 .

Escola Anterior Mes{Ano da Conclusao

Universidade Federal de Uberlandia - UFU 1002018

Situag3do no Curso Ano de Catalogo Ano da Turma

Curso em andamento 2018 2018
Certificado

A Universidade Estadual de Campinas, de acordo com a Resclugdo GR n® 482018 de 18-12-2018, certifica
que a interessada participou do Programa de Estagio Docente - Pas-Graduagie-PED, no Grupo C -
Atividades de Apoio a Docéncia Parcial, no 1° periodo de 2021, com carga horaria de 08 horas semanais,
sob supervisdo da Prof® Luciana Bolsoni Lourenge Morandini, do 1B - Insfituto de Biclogia, desta
Universidade, na(s) disciplina(s) e turmais) especificada(s) abaixo.

Disciplinas
Codigo Turma MNome
BC1&3 A Biologia Celular |
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B e A TRANSVERSALIDADE DA
Igé%:’f\tg'o | TECNOLOGIA CIENCIA. TECNOLOGIAE INDVAQ(-)ES PARA O PLANETA

£t o ednoa. "

i

Certificamos que Paulll/Vieira Rodrigues, participou com &xi‘ko do evento 18 Semana
Nacional de Ciéncia e Tecnologia (SNCT 2021) realizado em 06/10/2021 a 08/10/2021, na
cidade de , contabilizarrdo carga horgéria total de 40 horas.
| ) .
. informe a data *l

Vet o ctdgo de 5870288 46712987,

CONGRESSO NACIONAL MULTIDISCIPLINAR DE
C@VID-19

CERTIFICADO DE PARTICIPACAO

A FEDERAGAO INTERNACIONAL DAS ASSOCIAGOES DOS ESTUDANTES DE
MEDICINA DO BRASIL - IFMSA BRAZIL UNICEPLAC - NO USO DE SUAS
ATRIBUICOES CERTIFICA QUE

PORTADOR (A) DO cpr: Faulla Vieira Redpgues, ; como “ouviNte” o 1
CONGRESSO NACIONAL MYLTIRISCIPLINAR DE COVID-19 , REALIZADO ON-LINE
DURANTE OS DIAS 6,7 E 8 DE MAIO COM UMA CARGA HORARIA DE 30 HORAS.

Qoo [t~ N e ol

S Slﬂli PINHEIRD TAUFF ANA LUIZA ALVES G. FONSECA JULIA DOURADO S. DOS SANTOS
PRESIDENTE DA IFMSA BRAZIL PRESIDENTE DA AEMED-DF PRESIDENTE DO
UNICEPLAC ICNMCOVIDI®

OIFMsA  @PILED-F

ASSOCIACAOD DOS ESTUDANTES
UNICEPLAC OF MEDIKINA DO DISTRITO FECERAL
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‘MORFOFISIOLOGIA

|V ENCONTRO DE ‘ Inovacdes Técnoldgicas

e Aspectos Terapéuticos

CERTIFICADO

Certificamos que Paulla Vieira Rodrigues participou como ouvinte do evento on line
intitulado: “IV Encontro de Morfofisiologia: Inovagdes tecnolégicas e aspectos
terapéuticos” realizado nos dias 25, 26, 27 e 28 de maio de 2021, contabilizando carga
horaria total de 24 horas.

Sdo Jodo del Rei, 28 de maio de 2021.

) PR
Roguel frrco LA
)

Raquel Alves Costa
Presidente da Comissdo Organizadora

”G UFS)
Realizacdo: ? O

Uniwersidade Fodeal
de 530 Jodo &Rl

8° FABIC

WORKSHOP TEORICO - PRATICO

Certificamos que

Paulla Vieira Rodrigues

participou do

8° Workshop Teérico-Pratico do INFABIC
Explorando a Microscopia Confocal e a Optica nao linear na Analise de Materiais Biolégicos
realizado virtualmente, de 23 a 27 de novembro de 2020.

A
Comité Orgarﬂzador

o M @
Realizagao: iNFAé;c hod md Apoiol/Patrocinio: @CNPq .JAPESP

uNICAMS
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INSTITUTO FEDERAL

W DE EDUCACAD, CIENCIA E TECNOLOGIA
HE  Goids

CERTIFICADO DE CONCLUSAO

Certificamos que

Paulla Vieira Rodrigues, CPF: 10525054850,
concluiu o Curso de Ambientagéo para Educagéo a Distincia: Conhecendo o Moodle,
oferecido pela Diretoria de Educagio a Distancia da Pro-Reitoria de Ensino do IFG,

com carga-horaria de 20 horas e aproveitamento de 78,00 %.

Goidnia, 13 de abril de 2021

Hoskor Pedave & Porsine. e
Helen Betane Ferreira Pereira Oneida Crisiina Barg US\/GUI'T!_D'_-' Irigon
Diretora de Eucagan a (sianeia  Pré-Reitorirde ENsing
Portaria n® 2.725, de 20 de novembro de 2018 Portaria n®, 1,758, de 12 de selembro de 2017

Cedigo de autenficigage: 07cE33b-313c-4055-5340a-0447c8113802
Valdagio: https:ivirtual. ifg sdu.brimedisimplacariificataiverity. php

Minisiteia da Sadde

FIOCRUZ
Funiegio Opwaldo Crun

CERTIFICADO DE CONCLUSAO

A Fundagdo Oswaldo Cruz , por meio da Unidade Vice-presidéncia de Educacdo, Informacdo @ Comunicacio,
cerntifica que ofa) alunoia)

Paulla Vieira Rodrigues

documents: 10525054550, concluiu o cursa livre Introdugdo a Divulgagdo Cientifica (MOQC) (1° Oferta) com
duragdo de 20 horas, obtendo desempenhc de 100% no periodo de 05 & 08 de Abril de 2020,

Rio de Janeiro, 08/04/2020

h_'l MAIKISTERID Dy PATR A AWLE
Gy SUS Saioe  ZmBRASIL
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[E.Ha.f].w., CERTIFICADO
PEDS. O Espaco de Apoio ao Ensino e Aprendizagem (EA)? certifica que
Edicio
Especial Paulla Vieira Rodrigues
participou do Curso para PEDs — Estudando Estratégias e
Recursos para o Ensino Superior — 22 Ed. — 1o Sem 2021 com o
Estudando estratégias e recursos para professor Gildo Giratto Junior do Instituto de Quimica (I1Q), nos
o ensino superior dias 15, 22 e 29 de Abril de 2021, das 14h as 17h - com carga

horaria total de 9 horas.
mails

Profa. Dra, Soely Polydoro
Coordenadoni
Espago de Apole a0 Ensing & Aprendizagem
UNICANMP

o |V ENCONTRO DE | Inovacoes Técnologicas

"MORFOFISIOLOGIA | e Aspectos Terapéuticos

CERTIFICADO
Certificamos que Paulla Vieira Rodrigues participou do minicurso on line intitulado:

“Andlise de imagens no Image J”, no “IV Encontro de Morfofisiologia: Inovacdes
tecnolégicas e aspectos terapéuticos”, realizado em 24 de maio de 2021, com carga
hordria total de 4 horas.

Sdo Jodo del Rei, 28 de maio de 2021.

)

Raquel Alves Costa
Presidente da Comissdo Organizadora

PPG
e UFs|

Universidde Federal
e 555 Join &d-Rei

Realizacao:
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(11
BBl  INSTITUTO FEDERAL

HEN e EDUCAGCAD, CIENCIA E TECNOLOGIA
HE Goiss

CERTIFICADO DE CONCLUSAO

Cerificamos que

Paulla Vieira Rodrigues, CPF: 10525054650,

concluiu o Curso de Formacgéo para Docéncia no Moodle,

oferecido pela Diretoria de EducacBo a Distincia da Pro-Reitoria de Ensino do IFG,

com carga-horaria de 40 horas e aproveitamento de 81,90 %.

Goiania, 18 de ahril de 2021

HS- ti.i.-n- %J *cw-r— J;-- rl.‘u-\.r.h_ i r. 2 : b 3
Helen Betane Ferreira Pereira Oneida Cristina Barc ﬂﬂ’%ﬂm_i'_-'_!r_i_agn
Diretora de Eucacsn a Distancia  Pro-Reitorirde ENsing
Portaria n® 2,725, de 20 de novembro de 2018 Portaria n®. 1.758, da 12 de setembro de 2017

Codigo de autenticldags: 807c33a7-0338-4565-9353-04a3c81138d2
valdagio: hiips:ivirbual ifg sdu.brimodisimplacariificataiverity. php

CERTIFICAMOS QUE O(A) ALUNO(A)

Paulla Vieira Rodrigues

participou do curso gratuito
Mendeley: Do basico ao avancado

ministrado por Felipe Lando
com duragio de 01:19 em 13/04/2021

o>

Académica Assessona em Pesquisa
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Secretaria de Estado de Educacdo de Minas Gerais
Escola de Formacg3o e Desenvolvimento Profissional de Educadores

CERTIFICADO
Certificamos para os devidos fins, que oia) servidor({a),
PAULLA VIEIRA RODRIGUES

CPF: 10525054650

Concluiu o curse Google for Education: recursos & possibilidades, promovido pela Secretaria de Estado de
Educacdo de Minas Gerais, com carga horéria de 60 horas, & comprovou o conhedmento e as competéncias basicas
necessarias para utilizagdo das ferramentas da plataforma Google for Education.

Belo Horizonte, 13 de maio de 2021
Plogern, Loy, Py (},_ 2 o
Weynner Lopes Rodrigues Geniana Guimardes Faria
Diretor da Escola de Formagao e Subsecretaria de Desenvolvimento da Educagao
Desenvelvimento Profissional de Educadares Basica - SEEMG

‘\\ Nucleos de Tecnologia Educacional

. MINAS e
\\;—- de Minas Gerais A I

ESTADD
EFICIENTE.

- Chdign da valdigda JREDETENTR

Cass S S eabon WRKe & JemToads, Shoue no ink
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Journal of Pharmacological and Toxicological Methods 112 (2021) 107090

Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Pharmacological and Toxicological Methods

ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locatefjpharmtox

=

Croom for

Alloxan as a better option than streptozotocin for studies involving painful &%=
diabetic neuropathy

Paulla Vieira Rodrigues, Bruna Moreira Silva Lemos, Maria Vitoria da Silva,
Tais de Campos Lima, Débora de Oliveira Santos, Jillia Borges Paes Lemes,

Celina Monteiro da Cruz Lotufo”
Departamenin de Fisiolagio, Instituto de Ciencios Biomedics, Universidode Federnl de Uberlondia, Aw. Pard, 1720, Uberiandin #ip Code 35405320, Minas Gernis,
Bruszil
ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Previous data indicate that the diabetogenic substance streptozotocin might act in nocleeptive neurons changing
Mf’-‘“" the sensory signal, regardless of hyperglycemia. In the present article the effects of streptozotocin were compared
T with another diabetogenic drug, alloxan, for disbetes induction in rats. A passible direct effect of these drugs was
:’:::’ tested by means of in vive experiments and in vitro assays using cultured primary nociceptive neurons. Strep-
?;“ tozotocin (17.5 and 35 mg/kg), alloxan (15 and 30 mg/kg) or vehicle were injected in adult male rats and the
Painful disbetic neuropathy animal groups were separated according to glycemic levels. Body mass, glycemia and paw mechanical sensitivity
Streptozotoein were evaluated for 5 weeks. Streptozotocin caused an increase in mechanical sensitivity in both hyperglyeemic
and normoglycemic rats, while alloxan induced mechanical sensitization only in hyperglycemic animals. In-
jection of both substances indwced local inflammation at rat pews; however, only streptozotocin caused signif-
icant mechanical sensitization when injected near to sensory neurons at the dorsal root ganglia. Also,
streptozetocin reatment indoced a reduction in intracellular caleium levels and inhibited capsaicin induced
caleium transients and membrane depolarization. Alloxan did not affect calcium levels or membrane potential in
primary nociceptive neurons. These findings suggest that alloxan might be a better option for animal studies
regarding painful diabetic neuropathy as streptozotocin directly affects nociceptive newrons, probably by
" onti REVIEW
- fr —_tlers_ ¥ published: 17 March 2021
in Neuroscience doi: 10.3389/Mins. 2021627094
e
[

llluminating the Brain With X-Rays:
Contributions and Future
Perspectives of High-Resolution
Microtomography to Neuroscience

Paulla Vieira Rodrigues'®, Katiane Tostes', Beatriz Pelegrini Bosque'=,

Jodo Vitor Pereira de Godoy'2, Dionisio Pedro Amorim Neto'=,

Carlos Sato Baraldi Dias? and Matheus de Castro Fonseca™

! Brazifan Biosckences Mational Labaratory (LNBio), Brazilan Canter for Research in Energy and Materiats (CNPEM),
Campinas, Brazi, © Department of Structural and Functional Biclogy; State University of Campings, Campinas, Brazi,

2 Arazifan Syncheotron Light Aational Lsboratony ([LALS), Brazifan Center for Riesaarch in Energy and Matarials (CHPEM),
Campinas, Srani

The assessment of three-dimensional (30) brain cytoarchitecture at a cellular resolution
OPEN ACCESs  emains a great challenge in the field of neuroscience and constant development of

imanina tarhniiae hae haramea crocial - nadicolads whan it camae a0 Affarinn direect
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iScience @ CelPress
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kitochondrial caldum overoad induced by the commensal gut bacienum Akkermransia
muciniphila secretome leads o g-synuclein aggregation in enteroendoorine cells
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Thez notion hat the gut microbiota plays & role in eurodevelopment, behavior and
outcome of neundegenentive dsorders is recently taking place. A number of sudies
have consisiently reponed a greater abundance of Akkermansia muciniphila in
Parkinson's disease (FD) fecal samples. Neverheless, a fundional link bebween A&
muciniphila and sparadic PD remained unexplored. Hane, we investigabed whather
Mmuriniphila conditioned medium oould infiate the misfolding process of owsymusdein
{o5yni) in enterosndocrine cells {EECs), which are part of the gul epithslium and
DOSSESS Many neunmeslise properses. 'We found that A . mudniphila condiioned

medium is directly modulated by mucin, induces intmcelular caloum (Ca 2+ )
release, and causes increased miochandrial Ca 2+ uptake in EECs, which in turn

leads o produciion of reactiee acpgen species. (ROS) and oSy aggregasion. indeed,
oral adminisiration of l.mn'q:-lil oultivaied in fhe absenos of mudn fo aged mice

also led 1o z5yn aggregation in cholecysiokinin (GO positive enteroendoorine cells.
Mobeworthy, bufienng mitochondrial Ca 2+ reveried all the damaging effects

absersed. Thereby, these molecular insights peovided hene offer evidence: that
bacienal profeirs are capable of indudng oSyn aggregation in emeroendocrine cells.
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