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Resumo

Giacomin, Leticia Carlos. Caracterizacdo do conteido molecular e efeito bioldgico de
exossomos enriquecidos de plasma de pacientes com Doenca de Parkinson. Tese
(Doutorado em Bioquimica) — Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

A doenca de Parkinson (DP) é o segundo tipo de doenca neurodegenerativa mais
comum caracterizada clinicamente por bradicinesia, tremor em repouso, rigidez
muscular e instabilidade postural. Apesar de ainda nao existir, no sangue, um
biomarcador de diagnéstico, molecularmente a doenca é caracterizada pela formacao
de agregados, chamados corpos de Lewy, onde ocorre o acumulo da proteina a-
sinucleina na regido da substancia negra pars compacta. Porém, sabe-se que outras
areas ndo dopaminérgicas, também estdo envolvidas. Estudos recentes indicam o
papel dos exossomos ha comunicacao célula-célula e na progressao da doenca. Os
exossomos sao nanovesiculas envoltas por bicamada lipidica, que podem conter
acidos nucléicos, metabdlitos e proteinas especificas. Dentre os acidos nucléicos
presentes nos exossomos, estdo os RNAs longos ndo-codificantes (RNAINnc). Por isso,
0 objetivo desta tese € caracterizar o conteido molecular e avaliar o efeito bioldgico
de exossomos plasmaticos de pacientes com DP. O estudo envolveu uma coorte com
101 pacientes e 36 doadores saudaveis. Os pacientes foram classificados segundo a
escala de estadiamento Hoehn & Yahr em leve (45,54%), moderado (41,58%) e
avancado (12,88%). A quantidade de a-sinucleina plasmatica, quantificada através do
ensaio ELISA, foi estatisticamente igual entre pacientes e controles. Porém foi
estatisticamente maior nos exossomos dos pacientes. Além disso, 0S ex0Ssomos
plasmaticos foram adicionadas as culturas celulares de HEK293 e H4 e observou-se
um leve aumento na oligomerizacdo e agregacao da a-sinucleina in vivo pelos ensaio
BiFC e pelo modelo de co-transfeccdo de SynT e Sphl, respectivamente. Para
avaliacdo da metaboldmica plasmatica e exossomal, a etapa de pré-tratamento da
amostra, extracdo liquido-liquido, foi otimizada. O método de deteccdo dos
metabdlitos, por cromatografia liquida acoplada a espectometria de massas de ultra
performance, foi validado previamente as analises. Observou-se que a via do
metabolismo de glicerofosfolipideos, a biossintese de hormdnios esteroidais e o
metabolismo do acido araquidbnico estdo relacionadas aos estagios leve, moderado
e avancado da doenca, no plasma, respectivamente. Além disso, o metabolismo de
glicerofosfolipideos também apareceu alterado nas amostras de exossomos

plasmaticos dos pacientes quando comparados com amostras de doadores



saudaveis, mostrando a relevancia do estudo dessa via metabdlica para o melhor
entendimento da DP. Por ultimo, foram realizadas analise de RNAInc por RT-gPCR
para o grupo, em amostras de exossomos plasmaticos. Observou-se que 0os RNAInc
Alpha250, Anti-NOS2A, AntiPegll, E2F4antisense, HOTAIR, lincRNA-RoR e
lINcCRNA-SFMBT2, lincRNA-VLDLR podem estar relacionados ao desenvolvimento da
patologia.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, exossomos, BIiFC, a-sinucleina,

metabolémica, RNA longo ndo-codificante



Abstract

Giacomin, Leticia Carlos. Caracterizacdo do conteudo molecular e efeito biolégico de
exossomos enriquecidos de plasma de pacientes com Doenca de Parkinson. Tese
(Doutorado em Bioquimica) — Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Parkinson's disease (PD) is the second most common type of neurodegenerative
disease clinically characterized by bradykinesia, resting tremor, muscle stiffness and
postural instability. Although there is no diagnostic biomarker in the blood, molecularly
the disease is characterized by the formation of aggregates, called Lewy bodies, where
a-synuclein accumulation occurs in the region of the substantia nigra pars compacta.
However, it is known that other non-dopaminergic areas are also involved. Recent
studies indicate the role of exosomes in cell-cell communication and disease
progression. Exosomes are nanovesicles enveloped by lipid bilayer, which may
contain nucleic acids, metabolites and specific proteins. Among the nucleic acids
present in the exosomes are the long non-coding RNAs (IncRNA). Therefore, the aim
of this thesis is to characterize the molecular content and to evaluate the biological
effect of plasmatic exosomes of patients with PD. The study involved a cohort of 101
patients and 36 healthy donors. Patients were classified according to the Hoehn & Yahr
scale in early (45.54%), moderate (41.58%) and advanced (12.88%). The amount of
plasmatic a-synuclein, quantified by ELISA, was statistically equal between patients
and controls. However, it was statistically higher in patients' exosomes. In addition,
plasmatic exosomes were added to the HEK293 and H4 cell cultures and a slight
increase in oligomerization and a-synuclein aggregation was observed in vivo by the
BiFC assay and by the SynT and Sphl co-transfection model, respectively. For the
evaluation of plasma and exosomal metabolomics, the sample pretreatment step,
liquid-liquid extraction, was optimized. The method of detection of the metabolites, by
liquid chromatography coupled to ultra performance mass spectrometry, was validated
prior to the analysis. It was observed that the glycerophospholipid metabolism
pathway, biosynthesis of steroid hormones and arachidonic acid metabolism are
related to the early, moderate and advanced stages of the disease in plasma,
respectively. In addition, the metabolism of glycerophospholipids also appeared
altered in patients' plasmatic exosome samples when compared to healthy donor
samples, showing the relevance of the study of this metabolic pathway for a better
understanding of PD. Finally, IncRNA analysis by RT-gPCR for the group was



performed on plasmatic exosome samples. It was observed that the IncRNA Alpha250,
Anti-NOS2A, AntiPegll, E2F4antisense, HOTAIR, lincRNA-RoR and IlincRNA-
SFMBT2, lincRNA-VLDLR may be related to the development of the disorder.

Keywords: Parkinson's disease, exosomes, BiFC, a-synuclein, metabolomics, long

non-coding RNA.
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1. INTRODUCAO
1.1DOENCA DE PARKINSON
1.1.1 Epidemiologia da Doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) foi descrita pela primeira vez em 1817 pelo médico
inglés James Parkinson, em sua publicacdo “An Essay on the Shaking Palsy”
(PARKINSON, 2002). E a segunda doenca neurodegenerativa mais comum, superada
apenas pela doenca de Alzheimer (DE LAU; BRETELER, 2006). A idade de inicio é
por volta dos 60 anos (OLANOW et al., 2009), havendo uma estimativa de que 1 a 2%
dos individuos acima desta idade sejam afetados pela DP (DE LAU; BRETELER,
2006), sendo que no Brasil foi encontrada uma prevaléncia de 3,3% (BARBOSA et al.,
2006). Ocorre em aproximadamente 0,3% da populacdo, afetando 5 milhdes de
pessoas em todo o mundo (OLANOW et al., 2009) e sua incidéncia varia de 8 a 18
por 100.000 pessoas por ano (DE LAU e BRETELER, 2006). Devido ao
envelhecimento populacional, espera-se um aumento expressivo da prevaléncia da
DP nas proximas décadas, com grande impacto social e econémico (DE LAU e

BRETELER, 2006; OLANOW et al., 2009).
1.1.2 Avaliacéo clinica e sintomas da Doenca de Parkinson

A DP é caracterizada por quatro sinais cardinais, sendo eles a bradicinesia
(lentiddo ao se inciar os movimentos), rigidez muscular, tremor em repouso e
instabilidade postural. Seu diagnostico € essencialmente clinico, baseando-se na
presenca de bradicinesia e de pelo menos um dos sinais citados anteriormente
(HUGHES et al., 1992). Aliado ao parkinsonismo, a combinacdo de algumas
caracteristicas clinicas contribuem para uma melhor acuracia diagnostica, a exemplo
da presenca de tremor em repouso, distribuicdo assimétrica dos sintomas e boa
resposta ao tratamento de reposi¢cao dopaminérgica, baseado na levodopa (HUGHES
et al., 1992; OLANOW et al., 2009).

Os sintomas séo geralmente categorizados em motores e ndo-motores, e alguns
sintomas podem ser provocados ou agravados pelo tratamento dopaminérgico
(SVEINBJORNSDOTTIR, 2016). O diagndstico € definido seguindo o critério do UK
Parkinson’s Disease Society Brain Bank (tabela 1, HUGHES et al., 1992).
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Tabela 1 Critério de diagndstico clinico segundo a UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank.
O diagndstico é feito seguindo os 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.

Critério de diagndstico clinico segundo a UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank
12 Passo: Diagndstico 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 disfungao visual primaria, vestibular, cerebelar ou proprioceptiva
22 Passo: Critério de exclusdo para doenga de Parkinson
Histdrico de acidente vascular cerebral com progressao para caracteristicas parkinsonianas
Historico de traumatismo craniano
Histdérico de encefalite definitiva
Crises oculogiricas
Tratamento com neurolépticos no inicio dos sintomas
Mais de um parente afetado
Remissdo sustentada
Estritamente de caracteristicas unilaterais , apds 3 anos
Paralisia supra- nuclear
Sinal cerebelar
Envolvimento autondmica severo inicial
Demeéncia grave inicial com perturbag¢Ges da memdria, linguagem e prdxis
Sinal de Babinski
Presenca de tumor cerebral ou hidrocefalia comunicante em tomografia computadorizada
Resposta negativa para grandes doses de levodopa (excluidos se ma absorcao)
Exposicao a MPTP
392 Passo: Critério de suporte positivo prospectivo para doenca de Parkinson
(trés ou mais sdo necessario para definir o diagnoéstico de doencga de Parkinson)
Comego unilateral
Presenca de tremor em repouso
Desordem progressiva
Assimetria afetando lado de inicio mais persistente
Excelente resposta ( 70-100% ) para levodopa
Coreia induzida por levodopa
Resposta levodopa por 5 anos ou mais
Curso clinico de 10 anos ou mais

Os sintomas ndo motores s&o classificados em: distarbios nas funcgbes
autonbmicas, disturbios do sono, distarbios cognitivos e psiquiatricos e sintomas
sensoriais. Sintomas gastrointestinais sdo comuns. Ocorre a diminuicdo da mobilidade

do trato gastrointestinal com sintomas, tais como, plenitude pés-prandial e retencéo

23



gastrica, porém, transito intestinal lento e constipacdo sado de longe mais comuns,
ocorrendo em 70-80% dos casos (JOST; ECKARDT, 2003; JOST, 2010).

Uma variedade de disturbios do sono pode aparecer em aproximadamente dois
tercos dos pacientes sendo afetados (MEHTA et al. 2008). Elas incluem desordens no
comportamento do sono REM, onde os pacientes agem conforme seus sonhos e até
chutam durante a noite quando estdo sonhando. Apneia obstrutiva do sono, quando a
respiracdo para, também est4 bem relacionada a doenca (MONDERER; THORPY
2009).

Deterioracao cognitiva e deméncia sdo comuns na DP e podem ocorrer no inicio e
com a doenca ja avancada (WILLIAMS-GRAY et al., 2006). Depresséo, ansiedade
assim como sintomas sensoriais também sdo sintomas muito recorrentes na doenca.
Perda do olfato acontece em 80% dos pacientes e costuma aparecer antes dos
sintomas motores (DOTY et al., 1988).

Sintomatologicamente, os pacientes podem ser classificados em escalas. Uma
escala muito utilizada é a de Hoehn & Yahr modificada (H&Y), que classifica os
pacientes com DP em estagios, de acordo com a distribuicdo corporal dos sintomas e
o nivel de incapacidade, indicando a gravidade da doenca. Individuos no estagio 1
sdo levemente comprometidos, enquanto no estagio 5 estéo restritos a cadeira de

rodas ou ao leito, como descrito na tabela 2 (GOETZ et al., 2004).

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 estdo restritos a cadeira de rodas ou ao leito (GOETZ et al., 2004).

Escala de Estadiamento de Hoehn e Yahr Modificada

¢ Estagio 0 = Nenhum sinal da doenca.

e Estagio 1 = Doenca unilateral.

e Estagio 1,5 = Envolvimento unilateral e axial.

e Estagio 2 = Doenca bilateral, sem comprometimento do equilibrio.

e Estagio 2,5 = Doenca bilateral leve, com recuperagdo no teste de puxar o paciente
pelas costas.

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

¢ 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.
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Outra escala muito utilizada para acompanhamento de pacientes com DP € a
Schwab e England (SE) que analisa o grau de dependéncia para realizar atividades
do dia-a-dia dos parkinsonianos em porcentagem (Tabela 3, RAMAKER et al, 2002).

Tabela 3 Escala de Atividades Diarias 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 (RAMAKER et al, 2002).

Escala de Atividades Diarias de Schwab e England
100% - Completamente independente. Capaz de realizar todas as atividades didrias sem
lentiddo, dificuldade ou comprometimento. Essencialmente normal.
90% - Completamente independente. Capaz de realizar todas atividades didrias, com algum
grau de lentidao, dificuldade e comprometimento. Pode demorar o dobro. Comecando ficar
consciente da dificuldade.
80% - Completamente independente na maioria das atividades. Demora o dobro. Consciente
da dificuldade e lentidao.
70% - Nao completamente independente. Maior dificuldade em algumas atividades. Trés a
guatro 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.

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

20% - Nada realiza sé. Pode ser auxiliado em algumas atividades. Invalidez severa.

10% - Totalmente dependente, desamparado. Completamente invélido.

0% - Auséncia de controle de fungGes vegetativas como degluti¢do, micgdo e evacuagao.
Restrito ao leito.

1.1.3 Tratamento da Doenca de Parkinson

O tratamento da DP é sintomatico e envolve essencialmente a reposicao da
dopamina ou a supressdo de oscilagbes neuronais patologicas por estimulacéo
cerebral profunda, através de implante cirdrgico (ANTONY et al., 2013). Com uma
etiologia multifatorial, ndo h& tratamento disponivel que possa curar ou parar a
progresséo da doenga.

A levodopa, prodroga da dopamina, € a terapia padrdo inicial para os pacientes.
Inicialmente, a resposta € boa (SVEINBJORNSDOTTIR, 2016). Porém, em
consequéncia das complicacbes a longo prazo, ha uma tendéncia a se protelar a
utilizagéo da levdopa, particularmente nas fases pouco sintomaticas da doencga. Se a
opcao for pela nédo utilizacado da levodopa, teremos disponivel para uso inicial uma

das seguintes drogas, isoladamente ou em combinacdo: inibidores monoamina
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oxidase tipo B (MAO B), anticolinérgicos (biperideno ou triexifenidila), amantadina e
agonistas dopaminérgicos (bromocriptina, pergolida, pramipexol; FERRAZ; BORGES,
2002).

A fisioterapia e a terapia ocupacional tém um papel importante no tratamento da
DP, especialmente naqueles pacientes com disturbio acentuado do equilibrio e da
marcha (DE ANGELIS et al., 1997).

1.1.4 Etiologia da Doenga de Parkinson

Em relacdo aos aspectos patoldgicos, a DP é caracterizada pela degeneracdo dos
neurdnios dopaminérgicos da substancia negra pars compacta, juntamente com a
presenca de inclusdes proteicas intracitoplasmaticas, conhecidas por corpos de Lewy
(CL) e neutritos de Lewy (NL). Outras areas nao dopaminérgicas também estao
envolvidas, como neurdnios colinérgicos do nucleo basal de Meynert, neurbnios
noradrenérgicos do locus ceruleus, neurdnios serotoninérgicos da rafe, bem como
neurénios do cértex cerebral, tronco encefélico, medula espinhal e sistema nervoso
autonébmo periférico (FORNO, 1996). Ha relatos de que os sintomas motores se
iniciam quando ha cerca de 50 a 60% de degeneracdo neuronal na substancia negra
e aproximadamente 80% de deplecdo dopaminérgica (WIRDEFELDT et al., 2011).

Apenas de 5-10% dos casos de DP apresenta-se como uma forma de heranca
mendeliana, ou seja, aproximadamente 90-95% dos casos da doenca sao
esporadicos. A contribuicdo genética para DP nao tinha sido levada em consideracéo
até o inicio da década de 1990. No entanto, 15 anos ap0s a identificacdo do primeiro
gene relacionado com a forma dominante da doenca, descobriu-se que diversas
regides cromossémicas estao relacionadas com a DP (KLEIN; WESTENBERGER,
2012). Apenas seis destas regides tém os genes descritos, sendo eles: SNCA (a-
sinucleina) e LRRK2, PINK1, PARK7 (DJ-1), ATPase tipo 13A2 (ATP13A2) e PARK2
(Parkin).

As caracteristicas clinicas da DP de inicio precoce estdo associadas com
alteragbes em PINK1, Parkin e DJ-1, que estdo todos direta ou indiretamente
envolvidos em mecanismos de estresse oxidativo. As mutagbes em a-sinucleina
normalmente causam rapida progressdao da DP com formacdo generalizada e
abundante dos corpos de Lewy. Mutacdes em LRRK2 acometem cerca de 30-70% de
pessoas com a doenca na idade de 80 anos, e normalmente levam a um inicio tardio

da DP associado a formacao de corpos de Lewy, tipico da patologia (SINGLETON et
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al., 2013; OZELIUS et al., 2006; GOLDWURM et al., 2007). Finalmente, mutacdes em
ATP13A2 causam uma forma atipica de DP com deméncia, relacionada a sindrome
de Kufor-Rakeb (RAMIREZ et al., 2006). Dentre todas as regides cromossdmicas

suspeitas, 18 ganharam o status de loci 'Park’ (Tabela 4).

Tabela 4 Regides génicas e genes relacionados a DP (Adaptado de ANTONY et al., 2013). De
todos os genes que foram propostos como potenciai fatores genéticos para a DP, apenas o subgrupo
listado aqui ganhou o status oficial de loci PARK. A coluna “herenca” resume os modelos de heranga,
denominados atoss6mica dominate (AD), autossdmica recessiva (AR) e modos desconhecidos de
heranca (NI, ndo identificado). A coluna “Associagdo com DP” resume a frequéncia génica populacional
em associagao com a DP. Em contraste com fatores genéticos “raro” e “comum?”, “fatores de risco” néo
séo sufucientes para causar a doenca, mas estao associados ao seu risco.

Associacdo

Locus Gene Heranga com DP Cromossomo Descrigdo do produto génico

PARK1 SNCA AD Comum 4921 Quatro mutagdes pontuais em d-sinucleina

PARKZ Parkin AR Comum 6g26.2-27 E3 ubiquitina ligase, 150 mutagbes incluindo
mutages pontuais, delegfes e insergles

PARKZ Unknown AD Rara 2p13 NI

PARK4 SNCA AD Comum 4p15 Duplicagdo ou triplicaciio de d-sinucleina

PARKS UCHL1 AD Rara 4pl14 Ubiquitina c-terminal hidrolase L1, mutagdo pontual dnica

PARKE PINK1 AR Comum 1p35-36 Serina/treonina cinase mitocondrial indutore e PTEN > 60
mutagtes incluindo mutacies pontais e raramente

deleges e insergdes

PARK7 DJ-1 AR Comum 1p36 Chaperona molecular redox dependente; > 10 mutagtes,
incluindo, mutagBes pontuais, insergdes e duplicagies

PARKE LRRKZ AD Comum 1212 Cinase com repeticties ricas em leucina; mutag8es pontuais como
causa mais frequente de DP

PARK9 ATP13A2 AR Comum 1p36 ATPase tipo-P neutonal, DP atipica .

PARK10 Unknown NA Fator de risco  1p32 NI

FPARK11 'GIGYF2? AD Rara ourisco  2q36-37 N3o confirmado

PARK12 Urnknown MA Fator de risco  Xg21-25 NI

PARK13 OmifHTRAZ AD? Rara ourisco  2pi12 Serina protease mitocondrial, mutages pontuais

PARK14 PLA2GE AR Rara 229131 Fosfolipase A2, DP atipica

PARK1S FEXO7 MNA Fator de risco 22q12-13 E3 ubiguitina ligase, do atipica

FPARK16 Unknown NA Fator derisco  1qg32 NI _ _

PARK17 VP535 AD Rara 16g11.2 Proteina vacuolar 35, mutagtes pontuais

PARK18 EIF4G1 AD Rara 39271 Fator 4 gama 1 iniciador da translacdo de eucariotos

mutagties pontuais

No entanto, esta bem estabelecido que os fatores ambientais e genéticos estao
correlacionados a fenétipos celulares, considerados como “marcas registradas da DP”
(em inglés, Hallmarks of PD, figura 1). De fato, a exposi¢ao a certos pesticidas como
1-metil-4-fenil-1,2,3,6,-tetrahidropiridina  (MPTP) ou paraquat, resultam na
degeneracéao de neurdnios dopaminérgicos e parkinsonismo crénico (DI MONTE et al.
2002).

Embora a etiologia da DP esteja associada com diferentes disfuncdes

celulares, esses sao 0s possiveis fatores iniciadores.
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Espécies reativas de oxigénio e metais Disfuncdo mitocondrial

Apoptose Homeostase de calcio

|

“ Mau enovelamento de proteinas i Disfuncdo sindptica

I Neuroinflamac3o I Lisossomo e proteassomo

Figura 1 Marcas celulares caracteristicas da DP ja registradas (Adaptado de ANTONY et al.,
2013). Todos os subtipos da DP podem se dividir fenétipos celulares comuns. Correla¢gBes entre os
fendtipos celulares representados e a progressdo da doenga foram estabelecidos. Em contraste, os
mecanismos cronolégicos relativos a cada subtipo celular ainda ndo foram esclarecidos.

O mau enovelamento de proteinas esta relacionado a mutacées no gene da
a-sinucleina, que é a principal proteina componente de corpos de Lewy, a marca
patolégica da doenca ndo sé no cérebro dos portadores da mutacdo, mas também
nagueles com sua forma esporadica. A desenovelamento da proteina é resultante de
substituicbes de aminoacidos ou superexpressdo génica, podendo levar a
oligomerizacéo, fibrilacdo, agregacdo e consequente neurodegeneracao posterior.
Agregados de a-sinucleina (sob a forma de corpos de Lewy) interferem nas funcdes
dos microtubulos, causando disfungéo sinéptica e outras interrupcdes da homeostase
neuronal (SHENG; CAlI, 2012).

1.1.5 a-sinucleina

A a-sinucleina pertence a uma familia com trés diferentes produtos génicos:
além da a-, B- e y-sinucleina. Estas proteinas foram descritas em vertebrados, e
parecem ser altamente conservadas entre espécies de vertebrados distantes
(MAROTEAUX et al., 1988; JAKES et al., 1994; GEORGE et al., 1995). A a-sinucleina
foi descoberta pela primeira vez no orgéo elétrico de Torpedo californica, e chamada
de sinucleina devido sua localizagdo celular ser no interior dos terminais nervosos
sinapticos, e dentro do compartimento nuclear (MAROTEAUX et al., 1988). No
entanto, a-sinucleina ndo foi consistentemente encontrada no ndcleo em varios

estudos subsequentes, e este ainda é um assunto em discussao.
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A a-sinucleina é uma proteina pequena de 140 aminoacidos, intrinsecamente
desordenada, altamente carregada negativamente, termicamente estavel e,
funcionalmente, apresenta-se em trés dominios. O dominio N-terminal é uma regido
altamente conservada com uma seérie hexamérica (KTKEGV) que se repete. Todas as
mutacOes familiares descritas estdo localizado no dominio N-terminal, sugerindo que

esta regido possui uma importante funcao (Figura 2).

] I 1] 1 1 I ] ] ] |
l N-terminal NAC I C-terminal
1 60 95 140

Figura 2 a-sinucleina humana. Representagdo esquemética da estrutura da a-sinucleina humana,
mostrandos os trés dominios distintos: N-terminal, componente nao-B-amiloide (NAC) e C-terminal.
Posicdo dos amino&cidos indicada na parte inferior. Caixas verdes representam as repeticdes
hexaméricas KTKEGV. Adaptado de GALLEGOS et al., 2015.

O dominio hidrofébico central da a-sinucleina também é referido como a regido
NAC (componente ndo-B-amiloide). Esta regido amiloidogénica tem a capacidade de
alterar a conformacao de random coil para estrutura em folha 8 (SYKES et al. 1990;
SERPELL et al., 2000), e formar AB-like protofibrilas e fibrilas (HARPER et al., 1997;
HARPER et al., 1999). A regido C terminal € a menos conservada na familia das
sinucleinas e é varidvel em tamanho e sequéncia. Este é um dominio altamente acido
composto por residuos de prolina, glutamato e aspartato (AMER et al., 2006), e foi
proposto para conferir atividade semelhante a chaperona a proteina (KIM et al., 2000;
SOUZA et al., 2000; PARK et al., 2002).

Compreender os mecanismos envolvidos no processo de agregacdo da a-
sinucleina é crucial para identificar as espécies toxicas que desencadeiam doencas.
Um conceito amplamente aceito é a hipétese de que os oligbmeros de a-sinucleina e
as protofibrilas sdo as espécies citotoxicas, e que os agregados insolUveis maiores
séo citoprotetores (CAUGHEY et al.,, 2003; WINNER et al., 2011). Como afirmado
acima, a a-sinucleina € uma proteina desordenada em solucdo. Esta falta de estrutura
secundaria e terciaria definida permite que ela adote multiplas conformagdes. Assim,
ainda néo esta claro como a forma nativa da a-sinucleina adquire uma estrutura que
€ propensa a agregacdo. Ainda ndo se sabe exatamente quais das espécies de a-

sinucleina sédo responséaveis pela citotoxicidade celular e neurodegeneracéo.
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A disfuncéo da via de degradacdo molecular e das organelas é mais uma marca
da DP, e fortes evidéncias indicam interagdes funcionais entre o sistema ubiquitina-
proteassoma e a autofagia (KOROLCHUK et. al.,, 2010; CHU et. al.,, 2009).
Considerando que os dois sistemas de degradacao estdo envolvidos na depuracao
de proteinas desenoveladas, uma forma especial de autofagia, também conhecido
como mitofagia, remove mitocéndrias defeituosas das células (LEE et. al., 2012). Na
DP, a disfuncéo destes sistemas de depuracéao facilita o acimulo de a-sinucleina e
mitocondrias defeituosas. Estudos recentes demostraram que formas mutadas da a-
sinucleina podem inibir a sua propria degradacédo por atofagia (MARTINEZ-VICENTE
et. al., 2008).

1.1.6 Modelos celulares para estudo de agregacao da a-sinucleina

Como a agregacdo da a-sinucleina é uma das caracteristicas das
sinucleinopatias, o estudo deste processo €é crucial para compreender 0s mecanismos
patolégicos subjacentes a formacdo dos CLs. Varios modelos celulares foram
desenvolvidos na tentativa de estudar este aspecto. No entanto, ao contrario de
muitas proteinas propensas a agregar, a-sinucleina ndo agrega prontamente quando
superexpressa em culturas celulares.

E provavel que a auto-interacdo de a-sinucleina em dimeros seja o evento
primario subjacente a formacdo de espécies de maior massa molecular. Entdo, a
formacao dos dimeros, é o passo inicial limitante da agregacdo da a-sinucleina
(KRISHNAN et al., 2003; ROOSTAEE et al., 2013). Portanto, mimetizar as etapas
iniciais de agregacdo da proteina nas células é de grande interesse. Uma abordagem
para permitir a visualizacdo de dimeros de proteinas em células vivas € o ensaio de
complemento de fluorescéncia bimolecular (BiFC; KERPPOLA, 2006). Este sistema
envolve a associacdo de dois fragmentos ndo fluorescentes (VN-a-sinucleina e a-
sinucleina-VC) de uma proteina fluorescente, reconstituindo o fluoréforo funcional
(VENUS). Este método permite a visualizacao direta de interacdes proteina-proteina

no contexto de uma célula viva e, portanto, sua localizacéo subcelular (Figura 3).
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Figura 3 Modelo esquemético de agregacéo da a-sinucleina. Sumario dos modelos de agregacéo
da a-sinucleina. (a) Proposta do mecanismo de agregacdo da a-sinucleina. (b) Representacao
esquematica do Venus BiFC. Esse modelo permite uma visualizac¢o in vivo de um sistema complexo.
aSyn: a-sinucleina.

O ensaio BiFC foi aplicado para o estudo da oligomerizacédo da a-sinucleina por
fusdo de cada um dos fragmentos de proteina fluorescente pelo o N- e/ou C-terminal.
Quando a a-sinucleina interage e forma dimeros e/ou oligbmeros, os dois fragmentos
nao fluorescentes podem gerar fluorescéncia. Dimeros e oligbmeros da a-sinucleina
sdo detectados também no nucleo da célula, e essas espécies levaram a um aumento
da citotoxicidade (OUTEIRO et al., 2008).

Outro modelo celular Gtil no estudo da agregacao da a-sinucleina consiste na
co-expresséao da proteina ligada a um fragmento truncado néo fluorescente de EGFP
(proteina verde fluorescente aumentada, do inglés, “Enhanced Green Fluorescent
Protein”; SynT) juntamente com Synphilin-1 (Sph1; MCLEAN et al., 2001), como pode
ser observado pela analise da figura 4. Esse constructo permite a visualizacdo de
inclusdes de a-sinucleina citoplasmaticas semelhante aos encontrado nos CL, apés

imunocoloracgao.
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Figura 4 Modelos de agregacao da a-sinucleina utilizados em culturas celulares. Co-expressao
de SynT com Sphl leva a expressdo de inclus6es no citosol. Os 83 aminoacidos do EGFP sao
fusionados a porcdo C-terminal da a-sinucleina. Sphl, caixas azuis: repeticdes tipo anquirina; caixa
verde: dominio tipo coiled coil; caixa laranja: sitio de ligacdo ao ATP, GTP. EGFP: proteina verde
fluorescente aumentada, do inglés, “Enhanced Green Fluorescent Protein”.

Sphl é uma proteina com 919 aminoacidos, composta por diferentes dominios.
Existe predominantemente como uma proteina de 90 kDa, mas também pode ocorrer
como uma isoforma de 120 kDa. Fragmentos menores de Sphl também sé&o
detectados no cérebro humano, e pode representar formas proteoliticas processadas,
ou espécies alternadamente processadas (MURRAY et al., 2003).

A Sphl é uma proteina neuronal, enriqguecida em terminais nervosos pré-
sinapticos (RIBEIRO et al., 2002) e foi identificada pela primeira vez como uma
proteina que interage com a-sinucleina em um estudo em levedura (ENGELENDER
et al.,, 1999). Isto também foi confirmado por estudos em células de mamiferos
(KAWAMATA et al., 2001), onde co-expressao de um dominio de a-sinucleina e Sphl
resultou na formacdo de inclusdes citoplasmaticas que se assemelham a CLs
(ENGELENDER et al., 1999). Como consequéncia, foi considerado um gene
candidato relacionado a DP (uma vez que se liga a a-sinucleina, potencializa sua
agregacao e esta presente em CLs). Usando este modelo, foi mostrado que alteracdes
no C-terminal da a-sinucleina pode aumentar o seu potencial para formar inclusées
intracelulares, pois isso ndo se deve simplesmente pelo fragmento de EGFP usado. A
fusdo do mesmo 83 aminoacidos de EGFP com tubulina ou a sinaptofisina ndo induziu
a formacéao de inclusdes proteicas (MCLEAN et al., 2001).

Todos esses modelos de células tém suas limitagdes, uma vez que nenhum
ensaio baseado em células € capaz de recapitular a fisiologia in vivo da a-sinucleina
(ASTASHKINA et al, 2012). Contudo, facilitam a interpretacdo do efeito do

eventos/vias, mutacbes ou drogas/pequenos compostos, na agregacdo da a-
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sinucleina e, portanto, sdo extremamente valiosos para esses estudos. De qualquer
forma, outros métodos para o diagndstico precoce da doenca sdo claramente

necessarios.
1.1.7 Modelos de propagacéo sugeridos para DP

Nos ultimos anos, houve um aumento de estudos que tentam estabelecer uma
analogia entre as doencas pridnicas com sinucleinopatias, sugerindo que a-sinucleina
pode se comportar de uma maneira semelhante a um prion. A proteina do prion (PrP)
pode agir tanto de maneira normal quanto como agente patogénico infeccioso
(PRUSINER 1982). Os patégenos podem se espalhar/transmitir dentro e entre
espécies apos alteracdes na conformacédo da proteina: a forma celular de PrP (PrPC)
é rica em a-hélices, e converte-se na forma de scrapie (PrPS¢) que € rico em estrutura
de folha B. Além disso, o PrPS¢ atuard como um indutor e recrutard PrP¢ em
agregados, desencadeando sua conversdo em PrPs¢ (RIEK et al., 1996; WILLE et al.,
2009). No entanto, nas sinucleinopatias, a terminologia do tipo prion indica que a-
sinucleina pode compartilhar algumas caracteristicas com prions, como a
propagacédo, embora sem ter propriedades infecciosas.

Além disso, de acordo com a hip6tese de Braak, a topografia e a presenca de
CL esta correlacionada com a extensdo e gravidade dos sintomas da DP. O
aparecimento cronolégico dos sintomas da DP comeca com uma fase pré-sintoméatica
caracterizada por perdas olfativas, disturbios do sono e constipacéo (onde os CLs/NLs
sdo restritos ao sistema entérico periférico, bulbo olfatério e tronco cerebral caudal),
seguido da fase de sintomas motores (patologia de Lewy aparece no sistema
nervoso). A fase final é caracterizada por declinio cognitivo e sintomas psiquiatricos
(os CLs atingem a neocértex; BRAAK et al., 2003) Os estagios da hipétese de Braak

estdo ilustrados na figura 5.
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Figura 5 Espalhamento da a-sinucleina. Os estagios de Braak levantam a hip6tese de que a DP se
inicia no bulbo olfatério e se dispersa para as regides corticais (DOTY 2012).

Enxertos de neurdnios mesencefalicos embrionarios em pacientes com DP
foram encontrados apresentando CLs anos ap6s o transplante (KORDOWER et al.,
2008; KORDOWER et al., 2008; BRUNDIN et al., 2010), de forma a confirmar a
hipotese proposta por Braak (BRAAK et al., 2006). A capacidade da a-sinucleina
fibrilar de se autopropagar e espalhar, sugere que as transmissdes celulares
desempenham um papel na progresséo da doenca (BRAAK et al., 2003; ANGOT et
al., 2010).

Uma Unica injecdo intrastriatal de a-sinucleina desenovelada em camundongos
foi capaz de iniciar uma cascata neurodegenerativa pelo acumulo de CLs/NLs
intracelulares, perda dos neurbnios e comprometimento da coordenacdo motora.
Assim, a a-sinucleina é suficiente para induzir as caracteristicas comportamentais e
patoldgicas da DP esporéadica (LUK et al., 2012). De acordo com a hipétese de Braak,
um estudo recente mostrou que em camundongos injetados com fibrilas de a-
sinucleina no bulbo olfatério foi capaz de se espalhar gradualmente a partir do local
injetado para mudltiplas regides cerebrais olfativas e n&o-olfativas que sédo afetadas
pela DP (REY et al., 2016). Outro estudo interessante mostrou que o tratamento
intragastrico administrando rotenona (um inibidor do complexo | da cadeia respiratorio
mitocondrial) induz um acumulo progressivo de a-sinucleina no sistema nervoso
entérico, surgindo sequencialmente no nucleo motor dorsal do nervo vago, medula

espinhal e sistema nervoso em camundongos (PAN-MONTOJO et al., 2010). Essas
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observacdes reforcam a ideia de que a DP pode comecar na periferia e progredir até
atingir o cérebro.

Evidéncias convergentes sugerem que a a-sinucleina liberada € captada por
células neuronais. Estd presente no liquido cefalorraquidiano (CSF), plasma
sanguineo e saliva, em pacientes normais e afetados (EL-AGNAF et al., 2003; EL-
AGNAF et al. 2006; AL-NIMER et al., 2014). O mecanismo pelo qual a a-sinucleina é
liberada ainda ndo esta claro. Assim, a melhor compreensdo dos mecanismos
envolvidos seria importante para a potencial identificacdo de novos biomarcadores e
alvos para a intervencao terapéutica. Foi proposto que a transferéncia da a-sinucleina
pode ocorrer via liberacdo direta, exossomos, endocitose e nanotubos de tunelamento
(WALES et al., 2013; Figura 6).

Exossomos ™\
(

Penetragdo
direta

/ \ Nanotubos de

o () tunelamento
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Endocitose\\ - Trans-sinaptica

Morte celular

Figura 6 Mecanismos propostos de propagacdo da a-sinucleina. Muitos mecanismos tem sido
propostos para a transferéncia da a-sinucleina entre os neur6nios e inducdo da doenca em outras
regides cerebrais. Uma vez liberados para o meio extracelular, via exocitose ou exossomos, essas
espécies podem entrar em outros neurdnios por penetracdo direta ou endocitose. Os dois outros
mecanismos possiveis envolvem interagdo direta entre o hospedeiro e a célula e podem ocorrer pela
formagdo de nanotubos de tunelamento ou via transmisséo trans-sinaptica. ASYN: a-sinucleina.
Adaptados de WALES et al., 2013.

Nesta tese iremos estudar mais detalhadamente o papel dos exossomos na

propagacéo da DP.
1.2EXOSSOMOS

Exossomos sao vesiculas esféricas de 30 a 100 nm que sao liberadas para o
espaco extracelular por diversos tipos de células e desempenham variados tipos de
funcdes (MATHIVANAN; SIMPSON, 2010; TRAJKOVIC et al., 2008). Assim como as
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microvesiculas, os exossomos também transportam biomoléculas das células de
origem (SARKAR et. al., 2009). Juntos, eles séo citados como vesiculas extracelulares
e podem ser distinguidos ndo apenas pelo seu tamanho, mas também pela sua
origem. Ao contrario das microvesiculas que sao liberadas da membrana plasmatica
(LEE et. al., 2012; RAPOSO; STOORVOGEI, 2013; Figura 7), 0S exossomos sao
formados por um brotamento do endossomo tardio e encapsulam diversas proteinas
celulares (HANNAFON; DING, 2010; BOBRIE et al., 2011). Os endossomos tardios
sdo empacotados com varias dessas vesiculas e sdo geralmente mencionados como
corpos multivesiculares (CMV). Os CMVs séo destinados a fusdo com os lisossomos,
gue levam a degradacédo do conteudo das vesiculas, ou a membrana plasmatica que
permite que os exossomos sejam liberados no espaco extracelular. A formacao
dessas vesiculas € um processo regulado que envolve a organizacdo da membrana
endossomal em dominios que séo altamento enriquecidos por uma classe especifica
de proteinas de membrana, chamadas de tetrasparinas. Muitos membros da familia
das tetrasparinas que incluem CD9, CD63 e CD81 sao altamente presentes nos
ex0ssomos e servem como marcadores para estas vesiculas (GUPTA; PULLIAM,
2014).

Em relacdo a sua composi¢do, 0S exossomos possuem proteinas necessarias
para o seu transporte e fusédo (anexinas, proteinas Rab, flotilina), proteinas associadas
a biogénese dos CMV (Alix, TSG101), proteinas de choque térmico (Hsp70, Hsp90)
(OHNO et al., 2013), como ilustra a figura 8. Essas vesiculas também podem carrear
uma variedade de proteinas do citoesqueleto (actina, tubulina, cofilina) e enzimas
metabdlicas (GAPDH e piruvato cinase). Adicionalmente, a membrana exossomal é
enriquecida com lipis-rafts, que incluem colesterol, esfingolipideos, ceramida e
glicerolfosfolipideos contendo cadeias longas e saturadas de &cidos graxos.
Curiosamente, 0os exossomos secretados a partir de células apresentadoras de
antigenos, tais como células dendriticas, também apresentam complexos de
histocompatibilidade principais funcionais (MHC | e IlI) na sua superficie (UTSUGI-
KOBUKAI et. al., 2003; LUKETIC et. al., 2007).
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Figura 7 Liberacdo das microvesiculas e dos exossomos. As microvesiculas sdo liberadas
diretamente da membrana plasmatica, enquanto os exossomos séo liberados pela fusdo dos corpos
multivesiculares com a membrana plasmatica. Outros corpos multivesiculares podem se fusionar aos
lisossomos. As bolas vermelhas representam as clatrinas associadas as vesiculas na membrana
plasmética ou clatrinas cobrindo a membrana dos endossomos. CMV: Corpos multivesiculares; CCV:
Vesiculas cobertas por clatrina, do inglés “covered clathrin vesicles”. Adaptado de RAPOSO;
STOORVOGEL, 2013.
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Figura 8 Conteldo dos exossomos. Os exossomos possuem em sua membrana proteinas
especificas das células de origem, bem como as chamadas tetraspaninas (CD9,CD63,CD81 e CD82)
gue sao consideradas marcadoras de exossomos em amostras purificadas. Estas nanovesiculas
também podem conter micro RNAs (miRNA), Epstein Bar Virus (EBV), proteinas de choque térmico,
RNAs longos néo codificantes (RNAIncs), dentre outras moléculas. Adaptado de MECKES et al., 2011.
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Séo liberados tanto sob condicdes fisiologicas quanto patolégicas e garantem
a comunicacdo intercelular entre células de diferentes linhagens. Inicialmente,
imaginou-se que seriam vesiculas que carregariam apenas contedudo desnecessario
para as células de origem (GUPTA; PULLIAM, 2014). Essas observacfes
rapidamente mudaram as percepcfes sobre os exossomos para mensageiros da
comunicagdo celular. Nos ultimos anos, os achados relativos aos exossomos
mostraram sua atuacado ndo apenas como potenciais biomarcadores para diversas
doencas, mas também como um mecanismo para o desenvolvimento de muitas
condi¢Bes patologicas (GUPTA; PULLIAM, 2014).

1.2.1 Exossomos na Doenca de Parkinson

Assim como para as outras doencas neurodegenerativas, sabe-se que 0s
exossomos estdo envolvidos no transporte de a-sinucleina para o espaco extracelular
e a propagacao de oligbmeros toxicos para neurdnios ndo afetados (DANZER et. al.,
2012). A captacdo da a-sinucleina esta relacionada com a inducdo de morte celular
em neurbnios saudaveis (EMMANOUILIDOU et. al., 2010), destacando o papel
dessas vesiculas na patogénese das doencas neurodegenerativas. Além disso,
estudos recentes mostraram que o papel dos exossomos na patogénese da DP se
baseia na presenca das formas mutantes de diversas proteinas envolvidas em vias
endociticas, tais como LRRK2 e a proteina vacuolar 35 correlacionados com a doenca
(RUSSO et. al., 2012). LRRK2, por exemplo, foi visto regulando a transmissao
sinptica e sua superexpressdo esta associada com a supressdo da endocitose e
exocitose das vesiculas sinapticas nos neurdnios (XIONG et. al., 2010). Além disso,
mutacdes em LRRK2 levam a um aumento anormal no numero de CMV
morfologicamnete distintos (ALEGRE-ABARRATEGUI; WADE-MARTINS, 2009). A
formacgéo de um grande nimero de CMVs pode potencialmente levar ao acimulo de
exossomos contendo a forma téxica da proteina a-sinucleina e auxiliar na propagacéo
da doenca.

Recetemente foi descoberto que os exossomos ndo contém apenas proteinas,
mas também pequenas moléculas (metabdlitos), alvo de estudo da metabolémica;
além de transcritos de RNA mensageiro (RNAm) assim como micro RNA (miRNA) e
RNA longo néo-codificante (RNAInc; VINCIGUERRA; STUTZ, 2004). Produtos de vias
de sinalizagéo, virus, dentre outros, podem ser transportados através dos exossomos
(FEVRIER et al., 2005).
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1.3METABOLOMICA

Apesar dos muitos esforcos que tém sido feitos para desvendar os mecanismos
moleculares envolvidos na patogénese da DP, ainda hd muito a ser descoberto.
Devido a complexidade etiolégica da doenca, a identificacdo de vias moleculares
facilitara a sua compreensao e aumentara a capacidade de diagndstico e tratamento.
Uma ferramenta para atingir esse objetivo é a metabolémica, que € um conceito que
promove a identificacdo de metabdlitos, fornecendo o perfil metabdlico e assinatura
da amostra analisada (Figura 9; CAUDLE et al., 2010).

Preparagdo da Anadlise da

— Analise de dados -
amostra amostra

Coleta da amostra ——

W

Figura 9 Esquema experimental da andlise metabolémica. As amostras sao coletadas dos objetos
de estudo e, posteriormente sdo preparadas para a andlise por ressonancia magnética nuclear ou
espectometria de massas. Os dados gerados séo analisados com auxilio de banco de dados para
discriminar vias relacionadas a doenca estudada. Adaptado de CAUDLE et al., 2010.

Estudos recentes tem focado na identificagdo da etiologias moleculares
relacionada a DP que levam a déficits na homeostase protéica e autofagia (GORMAN,
2008; MEHTA et al., 2013). Perfis metabdlicos surgiram, indicando que a funcao
mitocondrial e 0 estresse oxidativo sdo criticos para a manutencdo da homeostase
proteica (VENDRUSCOLO et al., 2011). Como a funcdo mitocondrial é criticamente
sensivel a alteragcdes metabdlicas, mudancas nas assinaturas metabdlicas podem
aumentar o estresse oxidativo mitocondrial e gerar modificacdes lipidicas, causando
falhas no sistema autofagico e no lisossomo, que levam ao desdobramento da
proteina, formacéao de fibrilas e agregacao (NIXON , 2013). Abordagens metabdlicas
ligadas a investigacdo da biologia de sistemas séo cada vez mais populares devido a
sua capacidade Unica de revelar os componentes ambientais, genéticos e fisiolégicos

gue combinados levam a estados patoldgicos.
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A metaboldémica pode ser usada para rastrear rotas metabdlicas perturbadas
de doencas com mecanismos patologicos que podem ser desconhecidos ou pouco
compreendidos, para assim, gerar novas hipéteses baseadas em dados, ou para
validar hipéteses estabelecidas a partir de genomas, transcriptomas ou proteomas
(NORDSTROM et al., 2010; VAN DER GREEF et al., 2013; THYSELL et al., 2010). A
compreensdo do metaboloma também € uma boa abordagem para preencher a
lacuna entre os perfis gendtipo-fendtipo e é considerada uma ferramenta promissora
e potencialmente util para o diagndstico laboratorial (BUJAK et al., 2015).

Todavia, devido a grande diversidade de moléculas pequenas, ndo existe um
método de preparacdo de amostra perfeito que maximize a detec¢do de todos os
metabolitos de todos os fluidos biologicos e tecidos. A preparacao ir4 depender do
método analitico subsequente a ser utilizado (CAUDLE et al., 2010).

Vérias plataformas para o estudo da metabol6mica em amostras de pacientes
com DP tem sido utilizadas, como espectroscopia por ressonancia magnética nuclear
(RMN), cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). A
espectroscopia de RMN pode fornecer um alto nivel de informacgédo estrutural
(MARION, 2013). A principal vantagem da RMN ¢é a capacidade de identificar novos
compostos, mas sua sensibilidade é varias ordens de magnitude mais baixa que a
sensibilidade de GC-MS ou LC-MS (WISHART, 2016; DIAS et al., 2016).

No entanto, ainda existem algumas limitacdes e melhorias que devem ser
levadas em conta. Assim, um método de preparacdo de amostra seletiva, bem como
técnicas analiticas apropriadas, deve ser aplicado para fornecer uma determinacao
confiavel de metabdlitos. A preparacdo dependera do método analitico subsequente
a ser usado. Para LC-MS, a precipitacdo de proteina é comumente utilizada, seguida
pela adicédo de solvente organico e centrifugacdo (CAUDLE et al., 2010).

Além de diversos metabdlitos, formas tdxicas de proteinas agregadas, tais
como a-sinucleina e prions, que séo responséaveis pelo desenvolvimento das DP e
doenca de Creutzfeldt-Jacob, repectivamente, foram observadas empacotadas em
exossomos e liberadas de uma célula para outras, iniciando a cascata inflamatoria.
Embora tenha-se inicialmente sugerido que atuariam como sinaliza¢cao, removendo
componentes celulares indesejados do cérebro, novas evidéncias sugerem que estes
exossomos podem estar contribuindo de forma significativa para o desenvolvimento e

propagacéao de diversas neuropatologias (CAUDLE et al., 2010).
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1.4RNA LONGO NAO-CODIFICANTE

Sabe-se que apenas 1,5-2% do genoma humano séo regides que codificam
proteinas. Enquanto isso, as regides restantes pertencem a transcritos que nao as
codificam e sdo conhecidos como RNAs ndao-codificantes (RNAnNc). Acredita-se,
porém, que eles possuem atividade regulatoria extremamente importante em células
normais em desenvolvimento, participando nos processos funcionais e patogénicos
de diversas doencas (BARTEL, 2004; ESTELLER, 2011). Os primeiros RNAnc a
serem identificados foram os RNAs ribossomal (RNAr) e transportador (RNA),
correspondendo, juntos, a 95% do conteudo celular de RNA. Os outros tipos de
RNAnNc sao classificados em curtos e longos, se forem menores ou maiores que 200
nucleotideos, respectivamente.

Evidéncias recentes enfatizam o papel dos RNAnc em diversos processos
biolégicos (desenvolvimento e diferenciacdo cerebral) e em varias doencas
neurodegenerativas como, Alzheimer, Huntington e Parkinson (SALTA; STROOPER,
2012). Ja foram descobertas fungbes na biologia de células tronco, epigenética,
cancer, sinalizacao e neurobiologia (PAULI et. al, 2011; WANG et. al., 2011; GUPTA
et. al., 2010).

S&o0 pouco conservados entre as espécies, mostram-se altamente especificos
a tecidos e possuem baixos niveis de expressao (PAULI et. al., 2012; MERCER et.
al., 2008). Sabe-se que possuem funcdes significativas no genoma, como, modulacao
da RNA polimerase Il, na transcricdo génica, regulacdo de splicing e epigenética
(MANAGADZE et. al., 2011). Esse grupo de RNA compreende uma grande porgéo do
transcriptoma, mais de 18.000 transcritos sdo conhecidos como RNAInc e esse
numero aumenta a cada ano (GUTTMAN et. al., 2009).

Os IncRNAs podem ser poliadenilados ou néo, localizam-se tanto no nudcleo
guanto no citoplasma e estdo presentes em menor quantidade quando comparados
com RNAmM, que possui capacidade de codificar proteinas. Alguns se originam de
enhancers (KIM et al., 2010). Nos ultimos anos, RNAInc tém sido vistos regulando
uma grande variedade de fungbes como sinalizacdo celular, inibicho molecular
(decoys), guias para ribonucleoproteinas para sitios especificos em regides da
cromatina e também participando como suportes na formacdo de complexos
envolvendo DNA, RNA e proteinas, reforcando a importancia potencial que estas
moléculas exercem durante a regulacéo epigenética (WANG; CHANG, 2011; Figura

10).
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Figura 10. Possiveis fun¢des exercidas pelos RNAInc. Os RNAInc podem atuar recrutando outras
proteinas para (I) induzir sinalizag&o, bem como atuar como (Il) guias de RNAs, (Ill) decodificadores e
(Iv) formando arcabougos moleculares que, modificando a estrutura da cromatina, podem inibiar ou
ativar a transcricdo de genes alvo. As bandeiras vermelhas e verdes representam sitios de alteracé@o
na cromatina.

Acgao na estrutura da

cromatina

Os RNAInc tém a capacidade de responder a diferentes estimulos provocando um
controle substancial do mecanismo de transcricAo que regula sua expressao
(GUTTMAN et. al., 2009; GUTTMAN et. al., 2010). Além disso, eles tém uma funcéo
central tanto positiva quanto negativa na regulacdo da transcricdo, em grande parte
devido a transcricdo abrangente de enhancers e promotores por RNAInc (GUENTHER
et al., 2007)

A expressdo dos RNAInc é alta em diversas partes do sistema nervoso central
(SNC). Mercer e colaboradores em 2008 observaram 1328 RNAInc, dos quais 849
foram vistos estando superexpressos no cérebo de ratos (MERCER et al., 2008). Além
disso, foi confirmado que os RNAInc sdo expressos em diversas partes do cérebro
(QURESHI et. al., 2010). Recentemente, um grande nimero de estudos mostrou que
eles possuem a funcao principal de modulacédo espacial-temporal de expressao de
genes envolvidos no desenvolvimento do cérebro. Isso mostra a relevancia dos

RNAInc levando-se em consideracao a importancia no SNC.
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2. JUSTIFICATIVA

Com o envelhecimento populacional havera o aumento no nimero de casos de
DP. Conforme o Relatério Mundial de Saude e Envelhecimento, o nUmero de pessoas
com mais de 60 anos no pais devera crescer muito mais rdpido do que a média
internacional (OMS, 2015). Enquanto a quantidade de idosos vai duplicar no mundo
até o ano de 2050, ela quase triplicara no Brasil. Amparado pela maior expectativa de
vida, o numero de brasileiros acima de 65 anos deve praticamente quadruplicar até
2060, confirmando a tendéncia de envelhecimento acelerado da populacéo ja
apontada por demégrafos.

Além disso, dados do CENSO 2010 divulgados pelo IBGE, mostram que a
populacdo com essa faixa etéria 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).

Apesar da grande quantidade de individuos afetados pela doenca, o
diagnostico ainda ndo € bem estabelecido. A DP é uma doenca com caracteristicas
clinicas e evolucao natural bem conhecidas. Porém, os exames de neuroimagem sao
inespecificos e ndo ha marcador biologico laboratorial para o diagnéstico da doenca
(FERRAZ; BORGES, 2002). Atualmente, o diagnostico da DP é apenas clinico, ou
seja, o conhecimento das manifestacdes clinicas e de suas varia¢cdes sdo 0s requisitos
mais importantes para um diagnostico acurado da doenca e seu acompanhamento.

Em contrapartida, estima-se que até 80% das células dopaminégica da regido
da substancia negra ja esteja perdida quando o primeiro sintoma motor aparece
(CHUNG et. al., 2001). Além disso, um estudo realizado por Hughes e colaboradores
no Reino Unido em 1992, mostrou que cerca de 25% dos pacientes com diagndéstico
clinico em vida da DP tem outro diagndstico no exame anatopatolégico no post-
mortem (HUGHES et al., 1992).

Sobretudo, um editorial publicado em 2014 intitulado “Prioritized Research
Recommendations from the National Institute of Neurological Disorders and Stroke
Parkinson’s Disease 2014 Conference”, recomendou o estudo em diversas areas da
DP, tais como: pesquisa clinica, (a) definindo as caracteristicas e a histéria natural da
doencga, incluindo eventos de progressdo, biomarcadores ou outros determinantes
para os subtipos, objetivando informacgdes suficientes para se estabelecer um racional
de prevencdo e descoberta de populacbes de alto risco, (b) caracterizando a

progressdo da doenga e entendendo o mecanismo que est4d baseado a
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heterogeneidade, envolvendo caracteristicas clinicas e fatores biologicos, tais como
genotipo e biomarcadores; pesquisa translacional, (c) desenvolvendo ferramentas que
promovam a estratificagéo dos pacientes de maneira mais homogénea com énfase
nos tipos de progressao: lenta ou rapida, e; pesquisa basica, (d) desenvolvendo
modelos de transmissao patoldgica da a-sinucleina e proteina tau, além de determinar
0S mecanismos de propagacao, liberacdo e captacdo das formas mutantes destas
proteinas, (e) elucidando a funcédo normal e anormal da a-sinucleina e sua relacdo
com os genes envolvidos na DP, como por exemplo, ATP13A2, GBA, LRRK2, PINK1
e PARK2 (SIEBER et al., 2014).

Portanto esta tese de doutorado pretende caracterizar o conteido molecular e
avaliar o efeito bioldgico de exossomos enriquecidos de plasma de pacientes com DP,

classificados de acordo com o estadiamento H&Y em leve, moderado e avancado.
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3. OBJETIVOS
3.10BJETIVO GERAL:

» Caracterizar o perfil molecular de exossomos de plasma de sangue periférico de

pacientes com DP.
3.20BJETIVOS ESPECIFICOS:

» Enriquecer e caracterizar os exossomos plasmaticos de pacientes com DP, de

acordo com a escala de estadiamento H&Y, em leve, moderado e avanc¢ado;

* Quantificar a a-sinucleina em plasma sanguineo e em exossomos de plasma

sanguineo de pacientes com DP;

» Estudar o papel dos exossomos de plasma sanguineos de pacientes com DP na
oligomerizacao e agregacao da a-sinucleina, de acordo com os modelos BiFC e synT-

Sphl, respectivamente;

» Desenvolver e otimizar o protocolo de extracdo liquido-liquido para substancias

molecularmente semelhantes as do plasma sanguineo;
* Validar o método de analise metabolémica;

 Avaliar o perfil metaboldmico do plasma sanguineo e de exossomos de pacientes

com DP, correlacionando com a evolu¢éo da doenca,;

* |dentificar o perfil de expressdo RNA longo ndo-codificante presente em exossomos

de plasma sanguineo de pacientes com DP.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1DESENHO DO ESTUDO

Este projeto foi aprovado pelo Comités de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (CEP 594/04). Todo material foi utilizado apds a assinatura
do termo de consentimento livre e esclarecido por parte dos pacientes com DP e
doadores saudaveis.

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); além de distribuicdo inicialmente assimétrica da doenca e boa resposta a
levodopa. Foram excluidos do estudo os pacientes que solicitaram desligamento de
sua participacao.

Os dados socio-demograficos foram coletados de prontuario médico com a
ajuda de um formulério desenvolvido pela Dr? Ana Lucia Zuma de Rosso (Anexo 1),
da Divisdo de Neurologia do Setor de Disturbios do Movimento do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho, que também nos auxiliou na definicdo do
diagndstico desses pacientes. A dose equivalente de levodopa foi calculada de acordo
com TOMLINSON et al., 2010.

Foi levado em consideracdo o tratamento antiparkinsoniano administrado no
periodo da coleta do sangue, assim como a sintomatologia. Os pacientes foram
classificados de acordo com as escalas H&Y em leve (estagios 1, 1,5 ou 2), moderado
(estagios 2,5 ou 3) ou avancado (estagio 4 ou 5), e; SE levando-se em consideracao

também o periodo da coleta do sangue.
4.21SOLAMENTO E CARATCTERIZACAO DOS EXOSSOMOS

Os pacientes com DP e doadores saudaveis tiveram seu sangue periférico
coletado em tubo roxo EDTA. As amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 1500
rpm para separar a porcdo plasmética da porgcdo celular. O plasma foi retirado e
armazenado em eppendorfs de 1,5 mL com adicdo de Inibidor de protease
(cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail, Merck KgaA, Darmstadt, Alemanha) e
armazenado a -80°C até sua utilizagao.

Para o enriguecimento dos exossomos do plasma foram utilizadas duas

metodologias: ultracentrifugacéo e o reagente ExoQuick (System Biosciences, LLC,
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Palo Alto, CA, EUA). No processo de ultracentrifugagdo, 500uL de plasma foram
diluidos com igual quantidade de tampao fosfato salino (PBS). As amostras foram
centrifugadas por 30 minutos, a 2000g e a 4°C. O sobrenadante foi tranferido para um
tubo limpo e centrifugado por 2 horas, a 110.000g e a 4°C em micro-ultracentrifuga
Sorvall™ MTX 150 (ThermoFisher Scientific, Langenselbold, Alemanha; THERY etal.,
2016). Aos pellets foram adicionados 200 pL de PBS.

Ja o isolamento dos exossomos utilizando o kit ExoQuick deu-se segundo
instru¢des do fabricante. Inicialmente, 500uL de plasma foram incubados por 30
minutos a 4°C com 120uL de ExoQuick. Apés centrifugacdo a 13.000 rpm por 2

minutos, o sobrenadante foi removido e, aos pellets foi adicionado 200 pL de PBS.
4.2.1 Western Blot

A concentracao proteica foi determinada através do ensaio de Bradford (BioRad
Laboratories, Hercules, CA, EUA). As amostras foram desnaturadas por 5 minutos a
96°C em tampédo de amostra (125 mM de 1 M Tris HCI pH 6,8, 4% SDS 0,5%
Bromofenol blue, 4 mM EDTA, 20% Glicerol, 10% [B-Mercapto etanol). 50ug de
proteina foram separadas em gel SDS-poliacrilamida 12%. As amostras foram
transferidas do gel para membrana de PVDF utilizando o sistema de transferéncia
iBlot Dry (ThermoFisher Scientific), de acordo com as instru¢gdes do fabricante.

A membrana foi bloqueada com BSA 5% e incubada com anti-Alix 1:2000
(Abcam, Boston, EUA), anti-TSG101 1:2000 (Abcam, Boston, EUA) e anti-calnexina
1:2000 (Abcam, Boston, EUA) overnight a 4°C. Apds a lavagem (por 3 vezes, 15
minutos cada, em em tampédo TBS-T (do inglés, “Tris-buffered saline with 0,05% of
Tween 20”) a membrana foi incubada por 2 horas a temperatura ambiente com
anticorpo secundario anti-camundongo IgG ou anti-coelho IgG marcados com
peroxidase de rdbano (GE Healthcare, Bucks, UK) diluidos a 1:10.000. As proteinas
foram detectadas através do sistema de deteccdo de quimioluminescéncia ECL

(Millipore, Billerica, MA, USA) em camera Fusion FX (Vilber Lourmat).
4.2.2 Microscopia eletrénica

Todo o procedimento de microscopia eletronica foi realizada com o auxilio da
Facility for Transmission Electron Microscopy do Max Planck Institute for Biophysical
Chemistry. Aliquotas de 10uL das amostras contendo exossomos foram adsorvidos

em grades de cobre revestidas com Formvar/carbono (Pella, Redding, CA) e coradas
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negativamente com acetato de uranilo a 2% (p/v). As imagens foram obtidas em
diversas ampliagcbes (1000-90.000X) utilizando um microscopio eletrénico de

transmisséao Philips CM120.
4.2.3 Anélise do trafego de nanoparticulas

A analise do trdfego de nanoparticulas foi realizada através de microscépio
NanoSight LM10 (NanoSight Ltd, Salisbury, GB). As amostras foram diluidas em
1:30.000. Foram gravados 5 videos de 30 segundos para cada amostra. O tamanho
e a concentracao dos exossomos foi determinado pela analise dos videos gravados
através de software NTA (versdo 2.3). O desfoque e os parametros minimos
esperados de tamanho de particula usados para as andlises foram ajustados

automaticamente.
4.3QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE A-SINUCLEINA

A quantificacdo dos niveis de a-sinucleina foi realizada em plasma e em
exossomos de plasma dos pacientes com DP e doadores saudaveis. As amostras de
exossomos foram sonicadas com homogeneizador ultrassdnico em ponteira, 2 vezes
por 15 segundos a 30% com intervalos de 2 minutos entre cada etapa.

A proteina foi quantificada através do ensaio de imunoabsorcédo enzimatica
(ELISA). Placa multi-array standart plates de 96 pocos (Meso Scale Discovery,
Gaithersburg, MD, EUA) foi revestida com 100uL de anticorpo anti a-sinucleina como
anticorpo de captura (BD Biosciences, Heidelberg, Germany) a 1ug/mL diluido 1:500
em PBS e incubado overnight a 4°C, sem agitacao.

Todas as etapas de lavagem foram realizadas 3 vezes com 200uL de PBS-T
(PBS suplementado com 0,05% Tween-20). Apés a lavagem foi realizada a captura e
o bloqueio simultaneamente. Padrées a amostras foram diluidos 1:4 em 1% BSA/PBS-
T e incubados por 1 hora a 700 rpm a temperatura ambiente. A placa foi lavada
novamente e 100uL de anticorpo policlonal de coelho FL-140 (a, B, y-sinucleina) foi
adicionado a 200ug/mL em 1pg/mL de BSA/PBS-T.

ApOs a deteccédo primaria a placa foi lavada 3 vezes e foram adicionado 100uL
do anticorpo secundario a-sinucleina de cabra-anti-coelho 1:5000 diluido em 1%
BSA/PBS-T e incubados por 1 hora a 700 rpm a temperatura ambiente. A placa foi
novamente lavada 3 vezes e 100uL de substrato TMB (3,3',5,5;-tetrametilbenzidina,

do inglés, “3,3'5,5;-tetramethylbenzidine”) foi adicionado sendo incubado por 30
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minutos protegido da luz. A reacéo foi parada com 100uL de acido sulfarico 1M. A

leitura foi relizada em leitor de microplaca Tecan Infinite 200 PRO a 450nm.
4.4PLASMIDEOS

Para a preparacéo, 4 cepas da bactéria DH5a contendo os plasmideos com
genes das proteinas VN-a-sinucleina, a-sinucleina-VC, SynT e Sphi,
respectivamente, cresceram em meio LB, com 1% de ampicilina, a 37 °C, em agitacéo,
overnight. Os desenhos dos plasmideos se encontram em anexo (Anexos 2-5).

ApoOs esse periodo, foi realizada um ensaio de Midiprep para purificacdo do
DNA plasmidial, uilizando o kit NucleoBond® Xtra Midi/Maxi, de acordo com as
instrucdes do fabricante. Apds a purificagdo, o material plasmidial foi quantificado em
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Bremen Alemanha) Foi preparada uma solugéo

estoque de 1ug/pL que foi armazenada a -20 °C até o uso.
4.5CULTURA DE CELULAS E TRANSFECCOES

Células de neuroglioma humano (H4) foram mantidas em Opti-MEM | Reduced
Serum Medium (Life Technologies-Gibco, Carlsbad, CA, EUA) e células de rim
embrionario humano 293 (HEK) cresceram em Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM; Life Technologies-Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Ambos os meio de cultivo
foram suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB; PAA, Colbe, Germany) e
1% de penicillina-streptomicina (PAN, Aiden-bach, Alemanha). As células cresceram
a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO..

Para transfeccao, 100.000 células HEK foram plaqueadas, por poco, em placas
de 12 pocos (Costar, Corning, Nova York, EUA) no dia anterior. 30 minutos antes da
transfeccdo as células foram incubadas com Opti-MEM e subsequentemente
transfectadas com quantidade equimolar dos plasmideos VN-a-sinucleina e a-
sinucleina-VC, utilizando Metafectina (Biotex, Munique, Alemanha) na razdo de 1:3 de
acordo com as instrucdes do frabricante.

Ja as células H4 também foram plaqueadas em placas de 12 pocos no dia
anterior. Quantidades iguais de plasmideos codificando SynT e Sphl foram
transfectados utilizando CaClz e tampé&o fosfato (2x BES: 50mM BES, 280mM NacCl,
1,5 mM NazHPO4X2H:20, pH 7,106). 16 horas apds a transfeccdo para ambras as
linhagens celulares o meio foi substituido e foram adicionados 1uL ou 10 pL do

preparado de exossomos.
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4.6 IMUNOCITOQUIMICA

Para avaliar a formacéo de agregados nas células, 24 horas apoés a adicdo do
material dos exossomos, as células foram fixadas com paraformaldeido 4% (PFA) por
10 minutos a temperatura ambiente. Células H4 foram permeabilizadas com Triton X-
100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 0,5% por 20 minutos a temperatura
ambiente. Apds o bloqueio com BSA 5% por 1 hora, as células foram incubadas com
0 anticorpo primério murino anti-a-sinucleina (1:1000, BD Transduction Laboratory,
New Jersey, USA) overnight a 4°C e com anticorpo secundario Alexa Fluor 488 asno
anti-murino 1gG (Life Technologies-Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) por 2 horas a
temperatura ambiente. Finalmente, as células foram coradas com Hoechst 33258 (Life
Technologies- Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA; 1:5000 em DPBS 1x - tampé&o fosfato
salino de Dulbecco) por 5 minutos e mantidas em PBS para a microscopia de

fluorescéncia.
4.7MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Células HEK expressando 0 ensaio a-sinucleina Venus-BiFC foram
visualizadas através do microscopio Olympus IX81-ZDC, com a objetiva de 20x. 100
imagens foram randomicamente tiradas. A intensidade total foi medida utilizando o

software Olympus Scan”R Image Analysis.
4.8 QUANTIFICACAO DAS INCLUSOES DE A-SINUCLEINA

Células co-transfectadas com SynT e Sphl foram detectadas através do
microscopio Leica DMI 6000B (Leica, Wetzlar), com objetiva de 40x. Registros foram
anotados de acordo com o padrédo de inclusdo de a-sinucleina e classificadas em 4
grupos: células sem inclusdes; menos que 5 inclusdes (< 5 inclusdes), entre 5 e 9
inclusdes (=25-9 inclusbes) e mais que 10 inclusdes (=10 inlusdes), a partir de 50
imagens tiradas. Os resultados foram expressos em porcentagem do nimero total de
células transfectadas.

4. 9METABOLOMICA

A andlise metabolémica deu-se de acordo com o fluxograma abaixo (Figura
11).
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Pacientes assinaram o TCLE
Andlise de prontugrio

Andlise de plasma total Enrigquecimento de exossomos
_______———____ - ______———_______ _d__,-'—"""'-'_ -""‘-‘-.__\_\_
Doadores saudaveis Leve Moderado Avangado Parkinson Doadores sauddveis
n=18 n=46 n=42 n=13 n=101 n=36

n=36

Otimizacdo Validacdo Analise Metaboldmica

Preparo da solucio de analitos I Seletividade/Especificidade I
| | Preparo das amostras

Extragio liquido-liquido

Metodologia de superficie de resposta I Limite de deteccdo I
Matriz de Doehlert para 3 varidveis
—_— | Repetitividade Andlise das substancias
pH acido pH alcaline I pH neutro I por LC-MS
- - Arraste
Analise das substancias andlise in silico
por LC-MS

I Interferéncia da matriz

I Grafico de superficie de resposta I

Figura 11 Fluxograma esquematico da analise metaboldémica. As amostras de plasma de doadores saudaveis (n=18) foram utilizadas para os ensaios de
otimizacao e validagdo. A analise metabolémica per se foi realizada para as amostras de plasma de doadores saudaveis (n=36) e pacientes com DP, em pool
(n=101), ou de acordo com o grau de estadiamento de H&Y — leve, n=46; moderado, n=42, e; avancado, n=13. Além disso, a analise também foi realizada com
as amostras provenientes de exossomos de plasma dos doadores saudaveis (n=36) e dos pacientes com DP (n=101), em pool.
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Previamente a analise metabolémica, o protocolo de preparacao das amostras
por extracdo liquido-liquido foi desenvolvido e otimizado. Além disso, foi realizada a
validacdo da andlise qualitativa por cromatografia liquida acoplada a espectrometria

de massas, para o plasma sanguineo, matriz utilizada neste estudo.
4.9.1 Otimizacéao
49.1.1 preparo da solucdo de analitos

Inicialmente, foi preparado uma solucao padréo de analitos para o processo de
otimizacdo. Selecionamos algumas candidatas e apés a andlise de sua estrutura
guimica 12 foram incluidas em nossa solucéo.

E importante salientar que o conhecimento da estrutura quimica dessas
substancias foi fundamental nessa etapa do estudo. As substancias deveriam ser
exdgenas e com estrutura quimica semelhante aquelas encontradas no plasma
sanguineo, como, por exemplo, testosterona, adrenalina, noradrenalina, dopamina e
cortisol. Dessa forma, poderiamos garantir que se 0 nosso método estivesse
recuperando todas essas substancias de maneira satisfatdria, os resultados dos

N0sSs0osS ensaios seriam também satisfatorios.
49.1.2 ensaio de otimizacéo

A otimizacdo foi realizada pela metodologia de superficie de resposta,
utilizando a matriz de Doehlert para 3 variaveis (Figura 12). Foi realizada uma
otimizacao multivariada uma vez que esta é considerada mais eficiente que processos
univariaveis, ja que a influéncia de diversos pardmetros de um procedimento
experimental pode ser avaliada simultaneamente com um pequeno numero de

experimentos.
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Figura 12 Projegéo do design Doehlert no plano. O circulo preto, cinza e o quadrado branco indicam
tempo de orbital na posicao 40 de 20, 10 e 30 minutos, respectivamente.

O protocolo se baseia em adicionar a amostra 750uL de tampao fosfato pH 7,0
seguida da adicdo de aproximadamente 1g de NaCl PA. O conteudo foi
homogeinizado até saturar totalmente a solucdo com auxilio de um vértex. Aos tubos
relativos a extracdo em pH alcalino (pH=8,0) foi adicionado aproximadamente 0,5g de
tampao Na2Co3:NaHCOs3 1:3 e em seguida agitado em vértex por 10 segundos. Ja
para extracdo em pH acido (pH=4,0), foi adicionado em cada tubo 600 pL de tampé&o
formiato de aménio 1M, pH 4,0 e ajustando-se o pH para 4,0, se necessario, com
acido acético glacial. A extracdo em pH neutro (pH=7,0) seguiu sem nenhuma adicéo
ao processo. Dessa etapa em diante, o protocolo segue semelhante para a extragao
nos diferentes pH’s.

Foi adicionado solvente orgéanico (TBME e acetato de etila) em diferentes
proporcdes e volumes, como esta ilustrado na tabela 5. Posteriormente, os tubos
foram colocados em agitador em tempos também variados (Tabela 5). Os tubos foram,
entdo, centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos e em seguida a fase organica foi
transferida para tubos secos. Foi realizada a reconcentracdo das substancias
evaporando a fase organica sob fluxo de N2 a 40° C. Ao final, o residuo foi dissolvido
com 100pL de solucao da mistura MeOH:H20 3:7, 0,1% ac. férmico, 5mM NH4COOH.

Para as analises realizadas em cada um do 3 pHs os testes foram realizados
em 3 condigdes: tubos positivos, onde a solugéo padréo foi adicionada inicialmente
no processo; tubos negativos, sem solu¢cdo padrdo; e, tubos para andlise de
recuperacéo, onde a solucéo padréo foi adicionada ap0s a etapa de reconcentracao.
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Assim, foram preparados 39 tubos para analise em cada um dos pH’s
estudados, com 500 pug de proteina procedente de plasma de sangue periféricos de
doadores saudaveis, quantificados através de fluorimetro Qubit 3.0 (Thermo Fisher
Scientific, Bremen Alemanha) conforme as instrucdes do fabricante e avolumado para
2 mL de PBS.

Tabela 5 Planejamento experimental Doehlert para trés variaveis.

Experimento  Volume de solvente (mL) % TBME (em Acet. Et.) Tempo de orbital (min.)
1 3 100 20
2 7 100 20
3 5 90 30
4 3 70 10
5 7 70 10
6 1 50 20
7 5 50 20
8 9 50 20
9 3 30 30
10 7 30 30
11 5 10 10
12 3 0 20
13 7 0 20

TBME: T-butil metil éter, do inglés, “methyl t-butyl ether”; Acet. Et.: acetato de etila

Foi utilizada a técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas de alta resolucéo para obtencéo das respostas dos experimentos em termos
de area do pico cromatografico na regiao de retencdo do analito e a massa exata do
mesmo.

O tratamento dos dados foi realizado no software Statistica utilizando todas as
areas obtidas em cada condicdo de extracdo. Nessa ferramenta foram setados os
valores das variaveis para buscar o maior valor de recuperacdo dos padrdes internos,
gerando-se as condi¢des criticas para cada substancia. A andlise da recuperacéo foi
realizada pela comparacdo das resposta das amostras submetidas ao processo de
extracdo (tubos positivos), com aquelas nas quais o analito foi adicionado apds as
etapas de extracao (tubos de recuperacao).

Avaliou-se a melhor equacdo para descrever a resposta por meio da
identificacdo e eliminacdo dos parametros menos significativos, observados através
dos graficos de Pareto. Permitindo, assim, um melhor valor de R2ajustado indicando uma

boa correlacdo entre os valores preditos pelo modelo e os valores observados.
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A equacao obtida para cada substancia em cada pH foi derivada da equacao

geral apresentada abaixo:
(Y)=bo 4+ b1(X1)+ b2(X2) + b3(X3) + ba( X1 )(X 1)
+bs(X2)(X2) + be(X3)(X3)
+b7 (X 1)(X2) + bg(X1)(X3) 4 bo(X2)(X3)

Onde: bo € o termo constante, bi, b2 e bz sdo os coeficientes dos termos
lineares; b4, bs e bs sdo os coeficientes dos termos quadréticos; e, bz, bs e by séo os
coeficientes de interagédo entre os trés fatores.

Toda a estatistica foi realizada com base nos residuos, que é a diferenca entre
o valor observado e o valor predito pelo modelo. Foram salvos os valores dos residuos
para cada analito. Foram gerados os graficos de superficie de resposta que indicaram
as melhores condicdes de extracdo para cada uma das substancias em cada um dos

pHSs.
4.9.2 Validacédo qualitativa

A validacao de procedimentos de analise qualitativa consistiu em uma série de
experimento no qual foram avaliados o0s seguinte  parametros:
seletividade/especificidade; limite de deteccdo; repetitividade; rendimento da
extracao; arraste; e, interferéncia da matriz.

Para o estudo da seletividade/especificidade do método foram analisadas dez
amostras de plasma de diferentes origens. Foi verificada a auséncia de substancias
interferentes nos tempos de retencéo do analito e do padrao interno.

Para o estudo do limite de deteccdo do método foram analisadas dez plasmas
de origens diferentes com 10% da concentracdo dos analitos; e, dez plasmas com
50% da concentracdo dos analitos. A avaliacdo do limite de deteccéo foi realizada
pela andlise da presenca dos picos.

Para o estudo de repetitividade foram analisadas sete replicatas fortificadas
com os analitos, com o0 objetivo de determinar a dispersao entre as replicatas. O
resultado € apresentado como desvio padrédo e € expresso através do desvio padrao
relativo percentual (RSD%).

Para estudo de rendimento de extracdo foram analisados sete replicatas
fortificadas com os analitos e outras sete replicatas fortificadas com os analitos

adicionados apos a reconcentracdo. Para o célculo, foram comparadas as respostas
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das aliquotas submetidas ao processo de extracdo com aquelas nas quais a solucao
padréo foi adicionada ap0s a etapa de extracao.

Para o estudo do arraste a um plasma adicionado com o dobro de
concentracdo dos analitos foi injetado seguido de um plasma sem analito. A avaliacéo
foi realizada pela analise de significativas alteracdes nas areas ou alturas do pico,
dentro do tempo de retencao determinado dos analitos.

Para a avaliacdo da interferéncia da matriz foram utilizados dez plasmas
diferentes fortificados com os analitos na concentracéo definida. A analise se da pela
verificacdo da presenca dos analitos em cada uma das dez amostras nos tempos de
retencdo esperados. O pico cromatografico deverq ser observado em todas as

amostras utilizadas na avaliagao.
4.9.3 Extracao liquido-liquido

A extracgédo liquido-liquido foi realizada para as amostras de sangue periférico
de doadores saudaveis e pacientes com DP em pool, além de separadas em grupo
de acordo com a escala de estadiamento H&Y. Também foi realizada para as
amostras provenientes do contetdo enriquecido dos exossomos dos doadores
saudaveis e pacientes com DP.

As preparacdo das amostras foi realizada através de uma extracdo liquido-
liquido. Partindo-se de 500ug de proteina procedente de plasma de sangue periféricos
de doadores saudaveis, pacientes e de 90ug das amostras do conteudo dos
exossomos, 20 uL da solucéo padréo e avolumado para 2 mL de PBS.

As amostras foi adicionado 750uL de tampé&o fosfato pH 7,0, seguida da adicio
de aproximadamente 1g de NaCl PA. O conteudo foi homogeinizado até saturar
totalmente a solucdo com auxilio de um vortex. Aos tubos relativos a extracdo em pH
alcalino foi adicionado aproximadamente 0,59 de tampao Na2Coz:NaHCOs3 1:3 e em
seguida agitado em vortex por 10 segundos. Ja para extracdo em pH acido, foi
adicionado em cada tubo 600 pL de tampéao formiato de aménio 1M, pH 4,0 e ajustou-
se o pH para 4,0,s e necessério, com acido acético glacial. A extracdo em pH neutro
seguiu sem nenhuma adic&o ao processo.

Foi adicionado 9 mL de acetato de etila em todos os tubos. Posteriormente, as
amostras foram colocados em agitador rotatorio na posi¢ao 40 por 30 minutos no caso
da extragdo alcalina e neutra e, por 10 minutos para a extragdo em pH acido. Os tubos

foram centrifugados a 3000rpm por 10 minutos e em seguida a fase organica foi
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transferida para tubos secos. Foi realizada a reconcentragcdo das substancias
evaporando a fase organica sob fluxo de N2 a 40° C. Ao final, o residuo foi dissolvido
com 100pL de solucdo da mistura MeOH:H20 3:7, 0,1% ac. férmico, 5mM NH4COOH.

4.9.4 Analise das substancias

O perfil metabdlico foi avaliado por cromatografia liquida (AccelalLC, Thermo
Fisher Scientific, Bremen, Alemanha) acoplado a um espectémetro de massas de alta
resolucdo (LC-HRMS; Q-Exactive, Orbitrap, Thermo Fisher Scientific, Bremen
Alemanha). A separacdo por cromatografia foi realizada em coluna de fase reversa
(Agilent C18, 1.8 um, 50 mm X 2.1 mm) at 40 °C. A fase mavel utilizada foi (A) H20
com 5,0 mM de formiato de aménio e (B) MeOH, ambos com 0,1% de acido formico.
A taxa de fluxo foi configurada para 400 pL/min.

O perfil de eluicao foi: 0-0,3 minutos, 5% B; 0,3-0,5 minutos, 5% a 10% B; 0,5-
1,0 minuto, 10% a 25% B; 1,0-6,0 minutos, 25% a 90% B; 6,0-8,0 minutes, 90% a
100% B; 8,0-9,0 minutos, 100% B (lavagem da coluna); 9,0-9,1 minutos, 100% a 5%
B, 9,1-11,0, 5% B (equilibrio da coluna para as condi¢des iniciais). A corrida teve
duracdao total de 11 minutos e o volume de injecao foi de 8.0 uL. Os metabdlitos foram
detectados pela massa através do TraceFinder 3.0 software (Thermo Fisher Scientific,
Bremen, Alemanha) e estatisticamente avaliados pelo software SIEVE (Thermo Fisher
Scientific, Bremen, Alemanha). A analise das substancias separadas pela
cromatografia foi feita por espectrometria de massas, com um analisador de alta
resolucédo do tipo ORBITRAP. A analise foi realizada em FULL-MS, que consiste numa
varredura de todos os ions com razdo massa/carga entre 100 e 800, no modo (+) de
ionizacgao utilizando electrospray como fonte. A voltagem do spray foi configurada para
3,9 e 2,9 kV. A temperatura do capilar foi de 380°C e a radio frequéncia da S-lens foi
de 80 (unidades arbitrarias). O revestimento de nitrogénio e o fluxo do gas auxiliar foi
de 60 e 20 (unidades arbitrarias), respectivamente. Nesse experimento, todos os ions
com essa faixa de razdo m/z foram selecionados no quadrupolo e analisados, gerando

um espectro de massas.
495 Andlisein silico da metaboldmica

Para verificar os processos bioldgicos relacionados aos metabdlitos Unicos e
diferencialmente expressos encontrados na analise metabolémica, foi realizada uma

analise in silico. Foi desenvolvido um in-house python script chamado de
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"metabomops"” para converter a lista de m/z adquirida em uma lista com o codigo do
metabdlito para a Human Metabolome Database (HMDB; Wishart et al., 2013). Este
programa agrupa todo o conjunto de metabdlitos do HMDB e verifica pico em um
servidor que fornece a lista de metabdlitos com a massa dentro de um erro
suficientemente pequeno. A ionizacdo e os parametros de erro podem ser definidos
pelo usuario (padrédo -1 e 0,01, respectivamente). Esse script € de fonte aberta e pode

ser acessado em https://github.com/igorrcosta/metabomops/. Assim, apds esta etapa,

os HMDBs relativos aos ions foram investigados no MetaboAnalyst 3.0 (Xia e Wishart,

2016) com o auxilio do banco de dados KEGG Pathways.
4.10 ANALISE DE EXPRESSAO DOS RNALNC

Para a realizacdo do enriquecimento dos exossomos, sua lise, purificacdo e
eluicdo de RNA, foi utilizado o kit SeraMir™ Exosome RNA Amplification (System
Bioscience). Inicialmente, 500 uL de plasma de pacientes com DP e 500 uL de plasma
de doadores saudaveis foram incubados por 30 minutos a 4°C com 120 pL de
ExoQuick cada. Apés centrifugacdo a 13.000 rpm por 2 minutos, o sobrenadante foi
removido e, aos pellets, foram adicionados 350 pL de tampé&o de lise.

Apds 5 minutos e homogeneizacdo das amostras, 200 uL de Etanol 100%
foram adicionados a cada uma das mesmas. Em paralelo, as colunas de centrifugacéo
foram acopladas aos tubos coletores, e as amostras foram transferidas para as
colunas de spin. Uma nova centrifugacdo, a 13.000 por 1 minuto, foi realizada em
cada amostra, e o liquido presente no tubo coletor foi descartado. As colunas de
centrifugacéo, foram adicionados 400 pL de tampé&o de lavagem, e novamente as
amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm, por 1 minuto, este procedimento foi
repetido duas vezes e os RNAs presentes nas colunas foram eluidos com 30uL de
tampdo de eluicdo e quantificados utilizando Qubit (Thermo Fisher Scientific, Bremen

Alemanha).
4.10.1 Sintese do cDNA

Para a realizacao da sintese do cDNA, o kit Human and Mouse LncProfilers™
gPCR Array Kits (System Bioscience) foi utilizado. Alguns RNAInc ndo possuem
caudas poliadeniladas dessa forma, para aumentar a performance do ensaio de gPCR
antes da conversdo em cDNA, o kit de sintese de cDNA inclui reagentes com o

objetivo de poliadenilar todos os RNAInc antes da conversdo em cDNA. Para a reacéo
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de poliadelilacdo dos RNAs, a 5 pL do RNA total (1 a 2 pg) purificado, foram
adicionados 2L de tamp&o 5X PolyA, 1 uL de MnCl225Mm, 1,5uL de ATP 5Mm e 0,5
pL de PolyA Polymerase, totalizando 10 pL de solucdo, que foi incubada por 30
minutos a 37°C, utilizando o termociclador ProFlex PCR System (Applied Biosystems
by Life Technologies).

Posteriormente, foram adicionados 0,5 pL de Adaptador Oligo dT a solucéo de
poliadenilagédo e a solugédo final foi aquecida por 5 minutos a 60°C no termociclador
ProFlex PCR System (Applied Biosystems by Life Technologies). Ao término da
reacdo, a solucdo permaneceu em temperatura ambiente por 2 minutos. Para a
sintese do cDNA , foram adicionados a reacdo anterior 4uL de tampé&o RT 5X, 2 pL
dNTPd mix, 1,5 pyL de DTT 0,1M, 1,5 yL de Random Primer mix e 1 pL de
Transcriptase Reversa. A sintese ocorreu a 42°C durante 60 minutos com inativacao
da enzima a 95°C por 10 minutos, utilizando o termociclador ProFlex PCR System
(Applied Biosystems by Life Technologies; Figura 15).

10pg-10 g LncRNAs
total RNA anchor-talled

IncRMAL 5 ¥

o Tag LncRMAs l :: ::l»—l.-u—
polyA-taileg ©F e— AAAAAAAAR 3
1 kA l Incubate at 37°C, 30 min
9 Anneal Adaptor 5" e [ULALARARR 3

NVTTTTTTTTT I -

Anneal adaptor
E&0°C, 5 min

" — AL AAAAAAR 3

5
e Convert tocDNA Y- TTTTTTTTT I 5'
l RT+ random primers tomake cDNA
A42°C, 60 min

L cDNA pool of anchor-talled IncRMAS

¥ S TTTTTTTTT I 5

cDNA ready for
LncProfiler gPCR array

Figura 13 Esquema da sintese de cDNA de acordo com o kit Human and Mouse LncProfilers™
gPCR Array Kits (System Bioscience).

4.10.2 Ensaio de RT-gPCR

Para determinar o perfil de expressao de IncRNAs o kit LncProfilers™ qPCR

Array Kits (System Bioscience) foi utilizado de acordo com instru¢des do fabricante.
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Os ensaios foram realizadas em placas de 96 pocos contendo 1,750 uL de Buffer 2X
SYBER Green gPCR Mastermix, 20 uL de IncRNA cDNA de cada amostra e 1,730 uL
de agua RNAse free, totalizando 3.500 uL de mastermix. A cada poco da placa de
gPCR, foram adicionados 28 uL do mix. A placa do gPCR array contém, liofilizado, um
par de primers de INCcRNAs em cada poco, totalizando 90 pares, além de cinco pares

de RNAs enddgenos como normalizadores (Figura 16).

Human LncProfiler qPCR Array

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Al A | K | 7L Alr | AK023948|Alpha 260 | Alpha2s0| ANRIL pinthNOS24antiPeg11| BACE1AS | BC200
CAR | DHFR £ Bvfiand
B | Intergenc| upstrear| 00305 | DISC2 | DLG2AS| B | EgoA | EGOB | Emxos | “p/M| GASS | Gomafu
e M9 | iecnse | upstream| HARIA [ HARIB | HOTAR HOTAIRM1 HOTTIP |Hoxallas | HOKAas | HOKAGas | HULC
pl 1GF2as| PW | Jpx | Kangloti KRASP1| LIPAT6 | p21 RoR | SFMBT2 | VDR | jecias | LUST
g | Malatl | mascRNA| MEG3 | MEGO | MERTIC| ncRuPAR NDM20 | NEATI | MNespas | NRON | NIT |pS3mRNA
PR PSF

p| PCGEMI| i se| PRINS | S5F | PTENP1| RNCR3 | SAF | SCA8 | snaR | SNHGI | SNHG3 | SNHGA
| SNHGS | SNHGE | Soxaot | SRA | smoT | EE, | Tmevpgl ThcRNA| Tsk | TUG1 | UCAT | UM9S
w| WIHAS| st | YRNA [ZebONAT| Zfas1 | Zas | 18SIRNA | RNUA3 | GAPDH [LAMINAC| U6 | oo

Figura 14 Desenho da placa LncProliflers gPCR array Kit (System Bioscience) utilizada no ensaio
de RT-gPCR.

A placa de primers estoques foi ressuspendida com 44 ulL de &gua livre de
RNAse por poco. Apds a ressuspensdao, 2 uL de cada pog¢o com cada par de primers
foram adicionado no poco correspondente na placa contendo o mix descrito

anteriormente (Figura 17).

Marcagao e

poliadenilagdo  Pipetar Realizar a

do IncRNA. na placade corrida de qPCR
Sintese do cDNA 96 pogos em tempo real

I
Amostra ‘ ‘ \ ‘
e -—
RNA total Juntar: Adicionar 2L de R l slise AACT
LncRNA cDNA cada IncRNA assay ealizaragnallse

2X SYBR Green em cada pogo

Figura 15 Montagem de placa para realizacao do RT-qPCR.

O ensaio de gPCR foi realizado no QuantSudio 12K Flex (Applied Biosystems
by Life Technologies), seguindo o protocolo padrédo sugerido pelo fabricante do Kit,

composto de quatro etapas: um ciclo de 2 minutos a 50°C; 10 minutos a 95°C, 40
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ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto final, a 60°C, para leitura dos dados (Figura
18).

Hold Stage PCR Stage
Number of Cycles: 50
Enable AutoDela

Starting Cycle: 1

Stept Step2 Stept Step2 Stept Step Step3 (Dissocia tion;

Figura 16 Condi¢cdes de PCR.

4.10.3 Andalise in silico dos RNAInc

Os RNAIncs expressos foram analiados segundo o banco de dados Incrnadb-
Long Noncoding RNA Database v2.0 (AMARAL et al., 2011; QUEK et al., 2015),
sugerido pelo proéprio kit LncProfiler gPCR Arrays (System Biosciences), onde foram
retiradas informacdes como alias, localizacdo subcelular e cromossémica, funcao,
expressao e ligante molecular. Também foi utilizada a base de dados Incrnadisease —
The LncRNA and Disease Database (CHEN et al., 2013), onde foram observadas as
doencas associadas e disfuncdo associada e a IncRInter — Database of long non-
coding RNA interaction, de onde foram observadas as interacdes dos RNAIncs com
outras moléculas (CHUN-JIE et al., 2017).

4.11 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados utilizando os softwares GraphPad Prism 6 (San
Diego California, USA), SPSS statistics software (SPSSStatistics 17.0,) and Microsoft
Excel e foram expressos como média e desvio padrédo. Diferencas estatisticas foram
claculadas utilizando one-way ANOVA com post-hoc Tukey’s test. Significancia foi
avaliada, onde * corresponde a p < 0.05, ** corresponde a p < 0.01 e *** corresponde
a p < 0.001. Analises de correlacdo foram realizadas pelo teste de correlacdo de
Pearson. Curva das caracteristicas operacionais do receptor (ROC) foram utilizadas
para avaliar as relacbes de sensiblidade e especificidade para determinar a
performance diagnostica. Os gréaficos de Venn foram contruidos de acordo com
OLIVEROS, 2007.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE DO EFEITO BIOLOGICO DE EXOSSOMOS ENRIQUECIDOS
DE PLAMAS DE PACIENTES COM DP

5.1.1 Caracterizacao clinica da coorte

Os estudo incluiu 64 pacientes com DP classificados de acordo com a escala
de estadiamento H&Y em leve (n=30), moderado (n=25) e avancado (n=9) e 18
doadores saudaveis, que aprensentavam idade semelhante e coabitavam com o0s
pacientes. Nenhuma diferenca estatistica foi observada envolvendo idade do exame,
idade de inicio, escolaridade, consumo de cafe, tabaco, alcool, agua de poco ou
histérico familiar, como pode ser observado na tabela 6. Como esperado, devido aos
critérios de inclusdo e estratificacdo da coorte, a escala H&Y, escala SE e o mini
exame do estado mental (MEEM) foram estatisticamente diferentes entre 0s grupos
de estadiamento da doenca e os controles (p < 0,0001). Também houve diferenca

estatistica entre os grupos no tempo de doencga (p < 0,0001) e género (p=0,0309).

Tabela 6 Caracterizagao clinica da coorte. N.A.: Ndo avaliado

DP (n=64)
Controle DP Leve Moderado Avancado

(n=18) (n=64) (n=30) (n=25) (n=9) p Valor
Idade do exame (anos) 61,61+9,13 66,27+9,75 64,63+10,16 67,16+8,23  69,22+12,16 0,2407
Idade de inicio (anos) N.A. 54,94+11,42 57,03+10,56 55,52+11,83 46,34+10,12 0,0996
Tempo de doenca (anos) N.A. 11,3346,95 7,60+4,49 11,64+5,49 22,89+3,78 < 0,0001
Género (% maculino) 16,66 56,25 56,67 60,00 44,44 0,0309
Escolaridade (anos) N.A. 8,67+4,03 9,17+4,21 8,32+3,85 8,0014,18 0,8291
Consumo de cafeina (% néo) N.A. 17,19 20,00 12,00 22,22 0,8542
Tabagista (% néo) N.A. 59,38 56,67 60,00 66,67 0,9626
Etilista (% n&o) N.A. 43,75 46,67 40,00 44,44 0,9706
Consumo de agua de poc¢o (% néo) N.A. 35,94 36,67 36,00 33,33 0,9897
Historico familiar (% sim) N.A. 45,31 60,00 32,00 33,33 0,1808
Escala Hoehn & Yahr modificada N.A. 2,63+0,86 1,93+0,17 2,84+0,27 4,331£0,5 <0,0001
Escala Schwab & England N.A. 72,89+2285 82,67+15,07 74,6114,13  35,56+27,43 < 0,0001
Mini exame do estado mental N.A. 25,07+5,80 27,43t2,46  24,7915,10 20+8,93 0,0125

Dose equivalente de levodopa (mg) N.A. 198,14+110,29 157,03+81,90 224,38+119,96 303,88+146,90 0,1644

5.1.2 Caracterizacdo dos exossomos de plasma sanguineo

Os exossomos de sangue periférico de pacientes com DP e controles

saudaveis foram enriquecidos utilizando o reagente Exoquick e ultracentrifugacdo. Os
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pellets e sobrenadantes foram confirmados para a presenca dos exossomos pelo
ensaio de western blot, sendo imunoreativas para os marcadores Alix e TSG101, para
as duas metodologias (Figura 17A). Além disso, a proteina de reticulo endoplasmético
calnexina foi encontrada apenas nos lisados celulares, indicando auséncia de
contaminacao. Devido aos resultados semelhantes nas duas abordagens, o reagente
Exoquick foi escolhido para as demais analises devido a sua rapidez e facilidade de
manuseio. As andlises seguintes foram realizadas para o0s grupos de estadiamento de
DP (leve, moderado e avancado) e doadores saudaveis. O ensaio de microscopia
eletronica (Figura 17B) mostrou que o pellet continha vesiculas de 40 a 120nm de
didametro e tipica morfologia dos exossomos. Os exossomos também foram
guantificados pela andlise do trafego de nanoparticulas (Figura 17C), mostrando que
o tamanho das vesiculas encontradas variou de 15 a 525 nm de didmetro, mas sendo

predominantemente em torno de 105nm, para todas as analises, caracteristico das

vesiculas.
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Figura 17 Caracterizacdo dos exossomos de plasma sanguineo. (A) Western blot. Os exossomos
do pellet e sobrenadante do preparado de exossomos foram reativos para as proteinas exossomais
Alix e TSG101, além de ndo serem reativos para calnexina, preteina de reticulo endoplasmatico,
utilizada como controle negativo (confirmado em lisado celular). (B) Microscopia eletrbnica para os
grupos de DP leve, moderado, avancado e controle. Escala= 100nm. (C) Analise do trafego de
nanoparticulas. Preto= PBS, verde= controle, azul= leve, laranja= moderado, vermelho= avancado.

5.1.3 Quantificacdo da a-sinucleina plasmatica e exossomal de

pacientes com Doenca de Parkinson e doadores saudaveis

Foram quantificados os niveis de a-sinucleina em plasma e exossomos dos
grupos de estadiamento da doenca e doadores saudaveis, em pool. Foram
encontrados valores maiores nos grupos da doenca em relagéo ao controle quando
dentro dos exossomos (Figura 18B, controle=17,26+£1,52 leve=49,92+7,08,
moderado=58,02+9,98, avancado=46,37+4,83, p=0,0131). Além disso, a quantidade
total de a-sinucleina foi estatisticamente igual para os grupos quando livre no plasma
(Figura 18A, controle=40,93%£9,82ng/ml, leve=37,69+6,36, moderado=32,89+5,77
avancado=32,23+0,84), mostrando a importancia do estudo dos exossomos na DP.
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Figura 18 Quantificacdo da a-sinucleina plasmatica e exossomal de sangue de pacientes com
DP em pool. (A) A concentracao de a-sinucleina no plasma de pacientes com DP e doadores saudaveis
(controle) foi estatisticamente igual. (B) A concentracdo de a-sinucleina nos exossomos de pacientes
com DP e doadores saudaveis (controle) foi estatisticamente maior para o grupo doente. Média e desvio
padrdo provenientes de andlises em triplicata de uma mesma amostra (em pool). *p<0,05, one-way
ANOVA com post-hoc Tukey’s test. Controle= barra verde, grupo leve= barra azul, grupo moderado=
barra laranja, avancado= barra vermelha.
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Além disso, foi realizada a quantificacdo da a-sinucleina nas amostras dos
doadores saudaveis e pacientes com DP individualmente. A realizagdo dessa anélise
so6 foi possivel devido a disponibilidade de plasma para todos os sujeitos do estudo.
Diposnobilidade essa que n&o foi obervada nas amostras de exossomos,
impossibilitando a realizagdo da analise individual. Entretanto, ndo foi observada

correlacdo entre a concentracdo de a-sinucleina plasmatica e a severidade dos
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sintomas motores classificados de acordo com a escala de estadiamento H&Y (Figura
19A, Coeficiente de correlagdo de Pearson r= -0,07837, p=0,582), a escala de
atividades diarias SE (Figura 19B, Coeficiente de correlagdo de Pearson r= 0,5784,
p= 0,07077), nem com a perda da funcdo cognitiva dos pacientes classificada de
acordo com o MEEM (Figura 19C, Coeficiente de correlacdo de Pearson r= 0,1780,
p= 0,2535).
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Figura 19 Quantificacdo da a-sinucleina plasmatica de sangue de pacientes com DP
individualmente. (A) A quantidade de a-sinucleina no plasma sanguineo de pacientes com DP néo se
correlaciona com a severidade dos sintomas motores determinado pela escala H&Y (Coeficiente de
correlacdo de Pearson r= -0,07837, p=0,582), (B) nem com a perda da independéncia nas atividades
diarias determinada pela escala SE (Coeficiente de correlacdo de Pearson r= 0,5784, p= 0,07077) (C).
Também ndo houve correlagdo da a-sinucleina plasmética com a func@o cognitiva dos pacientes
(MEEM). Coeficiente de correlacéo de Pearson r= 0,1780, p= 0,2535.

A partir da quantificagdo da a-sinucleina plasmatica individualmente, foi
possivel avaliar sua performance como potencial biomarcador diagnéstico pela
analise da curva ROC (caracteristica de operacao do receptor, em inglés, receiver
operating characteristic”, Figura 20. A curva ROC é uma forma de representar a

relacdo, normalmente antagbnica, entre a sensibilidade (falso positivo) e a

especificidade (falso negativo) de um teste diagndstico quantitativo.
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p= 0,246
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Figura 20 Curva ROC. a-sinucleina (ng/ml) plasmatica de pacientes com DP versus controle. ASC:
Area sob a curva.
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A sensibilidade e especificidade de distinguir pacientes com DP do controle foi
de 46,88% e 77,78%, respectivamente (Tabela 7). Com a area sob a curva de 0,590
e o valor de p de 0,246, o parametro ndo se mostrou eficiente para distinguir os grupos.

Tabela 7 Sumario dos resultados da curva ROC. DP versus controle, ilustrando a area sob a curva
(ASC), o valor de p, valor de corte (ng/ml), a sensibilidade (%) e especificidade (%).

ASC Valorde p Valordecorte Sensibilidade Especificidade
(ng/ml) (%) (%)
DP versus controle 0,590 0,246 22,19 46,88 77,78

5.1.4 Razéo da a-sinucleina exossomal em plasma sanguineo de

pacientes com Doenca de Parkinson

Também foi calculada a razdo da a-sinucleina exossomal com a a-sinucleina
plasmatica. Podemos notar pela que apenas 44+0,14% da a-sinucleina encontra-se
dentro dos exossomos, para 0 grupo controle, sendo 136+0,42%, 182+0,62% e
144+0,11% para os grupos leve, moderado e avangado, respectivamente, sendo para
este Ultimo grupo estatisticamente maior que os demais (Figura 21A, p= 0,0161).

Além disso, também foi calculada a razdo da a-sinucleina exossomal pelo
namero de exossomos nos diferentes grupos (Figura 21B). Nosso achado foi bastante
interessante mostrando que a quantidade de a-sinucleina nos exossomos do grupo
com a doenca foi estatisticamente maior que do grupo controle (controle= 11,51+1,01,
leve= 29,36+4,17, moderado= 61,07+10,50, avancado= 30,91+3,22, p= 0,0050).
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250+ 80- * *
* % I Contorle
200 50- I Il leve
Moderado
1504 A Avancado

a-sinucleina (%)
'S
[=]
L

(<]
(=]

1
[
(=]

1

[nginimero de exossomos]

Figura 21 Caracterizacdo da a-sinucleina exossomal em plasma sanguineo de pacientes com
Doenca de Parkinson. (A) Raz&o da a-sinucleina exossomal com a a-sinucleina plasmética (%). (B)
Raz&do da da a-sinucleina exossomal com o ndmero de exossomos no plasma de pacientes com DP e
controles *p<0,05, one-way ANOVA com post-hoc Tukey’s test. Controle= barra verde, grupo leve=
barra azul, grupo moderado= barra laranja, avancado= barra vermelha. *p<0,05, one-way ANOVA com
post-hoc Tukey'’s test. Controle= barra verde, grupo leve= barra azul, grupo moderado= barra laranja,
avancado= barra vermelha.
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InclusBes contendo a-sinucleina ndo estdo restritas ao SNC, mas também podem
ser identificadas em tecidos corporais periféricos, confirmando a natureza sistémica
da patologia (BRAAK et al., 2003). Além disso, a-sinucleina pode ainda ser detectada
em diversos fluidos corporais (MALEK et al., 2014), como plasma e saliva (AL-NIMER
et al., 2014; SHI et al., 2014; VIVACQUA et al., 2016), sendo uma fonte alternativa e
muito mais facil acesso que o liquor. E aceitavel que a a-sinucleina possui a
capacidade de se autopropagar através do cérebro. Um mecanismo potencial para
seu espalhamento é através dos exossomos (EMMANOUILIDOU et al., 2010;
DANZER et al., 2012; COLEMAN; HILL, 2015). Além disso, cresce 0 namero de
evidéncias que sugere que 0S exossomos sdo uma fonte de biomarcadores para
doencas neurodegenerativas mais confiavel que os fluidos per se, uma vez que eles
carreiam moléculas Unicas e que refletem as mudancas ocorridas durante o
desenvolvimento da doenca (VELLA et al., 2016; WU et al., 2017).

De acordo com o estado da arte, apenas dois estudos examinaram o conteudo de
a-sinucleina em exossomos de plasma de pacientes do DP (SHI et al., 2014; CERRI
et al., 2018). Ambos mostraram que 0s niveis plasméticos de a-sinucleina exossomal
€ maior em pacientes com DP quando comparados com doadores saudaveis,
semelhante com os nossos achados. O fato de que essa diferenca nao é afetada pela
concentracao individual de exossomos entre 0s grupos confirma que 0S exoSSomos
plasmaticos de pacientes com DP contém uma quantidade maior de a-sinucleina por
vesicula quando comparados com os doadores saudaveis.

Além disso, nenhuma diferenca foi encontrada nos niveis de a-sinucleina
plasmatica entre os pacientes e doadores saudaveis. O aumento significativo de a-
sinucleina associada a exossomos em pacientes com DP pode refletir o papel
funcional desta proteina como fonte na patologia. Danzer e colaboradores (2012)
mostraram que exossomos associados a a-sinucleina sdo mais toxicos a células que
exossomos néo a contendo, contribuindo com a ideia de que a via de liberacdo da
proteina pode explicar o espalhamento da a-sinucleina observado em cérebros
humanos post-mortem. Muitos achados sugerem que a-sinucleina exossomal de
pacientes com sinucleinopatias funcionam como carreadores para transmissao da
doenca de maneira interneuronal, pela inducéo da oligomerizacdo e agregacéo de
proteinas endégenas (STUENDL et al., 2016; NGOLAB et al., 2017).

Apesar da nado ter sido observada diferenca nos niveis de a-sinucleina

plasmatica entre pacientes e controles, assim como no nosso estudo, Shi e
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colaboradores (2014) observaram que 0s exossomos com quantidades aumentadas
de a-sinucleina em pacientes com DP eram inteiramente de origem neuronal
(positivos para L1ICAM — proteina de adesé&o celular, que é encontrada na superficie
das células nervosas). Como exossomos podem ser secretados por diversos tipos
celulares, incluindo células do sangue periférico (ZITVOGEL et al., 1998;
MATSUMOTO et al., 2017), e muitos estudos mostram que 0s niveis de a-sinucleina
aumente nas células vermelhas e em linfdcitos periféricos em pacientes com DP (KIM
et al., 2004; WANG et al., 2015; MATSUMOTO et al., 2017), pode-se imaginar que
diferentes populacbes celulares contribuem para o aumento da a-sinucleina
exossomal no plasma de pacientes com DP. Além disso, uma vez que nosso protocolo
nao possui etapas adicionais de isolamento e caracterizagdo de subpopulacdes de
€X0SsSomos e que mesmo assim permita obter quantidade suficiente de vesiculas a
partir de um volume pequeno de amostra, a valiagdo da a-sinucleina exossomal em

pool, pode ser utilizada na rotina da pratica clinica apés devidas otimizacdes.

5.1.5 Exossomos de plasma sanguineos de pacientes com Doenca

de Parkinson e ainducéo da oligomerizacao da a-sinucleina

De modo a avaliar o efeito dos exossomos de doadores saudaveis e pacientes
com DP na oligomerizacao da a-sinucleina, foi utilizado o ensaio BiFC, que € baseado
na reconstrucado da proteina fluorescente funcional VENUS pela interacdo de, no
minimo, duas moléculas de a-sinucleina que permite a visualizacdo da formacéo de
dimeros/oligbmeros de a-sinucleina em células vivas.

Células HEK foram plaqueadas e, no dia seguinte, transfectadas com igual
guantidade dos plamideos VN-a-sinucleina e a-sinucleina-VC, utilizando metafectina.
No dia seguinte da transfeccéo, foi adicionado o conteudo de exossomos - 1 uL e 10
ML dos grupos de estadiamento leve, moderado, avangado e doadores saudaveis
(controle) -, as culturas e 24 horas apds essa adicao as células foram fixadas e as
inclusdes avaliadas em microscépio de florescéncia. Para controle experimental,
alguns pocos foram transfectados, porém ndo houve adicdo de exossomos de
nenhuma origem (NT: ndo tratado). De qualquer maneira, toda a analise transcorreu
igual para toda a placa, independente da presenca de vesiculas ou néo.

Pela andlise, sugere-se um leve aumento da oligomerizacdo da a-sinucleina
em funcdo do estadiamento da doenca e quantidade de exossomos, porém sem

diferenca estatistica (N.S.: ndo significativo; Figuras 22A e 22B).
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Figura 22 Efeito dos exossomos na oligomerizacdo da a-sinucleina. (A) Imagens representativas
da oligomerizagdo da a-sinucleina. Células HEK superexpressando os constructos VN-a-sinucleina e
a-sinucleina-VC. A fluorescéncia verde é resultante da reconstitui¢do do fluoréforo VENUS, promovido
pela interacéo das proteinas de interesse. Volumes de 1 pL ou 10 pL de exossomos de diferentes
origens (grupo leve, moderado, avancado ou doadores saudaveis — controle) foram adicionado as
culturas. Escala: 50nm. (B) Eficiéncia de oligomeriza¢do. Média da intensidade de fluorescéncia das
células expostas a exossomos de diferentes origem e quantidades. Média e desvio padrao relativos de
trés experimentos independentes. NT: N&o tratado, sem a presenca de exossomos. N.S.: Nao
significativo.

5.1.6 Exossomos de plasma sanguineos de pacientes com Doenca

de Parkinson e ainducao da agregacédo da a-sinucleina

Em paralelo, foi avaliado o efeito dos exossomos na formacéo de inclusées de
a-sinucleina. Para isso, nos baseamos no paradigma estabelecido de agregacéo da
a-sinucleina baseado na co-expressdo de SynT e Sphl, uma proteina presente nos
CL, que interage diretamente com a a-sinucleina. Como previamente estabelecido,
células H4 foram co-transfectadas com plasmideos codificando cada uma das
variantes SynT e Sphl e a formacdo de inclusdes foi avaliada apés 24 horas da
exposicao aos exossomos, que se deu 24 horas apos a transfeccéao.

Exossomos nas quantidades de 1 uL e 10 uL, provenientes de plasma de
sangue periférico de doadores saudaveis (controle), grupo leve, moderado e

avancado da DP, foram adicionados as culturas. Além disso, alguns pogos foram
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transfectados porém, ndo houve adicdo de exossomos de nenhuma origem (NT: N&o
tratado). Com isso, foi avaliada a propenséo a agregacao dos constructos mesmo na
auséncia de vesiculas. Uma vez que o padrdo de inclusdo é heterogéneo, foram
definidas 4 categorias (células sem inclusdo, menos que 5 inclusdes, entre 5 e 9
inclusdes e mais que 10 inclusbes) para se obter uma conclusdo mais precisa do efeito

dos exossomos.

Pode ser observado que o numero de células com 10 ou mais inclusdes
aumenta para todos os grupos de estadiamento da doenca em relacdo ao controle,
para os dois volumes de exossomos adicionados (1 yL e 10 pL). Além disso, também
houve uma diminuicdo no nimero de células sem inclusGes para todos os grupos de
estadiamento da doenca em relacdo as quantidades de 1 uL e 10 uL de vesiculas. Os
resultados também sugerem uma sutil diminuicdo do grupo leve em relacdo aos
grupos moderado a avancado, para ambas quantidades de vesiculas adicionadas
(Figuras 23A e 23B).
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Figura 23 Efeito dos exossomos na formacéo de inclusdes. Esse modelo consiste na co-expresséo

de SynT junto com Sphl. (A) Padrdo de inclusdo nas células H4. Exossomos de diferentes origens e

guantidades resultam na formacéo de inclus@es distintas em células humanas H4. Volumes de 1 yL ou
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10 yL de exossomos de diferentes origens (grupo leve, moderado, avangado ou doadores saudaveis —
controle) foram adicionado as culturas. Escala: 50nm. (B) Quantificacdo das inclusbes. Para cada
experimento, 50 células foram classificadas em diferentes grupos de acordo com o padrdo de incluséo.
Resultados provenientes de um Unico experimento. Sem analise estatistica. NT: Nao tratado, sem a
presenca de exossomos. a-sin: a-sinucleina.

Os achados do nosso trabalho ndo envolvem apenas a quantificacdo da a-
sinucleina plasmatica e exossomal de pacientes com DP. Também mostra, de
maneira inédita, que essas vesiculas podem induzir a oligomerizacao e agregacao da
a-sinucleina em células receptoras através dos ensaios BiFC e pelo modelo baseado
na co-expressao de SynT e Sphl, respectivamente. Essas descobertas podem servir
como base para futuros estudos sobre o espalhamento da a-sinucleina, assim como
sua possivel utilizacdo como marcador.

A importante funcéo dos exossomos na comunicacao celular permite que eles ajam
como notaveis contribuintes tanto em condi¢des saudaveis tanto quanto em doentes.
Além disso, 0s exossomos conseguem atravessar a barreira hematoencefélica assim,
eles podem alcancar o sangue periférico mesmo sendo oriundos do SNC, fornecendo
proteinas marcadores desse sistema. Ghidoni e colaboradores (2008) propde que tais
vesiculas atuariam como “Cavalos de Troia” na neurodegeneragado: um mecanismo
gue leva a morte celular por carrear agentes téxicos célula-a-células através dos
€X0SS0MoSs.

De fato muitas pesquisas acreditam que 0S exossSomos atuem como potenciais
carreadores de patdgenos para o ambiente intracelular e levem a perda da funcéo
neuronal (SIMONS; RAPOSO, 2009; BELLINGHAM et al., 2012; COLEMAN; HILL,
2015; DANZER et al., 2012). a-sinucleina exossomal ndo atua apenas como um
biomarcador para DP, mas €& o potencial ator na propagacdo de suas formas
neurotoxicas no cérebro. Em um estudo publicado em 2011, Alvarez e calaboradores
demonstraram que exossomos provenientes de células SH-SY5Y superexpressando
a-sinucleina eficientemente a tranfere para células normais do mesmo tipo. Além
disso, quando a liberacéo de a-sinucleina em exossomos aumenta, a sua transmissao
para células receptoras aumenta de maneira correspondente.

Alguns anos depois, estudos mostraram que exossomos provenientes de liquor de
pacientes com DP continham agregados da a-sinucleina e que, esses exossomos
podiam inciar a oligomerizacdo da forma soluvel da proteina em células-alvo de
maneira dose-dependente e levar ao quadro patolégico (KUNADT et al.,, 2015;
STUENDL et al., 2016). Esses estudos apoiam a ideia de que 0s exossomos auxiliam
na propagacao da doenca.
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Em um estudo realizando o ensaio de atividade da luciferase evidenciou que
oligbmeros de a-sinucleina livres ndo podem ser internalizados de maneira eficiente
por células receptoras, mas apenas quando associados com a superficie externa da
membrana plasmatica (DELENCLOS, et al., 2017). Essas observa¢cfes mostram que,
apesar de formas oligoméricas da a-sinucleina estarem presentes na porcéo
extracelular de forma livre (n&o associada aos exossomos), a fracdo liberada dentro
das vesiculas € internelizada nas células receptoras mais prontamente, conferindo
neurotoxicidade para células vizinhas (EMMANOUILIDOu et al., 2010; DANZER et al.,
2012). Além disso, exossomos isolados de liquor de pacientes com DP, foram
capazes de indizir a agregacao da a-sinucleina em células naive (STUENDL et al.,
2016).

O processo de internalizacdo dos exossomos ainda ndo esta completamente
esclarecido e pode ocorrer através de fusédo direta da membrana plasmaética ou por
endocitose mediada por receptor. Dependendo da célula receptora, a internalizacéo
pode ocorrer por diversos mecanismos, tais como: endocitose mediada por clatrina,
em células neuronais (FRUHBEIS et al., 2013; TIAN et al., 2014), endocitose
independente de clatrina mas dependente de colesterol e lipid raft, no endotélio e em
algumas células tumorais (SVENSSON et al., 2013) ou endocitose denpendente de
caveolina em células epiteliais (NANBO et al., 2013). Sao verdadeiras maquinarias de
entrega capazes de transitar entre as células e despejar seu contetudo através da
membrana plasmatica mediando uma transferéncia intercelular do seu conteudo.

Nossos resultados mostram que a quantidade de a-sinucleina exossomal € maior
nos pacientes com DP, para os diferentes grupos de estadiamento, apesar de ser igual
guando livre no plasma. Além disso, ainda que preliminares, estudos de
oligomerizacdo sugerem o aumento da formacao de dimeros/oligbmeros na presenca
de exossomos de pacientes com DP, quando comparados com doadores saudaveis.
Adicionalmente, estudos de agregacdo sugerem que o numero de células com 10 ou
mais inclus6es aumenta para todos os grupos de estadiamento da doenc¢a em relagéo
ao controle, para os dois volumes de exossomos adicionados (1 yL e 10 yL).

Essas analises reforcam a importancia do estudo dos exossomos para fins de
diagndstico e prognostico da DP. Mas estudando apenas a a-sinucleina sera que néo

estamos perdendo informacdes no processo?
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5.2 ANALISE METABOLOMICA DE EXOSSOMOS ENRIQUECIDOS DE
PLAMAS DE PACIENTES COM DP

5.2.1 Caracteristicas clinicas da coorte

Para a relizagdo da analise metabol6mica, foram incluidos 101 pacientes com
DP seguindo a mesma classificacao (leve, n=46; moderado n=42 e avang¢ado, n=13),
além de 36 doadores saudaveis, que apresentavam idade semelhante e coabitavam
com o0s pacientes, como controle. Nenhuma diferenca estatistica foi observada
envolvendo idade de inicio, escolaridade, consumo de café, tabaco, alcool, agua de
poco ou no histérico familiar (Tabela 8). Como esperado, devido aos critérios de
inclusao e estratificacao da coorte, a escala H&Y e a escala SE foram estatisticamente
diferentes entre os grupos de estadiamento da doenca e os controles (p < 0,0001).
Também houve diferenca estatistica entre os grupos na idade do exame (p=0,0492),
tempo de doencga (p < 0,0001), género (p < 0,0001), MEEM (p=0,0003) e na dose
equivalente da levodopa (p=0,0010).
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Tabela 8 Caracteristica clinica das coorte. N.A.: Ndo avaliado

Controle DP Leve Moderado Avancado

(n=36) (n=101) (n=46) (n=42) (n=13) p Valor
Idade do exame (anos) 60,74+10,80  64,40+12,13 63,02+10,16 65,2949,26 71,38+12,05 0,0492
Idade de inicio (anos) N.A. 55,33+11,75 56,22+11,06 54,70+11,30 54,15+15,80 0,9179
Tempo de doenca (anos) N.A. 9,71+6,66 6,80+4,58 10,5845,68 17,23+9,14 <0,0001
Género (% maculino) 19,44 61,39 67,39 64,29 30,77 <0,0001
Escolaridade (anos) N.A. 8,85+3,98 8,78+4,24 9,04+3,69 8,4614,20 0,9710
Consumo de cafeina (% nao) N.A. 11,88 15,22 7,14 15,38 0,6774
Tabagista (% néo) N.A. 53,47 47,83 54,76 69,23 0,5954
Etilista (% n&o) N.A. 41,58 39,13 40,48 53,85 0,8192
Consumo de agua de poc¢o (% néo) N.A. 32,67 34,78 28,57 38,46 0,9161
Historico familiar (% sim) N.A. 35,64 47,83 28,57 15,38 0,1020
Escala Hoehn & Yahr modificada N.A. 2,59+0,79 1,93+0,17 2,81+0,25 4,23+0,44 <0,0001
Escala Schwab & England N.A. 73,07+£22,34 83,70+13,01 73,33115,25 34,62+26,34 < 0,0001
Mini exame do estado mental N.A. 24,45+6,89 26,14+45,43 25,6314,44 16,75+10,07 0,0003
Dose equivalente de levodopa (mg) N.A. 188,95+104,15 137,02+74,03 213,81+102,20 314,80+104,01  0,0010
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5.2.2 Metabolomica

5.2.2.1 otimizacao

5.2.2.1.1 preparo da solucdo de analitos

Foram selecionadas 3 classes de substancias presentes no sangue
(catecolaminas enddgenas, corticosteroides enddégenos e anabdlicos esteroidais) e
seus respectivos representantes (adrenalina, noradrenalina, dopamina, cortisol,
cortisona e testosterona). A partir dai foram selecionadas as moléculas exdégenas que
apresentassem estrutura quimica semelhante a elas.

Assim, foram incluidas as fenilpropanolonas (foledrina e metilefedrina), os
corticosteroides (prednisona e prednisolona) e moléculas esteroidais com atividade
anabdlica (metiltrienolona, oxandrolona e trembolona; Tabela 9)

Optou-se por trabalhar com quantidades bem inferiores dos analitos no ensaio
em relacdo as moléculas enddgenas analogas no sangue. Dessa forma, poderiamos
garantir que se o método estivesse recuperando todas essas substancias de maneira
satisfatoria, os resultados dos ensaios metaboldmicos seriam também satisfatorios e

confiaveis. A solucéo de analitos foi preparada em metanol.
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Tabela 9 Classes e substancias enddgenas e analitos analogos utilizados no procedimento de otimizacdo. As classes e substancias endogenas utilizadas
foram as catecolaminas enddgenas (adrenalina, noradrenalina e dopamina), corticosteroides endégenos (cortisol e cortisona) e anabdlicos esteroidais (testostona).
Os analitos analogos utilizados foram as fenilpropanolonas (foledrina e metilefedrina), corticosteroides (prednisona e prednisolona) e moléculas esteroidais com
atividade anabdlicas (metiltrienolona, oxandrolona e trembolona). Os valores de referéncias das substancias enddgenas foram utilizados para se estabelecer a
quantidade dos analitos analogos utilizados no procedimento (Fonte: Fleury).

Classe/Substancia Valores de Referéncia (ng) Analitos analogos Quantidade (ng)
Catecolaminas enddgenas Fenilpropanolaminas
Adrenalina 0,09 Foledrina 0,015
Noradrenalina 0,46 Metilefedrina
Dopamina 0,03
Corticosteroides endégenos Corticosteroides
Cortisol - pela manha 50 a 250 Prednisona 0,02
Cortisona Prednisolona
Anabdlicos esteroidais Moléculas esteroidais com atividade anabdlica 0,03
Testosterona total 3 a9 (para homens) Metiltrienolona

Oxandrolona
Trembolona
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5.2.2.1.2 ensaio de otimizacao

A otimizacdo do procedimento de extracdo foi realizada aplicando-se a
metodologia de superficie de resposta baseada na matriz de Doehlert para 3 variaveis
(volume de solvente organico, em mL; porcentagem de TBME, em acetato de etila, €;
tempo de orbital no agitador rotatério, em minutos). Todo o procedimento foi realizado
separadamente para cada analito em pH acido, alcalino e neutro.

A otimizagao foi, entdo, estabelecida como a melhor condicdo de extracao
avaliada através da recuperagdo, ou seja, eficiéncia da extracdo, como mostra a
tabela 10. Nesse momento foram setados os valores das variaveis para buscar o maior
valor de recuperacdo para cada analito, gerando-se os graficos de superficie de
resposta onde foram avaliadas as condic¢des criticas para cada um deles. A figura 24
apresenta os graficos de superficie de resposta, agrupados 2 a 2, para a foledrina,
prednisolona e trembolona, em pH acido. Os graficos dos outros analitos e para os 3
pHs se encontram no apéndice.

Apés a andlise de todos os graficos de superficie de resposta, pode-se avaliar
as condicfes 6timas para o experimento. A tabela 11 dispde as condic¢des criticas do
analitos. Pode-se observar que para os 3 pHs estudados a melhor condi¢éo envolveu
9 mL de solvente organico, sendo 100% acetato de etila (0% de TBME). Além disso,
para o pH acido o tempo de orbital 6timo foi de 10 minutos enquanto para os pHs

alcalino e neutro foi de 30 minutos.
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Tabela 10 Valores de recuperacao (%) dos analitos em relagdo aos 13 experimentos envolvidos no processo de otimizacdo. Foram avaliados os analitos
foledrina, metilefedrina, prednisona, prednisolona, metiltrienolona, oxandrolona e trembolona nos pHs é&cido, alcalino e neutro.

Analitos Experimento

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Foledrina 033 024 073 08 281 079 191 299 285 354 369 433 573
Metilefedrina 098 093 254 202 10,30 2,04 653 993 7,68 11,97 10,18 11,78 17,40

ACIDA  Prednisona 117,03 70,01 114,94 91,28 145,67 5535 83,77 93,85 9536 94,61 85,78 93,95 92,30
Prednisolona 93,23 64,14 102,70 93,26 139,86 55,51 88,54 112,77 98,27 93,63 87,44 92,35 81,78
Metiltrienolona 104,00 74,70 96,23 90,13 139,38 63,22 80,00 101,85 93,84 107,75 93,99 96,07 98,17
Oxandrolona 99,79 66,22 9299 87,18 155,58 72,83 86,95 101,50 85,12 89,96 98,04 87,31 89,73
Trembolona 150,79 88,77 8555 96,13 140,57 64,53 89,27 109,67 102,18 114,07 108,29 92,60 107,55

Foledrina 14,77 25,61 24,48 14,69 26,73 4,42 21,41 53,52 21,12 46,17 41,27 16,06 44,60
Metilefedrina 54,88 890,76 85,00 43,98 94,71 41,81 57,83 85,41 68,97 60,78 101,74 50,53 74,92
Prednisona 78,23 83,18 79,98 79,34 87,62 59,12 65,00 82,10 76,37 89,60 77,80 54,58 84,34

ALCALINA Prednisolona 75,84 8519 7638 87,09 83,06 59,30 59,81 8254 74,79 90,65 80,97 54,98 91,64
Metiltrienolona 76,79 82,71 73,53 91,78 85,76 64,60 69,53 89,09 76,40 9539 81,21 6187 85,66
Oxandrolona 70,83 74,75 6495 83,85 84,57 5450 62,23 78,17 69,95 89,74 7857 5480 87,69

Trembolona 79,76 80,65 6859 90,65 82,35 5824 7256 8571 8392 8562 8535 63,33 8553
Foledrina 0,08 0,25 0,18 0,23 0,64 0,13 0,80 1,76 125 2,43 2,56 1,60 2,28
Metilefedrina 2,06 547 3,07 3,46 7,04 124 09,02 12,95 8,33 19,12 15,52 10,94 12,09
Prednisona 79,83 8535 63,68 102,96 90,32 85,27 81,09 92,21 135,87 108,49 101,83 111,07 60,50

NEUTRA  Prednisolona 72,05 76,22 65,31 100,83 92,07 78,02 75,09 85,77 124,08 109,87 104,13 98,05 63,01
Metiltrienolona 73,78 93,80 76,21 111,49 105,43 88,69 90,10 99,45 127,22 106,59 99,02 93,22 64,73
Oxandrolona 76,54 80,77 67,50 96,27 100,00 87,08 79,89 86,98 138,26 123,35 102,29 94,54 59,23
Trembolona 84,73 97,46 80,88 9558 97,89 79,70 81,82 93,91 144,00 133,62 136,02 94,20 70,66
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Figura 24 Grafico de superficie de resposta do efeito de diferentes condi¢cdes de extragédo para
a (A) foledrina, (B) prednisolona e (C) trembolona em pH acido. As trés variaveis estudadas no
processo de otimizacdo foram agrupadas em trés grupos, duas a duas. O eixo y corresponde a
eficiéncia de recuperacéo. Os graficos mostram proporcao e volume (esquerda), proporgdo e tempo
(meio) e, volume e tempo (direita). A escala de cores representa os valores de eficiéncia de recuperacéo
variando de 0% (verde escuro) a 120% (vermelho escuro).
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Tabela 11 Condic8es criticas de extragao para cada analito em pH acido, alcalino e neutro e suas
respectivas conclusfes. As variaveis analizadas foram volume total de solvente, em mL (1),
porcentagem de TBME em acetato de etila (2) e tempo de orbital no agitador rotatério, em minutos (3).
As conclusdes foram: pH acido (1) 9mL, (2) 100% de acetato de etila e (3) 10 minutos; pH alcalino (1)
9ImL, (2) 100% de acetato de etila e (3) 30 minutos; e, neutro (1) 9mL, (2) 100% de acetato de etila e

(3) 30 minutos.

ACIDA

Moléculas Volume total de solvente (mL) % TBME em (Acet. Et.) Tempo de orbital (min.)
Foledrina 7a9 0 10a 30
Metilefedrina 9 0 10a 30
Prednisona 9 50 a 100 10
Prednisolona 9 0a 100 10
Metiltrienolona 9 0a75 10
Oxandrolona 9 0a 100 10
Trembolona 9 0 10a 15
Concluséao 9 0 10
ALCALINA

Moléculas Volume total de solvente (mL) % TBME em (Acet. Et.) Tempo de orbital (min.)
Foledrina 9 0a25 10a 30
Metilefedrina 9 100 10a 30
Prednisona 9 0a25 25a30
Prednisolona 9 0a25 25a30
Metiltrienolona 9 0a100 10a 15 efou 25a 30
Oxandrolona 9 0a25 10 ou 30
Trembolona 9 0 10 a 15 e/ou 30
Concluséao 9 0 30

NEUTRA

Moléculas Volume total de solvente (mL) % TBME em (Acet. Et.) Tempo de orbital (min.)
Foledrina 9 0a25 30
Metilefedrina 9 0a25 20a 30
Prednisona 5 50 15a 20
Prednisolona la9 50 15a20
Metiltrienolona 9 100 10
Oxandrolona la9 0 30
Trembolona la9 0 30
Conclusao 9 0 30

5.2.2.2 validacao

Para garantir que o novo método analitico gerasse informacdes confiaveis e

interpretaveis sobre a amostra, ele sofreu uma avaliacdo denominada validacdo. O

ensaio de validacdo avaliou: seletividade/especificidade, interferéncia da matriz,

repetitividade, arraste e limite de deteccdo. A tabela 12 ilustra alguns pontos avaliados

no ensaio de validagdo. Descreve os analitos utilizados, sua férmula quimica
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protonada, a relacdo massa/carga (m/z), os tempos de retencdo, concentracdo de
trabalho, limite de deteccgéo (L.O.D.) e o desvio padréo relativo (RSD).
Tabela 12 Formula quimica protonada (M+H), ion (m/z), tempo de retencdo (minutos),

concentracao de trabalho (ng/mL), limite de deteccédo (ng/mL) e desvio padréo relativo (%) dos
analitos envolvidos no procedimento de validacao.

Formula quimica ) Conc. LOD
Analito (M+H) lon (m/z)  tr (Min) (ng/mL) (ng/mL) RSD (%)
Foledrina Ci0H1sNO 166,12264 0,92 15 15 15,17
Metilefedrina C1H17NO 180,13829 1,87 15 15 0,08
Prednisona C21H260s 359,18530 6,28 20 2 11,35
Prednisolona C21H2s05 361,20095 6,52 20 2 11,75
Metiltrienolona C19H2402 285,18491 7,74 30 3 11,51
Oxandrolona C19H3003 307,22677 7,53 30 3 11,81
Trembolona Ci18H2202 271,16926 7.43 30 3 10,20

A seletividade/especificidade é definida como a habilidade do ensaio detectar
apenas a substancia de interesse e pode ser entendidas como a habilidade do método
em discriminar o analito de interesse entre outas substancias com estruturas similares.
A figura 25 mostra a especificidade do método uma vez que, apés a injecao de 10
matrizes de origens distintas, sem a presenca dos analitos, ndo houve a identificacao

de nenhuma outra substancia no tempo de retencédo da metilefedrina.
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Figura 25 Cromatogramas para avaliacdo de seletividade/especificidade no tempo de retencéo
da metilefedrina. Dez plasmas de origem diferentes foram analisados para seletividade/especificidade.
Auséncia de pico no tempo de retencdo da metilefedrina. Os cromatogramas foram analisados em LC-
HRMS.

Para o limite de deteccdo, o método foi capaz de detectar 10% da concentracao
de trabalho. O resultado analitico para repetitividade esta relacionado ao RDS. Todos
os valores encontrados estavam abaixo de 20% que € o limite de aceitacdo do método

(Tabela 12).
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Para o ensaio de arraste podemos observar pela analise da figura 26 que nao
houve deteccdo de pico cromatografico na regido do tempo de retencdo da
metilefedrina mesmo apds a injecdo de uma amostra com o dobro da concentracao

de analitos.
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Figura 26 Cromatogramas para analise de arraste no tempo de retencdo da metilefedrina. Foram
injetados 3 amostras de plasma sanguineos consecutivamente: um sem adi¢cdo de nenhuma substancia
(A), um com o dobro das substancias a serem validadas (B) e o Ultimo sem adic&o de substancia (C).
Andlise do tempo de retencdo da metilefedrina. Os cromatogramas foram analisados em LC-HRMS.

Além disso, a interferéncia da matriz € definida como a possibilidade de
interferéncia no tempo de retencdo do analito por um componente enddgeno da
matriz. Nenhuma interferéncia foi observada na deteccdo dos analitos estudados
(Tabela 12).

De maneira geral, analises de substancias de matrizes biolégicas (tais como
plasma, soro e urina) necessitam de um pré-tratamento. E sdo diversas as razées
para essa necessidade: complexidade biolégica das matrizes, a existéncia de
proteinas que sdo incompativeis com as colunas cromatogréaficas e substancias a
serem analisadas com concentracdes a niveis traco (HUBERT et al., 1999, BUJAK et
al., 2015). Uma técnica de extracao adequada permite que a anélise dos componentes
de interesse se torne possivel. O objetivo final é obter uma fracdo da amostra original
enriquecida com as substancias de interesse analitico, a fim de obter uma separacao
cromatografica livre de interferentes, com deteccédo adequada e um tempo razoavel
de analise (QUEIROZ et al., 2001). A escolha adequada do solvente organico é
necessaria para garantir uma boa recuperacao do analito. A selecéo de solvente € um
passo fundamental para garantir que nenhuma parte relevante do metaboloma seja
perdida no processo. Quanto maior a afinidade do analito pelo solvente organico,
maior € a recuperagdo (QUEIROZ et al., 2001). O solvente orgéanico acetato de etila
tem polaridade média: é mais polar que TBME, mas menos polar que agua. Assim, o

acetato de etila pode ter uma interacao limitada com a 4gua, assegurando a passagem
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das moléculas da solucdo aquosa para a fase de extracdo organica. As substancias
nos valores de pH alcalino e neutro requerem um maior tempo de interaccao entre
estas duas fases (isto €, o tempo no agitador rotativo) para que a extraccao seja mais
eficiente.

O processo de otimizacao define a melhor maneira de realizar a extracao liquido-
liquido, a fim de obter o maior numero de moléculas capazes de refletir o estado
metabdlico da amostra. Uma otimizacdo multivariada foi realizada, uma vez que é
considerada mais eficiente do que a de processos univariados e pode avaliar a
influéncia de varios parametros do procedimento experimental simultaneamente, com
um menor nimero de experimentos (FERREIRA et al., 2004).

Apbs todos os processos de otimizacdo, uma validacao completa foi realizada para
garantir que este novo método analitico gerasse informacGes confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra (RIBANI et al.,, 2004). A validacdo deve garantir,
através de estudos experimentais, que o método atenda aos requisitos das aplicacdes
analiticas e garanta a confiabilidade dos resultados (ISO/IEC 17025, 2017).

Nossos resultados mostram de maneira satisfatéria a otimizacdo do método de
extracdo liquido-liquido e a validacdo da metodologia de analise de substancias por
cromatografia liquida acoplada a espectometria de massas. Isso torna o método

confiavel para o estabelecimento de analises metabolémicas seguintes.

5.2.2.3 analise metabolébmica de plasma total de pacientes com
doenca de parkinson

Apés otimizar a metodologia de extracao liquido-liquido e validar o método de
analise qualitativa por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas,
foram feitas as analises metaboldémicas em plasma total e a partir de exossomos
enriquecidos de plasma dos pacientes com DP e doadores saudaveis.

As analises de plasma total foram feitas em pool com o0s grupos de
estadiamento H&Y e comparadas ao pool dos doadores saudaveis. As figuras 27, 28
e 29 mostram o perfil cromatografico comparativo do grupo com DP do estadiamento
leve, moderado e avancado, respectivamente, com o controle. E possivel distinguir os
cromatogramas do grupo doente (linha vermelha) com o do controle (linha azul). Esse

€ o indicativo inicial de diferengas nas moléculas para os estagios.
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Figura 27 Cromatogramas do pool do grupo leve de pacientes com Doenca de Parkinson. Perfil
cromatografico comparativo do grupo leve (linha vermelhas) e grupo controle (linhas azuis). Os

cromatogramas foram analisados em LC-HRMS.
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Figura 28 Cromatogramas do pool do grupo moderado de pacientes com Doenca de Parkinson.
Perfil cromatografico comparativo do grupo moderado (linha vermelhas) e grupo controle (linhas azuis).

Os cromatogramas foram analisados em LC-HRMS.
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Figura 29 Cromatogramas do pool do grupo avancado de pacientes com Doenca de Parkinson.
Perfil cromatografico comparativo do grupo avancado (linha vermelhas) e grupo controle (linhas azuis).

Os cromatogramas foram analisados em LC-HRMS.

A etapa seguinte incluiu a analise das 1000 moléculas mais intensas nos
grupos. As figuras 30, 31 e 32 mostram perfil apos a subtracdo das intensidades das
moléculas dos estadiamento leve (-59,24+1223,39), moderado (-69,93+1196,29) e
avancado (64,87+1349,66), para o grupo estudado. O calculo foi realizado com os

valores do grupo de pacientes subtraido pelo grupo dos controles. Assim, as
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moléculas a direita sdo exclusivas e/ou mais intensas nos grupos de pacientes e as
esquerda do controle, para todas as analises.

Classificou-se como estatisticamente diferente aqueles metabdlitos que
apresentaram o valor da intensidade de subtracdo maior (se a direita do grafico) ou

menor (se a esquerda do grafico) que o valor de desvio padrao.
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Figura 30 Perfil de subtracédo das intensidades das moléculas do grupo leve com doenca de
Parkinson pelo controle. Cada spot representa uma molécula (-59,24+1223,39). O lado direito
representa as moléculas exclusivas e/ou mais intensas para o grupo doente e o lado esquerdo, as
moléculas exclusivas e/ou mais intensas para o grupo controle.
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Figura 31 Perfil de subtrac&o das intensidades das moléculas do grupo moderado com doenca
de Parkinson pelo controle. Cada spot representa uma molécula (-69,93+1196,29). O lado direito
representa as moléculas exclusivas e/ou mais intensas para o grupo doente e o lado esquerdo, as
moléculas exclusivas e/ou mais intensas para o grupo controle.
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Figura 32 Perfil de subtracéo das intensidades das moléculas do grupo avancado com doenca
de Parkinson pelo controle. Cada spot representa uma molécula (64,87+1349,66). O lado direito
representa as moléculas exclusivas e/ou mais intensas para o grupo doente e o lado esquerdo, as
moléculas exclusivas e/ou mais intensas para o0 grupo controle.

Para verificar os processos bioldgicos relacionados aos metabdlitos exclusivos
e estatisticamente diferentes encontrados na andlise metabolémica dos grupos
clinicos, foi realizada uma analise in silico no MetaboAnalyst 3.0 pela analise de
Pathways. Assim, foi identificada a via metabdlica exclusiva alterada para cada grupo,
dando destaque somente a ela.

Alteracdes na via do metabolismo de glicerofosfolipideos (Figura 33),
biossintese de hormbnios esteroidais (Figura 35) e, do metabolismo acido
araquidbénico (Figura 40) estdo fortemente relacionadas com o0s grupos leve,
moderado e avancado da DP, como pode ser observado através das figuras 34, 36 e

37 que ilustram vias alteradas, respectivamente.
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Figura 33 Mecanismo metabdlico entre os metabdlitos exclusivos e mais intensos no plasma de
pacientes do grupo leve com DP. A analise das vias foi conduzida entre os metabdlitos mais intensos
e exclusivos para a coorte. As vias com cores mais escuras e circulos maiores representam maior
relevancia para a DP. Ou seja, mais metabdlitos envolvidos na via em questao estdo com a expressao
aumentada no grupo de estadiamento leve da DP. A via de metabolismo de glicerofosfolipideo possui
mais metabdlitos alterados e por isso foi detacada.
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Figura 34 A rede metabdlica do metabolismo de glicerofosfolipideo. A rede mostra a via de
maneira global, as setas representam relac6es subordinadas. As caixas verdes correspondem a
enzimas com funcéo e estrutura descrita detalhadamente no banco de dados. Fonte: KEGG.

Biossintese de hormbnios esteroidais

[ T SR S I e nam e S I e nam e -

-log(p)

Impacto da via

Figura 35 Mecanismo metabdlico entre os metabdlitos exclusivos e mais intensos no plasma de
pacientes do grupo moderado com DP. A andlise das vias foi conduzida entre os metabdlitos mais
intensos e exclusivos para a coorte. As vias com cores mais escuras e circulos maiores representam
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maior relevancia para a DP. Ou seja, mais metabdlitos envolvidos na via em questdo estdo com a
expressdo aumentada no grupo de estadiamento leve da DP. A via de metabolismo da biossintese de
horm&nios esteroidais possui mais metabdlitos alterados e por isso foi detacada.
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Figura 36 A rede metabdlica da biossintese de hormdénios esteroidais. A rede mostra a via de
maneira global, as setas representam relagdes subordinadas. As caixas verdes correspondem a
enzimas com fungéo e estrutura descrita detalhadamente no banco de dados. Fonte: KEGG.
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Figura 37 Mecanismo metabélico entre os metabdlitos exclusivos e mais intensos no plasmade
pacientes do grupoavancado com DP. A andlise das vias foi conduzida entre os metabdlitos mais
intensos e exclusivos para a coorte. As vias com cores mais escuras e circulos maiores representam
maior relevancia para a DP. Ou seja, mais metabdlitos envolvidos na via em questdo estdo com a
expressdo aumentada no grupo de estadiamento avacado da DP. A via de metabolismo do acido
araquidénico possui mais metabdlitos alterados e por isso foi detacada

AFRACHIDONIC ACID METABOLIZM o LTFs
20-OH-LTE4 O 1141334—0 LTE+ ZDVHgTE
232.
5. OmETE
cvPas || CYPeF
U-Delidies 0. COOHLTES O ITDHO
CHEA Lecithin
341914 o
15-Keto- PGz ‘%.ET)E MW
© 20-OH-LTBs LTC4Q  SHETE [CvpaE | cepar o¥R. o%g_)m O?.ff;)fg ogé% OBy O INSHETE QO 120mETE
111106 I 1141330 [24.1.20] [cpau [ovrant] l l I l l lméﬁlf
(3326 R) 12(F)
PG Qe LILL 12 KetoLTEs 1o R o TS EEETTED I-%P%TE Bhere Qe SHIE 1; tr
1115411 1159 53903 ——w (11311 11311 [arcsa) [ 544 |
O4——O4——O4+——C4—{5303-0 1141 —O 114991 o Arechidonate
PGE: PGC: PGl PR FGH: PG E
N
POl FGDn (G [l Linaleic acid metabolisra .
{53002 o Hepodlin 3 O © Hepoxlin B3
Lihs 5.8-Epoxy-
T 1158 T i e ] (e o] [eeez | oz | 5337
L¥Bs 16(R)-] HETE iﬁ;—m
ARPGR o] Prostacyelin 11119 O 1415 o 1112 089 O 36 o O &
11-api PR M GHETE O15(5)-HPETE EET EET EET T EET 3ne Triowilin 43 Triosilin B3
111232 114141]  [L141en 33210 33210 332.10] [332.10] iso PFan
6-Keto- 3 1415 8.9. 56 23-Dizgr-
o uH § SisH. o olLl: o o o
PGF
15-Denzy-51:14.PGT2 1o 154 OmETE 14,15.EETA 11,12-FETA DHET DHET DHET “ DHET oo PRI
Liagdl]  [i14141
© H1alsg O 11,1215 ¢
S-Keto-POE THETA THETE
Dihydoxyepoxyeicosadiennic acid
Teteahyelrofuran diols
00590 /118
{c) Kanshiss Liboratoriss

Figura 38 A rede metabdlica do metabolismo do acido araquidénico. A rede mostra a via de
maneira global, as setas representam relac6es subordinadas. As caixas verdes correspondem a
enzimas com fungéo e estrutura descrita detalhadamente no banco de dados. Fonte: KEGG.

Com auxilio do Metaboloanalyst também possivel estabelecer quais sao os

metabdlitos alterados nas vias destacadas. A tabela 13 abaixo descreve os
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metabdlitos, descriminando no grupo e na via na qual estdo alterados. Todas as
analises foram realizadas com o grupo de DP em relagdo aos doadores saudaveis

(controle).

Tabela 13 Metabélitos alterados, suas respectivas vias o qual fazem parte e grupo de
estadiamento que se originaram. Os metabdlitos alterados foram identificados a partir da analise do
Metaboloanalyst de acordo com a via alterada e o grupo de estadiamento de origem. Todas as analises
foram realizadas in silico além de sempre confrontadas com o grupo controle (doadores saudaveis)

Moderado

Leve Avancgado

Metabolismo
do acido araquidonico

Biossintese
de hormonios esteroidais

Metabolismo
do glicerofosfolipideo

Metabdlitos
Acido 5,6-Epoxi-8,11,14-eicosatrienoico
Acido 8,9-Epoxieicosatrienoico

Metabdlitos
Deoxcorticosterona
1la-Hidroxiprogesterona

Metabdlitos
Fosfatidiletanolamina
Fosfatidilcolina

PA(16:0/16:0) 17-Hidroxiprogesterona Acido 11,12-Epoxieicosatrienoico
11b-Hidroxiprogesterona 16(R)-HETE
Aldosterona Acido 20-Hydroxieicosatetraenoico
Cortisona 19(S)-HETE
Estradiol Fosfatidylcholina
17a-Estradiol 15(S)-HETE
5-HETE
5.2.2.4 analise metabolébmica de exossomos de plasma de

pacientes com doenca de parkinson

A etapa seguinte incluiu a anélise metabolémica do conteido dos exossomos
de plasma de pacientes com DP. Toda a analise seguiu 0 mesmo racional realizado
para as amostras de plasma total. Assim, podemos observar 0s cromatogramas
comparativos entre os grupo e o controle (Figura 39) e os gréaficos ap6s a subtracdo
das intensidades das moléculas (48,26+1123,63; Figura 40).
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Figura 39 Cromatogramas do pool de exossomos de pacientes com Doenca de Parkinson. Perfil
cromatografico comparativo do grupo doente (linha vermelhas) e grupo controle (linhas azuis). Os
cromatogramas foram analisados em LC-HRMS.
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Figura 40 Perfil de subtragdo das intensidades das moléculas dos exossomos do grupo com
doenca de Parkinson pelo controle. Cada spot representa uma molécula (-48,26+1123,63). O lado
direito representa as moléculas exclusivas e/ou mais intensas para o grupo doente e o lado esquerdo,
as moléculas exclusivas e/ou mais intensas para o grupo controle.

As moléculas exclusivas e estatisticamente diferentes foram utilizadas para se
fazer a analise in silico no MetaboAnalyst 3.0. Assim, a via metabdlica que se mostrou
alterada foi a do metabolismo de glicerofofolipideo (Figura 34), como pode ser
observado através da figura 41, que ilustram vias alteradas.

E interesante destacar que alteracbes na via do metabolismo de
glicerofofolipideo esta fortemente relacionada tanto com o contetido de exossomos ha
DP, quanto com o grupo de estadiamento leve da doenca quando livre no plama,

ressaltando a importancia dessa via no estudo da doenca.
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Figura 41 Mecanismo metabdlico entre os metabélitos exclusivos e mais intensos no
exossomos de plasma de pacientes com DP. A analise das vias foi conduzida entre os metabdlitos
mais intensos e exclusivos para a coorte. As vias com cores mais escuras e circulos maiores
representam maior relevancia para a DP. Ou seja, mais metabolitos envolvidos na via em questéo estdo
com a expressao aumentada no grupo de estadiamento avacado da DP. A via de metabolismo de
glicerofosfolipideo possui mais metabdlitos alterados e por isso foi detacada.

Também foram estabelecidos os metabdlitos alterados nas via destacada, relativo
ao conteudo exossomal. A tabela 14 abaixo descreve esses metabdlitos. Todas as
analises foram realizadas com o grupo de DP em rela¢cdo aos doadores saudaveis
(controle).

Tabela 14 Metabolitos alterados, sua respectiva via o qual fazem parte no estudo metabolémico
do contelddo exossomal de plasma de pacientes com DP. Os metabdlitos alterados foram
identificados a partir da analise do Metaboloanalyst de acordo com a via alterada a de origem. Todas

as analises foram realizadas in silico além de sempre confrontadas com o grupo controle (doadores
saudaveis).

Contetido exossomal

Metabolismo
do glicerofosfolipideo

Metbdlitos
Fosfatidiletanolamina

Fosfatidilcolina
PS(16:0/16:0)
LysoPC(18:1(92))

E importante destacar que, mesmo que a essa a via tenha se destacado no estudo

do plasma total para o grupo leve e para o estudo do conteudo exossomal, algumas
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moléculas se repetem nas duas analises (fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina e
PS(16:0/16:0)), enquanto outra — LysoPC(18:1(9z2)) — so foi vista alterada no estudo
do conteudo exossomal, como pode ser observado pela comparacdo das tabelas 13
e 14. Isso reforca para o fato de haver necessidade de confirmacéo ndo s6 para o via
metabdlica envolvida no desenvolvimento da doenca, quanto para os metabdlitos
relacionados na busca de um potencial biomarcador.

Sabe-se que a metabol6bmica é a analise da colecdo de pequenas moléculas
encontradas em um sistema, como glicose, colesterol, neurotransmissores, lipidios e
muitas outras classes de substancias. (KRISTAL, 2005). A identidade e a
concentragcdo dos metabdlitos representa o produto final da interacéo entre expresséo
génica, transcricdo e traducao de proteinas nas células. Além disso, a informacédo da
metabolémica complementa os dados obtidos de outras metodologias (genémica,
transcriptdmica e protedbmica), agregando informacdes cruciais para o entendimento
da fisiopatologia da doenca, identificagéo de biomarcadores e mecanismo de acéo da
droga (KADDURAH-DAOUK et al., 2008; KRISTAL et al., 2007; LINDON et al., 2004;
HOLMES et al., 2008; WISHART 2008). Em contraste com as abordagens que se
concentram em apenas um metabalito especifico, a metabolémica envolve uma ampla
colecao de metabdlitos visando uma compreensao geral do metabolismo associado
as condicdes de interesse (KADDURAH-DAOUK et al., 2008; KRISTAL et al., 2007;
LINDON et al., 2004; WISHART 2008).

Nosso estudo mostra de maneira inédita e exclusiva alteracdo na via do
metabolismo da biossintese de glicerofosfolipideo, acido araquidénico estando
relacionada com a DP quando estratificada de acordo com a escala de estadiamento
H&Y. Além disso, nunca na literatura foi sequer avaliado o perfil metabdlico de
exossomo de pacientes com DP, estando o metabolismo de glicerofosfolipideo pela
primeira vez descrito relacionado a esse tipo de amostra e patologia.

Para o metabolismo dos glicerofosfolipideos, existem duas vias, um para a outra
em direcdo a fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina. Os glicerofosfolipidios sao
geralmente metabolizados em varias etapas com diferentes intermediarios. O primeiro
passo neste metabolismo envolve a adi¢cdo ou transferéncia das cadeias de acidos
graxos para o esqueleto de glicerol para formar o primeiro intermediario, o acido
lisofosfatidico. O &cido lisofosfatidico entdo é acilado para formar o acido fosfatidico
intermediario. A acido fosfatidico intermediario pode ser desfosforilado levando a

formacado de diacilglicerol, que é essencial na sintese da fosfatidilcolina (ECKER e
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LIEBISCH, 2014). A fosfatidilcolina € uma das muitas espécies de glicerofosfolipideos.
Em uma via chamada de Kennedy, as cabecas polares sdo adicionadas para
completar a formacédo de toda a estrutura nas duas cadeias de acidos graxos e no
grupo fosfato ligado a estrutura do glicerol. Nessa via de Kennedy, a colina é
convertida em CDP-colina, que impulsiona a transferéncia dos grupos de cabecas
polares para completar a formagé&o da fosfatidilcolina. A fosfatidilcolina pode ent&o ser
convertida em outras espécies de glicerofosfolipideos, como fosfatidilserina e
fosfatidiletanolamina (ECKER e LIEBISCH, 2014).

O acido araquidbnico € um acido graxo poliinsaturado de cadeia de 20 carbonos
com 4 ligagbes duplas, € um constituinte integral da membrana celular biolégica,
conferindo-lhe fluidez e flexibilidade. As quatro ligacdes duplas do acido araquidénico
predispdem a sua oxigenacdo que leva a formacédo de metabdlitos de consideravel
importancia para o funcionamento adequado do sistema imunoldgico, promocao de
alergias e inflamacgéao, resolucédo de inflamacéao, humor e apetite (HANNA; HAFEZ,
2018).

Nas células em repouso, o acido araquiddnico esta presente nos fosfolipidos
(especialmente fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina) das membranas das células do
corpo e € particularmente abundante no cérebro. Tipicamente, um evento dependente
do receptor, requerendo uma proteina G transdutora, inicia a hidrélise dos fosfolipidos
e liberta o acido graxo no meio intracelular. Trés enzimas medeiam essa reacdo de
desacilacéao, incluindo fosfolipase A2, fosfolipase C e fosfolipase D. Uma vez liberado,
0 araquidonato livre possui trés possiveis destinos: reincorporacdo aos fosfolipidios,
difusdo fora da célula e metabolismo. O metabolismo do araquidonato é realizado por
trés classes distintas de enzimas: ciclooxigenases, lipoxigenases e citocromo p450.
Especificamente, as enzimas ciclooxigenase e peroxidase levam a sintese da
prostaglandina H2, que por sua vez é usada para produzir as prostaglandinas, a
prostaciclina e os tromboxanos. A enzima 5-lipoxigenase leva a 5-HPETE, que por
sua vez é usado para produzir os leucotrienos, acidos hidroxieicosatetraendico
(HETES) e lipoxinas. Parte do acido araquidonico é convertido em HETES de cadeia
média, HETEs de cadeia émega, acidos diidroxieicosatriendico (DHETS) e acidos
epoxieicosatriendico (EETs) pela atividade da hidroxilase da citocromo P450
epoxigenase. Diversos produtos dessas vias atuam dentro dos neurdnios para
modular as atividades de canais iGnicos, proteinas quinases, bombas de ions e

sistemas de captacao de neurotransmissores, afetando processos como proliferacao
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celular, inflamacgéo e hemostasia. Os eicosanoides recém-formados também podem
sair da célula de origem e se ligar aos receptores acoplados a proteina G presentes
nos neurénios proximos ou nas células da glia (LEHNINGER, 2005; VANCE; VANCE,
2002; SALWAY, 2004; KROETZ; ZELDIN, 2002; ZELDIN, 2001; ONDREY, 1998;
SIGAL, 1991).

Diferentes perfis metabdlicos j& foram detectados entre controles e pacientes com
DP. Empregando a metabolémica, foram encontadas alteracdbes em vias de
metabolismo de purina (JOHANSEN et al., 2009; LEWITT et al., 2017), homeostase
de estresse oxidativo (LEWITT et al., 2013; BOGDANOV et al., 2008, HATANO et al.,
2016), metabolismo energético (glicélise e ciclo do acido citrico; TRUPP et al., 2014;
AHMED et al., 2009; WUOLIKAINEN et al., 2016), metabolismo de acidos graxos
(TRUPP et al., 2014; BURTE et al., 2017; LUAN et al., 2015a; LEWITT et al., 2017),
aminoacidos de cadeia ramificada (leucina, isoleucina e valina; TRUPP et al., 2014;
WUOLIKAINEN et al., 2016), metabolismo de fenilalanina e tirosina (HATANO et al.,
2016, LUAN et al., 2015a, LUAN et al., 2015b; LEWITT et al., 2017), metabolismo de
triptofano (LEWITT et al., 2013; TRUPP et al., 2014; HATANO et al., 2016, LUAN et
al., 2015a, LUAN et al., 2015b), derivacao de glicina e esteroidogénese (LUAN et al.,
2015a, LUAN et al., 2015b) — corroborando com o0s nossos resultados. Correlacdes
com a progresséao da DP foi relacionada a alteragdes em metabolismo de fenilalanina,
purinas e acidos graxos, serina (LEWITT et al., 2017), poliaminas (ROEDE et al.,
2013) e metabolismo de triptofano via das quinureninas na urina (LUAN et al., 2015a,
LUAN et al., 2015b), em plasma e liquor (HAVELUND et al., 2017).

Recentemente, amostras de soro foram coletadas de 35 individuos com DP
idiopatica, sem deméncia, e 15 controles saudaveis, pareados por idade com DP. Esta
analise utilizou uma combinacéo de trés plataformas independentes: cromatografia
liguida de ultra-alta performance/espectrometria de massa em tandem (UPLC-MS/
MS) otimizada para espécies basicas, UPLC-MS/MS otimizada para espécies acidas
e GC-MS. Os perfis metabolémicos da DP eram claramente diferentes daqueles dos
controles normais: os perfis de PD apresentavam niveis significativamente mais
baixos de triptofano, cafeina e seus metabdlitos, bilirrubina e ergotioneina, e niveis
significativamente mais altos de metabdlitos e biliverdina de levodopa do que os dos
controles normais (HATANO, et al., 2016).

Em outro estudo conduzido na China, 28 pacientes com DP e 18 individuos

saudaveis tiveram seu plasma coletado para usar uma abordagem metabol6mica
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baseada em LC-MS. Dezessete metabdlitos com niveis significativamente alterados
foram encontrados e a andlise da rede metabdlica foi realizada. As vias metabdlicas
envolvidas foram associadas a biossintese de tirosina, metabolismo de fosfolipides de
glicerol, metabolismo de carnitina e biossintese de acidos biliares. Essas alteracfes
metabdlicas anormais no plasma de pacientes com DP estavam relacionadas
principalmente ao metabolismo lipidico e a funcdo mitocondrial (ZHAO et al., 2018).
A presenca desses resultados heterogéneos em relagcdo aos grupos de pesquisa
reforcam a importancia de novos estudos metabolémicos em pacientes com DP para

gue as vias metabdlicas possam ser validadas e os biomarcadores definidos.
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5.3ANALISE DE RNALNC DE EXOSSOMOS ENRIQUECIDOS DE PLASMA
DE PACIENTES COM DP

Dando continuidade ao processo de caracterizagcdo do conteudo molecular de
exossomal de pacientes com DP e com o objetivo de identificar os RNAInc presentes
em exossomos desses pacientes, foram utilizados ensaios de RT-gPCR com primers
desenvolvidos para RNAInc anteriormente descritos. As andlises foram realizadas em
pool para o grupo controle e doente. No total, 8 RNAInc amplificaram de 90 do Kkit,
como pode ser observado pela anélise da tabela 15.

Tabela 15 RNA’s longos nao codificantes de exossomos de sangue periférico de pacientes com
DP diferencialmente expressos em relacdo ao controle. Os circulos verdes representam

amplificacdo e os circulos vermelhos auséncia de amplificacéo e, portanto auséncia de diferenca de
expressdo em relacdo ao controle.

RNAs longos néo Controle Pacientes
codificantes n=36 n=101
Alpha250 e 32,125 °
Anti-NOS2A e 38,145 e 36,253
AntiPegl1 e 38,924 e 37,853
E2F4antisense e 33,125 °
HOTAIR e 36,952 e 35,216
lincRNA-RoOR ° e 39,741
lincRNA-SFMBT2 ° e 35,324
lincRNA-VLDLR e 32,202 e 31,927

Foram encontrados 2 RNAInc exclusivos para o grupo doente (lincRNA-RoR e
lINcRNA-SFMBT2), 2 exclusivos para o grupo controle (Alpha250 e E2F4antisense) e
4 RNAInc que amplificaram em ambos os grupos estudados (Anti-NOS2A, AntiPegl1,
HOTAIR, lincRNA-VLDLR), como pode ser observado pela analise do diagrama de
Venn (Figura 43).
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Ctrl DP

Figura 42 Diagrama de Venn comparando RNAInc expressos para o grupo com DP e controle.
Ctrl: grupo controle. DP: Grupo com Doenca de Parkinson. Todas as analises foram realizadas com um
pool de amostra.

Apés analise in silico pode ser observado que trés dos RNAInc amplifidos em
pelo menos um dos grupos (HOTAIR, lincRNA-RoR e SAF) possui analise de
interacdo descrita paraa espécie humana. HOTAIR interage com fatores de
transcricdo (REST, RCOR1 e HIF1A), proteinas (EZH2, H3F3A, EED, SUZ12,
KDM1A, BRD4, CTNNB1, CREBBP, EP300, KMT2A, KMT2D, KMT2C, E7), DNA
(WIF1) ou outras moléculas de RNA (MIR193A, MIR33A, MIR326) por ligacdo ou por
regulacdo (fatores de transcricdo: STATS3; proteinas: VIM, PCPB1 e RBM38; outras
moléculas de RNA: MIR218-1, MIR218-2 e BMI1), como pode ser observado na figura
44,

Também a molécula de RNAInc lincRNA-RoR interage com fatores de
transcricdo (NFE2L2, POU5SF1, SOX2 e NANOG), proteinas (SCPEP1, MS2, PTBP1
e EZH2) e outras moléculas de RNA (MIR145 e MIR205) tanto por ligacdo quanto por
regulacéo (fatores de transcricdo: POUSF1 e SOX2 e; proteinas:NANOGP8), como
pode ser observado pela analise da figura 45.
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Figura 43 Redes de correlagdo entre o RNAInc HOTAIR com proteinas, fatores de transcrigcao e outras
moléculas de RNA. O circulo vermelho central representa o RNAInc e os circulos verdes as moléculas
de interagdo (proteinas, fatores de transcricdo e/ou outras moléculas de RNA). As linhas azuis
representam subordinagdo.
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Figura 44 Redes de correlagdo entre o RNAInc LINC-ROR com proteinas, fatores de transcrigédo
e outras moléculas de RNA. O circulo vermelho central representa o RNAInc e os circulos verdes as
moléculas de interacdo (proteinas, fatores de transcricdo e/ou outras moléculas de RNA). As linhas
azuis representam subordinacgéo.
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Foram identificados 8 moléculas de RNAInc em exossomos de plasma de sangue
periférico estando relacionados com a DP. Sendo que HOTAIR ja foi descrito na
literatura estando superexpressos em amostras de DP, e; Alpha250, Anti-NOS2A,
AntiPegll, E2F4antisense, lincRNA-ROR, lincRNA-SFMBT2 e lincRNA-VLDLR estéao
tendo a relacdo com a doenca descrita de maneira inédita e exclusiva.

Os RNAInc j& foram relacionados a numerosos processos biologicos, incluindo
regulacdo epigenética, controle do ciclo celular e regulacdo transcricional da
expressdo génica. Expressao diferencial de RNAInc e interrupcdo dos processos
regulatorios séo reconhecidos como etapas criticas no desenvolvimento do cancer e
de doencas neurodegenerativas (SUSLUER et al., 2018; LIU et al., 2016).

Em 2014, Soreq e colaboradores utilizaram técnicas de sequenciamento de RNA
(RNA-Seq) para determinar todas os transcritos em leucoécitos em pacientes com DP
e no grupo controle. Eles observaram uma diminuicdo na expressdo de RNAInc e
inducdo seletiva de alternancia em 13 de mais de 6000 RNAInc leucocitarios
detectados. Esses pesquisadores também encontraram cinco RNAInc elevados na
doenca. Os RNAInc candidatos inclui o componente de spliceosome U1, que suporta
o ideia de que as modulacdes de splicing estdo envolvidas em doencas.

Numerosos RNAInc foram encontrados em exossomos. Em 2014, Gezer e
colaboradores identificaram RNAInc incluindo MALAT1, HOTAIR, lincRNAp21, GASS5,
TUG1 e ncRNA-CCND1 em exossomos derivados de carcinomas cervicais e
mamarios humanos (células HeLa e MCF-7, respectivamente) por RT-gPCR. Cada
RNAInc teve diferentes padrbes de expressdo em exossomos em comparagdo com
as células: lincRNAp21, HOTAIR e ncRNA-CCND1 foram altamente enriquecidos
€X0SsSomos, mesmo que a sua expressao fosse muito baixa nas células, enquanto a
expressdo de MALAT1 era muito alta em ambos.

O RNAInc Alpha250 comp8e uma familia caracterizada por dois RNAs antisenso
sobrepostos do intron 1 do gene da proteina ribossémica humana 14 (Rps14) e foram
identificados pelo ensaio de protecdo de RNase. Essa analise foi realizada utilizando
extratos celulares e indicou o tamanho de 250 nucleotideos, que valeu o nome da
molécula. Os transcritos terminam no mesmo nucleotideo, portanto o alfa-250
sobrepbe o alfa-280, o outro componente da familia, ao longo de todo o seu
comprimento. Foram encontrados sendo ubiquitinamente expressos em tecidos
humano e células estudadas, estando quase exclusivamente presente no citoplasma
celular (TASHEVA; ROUFA, 1995).
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Em relacéo a sua funcéo, ele regula a transcricdo de Rpsl14. Cada molécula de
RNA interage com o locus génico de Rpsl14 e estimula sua expressédo. Cada RNAInc
€ transcrito através de um enhancer conhecido com capacidades putativas de ligacéo
ao fator de transcricdo, sugerindo que esse enhancer pode ser o RNA transcrito, 0
gue poderia estar recrutando fatores de transcricdo para o gene Rpsl14 (TASHEVA et
al., 1995).

Anti-NOS2A é um RNA com tamanho estimado em 1,9kb. O anti-NOS2A tem
homologia com o gene codificador da proteina NOS2A (enzima Oxido nitrico sintetase
2) e apenas uma pequena parte de aproximadamente 100 nucleotideos é antisenso
para NOS2A. Formado por duplicacao parcial de NOS2A seguido de uma inversao de
parte da sequéncia duplicada para formar um locus de 4kb em humanos. J& foi
descrito expresso em células de glioblastoma e meningioma de um locus genémico
gue evoluiu por duplicacdo do gene NOS2A seguido por inversdo interna de DNA
(KORNEEV et al., 2008).

AntiPegll tem sua expressao restrita, principalmente, a embrides e cérebro
adulto. No cérebro, foi expresso em um nivel mais alto do que Pegll (HAGAN et al.,
2009). Sua transcricdo completa e ndo processada estava em torno de 5kb, mas
também aparece como espécies menores, provavelmente processadas (HAGAN,
2009). Em relagdo a sua fungdo, o RNAInc antiPegll liga-se ao complexo de
modificacdo da cromatina do complexo repressivo Polycomb 2 (ZHAO et al., 2010).

O RNAInc E2F4antisense foi identificado através da técnica de analise serial da
ocupacdo da cromatina em células de carcinoma colorretal. Foi proposto que a
sinalizacdo de Wnt/B-catenina pode contribuir para a carcinogénese colorretal,
reduzindo o nivel de células com o repressor de ciclo E2F4 através de um mecanismo
antisenso. A sinalizacdo Wnt induz o acumulo nuclear de B-catenina e transcricao de
genes alvo especificos através da ligacdo de proteinas ao DNA. Embora todos os
genes-alvo da B-catenina conhecidos codifiquem proteinas, os estudos de perfis de
RNA genbmicos indicam que muitas transcricbes nao tém essa capacidade. Foi
observado que ambos B-catenina e proteinas de ligacdo ao DNA se ligam ao sitio
E2F4 3-UTR in vivo, induzindo expressdo de um transcrito antisenso de E2F4
(YOCHUM et al., 2006).

HOTAIR ja foi descrito expresso em fibroblastos posteriores e distais (RINN et al.,
2007). Seu nivel de expressdo no cancer € um preditor eficiente de metastase e

sobrevida com altos niveis de expressao preditivos de resultados ruins (GUPTA et al.,
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2010). Também em pacientes com cancer colorretal estagio 1V, 0s niveis de expressao
HOTAIR foram maiores em tecidos cancerosos do que em tecidos ndo cancerosos,
com expresséao fortemente correlacionada com a presenca de metastase hepatica e
associada a mau prognostico (KOGO et al., 2011).

Algumas transcricbes de HOTAIR se localizam no nacleo celular (KHALIL et al.,
2009). O transcrito revelou-se bastante instavel com uma meia-vida de 4 horas em
células Hela (TANI et al., 2012). Originalmente identificado como silenciador do locus
HoxD, e desde entéo foi descoberto que a expressao génica leva a silenciamento
epigenético em muitos locais do genoma pelo recrutamento de complexos
modificadores da cromatina repressiva (RINN et al., 2007; TSAI et al., 2010).

Como oncogene ele regula a progressdo metastatica (GUPTA et al., 2010;
SCHORDERET; DUBOULE, 2011) e esta desregulado no cancer de mama com
superexpressao frequente em metastases. Além disso, jA foi descrito estando
relacionado com a DP, atuando, principalmente, pela indu¢cdo de MPTP através da
regulacédo da expressdo de LRRK2 (LIU et al., 2016).

lincRNA-ROR esté enriquecido em CEE (células estaminais embrionarias) e iPSCS
(células estaminais pluripotentes induzidas) em comparacdo com os fibroblastos e
células CD34 das quais as iPSC foram derivadas, estando mais altamente expresso
em iPSCs do que as CEEs. Possui um local de ligacao para os fatores de transcricao
de pluripoténcia Oct4, Sox2 e Nanog. Sugere-se gue a sua expressao é controlada
por esses fatores de transcricdo (LOEWER et al., 2010).

Em relacdo a sua funcao, ja foi descrito que ele pode promover a reprogramacao
de células diferenciadas para iPSCs. Seu knockdown diminuiu o niamero de colbnias
de CEEs formadas sem afetar o nimero de células. Enquanto sua superexpressao
aumentou o numero de coldnias de iPSC formadas. Além disso, atua em fun¢des na
manutencdo de CEEs e iPSCs, quando em knockdown leva a um modesto aumento
na apoptose e ativacao das vias do p53 (LOEWER et al., 2010).

lincRNA-SFMBT2 ja foi descrito com expressdo aumentada em pacientes com
hepative B quando comparado com pessoas saudaveis (SUSLUER et al., 2018). Aléem
disso, este RNAInc foi encontrado enriquecido tanto em CEEs quanto em iPSCs, em
comparacao com as células fibroblastos e CD34, mas com um aumento no nivel de
iPSCs em comparacdo com as CEEs, o que sugere seu papel potencial na
reprogramacao. No entanto, o seu knockdown nao afetou a geracédo de células iPSCs,

sugerindo que nao é essencial para este processo. Ele abriga o local de ligacdo para
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os fatores de transcri¢cao de pluripoténcia Oct4, Sox2 e Nanog. O knockdown de Oct4
ou a diferenciacéo de células-tronco causaram a regulacao negativa da expresséao de
lincRNA-SFMBT2, sugerindo que a expressao € controlada por esses fatores de
transcricdo (LOEWER et al., 2010).

lincRNA-VLDLR ja foi observado estando enriquecido em CEEs e iPSCS em
comparacao com os fibroblastos e células CD34 das quais as iPSC foram derivadas.
Também mais altamente expresso em iPSCs do que as CEEs. Possui um local de
ligacdo para os fatores de transcricdo de pluripoténcia como Oct4, Sox2 e Nanog. O
knockdown de Oct4 ou a diferenciacdo de células estaminais causou uma modesta
regulacéo negativa na sua expressao. Assim, sugere-se que a sua expressao seja

controlada por esses fatores de transcricdo (LOWER et. al., 2010).
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6. PERSPECTIVAS

* Quantificar a a-sinucleina de exossomos de plasma de pacientes com DP e

doadores saudaveis individualmente;

* Avaliar a correlagdo da a-sinucleina exossomal com as escalas de estadiamento
H&Y, SE e com o MEEM,;

« Avaliar a performance da a-sinucleina exossomal como potencial biomarcador

diagndstico pela analise da curva ROC;

» Avaliar o efeito de oligomerizacdo e agregacao da a-sinucleina pelos ensaios de
BiFC e pelo modelo baseado na co-expressédo de SynT e Sphl, respectivamente,
induzido pelos exossomos de pacientes com quantidades maiores de vesiculas
(200ul, 500ul e 1ml);

» Marcar 0s exossomos para que, além dos efeitos de oligomerizacdo e agregacao da

a-sinucleina, possamos garantir a internalizacdo das vesiculas através do z-stack.

* Realizar o ensaio de agregacao da a-sinucleina in vitro para os grupos de

estadiamento de DP e controle saudaveis.

* Realizar a fragmentagdo das moléculas estatisticamente diferente nos grupos de DP
em plasma sanguineo e assim confirmar a via metabdlica relacionada na andlise in
silico (metabolismo do glicerofosfolipideo, biossintese de valina, leucina e isoleucina

e metabolismo do acido araquiddnico);

* Realizar a fragmentagcao das moléculas estatisticamente diferentes para a DP em
relacdo ao controle em exossomos de plasma sanguineo e assim confirmar a via

metabdlica relacionada na analise in silico (metabolismo de retinol).

* Avaliar as amostras de pacientes com DP e doadores saudaveis individualmente

para que se possa avaliar o papel desssas moléculas como biomarcadores;

* Realizar estudos de interacdo de proteinas com os RNAInc relacionados com a DP

encontrados por nos, para auxiliar na determinacéo do papel deles na doenca.
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7. CONCLUSAO

* A guantidade de a-sinucleina € maior em exossomos de plasma sanguineo de
pacientes com DP quando comparados com doadores saudaveis; porém é
estatisticamente igual livre no plasma sanguineo entre pacientes com DP e doadores

saudaveis.

+ Exossomos de plasma sanguineo de pacientes com DP podem induzir a
oligomerizacdo e agregacdo da a-sinucleina através dos modelos BiFC e SynT-

Sphnl, respectivamente;

* Apds otimizar a metodologia de extracéo liquido-liquido e validar o método de analise
qualitativa por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, observou-
se que a via do metabolismo do glicerofosfolipideo, a biossintese de valina, leucina e
isoleucina, e 0 metabolismo do acido araquidénico pode estar diretamente
relacionados os estadiamentos leve, moderado e avancado e, consequentemente ao

desenvolvimento da DP;

» Além disso, o metabolismo de retinol apareceu alterado em amostra de exossomos
de plasma de pacientes com DP quando comparados com amostras de doadores

saudaveis;

* Os RNAInc Alpha250, Anti-NOS2A, AntiPegll, E2F4antisense, HOTAIR, lincRNA-
ROR, lincRNA-SFMBT2 e lincRNA-VLDLR, encontrados em exossomos de plasma de

relacionados com DP, podem estar envolvidos no desenvolvimento da doenca.
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Gréficos de superficie de resposta com o resultado do efeito de diferentes condi¢cdes na extracdo da metilefedrina em pH acido. As trés variaveis
estudadas no processo de otimizagao foram agrupadas em trés graficos, duas a duas. O eixo y corresponde a eficiéncia de recuperacao do analito. Os gréaficos

mostram a propor¢do e volume (A), proporcdo e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperagao de 0% (verde
escuro) a 120% (vermelho escuro).
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Graficos de superficie de resposta com o resultado do efeito das diferentes condicBes na extracdo da prednisona em pH acido. As trés variaveis
estudadas no processo de otimizacédo foram agrupadas em trés graficos, duas a duas. O eixo y corresponde a eficiéncia de recuperacdo do analito. Os graficos

mostram a propor¢do e volume (A), propor¢éo e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperacédo de 0% (verde
escuro) a 120% (vermelho escuro).
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Graficos de superficie de resposta com o resultado do efeito de diferentes condi¢cdes na extracdo da metiltrienolona em pH acido. As trés variaveis
estudadas no processo de otimizacédo foram agrupadas em trés graficos, duas a duas. O eixo y corresponde a eficiéncia de recuperacdo do analito. Os graficos
mostram a propor¢éo e volume (A), propor¢éo e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperacédo de 0% (verde
escuro) a 120% (vermelho escuro).
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Gréficos de superficie de resposta com o resultado do efeito de diferentes condi¢cBes na extracdo da oxandrolona em pH acido. As trés variaveis
estudadas no processo de otimizagao foram agrupadas em trés graficos, duas a duas. O eixo y corresponde a eficiéncia de recuperacao do analito. Os gréaficos
mostram a propor¢éo e volume (A), proporcao e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperacao de 0% (verde
escuro) a 120% (vermelho escuro).
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Gréficos de superficie de resposta com o resultado do efeito de diferentes condi¢cfes na extracdo dafoledrina em pH alcalino. As trés variaveis estudadas
no processo de otimizacdo foram agrupadas em trés gréaficos, duas a duas. O eixo y corresponde a eficiéncia de recuperagédo do analito. Os graficos mostram a
proporcéo e volume (A), proporcdo e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperacédo de 0% (verde escuro) a 120%

(vermelho escuro).
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Gréficos de superficie de resposta com o resultado do efeito de diferentes condi¢cdes na extracdo da metilefedrina em pH alcalino. As trés variaveis
estudadas no processo de otimizagao foram agrupadas em trés graficos, duas a duas. O eixo y corresponde a eficiéncia de recuperacao do analito. Os gréaficos

mostram a propor¢do e volume (A), propor¢éo e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperacédo de 0% (verde
escuro) a 120% (vermelho escuro).
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Gréficos de superficie de resposta com o resultado do efeito de diferentes condi¢cdes na extracdo da prednisona em pH alcalino. As trés variaveis
estudadas no processo de otimizagao foram agrupadas em trés graficos, duas a duas. O eixo y corresponde a eficiéncia de recuperacao do analito. Os gréaficos
mostram a propor¢do e volume (A), proporcdo e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperacao de 0% (verde

escuro) a 120% (vermelho escuro).
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Graficos de superficie de resposta com o resultado do efeito de diferentes condi¢gdes na extragdo da prednisolona em pH alcalino. As trés variaveis
estudadas no processo de otimizagao foram agrupadas em trés graficos, duas a duas. O eixo y corresponde a eficiéncia de recuperacao do analito. Os gréaficos
mostram a propor¢do e volume (A), proporcdo e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperagao de 0% (verde

escuro) a 120% (vermelho escuro).
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Gréficos de superficie de resposta com o resultado do efeito de diferentes condi¢cdes na extracdo da metiltrienolona em pH alcalino. As trés variaveis
estudadas no processo de otimizagao foram agrupadas em trés graficos, duas a duas. O eixo y corresponde a eficiéncia de recuperacao do analito. Os gréaficos

mostram a propor¢do e volume (A), proporgdo e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperagcédo de 0% (verde
escuro) a 120% (vermelho escuro).
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Graficos de superficie de resposta com o resultado do efeito de diferentes condi¢gdes na extragcdo da oxandrolona em pH alcalino. As trés variaveis
estudadas no processo de otimizacédo foram agrupadas em trés graficos, duas a duas. O eixo y corresponde a eficiéncia de recuperacdo do analito. Os graficos
mostram a propor¢do e volume (A), propor¢céo e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperacéo de 0% (verde

escuro) a 120% (vermelho escuro).

132



<02
B C
W2
%
P >4
ot
" N B
>
o - 2.
< <y,
<09 CJ<06
N %0 ?‘ D < 08 - < 04
<07 <02

Gréficos de superficie de resposta com o resultado do efeito de diferentes condicdes na extracdo da trembolona em pH alcalino. As trés variaveis
estudadas no processo de otimizacédo foram agrupadas em trés graficos, duas a duas. O eixo y corresponde a eficiéncia de recuperacdo do analito. Os graficos

mostram a propor¢do e volume (A), propor¢éo e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperacao de 0% (verde
escuro) a 120% (vermelho escuro).
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Gréficos de superficie de resposta com o resultado do efeito de diferentes condi¢cdes na extracao da foledrina em pH neutro. As trés variaveis estudadas
no processo de otimizacdo foram agrupadas em trés gréaficos, duas a duas. O eixo y corresponde a eficiéncia de recuperag¢édo do analito. Os graficos mostram a

proporcao e volume (A), proporcao e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperagdo de 0% (verde escuro) a 120%
(vermelho escuro).
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Gréficos de superficie de resposta com o resultado do efeito de diferentes condi¢cdes na extracdo da metilefedrina em pH neutro. As trés variaveis
estudadas no processo de otimizacado foram agrupadas em trés graficos, duas a duas. O eixo y corresponde a eficiéncia de recuperacéo do analito. Os graficos
mostram a propor¢do e volume (A), propor¢éo e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperacdo de 0% (verde
escuro) a 120% (vermelho escuro).
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Graficos de superficie derespostacom o resultado do efeito de diferentes condi¢gdes na extragdo da prednisona em pH neutro. As trés variaveis estudadas
no processo de otimizacdo foram agrupadas em trés gréaficos, duas a duas. O eixo y corresponde a eficiéncia de recuperacéo do analito. Os graficos mostram a
proporcao e volume (A), proporcao e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperacao de 0% (verde escuro) a 120%
(vermelho escuro).
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Gréficos de superficie de resposta com o resultado do efeito de diferentes condicdes na extracdo da prednisolona em pH neutro. As trés variaveis
estudadas no processo de otimizacédo foram agrupadas em trés graficos, duas a duas. O eixo y corresponde a eficiéncia de recuperacao do analito. Os gréficos

mostram a propor¢do e volume (A), propor¢éo e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperacédo de 0% (verde
escuro) a 120% (vermelho escuro).
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Gréficos de superficie de resposta com o resultado do efeito de diferentes condi¢cdes na extracdo da metiltrienolona em pH neutro. As trés variaveis
estudadas no processo de otimizagao foram agrupadas em trés graficos, duas a duas. O eixo y corresponde a eficiéncia de recuperagéo do analito. Os graficos
mostram a propor¢do e volume (A), proporcao e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperacao de 0% (verde
escuro) a 120% (vermelho escuro).
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Graficos de superficie de resposta com o resultado do efeito de diferentes condi¢cBes na extracdo da oxandrolona em pH neutro. As trés variaveis
estudadas no processo de otimizagao foram agrupadas em trés graficos, duas a duas. O eixo y corresponde a eficiéncia de recuperacéo do analito. Os gréaficos

mostram a propor¢do e volume (A), proporcdo e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperacao de 0% (verde
escuro) a 120% (vermelho escuro).
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Gréficos de superficie de resposta com o resultado do efeito de diferentes condicdes na extracdo da trembolona em pH neutro. As trés variaveis
estudadas no processo de otimizagao foram agrupadas em trés graficos, duas a duas. O eixo y corresponde a eficiéncia de recuperacéo do analito. Os graficos

mostram a propor¢do e volume (A), proporcao e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperacao de 0% (verde
escuro) a 120% (vermelho escuro).
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10.ANEXOS

Anexo 1 - DOENCA DE PARKINSON - ENTREVISTA COM O PACIENTE

| Data da coleta do sangue: / /
Nome: Telefone:
Hospital/Unidade de saude: Prontuario:
Data de nascimento Escolaridade (anos de estudo) Estado civil
1. casado(a)
2. solteiro(a)
3. separado/divorciado(a)
4. viavo(a)
Naturalidade Profisséo Lateralidade
1. destro(a)
2. canhoto(a)
3. ambidestro(a)
Sexo: Cor:
I 1.Feminino [ 2.Masculino [11.Branca [12.Negra [13.Parda [4.Amarela [15.0utra

Histéria familiar (0 1. Ndo [ 2. Sim

Quem? Idade de inicio:
LTabagismo: cig/dia  Data de inicio: Obs:
[JEtilismo Dose: Data de inicio: Obs:
[J Cafeina Dose: Data de inicio: Obs:
[0 Agua de poco Data de inicio: Obs:
1 Contato com agrotéxicos  Data de inicio: Obs:
[0 Contato com petroquimicos Data de inicio: Obs:
[0 TTO Géstrico Data de inicio: Obs:

Data do inicio da doenca (més / ano):
Sintoma inicial: [0 1.Tremor [ 2.Rigidez [ 3.Bradicinesia [14.DepressaO [15.0utro

Segmento acometido inicialmente: J1.MSD [0 2MSE 3O 3.MID [ 4.MIE

Medicamento Dose (n° vezes diaria) Data de inicio

Outras doencas associadas:

Exames complementares: L1 TC de cranio [ RM de cranio [ Outros

Realiza fisioterapia ? [1 Ndo [ Sim
Quantas vezes por semana? [J Diariamente [ Trés vezes [J Duas vezes [1 Uma vez
Tem acompanhamento fonoaudioldgico? [1 N&do [J Sim
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Sintomas motores Data de inicio Observacéo

Tremor de repouso

Rigidez

Bradicinesia “tapping”

Instabilidade postural

Marcha

Postura

Facies

O INO|O[BIWIN(F

Movimentacao ocular

Sintomas autondmicos Data de inicio Observacéo

Sudorese

Seborréia

Salivacao

Disfagia

Constipacao intestinal

Incont. urinaria/fecal

Hipotensé&o postural

DN IWIN(F

Impoténcia coeundi

Disturbios do sono Data de inicio Observacéao

Insbnia

Fragmentac&o do sono Quantas vezes acorda?

Pesadelos

Sonhos vividos

PLMD

Sonoléncia diurna

RLS

DN IWIN(F

RSBD

Disturbios neuropsiquiétricos Data de inicio Observacéo

Depresséao

Ansiedade

Alucinagdes

AIWIN|F

Deméncia

Qutros Data de inicio Observacéao

S. disregulacao dopaminérgica

Alteracédo visual

Hipofonia

Disartria

Festinacéo

Hiposmia

Caimbra

DN IWIN(F

Dor/parestesia

Discinesias e flutuacfes Data de inicio Observacéo

Pico de dose

Fim de dose

Bifasica

Wearing off

Delayed on

NO ON

ON-OFF

Distonia matinal

OO|IN|O(O|R|WIN|F

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:

Mini exame do estado mental:
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Anexo 2 — Mapa do plasmideo utilizado para expressao de VN-a-sinucleina

Amp prom 6224..6196

AmpR 5956..5297
B67_886 T7

908..1381 VN

YM-Linker-asyn.xdna - 6366 nt

_|_

1423..1846 synuclein

1887..2114 bGH PA

lac 42144185

M1I-rey 4152..4132]

27822859 SV40 ORI

[Kan/neoR 2001..3792]

Mapa do plasmideo utilizado para a expressao da proteina VN-a-sinucleina. Plasmideo de 6366
nucleotideos. A figura ilustra a regido promotora e o sitio de transcricdo para o antibidtico de sele¢do
(ampicilina), o operon lac, sitio de clivagem para enzima de restricdo (Kan/NeoR), sitio de origem de
replicagé@o (SV40 ORI) e regiéo onde se encontra o gene de interesse.

Anexo 3 — Mapa do plasmideo utilizado para expressao de a-sinucleina-VC

Amp prom 5370.. 5042

AmpR 5702 5043

927. 436 synuclein

1353...1508 WC

a5yn-VC.xdna - 8113 nt

_|_

;
g
E

M13-rev 33383878
2528.. 2600 SV4D ORI

Kan/neoR 2747...3538

Mapa do plasmideo utilizado para a expressao da proteina a-sinucleina-VC. Plasmideo de 6113
nucleotideos. A figura ilustra a regido promotora e o sitio de transcricdo para o antibidtico de selecéao
(ampicilina), o operon lac, sitio de clivagem para enzima de restricdo (Kan/NeoR), sitio de origem de
replicacdo (SV40 ORI) e regido onde se encontra o0 gene de interesse.
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Anexo 4 — Mapa do plasmideo utilizado para expressao de SynT

T7 61936212 43..750 SynT new)|

E

827868 V5 tag
B78..895 GHis

Amp prom 5264..5236) 9211148 bGH PA

synT in pCDONA3 new.xdna - 6283 nt

_|_

AmpR_4996.4337]

18171894 5v40 ORI

ColEl origin 4185.3557 o 2036..2827 Kan/necR

[lac_3251..3223]
LacO 3217..3195

Mapa do plasmideo utilizado para a expresséo da proteina SynT. Plasmideo de 6283 nucleotideos.
A figura ilustra a regido promotora e o sitio de transcricdo para o antibiético de selecao (ampicilina), o
operon lac, sitio de clivagem para enzima de restricao (Kan/NeoR), sitio de origem de replica¢éo (SV40
ORYI) e regido onde se encontra o0 gene de interesse.

Anexo 5 - Mapa do plasmideo utilizado para expresséo de Sphl

p prom 8246.. 8218

pR T978.. 739

,;/\

ColE1 origin 7167__6533

Synphilin-1 ¥E.xdna - 8482 nt

_|_

LacO 6199...61

M13-rev 61716151

3
g

386..3742 Synphilin-1

3

-

2032...3742 ANKA-CC-ANK2-CT

KanineoR S048.. 5809

540 ORI 4T53.. 4876

3309... 3850 V3 tag

3360 JBTT GHis|
3303...4130 bGH PA|

Mapa do plasmideo utilizado para a expressao da proteina Sphl. Plasmideo de 8482 nucleotideos.
A figura ilustra a regido promotora e o sitio de transcricdo para o antibiético de selecao (ampicilina), o
operon lac, sitio de clivagem para enzima de restricdo (Kan/NeoR), sitio de origem de replicagcdo (SV40
ORI) e regido onde se encontra 0 gene de interesse.
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