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Resumo

Fadel, Bruna Luisa. Andlise do perfil protebmico de exossomos enriquecidos do
plasma sanguineo de pacientes com Doenga de Parkinson. Dissertacdo (Mestrado
em bioquimica) — Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2020.

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenc¢a neurodegenerativa mais comum,
afetando milhdes de pessoas em todo mundo. Até o0 momento ndo existe nenhum
biomarcador, no sangue, para identificacdo da doenca e o diagnéstico é
exclusivamente clinico. A DP é caracterizada clinicamente por quatro sintomas
principais: bradicinesia, tremor em repouso, instabilidade postural e rigidez, sendo
caracterizada pela perda progressiva de neurbnios dopaminérgicos na substancia
negra pars compacta e formagdo de agregados de alfa-sinucleina, denominados
corpos de Lewy. Com relacdo a progressao, a DP pode ser classificada de acordo
com a escala de estadiamento de Hoehn e Yahr onde os pacientes sao classificados
em grau leve, moderado ou avancado de acordo com o comprometimento motor
relacionado a doenca. Estudos sobre exossomos indicam uma mediacdo na
comunicacao intercelular através de contato direto célula-célula ou a partir da
transferéncia de moléculas secretadas. Os exossomos séo nanovesiculas (40-120nm)
envoltas por uma bicamada lipidica que podem conter acidos nucleicos, metabdlitos,
proteinas especificas, dentre outros em seu interior. Apesar de muitos esforcos serem
feitos para revelar os mecanismos envolvidos na patogénese da DP, ainda ha muito
a ser descoberto principalmente com relacdo a biomarcadores moleculares de
diagnostico e prognéstico. O objetivo geral deste trabalho foi a analise do perfil
protedmico de exossomos enriquecidos do plasma sanguineo de pacientes com
doenca de Parkinson. Para isso, foram coletadas amostras em colaboracdo com o
departamento de neurologia do Hospital Universitario da UFRJ. Foram utilizadas uma
coorte de 32 amostras de plasma de controles saudaveis e 97 amostras ao todo de
pacientes com DP classificados clinicamente como leve (n=44), moderado (n=41) e
avancado (n=12). Foram montados 4 pools 0s quais tiveram 0S €Xx0SSoOmos
enriquecidos com uso do Kit ExoQuick®. A partir desses exossomos foi feita a
extracdo de proteinas e posterior analise protedmica shotgun; LC-MS/MS (Q-Exactive
plus, EASY-nLCIl, Thermo Fisher Scientific) dessas amostras e os resultados foram
analisados por bioinformatica. Foram identificadas de forma redundante um total de

671 proteinas no somatério das amostras de pacientes com DP e 229 proteinas no



grupo controle saudavel. Foram identificadas 8, 9, 7, 9 proteinas exclusivamente
presentes nos grupos leve, moderado, avancado e controle respectivamente. Do total
de proteinas ndo redundantes, 234 atenderam aos critérios do software PERSEUS e
seguiram para as analises quantitativas. Na comparacdo do grupo leve versus
controle, foram identificadas um total de 42 proteinas diferencialmente expressas; na
comparacao do grupo moderado versus controle foram identificadas um total de 33
proteinas diferencialmente expressas; e na comparag¢ao do grupo avancado versus
controle foram identificados um total de 16 proteinas diferencialmente expressas.
Foram identificadas vias relacionadas a ativacdo plaquetéaria, ativacdo do sistema
complemento e sua cascata e vias do sistema imune inato. Além disso, foram
identificados niveis significativamente aumentados de hidroper6xido nos exossomos
do grupo com classificacéo clinica leve em relacéo ao grupo controle e ao grupo com
classificacao clinica moderado. O nivel antioxidante foi mensurado e foi observado
uma deplecéo significativa em todos os grupos clinicos quando comparados com o
grupo controle. O indice de estresse oxidativo apresentou nivel significativamente
elevado nos grupos com classificacao clinica leve e moderado em relagdo ao grupo

controle.

Palavras chave: Proteémica, Doenca de Parkinson, Exossomos, Espectrometria de

Massas, Sangue.



Abstract

Fadel, Bruna Luisa. Proteomic profile analysis of blood plasma enriched exosomes in
patients with Parkinson’s disease. Dissertation (Masters in biochemistry) — Chemistry
Institute, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Parkinson’s disease (PD) is the second moste common neurodegenerative disease,
affecting millions of people worldwide. So far, there is no biomarker in the blood to
identify the disease and the diagnosis is exclusive clinical. PD is clinically characterized
by four main symptoms: bradykinesia, tremor at rest, postural instability and stiffness,
being characterized by the progressive loss of dopaminergic neurons in the substantia
nigra pars compacta and formation of alpha-synuclein aggregates, called Lewy bodies.
Regarding progression, PD can be classified according to the Hoehn and Yahr staging
scale where patients are classified as mild, moderate or advanced according to the
disease-related motor impairment. Exosome studies indicate a mediation in tercellular
communication through direct cell-cell contact or through the transfer of secreted
molecules. Exosomes are nanovesicles (40-120 nm) surrounded by a Lipid bilayer that
can contain nucleic acids, metabolites, specific proteins, among other insides.
Although many efforts have been made to reveal the mechanisms involved in the
pathogenesis of PD, there is still much to discovered, especially regarding diagnostic
and prognostic molecular biomarkers. The general objective of this work was to
analyse the proteomic profile of blood plasma enriched exosomes of patients with
Parkinson’s disease. For this, blood samples were collected in collaboration with the
neurology department of the UFRJ University Hospital. A cohort of 32 plasma samples
from healthy controls and 97 samples from PD patients clinically classified as mild
(n=44), moderate (n=41) and advanced (n=12) were used. Four pools were set up,
which had the exosomes enriched using the ExoQuick® Kit. From these exosomes,
protein extraction and subsequent shotgun proteomic analysis were performed; LC-
MS/MS (Q-Exactive plus, EASY-nLClII, Thermo Fisher Scientific) of these samples and
the results were analysed by bioinformatics. A total of 671 proteins were identified
redundantly in the sum of samples from patients with PD and 229 proteins in the
healthy control group. In a non-redundant way, a total os 260 proteins were identified
in all groups in the presente study. 8, 9, 7, 9, proteins were identified exclusively
present in the mild, moderate, advanced and control group, respectively. Of the total
number of non-redundant proteins, 234 met the criteria of the PERSEUS software and

went on to quantitative analysis. When comparing the mild versus control group, a total



of 42 differentially expressed proteins were identified. When comparing the moderate
versus control groups, a total of 33 differentially expressed proteins were identified.
And in the comparison of the advaced versus control group, a total of 16 differentially
expressed proteins were identified. Pathways related to platelet activation, activation
of the complement system and its cascade and pathways of the innate immune system
were identified. In addition, significantly increased levels of hydroperoxide were
identified in the exosomes of the group with mild clinical classification in relation to the
control group and the group with moderate clinical classification. The antioxidant level
was measured and significant depletion was observed in all clinical groups when
compared to the control group. The oxidative stress index showed a significantly high
level in the groups with mild and moderate clinical classification in relation to the control

group.

Keywords: Proteomic, Parkinson Disease, Exosome, Mass Spectrometry, Blood.
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1 INTRODUCAO
1.1 DOENCA DE PARKINSON
1.1.1 Epidemiologia da Doencga de Parkinson

A Doenca de Parkinson (DP) foi descrita pela primeira vez pelo médico inglés
James Parkinson em 1817 em sua publicagdo “An Essay on the Shaking Palsy”
(SAUERBIER et al., 2016; CACABELOS, 2017; SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2019).
E a segunda desordem neurodegenerativa mais comum, progressiva e relacionada a
idade, atrds apenas da Doenca de Alzheimer (DA) (SRIVASTAVA et al.,, 2010;
ANTONY etal., 2013; CACABELOS, 2017; TRIST; HARE; DOUBLE, 2019). Com uma
incidéncia anual de 1,5 a 346 por 100.000 habitantes em diferentes paises, esta
doenca estad se tornando um importante problema de saude relacionado a idade
(CACABELQOS, 2017). A idade de inicio é por volta dos 60 anos (OLANOW; STERN;
SETHI, 2009), havendo uma estimativa de que afete aproximadamente 2 a 3% da
populacéo idosa (YILMAZ et al., 2018). A DP esporadica é rara antes dos 50 anos, no
entanto, ha uma prevaléncia de 2% na populacao global com 65 anos, chegando a

5% em individuos com 80 anos (TRIST; HARE; DOUBLE, 2019).

Andlises sistematicas de estudos epidemiolégicos apontam um aumento
mundial do nimero de pacientes acometidos por este disturbio de 2,5 milhdes para
6,1 milhdes no periodo de 1990 a 2016, tornando-a a doenca neurolégica que mais
cresce no mundo. As principais razbes para 0 aumento nos nameros S80 O
envelhecimento e o aumento da expectativa de vida da populacdo (AMADORI, K.;
STEINER, T., 2019). Sendo assim, regides geograficas com populacées mais velhas
e maior expectativa de vida tendem a ter uma maior prevaléncia de casos de DP (BEN-
JOSEPH, A. et al., 2019).

A DP difere significativamente entre as regides geogréficas, sendo observadas
taxas mais altas na América do Sul em comparacao com Europa e América do Norte,
independentemente da faixa etaria (RODRIGUES-DE-PAULA et al., 2018). Mudancas
nos perfis demograficos no Brasil e no mundo vem sendo observadas,
concomitantemente com o maior envelhecimento populacional. E estimado que em
2060 os individuos com mais de 60 anos respondam a cerca de 33,7% de toda a

populagdo brasileira, 0 que leva a expectativa de que doencas caracteristicas dos
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idosos, como é o caso desta enfermidade, passem a ser mais prevalentes. No Brasil,
o relato de DP ndo € obrigatério, resultando apenas numa estimativa de sua
prevaléncia, ndo havendo um dado oficial sobre o numero real de pacientes
(BOLOVENTA,; FELICIO, 2016). Tal estimativa envolve uma taxa de acometimento de
cerca de 3.300 por 100.000 individuos acima de 64 anos, uma das mais altas em
relacdo a outros paises (RODRIGUES-DE-PAULA et al., 2018). Com isso, aumenta
a importancia da compreensdo das patologias neurodegenerativas e se torna
urgentemente necessario o desenvolvimento de terapias e tratamentos, visando uma
melhor qualidade de vida aos idosos acometidos por estas doengas (YLMAZ et al.,
2018).

1.1.2 Etiologia da Doencga de Parkinson

Anteriormente, pensava-se que a DP era causada principalmente por fatores
ambientais (KALIA; LANG, 2015), mas a pesquisa na area esta revelando que a
maioria dos casos tem uma etiologia multifatorial, resultante de uma complicada
combinacdo de fatores ambientais e/ou genéticos 0s quais estao correlacionados a
fendtipos celulares, considerados como “ as marcas registradas da DP” (do inglés:
“Hallmarks of PD”) os quais podem ser observados na figura 1. Apesar de mutacfes
identificadas em certos genes causarem a DP em cerca de 5-10% dos casos, as
mesmas estdo ausentes na maioria dos individuos que apresentam o diagnadstico,
sendo entdo classificados como casos esporadicos da doenca (SIMON; TANNER;
BRUNDIN, 2019). Embora a DP esporadica raramente ocorra antes dos 50 anos de
idade, sua prevaléncia aumenta acentuadamente com o0 aumento da idade.
(AMADORI; STEINER, 2019).
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Espécies reativas de oxigénio e metais Disfuncdo mitocondrial

Apoptose Homeostase de calcio

E Mau enovelamento de proteinas § Disfungdo sinaptica

I Neuroinflamacdo l Lisossomo e proteassomo

Figura 1: Marcas celulares caracteristicas da DP ja registradas. Todos os subtipos da DP podem
dividir fendtipos celulares comuns. Correlacbes entre os fenoétipos celulares representados e a
progressédo da doenga foram estabelecidos. Em contraste os mecanismos cronolégicos relativos a cada
subtipo celular ainda ndo foram estabelecidos. Adaptado de ANTONY et al., 2013.

Diversos estudos em todo o mundo apontam a exposicdo a pesticidas, o
trabalho agricola ou a residéncia rural e 0 consumo de agua de po¢o como associados
a um risco aumentado de desenvolvimento da DP (ANTONY et al., 2013; KALIA;
LANG, 2015; SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2019). Os pesticidas associados a DP,
incluindo paraquat (1,1'-dimetil-4,4'-bipiridina-dicloreto), rotenona, 2,4-D e varios
ditiocarbamatos e organoclorados, causam Parkinsonismo experimental em estudos
de laboratério, apoiando a possibilidade de que essas associacfes podem refletir
efeitos causais. Assim como uma maior ingestdo de derivados lacteos tem sido
associada ao maior risco de desenvolvimento desta doenca, possivelmente devido a
concentracdo de substancias téxicas no leite (SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2019).
Toxinas e pesticidas ambientais tais como MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina) e rotenona, atravessam livremente as membranas lipidicas e se
acumulam nas mitocéndrias apos inalacdo ou ingestdo. Uma vez dentro das
mitocdndrias, essas substancias prejudicam significativamente a atividade redox do
complexo mitocondrial I, bloqueando o fluxo de elétrons da desidrogenase da NADH
para a coenzima Q, promovendo significativa geracdo de oxigénio (O2) e reducao da
sintese de ATP (TRIST; HARE; DOUBLE, 2019). Por outro lado, comportamentos

como boas praticas de higiene ou alimentacdo saudavel, mais ricas em frutas,
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vegetais e gréos, podem proteger contra os efeitos adversos da exposicdo a
pesticidas. Atividades fisicas, mesmo em niveis considerados modestos, vém sendo
associadas a reducdo do risco de DP. A ingestao de café e o uso de cafeina também
vem sendo associado a um menor risco de desenvolvimento da doenga, assim como
maior consumo de cha. (SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2019).

De forma geral, fatores genéticos especificos que desempenham um papel
importante para o risco de DP podem ser identificados em um subconjunto de
pacientes. A genética dessa doenca € complexa. Variantes comuns podem contribuir
para o risco de DP e podem interagir com outros fatores genéticos e com fatores
ambientais como pode ser observado na figura 2 (SIMON; TANNER; BRUNDIN,
2019).

Mutagoes PARKIN

Mutagdes DJ-1 PGC-1alfa Mutagdes PINK1

Ferimento na Complexo |
cabeca ERO V\/ MPTP
Rotenona

Paraquat

Permetrina Envelhecimento
Dieldrina
Metais

Patégenos _
Mutacoes SNCA

Agregados de a-sinucleina

Mutacoes LRRK2

- depuragao por via
Envelhecimento autofagia-lisossémica Mutacées GBA

Figura 2: Influéncia de fatores ambientais e genéticos na DP. Fatores ambientais e genéticos
influenciam a patogénese da DP ao impactar vias semelhantes, incluindo a fungdo mitocondrial,
estresse oxidativo, agregacdo de a-sinucleina e vias de eliminacdo de proteinas anormais. ERO:
espécies reativas de oxigénio; SNCA: gene da a-sinucleina; MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetraidropiridina; PGC-1alfa: do inglés - Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator
l-alpha. Adaptado de SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2019.

Além dos fatores quimicos, quase todas as mutacfes genéticas conhecidas
ligadas a DP resultam em um comprometimento da atividade do complexo
mitocondrial | e na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), embora por

diferentes vias moleculares. Geralmente, mutagbes associadas a formas
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autossOmicas recessivas da DP (dj-1, pinkl1, parkin, gba-1, atp13a2) resultam em
fragmentacdo mitocondrial e perda da atividade do complexo mitocondrial | apés a
perda de fungéo dos seus produtos proteicos. Por outro lado, mutacfes subjacentes
a DP autossémica dominante (snca (gene da a-sinucleina), Irrk2) estdo associadas a
uma fungdo de ganho de toxicidade de produtos proteicos mal enovelados,
interrompendo a fosforilagéo oxidativa mitocondrial por meio de uma interagdo com o
complexo mitocondrial | (TRIST; HARE; DOUBLE, 2019).

Os genes parkin e pinkl foram associados a uma via celular envolvendo a
degradacao preferencial nos lisossomos das mitocéndrias disfuncionais através da
macroautofagia, um processo denominado mitofagia (SIMON; TANNER;
BRUNDIN,2019). O gene pinkl se acumula na membrana externa das mitocondrias
danificadas seguido pelo recrutamento de parkin para promover a mitofagia
(CACABELQOS,2017). Com isso, a perda de funcdes desses genes leva a diminuicao
desse processo, resultando no acumulo de mitocondrias disfuncionais. As mutacdes
em pinkl e dj-1 podem apresentar déficits motores progressivos e disfuncdo da
marcha (SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2019).

O gene dj-1, desempenha um papel significativo na defesa antioxidante celular
contra o estresse oxidativo (CACABELOS, 2017; TRIST; HARE; DOUBLE, 2019). O
gene parkin é a Unica ubiquitina ligase multifuncional, cujos diversos papéis na célula,
particularmente nos neurénios, sdo amplamente considerados protetores. A disfuncéo
em parkin representa uma causa predominante de Parkinsonismo familiar e um fator
de risco para a forma esporadica da doenca. Este gene desempenha funcdes de
controle de qualidade de proteinas housekeeping, presentes para manutencdo do
préprio funcionamento celular, regula a homeostase mitocondrial e a sinalizacédo
relacionada ao estresse oxidativo (CACABELOQOS, 2017). O gene parkin também regula
indiretamente os niveis de pcg-lalfa (Co ativador 1-alfa do receptor gama ativado por
proliferador de peroxissomo, do inglés: Peroxisome proliferator-activated receptor
gamma coactivator l-alpha), importante regulador transcricional, responsavel por
regular de forma coordenada a expressdo dos genes necessarios a biogénese
mitocondrial, bem como multiplas defesas antioxidantes. Os niveis de pcg-lalfa sédo
baixos na DP esporadica (SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2019).
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MutagOes no gene Irrk2 estdo presentes em cerca de 1 a 2% de todos os
pacientes com DP e 5% na DP familiar (DOTY et al., 2012; SIMON; TANNER,;
BRUNDIN, 2019). Esse gene codifica a repeticdo da quinase 2 rica em leucina, uma
grande proteina de mdltiplos dominios envolvida em diversos processos celulares,
incluindo crescimento de neurites e morfogénese sinaptica, trafego de membranas,
autofagia e sintese de proteinas. Este gene também pode apresentar um papel no
sistema imunoldgico inato, sua atividade é conferida, em parte, por suas duplas
funcbes enziméticas (GTPase e serina-treonina-quinase) (KALIA; LANG, 2015).
Pacientes com mutacdo parkin tem um inicio mais precoce e simétrico da doenca,
com uma progressao mais lenta, diferente do Irrk2 (SAUERBIER et al., 2016). Os
genes Irrk2 e parkin sdo as causas mais comuns da DP herdada dominante e
recessiva, respectivamente (KALIA; LANG, 2015).

Outro fator genético comumente encontrado como contribuinte para o risco de
DP esta relacionado a mutacdes no gene gba, associados a doenca de Gaucher
autossbmica recessiva. Os portadores de mutacdes no gene gba apresentam um risco
aproximadamente 4 vezes maior de desenvolver esta patologia, embora o risco varie
com diferentes mutacdes GBA. Tais mutacdes, promovem uma perda de atividade da
enzima  lisossébmica  glucocerebrosidase @ (GCase) (SIMON; TANNER,;
BRUNDIN,2019). A presenca de GCase mal enovelada nos lisossomos, juntamente
com uma reducdo de seu tipo selvagem, leva a um retardo da degradacéo de o-
sinucleina (a-SIN) via autofagia mediada por chaperonas, resultando assim num
acumulo e agregacao desta proteina (CACABELOS, 2017). Além disso, mutacdes
GBA também s&o reconhecidos como um importante fator de risco para o
desenvolvimento de DP esporadica e esta associada ao declinio cognitivo e a
deméncia (SAUERBIER et al., 2016).

1.1.3. Patogenia da Doenca de Parkinson

Patologicamente, a DP €& caracterizada pela perda de neurbnios
dopaminérgicos na regido da substancia negra pars compacta (SNpc) localizada no
mesencéfalo, juntamente com o0 surgimento de inclusbes proteicas
intracitoplasmaticas incluindo agregados de a-SIN insolaveis, denominados corpos de
Lewy (CL) (OLANOW, C.W. et al.,, 2009; CACABELOS, 2017; SIMON; TANNER;

BRUNDIN, 2019). A perda neuronal na SNpc apresenta uma relagao linear com os
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sintomas motores (SM) (RIETDIJK et al., 2017). Além disso, 0 estresse oxidativo, vem
sendo implicado como um fator chave da cascata degenerativa complexa subjacente
a neurodegeneracdo dopaminérgica em todas as formas de DP. Seu surgimento se
da a partir da desregulacdo da atividade redox celular, onde a producdo de ERO
supera a depuracao por enzimas antioxidantes endoégenas e chaperonas moleculares
(TRIST; HARE; DOUBLE, 2019).

Os sistemas de neurotransmissores afetados na DP sdo generalizados e a
convergéncia de déficits em varias vias de transmissado que incluem disfuncbes nas
vias colinérgicas, serotoninérgicas, noradrenérgicas e dopaminérgicas como pode ser
observado na figura 3, possivelmente levando a uma atividade anormal da rede
cerebral central originando alguns dos SM e ndo motores, resultando na expressao
clinica da DP (TITOVA et al., 2016).
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Figura 3: Vias afetadas na DP. Disfungdo multissistémica e multi-neurotransmissor na DP. As setas
indicam os caminhos das alterac@es das respectivas vias afetadas na DP. SNM: Sintomas ndo motores.
SM: sintomas motores. OH: Hipotenséo ortostatica. MCI: leve comprometimento cognitivo. Adaptado
de TITOVA et al., 2016.

A DP é caracterizada por ser a patologia mais difundida em outras regides do
cérebro envolvendo também neurdnios ndo dopaminérgicos (SIMON; TANNER;
BRUNDIN, 2019). Alguns autores relataram que nucleos ndo dopaminérgicos podem
degenerar numa taxa mais rapida e as vezes em maior grau do que 0S neurdnios
dopaminérgicos nos estagios iniciais e prodrémico, que antecedem as manifestagdes

e/ou aparecimento da doenca (TITOVA et al., 2016).

O processo patolégico que leva a perda progressiva de neurbnios
dopaminérgicos da substancia negra e a neurodegeneracao mais disseminada na DP

tem sido associado a inflamagdo neuronal (YILMAZ et al, 2018). O termo
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neuroinflamacao define amplamente processos inflamatoérios que ocorrem no sistema
nervoso central (SNC), envolvendo o sistema imunolégico inato e adaptativo
(GELDERS et al., 2018). A neuroinflamacao € outra caracteristica, além da presenca
dos CL, da patologia da doenca. A presenca de uma resposta inflamatoria ativa no
cérebro mediada principalmente por astrécitos e microglia residentes € reconhecida
h& muito tempo, mas de certa forma esquecida quando se trata da DP (KALIA; LANG,
2015). Microglia sao as principais células imunes inatas do cérebro e tém papéis
fundamentais na homeostase do SNC. Tais células examinam continuamente seu
microambiente e monitoram a atividade sinaptica em andamento, removem células
apoptoticas e fornecem suporte tréfico para os neurdnios. Essas células representam
a primeira linha de defesa no cérebro e reagem a eventos patoldgicos através de uma
cascata de processos inflamatorios. Ja os astrocitos, sdo células residentes do
cérebro, que contribuem para o desenvolvimento e plasticidade do SNC, fornecendo

energia aos neurdnios e mantendo a homeostase cerebral (GELDERS et al., 2018).

Normalmente a inflamacédo é um mecanismo de defesa complexo que ocorre
no corpo em resposta a homeostase perturbada (GELDERS et al., 2018). E um
processo critico na progressdao da DP. Uma resposta inflamatéria adequada é
essencial para o reparo tecidual, mas uma resposta inflamatoria excessiva e retardada
pode levar a um ciclo maligno de neuroinflamacdo e propagacédo da doenca. Os
exossomos, que serdo mencionados na secdo 1.2, podem participar de diferentes
estagios do processo inflamatério, incluindo o estagio de ativacdo, por meio da
comunicacdo neurdnio-neuroglia, e 0 estagio de exacerbacdo, por meio da
comunicacdo neuroglia-neuroglia. Até agora, o papel exato dos exossomos na
neuroinflamacédo nao foi completamente elucidado, e mais pesquisas sdo essenciais
(YU et al., 2020). A neuroinflamac&o, anteriormente costumava ser vista apenas como
uma resposta a neurodegeneracdo em andamento. Estudos recentes sugerem que a
neuroinflamacédo pode ser um evento colaborador importante e essencial a agregacao
da a-SIN e do processo neurodegenerativo. Além disso, estudos epidemiolégicos
forneceram evidéncias de associacfes entre doencas com inflamacao periférica (por
exemplo, diabetes tipo 2 e doenca inflamatdria intestinal) e risco elevado de DP
(SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2019). A pesquisa sobre neuroinflamacdo na DP
concentra-se principalmente no sistema imunolégico inato e, em particular, no papel

da microliga (ANTONY et al., 2013), uma vez que as células gliais sdo os principais
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contribuintes para a neuroinflamacdo, em parte por meio dos receptores toll-like
(RIETDIJK et al., 2017).

E provavel que a neurodegeneracéo relacionada a DP ocorra varias décadas
antes do inicio dos SM (CACABELOS, 2017). Até a presente data, foram identificados
70 loci no genoma que, quando alterados, contribuem para o risco de DP. Varios
desses loci estdo proximos de genes envolvidos no sistema lisossémico-autofagico e
no sistema imune, cujas funcdes esperadas para desempenhar papéis importantes no
manuseio da a-SIN mal enovelada (SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2019). A disfuncéo
da degradacdo molecular e organelar € uma caracteristica da DP, evidéncias
crescentes indicam alteragbes funcionais entre o sistema ubiquitina-proteassoma
(UPS, do ingés: ubiquitin-proteasome system) e a autofagia. A disfuncdo desses
sistemas de depuracado facilita o acumulo de a-SIN e mitocondrias defeituosas
(ANTONY et al., 2013). As células da microglia sdo capazes de detectar a a-SIN mal
enovelada e aumentar a neurotoxicidade através da producao de ERO e citocinas pro-
inflamatorias (ANTONY et al., 2013).

O acumulo de a-SIN, disfuncdo mitocondrial, comprometimento autofagico,
estresse oxidativo e do reticulo endoplasmatico sdo achados comuns na cascata
patogénica da DP (CACABELOS, 2017). Dados atuais demonstram alteracdes
patolégicas moderadas na regido da SNpc humana. Esses dados foram obtidos em
analises pés-mortem em individuos saudaveis, quando comparados com outras
regides cerebrais com idade semelhante. As alteracbes incluem disfuncéo
mitocondrial leve, desregulacéo de calcio e ferro e deficiéncias antioxidantes. Essas
patologias sdo provavelmente um produto de distirbios no ambiente bioquimico
exclusivo de neurbnios dopaminérgicos nigrais do envelhecimento. Sendo estas,
sugeridas como base da mudanca gradual do equilibrio redox neuronal para niveis
perigosos a medida que o cérebro envelhece (TRIST; HARE; DOUBLE, 2019).

1.1.4 O papel do estresse oxidativo na Doenca de Parkinson

As ERO sdo normalmente produzidas na célula durante as reacfes da cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial (ETC, do inglés: electron transport chain) ou
a partir de racles redox e sdo de fato um componente necessario a homeostase
celular. No entanto, apesar da importancia das ERO na fisiologia normal, proteinas
antioxidantes como superoxido dismutase (SOD) e glutationa (GSH) também
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impedem que os niveis de ERO fiquem muito altos. A falha desses antioxidantes na
regulacao dos niveis de ERO leva ao estresse oxidativo (PUSPITA; CHUNG; SHIM,
2017).

O estresse oxidativo em si ndo é patoldgico, ao contrario, o acumulo de ERO
apos o desequilibrio redox celular medeia os danos neuronais. Embora as ERO
constituam importantes moléculas de sinalizacdo que regulam a transcri¢cao de genes
e as interacdes proteicas, como por exemplo em casos de disfungcé&o mitocondrial, seu
acumulo pode resultar em danos oxidativos aos lipideos, proteinas, DNA, RNA.
Dependendo da localizacdo subcelular da producdo de ERO, podem comprometer a
funcdo neuronal e a integridade estrutural, além de causar a interrup¢do das cascatas
de sinalizacdo (ANTONY et al., 2013; TRIST; HARE; DOUBLE, 2019). Com o estresse
oxidativo, as chances de mutacbes espontaneas aumentam, tornando possivel o
desencadeamento de mutacdes que tornam as ceélulas mais vulneraveis as disfuncdes
ocorridas na patologia (PUSPITA; CHUNG; SHIM, 2017). O estresse oxidativo
desempenha um papel central na progresséao da DP, uma vez que pode atuar afetando
a estabilidade do acido nucleico pela oxidacdo do RNA, aumentando a mutacéo do
MtDNA e iniciando a sintese de translesédo, perturbando a homeostase proteica,
acelerando a agregacao de a-SIN, agregacdo de PARKIN e dissociacdo de
proteassomos (CACABELOS, 2017).

O envolvimento das mitocondrias na patogénese da DP foi sugerido pela
primeira vez apos individuos consumirem drogas ilicitas contaminadas com MPTP.
Sintomas semelhantes aos presentes na DP foram observados logo apés a ingestao
do medicamento, com analises poés-mortem, revelando a destruicdo da SNpc
(PUSPITA; CHUNG,; SHIM, 2017). Foi proposto que a disfuncdo mitocondrial possa
ser central na patogénese da DP esporadica e familiar. Observacfes a partir de
modelos experimentais e de DP humana forneceram fortes evidéncias da ocorréncia
de rupturas na dinamica mitocondrial, de defeitos de bioenergética, de inibicdo do
complexo | da ETC e do aumento das ERO (ROCHA; MIRANDA; SANDERS, 2017).
Tal declinio do complexo | e ERO intracelular elevada foram verificadas na SNpc do
cérebro pés-mortem de pacientes com DP. A producdo de ERO a partir da acao
mitocondrial é fisiol6gica, mas a disfuncdo do ETC na mitocondria danificada causa
producéo excessiva de ERO, sendo prejudicial para as células (PUSPITA; CHUNG;

SHIM, 2017).
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Apoiando ainda mais a importancia das mitocéndrias e sua relevancia na DP,
esta o fato de que genes relacionados a DP, como pink1, parkin, dj-1 e Irrk2, codificam
proteinas que regulam a homeostase mitocondrial e de ERO. A proteina mitocondrial
PINK1 é degradada rapidamente em mitocondrias saudaveis. Ja em mitocondrias
defeituosas, as quais podem exibir, altos niveis de estresse oxidativo, diminuicdo do
potencial de membrana, ou presenca de proteinas mal enoveladas, a degradacéo de
PINK1 é impedida, o que leva ao seu acimulo na membrana externa. (PUSPITA;
CHUNG; SHIM, 2017).

Dados coletados de pacientes com DP em estagio inicial demonstram que o
estresse oxidativo elevado é uma caracteristica robusta dos estagios iniciais da
doenca, ocorrendo antes da perda significativa de neurénios. Isso implica a geragao
descontrolada de ERO como um fator causal potencial na morte de neurdnios
dopaminérgicos, em vez de ser uma resposta secundaria a neurodegeneracao
progressiva (TRIST; HARE; DOUBLE, 2019). Ao mesmo tempo, mecanismos de
defesa antioxidante séo ativados para compensar a homeostase redox desarranjada
(ANTONY et al., 2013). Uma melhor compreensédo do papel complexo do estresse
oxidativo na etiologia da DP pode, portanto, revelar novos alvos para modificacbes
terapéuticas e diagndstico pré-clinico (TRIST; HARE; DOUBLE, 2019).

O cérebro é extremamente vulneravel ao estresse oxidativo em comparacao
com outros orgaos periféricos devido a altos niveis de gorduras poli-insaturadas e
atividade antioxidante relativamente baixa (ROCHA; MIRANDA; SANDERS, 2017).
Muitos fatores determinantes do estresse oxidativo nigral no envelhecimento saudavel
foram identificados como principais contribuintes para o estresse oxidativo aumentado
na SNpc da DP, sugerindo gue a etiologia da DP pode envolver uma exacerbacéo das
vias moleculares envolvidas no envelhecimento saudavel (TRIST; HARE; DOUBLE,
2019). Evidéncias substanciais sugerem que ha uma relacdo bidirecional entre a
oligomerizacado da a-SIN e a geracdo de ERO. Uma via para a geracao de estresse
oxidativo a partir do acumulo de a-SIN é através da ativacdo de células microgliais
(ROCHA; MIRANDA; SANDERS, 2017). Foi relatado que em neurénios tratados com
oligbmeros de a-SIN ocorre o desencadeamento do estresse oxidativo de forma mais
potente do que em neurbnios tratados com monémeros e fibrilas, além disso, 0s
neurdnios tratados com oligdmeros de a-SIN demonstraram uma redugéo no nivel de

GSH e um aumento na peroxidacao lipidica (PUSPITA; CHUNG; SHIM, 2017).
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Embora a toxicidade da a-SIN, ou seja, seus oligdmeros, possa contribuir para
elevar o estresse oxidativo celular, também foi sugerido que o estresse oxidativo pode
desencadear a toxicidade, a partir da formagéo de oligbmeros, da a-SIN (PUSPITA;
CHUNG; SHIM, 2017).

1.1.5 Avaliacéo clinica e sintomas da Doenca de Parkinson

A neurodegeneracdo dopaminérgica resulta na deplecdo de dopamina na
regido do estriado, levando a perda do controle motor e ao inicio dos SM conhecidos
como as principais caracteristicas da DP, sendo eles: tremor em repouso,
instabilidade postural, rigidez muscular e lentiddo dos movimentos (bradicinesia)
(ANTONY et al., 2013; SRIVASTAVA et al., 2010). A bradicinesia € considerada a
principal caracteristica e a condicdo necessaria para o diagnostico da DP (KALIA;
LANG, 2015; LIAN et al., 2019). Ainda nao € possivel um diagnéstico de DP em
estagio inicial, uma vez que o diagndstico € apenas clinico e os sintomas clinicos da
doenca aparecem apenas apos uma perda de 70 a 80% dos neurdnios
dopaminérgicos, deixando opc¢Oes muito limitadas para intervencdo terapéutica
(SRIVASTAVA et al.,, 2010; ANTONY et al.,, 2013; HORVATH et al., 2017). A
deficiéncia de dopamina resultante nos ganglios da base leva a um disturbio do
movimento caracterizado por SM Parkinsonianos classicos (KALIA; LANG, 2015; LIAN
et al., 2019). Sendo assim, a DP quase se tornou sinbnimo de uma sindrome motora
por deficiéncia de dopamina, essa posicao foi reforcada pelo efeito dramatico da
levodopa na reducéo das caracteristicas motoras da doenca, no entanto, quando se

trata da sindrome ndo motora ele ndo se mostra tao efetivo (TITOVA et al., 2016).

Evidéncias crescentes apontam a DP como, de fato, um distarbio
multissistémico complexo, sendo uma combinacdo de sindromes motoras e nao
motoras. O foco do gerenciamento e tratamento da DP tem sido o controle dos SM,
no entanto, foi demonstrado que a linha do tempo para o desenvolvimento da DP inclui
um periodo que varia de 5-20 anos, dominado por uma série de sintomas ndo motores
(SNM) anteriores ao inicio dos SM. Cada paciente apresenta uma resposta individual
a medicacao, complicacdes especificas e progndéstico variavel. No entanto, ainda nao
€ possivel prever a resposta e o progndstico do tratamento (SAUERBIER et al., 2016).
Hiposmia (baixa sensibilidade olfativa); anosmia (perda do olfato); distarbios do sono,

como o disturbio do comportamento do sono por movimentos oculares rapidos;
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depressao, constipacéo e outros sintomas disautonémicos (transtorno provocado por
alteracdes que ocorrem no sistema nervoso autbnomo, quando um desequilibrio do
sistema simpéatico/parassimpatico afeta as func¢des involuntarias que ajuda a
coordenar), sao alguns dos SNM que podem anteceder o surgimento dos déficits
motores (ANTONY et al., 2013; SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2019). Em particular, o
movimento rapido dos olhos, o distirbio do comportamento do sono e a hiposmia de
inicio tardio, geralmente, comeg¢am antes do inicio da sindrome motora central, as
quais se apresentam como possiveis caracteristicas importantes para o0
desenvolvimento dos aspectos motores do Parkinsonismo e da DP (ANTONY et al.,
2013; SAUERBIER et al., 2016).

Com a progressdo da doenca, caracteristicas ndo motoras adicionais podem
surgir em estagios posteriores, como por exemplo a disfuncdo autondmica ja
mencionada, dor, fadiga, sonoléncia e declinio cognitivo (TITOVA et al., 2016; SIMON;
TANNER; BRUNDIN, 2019). Alguns desses sintomas, como a constipacao, disfagia,
nausea e o problema da perda de olfato (anosmia), sdo evidéncias que apoiam a
hipétese de Braak que sera comentada mais adiante, na secdo 1.1.7 (RIETDIJK et al.,
2017).

Atualmente, ndo ha cura para a DP, e os objetivos do tratamento sao aliviar 0s
sintomas para o conforto dos pacientes e minimizar a discinesia. A levodopa € a linha
principal da terapia de reposicdo de dopamina que restaura déficits resultantes da
perda de neurénios dopaminérgicos. Isso proporciona o maior beneficio sintoméatico e
alivia os SM (ANTONY et al., 2013; RIETDIJK et al., 2017; WU; ZHENG; ZHANG,
2017). No entanto, como a eficacia diminui com o tempo, os médicos precisam adiar
a prescricdo de levodopa o maximo possivel. Os relatérios mostraram que apenas
~25% dos pacientes tratados com levodopa por cinco anos continuam tendo uma boa
resposta (WU; ZHENG; ZHANG, 2017). Foram observados efeitos adversos da
levodopa como por exemplo, discinesia, psicose, alucinacdes e hipotensao
(NICOLETTI et al., 2016; WU; ZHENG; ZHANG, 2017). Além disso, embora existam
outras opc¢Oes terapéuticas como Sinemet (carbidopa-levodopa), Rasagilina/Azilet
(inibidor irreversivel da monoamina oxidase B), antioxidantes e fatores que inibem a
apoptose, além de tratamentos operativos como estimulacédo cerebral profunda, seus

efeitos colaterais também séo de grande preocupacdo (WU; ZHENG; ZHANG, 2017).
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O diagnéstico segue os critérios do UK Parkinson’s Disease Society Brain
Bank, que se concentram exclusivamente nos SM descritos na tabela 1 (HUGHES et
al., 1992; SAUERBIER et al., 2016).

Tabela 1: Critério de diagndstico clinico segundo a UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank.
O diagnostico é feito seguindo trés passos mostrados na tabela. MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina. Crises oculogiricas: reacdo a certas drogas ou condic6es médicas caracterizadas por
um desvio prolongado involuntario acima dos olhos. Adaptado de HUGHES et al., 1992.

Critérios de diagnostico clinico segundo a UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank

1° Passo: Diagnoéstico da sindrome Parkinsoniana

Bradicinesia

E no minimo uma das seguintes caracteristicas:

Rigidez muscular

Tremor em repouso de 4-6 Hz

Instabilidade postural

ndo sendo causada por disfuncao visual priméria, vestibular, cerebelar ou proprioceptiva

2° Passo: Critério de exclusdo para doenca de Parkinson

Histoérico de acidente vascular cerebral com progressao para caracteristicas parkinsonianas
Histérico de traumatismo craniano

Histérico de encefalite definitiva

Crises oculogiricas

Tratamento com neurolépticos no inicio dos sintomas

Mais de um parente afetado

Remisséo sustentada

Estritamente de caracteristicas unilaterais, apds 3 anos

Paralisia supranuclear

Sinal cerebelar

Envolvimento autonémico severo inicial

Deméncia grave inicial com perturbacdes da memaria, e praxis

Sinal de Babinski

Presenca de tumor cerebral ou hidrocefalia comunicante em tomografia computadorizada
Resposta negativa para grandes doses de levodopa (excluidos se mé absorcao)
Exposi¢cédo a MPTP

Continua
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3° Passo: Critério de suporte positivo prospectivo para doenca de Parkinson (trés ou mais séo
necessarios para definir o diagndstico de doenca de Parkinson)

Comeco unilateral

Presenca de tremor em repouso

Desordem progressiva

Assimetria afetando lado de inicio mais persistente

Excelente resposta (70-100%) para levodopa

Coréia induzida por levodopa

Resposta levodopa por 5 anos ou mais

Curso clinico de 10 anos ou mais

A progressdo da DP é caracterizada pelo agravamento das caracteristicas
motoras, que inicialmente poderiam ser gerenciadas com terapias sintomaticas. No
entanto, a medida que a doenca avanca, surgem complicacbes relacionadas ao
tratamento sintomatico a longo prazo, incluindo flutuagcbes motoras e ndo motoras,
discinesia e psicose. Essas complicacdes relacionadas ao tratamento sdo desafios
substanciais no manejo clinico do estagio avancado da DP. No estagio avancado, 0s
recursos motores e ndo motores ao tratamento sdo proeminentes e incluem sintomas
motores axiais, como instabilidade postural, congelamento de marcha, quedas,
disfagia e disfuncéo da fala. ApOs cerca de anos de doenca, até 80% dos pacientes
com DP apresentam congelamento de marcha e quedas e até 50% relatam asfixia
(KALIA; LANG, 2015).

Geralmente, dividimos a DP em diferentes subtipos motores, o subtipo tremor-
dominante (TD - com uma relativa auséncia de outros SM), o subtipo rigido acinético
(RA - gue inclui fenétipos descritos como uma sindrome rigida acinética e disturbio da
marcha com instabilidade postural) e o subtipo misto (M - com diversos sintomas
motores e gravidade comparavel aos demais subtipos). (KALIA; LANG, 2015;
NICOLETTI et al., 2016; SAUERBIER et al., 2016; LIAN et al., 2019). O curso e
prognostico da doenca diferem entre os subtipos, o subtipo TD é frequentemente
associado a uma taxa mais lenta de progressdo, menos incapacidade funcional,

menos SNM, mais chances de melhora ao usar levodopa e maiores taxas de
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sobrevivéncia do que a DP no subtipo RA. Além disso, ha a hipotese dos varios
subtipos da DP ter etiologia e patogénese distintas (KALIA; LANG, 2015; LIAN et al.,
2019). Pacientes classificados como TD mostram diferentes padrdes morfoldgicos de
lesdo cerebral em comparagcdo com os classificados como RA. (NICOLETTI et al.,
2016). Na pratica clinica recomenda-se aplicar juntamente com os critérios de
diagnéstico do UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank uma avaliacdo clinica e
motora clinica, como a escala de estadiamento de Hoehn & Yahr modificada (H&Y)
(SAUERBIER et al., 2016).

A escala de H&Y foi projetada originalmente para ser uma escala descritiva
simplificada de estadiamento, que fornece uma estimativa geral da fung&o clinica na
DP, combinando déficits funcionais (incapacidade) e sinais objetivos
(comprometimento) descritos na tabela 2 (GOETZ et al., 2004). Essa escala faz parte
da Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDR), e é amplamente utilizada para
monitorar a progressao da doencga e a eficacia do tratamento. A escala de H&Y surgiu
a partir da necessidade de se obter um método uniforme para avaliar os sinais da DP
(GOULART; PEREIRA, 2005). Sua modificagdo mais relevante foi introduzida em
1987 pelo Comité de Desenvolvimento da UPDR, a qual incluiu estagios
intermediarios, para melhor enquadramento dos pacientes (MARTINEZ-MARTIN,
2010). A escala de H&Y é baseada no conceito duplo de que a gravidade da disfuncéo
parkinsoniana geral esta relacionada ao envolvimento motor bilateral e ao
comprometimento do equilibrio e da marcha (GOETZ et al., 2004). O estadiamento
fornece uma descricdo geral da condicdo do paciente com DP, permitindo uma
traducdo clinica para niveis leves (estagios 1-2), moderados (estagios 2,5-3) e
avancados (estagios 4-5). Como indicador da progressdo da DP, a mudanca no
estagio de H&Y é uma caracteristica importante no curso da doenca e influencia seu
manejo (MARTINEZ-MARTIN, 2010).
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Tabela 2: Escala de Estadiamento de Hoehn e Yahr Modificada. Essa escala foi utilizada para
determinar o estadiamento da DP, de acordo com a distribuicdo corporal dos sintomas e nivel de
incapacidade. Individuos no estagio 1 sdo considerados levemente comprometidos, enquanto no
estagio 5 estao restritos a cadeira de rodas ou ao leito. Adaptado de GOETZ et al., 2004.

Escala de Estadiamento de Hoehn e Yahr Modificada

Estagio 0 = Nenhum sinal da doenca.

Estagio 1 = Doenca unilateral.

Estagio 1,5 = Envolvimento unilateral e axial.

Estagio 2 = Doenca bilateral, sem comprometimento do equilibrio.

Estagio 2,5 = Doenca bilateral leve, com recuperacao no teste de puxar o paciente

pelas costas.

e Estagio 3 = Doenca bilateral leve a moderada; alguma instabilidade postural;
fisicamente independente.

e Estagio 4 = Incapacidade severa; ainda capaz de andar ou permanecer em pé sem
assisténcia.

e Estagio 5 = Restrito a cadeira de rodas ou ao leito. Necessita de ajuda.

Além da escala de H&Y, a escala de Schwab & England (SE), descrita na tabela
3, também faz parte da UPDR (GOULART; PEREIRA, 2005). Essa escala analisa o
grau de dependéncia para realizar atividades do dia-a-dia dos Parkinsonianos
(RAMAKER et al., 2002).

Tabela 3: Escala de Atividades de Schwab e England. A escala foi aplicada para avaliar a
capacidade funcional dos individuos com DP. E graduada em percentuais, em que 100% representa
independéncia para realizar atividades diarias e 0% impoténcia total. Adaptado de RAMAKER et al.,
2002.

Escala de Atividades Diéarias de Schwab e England

100% - Completamente independente. Capaz de realizar todas as atividades diarias sem lentidéo,
dificuldade ou comprometimento. Essencialmente normal.

90% - Completamente independente. Capaz de realizar todas as atividades diarias, com algum grau
de lentidao, dificuldade e comprometimento. Pode demorar o dobro. Comecando a ficar consciente da
dificuldade.

80% - Completamente independente na maioria das atividades. Demora o dobro. Consciente da
dificuldade e lentid&o.

70% - Nao completamente independente. Maior dificuldade em algumas atividades. Trés a quatro vezes
mais demorado em algumas. Pode gastar uma grande parte do dia com elas.

60% - Alguma dependéncia. Pode realizar a maioria das atividades, mas é excessivamente lento e faz
muito esforgo. Algumas impossiveis.

50% - Mais dependente. Metade das atividades com auxilio, mais lento. Dificuldade com tudo.
40% - Muito dependente. Participa de todas as atividades, mas poucas sozinho.

Continua
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30% - Com esforco consegue realizar poucas atividades, ou inicid-las sozinho. Necessita de muito
auxilio.

20% - Nada realiza s6. Pode ser auxiliado em algumas atividades. Invalidez severa.
10% - Totalmente dependente, desamparado. Completamente invalido

0% - Auséncia de controle de func¢des vegetativas como degluticdo, mic¢do e evacuacdo. Restrito ao
leito.

1.1.6 a-sinucleina na Doenca de Parkinson

Diversas doencas neurodegenerativas tem como caracteristica agregados de
proteinas mal enoveladas. O que difere um disturbio neurodegenerativo de outro é o
principal constituinte proteico desses agregados e quais regides do cérebro séo
afetadas (MELKI, 2018). No caso da DP, o principal constituinte proteico € a proteina
a-SIN que forma agregados encontrados nos CL e neurites de Lewy, marcas
patolégicas ndo apenas no cérebro de portadores de mutagdes, mas também na
forma esporadica comum da DP (ANTONY et al.,, 2013; ROCHA; MIRANDA,;
SANDERS, 2017; MELKI, 2018). Os CL sao encontrados nos neurdnios
dopaminérgicos restantes da SNpc e sdo descritos como inclusdes eosinofilicas
intraneuronais, redondas e com nucleo hialino, sempre positivas para a-SIN e
ubiquitina. As neurites de Lewy referem-se a neurites anormais que contém material
granular e filamentos de a-SIN, semelhantes aos encontrados nos CL, sendo mais
abundantes que os CL e se acumulam na amigdala e no estriado na maioria dos casos
de DP (ROCHA; MIRANDA; SANDERS, 2017).

A a-SIN é uma proteina pequena, pré-sinaptica, composta por 140 aminoacidos
(LEE et al., 2006; ROCHA; MIRANDA; SANDERS, 2017; MELKI, 2018). Essa proteina
€ dividida em trés regides distintas: uma regido N-terminal com carga positiva,
altamente conservada com uma série hexamérica (KTKEVGV) que se repete, uma
regido hidrofébica central que tem alta propenséo a agregar e um dominio C-terminal
altamente acido (GALLEGOS et al., 2015; ROCHA; MIRANDA; SANDERS, 2017). O
dominio hidrofébico central é referido como regido NAC (componente ndo-B-amildide,
do inglés: Non-AB component). Esta regido amiloidogénica tem a capacidade de
alterar a conformacéo de random coil para a estrutura em folha  (SERPELL et al.,
2000), e formar AB-like protofibrilas e fibrilas (HARPER et al., 1999; ROCHA;
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MIRANDA; SANDERS, 2017). Um esquema da morfologia da proteina a-SIN pode

ser observado na figura 4.

I 1 1 1 ] T 1
I N-terminal NAC I C-terminal I

Figura 4: Alfa-sinucleina humana. Representagédo esquematica da estrutura da a-sinucleina humana,
mostrando os trés dominios distintos: N-terminal, componente n&o-B-amildéide (NAC) e C-terminal.
Posicdo dos aminoacidos indicada na parte inferior. Caixas verdes representam as repeticGes
hexaméricas KTKEGV. Adaptado: GALLEGOS et al., 2015.

A a-SIN é uma proteina neuronal abundante que se liga de forma reversivel as
membranas intracelulares (SAMUEL et al., 2016). A a-SIN citosolica ndo enovelada,
esta em equilibrio dinamico com a forma associada a membrana que é parcialmente
restringida em uma conformacgao a-helicoidal anfipatica. Em neurbnios saudaveis, a
proteina tem uma localizacdo predominante nos terminais pré-sinapticos e acredita-
se que apresenta importancia para a plasticidade sinaptica e para o0 empacotamento
vesicular (LEE et al., 2006; ROCHA; MIRANDA; SANDERS, 2017; MELKI, 2018). Esta
proteina também esta presente nas células ndo neuronais, como por exemplo, no
figado, musculo, linfocitos, neutroéfilos e glébulos vermelhos, e seus papéis funcionais
fisiol6égicos ndo sao totalmente elucidados (SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2019).

O fato da a-SIN ser patogénica do contexto da DP se da devido ao encontro de
um link genético associando essa proteina a doencga. A mutacao pontual no gene snca
(A53T), demonstrou causar a DP autossémica dominante e diversas outras mutacdes
pontuais (A30P, E46K, H50Q, G51D e A53E) mostraram desde entdo causar as
formas familiares da DP e deméncia com corpos de Lewy (DLB, do inglés: dementia
with lewy bodies) (BENGOA-VERGNIORY et al., 2017). Além disso, a duplicacdo ou
triplicacdo do gene snca tipo selvagem foi identificado como uma forma patogénica
causal de uma forma familiar de DP e de alguns casos esporadicos (BENGOA-
VERGNIORY et al., 2017; BRAAK; TREDICI, 2017). Nesse caso, niveis elevados da
proteina ndo mutada sado suficientes para desencadear doencas acompanhadas pela
formacdo dos CL (BRAAK; TREDICI, 2017). Além disso, foi demonstrado que a
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triplicacdo do gene snca leva ao aumento de aproximadamente duas vezes a
concentragdo de ao-SIN ndo apenas no cérebro, mas também no sangue, em
comparacao com concentracfes encontradas em individuos controles (LEE et al.,
2006).

A homeostase da a-SIN pode ser perturbada desde o inicio por mau
funcionamento proteossomal e lisossémico que prejudicam a eliminacao de proteinas
danificadas ou desnaturadas ou por falta de chaperonas moleculares ou anticorpos
naturais que protegem ou re-enovelam as proteinas (KOEHLER et al., 2015). Uma
das caracteristicas da patologia da DP é a falha na liberacao de proteinas pelo UPS
e pela via autofagia-lisossomal. O comprometimento de uma dessas vias leva a
agregacao intracelular de a-SIN (YU et al.,, 2020). O UPS é a principal via de
degradacgao da a-SIN em condi¢des fisiologicas normais. Essas maquinarias estéao
envolvidas na prevencdo da agregacao, re-enovelamento, desagregacdo e
degradacédo de proteinas propensas a agregacao (MELKI, 2018). A falha desses
sistemas proteoliticos funcionalmente interconectados pode ser acompanhada de
acumulo de a-SIN agregada, que acaba interferindo na funcéo celular adequada e
contribuindo para a patogénese da DP (ROCHA; MIRANDA; SANDERS, 2017), e
entdo, esses agregados sao absorvidos pelos neurdnios vizinhos, onde sao capazes
de semear a-SIN monomérica em agregados semelhantes a CL (SIMON; TANNER,;
BRUNDIN, 2019).

A a-SIN pode ser alterada por diversas modificacdes-p0as-traducionais (MPT)
covalentes e truncamentos que podem afetar a transferéncia interneuronal e seu
enovelamento, limitando sua flexibilidade, modificando a sua associacdo a membrana,
formacé&o de complexo e degradacéao (SAMUEL et al., 2016). Tais MPT incluem dentre
outras modificacbes, fosforilacdo e nitracdo, as quais parecem favorecer a
oligomerizacdo (ROCHA; MIRANDA; SANDERS, 2017). Niveis elevados de tensodes
oxidativas ou nitrativas tém sido implicados na toxicidade relacionada a a-SIN
(CACABELOQOS, 2017). Curiosamente, as formas fosforiladas e nitradas da a-SIN estéo
presentes no cérebro de pacientes com DP (ROCHA; MIRANDA; SANDERS, 2017).
Quase 90% da a-SIN nos CL é fosforilada na serina 129 (S129), mas apenas 5% da
a-SIN no cérebro normal é modificada da mesma forma, sugerindo que a fosforilacao
pode influenciar na taxa de agregacédo e toxicidade ou na estabilidade geral dessa

proteina (SAMUEL et al.,, 2016; ROCHA; MIRANDA; SANDERS, 2017). Estudos
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posteriores mostram que a hiper fosforilagdo da a-SIN pode afetar sua solubilidade,
propriedades de ligagdo a membrana e distribuicdo subcelular, favorecendo um
estado patogénico (ROCHA; MIRANDA; SANDERS, 2017).

Uma questao considerada importante quando se fala da a-SIN é, qual poderia
ser o0 ponto de partida para sua agregacdo. Alguns modelos propdem que uma gama
de fatores estdo envolvidos, incluindo alguns dos fatores de risco ambientais
discutidos anteriormente, como o0s pesticidas e poluentes ambientais, bem como
patdgenos comuns (por exemplo, virus, bactérias e fungos) que podem obter acesso
a células contendo a-SIN inicialmente no sistema olfativo e intestino. Na maioria das
vezes, esses agregados sdo manipulados por mecanismos celulares proteostéaticos
normais e nao levam a disseminacao da patologia de Lewy. Na presenca simultanea
de fatores facilitadores, por exemplo, envelhecimento, predisposicdo genética e
inflamacéo periférica, o0 modelo propde que os agregados de a-SIN podem passar
pela depuracdo normal e causar sinucleinopatia no cérebro (SIMON; TANNER;
BRUNDIN, 2019). Alguns estudos sugerem que a forma oligomérica € a mais toxica
da proteina. Também foi demonstrada uma maior toxicidade para espécies
oligoméricas ligadas a exossomos em comparag¢ao com os oligbmeros livres, além da
capacidade das fibrilas de a-SIN agirem como sementes exdgenas e recrutarem a-
SIN enddégena para o corpo de inclusdo, mesmo em células que ndo super

expressavam a proteina (RIETDIJK et al., 2017).

1.1.7 Hip6teses de propagacao da a-sinucleina sugeridos para

patologia da Doenca de Parkinson

Até pouco tempo, pensava-se que a disseminacao e transmissao de doencas
por meio de agregados proteicos mal enovelados estava restrita a proteina pridénica
(PrP). Evidéncias sugerindo que a PrP agregada néo € Unica e que outros agregados
de proteinas sdo uma das principais caracteristicas de diversas doencas
neurodegenerativas, 0s quais podem se propagar e amplificar de maneira semelhante
a um prion, veio primeiro do trabalho de Heiko Braak. Quanto ao PrP, esses patégenos
foram inicialmente considerados de natureza viral (MELKI, 2018). A percepcao de que
a a-SIN mal enovelada exibe propriedades semelhantes a prions levou a aten¢éo para

0 sistema proposto por Braak, que sera abordado ainda nessa secao.
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A hipétese de uma disseminagao “prion” da a-SIN seria que uma forma
patogénica (isto é, propensa a agregacdo) da proteina poderia se reunir em
oligdbmeros e fibrilas, e transferir-se para outra célula nervosa, onde recrutaria a a-SIN
endogena, e assim instalando a auto propagacdo gradual, mas praticamente
indefinida, dos novos agregados de a-SIN insoluveis. (SAMUEL et al., 2016; BRAAK;
TREDICI, 2017; RIETDIJK et al., 2017). Na figura 5 € possivel observar a propagacao
tipo prion de agregados de a-SIN patogénicos. Onde agregados patogénicos da
proteina sdo liberados pelos neurbnios que estdo sofrendo morte celular, sendo
absorvidos por neurbnios nao afetados, astrécitos, oligodendrdcitos, etc. Esses
agregados também podem ser liberados de forma independente por neurbnios
afetados ou dentro de particulas membranosas (exossomos e ectossomos). Apos a
ligac&o aos parceiros proteicos na superficie das células ndo afetadas, os agregados
séo absorvidos por endocitose/micropinocitose ou por processos ndo convencionais.
Esses agregados de a-SIN trafegam entre células afetadas e/ou ndo afetas atraves
de contatos celulares, no caso de sinapses por exemplo, ou estruturas membranosas,
como nanotubos de tunelamento. Foi demonstrado que os agregados de a-SIN
rompem o compartimento membranoso endolisossdmico e atingem o citosol de
células, onde podem crescer e multiplicar através do recrutamento da sua forma
monomerica (MELK, 2018). Essa propagacao tipo prion da proteina mal enovelada,
seria como uma proteina infecciosa, juntamente com a propagacao de toxicidade,
formando um molde toxico o qual semeia 0 mal enovelamento para a proxima proteina
a-SIN, transformando a proteina anteriormente saudavel em uma proteina téxica,
promovendo a formacéo dos CL (RIETDIJK et al., 2017).
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Figura 5: Propagacao tipo prion de agregados de a-sinucleina patogénicas. Estrelas vermelhas:
Agregados de a-sinucleina. Adaptado de MELKI, 2018.

Em uma série de estudos, Braak e colegas (2003) enfatizaram a patologia
multifocal e multi neurotransmissora da DP, onde foi proposto um processo patologico
de seis estagios da patologia de Lewy na DP, comecando no sistema nervoso
periférico (SNP) e afetando progressivamente o SNC (KALIA; LANG, 2015; TITOVA
et al., 2016; SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2019). Nesse modelo, regidées incluindo o
bulbo olfativo e o sistema nervoso entérico (SNE), com suas conexdes com a medula
através do nucleo motor dorsal do nervo vago, atuam como um “canal” para a
patologia em expanséo talvez mediada por um processo semelhante a um prion
(TITOVA et al., 2016).

Braak e colegas sugeriram em seu estudo, como pode ser observado na figura
6, que nos primeiros estagios a patologia de Lewy se limita ao nucleo motor dorsal do
nervo vago, localizado na medula oblonga (por¢édo inferior do tronco encefélico,
também conhecido como bulbo raquidiano), e a origem das fibras nervosas inervando
0 intestino e outros 6rgaos viscerais e 0 bulbo olfatorio estritamente associado ao
nacleo olfativo. Também foi sugerido que a patologia subsequente se espalha de

maneira estereotipada pelas vias neurais do cérebro, ndo atingindo a SNpc até o
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terceiro estagio neuropatologico e, eventualmente, envolvendo os hemisférios
cerebrais no sexto estagio terminal (SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2019).

Estigios de Braak 1 e 2 Estigios de Braak3e 4 Estagios de Braak S e 6
Disturbios autondmicos Disturbios do sono e Disturbios cognitivos e
e olfatérios motores emocionais

Sintomas Sintomas
pré-motores motores

® CLno tronco cerebral \

Via nervo vago *) CLcortical

Figura 6: Propagag¢ao da a-sinucleina segundo Braak. Os estagios de Braak levam a hip6tese de
gue a doenca de Parkinson se inicia no bulbo olfativo e se dispersa para as regiées corticais. Adaptado
de DOTY, 2012.

Ainda de acordo com o observado na figura 6, os estagios 1 e 2 podem
corresponder ao inicio dos sintomas pré-motores. Esses achados apontam para a
presenca precoce de lesfes nas estruturas olfativas. Dada a existéncia de técnicas
avancadas para a mensuracao confiavel do desempenho olfativo, ndo parece
inadequado o uso da deficiéncia de olfagdo como um dos marcadores para as fases
iniciais da DP. Sinais de disfuncdes autondmicas também sdo relatados como
precedendo os SM (KALIA; LANG, 2015). A destruicdo da SNpc segue nos estagios
3 e 4 e é exacerbada pela deterioracédo de nucleos talamicos especificos, bem como
areas neocorticais nos estagios 5 e 6. O estagio 3 ocorre quando as caracteristicas
motoras estdo presentes devido a deficiéncia de dopamina nigroestriatal. A SNpc é
composta de forma heterogénea, o que significa que seus constituintes neuronais
exibem caracteristicas regionalmente variaveis. Deve-se enfatizar que a substancia
negra nao € a primeira estrutura no cérebro a desenvolver lesdes relacionadas a DP,
com isso, a auséncia de lesGes nessa regido, nao descarta a presenca de lesées em

outras partes do cérebro. O envolvimento das principais areas neocorticais permite a
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distin¢do dos dois estagios finais, 5 e 6. No estagio 5, a patologia chega do mesocortex
temporal as areas adjacentes de associagdo sensorial de alta ordem do neocortex
maduro. No estagio 6, a patologia cortical se estende ainda mais para as areas de
associacgdes sensoriais de primeira ordem, campos motores, dentre outros (BRAAK et
al., 2003; KALIA; LANG, 2015). Esse modelo permite que as populacdes
dopaminérgicas e ndo dopaminérgicas sejam afetadas diferencialmente permitindo
insights sobre os SM e SNM (TITOVA et al, 2016). Estudos recentes
concomitantemente as analises feitas por Braak e colegas demonstram que a
sinucleinopatia ocorre no SNE em um estagio muito inicial da DP, mesmo antes do
envolvimento do SNC. O nervo vago recebe projecdes do SNE e da medula espinal e
€ proposto como a conexdo entre 0o SNP e 0 SNC (GELDERS et al., 2018). Evidéncias
clinicas, mencionadas anteriormente, sobre manifestacdes gastrointestinais
frequentes que precedem os SM em pacientes com DP (MULAK, 2018) e presenca
de CL nos neuronios do trato olfativo e no SNE (RIETDIJK et al., 2017), apoiam a
hipétese de que o processo patologico na DP possa se espalhar do intestino para o
cérebro como observado no esquema da figura 7 (MULAK, 2018). A presenca de CL
no SNE estéa positivamente correlacionada com constipacao e problemas motores em
pacientes com DP. Também existem evidéncias clinicas de que o CL nas regides
nasal e gastrointestinal precede potencialmente o diagnostico da doenca, levando os
pacientes a se queixarem do trato digestivo e problemas de olfato durante os estagios
iniciais (RIETDIJK et al., 2017). O impacto da microbiota intestinal no eixo intestino-
cérebro envolve mecanismos imunologicos, neuroendocrinos e neurais diretos
através do nervo vago (MULAK, 2018).
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Figura 7: Representacdo esqueméticadahipdtese de Braak na Doencade Parkinson. Os produtos
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agregacao de a-sinucleina (1 e 2). A a-sinucleina agregada se espalha em dire¢&do ao sistema nervoso
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a substancia negra (5). E provavel que fatores genéticos contribuam para a Doenca de Parkinson, mas
0 mecanismo exato ainda precisa ser elucidado (6). APC: células apresentadoras de antigeno (do
inglés: antigen-presenting cell). Adaptado de RIETDIJK et al., 2017.

Foi sugerido que a transmisséo de célula a célula do tipo prion através do nervo
vago pode exigir um envolvimento do sistema imunoldgico. A presenca de patdgenos
exdgenos no trato gastrointestinal pode levar a ativacdo de células imunes como
macrofagos, neutrofilos e outras, as quais secretam mediadores inflamatorios,
induzindo estresse oxidativo, afetando os tecidos circundantes e, consequentemente,
iniciando a sinucleinopatia no SNE. Esses eventos podem influenciar a funcéo

intestinal, como evidenciado pelos sintomas pré-motores (GELDERS et al., 2018).

O estadiamento baseado na presenca e distribuicdo da patologia de Lewy, e

nao na perda de células nervosas, também faz sentido por outro motivo: A
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disseminagao eficaz de neurdnio a neurdnio de a-SIN pressupde a existéncia de um
namero suficiente de células nervosas intactas e circuitos intactos. A transferéncia de
neurdnio para neurbénio de agregados patogénicos de a-SIN foi demonstrada pela
primeira vez em humanos quando os enxertos neurais fetais desenvolveram a
patologia de Lewy mais de uma década apdés a cirurgia e quando modelos
experimentais tornaram possivel detectar mecanismos de semeadura de agregados
de a-SIN (BRAAK; TREDICI, 2017). Um grande subconjunto de 51-83% dos pacientes
com DP seguem o estadiamento de Braak (RIETDIJK et al., 2017).

1.2 EXOSSOMOS
1.2.1 Biogénese e fungdo dos exossomos

Nas ultimas décadas, a pesquisa sobre vesiculas extracelulares (VES)
secretadas por células expandiu-se exponencialmente (PINHEIRO et al., 2018). As
VESs surgiram como um terceiro mecanismo de comunicacao intercelular que envolve
a transferéncia de vesiculas, incluindo exossomos, entre os diferentes tipos de
células. (RAPOSO; STOORVOGEL, 2013; TOFARIS, 2017). Como seu conteudo
representa os estados intracelulares em transicdo, essas vesiculas atrairam
consideravel atencdo como biomarcadores em potencial do microambiente
inacessivel do cérebro vivo (TOFARIS, 2017).

As VEs sdo compostas por uma bicamada lipidica contendo proteinas
transmembranares e proteinas anexas soluveis, além de conter diferentes tipos de
RNA, incluindo RNA mensageiro (mMRNA) e microRNA (miRNA) e até metabdlitos e
lipideos, esses conteudos sdo coletivamente denominados contetudos de carga, que
sdo entregues as células circundantes ou transportados para locais distais (TOFARIS,
2017; PINHEIRO et al., 2018, PORRO et al., 2019). Estes mRNAs associados as VEs
podem ser traduzidos em proteinas pelas células alvos. (RAPOSO; STOORVOGEL,
2013). No entanto, cada tipo de VES possui uma assinatura detalhada da biomolécula.
Dependendo de sua origem, tais vesiculas carregam moléculas de superficie que
permitem a captacao por células receptoras, uma vez anexadas a uma célula alvo. As
VEs induzem sinalizacdo por meio da interacao receptor-ligante ou séo internalizadas
por endocitose e/ou fagocitose ou até se fundem a membrana da célula alvo para
entregar seu contetdo ao citosol, modificando assim, o estado fisiol6gico da célula
receptora (TOFARIS, 2017; PINHEIRO et al., 2018; PORRO et al., 2019).
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Trés classes principais de VEs secretadas pelas células foram relatadas e
caracterizadas, com base em sua origem, mecanismos de liberagéo e propriedades:
corpos apoptéticos, microvesiculas e exossomos, ilustrados na figura 8 (PINHEIRO et
al., 2018; YU et al., 2020).

Microvesiculas

Reguladores de MHC I/ 1

A\ complemento 3
—\ 7 Tetraspaninas
Porvpr o = e S S
AT &
N (

Receptores de adesao @ , N A Proteinas

de
° & membrana
o M/ comuns

/ ¢ A ¢
-\ / N ° A =
\ == ; v Lipid rafts
Fatores de
o / crescimento
’ O = FLOT1
<_‘ Exossomos
~ A
Lipideos n miRNA : rpc
Esfinglomielina AN mRNA apoptoticos
® Ceramida “Pve, DNA
& Proteina

Figura 8: Tipos de vesiculas extracelulares. Essa figura ilustra os trés tipos de vesiculas
extracelulares: microvesiculas, corpos apoptéticos e exossomos. Além dos tipos de carga dos
exossomos e seus marcadores de superficie. Adaptado de LIU et al., 2019.

Embora a liberacédo de corpos apoptéticos durante a apoptose seja conhecida
ha muito tempo, o fato de que células perfeitamente saudaveis também liberarem
vesiculas de sua membrana plasmatica ainda ndo era conhecido (RAPOSO;
STOORVOGEL, 2013). Os corpos apoptoticos sdo definidos como VEs que variam
de 50 nm a 5 um de diametro, contendo DNA, RNA e proteinas. Durante a apoptose,
o conteudo liberado dos corpos apoptéticos é entregue aos macrofagos, resultando
na absorcdo de células (YUAN; LI, 2019). As microvesiculas sao originarias da
membrana plasmatica e seu tamanho pode variar de 50 nm a 1 ym. Os exossomos
sdo menores, com tamanhos na faixa de 40 a 120 nm, s&o liberados como
consequéncia da fusdo dos corpos multivesiculares (CMV) com a membrana
plasmatica (RAPOSO; STOORVOGEL, 2013; TSILIONI; PANAGIOTIDOU;
THEOHARIDES, 2014; TOFARIS, 2017; PINHEIRO et al., 2018; QU et al., 2018; LIU
et al., 2019; YUAN; LI, 2019; YU et al., 2020). Essas nanovesiculas sdo secretadas
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pela maioria dos tipos de células, incluindo neurdnios, oligodendrdécitos, células renais,
células sanguineas, células tumorais, dentre outros tipos celulares, desempenhando
um papel fundamental na comunicacéo intercelular (RAPOSO; STOORVOGEL, 2013;
TSILIONI; PANAGIOTIDOU; THEOHARIDES, 2014; PINHEIRO et al., 2018; LIU et
al., 2019; YU et al., 2020). Os exossomos séo secretados no espaco intercelular, mas
podem ser isolados de varios fluidos biolégicos como saliva, liquido amniético,
plasma, urina, liquido cefalorraquidiano (LCR), leite materno, dentre outros, sugerindo
um papel na troca de informacgBes bioldgicas através de compartimentos corporais
distantes (RAPOSO; STOORVOGEL, 2013; TSILIONI; PANAGIOTIDOU,
THEOHARIDES, 2014; LIU et al., 2019; YUAN; LI, 2019; YU et al., 2020).

Estudos protedmicos iniciais mostram gue 0S ex0Ssomos contém um
subconjunto especifico de proteinas celulares, encontradas especificamente na
superficie de todas essas nanovesiculas, servindo como marcadores desse tipo de
vesicula (TOFARIS, 2017; WU; ZHENG; ZHANG, 2017). Tais proteinas incluem as
proteinas relacionadas a maturacdo endossémica e ao endossomo (como por
exemplo, anexinas e flotilina), algumas proteinas que estdo envolvidas na biogénese
do CMV (por exemplo Alix e TGS101), além de integrinas, tetraspaninas, as proteinas
de choque térmico (HSP70 e HSP90). Por outro lado, proteinas do nucleo,
mitocondrias, reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi ndo sdo detectaveis nos
exossomos, servindo como marcadores negativos (RAPOSO; STOORVOGEL, 2013;
TOFARIS, 2017; WU; ZHENG; ZHANG, 2017). Essas observacfes destacam a
especificidade da formacdo dessas vesiculas e mostram representacdo de um
compartimento subcelular especifico e ndo fragmentos celulares aleatérios
(RAPOSO; STOORVOGEL, 2013).

Em comparacdo com a membrana plasmatica os exossomos de uma variedade
de células sédo altamente enriqguecidos em lipis-rafts, incluindo colesterol,
esfingolipideos, ceramida e glicelfosfolipideos contendo cadeias longas e saturadas
de acidos graxos. Os 4cidos graxos nos exossomos sao principalmente saturados ou
monoinsaturados. Juntamente com a alta concentracdo de colesterol, isso pode ser
responsavel pela segregacdo lateral desses lipideos em vesiculas intraluminais
(VILs)/exossomos durante a sua formacdo nos CMV (RAPOSO; STOORVOGEL,
2013).
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A biogénese dos exossomos estd esquematizada na figura 9. A biogénese
comeca com a via do trafico endossémico e se conecta intimamente com o sistema
endossémico. O sistema endoss6mico contém vesiculas endociticas primarias,
endossomos iniciais e CMV. O processo de formacdo dos exossomos pode ser
dividido em trés estégios e seu mecanismo molecular pode ser dividido em dois tipos,
de acordo com a dependéncia ou independéncia do complexo de classificacao
endossémica necessario para o transporte (ESCRT, do inglés: endosomal sorting
complexes required for transport) (YUAN; LI, 2019). A formacgdo dos endossomos
iniciais é identificada como o primeiro passo. As proteinas ha membrana plasméatica
séo transferidas para a superficie dos endossomos iniciais. Os endossomos iniciais
estdo intimamente localizados na membrana celular, e seus papéis funcionais séo
classificar as cargas para reciclagem de volta a membrana plasmatica, seguido do
direcionamento para o compartimento de reciclagem endocitica (positivo para Rab11)
ou transferindo para os endossomos tardios, identificados por Rab7 e Rab9 (YUAN;
LI, 2019). Os endossomos iniciais serao convertidos em endossomos tardios quando
sua composicao proteica mudar, apos a maturacdo, comecga o segundo estagio, onde
a membrana limitante pode invaginar e formar as VILs, que se acumulam no [imen
do endossoma tardio. Em seguida, as vesiculas VILs sequestram moléculas
citoplasmaticas, levando ao acumulo no endossoma tardio, que pode conter muitas
VILs, originando a formacdo dos CMV (LIU et al., 2019; YUAN; LI, 2019). A terceira
etapa contém duas vias para o conteudo nos CMV. Uma via leva a fusdo subsequente
do CMV com a membrana plasmatica liberando as VILS no espaco extracelular,
gerando exossomos, e a segunda, transporta uma parte dos CMV para a via de
degradacédo lisossémica, onde 0s exossomos sao removidos como detritos e
reciclados para uso celular. Os mecanismos que definem para qual das duas vias
direcionara os exossomos ainda sdo desconhecidos (RAPOSO; STOORVOGEL,
2013; WU; ZHENG; ZHANG, 2017; LIU et al., 2019; YUAN; LI, 2019; YU et al., 2020).
Comparados aos CMV degradativos (pobres em colesterol), os CMV enriquecidos
com colesterol se fundem preferencialmente a membrana plasméatica (RAPOSO;
STOORVOGEL, 2013; YUAN; LI, 2019).
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Figura 9: Representacdo esquemética da biogénese dos exossomos. O mecanismo molecular
para biogénese do exossomo pode ser dividido em dois processos dependendo da (in)dependéncia da
resposta do ESCRT. Quatro complexos de proteinas ESCRT distintos foram identificados na via
classica dependente da ESCRT, ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-Il e ESCRT-IIl. Duas vias na geracao de
CMV auxiliam na liberacdo e no trafego: (1) degradacédo lisossémica; (2) fusdo com a membrana
plasmética e liberacdo de exossomos. Adaptado de YUAN; LI, 2019.

Os exossomos secretados podem ser degradados por fagocitos ou podem se

comunicar com células vizinhas para induzir condi¢des patolégicas (YU et al., 2020).
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As funcdes das VEs nos processos fisiologicos e patoldgicos dependem da
capacidade de interacdo com as células receptoras para fornecer seu contetdo de
proteinas, lipidios e RNAs. As bases celulares e moleculares para o direcionamento
de VEs ainda séo indeterminadas, mas varios aspectos dependentes e condicionais
das células-alvo estdo comecando a surgir. E provavel que a especificidade da célula-
alvo para ligacao de exossomos (ou outras VES) seja determinada por moléculas de
adesdo como integrinas, presentes nas VEs. Apos a ligacdo as células receptoras, as
VEs podem permanecer associadas de forma estavel a membrana plasmética ou
dissociar-se, fundir-se diretamente a membrana plasmatica ou ser direcionados aos
lisossomos para degradacdo. Quando endocitados, as VEs podem
subsequentemente fundir-se com a membrana delimitadora endossémica ou ser
direcionados aos lisossomos para degradacao (RAPOSO; STOORVOGEL, 2013).

1.2.2 Exossomos na Doenca de Parkinson

O papel que os exossomos podem desempenhar no SNC é objeto de
investigacdo ativa (TSILIONI; PANAGIOTIDOU; THEOHARIDES, 2014). Estudos
recentes sugeriram a importancia dos exossomos para a comunicacao célula-célula
no SNC. A maioria dos tipos celulares presentes no SNC podem liberar exossomos,
incluindo neurénios e células da glia (microglia e astrocitos). Estas nanovesiculas
estdo envolvidas de maneira proeminente na transmissao de sinais reciprocos entre
a glia e os neurdnios, como pode ser observado a figura 10 (YUAN; LI, 2019).
Verificou-se que 0s exossomos estdo associados a uma variedade de proteinas, como
a proteina precursora de B-amildide e a-SIN, que estdo envolvidas na DA e DP,
respectivamente (TSILIONI; PANAGIOTIDOU; THEOHARIDES, 2014; PORRO et al.,
2019). Acredita-se que estas vesiculas participem na disseminacdo da patogénese
através da interacdo com as células receptoras (RAPOSO; STOORVOGEL, 2013),
propondo que 0s exossomos desempenham um papel importante na progressao da
DP (YU et al., 2020).
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Figura 10: Exossomos como mediadores da comunicacdo intercelular neurbénio-glia na
progressdo da doenca de Parkinson. Exossomos que transportam mondmeros a-SIN, oligbmeros e
fibrilas liberados por neurbnios danificados, que depois se espalham para neurbnios saudaveis,
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da resposta inflamatéria, o0 que exacerba as disfung@es neuronais e a progressdo da DP. Adaptado de
YUAN; LI, 2019

As VEs, tais como 0s exossomos, podem estar envolvidos na disseminacéao de
proteinas toxicas no sistema nervoso em diversas doencas neuroldgicas como a DP,
DA, doencas de prions e esclerose multipla. Em todas essas doencgas 0s exossomos
estdo envolvidos na disseminacdo de proteinas toxicas que sdo mutadas ou mal
enoveladas, no caso da DP de agregados anormais de a-SIN, entre neurdnios,
microglia e astrécitos (TSILIONI; PANAGIOTIDOU; THEOHARIDES, 2014; YUAN; LI,
2019). O transporte defeituoso de proteinas para endossomos e lisossomos e mergiu
como uma via celular potencialmente unificadora na patogénese da DP. A liberacéo
de exossomos esta intimamente relacionada ao transporte intracelular de proteinas
ao longo da via endossomal-lisossémica, de modo que, suas fungdes biologicas
possam estar relacionadas e ser relevantes para a DP (TSILIONI; PANAGIOTIDOU;
THEOHARIDES, 2014; TOFARIS, 2017; LIU et al., 2019). Tais vesiculas também
podem representar meios de eliminacéo de proteinas mal enoveladas que contribuem
para a progressdo de disturbios neurodegenerativos (TSILIONI; PANAGIOTIDOU;
THEOHARIDES, 2014; TOFARIS, 2017).

Devido ao papel central da a-SIN na causa da DP, sua potencial associacao
com exossomos atraiu atencéo (TOFARIS, 2017). Estudos demonstraram que estes

podem transmitir a forma téxica da proteina a-SIN entre as células e induzir apoptose,
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gue estd envolvida no desenvolvimento patolégico da doenca (LIU et al., 2019).
Estudos iniciais em células SH-SY5Y que expressam a-SIN mostram que as formas
monomericas e oligoméricas da a-SIN séo liberadas tanto livres no meio quanto dentro
de exossomos, em um processo dependente de calcio. Estudos subsequentes
confirmaram esses achados e mostraram que a liberagdo exossémica de a-SIN e a
captacdo pelas células receptoras aumentaram quando o lisossomo foi inibido.
Quando comparados aos oligbmeros livres de a-SIN derivados de meios
condicionados, os oligdbmeros associados ao exossomo eram mais propensos a serem
absorvidos pelas células receptoras e causar toxicidade (TOFARIS, 2017). Os
exossomos isolados de células SH-SY5Y que super expressam a-SIN poderiam
transferir essa proteina para células SH-SY5Y normais. Além de ter sido demonstrado
que exossomos contendo a-SIN podem promover a morte celular das células
neuronais receptoras, fornecendo suporte para a hipétese de que a propagacgao de a-

SIN entre neurdnios facilita a progresséo da DP (YU et al., 2020).

Alguns experimentos mostraram que a a-SIN é liberada diretamente no
ambiente extracelular ou empacotada em exossomos pela via do endossomo (YU et
al., 2020). No entanto, os mecanismos subjacentes para a incorporagao da a-SIN nos
exossomos ou sua liberacdo, ainda ndo séo claros (TOFARIS, 2017; PORRO et al.,
2019; YU et al., 2020).

E amplamente aceito que os oligdmeros a-SIN causam morte neuronal. A a-
SIN nos exossomos pode ndo apenas servir como um biomarcador da DP, mas formas
patogénicas da a-SIN podem se espalhar por exossomos e contribuir para a
progresséao e disseminacdo da patologia no cérebro (TOFARIS, 2017; WU; ZHENG;
ZHANG, 2017). Danzer et al. (2012) identificaram a presencga de a-SIN oligomérica
nos exossomos e demonstraram que quando ha uma associacdo dessa proteina as
nanovesiculas, € mais facil ocorrer a absorcao pelas células receptoras, sendo mais
toxicos do que quando esta é encontrada livre. Stuendl et al. (2016) relataram que
exossomos do LCR de pacientes com DP e DLB poderiam induzir a formacao de
oligbmeros de a-SIN. Todos esses achados provam que a a-SIN exoss6mica esta
intimamente envolvida na transmisséo de oligbmeros entre as células (WU; ZHENG;
ZHANG, 2017; YU et al., 2020). Também foi relatado que certos lipidios exossémicos
podem promover a agregacao de proteinas amildides neuronais como por exemplo a

a-SIN, sugerindo que 0S exosSomos nNao sao apenas transportadores passivos de
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moléculas, mas que, por meio de seu conteldo lipidico e ambiente acido, ativam
alguns de seus componentes (TOFARIS, 2017; WU; ZHENG; ZHANG, 2017; PORRO
et al., 2019).

Além disso, células microgliais e mondcitos isolados de camundongos adultos,
mas nao velhos, exibiu fagocitose aumentada de oligdmeros de a-SIN exossdémicos e
diminuicdo da secre¢cdo de TNFa e citocinas proé-inflamatérias. Esses estudos
sugerem que as células microgliais no cérebro vindo de idosos, podem potencializar
a neurodegeneragao por serem incapazes de eliminar os oligbmeros de a-SIN ou por
acelerar a secrecao de exossomos que contém formas téxicas de a-SIN ou outros
fatores patogénicos. Todos esses achados sugerem gue exossomos secretados por
células da microglia ativas, podem ser fatores vitais na neurodegeneracdo e
progresséo da DP (TOFARIS, 2017; WU; ZHENG; ZHANG, 2017; YUAN; LI, 2019; YU
et al., 2020).

Vale ressaltar que os astrocitos sao responsaveis pela integridade estrutural
sinaptica, transmisséo sinaptica e funcdo neuronal. Recentemente, foi relatado que os
astrocitos no SNC secretam exossomos (YUAN; LI, 2019). Em resposta a
neuroinflamacdo no SNC, os astrocitos liberam citocinas, quimiocinas e outras
substancias neurotoxicas. Os exossomos derivados da astrocitacdo aceleram 0s
fatores inflamatorios a serem transmitidos entre a glia e os neurénios. Esse fato leva
a deducéo de que os exossomos também podem desempenhar um papel crucial na

propagacao patoldgica de a-SIN nas células neuronais e gliais (YUAN; LI, 2019).

Outros genes que sdo mutados na DP familiar foram ligados a biologia do
exossomo. O Irrk2 atua em diversos pontos da via endossémica e, portanto, tem
potencial de modular a biogénese do exossomo (TSILIONI; PANAGIOTIDOU;
THEOHARIDES, 2014; TOFARIS, 2017).

A constatacdo de que o trafico endossdmico € uma via critica na DP forneceu

uma justificativa cientifica para a relevancia da biologia do exossomo para a
patogénese da doenca. A liberagdo exossdmica de a-SIN representa menos de 2%
do total dessa proteina extracelular, mas uma compreensao detalhada de como é
empacotada nessas nanovesiculas para liberacdo pode estar fundamentalmente
ligada a defesa celular contra formas téxicas da proteina ou mecanismos autdnomos
ndo celulares de progressédo da doenga (TOFARIS, 2017). Embora os niveis de a-SIN
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contidos nos exossomos sejam baixos, estudos recentes sugerem que 0S eXx0SSomos
fornecem um ambiente ideal para sua agregacédo e potencialmente promovem a

propagacéo da patologia da DP (YU et al., 2020).
1.2.3 Potencial terapéutico dos exossomos

Embora a DP possa ser diagnosticada em bases clinicas com certo grau de
confiabilidade, a predicdo de sua taxa de progressdo é o que mais importa para 0s
pacientes, juntamente com o desenvolvimento de novas terapias para tratamento da
doenca. Atualmente, isso € desafiador, pois a doenca é clinicamente heterogénea,
sem um marcador objetivo e de incapacidade cumulativa (TOFARIS, 2017). O
desenvolvimento de um método para diagnosticar a DP precocemente seria um
avanco importante. Analises anteriores de constituintes de VEs relacionados a doenga
(incluindo exossomos) isolados do sangue ou do LCR de pacientes com DP sugerem

gue as VEs podem ser biomarcadores eficientes para essa patologia (YU et al., 2020).

A maioria dos medicamentos, ~98%, testados para doencas do SNC falhou
durante o0s ensaios clinicos, porque ndo podem atravessar a barreira
hematoencefalica (BBB, do inglés: blood-brain barrier) (WU; ZHENG; ZHANG, 2017,
YU et al., 2020). No entanto, os exossomos sao veiculos importantes do SNC porque,
gracas ao seu tamanho nanomeétrico, podem viajar através das células endoteliais da
BBB por endocitose mediada por receptores, liberando seu conteddo nos fluidos
biologicos (PORRO et al., 2019). Sendo assim, essas nanovesiculas se tornam
possiveis de serem utilizadas como veiculos de administracdo de medicamentos, uma
vez que podem sofrer modificacgbes em sua carga, gerando um tratamento
personalizado e com isso diminuindo a progressdo da doenca e promovendo a
regeneracao neuronal. Essa sua capacidade de atravessar a BBB e a baixa atividade
imunogénica tornam 0S exossomos sistemas ideais de administracdo de

medicamentos para o tratamento da DP, como mostra a figura 11 (YU et al., 2020).
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Figura 11: Exossomos como potenciais ferramentas bioldgicas para diagnostico e terapia. LCR:
liquido cefalorraquidiano; DP: Doenga de Parkinson; BBB: barreira hematoencefalica. Adaptado de
YUAN; LI, 2019.

Inimeras propriedades dos exossomos 0s tornam excelentes candidatos para
transportar biomarcadores. Suas cargas de proteinas e acidos nucleicos especificos
para o tipo de célula provavelmente refletem o ndcleo dos processos intracelulares
patogénicos. Além disso, os exossomos podem atravessar a BBB, de modo que os
exossomos derivados do SNC possam atingir o sangue periférico e fornecer
biomarcadores de proteinas de doencas do SNC (WU; ZHENG; ZHANG, 2017).
Evidéncias crescentes foram comprovadas de que 0s exossomos isolados de varios
tipos celulares podem ser modificados para atingir neurdnios especificos e regides
especificas do cérebro, podendo ser terapéuticos para a DP e muitas outras doencas
neurodegenerativas. Embora as vantagens dos exossomos para a terapia sejam
aparentes, existem algumas limitacdes. Primeiro, ndo se pode obter os exossomos
puros usando a tecnologia atual e, portanto, € importante construir um sistema minimo
de entrega de exossomos para conter as moléculas terapéuticas e pouco mais. Além
disso, os efeitos adversos do uso de diferentes fontes de exossomos devem ser
examinados (YU et al., 2020).

1.3 PROTEOMICA

A analise global de proteinas, consideradas as principais entidades funcionais
da célula, sem davida, forma o principal nivel de informac&o necessario para entender

como as células funcionam (ALTELAAR; MUNOZ; HECK, 2013; ZHANG et al., 2013).
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Coletivamente, as proteinas catalisam e controlam essencialmente todos o0s
processos celulares formando uma entidade altamente estruturada e conhecida como
proteoma, cujas proteinas constituintes desempenham suas fun¢des no tempo e
locais especificos da célula, em associacdo fisica ou funcional com outras proteinas
ou biomoléculas. Nas espécies, as proteinas constituem cerca de 50% da massa seca
de uma célula. A extensa rede de proteoma da célula se adapta dinamicamente a
perturbacbes externas ou internas e assim, define o estado funcional da célula e
determina seus fendtipos (AEBERSOLD; MANN, 2016).

O termo protedmica surgiu pela primeira vez em 1995 e foi definido como a
caracterizacdo em larga escala de todo o complemento proteico de uma linhagem
celular, tecido ou organismo (GRAVES; HAYSTEAD, 2002). Como area poOs-
genbmica, a prote6mica engloba esforcos para identificar e quantificar todas as
proteinas de um proteoma, incluindo expressao, localizacdo celular, MPT e
rotatividade em funcéo do tempo, espaco e tipo de célula (ZHANG et al., 2013). Hoje,
sdo encontradas duas definicbes do termo. A primeira € a mais classica, restringindo
a analise em larga escala de produtos génicos a estudos envolvendo apenas proteina.
Ja a segunda definicho é mais abrangente, combina estudos de proteinas com
analises que possuem uma leitura genética. No entanto, 0 objetivo da proteémica
permanece o mesmo, obter uma viséo global e integrada da biologia, estudando todas
as proteinas de uma célula em vez de cada uma individualmente, além de criar um
mapa tridimensional da célula, indicando onde as proteinas estédo localizadas. Esses
objetivos ambiciosos certamente exigirdo o envolvimento de muitas areas diferentes,
como biologia molecular, bioquimica e bioinformatica. (GRAVES; HAYSTEAD, 2002).

O progresso da prote6mica foi impulsionado pelo desenvolvimento de novas
tecnologias para separacdo de peptideos/proteinas, analise por espectrometria de
massa (EM), marcacdo de isOtopos para quantificacdo e andlise de dados de
bioinformatica (ZHANG et al., 2013). As tecnologias dirigidas a proteé6mica poderiam
desenvolver biomarcadores a partir de soro, plasma e LCR, 0s quais podem ser mais
confiaveis, reprodutiveis e exigir menos esforco. (SRIVASTAVA et al., 2010). Além de
ajudar a responder perguntas especificas, a protebmica pode transformar todos os
experimentos em um estudo de descoberta global, que permite a detec¢cdo de novas
e inesperadas moléculas e conexdes, fornecendo novas informagfes bioldgicas.

Esses desenvolvimentos sédo suportados por ferramentas de bioinformatica acessiveis
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ao publico para processar e interpretar as grandes quantidades de dados que séo
geradas em projetos complexos (AEBERSOLD; MANN, 2016).

A EM emergiu como uma ferramenta essencial para andlise em larga escala
(ZHANG et al., 2013). E uma ferramenta poderosa para andlise molecular,
evidenciada em parte pelo niUmero crescente de pesquisadores que a utilizam para
identificacdo, quantificacdo e caracterizacdo de proteinas (AEBERSOLD; MANN,
2016; SAVARYN; TOBY; KELLEHER, 2016). Atualmente é estimado que proteinas
na faixa fentomolar possam ser identificadas e quantificadas. Como a EM é uma
técnica mais sensivel, sendo capaz de tolerar misturas proteicas e passivel de
operagcbes de alto rendimento, substituiu essencialmente o sequenciamento de
Edman, se tornando a ferramenta de identificacdo de proteinas preferencialmente
utilizada (GRAVES; HAYSTEAD, 2002). As razdes subjacentes ao sucesso da EM em
protedmica incluem sua especificidade inerente de identificacdo, a natureza do fluxo
de trabalho de protedmica e seu potencial para extrema sensibilidade que, em
principio, se estende ao ion unico (AEBERSOLD; MANN, 2016).

A capacidade da identificacdo confiavel de qualquer componente do proteoma,
€ um requisito tanto para investigacfes mecanicistas orientadas por hipoteses, quanto
para estudos em grande escala das ciéncias 6micas (AEBERSOLD; MANN, 2016).
Nas ultimas décadas houve avancos significativos na resolucéo, precisdo da massa,
sensibilidade e taxa de varredura dos espectrometros de massa para a analise de
proteinas (ZHANG et al., 2013). Um mapa abrangente e confiavel de proteoma
baseado em EM também é um pré-requisito para o desenvolvimento de técnicas
direcionadas, bem como para estratégias de aquisicdo independente de dados (DIA,
do inglés: data independent acquisition). Essa estratégia depende de informacdes de
bibliotecas espectrais de alta qualidade pré-existentes. Outro método utilizado para
descoberta de proteoma é a aquisicdo dependente de dados (DDA, do inglés: data
dependent acquisition). Além de uma rebuscada especificidade, outras vantagens da
protedmica baseada em DDA incluem a imparcialidade e a auséncia de hipoteses, isto
€, 0 pesquisador ndo precisa conhecer a identidade das proteinas esperadas com
antecedéncia. Nesse tipo de experimento, todas as proteinas podem ser interrogadas
de uma s6 vez (AEBERSOLD; MANN, 2016).
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A protedmica denominada bottom-up, na qual os peptideos sdo gerados pela
digestdo enzimatica de proteinas, tem sido experimental e computacionalmente mais
tratavel, sendo o fluxo de trabalho proteémico mais difundido, quando comparada a
abordagem top down a qual utiliza as proteinas intactas. Uma das abordagens
principais e muito utilizada na protedbmica bottom-up é a abordagem shotgun por meio
do DDA, com o objetivo de obter uma cobertura imparcial e completa do proteoma. A
protedmica shotgun fornece medicdo indireta de proteinas intactas através de
peptideos derivados da digestdo proteolitica de proteinas intactas (ZHANG et al.,
2013; AEBERSOLD; MANN, 2016).

Tendo em vista o grande volume de dados que um estudo protedmico pode
gerar, estratégias de andlise e interpretacdo dos dados s&do extremamente
importantes. Neste sentido abordagens que utilizam a interpretacdo do ponto de vista
da biologia de sistemas sdo as mais recomendadas. Atualmente existem diversos
softwares que auxiliam a interpretacdo de um grande numero de proteinas
identificando vias de sinalizacdes comuns e com isso atribuindo um papel funcional
ao resultado (PANIS et al., 2016).

1.3.1 Protedmica na Doenca de Parkinson

A protebmica tem sido constantemente usada para validar os fatos conhecidos
e desvendar os desconhecidos das etiologias da DP. A compreensédo da patogénese
da DP tem sido dificil porque ela é possivelmente uma proteopatia cerebral adquirida
ou determinada geneticamente, envolvendo um processamento anormal de diferentes
proteinas neuronais, em vez de proteinas individuais (SRIVASTAVA et al., 2010). A
pesquisa baseada em proted6mica pode levar a um diagndéstico pré sintomatico da DP,
identificacdo de fatores de risco e novos alvos terapéuticos para 0s quais a

intervencédo farmacolégica pode ser direcionada (SRIVASTAVA et al., 2010).

As abordagens protedmicas usando sangue, LCR e cérebro humano pés-
mortem e de animais, indicaram uma série de proteinas exibidas diferencialmente,
além de pistas de eventos bioquimicos e moleculares que levam ao fenétipo da DP.
No entanto, os perfis do proteoma ainda ndo podem substituir os exames clinicos
convencionais para diagnostico da doenca (SRIVASTAVA et al.,, 2010). Uma das
aplicacbes mais desafiadoras da protedmica é a identificacdo de biomarcadores de
proteinas com valor prognostico ou diagnostico (ALTELAAR; MUNOZ; HECK, 2013).
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O desenvolvimento de biomarcadores validos, reprodutiveis e confidveis a partir de
proteinas, os quais podem ajudar os médicos a diagnosticar a DP em estégio inicial,
antes do aparecimento dos SM, para um tratamento precoce, ainda sao requisitos dos
pesquisadores que trabalham nessa area (SRIVASTAVA et al., 2010). A expressao
das proteinas no sangue muda rapidamente em resposta a qualquer fator externo ou
condicdo patolégica, e o sangue também contém proteinas derivadas de outros
tecidos. Isso faz do sangue uma fonte rica de informacgdes para analisar a progressao
da doenca (DIXIT; MEHTA; SINGH, 2019).

Ap6s o sequenciamento do genoma humano e o inicio dos programas de
protecoma humano, era esperado que o0 desenvolvimento de biomarcadores
adequados para um diagndéstico precoce da DP se tornasse mais facil, empregando
estratégias protedmicas. Tanto abordagens protedmicas tradicionais que incluem a
identificacédo de proteinas individuais e MPT por eletroforese em gel e EM, quanto as
abordagens modernas, incluindo o perfil de proteinas séricas usando cromatografia e
técnicas de EM, juntamente com técnicas de imuno-histoquimica, bioquimica e outras
técnicas moleculares que tém sido amplamente utilizadas para desenvolver um
biomarcador adequado para DP (SRIVASTAVA et al., 2010).

E esperado que alteracbes do proteoma fornecam meios para monitorar a
progressdo ou gravidade da doenca, no entanto, devido a complexa relacdo de
gendtipos e fenotipos em disturbios neurodegenerativos, o desenvolvimento de
biomarcadores uteis ainda estd em fase preliminar (SRIVASTAVA et al., 2010). Além
da alta sensibilidade e variacdo analitica minima, a identificacdo de proteinas pela EM
fornece vérias vantagens técnicas para fluxos de trabalho dos biomarcadores de
proteinas (CILENTO et al., 2019). Espera-se que um biomarcador proteico ajude na
deteccdo precoce da DP, essencialmente para um melhor gerenciamento e
tratamento da doenca (SRIVASTAVA et al., 2010).

2 JUSTIFICATIVA

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a populacao
brasileira manteve a tendéncia de envelhecimento dos ultimos anos e ganhou 4,8
milhdes de idosos desde 2012, superando a marca dos 30,2 milhées em 2017,
segundo a Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios Continua - Caracteristicas
dos Moradores e Domicilios, divulgada em 2018. Em 2012, a popula¢cdo com 60 anos
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ou mais era de 25,4 milhdes. Os 4,8 milhdes de novos idosos em cinco anos
correspondem a um crescimento de 18% desse grupo etario, que tem se tornado cada
vez mais representativo no Brasil. Dados do CENSO 2010 divulgados pelo IBGE
mostram que a populacdo na faixa etaria acima de 65 anos deve alcancar a margem
de 58,4 milhdes (26,7% do total), em 2060. No periodo, a expectativa média de vida
do brasileiro deve aumentar dos atuais 75 anos para 81 anos (IBGE, 2010). Além
disso, o Relatério Mundial de Saude e Envelhecimento, afirma que o nimero de
pessoas com mais de 60 anos no pais devera crescer muito mais rapido do que a
média internacional (OMS, 2015). Devido ao envelhecimento populacional, podemos
prever que havera um aumento no numero de casos de DP, uma vez que ja foi descrito
gue a doenca afeta mais de 1% dos individuos acima de 60 anos e cerca de 4% das

pessoas com mais de 80 anos.

O diagnostico clinico da DP é baseado na presenca de caracteristicas motoras
parkinsonianas. Os critérios da UK Parkinson's Disease Society Brain Bank sao
usados na clinica e em pesquisas clinicas para diagnosticar a DP (KALIA; LANG,
2015). E dificil alcancar um diagnostico definitivo de DP, especialmente em seu
estagio inicial, quando a precisdo nao excede 26% para individuos nao tratados ou
claramente n&o responsivos e 53% para individuos responsivos a medicacao
(HORVATH et al.,, 2017). Em geral, o diagnéstico depende da presenca de perda
neuronal de moderada a grave na SNpc com presenca de CL nos neurdnios
sobreviventes da regido e nenhuma evidéncia patolégica de outras doencas que
produzem Parkinsonismo (KALIA; LANG, 2015). No entanto, ha uma longa laténcia
entre o inicio dos processos patoldgicos e o aparecimento dos sintomas clinicos.
Estes ultimos geralmente ndo séo evidentes até que cerca de 60-80% dos neurbnios
dopaminérgicos tenham sido perdidos, deixando opcfes muito limitadas para
intervencdes terapéuticas (HORVATH et al.,, 2017). Estratégias para desenvolver
biomarcadores para o diagndstico da doenca de Parkinson estéo sendo investigadas,
especialmente para permitir o diagndstico no inicio do curso da doenca, mesmo antes
do inicio dos SM (KALIA; LANG, 2015). Além disso, 5 a 10% dos casos, a DP se
apresenta como uma forma Mendeliana com heranca autossémica dominante ou
recessiva (ANTONY et al., 2013; PUSPITA; CHUNG; SHIM, 2017), o que significa
dizer que de 90 a 95% dos casos a DP é classificada como esporadica, ou seja, sem

uma causa definida. Mais de 40 anos apés sua introducdo, a escala de H&Y
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modificada continua sendo uma referéncia para classificacéo de pacientes em relacéo
as fases evolutivas e gravidade global da DP (MARTINEZ-MARTIN, 2010).

Os biomarcadores para rastrear a progressao da doenca sao indicadores uteis
das condicdes patoldgicas ou dos efeitos de intervencdes terapéuticas na progresséo
da doenca. O LCR é uma fonte geral de biomarcadores para distlrbios
neurodegenerativos, porém ndo é ideal para o monitoramento de rotina devido a
natureza invasiva da coleta de amostras por puncdo lombar. Portanto, 0s
biomarcadores baseados no sangue séo preferiveis para monitorar a progresséo da
DP em comparacdo com os baseados no LCR. Entretanto, atualmente ndo ha
biomarcadores sanguineos conhecidos que se relacionam com o avanc¢o da patologia
(KITAMURA et al., 2018). Em particular, a deteccado de biomarcadores de proteinas
no plasma sanguineo como uma janela para o estado fisiolégico de um individuo tem
sido um objetivo importante da ciéncia de proteinas desde antes do advento da EM.
A experiéncia adquirida na ultima década na analise de proteoma plasmatico por EM
demonstrou os enormes desafios dessa abordagem, que estdo enraizados na
complexidade do proteoma plasmatico, em sua variabilidade inerente em uma
populacdo e na prevaléncia de fatores que afetam sua composicao, incluindo idade,
sexo e estilo de vida. No entanto, diversos estudos apontaram técnicas de EM
altamente reprodutiveis que podem ser aplicadas as proteinas plasmaticas
(AEBERSOLD; MANN, 2016).

Uma infinidade de diferentes tipos de informacdes ndo pode ser obtida apenas
a partir do estudo de genes. Por exemplo, proteinas, ndo genes, Sao responsaveis
pelos fendtipos das células. E impossivel elucidar mecanismos de doencas,
envelhecimento e efeitos do meio ambiente apenas estudando o genoma. Somente
através do estudo de proteinas e modificacfes proteicas podem ser caracterizadas e
os alvos dos medicamentos identificados (GRAVES; HAYSTEAD, 2002). A
protedmica € suficientemente avancada para garantir a caracterizacdo profunda de
uma grande variedade de sistemas biolégicos. Juntamente com outras informacfes
importantes, iSso permite que 0s numeros ou concentracdes de copias de proteinas
sejam determinados em uma escala de proteoma, o que ajuda a melhorar a
compreensao da biologia subjacente (AEBERSOLD; MANN, 2016).
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Em busca da caracterizacdo do proteoma de uma determinada célula ou
organismo, deve-se lembrar que o proteoma € dindmico, ele refletira o ambiente
imediato em que é estudado. Em resposta a pistas internas ou externas, as proteinas
podem ser modificadas por MPT, sofrer translocacdes dentro da célula ou ser
sintetizadas/degradadas. Assim, o exame do proteoma de uma célula € como obter
uma imagem instantdnea do ambiente da proteina a qualquer momento. (GRAVES,;
HAYSTEAD, 2002). Por exemplo, 0s exossomos, 0S quais podem mediar a
comunicacao intercelular e refletir alteracdes intracelulares que ocorrem em resposta
a condicbes patolégicas, portanto, sao potencialmente uma fonte eficaz de

biomarcadores para rastrear o desenvolvimento da DP (KITAMURA et al., 2018).

Esta dissertacdo de mestrado pretende caracterizar e comparar o contetdo
proteico dos exossomos isolado do plasma sanguineo de paciente com DP,
classificados de acordo com a escala de estadiamento de H&Y em leve, moderado e
avancado, e controles saudaveis, fazendo uso da abordagem protedmica shotgun.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Caracterizar o perfil protedbmico de exossomos enriquecidos de plasma de
sangue periférico de pacientes com Doenca de Parkinson.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar e comparar o perfil protebmico de exossomos enriquecidos do
plasma sanguineo de pacientes com Doenca de Parkinson de acordo com a
escala de estadiamento Hoehn & Yahr e de controles saudaveis.

e Realizar andlise funcional por bioinformética dos perfis de expressao proteica
exclusivos dos pacientes com Doenca de Parkinson para cada classificacdo de

estadiamento clinico comparado com controles saudaveis.
4 MATERIAIS E METODOS
4.1 DESENHO DO ESTUDO

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Universidade Federal do Rio de Janeiro em 13/09/2016 e a versdo aprovada

recebeu o nimero 58601716.4.0000.5257. Todo material foi coletado apds a
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assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido por parte dos pacientes

com DP e controles saudaveis (Anexo 1).

A coleta das amostras foi realizada pela responsavel médica do projeto Dra
Ana Lucia Zuma de Rosso, da Divisdo de Neurologia do Setor de Disturbios do
Movimento do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCCF-UFRJ) na
presenca das alunas do grupo da Profé. Dra Luciana Pizzatti (LABMOPS-IQ-UFRJ)
parceiro do projeto, seguindo as recomendacdes de coleta de amostras de sangue
da Sociedade Brasileira de patologia Clinica / Medicina Laboratorial (SBPC/ML),
utilizando dois tubos EDTA. Concomitantemente foi realizado a coleta dos dados
sociodemograficos do prontuario médico com o auxilio de um formulario
desenvolvido pela Dra Ana (Anexo 2). O formulario continha perguntas como
habitos da rotina do paciente, historico familiar, data de inicio da doenga, sinais e
sintomas, medicamentos e comorbidades associadas. O estudo tem carater

observacional transversal do ponto de vista da anéalise proteGmica.

Foram considerados elegiveis para o estudo os pacientes com DP que
apresentavam, inicialmente, bradicinesia e pelo menos um dos sintomas
caracteristicos da doenca (tremor em repouso, rigidez muscular e instabilidade
postural), com distribuicdo inicialmente assimétrica da doenca e boa resposta a
levodopa. Os controles recrutados foram cuidadosamente elegidos, sendo
individuos saudaveis, parceiros ou acompanhantes dos pacientes, com idades
pareadas, que coabitam o mesmo espaco e realizam aproximadamente a mesma
dieta. Foram excluidos do estudo individuos que apresentem parentesco em
gualquer nivel com os pacientes, comorbidades declaradas (diabetes e/ou

individuos com histérico de alteracdes vasculares) (Anexo 3).

Os pacientes foram classificados, pela medica responsavel, de acordo com
escala de estadiamento de H&Y modificada em leve (estagios 1, 1,5 ou 2),
moderado (estagios 2,5 ou 3) ou avancado (estagios 4 ou 5), escala de SE a qual
leva em conta a realizacdo das atividades diarias (0-100%), de acordo com a idade
de inicio da doenca em precoce (<50 anos), normal (entre 50-65 anos) ou tardio
(>65 anos) e pelos fendtipos clinicos em tremulantes (tremor como sintoma
predominante), rigido-acinético (rigidez como sintoma predominante) ou misto

(tremor e rigidez como sintomas predominante). Foram excluidos do estudo
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pacientes com diagnostico de DP genética e os que ndo possuiam informacdes
necesséarias para as classificacdes. Na tabela 4 pode ser observado o total de

amostras e a coorte utilizada no estudo.

Tabela 4: Total de amostras utilizadas no trabalho e divisdo em grupos clinicos de acordo
com a escala de estadiamento de H&Y. Em vermelho, os pacientes classificados como grau leve
(estagios 1; 1,5 ou 2), em laranja os pacientes classificados como grau moderado (estagios 2,5 ou
3), em verde os pacientes classificados em grau avancado (estagios 4 ou 5).

Coorte de pacientes selecionados para analise protedmica
Classificacao Clinica Total de pacientes
LEVE - Estagios 1; 1,5 ou 2 44 Pacientes
MODERADO - Estagios 2,5 ou 3 41 Pacientes
AVANCADO - Estagios 4 ou 5 12 Pacientes

Total de amostras utilizada no estudo: 97

Devido ao grande volume de dados gerados no tipo de abordagem do presente
trabalho e ao custo por amostra relacionado a analises individuais, utilizamos o
desenho experimental analisando as amostras em pool de acordo com a classificacéo
clinica. Portanto foram preparados pools denominados: pool controle, pool leve, pool
moderado e pool avancado. A estratégia de pool baseada no agrupamento por
fendtipos clinicos ja foi extensamente utilizada por nosso grupo em outras publicacdes
(PI1ZZATTI et al., 2012; PANIS et al., 2014; 2016; 2017; CORREA et al., 2017; PIRES
et al., 2019).

4.2 PROCESSAMENTO DA AMOSTRA
4.2.1 Enriguecimento e caracterizacdo dos exossomos

As amostras dos pacientes com DP e controles saudaveis apés serem
coletadas, foram centrifugadas por 15 minutos a 1500 rpm (rotacdo por minuto)
para separar a por¢cdo plasmatica da porcao celular. O plasma foi retirado e

armazenado em eppendorfs de 2 mL com adi¢ao de 12 uL de inibidor de protease
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(Complete™ Protease Inhibitor Cocktail, - Roche) e armazenado a -80°C até sua

utilizagao.

O enriquecimento dos exossomos do plasma utilizando o reagente ExoQuick™
(System Biosciences, LLC, Palo Alto, CA, EUA) deu-se segundo instru¢des do
fabricante. Inicialmente, 500 yL de plasma foram incubados por 30 minutos a 4°C
com 120 pL de ExoQuick™. As amostras foram centrifugadas a 1500 g por 30
minutos a 4°C, o sobrenadante foi removido e entéo, foi adicionado aos pellets 200
ML de tampédo de extragdo de proteinas (500 mM; MgCl, 5 mM; Hepes 100 mM,;
EDTA 0,5 mM; DTT 1 mM; Glicerol 35%) juntamente com 12 uL de inibidor de
protease seguido do rompimento das vesiculas através de técnicas manuais e
vortex. Os exossomos foram rompidos por congelamento e descongelamento apés
armazenamento a -80°C overnight. Apos o descongelamento, as amostras foram
centrifugadas a 14000 g por 30 minutos a 4°C, o extrato proteico (sobrenadante)
foi separado em um novo eppendorf e foi feita a quantificacdo de proteinas no
fluorimetro Qubit (Invitrogen), utilizando o kit de quantificacdo de proteinas Qubit™
Protein Assay Kit (Life technologies), seguindo o protocolo do fabricante. Os

extratos proteicos foram armazenados a -30°C.

A caracterizacdo dos exossomos estudados na presente dissertacdo foi

realizada pela aluna Leticia Giacomin em sua tese de doutorado. (Leticia Giacomin.

Caracterizacdo do Contetdo molecular e efeito biologico de exossomos enriquecidos de plasma

de pacientes com Doenca de Parkinson. 2018. Tese (Doutorado em Pds-graduagdo em

Bioquimica) - Universidade Federal do Rio de Janeiro). O mesmo procedimento de
enriquecimento de exossomos foi utilizado. A integridade, composicao e tamanho
das vesiculas foram analisados por western blot para proteinas marcadoras de
exossomos (Alix, TSG101) e para marcadores negativos (Calnexina); microscopia
eletrbnica para analise da integridade das vesiculas e andlise do trafego de

nanoparticulas (Zeta View) para confirmacao do tamanho das vesiculas.
4.3 ANALISE PROTEOMICA
4.3.1 Preparo das amostras e digestédo de proteinas

Mil microgramas de extrato proteico dos exossomos enriquecidos foram
concentradas 16x em colunas Amicon® Ultra 2 mL Centrifugal filters ultracel 3k

(Millipore) com 2 mL de tampé&o bicarbonato de amonio [50 mM], por centrifugacéo
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a 4000 g por 45 minutos a 16°C. O concentrado de proteinas foi armazenado a -
30°C.

Os extratos proteicos foram digeridos, em solugéo, 100 ug de proteinas de cada
pool de amostra, de acordo com o descrito por PIZZATTI et al., 2012. Todas as
incubacbes desta etapa foram realizadas no thermomixer (ThermoMixer® C -
Eppendorf). Para desnaturagdo de proteinas, foi utilizado 25 pL do reagente
RapiGest SF Surfactant (Waters), as amostras foram incubadas a 80°C por 15
minutos. Para a etapa de reducéo das pontes dissulfeto das proteinas, foi utilizado
10 mM em cada amostra do reagente Dithiothreitol - DTT (GE Healthcare), as
amostras foram incubadas por 30 minutos a 60°C. A alquilagéo foi realizada
adicionando 40 mM em cada amostra de lodoacetamida - IAA (BioRad), as
amostras foram incubadas no escuro por 30 minutos a temperatura ambiente. A
tripsinizacao foi realizada com tripsina (Promega) em uma proporgéao 1:100. Foi
adicionado 1 pg de tripsina em cada amostra (50 uL de tripsina a 20 ng/uL). A
digestdo foi realizada no thermomixer (ThermoMixer® C - Eppendorf) a 37°C
overnight a 1000 rpm. Apés 21h de digestéo a reacéo foi interrompida com a adi¢ao
de acido trifluoroacético (TFA, do inglés: Trifluoroacetic acid) 1%. As amostras
foram entdo vortexadas e tiveram o pH checado (aproximadamente pH 2 ou 3).
Posteriormente, todas as amostras foram centrifugadas a 10000 g por 10 minutos
para retirada do RapiGest precipitado antes da limpeza. O sobrenadante foi

separado em um novo eppendorf.
4.3.2 Purificacdo e secagem dos peptideos tripticos

Mini-colunas de fase reversa (C18) foram usadas para remocédo de impurezas
e concentracao dos peptideos. As colunas foram montadas inserindo um disco de
membrana C18 no interior de uma ponteira de volume de 200 uL sem barreira
(uma coluna por amostra). Posteriormente, adicionou-se 10 pL de resina
POROS™ R2 (Thermo). A resina foi adicionada diluida em acetonitrila (ACN)
100%, retirando e eliminando o liquido por pressao com o auxilio de uma seringa

adaptada e acoplada a ponteira.

A seguir, foi adicionado 100 pyL de ACN 100% para retirada de bolhas
manualmente, eliminando o liquido com o auxilio da seringa acoplada. ApGs foi
adicionado 100 puL de TFA 0,1% para equilibrar a coluna, eliminando o liquido
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novamente com o auxilio da seringa. Esta etapa foi repetida trés vezes.
Posteriormente o volume total da amostra digerida foi aplicado na coluna, com o
auxilio da seringa a amostra é eluida pela coluna, porém néo é descartada, para
gue possa ser aplicada mais uma vez a fim de garantir a aderéncia dos peptideos
da amostra. Cada amostra € eluida duas vezes em suas respectivas colunas. A
fracdo ndo ligada a coluna foi entdo armazenada a -30°C. Foram feitas trés
lavagens novamente com 100 uL de TFA 0,1%, descartando o liquido com auxilio
da seringa. Os peptideos de interesse aderidos a coluna foram eluidos em um
novo eppendorf em duas etapas finais. A primeira elui¢ao foi realizada com 100uL
de uma solugdo composta por 50% ACN/0,1% TFA. A segunda eluicdo foi
realizada com 100uL de outra solugéo agora composta por 70% ACN/0,1% TFA,
eluindo os peptideos mais hidrofdbicos.

Apos a finalizagcdo da etapa de limpeza, todas as amostras foram submetidas
a secagem na centrifuga a vacuo (Savant® DNA Speed Vac® Model 120 - Thermo).
Quando secas, as amostras foram retiradas da centrifuga e armazenadas a -30°C

até o momento de sua injecdo no espectrometro de massas.
4.3.3 Espectrometro de Massas

A andlise por espectrometria de massas foi realizada no espectrometro de
massas de alta resolucdo Q-Exactive plus (Thermo) com analisador Orbitrap,

acoplado ao cromatografo easy-nanoLC1000 (Thermo).

As amostras foram ressuspensas em acido formico (FA, do inglés: formic acid)
0,1% na concentragao final de 2 pg/uL e foi injetado 8ug de amostra por injecéo,
utilizando triplicatas técnicas. As amostras foram analisadas em um sistema easy-
nanoLC1000 acoplado ao espectrémetro de massas de alta resolucdo Q-Exactive
Plus. Os peptideos foram carregados na coluna trap (Easy column C18, 2cm x
100um i. d. x 5um, 120A) e a separacgéo foi feita na coluna analitica (ReprosilPur
C18, 25cm x 75umi. d. x 3um) utilizando os solventes A (5% ACN /0,1% FA) e B
(95% ACN / 0,1% FA), com um fluxo constante de 300 nL/min. O gradiente teve
duracéo total de 180 minutos, tendo inicio com 2% de B aumentando gradualmente
para 20% durante 133 minutos. O segundo passo teve duracdo de 5 minutos e
aumento de 40% a 95% de B. Por fim o gradiente se manteve estavel por 8
minutos, até completar os 180 minutos do método. A fonte de ionizagéo utilizada
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foi 0 eletrospray com voltagem de 2,7kV a 250°C. O Q-Exactive Plus foi operado
no modo DDA com exclusdo de 45 ms e espectros full scan adquiridos pelo
analisador Orbitrap com resolugcao de 70.000, seguido da fragmentacédo dos 15
ions mais intensos com energia de colisdo, higher energy collision dissociation
(HCD), de 30 no Orbitrap e resolucéo de 17.500 em scans MS/MS. Espécies com

carga +1 foram excluidas da andlise MS/MS.
4.3.4 Analise dos dados brutos e identificacdo das proteinas

Ao fim da corrida os dados brutos de todas as replicatas das amostras de
controles e de pacientes foram extraidos do espectrémetro de massas e inseridos
no software Proteome Discoverer 2.1 (Thermo) para o processamento dos dados

brutos e identificagéo das proteinas.

O banco de dados de sequéncias humanas utilizados foi o Uniprot. A
identificacéo de peptideos foi realizada com o algoritmo Sequest HT confrontando
com o banco de dados Uniprot-Human_proteome (verséo jul 2019). As buscas
foram realizadas com tolerancia de massa de peptideos de 10 ppm, tolerancia de
MS/MS de 0,05 Da, clivagem especifica de tripsina, 2 locais de clivagem perdida
no maximo (do inglés: missed cleavages). A carbamidometilacdo da cisteina foi
incluida como modificacéo fixa e a oxidacdo de metionina e acetilacdo N-terminal
da proteina como modificacdes dinamicas. As taxas de false discovery rate (FDR)
foram obtidas utilizando o Percolator node, selecionando identificacdes com g-
valor igual ou inferior a 0,01. Como parametros para identificacdo dos peptideos
foi considerado o tamanho minimo de seis aminoacidos por peptideo, um peptideo

anico por proteina com FDR de 0,01.

As proteinas identificadas ap0s o processamento foram analisadas quali e
guantitativamente. Para as andlises qualitativas foi utilizada a ferramenta Venn
Diagram (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) e para analise

guantitativa foi utilizado o software Perseus Computational Plataform.
4.4 ANALISES IN SILICO

A andlise in silico foi realizada utilizando o software FunRich: Functional
Enrichment Analysis Tool (PATHAN et al., 2015, 2017).
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A base de dados utilizada na plataforma FunRich é uma compilag&o de diversos
bancos de dados de anotagcdo de proteinas e dados funcionais curados. Dentro
desta base de dados para as anotagdes de ontologia (do inglés: Gene ontology)
incluindo processos biolégicos, componentes celulares e fungdo molecular. E uma
ferramenta de software autbnoma usada principalmente para enriquecimento
funcional e andlise de redes de interacdo de genes e proteinas. Foram utilizadas
as bases de dados: Human Protein Reference Database (HPRD); Entrez Gene e

Uniprot.

Para as interacfes proteina-proteina: BioGRID; Intact e Human proteinpedia.
As informacdes de locacdo de expressao das proteinas foram obtidas a partir das
bases HumaN Protein Atlas; Human Proteome Browser; Human Proteome Map e

Proteomics DB.

45 AVALIACAO DA LIPOPEROXIDACAO (HIDROPEROXIDOS)
PLASMATICA E DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE PLASMATICA (TRAP)

Foi realizada a avaliacdo da lipoperoxidacao plasmatica de alta sensibilidade
induzida por terc-butil hidroperéxido. O composto terc-butil hidroperoxido é um
potente formador de radicais peroxil. Nas membranas biologicas, estes radicais
atacam os lipideos gerando lipoperéxidos os quais podem reagir com outros
lipideos, oxidando-os. Desta forma, o terc-butil inicia uma reacdo de
lipoperoxidacdo em cadeia com outros lipideos que pode ser detectada através da
emissao fotons ocorrida durante a formacao dos lipoperoxidos. Além disso, quanto
mais antioxidantes a amostra testada apresentar, maior sera o tempo para que
esta reacao seja iniciada (GONZALEZ-FLECHA; LLESUY; BOVERIS, 1991).

Para avaliacdo da lipoperoxidacdo plasmatica, foi adicionado 125 uL de
amostra em 865 uL de tampao fosfato monobasico 10 mM pH 7,4 em NaCl 0,9%
com incubacao a 37°C por 5 minutos. Para disparo da reacdo adicionou-se uma
aliguota de 10 pL da solucdo de t-butil. A leitura da reacéo foi realizada em
luminbmetro TD 20/20 Turner Designers® no protocolo de uma leitura por
segundo, durante 60 minutos, onde foi avaliada a curva de emissdo de fotons

gualitativa, mensurada em unidades relativas de luz (URL).
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O método TRAP (do inglés: Total Radical Antioxidant Parameter) avalia a
capacidade antioxidante total de misturas complexas, podendo monitorar as
condicdes antioxidantes do plasma humano. Esse ensaio € frequentemente
utilizado para medidas da capacidade antioxidante no soro ou plasma, pois
mensura antioxidantes nao-enzimaticos (como, glutationa, acido ascorbico, a-
tocoferol e B-caroteno) (MAGALHAES et al., 2008). O ensaio se baseia na seguinte
equacao Crrolox = (X.Trolox)/Triasma ONde, Crrolox COrresponde a concentracao de
trolox; Trroi0x € @ fase de inibicao (fase lag) do trolox; X é a capacidade antioxidante
do plasma em equivalente de trolox e Tpiasma € a fase de inibicdo na presenca do
plasma (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

A TRAP foi determinada utilizando 2,2’azobis (ABAP) como gerador de radicais
livres e luminol como amplificador da deteccdo da emissdo de fétons por

qguimiluminescéncia, de acordo com o descrito por PANIS et al., 2012.

As amostras de plasma sanguineo dos trés grupos de pacientes (leve,
moderado e avancado) e do grupo controle saudavel, foram diluidas em tampéao
glicina 0,1 M, pH 8,6 a 37°C. Como padrdo de antioxidante de referéncia foi
empregado vitamina E hidrossoluvel (Trolox) (2,5 mg em 5 mL de tampéao glicina
0,1 M, pH 8,6 a 37°C).

Uma aliquota de 50 uL de cada amostra foi adicionada a 1 mL de tampao glicina
0,1 M pH 8,6 e a 70 uL da solugéo de luminol (3,98 mg em 250 pL de KOH 1 M

adicionados a 10 mL de tampao glicina, diluido 1:10 no momento da reacéao).

Em seguida adicionou-se 70 uL da solucdo ABAP e iniciou-se a leitura da
reacdo em lumindmetro (Glomax, Promega). Os resultados obtidos da curva de
inibicdo da oxidacao do ABAP pela amostra e padrdao em unidades relativas de luz

foram analisados no software OriginLab 9.0 e expressos em nM de Trolox.

As andlises descritas foram conduzidas em triplicatas e as comparacfes
estatisticas realizadas pelo teste ANOVA, utilizando teste Tukey como pos-hoc. Os

dados foram apresentados como médias * erro padrdao da média.

Foi considerado significativo p<0,05. Todas as analises estatisticas foram
conduzidas no software GraphPad Prism versédo 7.0 (GRAPHPAD software, San

Diego, CA), utilizando a ferramenta on-line quick calcs
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(http://graphpad.com/quickcalcs/Grubbsl.cfm) para deteccdo de individuos

outiliers.

O indice de estresse foi calculado a partir da divisdo do valor obtido na integral da
lipoperoxidacéo pelo valor do tempo de indugdo do TRAP, e é expresso em unidades
arbitrarias. Também pode ser obtido através da andlise comparativa com grupos
controle (razdo pro/antioxidante) por meio da divisdo do valor da razdo do grupo

controle dividido pela razdo do grupo dos grupos clinicos.
5 RESULTADOS

5.1 ANALISE PROTEOMICA DE EXOSSOMOS ENRIQUECIDOS DE
PLASMA DE PACIENTES COM DONCA DE PARKINSON E CONTROLES
SAUDAVEIS

5.1.1 Caracterizagéo clinica e demografica da coorte

As caracteristicas clinicas e os dados demograficos foram coletados a partir
dos formularios clinicos e questionarios respondidos pelos 97 pacientes e 32
controles. Na tabela 5 estdo representadas as caracteristicas clinicas e os dados

demograficos da coorte utilizada no presente trabalho.

Tabela 5. Informacgdes clinicas e demogréaficas da coorte. A coluna da esquerda representa cada
pardmetro analisado, enquanto as colunas da direta representam as classificagbes clinicas dos
pacientes e controles dentro de cada respectivo parametro. N.A.: Nao avaliado.

DP (n=97)
Con_trole DP (n=97) LIEVE MODIERADO AVAI\iQADO
(n=32) (n=44) (n=41) (n=12)

Idade no dia do

exame 59,37+10,65 65,33+10,97 63,09+10,89 65,63+10,03 72,58+11,87

Idade de inicio da

N.A. 56,33+12,00 56,64+11,17 56,29+11,90 55,33+15,9

doenca (anos)
Tempo de doenca até
a data da coleta (em N.A. 110,58+78,67 78,11+51  117,13+67,50 207,83+111,53
meses)
Género (%masculino) 21,88 59,79 65,9 63,41 25

i N.A. 11,34 13,64 7,32 16,67
Consumo de cafeina
(%n&o) Continua
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Concluséo

Misto (M) (%)

. N.A. 45 4
Tabagista (%n&o) 53,6 5,45 53,66 83,33
Etilista (%0nao) N.A. 42,27 40,9 39,02 58,33
Consumo de agua do N.A. 33 36,36 24,39 50
poco (%néo)
Contato com NLA. 93,81 95,45 90,24 100
agrotoéxico (%nao)
Historico familiar N.A. 38,14 50 29,27 25
(%sim)
Escala Hoehn & Yahr N.A. 2,50+0,78  1,940,16  2,80%0,25 4,17+0,4
modificada
Escala Schwab &

7,732, 24,74

England (100-80% 2; NA b5 1’1?;34’0- 6 19 79,55 2; 15,9 48,78 2; 34,15 8,34 a; 25 b;
70-60% b; 50-30% ¢; o T g T b;4,55¢ b; 17,07 ¢ 16,67 c; 50d
20-0% d)
Mini Exame do N.A. 24,87+558  27,28£3,02  24,33574 18,448,36
Estado Mental
Classificacéo clinica -
Inicio precoce (%<50 N.A. 36,08 N.A. N.A. N.A.
anos)
Classificacéo clinica -
Inicio normal (%50-65 N.A. 42,27 N.A. N.A. N.A.
anos)
Classificacgéo clinica -
Inicio tardio (%>65 N.A. 21,65 N.A. N.A. N.A.
anos)
Fendtipo Clinico —
Tremor-dominante N.A. 8,33 N.A. N.A. NA.
(TD) (%)
Fendtipo Clinico -
Rigido Acinético (RA) N.A. 22,92 N.A. N.A. N.A.
(%)
Fenatipo Clinico - N.A. 68,75 N.A. N.A. N.A.

Pode-se concluir que a maioria dos pacientes é do sexo masculino (59,79%) e

apresenta idade de inicio da doenca dentro da faixa etaria considerada normal para o
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acometimento, entre os 50-65 anos (42,27%), sendo a classificacao clinica de acordo
com a escala de estadiamento de H&Y modificada grau avancado apresentando um
maior percentual (4,17+0,4), seguido do grau moderado (2,80+0,25) e por ultimo o
grau leve (1,94+0,16).

5.1.2 Anélise Protedbmica

A analise protebmica foi realizada a partir de pools preparados com as 97
amostras classificadas de acordo com a escala de estadiamento de H&Y modificada
(leve, moderado e avancado) e das 32 amostras de controles saudaveis. Na figura 12
podem ser observados os cromatogramas resultantes da analise LC-MS/MS das
amostras analisadas em triplicatas técnicas, onde 0s cromatogramas em preto
representam a primeira replicata da respectiva amostra, 0s cromatogramas em
vermelho representam a segunda replicata técnica e os cromatogramas em verde
representam a terceira replicata técnica da mesma. Com esse conjunto de dados foi
possivel observar a reprodutibilidade das corridas de cada réplica com distribuicao de

ions e suas respectivas intensidades ao longo das corridas.
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Figura 12: Cromatogramas. Cromatogramas em preto sdo referentes a primeira replicata,
cromatogramas em vermelho sdo referentes a segunda replicata e cromatogramas em verde sao
referentes a terceira replicata. (A) Cromatograma referente as triplicatas do pool classificacdo leve. (B)
Cromatograma referente as triplicatas do pool classificacdo moderado. (C) Cromatograma referente as
triplicatas do pool classificacdo avancado. (D) Cromatograma referente as triplicatas do pool do grupo
controle saudéavel.

Apoés o processamento dos dados brutos e busca contra o banco de dados
Humano foi possivel a identificacdo de forma redundante de 671 proteinas em todas
as amostras dos grupos de pacientes com DP. Dentre essas, 225 proteinas séo
pertencentes ao grupo de estadiamento leve, 229 proteinas pertencentes ao grupo de
estadiamento moderado e 217 proteinas pertencentes ao grupo de estadiamento
avancado. Além destas, 213 proteinas foram identificadas no grupo de controles
saudaveis. Utilizando como critério de filtro para seguir com as analises, foram
selecionadas somente proteinas presentes em pelo menos 2 das replicatas técnicas.
Apds o uso deste filtro de restringéncia, foi possivel a identificacdo de forma
redundante de 592 proteinas no somatorio das amostras dos grupos de pacientes com
DP, sendo 204 proteinas pertencentes ao grupo leve, 196 ao grupo moderado e 192
ao grupo avancado. No grupo controle saudavel foram identificadas 193 proteinas
totais. De forma néo redundante, foi obtida uma identificacdo total de 260 proteinas
em todos 0s grupos pacientes e controles. Foram identificados perfis proteémicos

descritivos de exossomos para cada grupo analisado.
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Um dos objetivos do presente trabalho foi a caracterizacdo de perfis
protebmicos descritivos dos exossomos enriquecidos de plasma sanguineo que
pudessem apresentar proteinas exclusivamente expressas nos pacientes com
classificagdes clinicas distintas e ausentes nos controles saudaveis. Para isso, as
proteinas identificadas foram analisadas em diagrama de Venn, onde foi possivel a
identificacdo de proteinas exclusivas pertencentes a cada estadiamento clinico

especifico.

Na figura 13 € possivel visualizar a identificacdo de 8 proteinas presentes
exclusivamente no grupo leve, 9 proteinas presentes exclusivamente no grupo
moderado, 7 proteinas presentes exclusivamente no grupo avancado e 9 proteinas
presentes exclusivamente no grupo controle. Além das proteinas identificadas
exclusivamente nos diferentes grupos do presente estudo, pode-se visualizar no
diagrama, proteinas nas intersec¢des dos grupos das diferentes classificagcdes clinicas

entre si e com o grupo controle.
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LEVE
MODERADO
w AVANCADO
. CONTROLE

Figura 13. Diagrama de Venn da distribuicdo das proteinas identificadas em cada grupo de
pacientes classificados clinicamente de acordo com a escala de estadiamento H&Y modificada
e controles saudaveis. Em cores as classificag@es clinicas.

Na tabela 6, pode ser visualizado o nome e nimero de acesso das proteinas
identificadas exclusivamente em cada grupo com diferente estadiamento clinico e dos
controles saudaveis.

Tabela 6: Proteinas exclusivas H&Y e controles saudéaveis. Proteinas identificadas exclusivamente
em cada grupo de estadiamento clinico e controles saudaveis de acordo com o diagrama de venn. A
coluna da esquerda representa a identificagdo de cada proteina no banco de dados UniProt, a coluna

central representa a descricdo/nome da proteina e a coluna da direita representa a respectiva
classificagdo de cada proteina identificada.

Proteinas exclusivas - Diagrama de Venn

Acesso UniProt Proteina Classificacéo
AOAOB4J1V2 Immunoglobulin heavy variable 2-26 Leve
Continua
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P36222

P08123

P49908

P05109

000187

Q01518

P01699

Q9BXR6

P49747

P04278

P14618

AOAQ075B6J9

PO7737

P02741

P0O0746

P51884

Q15485

P11142

Q06033

P07195

Chitinase-3-like protein 1

Collagen alpha-2(1) chain

Selenoprotein P

Protein S100-A8

Mannan-binding lectin serine protease 2

Adenylyl cyclase-associated protein 1

Immunoglobulin lambda variable 1-44

Complement factor H-related protein 5

Cartilage oligomeric matrix protein

Sex hormone-binding globulin

Pyruvate kinase PKM

Immunoglobulin lambda variable 2-18

Profilin-1

C-reactive protein

Complement factor D

Lumican

Ficolin-2

Heat shock cognate 71 kDa protein

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain
H3

L-lactate dehydrogenase B chain

Leve

Leve

Leve

Leve

Leve

Leve

Leve

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Avancado

Avancado

Avancado

Avancado
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Concluséao

pP22891 Vitamin K-dependent protein Z Avancado
Q92954 Proteoglycan 4 Avancado
P01344 Insulin-like growth factor Il Avancado
P21333 Filamin-A Controle
AOA0JIYXX1 Immunoglobulin heavy variable 5-10-1 Controle
AOAQ75B619 Immunoglobulin lambda variable 7-46 Controle
Q96KN2 Beta-Ala-His dipeptidase Controle
P61224 Ras-related protein Rap-1b Controle
Q06830 Peroxiredoxin-1 Controle
P35542 Serum amyloid A-4 protein Controle
P56199 Integrin alpha-1 Controle
P01705 Immunoglobulin lambda variable 2-23 Controle

As proteinas identificadas exclusivamente em cada grupo de estadiamento
foram investigadas com relac&o aos processos biolégicos majoritarios aos quais estao
envolvidas utilizando a ferramenta STRING. Essa ferramenta € um banco de dados
biolébgico que possui recursos de interagcdo de proteina-proteina preditas e
conhecidas. Esta base de dados é formada por dados experimentais de interacao,

métodos de previsdo computacional e colecdes de dados de expressao publicas.

Essa andlise foi realizada com o intuito de identificar se somente com as
proteinas exclusivas seria possivel diferenciar funcionalmente os diferentes estagios
de evolucdo da doenca através dos processos biolégicos representados pelas
proteinas. Na tabela 7 é possivel observar os resultados desta anélise. No grupo com
classificacdo clinica leve as 8 proteinas exclusivas correspondem a 12 processos

biol6gicos relacionados com alteragBes no sistema imune, imunomodulacdo e
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resposta ao estresse oxidativo. No grupo moderado as 9 proteinas exclusivas foram
classificadas como pertencentes ao processo biologico de ativagcdo alternativa do
complemento, também relacionado a resposta imune inata. As 7 proteinas exclusivas
identificadas no grupo avancado foram classificadas como pertencentes ao processo
de transporte mediado por vesiculas.

Tabela 7: Andlise funcional de associacfes de processos biolégicos. A coluna da esquerda
representa a identificacao da proteina no banco de dados e a coluna da direita representa o processo
ao qual a respectiva proteina esta associado. #ID representa o niUmero de identificacdo da via no Gene
ontology (GO)

Exclusivas do estadiamento leve

#ID Descricdo do processo
G0:0002443 Imunidade mediada por leucécitos
G0:0045055 Regulacéo de exocitose
GO0:0001775 Ativacao celular
G0:0002376 Processos do Sistema imune
G0:0006950 Resposta ao estresse
G0:0006955 Resposta imune
G0:0043312 Degranulacdo de neutrofilos
G0:0001816 Producéo de citocinas
GO0:0016477 Migracao celular
GO0:0050776 Regulacéo da resposta imune
G0:0006959 Resposta imune humoral
G0:0050900 Migracédo de leucdcitos
Exclusivas do estadiamento moderado
#ID Descricdo do processo
GO0:0006957 Ativagdo de via alternativa do
complemento
Exclusivas do estadiamento avancado
#ID Descricdo do processo
G0:0016192 Transporte mediado por vesiculas

Do total de proteinas ndo redundantes identificadas (260 proteinas), 234

proteinas tiveram a area de seus picos correspondentes a cada proteina identificada,
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calculada, seguindo para as analises quantitativas. Ou seja, 26 proteinas nao
apresentam area com qualidade ideal para o célculo, ndo atendendo aos pré-
requisitos do software PERSEUS.

Os valores numéricos das areas foram submetidos a uma transformac¢éo com
log2(x) e as medianas calculadas para a normalizacdo dos valores. Os valores
resultantes foram considerados como abundéancia relativa de cada proteina e estédo
de acordo com estratégias de quantificacdo protedbmica label-free, para instrumentos
baseados em DDA, como o espectrometro de massas de alta resolucdo Orbitrap
utilizado no presente estudo. Na figura 14 é possivel observar a distribuicdo normal
dos dados de cada uma das replicatas e grupo estudado, possibilitando a realizagao
da andlise e comparacao dos dados obtidos.
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Figura 14: Histograma. Histogramas representando a normalidade dos dados obtidos. Area F1, F2,
F3 referem-se as triplicatas do grupo leve. Area F4, F5, F6 referem-se as triplicatas do grupo moderado.
Area F7, F8, F9 referem-se as triplicatas do grupo avancado. Area F19, F20, F21 referem-se as
triplicatas do grupo controle saudavel.
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Na figura 15 sdo expostos graficos de disperséo do tipo Volcano, onde, apos a
quantificacdo das proteinas, observamos as diferencas de expressdo entre cada
grupo clinico em relagéo ao controle. E possivel observar as proteinas que exibem
diferenca de expresséo estatisticamente significativa nas comparac¢ées com o grupo

controle representadas pelas cores verde ou vermelha.

A Leve vs Ctrl B Moderado vs Ctrl

3 : g °

-Log p-value
-Log p-value

Log2 Fold Difference (Middle-Ctrl)

Log2 Fold Difference (Early-Ctrd)

Proteinas com expressao aumentada

Proteinas com expressdo diminuida

C

*  Proteinas com expressdo aumentada

Avancgado vs Ctrl

Proteinas com expressao diminuida

3= ‘e

-Log p-value

Log2 Fold Difference (Advanced-Ctrl)

+ Proteinas com expressiao aumentada

Proteinas com expressao diminuida

Figura 15: Gréafico de disperséo Volcano representando as proteinas diferencialmente expressas
entre as classificagdes clinicas e controles. Em (A) grupo paciente com classificacdo leve versus
grupo controle; em (B) grupo paciente com classificacdo moderado versus grupo controle e em (C)
grupo paciente com classificagdo avangado versus grupo controle. p<0.05 / -Log p-value> 1.3; FDR=
0.05.

Na figura 15-A é observada a comparacéao entre os grupos classificacao clinica
leve versus controles saudaveis. Foram identificadas um total de 42 proteinas
diferencialmente expressas, destas, 38 proteinas apresentaram sua expressao

aumentada (do inglés: up-regulated) e 4 proteinas apresentaram sua expressao
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diminuida (do inglés: down-regulated). J& na figura 15-B é observada a comparacao
entre os grupos classificagdo clinica moderada versus controles saudaveis. Foram
identificadas um total de 33 proteinas diferencialmente expressas, destas, 25
proteinas apresentaram sua expressdo aumentada e 8 proteinas apresentaram sua
expressao diminuida. Por ultimo, na figura 15-C € observada a comparacao entre 0s
grupos classificacdo clinica avangado versus controles saudaveis. Foram
identificadas um total de 16 proteinas diferencialmente expressas, destas, 13
proteinas apresentam sua expressdo aumentada e 3 proteinas apresentaram sua

expressao diminuida.

As proteinas consideradas diferencialmente expressas, com -Log p-valor >1.3,
apresentadas nos graficos de dispersao do tipo Volcano (Figura 15), sado descritas nas
tabelas: 8, onde pode ser visualizada a comparacéo do grupo com classificacao clinica
leve versus grupo controle; 9, onde pode ser visualizada a comparac&o do grupo com
classificacao clinica moderado versus grupo controle; e 10, onde pode ser visualizada
a comparacdo do grupo com classificacdo clinica avancado versus grupo controle.
Além da descricao, é possivel a visualizacdo do numero de acesso ao banco de dados

UniProt, p-valor e a diferenca de expressao (do inglés: fold difference ou fold change).

Estes dados representam o proteoma descritivo de exossomos enriquecidos
do plasma de pacientes com DP. Além disso, representam a analise protedmica
comparativa entre os grupos de evolucao clinica.

Tabela 8: Proteinas diferencialmente expressas em exossomos de pacientes com DP
classificagdo LEVE (H&Y) em relagcdo a controles saudaveis. A tabela apresenta nimero de acesso

ao banco de dados UniProt, descricdo/nome da proteina, -logP-valor, diferenca de expresséo/fold
difference.

Proteinas diferencialmente expressas em exossomos de pacientes com DP Leve (H&Y) em
relacdo a controles saudaveis

Proteinas com expressdo aumentada

Numero de acesso Descricéo da -log P-valor Diferenca de
ao banco UniProt Proteina expressdo (log2
Fold difference)

AOA0B4J1V2 Immunoglobulin - Exclusiva
heavy variable 2-26 Continua
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P36222

P08123

P49908

P05109

000187

Q01518

P01699

P02763

P04275

PODJI9

AOAOC4DH55

QSONP78

Q15848

P15814

P07360

Chitinase-3-like
protein 1

Collagen alpha-2(1)
chain

Selenoprotein P

Protein S100-A8

Mannan-binding lectin
serine protease 2

Adenylyl cyclase-
associated protein 1

Immunoglobulin
lambda variable 1-44

Alpha-1-acid
glycoprotein 1

von Willebrand factor

Serum amyloid A-2
protein

Immunoglobulin
kappa variable 3D-7

ATP-binding cassette
sub-family B member
9

Adiponectin

Immunoglobulin
lambda-like
polypeptide 1

Complement
component C8
gamma chain

2,29979

3,80864

2,07133

2,01327

1,34386

2,58521

1,74308

1,44222

Exclusiva

Exclusiva

Exclusiva

Exclusiva

Exclusiva

Exclusiva

Exclusiva

3,67294

3,31593

2,49082

2,46169

2,42042

2,18868

1,62898

1,47941
Continua
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P04003

P04004

P02775

P27169

P01857

P36980

P0O0736

P60709

P01008

Q12805

P01834

P01009

Q16610

P22352

Q08380

C4b-binding protein
alpha chain

Vitronectin

Platelet basic protein

Serum
paraoxonase/arylester
ase 1

Immunoglobulin
heavy constant
gamma 1

Complement factor H-
related protein 2

Complement C1r
subcomponent

Actin, cytoplasmic 1

Antithrombin-II|

EGF-containing
fibulin-like
extracellular matrix
protein 1

Immunoglobulin
kappa constant

Alpha-1-antitrypsin

Extracellular matrix
protein 1

Glutathione
peroxidase 3

Galectin-3-binding
protein

1,70222

1,37699

2,39887

1,65706

1,83004

1,99506

1,33228

1,93883

2,14726

1,32997

1,59001

1,4349

1,47314

2,91976

3,04943

1,46415

1,45554

1,45532

1,41316

1,41305

1,39913

1,39152

1,33561

1,30254

1,29392

1,28979

1,24503

1,23079

1,16846

1,12268
Continua
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P02747

P01861

P01871

P10909

P69905

P04217

P13671

P07225

PO1011

P05155

P01859

P31146

P02743

P02790

P02649

Complement C1q
subcomponent
subunit C

Immunoglobulin
heavy constant
gamma 4

Immunoglobulin
heavy constant mu

Clusterin

Hemoglobin subunit
alpha

Alpha-1B-glycoprotein

Complement
component C6

Vitamin K-dependent
protein S

Alpha-1-
antichymotrypsin

Plasma protease C1
inhibitor

Immunoglobulin
heavy constant
gamma 2

Coronin-1A
OS=Homo sapiens

Serum amyloid P-
component

Hemopexin

Apolipoprotein E

1,76614

1,62848

1,30156

1,78248

2,52754

1,8163

2,23489

1,61076

1,72508

1,80399

1,67608

1,50949

1,37889

1,46844

1,45176

1,12086

1,06992

1,06685

1,02931

1,02249

0,98947

0,981456

0,980718

0,931483

0,904038

0,867136

0,803683

0,757339

0,687043

0,521366
Continua
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Concluséo

Proteinas com expresséao diminuida

P21333 Filamin-A - Exclusiva

AOA0J9YXX1 Immunoglobulin - Exclusiva
heavy variable 5-10-1

AOA075B619 Immunoglobulin - Exclusiva
lambda variable 7-46

Q96KN2 Beta-Ala-His - Exclusiva
dipeptidase

P61224 Ras-related protein - Exclusiva
Rap-1b

Q06830 Peroxiredoxin-1 - Exclusiva

P35542 Serum amyloid A-4 - Exclusiva
protein

P56199 Integrin alpha-1 - Exclusiva

P01705 Immunoglobulin - Exclusiva

lambda variable 2-23

P02655 Apolipoprotein C-II 1,69868 -1,01246
P02776 Platelet factor 4 1,42216 -1,05828
P02765 Alpha-2-HS- 3,12092 -3,02883

glycoprotein

Q03591 Complement factor H- 2,05089 -5,43386
related protein 1



Tabela 9: Proteinas diferencialmente expressas em exossomos de pacientes com DP
classificagdo MODERADO (H&Y) em relacdo a controles saudaveis. A tabela apresenta nimero de
acesso ao banco de dados UniProt, descricdo/nome da proteina, -logP-valor, diferenca de

expressao/fold difference.

Proteinas diferencialmente expressas em exossomos de pacientes com DP MODERADO
(H&Y) em relacao a controles saudaveis

Proteinas com expressdo aumentada

Nimero de acesso Descri¢cdo da -log P-valor Diferenca de
ao banco UniProt Proteina expresséo (log2
Fold difference)
Q9BXR6 Complement factor H- - Exclusiva
related protein 5
P49747 Cartilage oligomeric - Exclusiva
matrix protein
P04278 Sex hormone-binding - Exclusiva
globulin
P14618 Pyruvate kinase PKM - Exclusiva
AOA075B6J9 Immunoglobulin - Exclusiva
lambda variable 2-18
PO7737 Profilin-1 - Exclusiva
P02741 C-reactive protein - Exclusiva
P00746 Complement factor D - Exclusiva
P51884 Lumican - Exclusiva
Q15848 Adiponectin 2,81836 3,27828
P02763 Alpha-1-acid 1,35016 2,64624
glycoprotein 1

P36980 Complement factor H- 3,17249 2,63694
related protein 2 Continua
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AOAOCA4DH24

P01861

AOAOB4J1U7

P07360

AOAQ075B6S2

P01782

P03951

P01591

P01871

P04004

P02743

P69905

P0O0734

Q14624

P27169

Immunoglobulin
kappa variable 6-21

Immunoglobulin
heavy constant
gamma 4

Immunoglobulin
heavy variable 6-1

Complement
component C8
gamma chain

Immunoglobulin
kappa variable 2D-29

Immunoglobulin
heavy variable 3-9

Coagulation factor Xl

Immunoglobulin J
chain

Immunoglobulin
heavy constant mu

Vitronectin

Serum amyloid P-
component

Hemoglobin subunit
alpha

Prothrombin

Inter-alpha-trypsin
inhibitor heavy chain
H4

Serum

paraoxonase/arylester

asel

3,15061

3,45184

2,09486

1,832

1,54037

1,77645

1,87673

1,3251

1,73292

1,53126

2,27124

2,3769

2,21567

1,34816

2,03725

2,48093

2,4384

2,40444

1,78185

1,74564

1,66964

1,65246

1,55281

1,54324

1,48068

1,38359

1,31599

1,2836

1,25005

1,1662
Continua
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P07225 Vitamin K-dependent 1,9935 1,12249
protein S
P01860 Immunoglobulin 2,26478 1,0813
heavy constant
gamma 3

P01024 Complement C3 1,68121 1,07154
P02749 Beta-2-glycoprotein 1 2,04565 1,00951
P01008 Antithrombin-Ill 1,41294 0,978367
P04114 Apolipoprotein B-100 2,99401 0,850361
P00450 Ceruloplasmin 2,40473 0,772108
P04217 Alpha-1B-glycoprotein 1,90916 0,667822

Proteinas com expressédo diminuida
P21333 Filamin-A - Exclusiva
AOA0J9Y XX1 Immunoglobulin - Exclusiva
heavy variable 5-10-1
AOA075B6I9 Immunoglobulin - Exclusiva
lambda variable 7-46
Q96KN2 Beta-Ala-His - Exclusiva
dipeptidase
P61224 Ras-related protein - Exclusiva
Rap-1b
Q06830 Peroxiredoxin-1 - Exclusiva
P35542 Serum amyloid A-4 - Exclusiva
protein

P56199 Integrin alpha-1 - Exclusiva
Continua
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Concluséo
P01705 Immunoglobulin - Exclusiva
lambda variable 2-23

P05452 Tetranectin 1,39072 -0,868684
P02655 Apolipoprotein C-lI 2,26812 -1,44873
P02768 Serum albumin 1,72348 -1,48631
P01880 Immunoglobulin 1,38552 -1,75066

heavy constant delta

Q03591 Complement factor H- 2,16536 -2,02143
related protein 1

P01602 Immunoglobulin 1,38574 -3,43219
kappa variable 1-5

P02765 Alpha-2-HS- 1,55286 -3,61145
glycoprotein

P02746 Complement C1q 2,13514 -3,63709
subcomponent
subunit B

Tabela 10: Proteinas diferencialmente expressas em exossomos de pacientes com DP
classificagdo AVANCADO (H&Y) em relacdo a controles saudaveis. A tabela apresenta nimero de
acesso ao banco de dados UniProt, descricdo/nome da proteina, -logP-valor, diferenca de
expressao/fold difference.

Proteinas diferencialmente expressas em exossomos de pacientes com DP AVANCADO
(H&Y) em relacdo a controles saudaveis

Proteinas com expressdo aumentada

Numero de acesso Descricéo da -log P-valor Diferenca de
ao banco UniProt Proteina expressdo (log2
Fold difference)

Q15485 Ficolin-2 - Exclusiva
Continua
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P11142

Q06033

P07195

P22891

Q92954

P01344

P06312

AOAQ075B6KS

P02652

AOA0B4J2D9

P01861

AOAQ075B610

P02743

P01024

P02747

Heat shock cognate
71 kDa protein

Inter-alpha-trypsin
inhibitor heavy chain
H3

L-lactate
dehydrogenase B
chain

Vitamin K-dependent
protein Z

Proteoglycan 4

Insulin-like growth
factor Il

Immunoglobulin
kappa variable 4-1

Immunoglobulin
lambda variable 3-9

Apolipoprotein A-ll

Immunoglobulin
kappa variable 1D-13

Immunoglobulin
heavy constant
gamma 4

Immunoglobulin
lambda variable 8-61

Serum amyloid P-
component

Complement C3

Complement C1q
subcomponent
subunit C

1,60406

2,81817

1,5383

2,07272

2,16569

1,42214

1,53137

1,80167

2,90758

Exclusiva

Exclusiva

Exclusiva

Exclusiva

Exclusiva

Exclusiva

4,30677

1,8655

1,52009

1,38095

1,15204

1,09313

1,07667

0,98287

0,928178
Continua
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P00734 Prothrombin 1,70372 0,833915
P36980 Complement factor H- 1,75216 0,808981
related protein 2
P10909 Clusterin 1,4104 0,697508
P13671 Complement 1,41714 0,577078
component C6
Proteinas com expressédo diminuida
P21333 Filamin-A - Exclusiva
AOA0J9YXX1 Immunoglobulin - Exclusiva
heavy variable 5-10-1
AOA075B6I9 Immunoglobulin - Exclusiva

lambda variable 7-46

Q96KN2 Beta-Ala-His - Exclusiva

dipeptidase
P61224 Ras-related protein - Exclusiva
Rap-1b
Q06830 Peroxiredoxin-1 - Exclusiva
P35542 Serum amyloid A-4 - Exclusiva
protein

P56199 Integrin alpha-1 - Exclusiva

P01705 Immunoglobulin - Exclusiva
lambda variable 2-23

P04430 Immunoglobulin 1,97598 -1,088
kappa variable 1-16

P02765 Alpha-2-HS- 2,45325 -1,87524

glycoprotein
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Concluséo
P01718 Immunoglobulin 1,3011 -2,26266
lambda variable 3-27

5.2 ANALISE FUNCIONAL IN SILICO

Tendo em vista que dados oriundos de uma analise prote6mica em larga escala
sdo extremamente robustos e numerosos, analises funcionais utilizando estratégias
de biologia de sistemas com diversas bases de dados, sdo extremamente necessarias
para uma interpretacdo conjunta, além de agregar significado biolégico e gerar
hipéteses a serem confirmadas posteriormente em ensaios ortogonais. Além do
objetivo de descrever o perfil protebmico de exossomos enriquecidos do plasma
sanguineo de pacientes com DP, a presente dissertacdo tem o objetivo de sugerir
provaveis vias de sinalizacdes e processos bioldgicos presentes de forma majoritaria

nas amostras.

Neste sentido os dados foram analisados separadamente utilizando o software
FunRich com as bases de dados descritas na se¢ao 4.4. De acordo com os objetivos
do projeto destacamos as vias de sinalizacdo e os diversos processos bioldgicos

majoritariamente representados em cada conjunto de dados.

A andlise funcional realizada com as proteinas diferencialmente expressas em
cada grupo clinicos versus controles saudaveis, teve como objetivo interpretar o perfil
protedmico especifico em exossomos de cada grupo (leve, moderado e avancado) e
assim sugerir putativos processos biomarcadores a serem melhor investigados

futuramente.

Tendo em vista que o presente estudo protedmico foi realizado em exossomos,
foi feita uma analise de conteido de componentes celulares utilizando os bancos de
dados de proteinas identificadas em compartimentos celulares distintos e em
exossomos. Na figura 16 € possivel observar que majoritariamente as proteinas
identificadas no estudo apresentam origem descrita exossomal, observada de forma

uniforme entre os diferentes grupos clinicos.
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Além de proteinas identificadas preferencialmente em exossomos, foi possivel
identificar proteinas descritas como oriundas de outros componentes celulares
mostrando que o contetdo dos exossomos enriquecidos no estudo em amostras de
pacientes € rico e esta de acordo com dados da literatura de descricdo de contetudo
proteico. Proteinas presentes preferencialmente em compartimentos celulares como
mitocondria, membrana plasmatica, reticulo e proteinas citoplasméticas podem ser
secretadas através de exossomos e pode representar, até certo ponto, o perfil
protedmico da célula de origem. Esse dado é extremamente interessante e rico,
podendo contribuir para base de dados de proteinas exossomais de pacientes com

DP, como por exemplo, Exocarta (http://www.exocarta.org/).

Proteinas diferencialmente expressas nos estadiamentos H&Y

Cytoplasm

Exosomes

Endoplasmic reticulum
Cytoskeleton

Extracellular matrix

Componentecelular

”FH“”

Mitochondrion

Extracellular space

Plasma membrane

o

50 100 150 200 250
Porcentagem de genes

M leve m Moderado m Avancado

Figura 16. Andlise de origem celular das proteinas diferencialmente expressas nos grupos
clinicos estudados. As bases de dados utilizadas para a obtencéo da localizacdo de expressado foram
Proteoma Map; ProteomicsDB a Human Proteinpedia e Exocarta (http://www.exocarta.org/).

Os principais processos biolégicos que sao representados pelas proteinas
diferencialmente expressas em cada grupo quando comparado aos controles podem
ser visualizados na figura 17. Esta analise foi realizada com a totalidade dos dados

guantificados (volcano plot) adicionados as proteinas exclusivas.
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Tendo em vista que as proteinas diferencialmente expressas podem ser
classificadas em mais de um processo biolégico é relevante ressaltar que o0s
processos expostos na figura abaixo sdo os que incluem os maiores numeros de

proteinas.

Proteinas diferencialmente expressas nos estadiamentos H&Y

Signal transduction

Cell growth and/or maintenance

Cell communication

Protein metabolism

Immune response

Transport

Processos biolégicos

1.

Complement activation
Antigen presentation
Energy pathways

Metabolism

o
w

10 15 20 25 30

Porcentagem de genes

m Avancado ® Moderado ™ Leve

Figura 17. Processos biolégicos representados pelas proteinas diferencialmente expressas
identificadas em exossomos. Em cores, as classificagbes clinicas analisadas. As bases de dados
utilizadas para classificagdo dos processos biologicos foram: human Protein Reference Database
(HPRD); Entrez Gene; Uniprot; Proteoma Map; ProteomicsDB a Human Proteinpedia alimentadas na
ferramenta de analise funcional FunRich: Functional enrichment analysis Tool.

Foram identificados presentes em exossomos de pacientes com DP dez
processos majoritarios relacionados a: sinalizacdo celular, proliferacdo e
comunicacdo; metabolismo de proteinas; resposta imune; transporte; ativacdo do
sistema complemento; apresentacao de antigenos e processos metabolicos e de vias
energéticas. Dentre 0s processos descritos na figura 17 o processo de resposta imune
e metabolismo de proteinas sdo o0s dois com maior numero de proteinas
representadas e, portanto, mais abundantes no perfil protedmico identificado em
exossomos. O gue faz sentido, tendo em vista que o estudo se trata de exossomos
enriquecidos diretamente do plasma sanguineo. Entretanto € importante notar que as

proteinas que alimentaram a andlise de bioinformatica foram proteinas
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diferencialmente expressas em relacdo as amostras controles. Portanto pode-se
sugerir que o perfil protebmico de exossomos de pacientes com DP possui 0s
processos bioldgicos descritos acima alterados em relacdo ao perfil de individuos

saudaveis.

Além dos processos bioldgicos mais abundantes representados pelos perfis
proteémicos identificados, foram analisadas a quais vias de sinalizacdo as proteinas
pertencem de forma conjunta e ndo somente individual. Com o intuito de visualizar as
vias de sinalizacdo majoritarias para cada grupo de estadiamento, foram realizadas
analises funcionais individuais para o grupo leve, para o moderado e para o avanc¢ado.

As ferramentas de andlise funcional foram alimentadas com as proteinas
diferencialmente expressas (aumentadas e diminuidas em relacdo ao controle)
separadamente. Com isso foi possivel visualizar um maior numero de vias de
sinalizacdo representadas pelas proteinas que compdem o perfil de cada estagio
evolutivo da doenga em exossomos. Nas figuras 18; 19 e 20 estédo descritas as vias

de sinalizacao para os grupos clinicos leve, moderado e avancado.
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Estadiamento H&Y -LEVE
Amyloids

Platelet degranulation

Lipoprotein metabolism

VEGFR3 signaling in lymphatic endothelium
Platelet activation, signaling and aggregation
Intrinsic Pathway

Chylomicron-mediated lipid transport
HDL-mediated lipid transport

Platelet Adhesion to exposed collagen
Innate Immune System

GP1b-IX-V activation signalling

Via de sinalizagdo

Terminal pathway of complement

Integrin cell surface interactions

Classical antibody-mediated complement activation
Common Pathway

Initial triggering of complement

Hemostasis

Creation of C4 and C2 activators

Formation of Fibrin Clot (Clotting Cascade)

Complement cascade

o
=
o

20

Porcentagem de genes

w
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40

Figura 18. Vias de sinalizagdo majoritariamente representadas pelas proteinas diferencialmente
expressas em exossomos de pacientes do grupo Leve. No eixo y pode ser observado as vias de
sinalizacdo e no eixo x a percentagem de genes para cada via.
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Estadiamento H&Y - Moderado

Platelet activation, signaling and aggregation
Chylomicron-mediated lipid transport

HDL-mediated lipid transport

Post-translational modification: gamma carboxylation and
hypusine formation
Gamma-carboxylation, transport, and amino-terminal cleavage of
proteins

Lipid digestion, mobilization, and transport

Removal of aminoterminal propeptides from gamma-
carboxylated proteins

Innate Immune System
Creation of C4 and C2 activators

Gamma-carboxylation of protein precursors

Vias de sinalizagdo

£ Transport of gamma-carboxylated protein precursors from the
endoplasmic reticulum to the Golgi apparatus

FOXA transcription factor networks

Classical antibody-mediated complement activation
Lipoprotein metabolism

Hemostasis

Alternative complement activation

Common Pathway

Formation of Fibrin Clot (Clotting Cascade)

Initial triggering of complement

Complement cascade

o
=
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20
Porcentagem de genes

w
S

40

Figura 19. Vias de sinalizagdo majoritariamente representadas pelas proteinas diferencialmente
expressas em exossomos de pacientes do grupo Moderado. No eixo y pode ser observado as vias
de sinalizacéo e no eixo x a percentagem de genes para cada via.
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Estadiamento H&Y - Avancado

Integrin family cell surface interactions

Innate Immune System

Glypican pathway
Thrombin/protease-activated receptor (PAR) pathway V
PAR1-mediated thrombin signaling events |
Activation of C3 and C5
Alternative complement activation
Amyloids 7
Platelet activation, signaling and aggregation

Platelet Aggregation (Plug Formation)

Vias de sinalizagdo

Proteoglycan syndecan-mediated signaling events

Initial triggering of complement

Post-translational modification: gamma carboxylation and hypusine
formation

Gamma-carboxylation, transport, and amino-terminal cleavage of
proteins

Removal of aminoterminal propeptides from gamma-carboxylated ]

proteins

Gamma-carboxylation of protein precursors

Transport of gamma-carboxylated protein precursors from the
endoplasmic reticulum to the Golgi apparatus

Complement cascade

0 10 20 30 40 50 60

Porcentagem de genes

Figura 20. Vias de sinalizagdo majoritariamente representadas pelas proteinas diferencialmente
expressas em exossomos de pacientes do grupo Avancado. No eixo y pode ser observado as vias
de sinalizacéo e no eixo x a percentagem de genes para cada via.

As vias de sinalizacdo representadas pelas proteinas diferencialmente
expressas (com expressdo aumentada e expressdo diminuida) com significancia
estatistica encontradas foram: 20 no grupo leve; 20 no grupo moderado e 18 no grupo

avancado.

7

Como € possivel observar nas figuras acima os trés grupos clinicos
compartilham vias se sinalizacdo relacionadas a ativacdo plaquetaria; ativacdo do
sistema complemento e sua cascata e sistema imune inato. Os grupos leve e
moderado compartilham vias relacionadas ao metabolismo lipidico; os grupos
moderado e avancado compartiiham vias relacionadas a MPT do tipo gama-

carboxilagdo que podem estar envolvidas em cascatas de coagulacdo. No grupo leve
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foi possivel sugerir a participacdo da via de sinalizacdo mediada por VEGFR3 em
endotélio linfatico e a via de interacdo de superficie mediada por integrinas. Nos
grupos com classificagéo clinica moderado e avancado foram destacadas as vias de
sinalizacdo mediadas pelo fator de transcricdo FOXA e Glipican respectivamente. Por
fim foi destacada no grupo avangado e no leve a via de sinalizagdo denominada
amil6ides pelo banco de dados utilizado na andlise.

Ap6s as andlises funcionais dos grupos clinicos individuais foi realizada uma
analise funcional utilizando as ferramentas de bioinformatica descritas com todas as
proteinas super expressas nos trés grupos clinicos (leve, moderado e avancado) ap6s
as respectivas comparacdes com os controles. A mesma estratégia foi utilizada para
as proteinas com expressao diminuida. Na figura 21 é possivel observar os diagramas

de Venn para as proteinas aumentadas e diminuidas.

Dentre as proteinas com expressao aumentada, 3 proteinas estdo presentes
em todos os pacientes: serum amyloid P-component, immunoglobulin heavy constant
gamma 4 e Complement factor H-related protein 2. Enquanto isso, 10 proteinas com
expressdo diminuida foram encontradas em todos os pacientes com DP, ou seja,
apresentaram expressdo aumentada no grupo dos controles saudaveis:alpha-2-HS-
glycoprotein, integrin alpha-1, peroxiredoxin-1, immunoglobulin lambda variable 2-23,
ras-related protein Rap-1b, immunoglobulin lambda 7-46, filamin-A, beta-ala-his
dipeptidase, immunoglobulin heavy variable 5-10-1 e serum amyloid A-4 protein
(Figura 21).
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A Leve/Ctr Moderado/Ctrl g Leve/Ctr Moderado/Citrl

A do/Ctrl
Avangado/Citrl vangaao/Ctr

Proteinas com expressdo aumentada Proteinas com expressao diminuida

Figura 21: Resumo das proteinas diferencialmente expressas estatisticamente significativas
encontradas em exossomos enriquecidos de plasma sanguineo de pacientes com DP e
controles saudaveis. (A) Numero de proteinas com expressdo aumentada (B) Numero de proteinas
com expressao diminuida. Comparagdo entre as classificagdes clinicas leve, moderado e avancado
com os controles saudaveis.

Com o intuito de identificar as vias de sinalizagcdo predominantemente
aumentadas e diminuidas em todos os pacientes independentemente de grupo de
estadiamento clinico, uma andlise de enriquecimento foi realizada. A tabela 11
descreve os resultados do diagrama de Venn da figura 21 e apresenta as vias de
sinalizacéo representadas pelos perfis protedmicos presentes em todos 0S grupos
apOs comparacdo com os controles saudaveis. As vias estao descritas em italico com
o0 intuito de preservar a correcdo da nomenclatura utilizada pelo banco de dados.
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Tabela 11: Vias de sinalizacdo enriquecidas representadas pelos perfis protedmicos em todos
0s grupos clinicos apds comparacdo com controles saudaveis. Coluna da esquerda refere-se a
diferenca de expressao, coluna central refere-se ao total de proteinas e coluna da direita refere-se as
vias de sinalizacdo enriquecidas para respectiva situacao.

Expresséo Total

Expressdo aumentada e
diminuidas

Expressdo aumentada

Expressao diminuida

14

13

Vias de sinalizacdo enriquecidas
HDL-mediated lipid transport

Lipid digestion, mobilization, and transport
Initial triggering of complemente
Lipoprotein metabolismo
Chaperonin-mediated protein folding
Alternative complement activation

FOXAZ1 transcription factor network
Platelet sensitization by LDL
Neurotransmitter Release Cycle

Golgi Associated Vesicle Biogenesis
Nongenotropic Androgen signaling

Post-translational modification: gamma
carboxylation and hypusine formation
Transport of gamma-carboxylated protein
precursors from the endoplasmic reticulum
to the Golgi apparatus

glutathione redox reactions |

LDL-mediated lipid transport
Chylomicron-mediated lipid transport
Lysosome Vesicle Biogenesis

GABA synthesis, release, reuptake and
degradation

Classical antibody-mediated complement
activation

Formation of Fibrin Clot (Clotting Cascade)

Cell surface interactions at the vascular wall
CXCR3-mediated signaling events
Recycling of bile acids and salts

Transport of organic anions

SLC-mediated transmembrane transport
Bile acid and bile salt metabolism

Innate Immune System

Transport of vitamins, nucleosides, and
related molecules

Metabolism of lipids and lipoproteins
FOXA2 and FOXAS transcription factor
networks

Immune System
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De forma mais abrangente € possivel observar que as proteinas
diferencialmente expressas em exossomos se agrupam ou podem ser classificadas
funcionalmente como proteinas que participam do sistema imune inato, metabolismo
e transporte de lipideos, MPT, reacdes redox envolvendo estresse oxidativo,
alteracbes de liberacdo de neurotransmissores, biogénese de vesiculas e a via de

sinalizagédo envolvendo o a familia génica FOXA de fatores de transcrigéo.

Além da analise funcional abrangente que tem como objetivo apresentar as vias
€ processos nos quais as proteinas identificadas estdo presentes foi realizada com as
proteinas super expressas uma andlise in silico de interagdo utilizando a base de
dados String. Com essa andlise foi possivel observar que as proteinas super
expressas em todos o0s grupos estdo de certa forma relacionadas e participam em
conjunto do transporte mediado por vesiculas; degranulacdo plaquetaria; regulacéo
de exocitose e da regulacéo e resposta ao estresse. Na figura 22 € possivel observar
gue uma mesma proteina pode interagir com outras proteinas em mais de um
processo biolégico. A andlise de interacdo com o conjunto de proteinas com
expressdo diminuida ndo apresentou interacédo significativamente estatistica devido

ao numero reduzido.
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Figura 22: Rede de interagcdo das proteinas super expressas identificadas em todos os grupos
classificados clinicamente. A andlise foi realizada utilizando String Protein Data Base. Circulos
verdes sdo referentes aos processos de transporte mediado por vesicula; circulos amarelos sdo
referentes aos processos de degranulagéo plaquetéaria; circulos roxos séo referentes aos processos de
cascata de ativacdo de proteina; circulos azuis s@o referentes aos processos de regulacdo de
exocitose; circulos vermelhos séo referentes aos processos de resposta ao estresse.

5.3 ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO EM EXOSSOMOS DE PACIENTES
COM DOENCA DE PARKINSON

Tendo em vista que foram identificadas proteinas com expressdo aumentada

no interior dos exossomos de pacientes com DP relacionadas a resposta ao estresse
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oxidativo e vias de sinalizacdo que sao influenciadas por variacbes deste fendbmeno,
foi avaliado os niveis de hidroperoxidos e os niveis de antioxidantes presentes no
interior de exossomos como estratégia de validacdo da analise funcional realizada e
também para aprofundamento dos conhecimentos a respeito dos exossomos

enriquecidos de plasma de pacientes com classificagfes clinicas distintas.

Apesar de ser um tema sabidamente relacionado com doencgas
neurodegenerativas, com relacéo a escala de estadiamento de H&Y modificada nos
graus leve, moderado e avancado nao existem estudos que avaliem a capacidade
antioxidante e niveis de hidroperoxidos sistémico em exossomos de pacientes na faixa

etaria predominante de acometimento da doenca, entre 50-65 anos.

Portanto, de acordo com o descrito na secdo 4.5, os exossomos foram
rompidos e os niveis de hidroperdxidos, também chamado lipoperoxidagéao, foram
guantificados. Na figura 23 estdo descritos os dados para cada um dos grupos com
diferentes classificagcdes clinicas e controles pareados por idade. Foram observados
niveis de hidroperoxidos aumentados nos exossomos dos pacientes do grupo leve
(241364+£12455 URL) em comparacdo ao grupo controle (194876+2404 URL) e ao
grupo moderado (181961+11314 URL).
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Figura 23: Quantificacdo de hidroper6xidos em exossomos de pacientes com DP e controles
pareados por idade. As andlises foram realizadas em triplicatas seguido de teste estatistico ANOVA,
utilizando teste Tukey como pos-hoc. Foi considerado significativo p<0,05.

Além dos niveis de hidroperéxidos, também chamada, de lipoperoxidacao
foram avaliados os niveis de antioxidantes presentes nos exossomos atraves da

medicao da capacidade antioxidante plasmatica (TRAP).

Como mostra a figura 24, houve deplecdo dos niveis de antioxidantes em todas
as amostras de exossomos de pacientes com DP em relacdo ao grupo controle
saudaveis (19479+322,1 nM trolox para controles, 165,02+1126 nM trolox para grupo
leve, 15631622 nM trolox para grupo moderado e 15486+384 nM trolox para grupo
avancado, p = 0,0114, ANOVA).
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Figura 24: Perfil antioxidante de exossomos enriquecidos do plasma sanguineo de pacientes
com DP classificados de acordo com a escala de estadiamento de H&Y modificada e controles
saudaveis. * Indica diferenca estatistica no teste de One-Way ANOVA e teste de Tukey como pos-hoc
(p<0,05). RLU = relative light unities.

Os dados mostram que as variacdes de estresse oxidativo observadas nos
exossomos parecem acompanhar aquelas observadas de um modo geral em
pacientes portadores de DP, onde se observa aumento dos niveis pro-oxidantes em

comparacao com individuos saudaveis e consumos das defesas antioxidantes.

Foi avaliado o indice de estresse, que engloba a relacdo entre os niveis de pro-
oxidantes versus antioxidantes de cada grupo, na figura 25 pode ser observado que
existe aumento do indice de estresse nos exossomos de pacientes dos grupos leve
(14.5£0.7 URL/nM trolox) e moderado (11,22+0,51URL/nM trolox) em comparacao ao
grupo controle saudéavel (10,24+0,16 URL/nM trolox, p <0.0001, ANOVA). Este indice
foi obtido através do calculo da razdo da quantificacdo de hidroperoxidos pelo perfil
antioxidante. Destaca-se ainda os niveis de hidroperéxidos significantemente maior

no grupo leve quando comparado as amostras do grupo moderado (p = 0.0068).
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indice de estresse
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Figura 25: indice de estresse oxidativo presente em amostras de exossomos enriquecidos do
plasma sanguineo de pacientes com DP classificados de acordo com a escala de estadiamento
de H&Y modificada e controles saudéaveis. * Indica diferenca estatistica no teste de One-Way
ANOVA e teste de Tukey como pos-hoc (p<0,05). RLU = relative light unities.

Os exossomos dos pacientes dos grupos leve e avancado apresentam um
indice de estresse elevado em relacdo ao controle, sugerindo que 0s niveis de
estresse oxidativo dos exossomos estejam relacionados ao perfil de evolucéo clinica

da doenca.
6 DISCUSSAO

A presente dissertacdo teve como objetivo desenvolver um estudo de caso-
controle para explorar o perfil protebmico de exossomos enriquecidos de plasma
sanguineo de pacientes com DP em diferentes estagios e individuos controles
saudaveis. A hipotese levantada de acordo com a literatura foi que exossomos
exibiriam composic¢des bioquimicas distintas durante o desenvolvimento da DP, uma
vez que, embora desempenhem um papel importante ha comunicacao intercelular e
influenciem processos fisioldgicos e patologicos, sua funcédo na DP ainda permanece
incerta. O resultado identificou proteinas diferencialmente expressas entre 0s grupos
clinicos de evolucédo em relacdo aos controles e também o perfil comum a todos os

pacientes com DP.
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Na literatura, dentre os estudos protedmicos relacionados a DP, apenas trés
trabalhos se destacam por analisarem a composicao proteica dos exossomos em
diferentes estagios da doenca, utilizando abordagens de espectrometria de massas
de alta resolucéo, eletroforese bidimensional, digestdo em solug&o (por exemplo,
FASP), bem como diferentes formas de isolamento dos exossomos do fluido corporal,
como ultracentrifugacdo diferencial e cromatografia de exclusdo por tamanho
(TOMLINSOM et al., 2015; KITAMURA et al., 2018; JIANG et al., 2019). No entanto,
o presente trabalho se destaca e se torna inédito diante dos demais, pois além de
utilizar métodos robustos para analise protedmica, utiliza uma coorte de pacientes
com DP e controles saudaveis maior do que as utilizadas anteriormente, além de
abordar a classificacdo clinica de acordo com a escala de H&Y modificada incluindo
todos os estagios presentes e uma selecao de controles criteriosa pareada por idade.
Além disso na presente dissertacao foi realizada de forma inédita a quantificacéo da

lipoperoxidacgdo e capacidade antioxidante dos exossomos plasmaticos.

Neste estudo, foram reunidas amostras em pool de exossomos enriquecidos
de plasma sanguineo de pacientes com DP em diferentes estagios da escala de
estadiamento de H&Y modificada e controles saudaveis, para que todas as diferencas
de expressao contidas nas amostras pudessem sem incluidas e consideradas como
pertencentes do grupo analisado. Essa estratégia tem sido extensivamente utilizada
pelo nosso grupo em estudos protedmicos (PIZZATTI et al., 2012; PANIS et al., 2014;
2016; 2017; CORREA et al., 2017; PIRES et al., 2019). Os resultados demonstraram
gue a abordagem protedmica label-free detectou com sucesso as proteinas

diferencialmente expressas nos estagios leve, moderado e avancado da patologia.

Para isolar exossomos do plasma humano, a ultracentrifugacdo € o método
mais comum, considerado o padrdo ouro, entretanto 0os métodos baseados em
ultracentrifugacdo apresentam a desvantagem da contaminacdo por albumina
(MOMEN-HERAVI et al., 2012; KITAMURA et al., 2018). Estudos que compararam a
eficiéncia de enriquecimento de exossomos demonstraram que o kit comercial
ExoQuick™, utilizado na presente dissertacdo apresentou maior eficiéncia de
enriquecimento do que as técnicas de ultracentrifugacado (TANG et al., 2017; DING et
al., 2018). Embora a ultracentrifugacédo tenha demonstrado maior pureza proteica dos
exossomos, nem sempre € aplicavel a amostras clinicas dado o grande volume de

material de partida necessario e a baixa eficiéncia de extragdo do método, uma vez
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gue a quantidade de sangue coletado dos pacientes pode ser limitada (TANG et al.,
2017). Além disso, em amostras de sangue existe uma grande variedade de
populacdes de exossomos provenientes de células distintas e nesse sentido o0 método
de enriquecimento escolhido no presente trabalho permitiu um enriquecimento mais
abrangente. Os resultados anteriores do nosso grupo demonstraram marcagao
negativa para calnexina nas amostras de exossomos, indicando a nao contaminagéo
com reticulo endoplasmatico durante a purificacdo com exossomos, além disso as
proteinas Alix e TSG101, caracteristicas de exossomos, estavam presentes em todas
as preparacdes de exossomos, indicando que o método de enriquecimento utilizado
se mostrou eficaz, além disso, previamente, para a otimizacdo do método de
enriquecimento de exossomos, também foi realizada microscopia eletrénica e anélise

de trafego de nanovesiculas (Leticia Giacomin. Caracterizagdo do Conteido molecular e efeito
biolégico de exossomos enriquecidos de plasma de pacientes com Doenca de Parkinson. 2018. Tese

(Doutorado em Pés-graduacdo em Bioquimica) - Universidade Federal do Rio de Janeiro).

Foram identificadas proteinas exclusivas para cada um dos diferentes grupos
abordados neste trabalho. Processos biologicos distintos foram observados para
estas proteinas, como por exemplo, processos relacionados a alteracdes no sistema
imune, imunomodulacdo, resposta ao estresse oxidativo, ativacdo alternativa do

complemento, transporte mediado por vesiculas, dentre outros.

A selenoprotein P (SEPP1) proteina identificada exclusivamente e com sua
expressado aumentada no grupo com classificacéo clinica leve, pode ser responsavel
por algumas propriedades extracelulares de defesa antioxidante, uma vez que ja foi
descrito que as selenoproteinas possuem importantes fun¢des antioxidantes e redox,
e 0s membros da familia das selenoproteinas sdo conhecidos por reduzir o estresse
oxidativo (BELLINGER et al.,2012). Especialmente as fun¢des antioxidantes e redox
das selenoproteinas sdo descritas para mediar os efeitos neuroprotetores no SNC
(MAASS et al., 2020). Existem receptores especificos de tecido de SEPP1 na BBB
gue permitem que o cérebro seja classificado como o mais alto na hierarquia de
tecidos de selénio (Se), ele expressa todas as selenoproteinas. SEPP1 representa
73% do total de Se no plasma e € o principal portador de Se no cérebro (ZHANG et
al.,, 2019). Na DP, diversos estudos sugerem uma contribuicdo do Se para o
desenvolvimento da doenca. SEPP1 é descrito para representar a proteina de ligacédo

ao Se mais importante. Um estudo pds-mortem recente demonstrou a concentragcédo
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de SEPP1 no centro dos CL, mostrando sua co-localizagido com expressao de a-SIN
no mesencéfalo de pacientes com Parkinsonismo (MAASS et al., 2020). A co-
localizagdo de SEPP1 com a-SIN e sua concentracao nos CL, sugere uma interacao
durante o desenvolvimento da DP, uma vez que ja foi visto que esta proteina pode
interagir especificamente com agregados de proteinas mal enoveladas, tendo em vista
a descoberta anterior de SEPP1 dentro dos nucleos de placas f amilédes e co-
localizando com emaranhados neurofibrilares contendo tau (BELLINGER et al.,2012).
De uma perspectiva bioquimica, o aumento do estresse oxidativo e da disfungéo
mitocondrial geralmente ocorrem durante a patogénese da DP. Sendo assim, uma
ligacdo entre as selenoproteinas, como por exemplo a SEPP1 e a DP pode ser
pensada, considerando que a maioria das selenoproteinas € demonstrada ou prevista
como oxiredutase. Além disso, como o dano oxidativo e instabilidade no genoma séo
defeitos comuns na DP, as selenoproteinas capazes de regulacao redox e ligacéo ao
DNA séao mediadores plausiveis desses disturbios neurodegenerativos (ZHANG et al.,
2019). Um aumento na concentracao de SEPP1 pode sugerir um aumento na resposta
a condicbes patoldgicas, como estresse oxidativo, uma vez que o0s resultados
apresentados na secdo 5.3 mostraram um maior indice de estresse oxidativo nas
amostras dos pacientes comparados com os controles saudaveis, bem como, também
foi observado uma maior concentracdo de hidroperoxidos no grupo de pacientes
classificados como grau leve em relacdo aos controles e uma diminuicdo da
capacidade antioxidante nos grupos classificados clinicamente quando comparados
aos controles. Com isso, o desenvolvimento de estudos para quantificacdo especifica
desta proteina seriam uma abordagem interessante, visando um biomarcador para a
DP.

Chitinase-3-like protein 1 (YKL40), outra proteina encontrada exclusivamente e
com expressao aumentada no grupo de pacientes com classificacdo clinica leve,
acredita-se que esta desempenhe um papel no processo de inflamacdo e
remodelamento dos tecidos. YKL40 € uma glicoproteina super regulada em condicdes
inflamatorias, sendo expressas no cérebro principalmente em microglia e astrocitos
(HALL et al.,, 2016). Seus niveis foram relatados como elevados em disturbios
neurolégicos agudos, como lesdo cerebral traumatica e acidente vascular cerebral,
bem como em distlurbios cronicos, como esclerose lateral amiotréfica (ELA) e

esclerose mdltipla, também ja foram relatados concentraces elevadas de YKL40 no
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LCR de pacientes com DA pré clinica leve e em individuos com comprometimento
cognitivo leve (WENNSTROM et al., 2015). Diversas citocinas estimulam a sintese de
YKL40 no processo de inflamacgédo, tumorigénese e fibrose tecidual (DICHEV;
KAZAKOVA & SARAFIAN, 2020). Estudos apontam que a concentracdo de YKL40
aumenta significativamente com o decorrer da DP e que esta associado a um declinio
cognitivo mais rapido. Foi demonstrado que a ativacdo microglial se correlaciona
positivamente com a gravidade dos SM e isso esta de acordo com os dados atuais
gue mostram que niveis crescentes de YKL40 estdo associados a uma piora da funcéo
cognitiva na DP (HALL et al., 2016). Foi relatado que as concentracdes de YKL40 sé&o
menores nos distarbios degenerativos denominados sinucleinopatias em comparacao
aos denominados taupatias (OLSSON et al.,, 2013; DICHEV; KAZAKOVA &
SARAFIAN; 2020). Num estudo prospectivo, foi observado um aumento nas
concentragbes de YKL40 no LCR em todos os pacientes com DP ap0s 2 anos de
acompanhamento em comparac¢ao com os niveis basais (HALL et al., 2016; DICHEV;
KAZAKOVA & SARAFIAN; 2020). HaA uma suspeita de que 0s niveis dessa
glicoproteina correspondam a ativacédo glial e a quantidade de células envolvidas no
processo degenerativo (DICHEV; KAZAKOVA & SARAFIAN; 2020).
Consequentemente, o YKL40 pode ser um marcador possivel em ensaios
terapéuticos, ndo apenas sua concentracdo, mas também sua dinamica durante o

curso da doenca.

C-reactive protein (CRP) foi identificada exclusivamente e com expressao
aumentada no grupo com classificacao clinica moderado. CRP € uma proteina de fase
aguda medida para monitorar a gravidade da doenca em condicfes inflamatorias
agudas e cronicas. Na idade avancada, concentracfes elevadas de CRP circulante
predizem independentemente morbidade, limitacbes funcionais e mortalidade. Sua
concentracdo plasmatica é aumentada durante resposta de fase aguda a leséo
tecidual, infeccdo ou outros estimulos inflamatorios, mostrando seu envolvimento
relacionado a defesa do hospedeiro. Algumas pesquisas sugerem que niveis elevados
de CRP estéo intensamente associados ao processo inflamatorio. Estudos também
demonstraram uma ligacdo entre a CRP e doencas inflamatérias e
neurodegenerativas cronicas, como doencas cardiovasculares, diabetes, acidente
vascular cerebral, DA e DP (QIU et al., 2019). Alta concentracdo de CRP ja foi

associada a velocidade lenta da marcha e pode prever mobilidade, incapacidade e
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declinio acelerado da velocidade de caminhada em adultos mais velhos (SANTOS-
GARCIA et al. 2019). Ja foi descrito anteriormente, que a DP esta associada ao
aumento nos niveis de CRP tanto no sangue periférico quanto no LCR. No entanto,
ainda ndo esta claro se as elevagcdes nos niveis de CRP contribuem para a
neurodegeneracdo ou ocorrem como resultado de uma resposta inflamatoria
desencadeada pela DP (PICCA et al., 2020).

Niveis elevados de CRP podem ser um dado de fase aguda inespecifico ou
atuar como um marcador do envelhecimento biol6gico (SOUSA et al., 2016). Outro
estudo com pacientes com DP, mostrou uma associa¢ado dos niveis basais de CRP
no plasma com a deterioracdo motora e progndstico motor predito em pacientes
independente do sexo, idade, gravidade da DP, deméncia e agentes anti-
parkinsonianos, sugerindo que inflamagdes sistémicas subclinicas podem acelerar a
neurodegeneracao na DP (UMEMURA et al., 2015; LUAN; YAO,2018). Pacientes com
DP mais grave, classificados de acordo com a escala de estadiamento de H&Y,
apresentaram niveis significativamente mais altos de CRP do que aqueles em estagio
inicial e individuos nao parkinsonianos. Além disso, foi visto que CRP pode
desempenhar um papel importante no desenvolvimento da DP e elevacdes no nivel
plasmatico da CRP se correlacionam com um risco aumentado de desenvolvimento
da doenca (LUAN; YAO, 2018). Evidéncias recentes podem indicar que a inflamacéao
sistémica contribui para a exacerbacdo da doenca neurodegenerativa cronica
(LANSEK & DANOUDIS, 2016; SANTOS-GARCIA et al., 2019).

Uma revisao sistematica e meta-analise foi realizada a partir de estudos
referentes a analises dos niveis séricos, plasmaticos sanguineos e LCR de CRP em
pacientes com DP na intencao de esclarecer seu potencial risco. Foi revelado que os
niveis desta proteina do sangue e LCR foram significativamente elevados em
pacientes com a doenca quando comparados com controles saudaveis, indicando que
a CRP pode ser um fator de risco para DP ou DP pode levar a uma resposta
inflamatoria (QIU et al., 2019). Além disso, a CRP consegue ultrapassar a BBB em
pequenas quantidades. No entanto, concentragcdes acima de um certo limiar

prejudicam as funcbes da BBB, aumentando a permeabilidade paracelular.

O aumento de proteinas inflamatorias no SNC resulta em um aumento nos

niveis de proteinas inflamatorias periféricas passando pela BBB, devido ao aumento
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da permeabilidade causada por neuroinflamacdo ou estimulacdo da producéo de
proteinas inflamatorias periféricas. Nesse caso, a concentracdo periférica de proteinas
inflamatodrias pode refletir as alteracdes neuroinflamatérias no SNC (BARAN et al.,
2018). Embora atualmente ndo exista uma demonstragédo formal do mecanismo de

acdo da CRP na patogénese da DP, ha um aumento continuo de dados experimentais.

Profilin-1 (PFN1) € outra proteina identificada exclusivamente e com expresséo
aumentada no grupo moderado. E crucial para a conversao de actina monomérica em
actina filamentosa, pois sequestra monémeros de actina citosélica e catalisa a
montagem de mondmeros em actina filamentosa. Além de ser necesséria para o
desenvolvimento inicial do cérebro (DEL POGGETTO et al., 2018; NEKOUEI et al.,
2019; PEREIRA; TELLINI; MESQUITA, 2019). O PFN1 esta envolvido em muitos
processos celulares através da interagcdo com diversos parceiros de ligagao, incluindo
proteinas estruturais em neuronios, fatores de crescimento, particulas ribonucleares
e proteinas envolvidas em cascatas de sinalizacdo. Essa proteina também
desempenha papéis importantes no trafego de membranas, processamento e
transcricdo de RNA, sinalizacdo GTPase, e crescimento e diferenciacdo neuronal
(PEREIRA; TELLINI; MESQUITA, 2019).

Nos neurénios, a PFN1 é essencial para o desenvolvimento neuronal, formacao
e manutencéo do citoesqueleto neuronal, formacéo e atividades sinapticas, bem como
a dinamica morfologica e o crescimento dos dendritos e axénios. Embora essa
proteina tenha sido descoberta hda muito tempo e tenha sido extensivamente
estudada, seu potencial papel na doenca nos neurénios motores gerou interesse em
sua biologia (KIAEI et al., 2018).

Sabe-se que as mutacdes em PFN1 causam disturbios da proteostase, os
guais sdo evidenciados pela presenca de marcadores biolégicos como por exemplo,
formacdo de inclusdes citoplasmaticas de proteinas (TANAKA et al., 2016). E
conhecido que mutacdes em seu gene levam a desestabilizacédo do estado nativo da
proteina, resultando em perturbacdes estruturais que levam a agregacao de proteinas
(LIM; KANG; SONG, 2017; PEREIRA; TELLINI; MESQUITA, 2019). Sendo possivel
gue tais distlrbios também contribuam para eventos na DP, tendo em vista que a

patologia também € marcada por alteragdes de enovelamento e agregacao de a-SIN.
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O mecanismo de PFN1 e suas mutacdes, sdo muito estudados para compreensao

dos mecanismos envolvidos na patologia da ELA. (KIAEI et al., 2018).

Anadlise protebmica da regido da substancia negra do cérebro humano
demonstrou a regulagéo positiva de PFN1 em pacientes com DP em comparagao com
individuos controle, esse resultado fornece evidéncias de funcdo mitocondrial e
antioxidante interrompida na DP (DIXIT et al., 2019).

A proteina Heat Shock cognate 71 kDa protein (HSC70) foi uma das proteinas
identificadas exclusivamente e com expressdo aumentada no grupo de pacientes com
classificacao avancado. Esta proteina é uma chaperona molecular que esta implicada
em uma ampla gama de processos, incluindo protecdo do proteoma ao estresse
oxidativo, enovelamento e transporte de polipeptideo recém-sintetizados, ativacéo da
protedlise de proteinas mal enoveladas e formacdo e dissociacdo de complexos
proteicos. Desempenha um papel fundamental no sistema de controle de qualidade
das proteinas, assegurando o enovelamento correto das proteinas, o re-enovelamento
de proteinas mal enoveladas e controle do direcionamento de proteinas para posterior
degradacdo (BURTE et al., 2011; GRUNBLATT et al., 2018). HSC70 também tem um
papel fundamental no transporte de proteinas especificas para as mitocondrias. Na
Ultima década, essa proteina foi associada a alguns distarbios caracterizados pelo
desenovelamento de proteinas, como DA, DP e doenca de Huntington (TAYLOR et
al., 2018). HSC70 foi vista em estudo com imunohistoquimica presentes em CL na
substancia negra, CL corticais e também em CL do tronco cerebral. Ou seja, esta
proteina foi identificada colocalizando com a-SIN ndo apenas no cértex temporal, mas
também em outras regides neocorticais. Embora se saiba pouco sobre essa proteina
na patogénese da DP, ela tem sido reconhecida como uma chaperona molecular
chave que facilita a degradacao de diversas proteinas, incluindo a SOD1 mutante, em
uma via dependente de UPS. HSC70 tem sido implicada na fuséo e endocitose de
membrana, diferenciacdo neuronal, estresse oxidativo e apoptose (LEVERENZ et al.,
2007). BANKS et al. (2020) em seu trabalho, corrobora pesquisas anteriores que
apontavam uma interacao entre a a-SIN e HSC70, segundo os autores, essa proteina
se liga a a-SIN soluvel e fibrilar na auséncia de nucleotideos e inibe a formacéo de
fibrilas in vitro, levando ao aumento da viabilidade celular. Outros estudos obtiveram
0s mesmos resultados, demonstrando que HSC70 liga proteinas citosdlicas contendo

o motivo KFERQ), induzindo seu transporte seletivo para as VILs. Pode-se afirmar que
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esta proteina também apresenta um papel na triagem de carga para 0S ex0SSomos,
ela medeia a associagdo entre 0s constituintes citosolicos e proteinas da membrana
exossomica (PUSPITA et al., 2017; YU et al., 2020). Tais fatos podem apontar um
potencial alvo para orientacéo dos estudos terapéuticos visando a patologia da DP.

Filamin-A (FLNA) proteina identificada exclusivamente e com expressao
aumentada no grupo controles saudaveis, devemos levar em conta que entdo
podemos dizer que ela esta ausente ou em quantidades infimas que nao foi possivel
ser detectada em nenhum dos nossos grupos de pacientes com DP. FLNA é uma
fosfoproteina cross-linking de actina expressa ubiqguamente que € um importante
determinante estrutural do citoesqueleto submembranoso das células animais (ZANG;
HUANG; BORDEY, 2016; LIN et al., 2001). A dimerizacao de FLNA € necessaria para
o cross-linking de actina, um recurso essencial para manter a integridade do
citoplasma cortical. Os receptores de dopamina sdo o primeiro grupo de receptores
acoplados a proteina-G para os quais foi descrita uma interagdo com FLNA. Os
estudos de co-localizagéo, juntamente com a interacédo bioquimica definida, sugerem
fortemente a probabilidade de uma interacao fisiolégica entre FLNA e receptores de
dopamina no cérebro de mamiferos (LIN et al., 2001). Além disso, foi demonstrado
em neurdnios de ratos, que FLNA interage com receptores dopaminérgicos D2 e D3.
Foi relatado que pacientes com DP que apresentam psicose exibem sinais anormais
de ressonancia magnética no lobo frontal, giro cingulado e hipocampo, em
contrapartida, em ratos adultos, os neurdnios expressam fortemente FLNA nessas
regides. Os receptores D2 e de FLNA co-localizam em neurbnios e astrocitos do
estriato (DEGOS et al. ,2016). Os receptores de dopamina D2 estdo presentes nas
membranas astrociticas dentro do cortex pré-frontal. A FLNA também interage com
0s receptores de dopamina D3, que estao presentes principalmente no cortex frontal.
Sendo assim, foi especulado no trabalho de DEGOS et al. (2016) que o paciente
Parkinsoniano PINK1 o qual estava sendo analisado, possa ser o resultado da
interacdo alterada de FLNA com o sistema dopaminérgico. Como FLNA é necessario
para direcionar ou estabilizar corretamente o0s receptores dopaminérgicos nha
membrana plasmatica, mutacdes no gene ou diferencas em sua expressao, podem
alterar o funcionamento do sistema dopaminérgico e, em seguida, influenciar o

fendtipo de pacientes Parkinsonianos.
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Assim como FLNA, a peroxiredoxin 1 (PRX1) também foi identificada
exclusivamente e com regulagdo aumentada no grupo de controles saudaveis. A
familia PRX, composta por seis proteinas antioxidantes (PRX1, 2, 3, 4, 5 e 6) € uma
das familias de proteinas reguladoras redox que mantém o meio redutor intracelular,
sua principal funcdo € protecdo do acumulo de radicais livres (JIAN et al., 2017). A
expressao de PRX1 é glial. Foi relatada além de uma expresséo proeminente de PRX1
glial, algumas populagdes neuronais como, camada granular do bulbo olfativo, alguns
neurbnios corticais, alguns nudcleos hipotalamicos, motores, camada granular do
cerebelo e neurdnios motores. Além disso foi descoberto que algumas das proteinas
da familia PRX, incluindo PRX1, estdo localizadas em astrocitos (GOEMAERE;
KNOOPS, 2002). A modulacéo das vias de sinalizacdo p38-MAPK e caspase-3 esta
sendo definida como o mecanismo molecular pelo qual PRX1 exerce um papel
protetor em modelos experimentais de DP, apoiando-o0 como um importante regulador
da via de morte celular (TEIXEIRA et al., 2020).

Além das proteinas destacadas, outras também foram identificadas
exclusivamente nos grupos do presente trabalho. No grupo leve identificamos
mannan-binding lectin serine protease 2 (MASP2), proteina importante relacionada a
ativacdo das vias do sistema complemento. E uma das proteases iniciais da via da
lectina (DABO; KOCSIS;GAL, 2018); Collagen alpha-1 (I) chain (COL1A2) é um
constituinte estrutural da matriz extracelular relacionado com a coagulacéo do sangue,
regulacéo da resposta imune dentre outros; Protein S100-A8 (S100A8) é uma proteina
de ligac&o ao calcio e ao zinco que desempenha um papel importante na regulacéo
de processos inflamatdrios e na resposta imune. Neste estudo, esta proteina foi
identificada exclusivamente no grupo leve, no entanto, JIANG et al. (2019) identificou
a proteina S100 como Unica em suas analises do grupo que considerou com
classificacao clinica avancado, utilizou todos os pacientes com pontua¢ao maior que
3 na escala de H&Y modificada. Um estudo referente a isquemia-hipdxia demonstrou
gue S100A8 regula processos inflamatérios e imunoldgicos e pode melhorar os danos
nos tecidos causados por ERO, além de estar envolvida na sinalizacdo de calcio
(KYNG et al., 2018); e Adenylyl cyclase-associated protein 1 (CAP1) esta envolvida
na via AMPc. CAP1l consiste em 4 dominios envolvidos na ligacdo a actina,

desempenham um papel em sua renovacéo (FAN et al., 2016). Pouco se sabe sobre
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o envolvimento desta proteina em doengas neurodegenerativa e no SNC, mais

estudos sobre seu mecanismo de agéo precisam ser realizados.

No grupo moderado além das proteinas destacadas, foram identificadas
também, lumican (LUM), um proteoglicano de sulfato de queratano distribuido em
matrizes colagenas intersticiais por todo o corpo, pode regular a organizacdo das
fibrilas de colageno e o crescimento circunferencial, a transparéncia da cornea e a
migracao de células epiteliais e reparo de tecidos (DAOUD et al., 2011); Pyruvate
kinase PKM (PKM), proteina relacionada ao metabolismo energético. Foi
demonstrado que PKM pode ser um coativador transcricional do Nrf2, que coopera
com a funcéo metabdlica para desviar o fluxo de glicose para a via da pentose fosfato
e, assim, gera GSH suficiente para a desintoxicacao das ERO (WEI et al., 2020). Nrf2
€ considerado um regulador mestre da resposta antioxidante do organismo, sendo um
mecanismo de importancia para a manutencdo da homeostase e sobrevivéncia
celular, além disso, ao interagir com outras vias, Nrf2 possui um papel importante na
regulacdo do metabolismo, atuando no metabolismo dos lipideos, manutencdo da
glicemia, resposta inflamatoria, dentre outros (HAHN; OLIVEIRA; BOCK, 2017). PKM
medeia a producdo de GSH induzida por receptores D2 de dopamina, 0s quais sédo
expressos seletivamente em astrocitos, indicando que a dimerizacdo do PKM € uma
abordagem ideal para restaurar a sintese de GSH e evitar efeitos colaterais induzidos
por efeitos nas funcdes dos neurdnios, tornando-o um alvo potencial para o tratamento
da DP, segundo WEI et al. (2020); Cartilage oligomeric matrix protein
(COMP),componente da matriz extracelular pentamérica grande, membro da familia
de genes da trombospondina, apresentando propriedades adesivas conhecidas por
mediar interacdes célula-célula e célula-matriz (POSEY et al., 2019); Complement
factor H-related protein 5 (CFHR5), proteina que também esta relacionada ao sistema
complemento. O fator H € um regulador negativo essencial da ativacdo do
complemento C3 da via alternativa do sistema (ZHU et al., 2018). CFHR5 é produzido
no figado, circula no plasma e funciona como uma proteina reguladora do
complemento. No entanto, seu mecanismo preciso na regulacdo do complemento
ainda é desconhecido (ZHAI et al., 2016); Sex hormone-binding globulin (SHBG),
funciona como uma proteina transportadora de andrégenos. Regula a taxa de
depuracdo metabdlica plasmatica dos hormdnios esteroides, controlando sua

concentracdo plasmatica. Muller et al. (2010) levantaram a hipotese de que SHBG
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modula o risco de deméncia, uma vez que achados de estudos observacionais
transversais demonstraram que pacientes com DA apresentavam niveis mais altos
dessa proteina e que esses individuos obtiveram pontuacdes mais baixas nos testes
cognitivosAlternativamente, o aumento de SHBG tem sido associado ao aumento da
idade, o que pode indicar que o SHBG é um marcador para o envelhecimento
acelerado; Complement factor D (CFD), enzima limitadora da taxa de ativagao na via
alternativa do complemento expressa principalmente por adip6citos e macrofagos,
também conhecido como adipsina, hormdénio semelhante a citocina, produzida
principalmente por adipdcitos que podem afetar processos imunolégicos em todo o
corpo. Essas adipocitocinas também parecem apresentar um papel em alguns
distarbios autoimunes (KORMAN et al., 2017; MARTINEZ et al., 2017). Maiores
concentracOes desta proteina sdo encontradas no LCR em estudos de pacientes com
ELA em comparacao com individuos controles, uma vez que o CFD pode atravessar
a BBB (MARTINEZ et al, 2017). Adipocitocinas podem estar associadas a

neuroinflamacao.

Ja no grupo avancado, além da proteina destacada, nos identificamos também
proteoglycan 4 (PRG4), glicoproteina semelhante a mucina que foi identificada e
caracterizada no liquido sinovial. E expressa e secretada pelas células que revestem
as articulacdes, sinoviocitos e condrécitos. Esta proteina interage com as células do
sistema imunoldgico que efetivamente revestem essas células, para que nao
respondam aos niveis antecedentes de citocinas pro-inflamatorias. Evidéncias
demonstram o envolvimento de PRG4 com doencas inflamatérias de maneira
adicional a suas propriedades de lubrificacdo. A eliminacdo do PRG4 das células
imunoldgicas, permite a propagacao da resposta inflamatoria. A perda dessa proteina
pode levar ao atrito, que por sua vez leva a uma resposta pro-inflamatoria, séo
mecanismos distintos e aditivos (DAS et al., 2018); Vitamin K-dependent protein Z
(PROZ), esse gene codifica uma glicoproteina dependente da vitamina K sintetizada
no figado e secretada no plasma (MCQUILLAN et al., 2003). E um membro da familia
de fatores de coagulacéo plasmatica dependentes de vitamina K (LICHY et al., 2003).
Estudos apontam uma associacdo de concentracfes elevadas de proteina Z em
subtipos etiolégicos do acidente vascular cerebral isquémico. No entanto, ainda
precisa ser esclarecido se seus niveis elevados estédo elevados como consequéncia

do acidente vascular cerebral ou se seriam a causa, ou ainda, se podem ser
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importante na patogénese da aterotrombose (MCQUILLAN et al., 2003); Ficolin-2
(FCN2), proteina que pode funcionar relacionada a imunidade inata, através da
ativacdo da via da lectina, do sistema complemento (BLASIO et al., 2019). Foi
demonstrado uma associa¢ao de FCN2 com a patologia da DA, através da associacao
de proteina com AB42 no LCR, mas n&o a Tau também no LCR de pacientes de uma
coorte de deméncia de Amsterda, que sugere que essa associagao seja motivada por
uma interagcdo com a patologia amiléide (WESTWOOD et al., 2018). Ja foi mencionado
gue FCN2 pode se ligar a componentes pentraxinas, CRP, pentraxina 3 e amiléide P
sérico (KILPATRICK; CHALMERS, 2012), algumas dessas identificadas no presente
estudo; Insuline-like growth factor Il (IGF2), é um regulador do crescimento e
metabolismo celular. Deficiéncia dos mecanismos de sinalizagdo de IGF cerebral
mediam a disfungdo metabdlica cerebral. Essa proteina esta relacionada com
estresse oxidativo, perda neuronal e plasticidade neuronal prejudicada. Foi
demonstrado que IGF2 pode ter algum papel em distarbios motores, incluindo
variantes de doencgas dos neurdnios motores. Niveis reduzidos do receptor de IGF2
ocorrem na DA e DP, particularmente nos estagios finais das doencas. A diminuicao
desses receptores leva a déficits motores e de fala (LIOU et al., 2019); L-lactate
dehydrogenase B chain (LDHB), lactato desidrogenase, uma enzima tetramérica que
compreende duas subunidades (LDHA, LDHB), € uma enzima importante que catalisa
a transformacéo reversivel do piruvato em lactato. A regulacdo positiva da lactato
desidrogenase garante um metabolismo anaerobio/glicolitico eficiente para células
tumorais e reduz a dependéncia de oxigénio (CHEN et al., 2006). Foi observado que
a disfuncdo mitocondrial no cérebro leva a uma mudanca metabdlica da respiracao
aerobica para o metabolismo glicolitico, resultando em alteracdes na expressao dos
genes da lactato desidrogenase (LDHA, LDHB). O metabolismo do lactato cerebral e
sua compartimentalizacdo em astrécitos, neurbnios e em outros lugares ndo sao
totalmente compreendidos. Foi sugerido que o lactato constitui uma fonte alternativa
de energia que o cérebro utiliza em situacbes exaustivas. Além disso, 0 aumento da
razao de expressao do gene LDHA/LDHB é causador dos altos niveis de lactato no
cérebro, podendo prever o envelhecimento (ROSSA et al., 2010); Inter-alpha-trypsin
inhibitor heavy chain H3 (ITIH3), apresenta capacidade de se ligar ao acido
hialurénico, estabilizando a matriz extracelular. Foi demonstrado que ITIH3 esta

envolvido em processos de adesdo e organizacao estrutural, além de codificar um
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inibidor de serina protease envolvido na estabilizagdo da matriz extracelular (FABBRIA
et al.,2017).

No grupo dos controles saudaveis, além das proteinas destacadas, também
foram identificadas, Integrin alpha-1 (ITGAl) esta proteina heterodimeriza com a
subunidade B1 para formar um receptor de superficie celular para colageno e laminina.
As subunidades de ITGA1 sao apenas fracamente expressas durante a inducdo de
crescimento de neurites, no entanto, aumento em estagios posteriores, durante a
extensdo e estabilizagdo das mesmas (DEMIRAY et al., 2018); Serum amyloid A-4
(SAA4), nos seres humanos, a proteina amiléide sérica, € uma das principais
proteinas de fase aguda. Apesar de ter sido extensivamente estudada, seu papel
preciso ainda néo € completamente entendido. SAA4 é constitutivamente presente no
sangue, diferindo de SAAl e SAA2, que sao induzidas principalmente quando ocorre
inflamagé&o, apresentando func¢des pro e anti-inflamatoérias. Esta ultima foi identificada
com expressao aumentada no grupo de classificacdo clinica leve. SAA4 nao é
induzivel por estimulos inflamatérios, sendo assim, a expressdo de SAA4 nao é
identificada super expressa em tecidos doentes ou em células estimuladas por
mediadores inflamatdrios, como acontece com os demais membros desta familia de
proteinas (DE BUCK et al., 2016). Pouco se sabe ainda sobre o papel de SAA4; Beta-
Ala-His dipeptidase (CNDP1) € uma proteina sérica, um dipeptideo encontrado em
concentracbes altas no musculo esquelético, coracdo e cérebro, possui uma
variedade de propriedades antioxidantes ou citoprotetoras, incluindo a eliminacao de
radicais livres, a formacdo de complexos com metais de transicdo e efeitos
antiglicantes. Foi relatado que essa proteina prolonga a vida util de células cultivadas,
aumenta a sobrevivéncia de roedores, sugerindo que possa atuar como uma
substancia anti envelhecimento que ocorre naturalmente (ZSCHOCKE et al., 2006);
Ras-related protein Rap-1b (RAP1B), este gene codifica um membro da superfamilia
da proteina de ligacdo ao GTP do tipo RAS que possui atividade intrinseca de
GTPase. Os membros dessa familia regulam diversos processos celulares incluindo
adesdo, crescimento e diferenciacdo celular. Esta proteina localiza-se nas
membranas celulares e demonstrou regular a sinalizacdo celular mediada por
integrina (YANG et al., 2015).

Entretanto, nem todas as proteinas com diferenca de expressdo foram

identificadas como exclusivas em algum dos grupos, como é o caso da alpha-2-HS-
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glycoprotein (AHSG) que foi encontrada com sua expressao diminuida em relacédo a
todos os grupos clinicos (leve, moderado e avan¢gado) e consequentemente com sua
expressdo aumentada no grupo controle. AHSG é uma glicoproteina sérica sintetizada
pelos hepatdcitos, inibidor de protease da cisteina secretada no figado para inibir a
calcificagéo vascular, impedindo a precipitacdo mineral espontanea na vasculatura
(MORI; EMOTO; INABA, 2011; SMITH et al., 2011; SHI et al., 2019). Esta envolvida
em diversos processos, incluindo endocitose, desenvolvimento cerebral e formacao
de tecido 0sseo. Apresenta acfes anti-inflamatorias sob lesfes e infec¢des agudas,
uma vez que tem seus niveis reduzidos a partir de inflamacéo aguda e outros tipos de
estresse, sendo regulado por mediadores pro-inflamatérios, incluindo TNF-a (MORI,
EMOTO; INABA, 2011; SHI et al., 2019). Um estudo mostrou que o nivel plasmético
baixo de AHSG estava relacionado ao comprometimento cognitivo dos pacientes com
DA leve a moderada, acompanhado pela maior concentracédo de TNF-a, o que em
parte pode ser explicado pela presenca de inflamagé&o subclinica. Como reagente de
fase aguda negativo, a sintese hepatica de AHSG é suprimida pelo aumento dos
niveis de citocinas pro-inflamatérias (SMITH et al., 2011). Ainda n&o esta claro se a
AHSG é realmente neuroprotetora ou se essa protecao € apenas mediada por funcdes

anti-inflamatorias.

Serum amyloid P-component (APCS) foi identificada com sua expressao
aumentada em todos os grupos com classificac&o clinica abordados neste estudo. E
uma glicoproteina pertencente a familia de proteinas pentraxina, a qual possui uma
organizacdo pentameérica caracteristica. Sabe-se que muitos tipos de depdsitos
amildides contém APCS, o que pode representar cerca de 14% da massa seca do
depdsito. Esta proteina foi identificada pela primeira vez como constituinte pentagonal
de amildide patologico in vivo (CHEN; LIN; WANG, 2011). APCS se liga a fibrilas
amildides derivadas de precursores, incluindo serum amyloid A, proteina também
identificada no presente trabalho, cadeia leve de imunoglobulina e apolipoproteina A1
(BEHRENS et al.,, 2019). Uma imunorreacdo de APCS foi demonstrada em
emaranhados neurofibrilares da DA, DP e outras doencas neurodegenerativas.
Supbe-se que seu papel principal na amiloidogénese seja melhorar a formacéo e
deposicao de fibrilas ao se ligar a sua superficie num mecanismo dependente de
célcio, estabiliza agregados amildides, impedindo a clivagem proteolitica e portanto,

inibindo a remoc¢do de fibrilas através de mecanismos normais de eliminagdo de
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proteinas (CHEN; LIN; WANG, 2011; OZAWA et al., 2016). E sugerido que o
extravasamento da BBB possa se relacionar com a elevacdo dos niveis de APCS
plasméatica em pacientes com DP, sendo uma das principais causas desse
extravasamento a inflamacdo crbnica. Isso implica que a inflamacdo cronica
desempenha um papel importante na patogénese da doenca, o que pode induzir
simultaneamente um nivel mais alto de APCS e danos a BBB (CHEN; LIN; WANG,
2011). Além do seu papel nos depdsitos amildides, essa proteina € diretamente
neurotdxica para 0s neurdnios, ela se liga, é internalizada, trafega para o nucleo onde

se liga a cromatina e leva a morte celular apoptotica (AL-SHAWI et al., 2016).

Clusterin (CLU) foi identificada com sua expressao aumentada em noOSSOS
grupos com classificagdo clinica leve e avancado, além de também ter sido
identificada nos artigos de KITAMURA et al. (2018), no entanto com sua expressao
reduzida em comparac¢do com o grupo controle e JIANG et al. (2019), onde teve sua
identificacdo e expressdo aumentada progressivamente do grupo DP leve para
avancado. A diferenca encontrada em relacéo a sua expressao com KITAMURA et al.
pode ser dada pelo fato da utilizacdo da técnica de eletroforese bidimensional
juntamente com analise por MALDI-TOF/TOF no estudo, podendo ocorrer
eventualmente uma perda relativamente substancial de amostra durante o processo
de andlise. CLU, conhecida anteriormente por apolipoproteina J, € uma chaperona
molecular vital implicada no enovelamento correto de proteinas secretadas e
responsavel pela liberacéo de peptideos acumulados. Além disso, também exerce um
papel na modulacdo da inflamacdo e apoptose, as quais sdo alteracdes patologicas
comuns na deméncia. Diversos polimorfismos preditos para esse gene sao
associados a patologia da DA (YANG et al., 2019). E secretada pelos astrocitos e
pode inibir a cascata do complemento na formacdo do complexo de ataque a
membrana. Esta proteina pode ter papéis complexos nos processos
neurodegenerativos. Além de sua atividade como inibidor do complexo de ataque a
membrana, esta glicoproteina multifuncional pode promover a agregacédo celular e
servir como chaperona na prevencdo da agregacdo de proteinas desnaturadas
(GREWAL; MORGAN; FINCH, 1999). CLU plasmatica parece estar relacionada ao
risco de deméncia e atrofia cerebral. Niveis alterados de CLU podem ser prejudiciais
na DP, promovendo a agregacdo e reduzindo a depuragdo de proteinas que iriam

hY

expor os neurdnios a proteotoxicidade intracelular. Uma outra possibilidade esta
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relacionada a perda do efeito protetor da CLU contra danos induzindo estresse
oxidativo, o que pode aumentar a vulnerabilidade dos neurbnios a insultos, como
deplecdo de dopamina ou agregacado de proteinas (SAMPEDRO et al., 2020). Um
estudo recente identificou CLU por MS como uma proteina abundante em exossomos
neuronais de soro de pacientes com DP e outras proteinopatias, sugerindo que a
abundancia diferencial dessa proteina poderia ser Util para distinguir pacientes com
DP de sindromes Parkinsonianas atipicas relacionadas a tau (JIANG et al., 2020).

Adiponectin (APN) foi identificada com sua expressao aumentada nos grupos
com classificacdo clinica leve e moderada. E secretada pelas células adiposas,
aumenta a sensibilidade a insulina, possui propriedades antiaterogénicas e regula os
niveis de glicose e a quebra de acidos graxos. Esses efeitos sdo mediados por
receptores APN 1 e 2 e por T-caderina, estando associados a diferentes vias de
sinalizacdo incluindo AMPK e sdo amplamente expressos no cérebro humano,
sugerindo que APN pode estar intrinsecamente relacionada a funcéo neurologica e
consequentemente a patologia neuroldgica. Além disso, alguns estudos relataram a
relacéo entre o nivel de APN e disturbios neuroldgicos, como DA, esclerose multipla
e doenca de Huntington (YANG et al.,, 2015; KATAOKA; SUGIE, 2020). Foi
demonstrado por imunocoloracdo de APN no cérebro humano que essa proteina foi
imunopositiva em CL positivos para a-SIN fosforilada em cérebro de individuos com
DP ou deméncia com CL (SEKIYAMA et al., 2014). Além disso, foi demonstrado niveis
elevados desta proteina em amostras de DP comparadas com controle e também uma
forte correlacéo positiva entre os niveis de APN e colesterol HDL em pacientes com
DP. Nesse mesmo estudo, os niveis séricos de HDL de pacientes com DP foram
significativamente maiores do que os de pacientes com paralisia supra nuclear ou
controles. Essa observacdo pode ser atribuida a forte correlacdo positiva entre os
niveis de APN e HDL nos pacientes com DP. Além de ter sido sugerido que APN
desempenhe um papel na composicéo dos lipid rafts (KATAOKA; SUGIE, 2020). Esta
proteina também modula a inflamacdo, reduzindo a sintese de citocinas pro-
inflamatorias como o TNF-a. Outro estudo demonstrou que seus niveis séricos em
pacientes com DP foram semelhantes aos niveis encontrados em individuos jovens
saudaveis e com peso normal pareados pelo indice de massa corporal (IMC),
encontrando também uma correlacdo entre os niveis séricos desta proteina com o

7

colesterol HDL, o que é consistente com as suas propriedades antiaterogénicas
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conhecidas. Foi estabelecido que na populacdo em geral, a sintese de adiponectina
€ estimulada quando a quantidade de tecido adiposo diminui, ao contrario das demais
adipocinas (CASSANI et al.,, 2011). Em individuos com DP, a perda de peso é
comumente observada e pode envolver principalmente os tecidos adiposos
(KATAOKA; SUGIE, 2020). No entanto, analises mais precisas quanto a concentracao
de APN em pacientes com DP e controles saudaveis precisam ser realizadas para
uma melhor compreenséao do papel desta proteina da patologia da doenca.

Glutathione peroxidase 3 (GPX3) foi identificada com sua expressao
aumentada no grupo com classificagdo clinica leve, ela pertence a familia de oito
enzimas (GPX1-8) importantes para reduzir o peroxido de hidrogénio na 4gua. S&o
enzimas selenocisteinas que usam GSH como agente redutor e requerem Se para
sua funcdo antioxidante. Sua super expressdo diminui a quantidade de perda de
neurdnios, reduz o acumulo de peréxido de hidrogénio e a peroxidacéo lipidica em
condicbes neurotoxicas (SMEYNE; SMEYNE, 2013). Juntamente com a SEPP1,
encontrada exclusivamente no grupo com classificacdo clinica leve e também
possuindo sua regulacdo aumentada em relacdo ao grupo controle, a GPX3 é
responsavel por mais de 97% de todo o Se plasmatico em camundongos. Sua alta
concentracdo no plasma pode apontar para um papel no transporte ou na homeostase
do Se (BRIGELIUS-FLOHE; MAIORINO, 2013). Ja foi relatado que GPX3 foi
altamente expressa no componente nigral medial da DP. Numa analise integrada, foi
constatado a regulacdo de GPX3 na DP. GPX3 foi enriquecida nos processos
metabolicos da via da glutationa, processos catabdlicos por peroxido de hidrogénio,
resposta ao estresse oxidativo, ligacdo a glutationa e atividade da glutationa
peroxidase, todos associados ao estresse oxidativo (JIANG et al., 2019). Diversos
estudos na literatura verificaram que o estresse oxidativo desempenha um papel
importante na degeneracédo dos neurénios dopaminérgicos na DP (HASSANZADEH,;
RAHIMMI, 2018; JIANG et al., 2019). A regulacéo positiva da GPX3 em condicdes
inflamatorias era geralmente considerada como resultado do estresse oxidativo
(BRIGELIUS-FLOHE; MAIORINO, 2013). Em conjunto, o0 GPX3 pode estar implicado

no desenvolvimento de DP.

Serum paraoxonase / arylesterase (PON1) teve sua expressdo aumentada nos
grupos com classificac&o clinica leve e moderado. E uma glicoproteina, sintetizada no

figado e associada ao HDL. Possui atividade de paraoxanase (decomposi¢cdo do
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paraoxon) e atividade da arilesterase (decompdem o fenilacetato). Estudos
demonstram que PON21 possui dois polimorfismos importantes na regido de
codificacéo (leucina/metionina na posi¢ao 55 - M55L e glutamina/arginina na posi¢cao
192 - Q192R), podendo influenciar sua atividade e concentragdo, gerando
suscetibilidade variavel a diferentes doencas, incluindo os distarbios
neurodegenerativos. Esta proteina tem papel protetor na toxicidade dos
organofosforados e tem capacidade antioxidante que sao importantes na prevencgao
de alguns disturbios incluindo doencas cardiovasculares, DP e DA (KIRBAS et al.,
2014; PAUL et al., 2017; MOTA et al., 2019). Além de sua funcdo no metabolismo de
organofosfato, como componente do HDL, onde suas atividades paraoxonase e
arilesterase sdo responsaveis pelas atividades anti-inflamatérias e antioxidantes
exercidas pelo HDL, PON1 atua de maneira antioxidante e antiaterosclerotica,
impedindo a oxidag&o do LDL (KIRBAS et al., 2014; PAUL et al., 2017). Qual dessas
funcdes contribuem para o declinio cognitivo da DP ou se ambas contribuem ainda &
incerto (PAUL et al., 2017). A peroxidacgéao lipidica leva a aldeidos toxicos que séo
altamente reativos e podem ser hidrolisados por PONL1. O papel significativo na defesa
do LDL e HDL da oxidacéo pode ser devido a hidrdlise de produtos de peroéxido lipidico
(KIRBAS et al., 2014). Em resumo, A PON1 € uma enzima com caracteristicas
antioxidantes e associada as proteinas APOAl e CLU do HDL e é capaz de
metabolizar lipidios peroxidados e inibe o acumulo de peroxidos lipidicos no HDL e no
LDL (DEVECI; KARAPEHLIVAN, 2018). Em relacdo ao aumento ou diminuicdo da
concentracdo dessa proteina em fluidos biolégicos de pacientes com DP e controles
saudaveis ainda é muito controverso na literatura. Mais estudos precisam ser feitos

para uma maior confiabilidade dos resultados.

Além das proteinas destacadas diversas outras proteinas com atividade
antioxidante, pré e anti-inflamatoérias, relacionadas ao UPS, muitas proteinas que
participam da regulacdo das vias do sistema complemento dentre outras foram

identificadas neste estudo.

A ativacdo do sistema complemento imune inato envolve diversas proteinas,
receptores e reguladores associados a membrana que interagem em forma de
cascata para gerar produtos biologicamente ativos os quais normalmente protegem o
hospedeiro contra patdgenos. Pensa-se que o sistema complemento desempenhe um

papel secundario importante na patologia imunomediada em doencas neuroldgicas.
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As proteinas precursoras do complemento sdo sintetizadas predominantemente pelos
hepatdécitos e depois liberadas na corrente sanguinea, iniciadas para ativacao pelas
vias classica, alternativa ou da lectina (BRENNAN et al., 2016). Sabe-se que as
sinapses sdo marcadas durante o desenvolvimento pos-natal normal pela via classica
do complemento para a eliminacdo sinaptica normal. O recrutamento microglial
participa da remocao de sinapses indesejadas e redundantes, através da regulacéo
positiva da via do complemento. C1q € a proteina inicial da via do complemento e é
necessaria para a fagocitose de células mortas, detritos e patdgenos. Recentemente
essa proteina e a via do complemento também foram implicados na remocao sinaptica
durante a neurodegeneracdo. Sinapses e axbnios podem ser alvos precoces da
neurodegeneracgao induzida por inflamacao nas a-sinucleinopatias através da via do
complemento (ROCHA et al., 2015). Esse sistema ainda € muito pouco compreendido,
mas parece estar vinculado a patogénese de diversos disturbios, incluindo DP. No
entanto, uma analise mais focada e especifica deve ser feita em relacdo a ela para

uma melhor compreenséo de seu mecanismo de atuagao.

A inflamacdo € um mecanismo de autodefesa que envolve sistemas
imunoldgicos inativos e adaptativos contra estimulos prejudiciais, mas pode causar
danos quando persistir por mais tempo do que o necessario, pois contribui para o
estresse oxidativo da lesdo tecidual, remodelamento da matriz extracelular,
angiogénese e fibrose (DAS et al.,, 2018). Evidéncias crescentes indicam que a
inflamacé&o cerebral contribui para a patogénese de muitos disturbios neuroimunes e
neuropsiquiatricos (TSILIONI et al., 2014). Além disso a literatura confirma a presenca
de neuroinflamacédo no desenvolvimento da patologia da DP, o0 que esta de acordo
com os resultados apresentados no presente trabalho, uma vez que, como foi
apresentado acima, as amostras dos diferentes grupos apresentam proteinas
relacionados com o sistema inflamatorio e sua regulacdo, tendo sua expressao
aumentada ou diminuida dependendo da interacao. Além disso, foi observado vias de
sinalizacdo relacionadas ao sistema imune inato, vias de ativacdo do sistema

complemento, dentre outras.

O funcionamento aberrante do sistema imunolégico também proposto como um
componente critico da suscetibilidade a progressdo da DP, tem recebido crescente

atencdo da década passada. As altera¢des imunoldgicas observadas tém sido dificeis
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de decifrar, mas o envolvimento do sistema imunolégico na DP € apoiado por Varios
estudos clinicos e pré-clinicos (JANKOVIC et al., 2015).

O cérebro humano durante muito tempo tem sido considerado como uma regiao
imuno privilegiada devido a existéncia da BBB. No entanto, a identificagdo da
vascularizagéo linfatica meningea, desafiou a viséo tradicional do cérebro como imune
privilegiado, e as evidéncias sugerem que os antigenos do SNC podem interagir com
linfécitos e células apresentadoras de antigenos via o sistema linfatico meningeo
(LOUVEAU et al., 2018). Estes achados sugerem que respostas imunes inatas e

adaptativas poderiam estar envolvidas no SNC nas doencgas neurodegenerativas.

A contribuicdo de neuroinflamagdo na patologia poderia explicar a morte
neuronal seletiva na DP. A neuroinflamacéo induz o acumulo de citocinas e ERO no
cérebro ativando os neurbnios dopaminérgicos da SNpc que sao particularmente
suscetiveis (TANSEY; GOLDBERG, 2010). Alem disso, efeitos neuroinflamatérios
podem ser mais pronunciados na SNPC, pois esta regido cerebral exibe a maior
densidade de microglia (YANG et al., 2013).

A literatura confirma fortemente o papel do estresse oxidativo e da inflamacéao
no desenvolvimento e progressdao da DP. Nos casos de disfuncdo mitocondrial,
observa-se aumento da producéo de ERO, que podem ter consequéncias prejudiciais,
como dano oxidativo ao DNA, peroxidacéo lipidica ou oxidacéo de proteinas. As ERO
também tém um papel fisiolégico como moléculas de sinalizacdo, como niveis
anormais interrompendo, portanto, as cascatas de sinalizacao fisiol6gica (ANTONY et
al., 2013). O sistema antioxidante no corpo é dividido em dois tipos enzimatico e
soluvel. Enzimatico como PON1, GPX, catalase, superéxido dismutase e soltvel como
vitamina A, C, E e bilirrubina (MOTA et al., 2019). Vale ressaltar que os cientistas
guase unanimemente assumiram o estresse oxidativo como a razao mais importante
para o envelhecimento. Por outro lado, a neuroinflamacdo é uma das graves
complicagdes da DP, geralmente desenvolvida devido a agregacao de proteinas e
mortes de células dopaminérgicas (HASSANZADEH; RAHIMMI, 2018).

Descobertas sugerem um papel do metabolismo lipidico e do colesterol nédo
apenas na deméncia vascular e na DA, mas também na patogénese da DP. Diversos
estudos de caso-controle e coorte implicaram niveis mais baixos de colesterol e risco
aumentado de DP, no entanto, 0 mecanismo € desconhecido. Curiosamente, estudos
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in vitro mostram a a-SIN, intimamente associado a lipid rafts enriquecidas com
colesterol nas membranas celulares, e a oligomerizagdo de a-SIN pode ser regulada
por acidos graxos. Além disso, a concentracdo de coenzima Q10, um aceptor de
elétrons na cadeia respiratria mitocondrial e um poderoso antioxidante, é altamente
dependente de colesterol. Dada a importancia do estresse oxidativo e da disfuncao
mitocondrial na patogénese da DP, é possivel que o colesterol, e a PON1, por sua
vez, estejam influenciando a progressao dos sintomas motores através da coenzima
Q10 ou dos oligbmeros de a-SIN (PAUL et al., 2017).

Os dados do presente estudo mostraram que as variagcbes de estresse
oxidativo observadas dos exossomos das amostras parecem acompanhar aquelas
observadas de modo geral em pacientes acometidos com DP, onde se observa
aumento dos niveis pré-antioxidantes em comparacdo com individuos saudaveis e
consumos das defesas antioxidantes. Além disso, ao avaliar o indice de estresse
oxidativo, que engloba a relacdo entre 0s niveis pro-antioxidantes versus
antioxidantes de cada grupo analisado, foi observado que os exossomos dos grupos
com classificacdo clinica leve e avancado apresentaram um aumento no indice de
estresse oxidativo em relagdo ao grupo dos controles saudaveis, sugerindo que o0s
niveis de estresse oxidativo dos exossomos estejam relacionados ao perfil de
evolucdao clinica da doenca. Uma vez que, estudos sugerem que essas nanovesiculas
apresentam um papel importante na geracdo do estresse oxidativo na DP,
especialmente nas vesiculas derivadas da mitocondria. O estresse mitocondrial tem
sido apontado como um dos eventos chaves na patogénese da DP (LARSEN;
HANSS; KRUGER, 2018), e que a geracdo de exossomos oriundos de mitocondrias
presentes no SNC poderia ser uma fonte de proteinas ligadas a doenca, como PINK1
e PARKIN, e de mediadores inflamatérios (MCLELLAND et al., 2014).

Enquanto a principal funcdo dos neurdnios, a comunicacdo com neurbnios
vizinhos, requer atividade sinaptica, a funcéo sinaptica exige um controle rigido dos
processos intracelulares, como envelhecimento dos neurotransmissores, homeostase
energética e tamponamento de calcio (ANTONY et al., 2013). Disfuncédo sinaptica
pode ser um dos primeiros eventos na patogénese da DP, pois evidéncias
acumuladas sugerem que a disfuncéo sinptica no estriado é tipicamente mais grave
gue a da substancia negra e ocorre em pacientes com DP pré-clinica (LEVERENZ et

al., 2007). O dano fisico ao tecido neuronal e varios fatores genéticos e ambientais,
133



principalmente o envelhecimento, aumentam a disfungdo mitocondrial, o estresse
oxidativo e o danos as proteinas, reduzem a autofagia basal e provem a disfuncéo na
BBB (BRENNAN et al., 2016).

A funcdo dos exossomos parece ser muito mais do que apenas um mecanismo
secretor de contetdo celular. E um meio sofisticado de processar moléculas
especificas, e o papel versatii dos exossomos abre novas perspectivas para a
compreensao e tratamento de doencas neuroldgicas (TSILIONI et al., 2014).

7 CONCLUSAO

Com o presente estudo, foi possivel identificar os perfis protedmicos
especificos de exossomos para cada grupo clinicos de pacientes com DP. Foram
identificadas 785 proteinas, de forma redundante, no total de todas as amostras de
pacientes e controles saudaveis. Foi possivel identificar processos biolégicos
correspondentes as proteinas identificadas exclusivamente nos diferentes grupos.
Para o grupo leve, foram identificadas altera¢des no sistema imune, imunomodulagéo
e resposta ao estresse oxidativo. Ja no grupo moderado, foram identificados
processos relacionados a ativacdo alternativa do complemento. Quanto ao grupo
avancado, as proteinas exclusivas foram classificadas como pertencentes ao
processo de transporte mediado por vesiculas. Na andlise quantitativa foram
identificadas 42 proteinas diferencialmente expressas na comparacao entre o grupo
com classificacéo clinica leve versus grupo controle. Na comparacdo entre o0 grupo
moderado versus controle foram identificadas 33 proteinas diferencialmente
expressas. Enquanto que na comparacdo entre 0 grupo avancado versus grupo

controle 16 proteinas foram encontradas com diferenca de expressao.

Foi realizada uma andlise de conteddo de componentes celulares, uma vez que
o presente estudo protedmico foi realizado em exossomos e foi possivel observar que
majoritariamente as proteinas identificadas apresentavam origem descrita exossomal.
Além disso, foram realizadas analises funcionais para as proteinas exclusivas e
diferencialmente expressas entre os diferentes grupos estudados, identificando
processos bioldgicos e vias de sinalizacdo relacionadas a resposta imune inata,
estresse oxidativo, resposta inflamatoria, transporte mediado por vesiculas, processos

metabdlicos, dentre outras.
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Este trabalho contribui para a literatura com dados proteémicos de exossomos
inéditos relacionados as diferentes classificacdes clinicas, trazendo uma nova
perspectiva na possivel identificacdo de processos biomarcadores sanguineos
prognosticos na DP. Além disso, foi possivel o estudo mais detalhado do contetdo de

estresse oxidativo encontrado em exossomos presentes na patologia da DP.
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9. ANEXOS

Anexo 3 —Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

@ UFRJ - INSTITUTO DE QUIMICA @
LABORATORIO DE APOIO AD |
DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Identificacdo de marcadores de diagndstico e progndstico em amostras de pacientes com doenca de
Parkinson do estado do Rio de Janeiro: metagendmica e espectrometria de massas.

Nome do Voluntério:

Vocé estd sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa para estudar como se
desenvolve a doenca de Parkinson.

A sua participacdo é VOLUNTARIA. N3o havera qualquer prejuizo se vocé ndo quiser participar
desse projeto. Seu tratamento atual ndo serd modificado. Vocé ndo pagara nada, mas também nao
recebera recompensa ou qualquer forma de pagamento por sua participacao. Vocé pode desistir de
participar a qualguer momento. Para sair do estudo, vocé sé precisa avisar um dos pesquisadores.
Vocé ndo precisara explicar os motivos para desistir do estudo.

Para poder participar vocé deve assinar este TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO e responder o FORMULARIO DE CADASTRO. Caso ni3o se sinta confortavel vocé tem o
direito de ndo responder as perguntas do formulario.

OBJETIVO DO ESTUDO

O objetivo principal deste estudo é identificar moléculas que sejam importantes para o
diagndstico da doenca de Parkinson e entender o desenvolvimento da doenca a partir das bactérias
gue habitam nosso corpo.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Caso vocé concorde em ser VOLUNTARIO deste estudo, precisaremos usar um pouco do seu
sangue, suor, fluido do nariz e fezes. Também precisaremos entrevistar vocé para saber seus habitos
de vida.

Avenida Horacio Macedo, 1281, Bloco C, Pélo de Quimica, Cidade Universitara, llha do Fundio,

Rio de Janeiro, RJ - 21941-598 (: 55 (21) 3938-3700 / 3938-3798
Site: www.lbed.ig.ufr.br  E-maillbcd@ig.ufry.br
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Para identificar as moléculas que sejam importantes para diagnosticar a doenca de Parkinson,
serdo analisados seu sangue e suor. Para andlise de sangue, duas amostra de 5 ml (dois tubos
pequenos) serdo colhidas por profissional treinado, da seguinte forma: uma agulha sera introduzida
em uma veia sua, as amostras de sangue serao colhidas e, logo em seguida, a agulha sera retirada da
veia. Todos os cuidados serdo tomados, de forma a tornar minimos os riscos de infecgdo,
contaminagado, sangramento e dor.

Para analise do suor vocé devera utilizar por uma semana um sabonete liquido sem cheiro para
tomar banho e lavar o cabelo. Nao se preocupe, pois nds providenciaremos esse sabonete para vocé.
E importante que vocé nio utilize nenhum desodorante, antitranspirante, perfume ou coldnia durante
esse tempo. No dia da coleta do suor, seria interessante se vocé viesse ao hospital com uma camiseta
regata ou sem mangas. Pediremos que vocé faca 5 minutos de exercicio leve (como uma volta no
corredor ou subir a escada). Apds esse curto periodo de tempo, um funil de vidro sera apoiado na parte
superior das suas costas e antebraco. No funil, serd colocado uma fibra que serd responsdvel pela
coletado suor. Todos os cuidados serdo tomados, de forma a tornar a ndo causar desconforto ou dor.

Ja& para entender o desenvolvimento da doenga de Parkinson a partir das bactérias que
habitam nosso corpo serao utilizadas as amostras do fluido do nariz e fezes. Para analise do fluido do
nariz sera utilizado um swab nasal (uma espécie de cotonete, sé que com a haste mais longa) que sera
colocado no seu nariz e girado para coletar as bactérias presentes ali. Todos os cuidados serdao
tomados, de forma a tornar a ndo causar desconforto ou dor.

Para analise das fezes, vocé receberd um pequeno pote no qual depositard vocé mesmo as
suas fezes, na sua casa. Depois da coleta, vocé colocara o pote dentro de uma sacola de plastico e ira
deixa-lo 13 até o dia de voltar ao hospital. Na sua préxima consulta, vocé trard esse material.

As entrevistas serdo feitas por um pesquisador do estudo e serdo realizadas no Cento de
Neurologia no mesmo dia em que vocé vier fazer alguma etapa do seu tratamento. Desta forma, vocé
nao precisara vir ao hospital apenas para fazer as entrevistas.

Os dados do seu prontuario médico, como por exemplo, os resultados de exames clinicos e de
laboratério, também serdo consultados. Todas essas informagGes somente serdo consultadas pelos
pesquisadores envolvidos no projeto e dos profissionais que estdo trabalhando no seu tratamento.
N3o serd permitido o acesso de outras pessoas a essas informacoes.

Temos o compromisso de utilizar seus dados e suas amostras apenas para esta pesquisa. Todo
material serd armazenado em freezer -809C e sera utilizado novamente apenas para confirmacao deste
estudo.

Trabalhamos em parceria com Universidades em Londres e na Alemanha. Caso vocé aprove,
suas amostras poderdo ser enviadas para |3, para dar continuidade a esta pesquisa.

Avenida Horacio Macedo, 1281, Bloco C, Pélo de Quimica, Cidade Universitaria, llha do Fundio,

Rio de Janeiro, RJ - 21941-598 {: 55 (21) 3938-3700 / 3938-3798
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RISCOS

O estudo em questdo ndo oferece riscos adicionais a sua salde e o seu tratamento serd
exatamente o mesmo caso vocé concorde ou ndo em participar. A colheita de sangue apresentam os
mesmos riscos de qualquer puncdo venosa para exames laboratoriais, tais como riscos de infeccao,
contaminagdo, sangramento e dor. Todos os cuidados serdao tomados, de forma a tornar minimos esses
riscos. As coletas de suor, fluido de nariz e fezes ndo apresentam risco.

BENEFICIOS

N3o esta previsto nenhum beneficio imediato para vocé. As conclusdes deste estudo poderdao
contribuir para a melhoria futura no processo de diagndstico e entendimento da doenga de Parkinson.
Se for da sua preferéncia, vocé sera mantido atualizado sobre os resultados parciais da pesquisa.

ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

Caso vocé concorde em participar deste estudo, o seu tratamento neuroldgico continuara
sendo acompanhado pela equipe de saude e ndo serd alterado.
CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Além da equipe de saude que cuidara de vocé, seus registros médicos poderao ser consultados
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho e pela equipe de
pesquisadores. Seu nome nao sera revelado mesmo que seus dados sejam usados para ensino ou para
divulgacdo cientifica.

Avenida Horacio Macedo, 1281, Bloco C, Pélo de Quimica, Cidade Universitara, llha do Fundio,

Rio de Janeiro, RJ - 21941-598 (: 55 (21) 3938-3700 / 3938-3798
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TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS

Todo e qualquer dano decorrente do desenvolvimento deste estudo, e que necessite de
atendimento médico, ficard a cargo da instituicdo. Seu tratamento e acompanhamento médico
independem de sua participacdo neste estudo.

CUSTOS

A sua participagdao no estudo nao terd nenhum custo para vocé. Vocé ndo precisara vir ao
hospital apenas para o estudo. As entrevistas e a colheita de sangue, suor, fluido de narizserdo feitas
em ocasides em que vocé ja esteja no hospital para outros atendimentos. As fezes serdo trazidas por
vocé em um dia de atendimento.

BASES DA PARTICIPACAO

E importante que vocé saiba que a sua participagdo neste estudo é completamente voluntdria
e que vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua participagdo a qualquer momento sem
penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito. Em caso de vocé decidir interromper
sua participa¢do no estudo, a equipe assistente deve ser comunicada e a coleta de informag&es sera
imediatamente interrompida.

A pesquisadora responsavel do estudo pode interromper sua participacdo a qualquer
momento, mesmo sem a sua autorizagdo.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Nds estimulamos vocé e seus familiares a fazer perguntas a qualquer momento do estudo.
Neste caso, por favor, ligue para a pesquisadora principal do estudo, Dr2. Luciana Pizzatti, no telefone
(21) 3938-3708. Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario Clementino Fraga
Filho/HUCFF/UFRJ — R. Prof. Rodolpho Paulo Rocco, n.° 255 — Cidade Universitaria/llha do Fundao -
Sala 01D-46/1° andar - pelo telefone 3938-2480, de segunda a sexta-feira, das 8 as 15 horas, ou através
do e-mail: cep@hucff.ufrj.br;

Avenida Horacio Macedo, 1281, Bloco C, Pélo de Quimica, Cidade Universitara, llha do Fundio,

Rio de Janeiro, RJ - 21941-598 (: 55 (21) 3938-3700 / 3938-3798
Site: www.lbed.ig.ufr.br  E-maillbcd@ig.ufry.br

148


mailto:cep@hucff.ufrj.br

@ UFRJ - INSTITUTO DE QUIMICA @
LABORATORIO DE APOIO AD |
DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes sobre o estudo acima
citado que li ou que foram lidas para mim.

Eu discuti com o Dr2. Ana Lucia Zuma de Rosso, sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propodsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participagdo é isenta de despesas e que tenho garantia
de acesso a tratamento hospitalar quando necessdrio. Concordo voluntariamente em participar deste
estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizos e
sem a perda de atendimento nesta Instituicdo ou de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.
Eu receberei uma cépia desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e a outra ficard com
o pesquisador responsavel por essa pesquisa. Além disso, estou ciente de que eu (ou meu
representante legal) e o pesquisador responsavel deveremos rubricar todas as folhas desse TCLE e
assinar na ultima folha.

Nome do Sujeito da Pesquisa

Data: / /

Assinatura do Sujeito da Pesquisa

Nome do representante legal (se necessario)

Data: / /

Assinatura do representante legal (se necessario)

Nome do Pesquisador Responsavel

Data: / /

Assinatura do Pesquisador Responsavel
Avenida Horacio Macedo, 1281, Bloco C, Pélo de Quimica, Cidade Universitaria, llha do Fundio,

Rio de Janeiro, RJ - 21941-598 {: 55 (21) 3938-3700 / 3938-3798
Site: www.lbed.ig.ufrp.br  E-mail:lbed@ig.ufry.br
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Anexo 2 — Ficha de entrevista com o paciente

DOENCA DE PARKINSON - ENTREVISTA COM O PACIENTE

| DATA (da coleta do sangue): / /

NOME TELEFONE
HOSPITAL / UNIDADE DE SAUDE PRONTUARIO
DATA NASCIMENTO ESCOLARIDADE (anos de estudo) ESTADO CIVIL

1. casado(a)
2. solteiro(a)

3. separado/divorciado(a)

02.MASCULINO

[11.BRANCA [O2.NEGRA [3.PARDA

4. viuvo(a)
NATURALIDADE PROFISSAO LATERALIDADE

1. destro(a)

2. canhoto(a)

3. ambidestro(a)
SEXO: O1.FEMININO COR:

0O4.AMARELA 0O5.0UTRA

HISTORIA FAMILIAR O1. NAO [O2. SIM

QUEM? IDADE DE INICIO:
OTABAGISMO ( cig/dia) DATA DE INICIO: OBS:
OETILISMO (DOSE ) DATA DE INICIO: OBS:

0 CAFEINA (DOSE ) DATA DE INICIO: OBS:
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O AGUA DE POCO DATA DE INICIO: OBS:

0 CONTATO COM AGROTOXICOS DATA DE INICIO: OBS:
O CONTATO COM PETROQUIMICOS DATA DE INICIO: OBS:
O DERIVADOS LACTEQOS DATA DE INICIO: OBS:

DATA DO INICIO DA DOENGCA (més / ano):

SINTOMA INICIAL: O1.TREMOR [2.RIGIDEZ [3.BRADICINESIA [4.DEPRESSAO [5.0UTRO

SEGMENTO ACOMETIDO INICIALMENTE: OJ1.MSD [0O2.MSE 0O3.MID O4.MIE

MEDICAMENTO

DOSE (n° vezes diaria)

DATA DE INICIO
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OUTRAS DOENGCAS ASSOCIADAS:

EXAMES COMPLEMENTARES:

O TC DE CRANIO O RM DE CRANIO | OUTROS

REALIZA FISIOTERAPIA ? O NAOO SIM

QUANTAS VEZES POR SEMANA? [0 DIARIAMENTE [ TRES VEZES [ DUAS VEZES [ UMA VEZ

TEM ACOMPANHAMENTO FONOAUDIOLOGICO? [0 NAO O SIM

SINTOMAS MOTORES DATA DE INICIO OBSERVAGAO

1 | TREMOR DE REPOUSO

2 | RIGIDEZ

3 | BRADICINESIA “tapping”

4 | INSTABILIDADE POSTURAL

5 | MARCHA
6 | POSTURA
7 | FACIES

8 | MOVIMENTACAO OCULAR

SINTOMAS AUTONOMICOS DATA DE INiCIO OBSERVACAO

1 | SUDORESE

2 | SEBORREIA

3 | SALIVACAO

4 | DISFAGIA
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CONSTIPACAO INTESTINAL

INCONT. URINARIA/FECAL

HIPOTENSAO POSTURAL

IMPOTENCIA COEUNDI

DISTURBIOS DO SONO

DATA DE INICIO

OBSERVACAO

INSONIA

FRAGMENTACAO DO SONO

QUANTAS VEZES ACORDA?

PESADELOS

SONHOS ViVIDOS

PLMD

SONOLENCIA DIURNA

RLS

RSBD

DISTURBIOS
NEUROPSIQUIATRICOS

DATA DE INICIO

OBSERVACAO

DEPRESSAO

ANSIEDADE

ALUCINACOES

DEMENCIA

OUTROS

DATA DE INICIO

OBSERVACAO

S. DISREGULACAO
DOPAMINERGICA

ALTERACAO VISUAL

HIPOFONIA

DISARTRIA

FESTINACAO

HIPOSMIA

CAIMBRA

DOR/ PARESTESIA

DISCINESIAS E FLUTUACOES

DATA DE INiCIO

OBSERVACAO

PICO DE DOSE

FIM DE DOSE
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BIFASICA

WEARING OFF

DELAYED ON

NO ON

ON-OFF

DISTONIA MATINAL

ACINESIA MATINAL

10

ACINESIA NOTURNA

11

FREEZING ON / OFF

12

NAO MOTORAS - ESPECIFICAR

ESCALA DE HOEHN & YAHR

ESCALA DE ATIVIDADES DIARIAS DE SCHWAB E ENGLAND
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MINI EXAME DO ESTADO MENTAL

CLASSIFICACAO:

0 TREMULANTE O RIGIDO ACINETICO O MISTO

AMOSTRAS COLETADAS:

( ) Fezes ( ) Swab Nasal ( ) Sangue ( ) Suor ()
Outro:
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Anexo 3 - Ficha de entrevista com o controle

DOENCA DE PARKINSON - ENTREVISTA COM O CONTROLE

| DATA (da coleta do sangue): / /

NOME

TELEFONE

HOSPITAL / UNIDADE DE SAUDE

PRONTUARIO
XXXXKXX KKK X XXX XKXXXKXXX

DATA NASCIMENTO

ESCOLARIDADE (anos de estudo)

ESTADO CIVIL
1. casado(a)
2. solteiro(a)

3. separado/divorciado(a)

02.MASCULINO

[11.BRANCA [O2.NEGRA [3.PARDA

4. viuvo(a)
NATURALIDADE PROFISSAO LATERALIDADE

1. destro(a)

2. canhoto(a)

3. ambidestro(a)
SEXO: O1.FEMININO COR:

0O4.AMARELA 0O5.0UTRA

HISTORIA FAMILIAR O1. NAO [2. SIM

QUEM? IDADE DE INICIO:
OTABAGISMO ( cig/dia) DATA DE INICIO: OBS:
OETILISMO (DOSE ) DATA DE INICIO: OBS:

[0 CAFEINA (DOSE ) DATA DE INICIO: OBS:
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O AGUA DE POCO DATA DE INICIO: OBS:

O CONTATO COM AGROTOXICOS DATA DE INIiCIO: OBS:
0 CONTATO COM PETROQUIMICOS DATA DE INICIO: OBS:
O TTO GASTRICO DATA DE INICIO: OBS:

DOSE (n°

COMORBIDADE / MEDICAMENTO

vezes diaria)

DATA DE INiCIO
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AMOSTRAS COLETADAS:

( ) Fezes () Swab Nasal ( ) Sangue ( ) Suor ()
Outro:
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