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RESUMO

MARTINS, Michele Rodrigues. Aplicacbes da analise protebmica quantitativa no
estudo de neuroesferas e organoides cerebrais humanos. Dissertacdo (Mestrado em
Bioquimica) — Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2021.

A neurogénese e o desenvolvimento do sistema nervoso humano séo processos de
alta complexidade biolégica. Estudos relacionados ao neurodesenvolvimento séo,
normalmente, baseados em modelos animais que, de certo modo, possuem
limitacbes, devido as suas caracteristicas Unicas e, principalmente, quando
relacionados a origem de mas-formacdes e doencas. Uma delas é disgenesia do
corpo caloso (ACC) é uma ma formacédo congénita em que o corpo caloso, a maior
comissura ligando os dois hemisférios cerebrais encontra-se ausente ou reduzida.
Uma anormalidade que pode ser associada a diversas sindromes e disturbios
neurologicos, com bases moleculares ainda séo pouco conhecidas. Células-tronco de
pluripoténcia induzida (iPSC) permitem a geracdo modelos in vitro do encéfalo
humano, pelo seu potencial de diferenciar-se estruturas teciduais complexas, como
organoides, capazes de organizar, agrupar e recapitular funcdes semelhante a
formacdo in vivo de um 6rgdo. Nesta dissertacdo, organoides cerebrais e
neuroesferas foram obtidos por reprogramacao celular de células sométicas de
doadores saudaveis e pacientes e, estes modelos, foram aplicados em analises
protedmicas. Uma ferramenta poderosa na identificacdo de peptideos, que utilizamos
a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas e a quantificacdo por
ITRAQ, permitindo a identificacdo e quantificacdo relativa, em larga escala, de
proteinas em multiplas condicbes celulares. Trés etapas foram realizadas com
objetivo de compreender as mudancas no perfil proteico desses modelos e nos
processos biologicos atuantes na formacdo do sistema nervoso. Foram realizadas
analises no curso da diferenciacao neural em neuroesferas humanas, visando mapear
vias de sinalizacdo representadas em diferentes estagios da maturacdo. Em
neuroesferas diferenciadas, encontramos proteinas aumentadas nas vias
relacionadas a maturacdo neuronal e direcionamento axonal e proteinas relacionadas
ao ciclo celular diminuidas, mostrando uma boa cobertura do método para estudar

proteinas e vias relacionadas a orientacdo axonal. A protedbmica de organoides



revelou perfil proteico de regibes cerebrais embrionarias, como marcadores de
prosencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo e, além disso, proteinas de retina. A
andlise quantitativa de diferentes tempos de diferenciacédo de organoides mostrou que
a complexidade neural aumenta de acordo com o seu amadurecimento. Processos
relacionados ao crescimento e orientacdo axonal mais expresso em 75 dias e o
aumento de processos bioenergéticos e ao estresse oxidativo em 45 dias revela este
periodo chave na de diferenciacdo de neurdnios. Investigamos também o perfil
proteico de organoides cerebrais gerados a partir de iPSC de um caso de paciente
com ACC total comparado a trés tempos distintos de organoides controles. Algumas
funcdes proteicas recapitulam o perfil inicial da diferenciacdo, como metabolismo de
RNA e ao ciclo celular. No entanto, organoides com ACC possuem caracteristicas
morfolégicas mais desenvolvidas e observamos que o estresse celular diminui, como
ocorre em organoides mais maduros. Proteinas e processos que possuem relagcéo
direta a orientacdo axonal sdo modulados, que podem fornecer novas percepcdes
sobre desenvolvimento e projecdo de axobnios calosos. Em resumo, o presente
trabalho oferece valiosos recursos, tanto pela metodologia proposta quanto nos dados
protedmicos promissores para as questdes estudadas, se destacando na

caracterizacdo de modelos neurais derivados de iPSC.

Palavras-chave: Protedmica quantitativa, IPSCs, neuroesferas, organoides

cerebrais, Disgenesia do corpo caloso, neurodesenvolvimento



ABSTRACT

MARTINS, Michele Rodrigues. Applications of quantitative proteomics analysis in the
study of human brain organoids and neurospheres. Dissertagcdo (Mestrado em
Bioquimica) — Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2021.

Neurogenesis and the development of the human nervous system are processes of
high biological complexity. Studies related to neurodevelopment are usually based on
animal models that, in a way, have limitations, due to their unique characteristics and,
mainly, when related to the origin of malformations and diseases. One of them is
corpus callosum dysgenesis (CHD) is a congenital malformation in which the corpus
callosum, the largest commissure connecting the two cerebral hemispheres, is absent
or reduced. An abnormality that can be associated with several syndromes and
neurological disorders, with molecular bases are still poorly understood. Induced
pluripotency stem cells (iPSC) allow the generation of in vitro models of the human
brain, due to their potential to differentiate complex tissue structures, such as
organoids, capable of organizing, grouping and recapitulating functions similar to the
in vivo formation of an organ. In this dissertation, brain organoids and neurospheres
were obtained by cellular reprogramming of somatic cells from healthy donors and
patients, and these models were applied in proteomic analyses. A powerful tool in the
identification of peptides, we use liquid chromatography coupled with mass
spectrometry and quantification by iTRAQ, allowing the identification and relative
guantification, on a large scale, of proteins in multiple cellular conditions. Three steps
were carried out in order to understand the changes in the protein profile of these
models and in the biological processes involved in the formation of the nervous system.
Analyzes were performed on the course of neural differentiation in human
neurospheres, aiming to map signaling pathways represented at different stages of
maturation. In differentiated neurospheres, we found increased proteins in pathways
related to neuronal maturation and axonal targeting and decreased cell cycle-related
proteins, showing a good coverage of the method to study proteins and pathways
related to axonal guidance. Organoid proteomics revealed a protein profile of
embryonic brain regions, such as forebrain, midbrain and hindbrain markers and, in

addition, retinal proteins. Quantitative analysis of different times of organoid



XI

differentiation showed that neural complexity increases with maturation. Processes
related to axonal growth and orientation more expressed at 75 days and the increase
in bioenergetic processes and oxidative stress at 45 days reveal this key period in
neuron differentiation. We also investigated the protein profile of brain organoids
generated from iPSC from a case of a patient with total CHD compared to three
different times of control organoids. Some protein functions recapitulate the initial
profile of differentiation, such as RNA metabolism and the cell cycle. However,
organoids with ACC have more developed morphological characteristics and we
observed that cellular stress decreases, as occurs in more mature organoids. Proteins
and processes that are directly related to axonal orientation are modulated, which can
provide new insights into the development and projection of callosal axons. In
summary, the present work offers valuable resources, both for the proposed
methodology and in the promising proteomic data for the studied issues, standing out

in the characterization of neural models derived from iPSC.

Keywords: Quantitative proteomics, iPSCs, neurospheres, brain organoids, corpus

callosum dysgenesis, heurodevelopment.



SUMARIO

Resumo

Abreviacdes, simbolos e unidades

Lista de figuras

Capitulo 1: Modelos in vivo do desenvolvimento de tecidos neurais humanos
1.1 Embriogénese e a diferenciacdo celular

1.2 O cérebro humano em desenvolvimento

1.3 Cultura de tecidos tridimensionais: esferdides e organoides
1.4 Modelos de agregados de células neurais

1.4.1 Neuroesferas

1.4.2 Organoides cerebrais

1.4.3 Organoides como modelos de doencas cerebrais
1.5 Modelos neurais da Disgenesia do corpo caloso
Capitulo 2: O estudo protedmico

2.1 A Analise Protedmica

2.1.1 Espectrometria de massas

2.1.2 Abordagens e técnicas protedmicas

2.1.2.1 Protebmica quantitativa

Capitulo 3: Justificativa e Objetivos

3.1 Justificativa

3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo geral

3.2.2 Objetivos especificos

Capitulo 4: Materiais e métodos

4.1. Fluxo de trabalho

4.2 Cultura de células iPSCs humanas

4.3 Cultura e diferenciagcéo de neuroesferas

4.4 Cultura e diferenciacéo dos organoides cerebrais

4.3.1 Cultura e diferenciacéo dos organoides de células de pacientes com ACC

4.5 Amostras para as analises protedmicas
4.6 Extracdo e quantificacdo de proteinas para as andlises quantitativas
4.7 Digestao triptica de proteinas

4.8 Dessalinizagdo de amostras em micro colunas de fase reversa

Xl

Xl
XVI
XVII
20
21
22
25
27
27
28
30
31
35
36
36
38
40
42
43
43
43
44
45
46
47
48
48
49
50
50
51
51



X1l

4.9 Marcacao com iTRAQ 4-plex 51
4.10 Fracionamento de peptideos por cromatografia de interacdo hidrofilica (HILIC)

52
4.11 Analise via espectrometria de massas (LC-MS/MS) 53
4.12 Busca por proteinas baseada em PSM 54
4.13 Andlises estatisticas e de enriquecimento de genes 54
Capitulo 5: Resultados e discussao das analises em neuroesferas 56
5.1 Cultura e diferenciacdo de neuroesferas 57
5.2 Protebmica de neuroesferas 57
5.2.1 Correlacéo das proteinas identificadas 58
5.2.2 Andlise protedbmica quantitativa das neuroesferas 59
Capitulo 6: Resultados e discussao das analises em organoides cerebrais 67
6.1 Prote6bmica de organoides cerebrais 68
6.1.1 Perfil de proteinas identificadas 69
6.1.2 Andlise protedbmica quantitativa de organoides cerebrais 73
6.1.2.1 Proteinas diferenciais do desenvolvimento 77

Capitulo 7: Resultados e discussdo das analises em organoides cerebrais com
Agenesia do corpo caloso 88

7.1 Andlise protedmica quantitativa de organoides cerebrais e organoides cerebrais

de paciente com ACC 89
7.1.1 Proteinas diferenciais entre organoides cerebrais e organoides cerebrais com
ACC 95
Capitulo 8: Conclusdes e perspectivas 113
Referéncias bibliograficas 116

Anexos 141



2D

3D
ACC
ANOVA
ApoE

APPL2

XV

ABREVIACOES, SIMBOLOS E UNIDADES

Bidimensional
Tridimensional

Agenesia do corpo caloso
Andlise de Variancia
Apolipoproteina E

Proteina Adaptadora, do inglés, Adaptor Protein,

Phosphotyrosine Interacting With PH Domain And Leucine Zipper 2

ARPP19

ARX

ATP

ATPase

BCL11B/CTIP2

BDNF

Neurotrophic Factor

C1-THF
CAMs
cc

CCK

kinin, "mover"

CID

dissociation
CLU

CPSF3

Fosfoproteina 19 regulada por CAMP
Do ingés, Aristaless Related Homeobox
Trifosfato de adenosina
Adenosinatrifosfatases

B-cell lymphoma/leukemia 11B

Fator neurotréfico derivado do cérebro, do inglés, Brain-Derived

C-1-tetrahydrofolate
Moléculas de adeséo celular, do inglés, cell adhesion molecules
Corpo caloso

Colecistocinina, do grego chole, "bile"; cysto, "saco/vesicula®;

Dissociacéo induzida por colisdo, do inglés, collision-induced

Clusterina

Fator especifico de clivagem e poliadenilacdo 3, do inglés,

Cleavage And Polyadenylation Specific Factor 3



XV

CRMP1 Proteina mediadora da resposta a colapsina 1, do inglés,

Collapsin Response Mediator Protein 1

CRMP4 Proteina mediadora da resposta a colapsina 4, do inglés,

Collapsin Response Mediator Protein 4

DBI Inibidor de ligacdo ao Diazepam

DCC Netrin receptor DCC

DCX Do inglés, Doublecortin

EBs Corpos embribides, do inglés, embryoid bodies

EIF2AK4 Fator de iniciacdo de tradugao eucariotica 2 a-quinase 4, do

inglés, Eukaryotic Translation Initiation Factor 2 Alpha Kinase 4

ELAVL1 Do inglés, ELAV Like RNA Binding Protein 1

EM Espectrometria de massa

ESCs Células-tronco pluripotentes embrionarias, do inglés, Embryonic
stem cells

ESI lonizacao por eletrospray, do inglés, Electrospray ionization
GABA Acido y-aminobutirico

GO Gene Ontology

GPI Glicose-6-fosfato Isomerase, do inglés, Glucose-6-Phosphate
Isomerase

HCD Dissociacédo de colisdo por alta energia, do inglés, High Energy

Collision Dissociation

HILIC Cromatografia de interacéo hidrofilica, do inglés, Hydrophilic

Interaction Liquid Chromatography

HOXA1 Do inglés, Homeobox Hox-Al
IDOR Instituto D’Or de pesquisa e ensino
iPSC Células-tronco pluripotentes induzidas, do inglés, induced

Pluripotent Stem Cells



XVI

iTRAQ Marcadores isobaricos de quantificacdo absoluta e relativa, do

inglés, Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantification

1z zona intermediaria interveniente, do inglés, intermediate zone
KCC3 Do inglés, K-CI cotransporter

L1CAM Do inglés, L1 Cell Adhesion Molecule

LC Cromatografia liquida, do inglés, Liquid Chromatography
LC-MS/MS Cromatografia liquida associada a espectrometria de massas
MALDI lonizacdo e dessorgao a laser assistido por matriz, do ingés,

Matrix-assisted laser desorption/ionization

MAPK Proteina quinase ativada por mitogénio, do inglés, Mitogen-
Activated Protein Kinase

MRNA Acido ribonucleico mensageiro

MRPS16 Do inglés, Mitochondrial Ribosomal Protein S16

MS Espectrometria de massa, do inglés, Mass Spectrometry
MS/MS Espectrometria de massas sequencial ou em tandem
MTHFD1L Do inglés, Methylenetetrahydrofolate Dehydrogenase (NADP+

Dependent) 1 Like

nLC Nano cromatografia liquida, do Inglés nano Liquid
Chromatography

NOGO Inibidor de crescimento de neurite ou Reticulon 4

NSCs Células-tronco neurais, do inglés, Neural Stem Cells
NUP133 Nucleoporina 133

NUP98 Nucleoporina 98 e 96

NXF1 Fator de exportacdo de RNA nuclear, do inglés, Nuclear RNA

Export Factor 1

PCA Anadlise de componente principal



PLS-DA

PSM
Spectrum Match

RG
RNA
ROBO

ROS

species
RUFY3
SK

SNC
SOD1
SVZ
Syp/VAMP
TCA

T™MT
TUBB2A
TUBB3
TUBB4A
UNC5A
VZ
ZC3H11A

ZEB2

Andlise discriminante por minimos quadrados parciais

Combinacéo de espectro de peptideos, do inglés, peptide

Glia Radial, do inglés, Radial glial
Acido ribonucleico
Roundabout Guidance Receptor

Espécies reativas de oxigénio, do inglés, reactive oxygen

Proteina RUFY3

Sulfaquinina

Sistema nervoso central

Superéxido dismutase, do inglés, Superoxide dismutase
Zona subventricular, do inglés, subventricular zone
Sinaptobrevina

Ciclo do Acido Tricarboxilico, do inglés, Tricarboxylic acid
Do inglés, Tandem Mass Tag

Cadeia B-tubulina 2A, do inglés, Tubulin Beta 2A Class lla

Cadeia B-tubulina 3, do inglés, Tubulin Beta 3 Class Il

Cadeia B-tubulina 4A, do inglés, Tubulin Beta 4A Class IVa

Unc-5 Netrin Receptor A
Zona ventricular, do inglés, ventricular zone
Do inglés, Zinc Finger CCCH-Type Containing 11A

Do inglés, zinc finger E-box binding homeobox 2

XVII



XVIII

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Esquemas ilustrando a fase de neurulagéo. A: Vista dorsal do embri&do humano. B
a F: Cortes transversais de embrides progressivamente mais velhos, ilustrando a formacéao
do sulco neural, tubo neural e crista neural. 23
Figura 2 - Esquematizacdo do desenvolvimento do sistema nervoso central. 24
Figura 3 - Exemplo do progresso de formacao de esferéides, obtidos da linhagem celular MCF-
7. 26
Figura 4 - Esquema resumindo o processo de formacdo de um organoide semelhante ao que

ocorre in vivo, recapitulando caracteristicas de auto-organizacéo do desenvolvimento de um

orgao. 27
Figura 5 - Esquemas que representam a composi¢ao celular e a organizacao do cérebro em
desenvolvimento. 29
Figura 6 - Representacdes do corpo caloso e as diferentes regifes corticais. 32
Figura 7 - Sistemas hibridos ESI LTQ Orbitrap Velos e ESI Q-Exactive Plus. 37
Figura 8 - Representacdo esquematica geral de uma analise protedmica shotgun bottom-up.

38
Figura 9 - Estratégia de marcacao isobarica com iTRAQ 4-plex. 40

Figura 10 - Fluxo de trabalho da analise protedmica quantitativa baseada em iTRAQ da

diferenciacéo de neuroesferas. 46
Figura 11 - Fluxo de trabalho das analises proteémicas em organoides cerebrais. 47
Figura 12 - Neuroesferas cultivadas por 3 dias e 10 dias. 57

Figura 13 - Identificagdo de proteinas em neuroesferas que estdo correlacionadas com
proteinas do cérebro fetal. 58

Figura 14 - Proteinas diferencialmente expressas e seus processos bioldgicos em termos de

GO enriquecidos significativamente os entre 3 dias e 10 dias de diferenciagéo. 60
Figura 15 - Via completa da orientacdo do axdnio. 62
Figura 16 - Cromatograma obtido pelo fracionamento HILIC. 68

Figura 17 - Grafico relacionando regides teciduais e 0os genes das proteinas mais abundantes,
em porcentagem de genes. 69
Figura 18 - Cromatograma obtido pelo fracionamento HILIC. 73
Figura 19 - Esquema exemplificando a identificacdo dos ions reporteres do iTRAQ em
organoides cerebrais. 74
Figura 20 — Qualidade dos dados protedmicos. 76
Figura 21 - Gréafico PCA representando os quatro estagios de diferenciagdo dos organoides
(35 dias em vermelho; 45 dias em azul; 60 dias, em verde; 75 dias, em amarelo). 77

Figura 22 - Proteinas diferencialmente reguladas entre os estagios de diferenciacao. 78



XIX

Figura 23 - Termos GO e reactome [-log10 (valor p)] significativamente enriquecidos em forma
de gréafico de barras dos grupos A e B com mesma tendéncia de expressao. 81
Figura 24 - Termos GO e reactome [-log10 (valor p)] significativamente enriquecidos em forma
de gréafico de barras dos grupos C e D com mesma tendéncia de expressao. 85
Figura 25 - Termos GO e reactome [-log10 (valor p)] significativamente enriquecidos em forma
de gréafico de barras dos grupos E e F com mesma tendéncia de expressao. 86
Figura 26 - Ressonancia magnética da regido encefalica do controle e do paciente com ACC
e 0s respectivos organoides cerebrais com 45 dias de diferenciacéo. 90
Figura 27 - Cromatogramas obtido pelo fracionamento offline HILIC e cada cor corresponde a
uma fracéo ou pool de fragdes analisadas via LC-MS/MS. 91
Figura 28 - Qualidade dos dados protedmicos. 92
Figura 29 - Graficos PLS-DA em 2D e 3D representando os trés estagios de diferenciacdo dos
organoides (45 dias em vermelho; 60 dias, em violeta; 75 dias, em azul) e o organoide com
45 dias com ACC (em verde). 93
Figura 30 - Gréfico representando resultado da validacao cruzada 10-fold do PLS-DA. 94
Figura 31 - Proteinas diferenciais dos organoides com ACC. 96
Figura 32 - Diagrama de Venn das proteinas diferenciais ACC(+), em A, e ACC(-), em B. 97
Figura 33 - Graficos de barra contendo os pares comparativos em que ACC é regulado
positivamente contra os demais tempos diferenciais de organoides. 45 dias, em A (azul); 60
dias, em B (verde); 75 dias, em C (roxo). 105
Figura 34 - Gréaficos de barra contendo os pares comparativos em que ACC é negativamente
regulado contra os demais tempos diferenciais de organoides, 45 dias, em A (azul); 60 dias,
em B (verde); 75 dias, em C (roxo). 109



20

CAPITULO 1

MODELOS IN VITRO DE TECIDOS NEURAIS HUMANOS
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1.1 EMBRIOGENESE E A DIFERENCIACAO CELULAR

A diferenciacdo celular € um processo em que as células se especializam e
passam a adquirir caracteristicas distintas, devido a mudancas na expressao génica
e modificacbes pds-traducionais. Em conjunto com a diferenciagcédo, processos como
proliferacdo, interacdo e organizacdo celular sdo essenciais para a formacédo e
desenvolvimento dos 6érgéos e tecidos do corpo humano.

Durante a embriogénese, a partir de uma unica célula zigoto, outras células,
com essa mesma caracteristica totipotente, sdo geradas e estas, dardo origem a todas
as outras as diferentes células de um organismo. A medida que essas células se
desenvolvem, ou seja, se diferenciam, geram outras células-tronco de mesma
caracteristica indiferenciada, mas com o potencial de diferenciacdo diminuido
(MITALIPOV; WOLF, 2009).

As células-tronco pluripotentes embrionarias (ESCs) sdo geradas apoés a
diferenciacédo de células totipotentes em blastocistos e podem dar origem a qualquer
tipo de célula fetal ou adulta, mas ndo podem organizar um embrido. Essas células
possuem potencial de se diferenciar em qualquer uma das trés camadas germinativas:
endoderma, mesoderma ou ectoderma (MITALIPOV; WOLF, 2009).

A formacéao e desenvolvimento dessas camadas sdo processos fundamentais
na diferenciacéo de todos os tecidos e 6érgaos de um embrido. A camada endoderma
se diferencia em um tubo digestivo e um tubo respiratério no embrido. A derivagcédo do
mesoderma dara origem a regides primitivas a formacéo da derme, dos musculos, dos
0sso0s, do sistema reprodutor, das células sanguineas e linfaticas. O ectoderma se
diferencia em ectoderme cutanea e em neuroectoderme, estes tecidos dardo origem
a epiderme e o sistema nervoso, respectivamente (SADLER, 2016).

O isolamento e adaptacdo das ESCs as fazem capazes de se diferenciar
reprodutivamente, in vitro, em diversos tipos de células distintas (DUSHNIK-
LEVINSON; BENVENISTY, 1995; THOMSON, 1998). Em 2006, células somaticas
foram reprogramadas pela transferéncia de fatores de transcricéo (proteinas Oct3/ 4,
Sox2, c-Myc e Klf4) que poderiam induzir a pluripoténcia nessas células (TAKAHASHI;
YAMANAKA, 2006). Em 2007, foi possivel a geracao de células pluripotentes, a partir
de fibroblastos adultos e outras células somaticas humanas, chamadas de células-
tronco pluripotentes induzidas (iPSC), (TAKAHASHI et al., 2007). Essa técnica levou,
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em 2012, John B. Gurdon e Shinya Yamanaka a receberem o Prémio Nobel de
Fisiologia ou Medicina por sua descoberta.

A criacéo e o desenvolvimento da tecnologia de reprogramacao para geracao
de IPSCs, com caracteristicas semelhantes as células ESCs, a partir de células
adultas, permitiu avanco no estudo de células-tronco, com grande influéncia no campo
da medicina regenerativa e da terapia clinica personalizada (DASHTBAN et al., 2020).
Além disso, esse modelo pode fornecer novos conhecimentos sobre o
desenvolvimento embrionario humano e em processos patolégicos, bem como testes

terapéuticos e descoberta de drogas (LIU et al., 2020)

1.2 O CEREBRO HUMANO EM DESENVOLVIMENTO

O encéfalo humano é uma estrutura altamente regionalizada e heterogénea,
contendo bilhnGes de células nervosas, com um padrdo altamente complexo que
também se reflete no seu processo de desenvolvimento.

A formacao do sistema nervoso no periodo embrionario comeca apoés a fase de
gastrulacéo, com a diferenciacdo de células da camada ectoderma e a formacgéo de
uma placa neural, compondo a regido neuroectoderma, num periodo conhecido como
neurulacédo (SADLER, 2016). O dobramento desta placa dara origem a um tubo neural
e na parte superior em contato com a epiderme, a crista neural, regides embrionarias
que constituirdo o sistema nervoso central (SNC) e o sistema nervoso periférico,

respectivamente.
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Figura 1 - Esquemas ilustrando a fase de neurulacdo. A: Vista dorsal do embrido
humano. B a F: Cortes transversais de embrides progressivamente mais velhos,
ilustrando a formacdo do sulco neural, tubo neural e crista neural. (Adaptado de
MORRE; PERSAUD; TORCHIA, 2013)

O tubo neural representa o sistema nervoso central primitivo, com uma porcao
caudal estreita, a medula espinhal, e uma porcédo cefalica mais larga. Células
neuroepiteliais fazem a composicédo do tubo neural e formam uma matriz chamada
zona ventricular (VZ). A medida que essas células se diferenciam, tornam-se
migratorias formando novas camadas: a zona intermediaria e a zona marginal. Todas
as regides do SNC séo elaboradas com o0 mesmo principio basico, contendo essas
trés camadas (GILBERT; BARRESI, 2019).

O processo de proliferacéo de células faz com que ocorram dilatagbes no tubo

neural e, a partir dessas dilatacdes, h4 a formacédo de estruturas vesiculares
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encefalicas. Essas estruturas sao regibes denominadas como o0 mesencéfalo,
prosencéfalo e rombencéfalo. Posteriormente, estas estruturas formaréo outras novas
estruturas vesiculares secundarias, que dardo origem as demais estruturas neurais

do sistema nervoso adulto.
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Figura 2 - Esquematizagdo do desenvolvimento do sistema nervoso central.
(Adaptado de MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2013).

O inicio da neurogénese comec¢a quando células-tronco neuroepiteliais
comecam a mudar seu modo de divisdo celular, regulam negativamente suas
caracteristicas epiteliais e sdo induzidas a gerar células gliais radiais (RG) que
posteriormente se diferenciam em neurbnios no cortex cerebral (BYSTRON;
BLAKEMORE; RAKIC, 2008). A divisdo celular de RGs geram, além de neurdnios,
progenitores intermediarios e RG basais que se translocam e passam residir na borda
de VZ, formando uma nova zona, a zona subventricular (SVZ) (KELAVA;
LANCASTER, 2016; LUI; HANSEN; KRIEGSTEIN, 2011). Os neurdnios formados
nessas regifes usam 0s processos basais para migrar, através da zona intermediaria
gue possui baixa densidade celular, para a placa cortical externa, formando seis
camadas organizadas de outros neurdnios antecessores (KELAVA; LANCASTER,
2016).

Comparado a modelos animais, o encéfalo humano possui caracteristicas
anicas que os tornam mais complexos em sua morfologia. Os camundongos sdo um
exemplo de modelo usado em diversos estudos relacionados ao desenvolvimento
cerebral embrionario, mas que apesar de sua semelhanca, divergem em diversos

aspectos. Quando comparado o desenvolvimento do coOrtex, a placa cortical em
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humanos é mais expandida, a SVZ é mais desenvolvida (com a separacdo em um
SVZ interno e externo) e o cortex, diferente do camundongo € completamente liso, é
altamente dobrado com numerosos giros e sulcos. (KELAVA; LANCASTER, 2016).
Neurdnios surgem a partir de RG, que pode ser ausente ou pouco e rapidamente
presente em roedores (LUI; HANSEN; KRIEGSTEIN, 2011).

1.3 CULTURA DE TECIDOS TRIDIMENSIONAIS: ESFEROIDES E ORGANOIDES

Um avancgo significativo nos modelos neurais, foi o desenvolvimento de
modelos de cultura em que as células sdo crescidas em agregados tridimensionais
(3D) que oferecem um contexto de que reproduz melhor as intera¢des célula-célula
presentes em tecidos humanos, quando comparado a cultivos de células em
superficies planas (culturas bidimensionais — 2D). O desenvolvimento dos modelos
em 3D deve-se a enorme capacidade de auto-organizacdo das células-tronco
pluripotentes, que podem se diferenciar em estruturas similares a tecidos quando
submetidos a fatores de diferenciagéo. A agregacao in vitro de células ESC ou iPSC
leva a formacdo de corpos embridides (EBs) que compreendem as trés camadas
germinativas embrionarias (ITSKOVITZ-ELDOR et al., 2000). Os EB contém células
de endoderma, mesoderma e ectoderma e sdo capazes de receber instrucdes para o
desenvolvimento, semelhantes as do embrido inicial (ITSKOVITZ-ELDOR et al.,
2000).
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Figura 3 - Exemplo do progresso de formacdo de esferéides, obtidos da linhagem
celular MCF-7. (Adaptado de BIALKOWSKA et al., 2020).

Organoides sdo agregados de células que podem ser diferenciados em
estruturas teciduais semelhantes ao tecido humano (KIM, J.; KOO; KNOBLICH, 2020;
ROZICH; BLAIR; BURKHART, 2020). Estes, caracterizam-se por conter tipos de
células diferentes, especificas do 6rgdo ao que remetem; ter a capacidade de
recapitular alguma funcéo especifica deste 6rgéo; e apresentar células organizadas
em citoarquitetura similar ao 6rgao (LANCASTER; KNOBLICH, 2014). Organoides ja
foram desenvolvidos para diversos 6rgaos incluindo figado, rins, intestino e cérebro
(LANCASTER; KNOBLICH, 2014). Devido a semelhanca extraordinaria aos tecidos,
podem ser muito Uteis na modelagem de doencas. Além disso, também podem

fornecer respostas sobre a organogénese humana.



27

Diferenciacédo
de IPS

\ 4

Separacéo de
células

A 4

Linhagem
espacialmente
definida

\ 4

Organoide

Figura 4 - Esquema resumindo o processo de formacao de um organoide semelhante
ao que ocorre in vivo, recapitulando caracteristicas de auto-organizacdo do
desenvolvimento de um 6rgdo. (Adaptado de LANCASTER; KNOBLICH, 2014).

1.4 MODELOS DE AGREGADOS DE CELULAS NEURAIS

1.4.1. Neuroesferas

Em 2001, colbnias de células ES cresceram como EBs flutuantes e foram
direcionados a uma linhagem neural para gerar grupos de células neuroepiteliais que
se auto-organizam para formar rosetas, com caracteristicas que lembram o tubo
neural embrionario, recapitulando as propriedades in vivo do RG e exibindo uma
organizacdo que lembra VZ e SVZ (ZHANG, et al., 2001).

Neuroesferas séo agregados celulares gerados a partir de iPSC ou a partir de
progenitores neurais, que sofrem indugdo para diferenciacdo neural. Durante a

diferenciacéo, as neuroesferas apresentam marcadores para neurbnios e astrocitos.
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As neuroesferas trazem como vantagem a possibilidade de representar interacdes
celulares complexa, envolvendo neurénios, astrécitos e progenitores, entretanto nao
hé formacdo em estratos similares ao tecido cerebral. Esse modelo tem sido usado
no estudo de do desenvolvimento neural, em doengas neuroldgicas; e como modelos
para aplicacdes farmacologicas e de drogas neurotoxicas (ASSIS-DE-LEMOS et al.,
2020; PAMPALONI; REYNAUD; STELZER, 2007; PARK et al., 2021; SIRENKO et al.,
2019; WOODRUFF et al., 2020).

1.4.2. Organoides cerebrais

Organoides cerebrais possuem maior complexidade tecidual, com alta
similaridade no desenvolvimento inicial do cértex humano, com zonas progenitoras
semelhantes; SVZ expandidas, contendo também um SVZ externo; possui neurénios
localizados em camadas que reproduzem a organizacdo do cértex humano; com
organizacédo rudimentar da zona intermediaria e com uma zona precursora da placa
cortical (DI LULLO; KRIEGSTEIN, 2017; LANCASTER et al., 2013).
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Figura 5 - Esquemas que representam a composi¢cao celular e a organizagdo do
encéfalo em desenvolvimento. A: Representacdo laminar de estagios iniciais do
desenvolvimento do cérebro humano e de organoides cerebrais, possuem um nivel
morfologico de complexidade semelhante. (Adaptado de KEVALA; LANCARTER,
2016) B: Representacdo laminar de um organoide cerebral tipico, do cortex humano
e de um camundongo em desenvolvimento. O cortex humano e 0s modelos
organoides humanos compartilham uma zona subventricular expandida (SVZ), que
contém um SVZ externo (OSVZ). Células gliais radiais externas (0RGS), caracteristica
da SVZ humana, sao identificadas também organoides. (Adaptado de DI LULLO;
KRIEGSTEIN, 2017)

Essas culturas em 3D séo recentes no estudo cerebral in vitro, recapitulando
muitas caracteristicas neurais embrionarias, com semelhancas extraordinarias na
citoarquitetura, na diversidade celular e na maturagdo durante o desenvolvimento
(CHIARADIA; LANCASTER, 2020). A medida que as estruturas 3D dos organoides
do cérebro se desenvolvem, diferentes tipos de células proliferam, migram e se
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diferenciam. Astrécitos, neurbnios, oligodendrécitos, microglia e até mesmo a
reconstrucdo de vasculaturas foram gerados em organoides cerebrais
(PORCIUNCULA et al., 2021). Os protocolos para este tipo de cultura sdo
diversificados e podem ser adequados quanto a complexidade e a especificidade, com
meétodos que enfoque em regides cerebrais especificas, gerando modelos com maior
homogeneidade ou em métodos que permita geracdo de sistemas complexos, com
conexdes e interacdes de varias regides cerebrais (SIDHAYE; KNOBLICH, 2021).

Além disso, varios fenébmenos bioldgicos que séo especificos aos humanos nao
sdo passiveis de reproducdo em modelos animais e esse tipo de cultura celular
constitui uma melhoria na geracéo de sistemas modelo, com diversos tipos de células
que estdo em condi¢cdes semelhantes aquelas encontradas no corpo humano (KIM,
J.; KOO; KNOBLICH, 2020). Um protocolo para geracdo de organoide de todo o
encéfalo foi aplicado em modelos para microcefalia, reducdo cerebral causada pela
producao insuficiente de progenitores neurais e neurdnios durante o desenvolvimento
fetal. A semelhanca de VZ facilitou o estudo in vitro das divisdes celulares orientadas
em humanos. iIPSCs de pacientes com mutacdo CDK5RAP2 foram usadas para
produzir os organdides que revelaram uma diminuicdo nas divisdes celulares
simétricas, responsaveis pela expansdo dos progenitores neurais, a reducdo das
regides neurogénicas e também a neurogénese prematura (LANCASTER et al., 2013;
PORCIUNCULA et al., 2021).

1.4.3 Organoides como modelos de doencas cerebrais

Os protocolos para culturas neurais estdo em constante evolucdo, sendo eles
direcionados a resolver questdes relacionadas ao desenvolvimento cerebral e, ndo sé
ele, mas também as doencas e distirbios que acometem o sistema nervoso. Alguns
mecanismos de doencas cerebrais e novos fenotipos de doencas ja foram
investigados atraves da cultura 3D, por sua semelhanca e capacidade de recapitular
os processos de diferenciacdo, proliferacdo e morte celular. S&o prototipos com
fisiologia semelhantes a complexidade neuronal, ideais para modelar o
comportamento celular do sistema nervoso central, bem como manifestar falhas
funcionais e alteracbes patolégicas associadas a diversos distarbios que
anteriormente n&o era possivel usando culturas bidimensionais de células neuronais
(COLLINS; HAIGH, 2017).
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A possibilidade de se utilizar células progenitoras de pacientes especificos,
originadas a partir da reprogramacéo génica de células somaticas, permitiu simular
doencas e identificar alteracbes na formacdo cerebral do paciente da célula
reprogramada. Os esferoides e organoides sdo um avanco da neurociéncia no estudo
da origem e do desenvolvimento de doencas, que eram dificultados pela inviabilidade
de amostras ou por limitagdes dos modelos pré-existentes.

Em Shou et al., (2020), e Knoblich; Sidhaye (2021), foram revisadas aplicacdes
de organoides cerebrais na modelagem de doencas do sistema nervoso. Dentre os
trabalhos publicados, baseados na cultura de organoides, eles séo relacionados a
disturbios do neurodesenvolvimento, fenotipos relacionados a microcefalia e
macrocefalia, transtorno do espectro do autismo (ADS e Sindrome de Rett); doencas
neurodegenerativas, como doenca de Parkinson, Alzheimer e deméncia
frontotemporal; doencas infecciosas do SNC; disturbios psiquiatricos; transtornos
relacionados a epilepsia; e efeitos da exposicdo aguda e cronica a toxinas. (SHOU et
al., 2020; SIDHAYE; KNOBLICH, 2021).

1.5 MODELOS NEURAIS DA DISGENESIA DO CORPO CALOSO

Uma das propostas do nosso trabalho é verificar vias e mecanismos que podem
ter associacao a ma-formacédo congénita do corpo caloso, deformidade que ocorre em
aproximadamente 1:4000 nascidos vivos e esta associada a sindromes humanas
(PAUL et al., 2007). A metodologia desenvolvida no presente trabalho foi aplicada no
estudo de organoides cerebrais gerados a partir de iPSCs obtidas através da
reprogramacao de células de pacientes com disgenesia do corpo caloso (ACC).

O corpo caloso (CC) é uma regido cerebral composta por fibras nervosas que
conectam os dois hemisférios cerebrais. O CC é formado principalmente por axénios
neurdnios piramidais, projetados de regides corticais, com conexdes do tipo inter-
hemisféricas, distribuidas de forma organizada em diferentes areas de conexdes
(FAME; MACDONALD; MACKLIS, 2011). Regibes calosas que conectam areas pre-
frontais e temporoparietal sdo caracterizadas por fibras pouco mielinizadas, finas e de
condugdo lenta, enquanto nas regides que conectam as areas responsaveis por
funcbes sensoriais, motoras e cognitivas, sdo de fibras altamente mielinizadas de
condugéo rapida com maior didmetro (ABOITIZ; MONTIEL, 2003). Essas fibras
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nervosas fortemente mielinizadas fazem do CC uma estrutura de substancia branca e

com papel integral na transferéncia inter-hemisférica dessas funcoes.

Esplénio S :

Rostro -

Figura 6 - Representacdes do corpo caloso e as diferentes regides corticais. A: Secao
transversal do cérebro com destaque da regido do corpo caloso, em cinza, com a
identificagdo das principais divisées do corpo caloso. B: Diferentes areas do cortex
onde as fibras do corpo caloso se originam e a se¢édo do corpo caloso onde essas
fibras se cruzam para o outro hemisfério. (Adaptado de BAYNES, 2002)

A formacao do CC inicia-se na 12 a 13 semanas de gesta¢cao, quando as fibras
rudimentares cruzam a linha média até seus alvos, dando origem as primeiras
conexdes corticais. No entanto, a formacao e manutencao do corpo caloso depende
de varios eventos em conjunto para o crescimento e a orientacao correta de axénios
calosos. Os ax6nios que formam o corpo caloso surgem principalmente de neurénios
formados nas camadas corticais Il / 1ll, V e VI, juntamente com outros neurdnios de
mesma camada (DONAHOO; RICHARDS, 2009; FAME; MACDONALD; MACKLIS,
2011).

O processo para a formacdo completa do CC comeca durante o
desenvolvimento cortical, pois sua formacao € dependente da geracao dos neurdnios

calosos, a partir de células progenitoras na zona ventricular, da migracao correta
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desses neurdnios e de sua diferenciacdo. A maturacdo dos neurbnios de projecao
calosa ocorre conforme esses neurdnios estabelecem seus circuitos e conexdes
singpticas com seus alvos no hemisfério oposto (FAME; MACDONALD; MACKLIS,
2011). Para que essas conexdes ocorram, etapas de desenvolvimento caloso séo
auxiliadas e reguladas por diversos mecanismos e fatores.

A orientacédo dos ax6nios é importante processo na formacéo do encéfalo, no
gual os neurdnios estendem seus axonios, frequentemente por longas distancias, para
alcancar alvos especificos (CHILTON, 2006). Os axo6nios precisam ser guiados
adequadamente para formar as conexdes sinapticas, por meio de sinais de atracéo e
repulsédo do cone de crescimento presentes na ponta do axdnio e requerem interacdes
altamente conservadas entre ligantes extracelulares e ligantes transmembranares
com seus receptores (RUSSELL; BASHAW, 2018). Vias de sinalizacdo exercem
controle sobre o movimento das células e axénios, de modo que se tornam criticas
para estabelecer a conectividade neuronal adequada e alocar células funcionalmente
especializadas para subdivisées do SNC e do sistema nervoso periférico (SUTER;
JAWORSKI, 2019).

Os neurénios formados devem diferenciar e migrar para locais adequados que,
por meio de receptores, irdo direcionar axénios em direcdo a linha média (RAYBAUD,
2019). Mdltiplas estruturas gliais estdo presentes na linha média, expressam sinais
para guiar o cruzamento dos axdnios e 0s primeiros axdnios a cruzar a linha média
surgem, expressam o receptor de orientacdo neuropilina 1, desempenhando papel
importante orientacdo durante a formacao do corpo caloso (PAUL et al., 2007; PIPER
et al., 2009). Apés o cruzamento da linha média, respondendo a moléculas de
orientacdo, 0s axodnios crescem no hemisfério oposto em direcdo a um alvo
direcionado, que geralmente € homotdpica, com mesma regido de origem, ou pode
também ser heterotopica, com regides diferentes como alvo (PAUL et al., 2007;
RAYBAUD, 2019).

As falhas durante as diversas etapas do processo de desenvolvimento do CC
resultam na ACC congénita. As causas para casos da ma-formacéao total ou parcial
podem ser resultado de fatores genéticos, infecciosos, vasculares ou téxicos (PAUL,
2011). Nos casos de ACC, em torno de 10% possuem anomalias cromossomicas, 20-
35% sindromes genéticas reconheciveis, mas nos individuos com Agenesia (sem
formacéo do CC), 75% dos casos ndo tém uma causa identificada (BEDESCHI et al.,
2006; SCHELL-APACIK et al., 2008). A maioria dos genes ja associados a ACC
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codifica proteinas que possuem papéis importantes no desenvolvimento embrionario,
envolvendo a migracdo dos neurbénios (ARX), o desenvolvimento, organizacao e
manutenc¢ao do tecido nervoso (L1CAM, KCC3, ZEB2) ou ainda a sintese de proteinas
mitocondriais (MRPS16) (PAUL et al., 2007). A ACC possui complexidade genética
associada a diversas sindromes e esses fatores supracitados mostram que tais genes
modificadores ndo sdo somente a causa para sua ocorréncia, muitas delas ndo sao
nem identificadas. Sendo assim, possivelmente exista uma regulacéo fina de vias,
ativadas por moléculas guia, presentes durante o desenvolvimento encefalico.
Mudancas no proteoma global de organoides cerebrais vindos de pacientes
com ACC poderéo indicar vias e processos envolvidos na formacéao calosa, visto que
seu desenvolvimento pode ser afetado pela interrupcéo da neurogénese, padrao da
linha média telencefélica, migracdo e especificacdo neuronal, orientacdo axonal e

desenvolvimento pos-orientacdo (EDWARDS et al., 2014).
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CAPITULO 2

O ESTUDO PROTEOMICO
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2.1 A ANALISE PROTEOMICA

No final do século passado, houve um grande avan¢o na &rea gendmica e
diversas técnicas de sequenciamento de genes foram desenvolvidas.
Consequentemente, com desenvolvimento em grande escala dessas técnicas,
diversos genomas completos foram sequenciados, porém novas perguntas, em
relacdo a fungdes bioldgicas, continuaram a surgir.

O termo proteoma e protedmica surge na década de 1990, descrito como
mapeamento de produto génico (proteinas) de um determinado organismo em uma
determinada condicéo biologica (WASINGER et al., 1995; WILKINS et al., 1996). A
protedmica se estabeleceu como uma nova ciéncia no estudo de quimica de
proteinas, com técnicas visando a identificacdo de proteinas em escala gendmica e
também analise das funcbes proteicas, modificacdes pds-traducionais, localizagéo
celular e interacdes proteina-proteina (CRAVATT; SIMON; YATES lll, 2007; JAMES,
1997). A gendmica e a protedbmica sdo campos correlacionados. Entretanto, as
informacdes protedmicas sdo diferentes das obtidas somente pelo sequenciamento
gendbmico. As andlises protedbmicas possuem investigacdes mais complexas,
dindmicas e revelam diferentes informacdes e condicbes reais sobre o estado
biol6gico numa célula ou tecido.

O progresso da protedbmica caminhou com o desenvolvimento de diversas
técnicas analiticas e computacionais. Técnicas como a separacdo de
peptideo/proteina por cromatografia liquida de alta eficiéncia e principalmente a
espectrometria de massa (EM) foram cruciais para o sucesso dessa disciplina, que
hoje € indispensavel para a biologia molecular, celular e para o crescimento da
biologia de sistemas (AEBERSOLD; MANN, 2003; JAMES, 1997).

2.1.1 Espectrometria de massas

A Espectrometria de massas (EM) atualmente € a técnica ouro na analise
prote6bmica e suas medi¢cdes sdo realizadas em analitos ionizados em fase gasosa.
Basicamente ele é constituido por uma fonte para ioniza¢cao; um analisador, que ira

medir a razao massa-carga (m/z) dos ions dos analitos; e um detector que registra o
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namero de ions em cada valor m/z. Dois tipos de fonte de ions tornaram possiveis a
analise de peptideos e proteinas por serem técnicas mais brandas de ionizacao, o
MALDI (do inglés, Matrix-assisted laser desorption/ionization), que € uma técnica que
0 analito cristalizado em uma matriz composta por um acido organico de massa
molecular é ionizado por volatilizacdo promovida por um laser UV (TANAKA et al.,
1988); e 0 ESI (do inglés, Electrospray ionization) que promove a nebulizacéo de ions
do analito soluto em fase liquida sob acdo de um campo elétrico, em baixa presséo
atmosférica (FENN et al., 1989). O ESI ganhou popularidade imediata devido a
facilidade com que poderia ser implementado com diversas técnicas populares de
separacao como a cromatografia em fase liquida (AEBERSOLD; GOODLETT, 2001).

O analisador de massa é o protagonista em um EM. Em protebmica, seus
parametros-chave sdo sensibilidade, resolucéo, precisdo de massa e a capacidade
de gerar espectros de massa de ions ricos em informacdes a partir de fragmentos de
peptideos (AEBERSOLD; MANN, 2003). Existem diversos tipos de analisadores que
podem ser combinados em um sistema de EM, formando sistemas de EM hibridos.
Com isso, andlises de proteinas avancaram ao longo dos anos por conta de
instrumentos melhores em resolucdo, acuracia, sensibilidade e velocidade que
puderam ser desenvolvidos (YATES; RUSE; NAKORCHEVSKY, 2009). Neste
trabalho, foram utilizados dois modelos de sistema de EM hibridos: ESI LTQ Orbitrap
Velos e ESI Q-Exactive Plus.
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Figura 7 - Sistemas hibridos ESI LTQ Orbitrap Velos e ESI Q-Exactive Plus. Adaptado

de thermo fisher scientific®

2.1.2 Abordagens e técnicas protedbmicas

Umas das estratégias mais usadas na protebmica é a estratégia “bottom-up”,
refere-se a caracterizacéo de proteinas por meio da andlise de peptideos liberados da
proteina, por meio de protedlise. Os peptideos sdo mais faceis de serem fracionados,
ionizados e analisados do que proteinas intactas. A andlise realizada em uma mistura
de proteinas, ela é chamada de protedmica shotgun, que fornece uma medicdo
indireta de proteinas por meio de peptideos derivados da digestdo proteolitica
(ZHANG, Y. et al., 2013).
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Figura 8 - Representacdo esquematica geral de uma analise protedmica shotgun
bottom-up. (Adaptado de SCHUBERT et al., 2017).

A protedlise, comumente usada, € realizada por meio de reac¢fes utilizando
enzimas, que possuem sitios especificos de clivagem de diferentes aminoacidos. A
proteina mais comum para esse fim é a Tripsina e sua acao de clivagem ocorre logo
apos residuos de arginina (R) e lisina (K) (no sentido C-terminal, ndo acompanhados
de prolina (P)). Embora o ESI seja um método poderoso e relativamente imparcial
para a introducéo de peptideos na fase gasosa, ele pode ser facilmente prejudicado
pela supresséao de ionizagao.

Peptideos altamente abundantes derivados de uma amostra biolégica de alta
complexidade pela supressdo de ionizacdo ofuscam parcialmente a deteccdo de
outros peptideos presentes na mistura (SANDRA et al., 2009; ZHANG, Y. et al., 2013).
A separacdao de peptideos por cromatografia liquida é critica para a sua deteccdo em
uma mistura proteica complexa, uma vez que as diferencas de carga e hidrofobicidade
podem ser exploradas (ZHANG, Y. et al., 2013).

No entanto, mesmo com a técnica de cromatografia liquida associada a EM
(LC-MS/MS), a analise de amostras altamente complexas ainda sim permanece
desafiadora. A clivagem triptica na proteémica bottom-up gera centenas de milhares
de peptideos numa amostra e com grandes diferencas de concentracao, que resulta
em um numero reduzido de identificacbes peptidicas e aumento na variabilidade da
analise (ZHANG, X. et al., 2010). Uma forma melhorar a andlise protedmica de
amostras biologicas é utilizar sistemas de cromatografia liquida multidimensional, em
gue dois ou mais métodos ortogonais de separacéo independentes sao usados para
maximizar a capacidade de pico e as detec¢cdes no EM (SANDRA et al., 2009). Um
exemplo de seletividade complementar € a combinag&o da cromatografia de interacao
hidrofilica (HILIC) com a cromatografia liquida de fase reversa em pH &cido, que sdo

altamente ortogonais e juntas formam um sistema ideal para separacdo de amostras
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complexas contendo compostos polares, como peptideos e proteinas (XIE; SMITH,;
SHEN, 2012; ZHANG, X. et al., 2010).

1.1.2.1 Prote6mica quantitativa

A partir dos dados que a protedbmica baseada em EM fornece, podemos
descobrir biomarcadores, mecanismos e processos que estdo relacionados a
abundancia das proteinas. A quantificacdo de proteinas € um ponto importante nos
estudos de biologia de sistemas, porque pode prover informacdes sobre o estado de
uma célula ou tecido sob diversas condicfes

Diversas abordagens para protedOmica quantitativa foram desenvolvidas ao
longo do tempo e, no geral, sdo estratégias baseadas em marcacao (label-dependent)
ou sem marcacao (label-free). Além disso é possivel fazer a quantificacdo absoluta,
em gue se determina a concentracdo da proteina, e/ou a quantificacdo relativa, em
gue se estima mudancas na abundancia na proteina (BANTSCHEFF et al., 2012,
SCHUBERT et al., 2017).

A marcacao isotdpica é um padréo outro na quantificacao relativa de proteinas.
A marcacdo é realizada antes da analise por MS/MS, pela aplicacdo de is6topos
pesados de C, H, N e O e pode ser introduzida em proteinas por meios metabdlicos
ou por meio de processos de derivatizacdo quimica (RAUNIYAR; YATES, 2014). Um
desses meétodos por derivagdo € utilizando marcadores isobaricos, que possuem
massa total idéntica, quando os peptideos sdo marcados, mas cada um possui uma
variante isotdpica diferente. S&o comercializados como iTRAQ (Isobaric Tags for
Relative and Absolute Quantification) ou TMT (Tandem Mass Tag).

Este tipo de marcacéo permite que as amostras sejam agrupadas e analisadas
simultaneamente em LC-MS/MS. Os peptideos sdo submetidos a ionizacdo por
eletrospray e, no espectrdmetro de massa, ocorrem dois niveis de medicdo em
tandem (AEBERSOLD; MANN, 2003). Primeiramente, um analisador de massa mede
m/z de ions dos peptideos gerando o espectro MS!. Em seguida, uma lista desses
peptideos é selecionada e isolada para fragmentacdo e sdo detectados valores m/z
de ions fragmentados resultantes gerando espectros de MS? ou MS/MS
(AEBERSOLD; MANN, 2003; SCHUBERT et al., 2017). Os peptideos de mesma

sequéncia de diferentes amostras aparecem com um pico Unico no MS*! e durante o
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evento de MS? séo gerados picos de ion repérter, com as massas distintas, e picos de
ion fragmentados do peptideo.

Para aumentar o nimero de peptideos processados, a aquisicdo dependente
de dados (DDA) é o método mais comum utilizado para controlar o processo de
aquisicao dos espectros em analises shotgun (GRAUMANN et al., 2012). Os métodos
DDA realizam uma varredura de precursor e selecionam-se o0s ions mais abundantes
no MS1, com a criagdo de uma lista de exclusdo dinamica de precursores. As
informacdes processadas sdo armazenadas em um arquivo bruto que é pode ser
analisado com um algoritmo de busca baseado nas correspondéncias de espectro de
peptideos (PSMs) tedricos, por simulacdes in silico de um banco de dados existente
e 0s espectros experimentais (GOLDFARB; WANG; MAJOR, 2016).
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precursor, durante MS?, os quatro ions repérter aparecem como massas distintas

entre m/z.
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CAPITULO 3
JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
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3.1 JUSTIFICATIVA

As células iPSC podem ser diferenciadas em tipos distintos de neurénios e
constituem uma ferramenta para explorar o0 mecanismo de disturbios neuroldgicos
humanos, o que pode contornar os problemas levantados pela divergéncia entre os
tipos de células e espécies (IMAIZUMI; OKANO, 2014; ONDER; DALEY, 2012).
Igualmente, as células iIPSC sdo um excelente modelo para estudar o
neurodesenvolvimento humano e até o momento, ndo existem estudos em ACC com
o modelo de células reprogramadas.

A reprogramacao de células soméaticas obtidas a partir da urina de pacientes,
por ser um método ndo-invasivo, se torna mais adequado para a obtencdo de
amostras, visto que em grande parte dos estudos héa diversas limitacdes relacionadas
inviabilidade de amostras de tecidos obtidas de pacientes vivos e também nos
modelos animais existentes, contornando pela divergéncia entre os tipos de células e
espécies.

O modelo 3D in vitro consiste na utilizacdo de células obtidas de bancos
celulares e de paciente com ACC reprogramadas e diferenciadas em diferentes
tecidos a partir da formacédo de modelos teciduais. Usamos uma estratégia baseada
em rotulagem iTRAQ para analisar o perfil proteico em diferentes situacbes: Do
processo diferenciacdo de neurbnios no SNC, em neuroesferas; ao longo do
desenvolvimento neural, em organoides; e de organoides de células de paciente com

ACC comparado a diferentes controles.

3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo geral

Implementar uma metodologia robusta para a andlise protebmica quantitativa

de modelos neurais de cultura in vitro para identificar e quantificar proteinas chaves

no processo de desenvolvimento de neuroesferas e organoides cerebrais humanos.
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3.2.2 Objetivos especificos

Analisar quantitativamente o proteoma de neuroesferas e organoides cerebrais
humanos, utilizando a espectrometria de massa juntamente a estratégia de marcacao
isobarica com iTRAQ 4-plex.

Comparar quantitativamente os perfis proteébmicos de neuroesferas cultivadas e
estudar a influéncia de proteinas na diferenciacdo celular neuronal.

Determinar o proteoma de organoides

Comparar quantitativamente os perfis proteémicos de organoides Verificar o perfil das
proteinas diferencialmente expressas ao longo do desenvolvimento.

Comparar o perfil de proteinas de organoides controles, em diferentes tempos, com
organoides gerados um paciente com disgenesia total do corpo caloso (ACC)
Estudar as vias e processos relacionados as proteinas diferencialmente reguladas em
ACC

Comparar os resultados quantitativos com a literatura para compreender as mudancas
no perfil proteico e determinar proteinas e processos chaves durante o

desenvolvimento dos neurdnios.
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CAPITULO 4

MATERIAIS E METODOS
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4.1 FLUXO DE TRABALHO

Foram realizados estudos utilizando a abordagem da protedmica quantitativa
com marcadores isobaricos quimicos, o iITRAQ. As analises de neuroesferas foram
realizadas em uma fase experimental, onde foram utilizadas duas replicatas biolégicas
de neuroesferas em culturas rotacionais em suspensdo com meio de diferenciacao

em dois tempos, por 3 e 10 dias. A figura 10 ilustra um esquema simplificado desta

etapa.
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Figura 10 - Fluxo de trabalho da andlise prote6mica quantitativa baseada em iTRAQ

da diferenciacdo de neuroesferas.

As andlises de organoides cerebrais foram realizadas em trés fases
experimentais. A primeira etapa consistiu em obter o proteoma total dessa cultura. Foi
feita a partir de um pool de organoides do menor estagio de diferenciacdo, com 35
dias, em duplicata biolégica. A figura 11-A, ilustra um esquema simplificado de como
foi realizada esta andlise. A segunda etapa consistiu em uma analise quantitativa,
comparando diferentes tempos de diferenciacdo do organoide. Foi utilizado
novamente pool de organoides de quatro diferentes estagios (35 dias, 45 dias, 60 dias
e 75 dias) em uma estratégia utilizando marcacao isotépica estavel, label-dependent,
para a quantificacdo das proteinas. A figura 11-B, ilustra um esquema simplificado de
como foi realizada esta analise. A terceira etapa consistiu em uma outra analise label
dependent comparando organoides cerebrais, obtidos por IPS reprogramadas de
células de paciente com ACC, com organoides cerebrais em diferentes tempos de
diferenciacdo. Foram utilizados pool de organoide cerebrais de trés estagios

diferentes (45 dias, 60 dias e 75 dias) em comparacdo com organoides proveniente
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de células de pacientes com ACC, em triplicata bioloégica. A metodologia de analise

esta resumida na figura 11-C.
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Figura 11 - Fluxo de trabalho das analises proteémicas em organoides cerebrais. A:
Andlise label-free dos organoides cerebrais de 35 dias de diferenciacdo. B: Analise
label-dependent (iTRAQ) dos organoides cerebrais em diferentes tempos de
diferenciacéo. C: Analise label-dependent (iTRAQ) comparando organoides cerebrais
obtidos por IPS reprogramadas de células de pacientes com ACC, com organoides

cerebrais de diferentes tempos de diferenciagao.

4.2 CULTURA DE CELULAS iPSCs HUMANAS

As IPSCs humanas foram obtidas no repositorio do Coriell Institute for Medical
Research (GM23279A) do repositorio de células NIGMS Human Genetic Cell
Repository ou produzidas internamente com o kit de reprogramacgdo Sendai
CytoTune™ - iPS 2.0 (Invitrogen) a partir de fibroblastos da pele (DA SILVEIRA
PAULSEN et al., 2012) ou células epiteliais da urina (SOCHACKI et al., 2016). As

IPSCs humanas foram mantidas em meio Stem Flex (Thermo Fisher Scientific), em
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placas revestidas com Matrigel (BD Biosciences) a 37°C, em ar umidificado com 5%
de CO2. Os meios de cultivo eram trocados diariamente para evitar a diferenciacao
de culturas. As colbnias foram divididas manualmente ao atingir 70-80% da
confluéncia. A diferenciagéo para NSCs foi induzida por cultivo em meio de indugdo
neural PSC, contendo meio Neurobasal e suplemento de inducéo neural (Thermo
Fisher Scientific), de acordo com o protocolo do fabricante. O meio foi trocado em dias
alternados até o dia 7, durante o qual as NSCs foram divididas e expandidas em meio
de expansao neural (1:1, Advanced DMEM / F12 e meio Neurobasal) com suplemento

de inducédo neural (Thermo Fisher Scientific).

4.3 CULTURA E DIFERENCIACAO DE NEUROESFERAS

A geracdo de neuroesferas e sua diferenciacdo foi feito em parceria com o
Instituto D’Or de Pesquisa e Ensino (IDOR) conforme descrito em Neuroesferas para
andlise protedmica foram preparadas em suspensao da seguinte forma: ao atingir
90% de confluéncia, NSCs foram destacados da placa usando accutase (Merck
Millipore), centrifugados a 300 xg por 5 minutos e ressuspensos em meio de inducéo
neural com DMEM 1: 1/ F12 (Life Technologies) e meio Neurobasal (Thermo Fisher
Scientific) suplementado com 1x N2 (Invitrogen) e 1x B27 (Thermo Fisher Scientific).
3 x 108 NSCs foram colocados em cada pogo de uma placa de 6 pocos e cultivados
em um agitador orbital a 90 rpm por 3 ou 10 dias a 37 ° C em ar umidificado com 5%
de CO2. O meio foi trocado a cada 3-4 dias (CASAS et al., 2018).

4.4 CULTURA E DIFERENCIACAO DOS ORGANOIDES CEREBRAIS

A geracdo de organoides e sua diferenciacdo foi feito em parceria com o
Instituto D’Or de Pesquisa e Ensino (IDOR) conforme descrito em GOTO-SILVA et al.
(2019). Colodnias de iPSC cultivadas em placas de seis pocos foram dissociadas com
1 ml de solucéo de descolamento de células Accutase (MPBio, EUA) por 4 min a 37 °
C e 1 ml de solugao salina tamponada com fosfato (PBS; LGC Biotechnology, EUA)
foi entdo adicionado. A solucao resultante foi transferida para um tubo coénico de 15
mL e 20 ul de inibidor de Rho-quinase 10 mM (ROCKI, Y27632; Merck Millipore, EUA)
foram adicionados antes da centrifugagcéo para obter uma concentracao final de 10

MM. As células foram contadas em um hemocitdmetro e centrifugadas a 300 x g por 4
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minutos. As células foram plagueadas em meio hESC contendo 50 uM de ROCK:i e 4
ng/ml de b-FGF. O meio hESC continha 20% de substituicdo de soro sem BSA (Life
Technologies), 3% de soro fetal bovino de qualidade ESC (Thermo Fisher Scientific,
EUA), 1% de GlutaMAX (Life Technologies, Canada), 1% de aminoacidos n&o
essenciais de meio essencial minimo ( MEM-NEAAs; Life Technologies), 0,7% de 2-
mercapto-etanol e 1% de penicilina-estreptomicina (P/S; Life Technologies). Foi
utilizado 9.000 células/poco de uma placa de 96 pocos, que demonstrou levar a
formacao de organoides eficientes nas condi¢bes de cultivo. As placas de 96 pocos
foram centrifugadas por 1 min a 300 x g para melhorar a agregacao inicial de EB.
Apos o dia 1, os corpos embridides (EBs) foram cultivados e o meio foi trocado
a cada 48 h ap6s o plagueamento por 6 dias. No dia 6, os EBs foram transferidos para
placas de cultura ultralow-attach de 24 pocos (um/poco) contendo 0,5 ml de meio de
neuroinducéo [1% de suplemento de N2 (Gibco), 1% de GlutaMAX (Life Technologies),
1% de MEM-NEAAs, 1% P/S e 1 pg/ml de heparina em DMEM/F12 (Life
Technologies). Apo6s 4 dias (dia 10), seis organoides foram revestidos com Matrigel
em uma placa de cultura de tecido ndo aderente de 60 mm, diluidos de 3 ml e
incubados por 1 h a 37 °C sob 5% de CO2. Os organoides revestidos foram devolvidos
as placas de fixacao ultrabaixa de 24 po¢os com 0,5 ml de meio de neurodiferenciacao
sem vitamina A (50% de meio neurobasal, 0,5% de N2, 1% de suplemento de B 27
sem vitamina A, 1: 100 2 -mercaptoetanol, 0,5% MEM-NEAA, 1% GlutaMAX e 1: 100
P/S em DMEM/F12) e deixado por 4 dias em cultura estatica. Posteriormente, 0os
organoides cerebrais foram cultivados em suspensdo em placas de direcdo em um
agitador orbital padrdo (placas de cultura de seis pocos), agitado a 90 rpm. Dez
organoides foram colocados em 3 ml de meio de neurodiferenciagdo com vitamina A
(dia 14). O meio foi mudado semanalmente até o 60 de cultura. Eles foram
fotografados com um sistema de imagem de células EVOS (Thermo Fisher Scientific)
em campo claro. A area, o diametro e a circularidade de organdides cerebrais

individuais foram realizadas usando uma macro customizada no ImageJ.
4.3.1 Cultura e diferenciacdo dos organoides de células de pacientes com ACC
A cultura das células IPS foi realizada a partir da urina de um paciente

(SOCHACKI et al., 2016). O voluntario foi esclarecido sobre o estudo e o préprio (ou

o responsavel legal) assinou um termo de consentimento. O Projeto foi aprovado pelo
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Comitté de FEtica em Pesquisa (CAPPesq, IRB00000921; CAAE
32385314.9.0000.5249; INTO 025/2014; HCD 699.862; HCD 978.457) e todos o0s
aspectos de bioética e biosseguranca foram contemplados de acordo com a
recomendacdo do comité de ética.

Células somaticas foram reprogramadas diretamente utilizando vetores de
reprogramacao com os quatro fatores, Oct3 / 4, Sox2, KlIf4 e c- Myc (SOCHACKI et
al., 2016; TAKAHASHI et al., 2007). As colbnias sédo selecionadas quanto a sua
pluripotencialidade e pela capacidade de diferenciacdo, caracterizada pela formacéao
de corpo embrionario (EB) e expressdo de marcadores para trés camadas

germinativas (idem).

4.5 AMOSTRAS PARA AS ANALISES PROTEOMICAS

Para o estudo protedmico utilizando neuroesferas, foram utilizados
aproximadamente n? células de neuroesferas para cada condicdo e/ou replicata
biolégica. Para o estudo protedmico de organoides cerebrais, foram utilizados pool
com trés organoides cerebrais da mesma cultura para cada condicao e/ou replicata

bioldgica.

4.6 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE PROTEINAS PARA AS ANALISES
QUANTITATIVAS

A extracdo de proteinas foi realizada conforme metodologia previamente
descrita em MURILLO et al., (2018). A extracdo foi realizada utilizando um tampéao
com uréia 7M, tiouréia 2M, HEPES 50 mM pH 8, NaCl 75 mM, EDTA 1mM e coquetel
de inibidores de proteases complete (roche). Uma vez adicionado o tampé&o, a solucao
foi homogeneizada suavemente com micropipeta e posteriormente submetida a banho
de ultrassom com frequéncia de 40 kHz durante 10 minutos e, em seguida, foi feita a
centrifugacédo a 10000 g durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi recuperado
para fazer os processos de quantificacdo e digestdo de proteinas. Esse método foi
aplicado em todas as amostras e etapas desta dissertacéo.

As proteinas obtidas apOs processo de extracdo foram quantificadas pelo
ensaio fluorométrico Qubit® 2.0 (Invitrogen) utilizando 1ul de amostra conforme

instrucbes do fabricante. Esta metodologia foi utilizada também para quantificar os
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peptideos processados nos diferentes passos do protocolo geral.

4.7 DIGESTAO TRIPTICA DE PROTEINAS

Foram processados volumes equivalentes a 100 pg de proteina para realizar a
digestdo. Inicialmente, as amostras foram incubadas para reducdo das pontes
dissulfeto com tris(2-carboxietil) fosfina hidrocloreto (TCEP) a concentragdo final de
10 mM a 30°C por uma hora. Posteriormente, foi adicionada iodoacetamida (IAA), para
a alquilacado, até uma concentracao de 40 mM a temperatura ambiente no escuro por
30 minutos. A mistura foi diluida 10 vezes utilizando tampé&o bicarbonato de
trietilamonio (TEAB) 50 mM para reduzir a concentragdo de uréia/tiouréia na posterior
hidrélise enzimatica. A reacao foi realizada com a enzima tripsina em uma propor¢cao
de 1:50 (m/m) a 35°C, pH 8, durante 18 horas. A reacdao foi interrompida pela adicédo
de &cido trifluoroacético (TFA) 10% até uma concentracao final de 0.1% em pH 2,

aproximadamente.

4.8 DESSALINIZACAO DE AMOSTRAS EM MICRO COLUNAS DE FASE REVERSA

A dessalinizacdo das amostras na metodologia geral foi feita utilizando a resina
de fase reversa. As amostras foram processadas em stage tips confeccionadas com
resina POROS™ R2 (Applied Biosystems) previamente lavadas com Acetonitrila
(ACN) 100% e equilibradas com TFA 0.1%. As amostras foram incubadas com a
resina e eluidas manualmente ou por centrifugacdo a 2000 rpm (duas vezes).
Posteriormente, a resina foi lavada trés vezes com TFA 0.1% e os peptideos retidos
foram eluidos sequencialmente com ACN 50% / TFA 0.1% e ACN 70% / TFA 0.1%.

Em seguida, foram secos a vacuo em um concentrador do tipo speedvac.

4.9 MARCACAO COM ITRAQ 4-PLEX

Nos quatro estagios de desenvolvimento, foram marcados os peptideos
procedentes de cada condi¢ao de diferenciagcdo. Sendo assim, na segunda etapa, o
canal 114 correspondeu ao estagio 35 dias, o canal 116 ao de 45 dias, o canal 115 ao
de 60 dias e o canal 117 ao de 75 dias, de acordo com figura 14. Na terceira etapa,

além dos estagios de diferenciagéo, foi utilizado o estagio 45 dias proveniente de iPSC
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reprogramada de paciente com ACC. O canal 114 correspondeu ao tempo de 45 dias
de diferenciacéo, o canal 116 correspondeu ao tempo de 60 dias, o 116 correspondeu
ao tempo de 75 dias e 0 117 correspondeu ao tempo de 45 dias de células obtidas de
paciente com ACC total, conforme a figura 15.

Seguindo as instrucdes do fabricante (AbSciex), foi padronizado a quantidade
de peptideo de cada amostra para cada um dos reagentes do iTRAQ. Inicialmente, os
peptideos foram solubilizados em 30 pl de TEAB 20mM, pH 8.5 e adicionado o
respectivo reagente iTRAQ previamente dissolvido em etanol absoluto (concentracao
final de etanol na mistura de 70% v/v), a reacao foi incubada a temperatura ambiente
por 1 hora, posteriormente. As solucBes dos 4 reagentes serdo misturadas em um
nico tubo e concentradas até um volume de aproximadamente 10 pL (NUNEZ;
DOMONT; NOGUEIRA, 2017).

4.10 FRACIONAMENTO DE PEPTIDEOS POR CROMATOGRAFIA DE INTERACAO
HIDROFILICA (HILIC)

As misturas das amostras marcadas com iTRAQ foram fracionadas por
cromatografia HILIC. Foi realizado o mesmo protocolo para a amostra de 35 dias de
desenvolvimento livre de marcacdo. As amostras previamente secas foram
ressuspendidas em ACN 90%/TFA 0.1% e injetadas no cromatdgrafo UFLC Shimadzu
utilizando uma coluna TSKGel Amide-80 (15 cm x 2 mm i.d. x 3 ym - Supelco), fluxo
de 0.2 ml/minuto; fases méveis A (ACN 85%/TFA 0.1%) e B (TFA 0.1%); gradiente:
0% de B durante 5 minutos; 0% a 10% de B em 5 a 10 minutos; 10% a 20% de B em
de 10 & 55 minutos; 20% a 100% de B em 55 a 60 minutos; e 100% a 0% de B em 60
a 65 minutos. A eluicdo dos peptideos foi monitorada por meio de leituras de
absorbancia nos comprimentos de onda de 216 e 280 nm. Para cada conjunto de
misturas, coletaram-se 26 de fragdes de 500 ul, que foram agrupadas de acordo com
separacao dos picos intensidade foram agrupadas e foram secas em concentrador a
vacuo tipo speedvac e ressuspendidas em Acido Férmico (AF) 0.1% para a aplicagéo
no LC-MS/MS.
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4.11 ANALISE VIA ESPECTROMETRIA DE MASSAS (LC-MS/MS)

Cada fracdo ou mistura de fracGes foi analisada em trés replicatas técnicas num
sistema de nano cromatografia liquida (nLC) no instrumento Easy-nLC 1000 (Thermo
Scientific) acoplado ao espectrdmetros de massas LTQ Orbitrap Velos (Thermo
Scientific), na analise qualitativa do estagio de 35 dias, e Q-Exactive Plus (Thermo
Scientific), nas analises quantitativas. Foi utilizado o solvente A (H20 95% / ACN 5%
| AF 0.1%) e o solvente B (H20 5% / ACN 95% / AF 0.1%) em todas as andlises
realizadas.

Na analise qualitativa, foi efetuado um gradiente de trés horas: de 5% até 35%
de B em 160 minutos; de 35% até 95% de B de 160 a 168 minutos e 95% de B 168 a
180 minutos. A ionizacao e transferéncia dos ions foi feita em fonte nano-electrospray
(Thermo Scientific). Os parametros de operacao do espectrometro de massas foram
aguisicao de espectros no modo positivo por aquisicdo dependente de dados (DDA —
do inglés, data dependent acquisition) com uma lista de exclusao dinamica de 45 ms,
voltagem no spray de 2.5 kV, e temperatura de 200°C no capilar aquecido. Varredura
inicial do MS (full scan) em 60.000 FWHM de resolucao para 400 m/z no analisador
Orbitrap. Foram selecionados os dez ions mais intensos para fragmentacdo por
dissociacao induzida por colisdo (CID - do inglés, collision-induced dissociation) com
energia normalizada de 35s, janela de isolamento de m/z 2 e exclusao dinamica de
45 s.

Nas analises quantitativas, foram efetuados gradientes de duas horas, para
diferenciacdo de organoides saudaveis; e uma hora e meia, diferenciacdo de
organoides com e sem ACC: de 5% até 35% de B em 160 minutos; de 35% até 95%
de B de 160 a 168 minutos e 95% de B por 12 minutos. A ionizagéo e transferéncia
dos ions foi feita em fonte nano-ESI. O espectrdbmetro de massas operou com a
aquisicdo de espectros no modo positivo por DDA, com uma lista de exclusdo
dindmica de 30 ms, voltagem no spray de 2.5 kV, e temperatura de 200°C no capilar
aquecido. Full scan ou MS1 na faixa de 375 — 1800 m/z, resolugdo de 70.000 (para
m/z 200), fragmentacg&o dos 10 ions mais intensos em célula de colisdo HCD (Higher-
energy collisional dissociation), com energia de colisdo normalizada de 30 e resolucao
de 17.000 (para m/z 200) na aquisicao dos espectros MS/MS. Janela de isolamento
de m/z 2 e exclusdo dindmica de 45 s. Os cromatogramas e espectros foram

visualizados pelo software Xcalibur v.2.1., nos quais foram verificados o perfil
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cromatografico e a reprodutibilidade entre as replicatas biolégicas de cada de cada

fracdo, em todas as analises.

4.12 BUSCA POR PROTEINAS BASEADA EM PSM

A analise de dados foi realizada com um conjunto de ferramentas disponiveis
no programa Proteome discoverer 2.1 e 2.4 a partir dos arquivos dos espectros de
massas experimentais (*.RAW files). O programa trabalha com mecanismos de busca,
como o Sequest ™ HT (Thermo Fisher Scientific), para processar todos os dados
coletados e a identificacdo dos peptideos por combinagcédo de espectro de peptideos
(Peptide Spectrum Match - PSM) contra a base de dados. Para a analises dos
modelos neurais humanos, foram utilizados o banco de dados da espécie Human que
foi obtida do repositorio publico UniProt (“UniProt: a worldwide hub of protein
knowledge”, 2019) e também foi acrescido o banco de dados de sequéncias dos
contaminantes comuns em espectrometria de massas.

Na busca os seguintes critérios foram adotados: tolerancia de massa do
peptideo de 10 ppm; tolerancia de massa dos fragmentos de 0,5 Da nas andlises feitas
no Ltg orbtrap Velos e 0,1 Da nas analises feitas no Q-exactive plus; clivagem por
tripsina total, com limite maximo de duas clivagens perdidas; modificacdes variaveis:
oxidagdo da metionina (+ 15,995 Da), marcagcao, quando utilizada, iTRAQ 4plex (+
144,102 Da em lisina, tirosina e extremidade N-terminal) e modificacdo fixa a
carbamidometilacdo da cisteina (+ 57,021 Da). Foram utilizados parametros de filtro
de classificacdo por Target Decoy PSM Validator e validados pela taxa de falsos

positivos (FDR — do inglés False Discovery Rate).

4.13 ANALISES ESTATISTICAS E DE ENRIQUECIMENTO DE GENES

As proteinas identificadas no passo anterior foram analisadas estatisticamente
no programa Perseus 1.6.12.0. (TYANOVA et al., 2016). Os dados de quantificagédo
sdo relacionados a intensidade dos canais do iTRAQ de cada grupo de andlise e suas
respectivas replicatas bioldgicas e técnicas foram obtidos através dos resultados do
Proteome Discoverer 2.1 e 2.4. Esses dados foram processados nos programa
Perseus 1.6.12.0. Na analise, os valores das intensidades de proteinas foram

transformados no logaritmo na base 2 e normalizados com a subtragéo pela mediana.
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Como critério de valores aceitaveis, em ambos os grupos, foi utilizado um filtro, em
gue somente proteinas em que estivesse com pelo menos dois valores validos em
pelo menos uma das condi¢cdes marcadas, eram mantidas para quantificacdo. Para
estabelecer uma quantificacéo relativa, foi realizado um teste estatistico de analise de
variancia unilateral (ANOVA) para comparar as condi¢cdes descrita na tabela 1, com
valores de confiabilidade de 95%, com diferenca significativa para p<0,05. A partir dos
resultados obtidos, foram considerados para os valores com hipétese nula rejeitada
resultante do teste estatistico. A partir desses resultados, foram realizados um pés-
teste ANOVA, Teste de Tukey, com FDR <0,05 e/ou andlises de clusterizacédo
hierarquica, com métricas de distancia euclidiana.

Para o estudo de fun¢des e interacdo das proteinas identificadas nos modelos
neurais humanos, as proteinas analisadas estatisticamente foram contrastadas com
a base de dados de termos do Gene Ontology (GO) (ASHBURNER et al. 2000)
disponivel no site (http://geneontology.org/), REACTOME (JASSAL et al., 2019),
disponivel no site (https://reactome.org/) e KEGG (KANEHISA, 2000; KANEHISA, et
al., 2017), disponivel no site (https://www.genome.jp/kegg/pathway.html) utilizando a
ferramentas como DAVID (HUANG; SHERMAN; LEMPICKI, 2009), METASCAPE
(ZHOU, Y. et al.,, 2019) e Enrichr para classifica-las em diferentes categorias

funcionais de ontologia, por enriguecimento dos genes.
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CAPITULO 5

RESULTADOS E DISCUSSAO DAS ANALISES EM NEUROESFERAS
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51 CULTURA E DIFERENCIACAO DE NEUROESFERAS E ORGANOIDES
CEREBRAIS

A cultura de neuroesferas e organoides cerebrais humanos utilizados neste
projeto foi realizada em colaboracdo com o IDOR. Os modelos desenvolvidos nesta
instituicdo séo utilizados na modelagem da origem do SNC, como também como
modelo para o estudo de disturbios, anomalias e doencas neurais. Neste presente
trabalho, sdo utilizados como alternativa para o estudo de vias, processos e proteinas

que estao relacionadas com o desenvolvimento de neurdnios e do SNC.

5.2 PROTEOMICA DE NEUROESFERAS

O proteoma das neuroesferas humanas foi analisado quantitativamente em
dois momentos. Ap6s a formacdo das neuroesferas, o primeiro momento de
manipulacdo para a mudanca foi no terceiro dia, momento escolhido para iniciar o
estudo da diferenciacdo da neuroesfera. Um tempo posterior, 10 dias apds a
diferenciagéao, foi um ponto relatado anteriormente para derivar neuroesferas que,
apos o plagueamento, pois elas podem migrar e projetar axbénios radialmente,

eventualmente formando redes neurais funcionais (NAGESHAPPA et al., 2016).

Figura 12 - Neuroesferas cultivadas por 3 dias e 10 dias.

Foram utilizadas duas replicatas biologicas de neuroesferas cultivadas por 3
dias e outras duas replicatas de células cultivadas por 10 dias, em meio suplementado
com B27 e N2 (figura 12). As proteinas dessas condi¢cdes foram digeridas e o0s
peptideos foram marcados com iTRAQ e misturados em uma relacdo 1:1:1:1 e
fracionados off-line com HILIC. Esta etapa foi realizada por Murillo et al., (2017).

Foram utilizados os dados brutos obtidos anteriormente e foram refeitas as analises
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desses dados. Apds analise no Proteome discoverer 2.4, foram identificados 6697
grupos de proteinas (proteinas com redundancia na identificacdo) considerando um
FDR de 1%.

5.2.1 Correlacéao das proteinas identificadas

A correlacéo do perfil de proteinas da neuroesfera com o perfil de proteinas do
cortex fetal valida o uso de neuroesferas para estudar o encéfalo humano. Djuric et al.
2017, analisaram o desenvolvimento cerebral humano de maneira espaco-temporal,
especificamente a VZ, a zona intermediaria interveniente (1Z), a subplaca e o cortex
cerebral frontal. Foram calculadas as correlacdes de Pearson de neuroesferas, a
partir dos valores de PSM transformados para log2, comparado com dados
protedmicos do cortex fetal de 16-41 semanas e do cortex adulto e os valores estéao
resumidos na figura 13 (DJURIC et al., 2017). A correlacdo é mais alta na semana
embrionéria 20 (r = 0,52) e mais baixa com o cértex adulto (r = 0,34), mostrando que
o perfil molecular das neuroesferas é mais semelhante ao cértex humano nas

primeiras semanas embrionarias.
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Figura 13 - Identificacéo de proteinas em neuroesferas que estao correlacionadas com
proteinas do cortex fetal.
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5.2.2 Andlise protebmica quantitativa das neuroesferas

Para verificar o perfil das proteinas reguladas, foram consideradas
diferencialmente expressas considerando um limite de 0,5 do log2 fold change de 3 e
10 dias (10D / 3D) ou seja para as razdes de iTRAQ (115/114 e 117/116) com valores
21,5 ou <0,67, no intervalo de confianca de 95% pelo teste t de Student (p significativo
<0,05). Proteinas diferencialmente reguladas foram representadas na figura 15-A em
um grafico do tipo Vulcano plot. De 3 a 10 dias de diferenciagdo da neuroesfera, um
total de 433 proteinas foram reguladas negativamente e 479 foram reguladas

positivamente.
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Figura 14 - Proteinas diferencialmente expressas e seus processos bioldgicos em
termos de GO enriquecidos significativamente os entre 3 dias e 10 dias de
diferenciacdo. A: Gréafico do vulcdo exibindo variacdes significativas. O eixo vertical
corresponde ao negativo do log valor p do teste t e 0 eixo horizontal exibe o valor log2
fold change. As proteinas foram consideradas reguladas positivamente e reguladas
negativamente com os valores de fold change 21,5 ou <0,67 no valor-p <0,05. B: Visado
geral do enriquecimento de processos biolégicos [-log10 (valor p)] de genes com
regulacdo negativa em um gréafico de barras. C: Visédo geral do enriquecimento de

processos bioldgicos [-log10 (valor p)] de genes regulados positivamente em um
gréafico de barras

Foram realizadas andlise de enriquecimento de termos GO para processos

bioldgicos das proteinas reguladas, e o resultado obtido foi resumido em forma de



61

gréafico de barras na figura 14-B, para processos negativamente regulados e 14-C para
processos positivamente regulados. Esta andlise revelou que as proteinas mais
expressas em 10 dias estéo relacionadas com processos de regulagéo da transcricao,
regulacdo do metabolismo de DNA, reparo de DNA, ou seja, sdo proteinas
relacionadas ao ciclo celular. Enquanto as proteinas reguladas positivamente estao
relacionadas a processos como sinalizacao trans-sinaptica, regulacéo da plasticidade
sinaptica, desenvolvimento do cérebro, orientacdo do axdnio, ou seja, essas proteinas

estdo relacionadas a maturacdo neuronal.

Durante a diferenciacdo, as proteinas relacionadas a orientacdo dos axénios
foram reguladas positivamente em neuroesferas de 10 dias. Das proteinas
identificadas observa-se pelo esquema da figura 15, que das 96 proteinas na via de
orientacdo do axoénio (banco de dados KEGG), 42 foram identificadas em nosso
conjunto de dados, dos quais 16 foram reguladas positivamente. Nao ha proteinas
reguladas negativamente no conjunto de dados que estéo relacionadas ao processo
de orientacdo dos axodnios. As proteinas reguladas na via de orientacdo do axdnio
fazem parte da sinalizacdo de Netrina, Slit, Semaforinas, Netrina-G2 e moléculas de

adesao celular (CAMSs).
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Figura 15 — Via completa da orientagdo do axénio. As proteinas relacionadas a esta
via que foram identificadas nos dados sdo destacadas em azul e as proteinas
reguladas, com aumento de abundancia estdo destacadas em vermelho. Os blocos
em verde representam proteinas que nao foram detectadas no conjunto de dados.
Setas continuas representam interacao ou relacdo molecular direta. Setas pontilhadas
representam efeito indireto ou mudanga de estado. + p: fosforilagcdo. —p: nao
fosforilado. Adaptado do banco de dados de vias do KEGG (KANEHISA, M., 2000).
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Netrina-1 foi uma das proteinas identificadas em nosso conjunto de dados. Ela
€ uma proteina produzida pelo piso da placa neural e foi a primeira pista de orientacao
do axonio identificada na medula espinhal. A sinalizag&do de Netrina pode promover o
crescimento ou repulsdo dos axonios, dependendo se dois genes que Sdo seus
receptores, UNC5A e DCC, sao expressos nas células (JARJOUR et al., 2003;
POWELL et al., 2008). Acreditava- se que Netrina-1 atraia 0s axénios comissurais por
um gradiente com alta concentragcéo na placa assoalho e também no canal central, do
tubo neural (KENNEDY et al., 1994). Principalmente porque sua auséncia prejudica
gravemente a extensdo do ax6nio comissural para a linha média (BIN et al., 2015;
SERAFINI et al., 1996. No entanto, netrina-1 também € expresso por progenitores
neurais na zona ventricular (VZ), sendo esta principal guia os axdnios comissurais
espinhais, fornecendo um substrato de crescimento de axdnio para orientar sua
extensdo em direcdo a linha média ventral, de uma maneira dependente de DCC
(DOMINICI et al., 2017; VARADARAJAN et al., 2017). A ligacdo ao DCC, isolada,
promove o crescimento do axonio, mas a associacdo de UNC5A e DCC dispara a
sinalizacao para repulsdo (HONG, K. et al., 1999; KENNEDY et al., 1994).

Durante o desenvolvimento cerebral, a repulsdo é necessaria para guiar 0s
axbnios até seus alvos adequados. Por exemplo, as fendas sé@o secretadas pela linha
média, um revestimento de células gliais que separa os dois hemisférios cerebrais.
Neurdnios que expressam o receptor ROBO se afastam da linha média, enquanto os
neurdnios que expressam baixos niveis de ROBO podem cruzar a linha média. Depois
de cruzar a linha média, os neurdnios aumentam a expressao do ROBO, o que impede
o retorno dos axonios ao seu hemisfério de origem (KIDD et al., 1998). As semaforinas
também atuam como moléculas quimiorreflexivas quando se ligam aos receptores da
plexina, em associagdo com a molécula de adesdo de células neurais L1 (LLCAM)
(BASHAW; KLEIN, 2010; DICKSON, 2002). O aumento da expressdo de UNC5A,
DCC, ROBO2 e Plexinas sugere que, durante a diferenciagdo, as neuroesferas
adquirem a maquinaria molecular para responder as dicas de orientacdo dos axonios.

Diversos genes da via de orientagdo do axdnio estdo envolvidos em disturbios
neurolégicos, causadas por mudangas na expressao ou funcédo dessas proteinas que
podem induzir mudancas patologicas nos circuitos neurais (VAN BATTUM;
BRIGNANI; PASTERKAMP, 2015). Os genes de orientacdo do axonio identificados
em nosso conjunto de dados foram contrastados com bancos de dados que mostram

arelacdo de genes com diversas doencas, DISGENET (disturbios neurodegenerativos
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e neuropsiquiatricos) e ARCHS 4 (disturbios do neurodesenvolvimento). A pesquisa
foi realizada usando a ferramenta Enrichr (KULESHOV et al., 2016). Esta analise foi
realizada para abordar o futuro potencial do uso de neuroesferas para explorar
proteinas relacionadas a orientacdo do axénio que predispdem ou causam doencas
gue afetam o sistema nervoso humano. Na Tabela 1 mostra os genes de orientacéo
do axoénio identificados em neuroesferas com sobreposicdo significativa para

distarbios neurodegenerativos, neuropsiquiatricos e do neurodesenvolvimento.
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Tabela 1 - Genes da via de orientacdo do axodnio correlacionados com disturbios

neuroldgicos.

Transtorno neurolégico

Genes

Neurodegenerativo

Doenca de Alzheimer

Doenca de Parkinson

Doenca de Huntington

ITGB1; GSK3B; EPHA4; ROCK1; ROCK2; LRRC4; CXCR4; NTN1;
RHOA; GNAI1; CDC42; PPP3CA; PPP3R1; CDKS5; DPYSL2; CFL2;
ABL1; MAPK1; FYN; RAC1; EPHB2; EPHB1; MAPK3; PLXNA3

GSK3B; ROCK2; CXCR4; CDC42; CDKS; RASA1; ABL1; MAPKY; FYN;
RAC1; SRGAP3; EPHB2; EPHB1; MAPK3

GSK3B; ROCK1; CDK5; DPYSL2; LIMK1; MAPK1; RAC1; EPHB2;
EPHB1

Neuropsiquiatrico

Esquizofrenia

Transtorno de
Depress&o maior

Transtorno Bipolar

GSK3B; DCC; NFATC3; CXCR4; LICAM; EFNB2; CDC42; PPP3CA;
PPP3CB; PPP3R1; CDK5; DPYSL2; CFL1; PLXNA2; MAPK1; FYN;
RAC1; SRGAP3; EPHB2; PAK3; EPHB1; PAK2; MAPK3

NRP1; GSK3B; CDKS; MAPK1; RAC1; EPHB2; EPHB1; MAPKS3;
PLXNA3

GSK3B; PPP3CB; NRAS; DPYSL2; MAPK1; FYN; RAC1; EPHB2;
MAPK3

Neurodesenvolvimento

Agiria-paquigiria tipo 1

Disgenesia do corpo
caloso, ligada ao X,
recessiva

Macrogiria, paralisia
pseudobulbar e retardo
mental

Hipoplasia cerebelar

Heterotopia de banda
familiar

Sindrome de lissencefalia

do tipo 1

ROBO2; GSK3B; DPYSL5; DCC; DPYSL2; SRGAP3; PAK3; L1CAM;
PAKS; ROBO1; PLXNA3

ROBO2; GSK3B; DPYSLS; DCC; DPYSL2; PLXNA1; PAK3; PAKS;
ROBO1; PLXNA3

ITGB1; GSK3B; ARHGEF12; DPYSLS; DPYSL2; PLXNA1; PAK3;
L1CAM; ROBO1

GSK3B; DPYSLS; DCC; PLXNAT; SRGAP3; L1CAM; ROBO1; PLXNA3

GSK3B; ARHGEF12; DPYSL5; DPYSL2; PAK3; L1CAM; ROBO1

GSK3B; ARHGEF12; DPYSLS; PLXNA1L; PAK3; L1CAM; ROBO1

Esses genes podem ser divididos em receptores de membrana, efetores de

sinalizacdo e quinases. Seria promissor abordar se receptores da via de orientacao
do axdnio séo regulados ou mal localizados em modelos neurais para as doencas

listadas na Tabela 1. Como por exemplo, a proteina LICAM por estar altamente
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enriquecida na superficie de axénios em desenvolvimento e em regeneracao. LLICAM
durante o desenvolvimento encefalico, € critica em varios processos, incluindo
migracao neuronal, crescimento axonal e fasciculacdo e sinaptogénese. No cérebro
maduro, a LLCAM desempenha um papel na dinamica da estrutura e funcao neuronal,
incluindo a plasticidade sinaptica, e esta envolvido na orientacéo, na ramificacao e na
mielinizacdo axonal. O L1CAM ¢ alterado em disturbios do neurodesenvolvimento e
pode ser regulado por disfuncdo dos circuitos cerebrais. Um estudo protedmico de
proteinas nascentes em axo6nios in vitro demonstrou que L1CAM é traduzido em
axbnios, em resposta a netrina, semaforina e BDNF (CAGNETTA et al., 2018). Eles
mostraram que a producao rapida de proteinas € relevante durante o crescimento
axonal e que ndo pode ser estimada por andlise transcriptdbmica (idem).

Além disso, as cascatas de sinalizacdo desencadeadas por esses receptores
poderiam ser estudadas a nivel molecular em células humanas e servir como alvos
de drogas para a remodelacdo dos circuitos cerebrais, com possivel aplicacdo em

doengas neurodegenerativas e neuropsiquiatricas.



67

CAPITULO 6

RE