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Resumo 

Giacomin, Letícia Carlos. Caracterização do conteúdo molecular e efeito biológico de 
exossomos enriquecidos de plasma de pacientes com Doença de Parkinson. Tese 
(Doutorado em Bioquímica) – Instituto de Química, Universidade Federal do Rio de 
Janeiro, Rio de Janeiro, 2018. 

A doença de Parkinson (DP) é o segundo tipo de doença neurodegenerativa mais 

comum caracterizada clinicamente por bradicinesia, tremor em repouso, rigidez 

muscular e instabilidade postural. Apesar de ainda não existir, no sangue, um 

biomarcador de diagnóstico, molecularmente a doença é caracterizada pela formação 

de agregados, chamados corpos de Lewy, onde ocorre o acúmulo da proteína α-

sinucleína na região da substância negra pars compacta. Porém, sabe-se que outras 

áreas não dopaminérgicas, também estão envolvidas. Estudos recentes indicam o 

papel dos exossomos na comunicação célula-célula e na progressão da doença. Os 

exossomos são nanovesículas envoltas por bicamada lipídica, que podem conter 

ácidos nucléicos, metabólitos e proteínas específicas. Dentre os ácidos nucléicos 

presentes nos exossomos, estão os RNAs longos não-codificantes (RNAlnc). Por isso, 

o objetivo desta tese é caracterizar o conteúdo molecular e avaliar o efeito biológico 

de exossomos plasmáticos de pacientes com DP. O estudo envolveu uma coorte com 

101 pacientes e 36 doadores saudáveis. Os pacientes foram classificados segundo a 

escala de estadiamento Hoehn & Yahr em leve (45,54%), moderado (41,58%) e 

avançado (12,88%). A quantidade de α-sinucleína plasmática, quantificada através do 

ensaio ELISA, foi estatísticamente igual entre pacientes e controles. Porém foi 

estatísticamente maior nos exossomos dos pacientes. Além disso, os exossomos 

plasmáticos foram adicionadas às culturas celulares de HEK293 e H4  e observou-se 

um leve aumento na oligomerização e agregação da α-sinucleína in vivo pelos ensaio 

BiFC e pelo modelo de co-transfecção de SynT e Sph1, respectivamente. Para 

avaliação da metabolômica plasmática e exossomal, a etapa de pré-tratamento da 

amostra, extração líquido-líquido, foi otimizada. O método de detecção dos 

metabólitos, por cromatografia líquida acoplada a espectometria de massas de ultra 

performance, foi validado previamente às análises. Observou-se que a via do 

metabolismo de glicerofosfolipídeos, a biossíntese de hormônios esteroidais e o 

metabolismo do ácido araquidônico estão relacionadas aos estágios leve, moderado 

e avançado da doença, no plasma, respectivamente. Além disso, o metabolismo de 

glicerofosfolipídeos também apareceu alterado nas amostras de exossomos 

plasmáticos dos pacientes quando comparados com amostras de doadores 



 
 

saudáveis, mostrando a relevância do estudo dessa via metabólica para o melhor 

entendimento da DP. Por último, foram realizadas análise de RNAlnc por RT-qPCR 

para o grupo, em amostras de exossomos plasmáticos. Observou-se que os RNAlnc 

Alpha250, Anti-NOS2A, AntiPeg11, E2F4antisense, HOTAIR, lincRNA-RoR e 

lincRNA-SFMBT2, lincRNA-VLDLR podem estar relacionados ao desenvolvimento da 

patologia. 

Palavras-chave: Doença de Parkinson, exossomos, BiFC, α-sinucleína, 

metabolômica, RNA longo não-codificante 

 

  



 
 

Abstract 

Giacomin, Letícia Carlos. Caracterização do conteúdo molecular e efeito biológico de 
exossomos enriquecidos de plasma de pacientes com Doença de Parkinson. Tese 
(Doutorado em Bioquímica) – Instituto de Química, 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 

α-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 (lncRNA). 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 α-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 α-synuclein aggregation was observed in vivo by the 

BiFC assay and by the SynT and Sph1 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, lncRNA analysis by RT-qPCR for the group was 



 
 

performed on plasmatic exosome samples. It was observed that the lncRNA Alpha250, 

Anti-NOS2A, AntiPeg11, E2F4antisense, HOTAIR, lincRNA-RoR and lincRNA-

SFMBT2, lincRNA-VLDLR may be related to the development of the disorder. 

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

non-coding RNA. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 DOENÇA DE PARKINSON 

1.1.1 Epidemiologia da Doença de Parkinson 

A doença de Parkinson (DP) foi descrita pela primeira vez em 1817 pelo médico 

inglês James Parkinson, em sua publicação “An Essay on the Shaking Palsy” 

(PARKINSON, 2002). É a segunda doença neurodegenerativa mais comum, superada 

apenas pela doença de Alzheimer (DE LAU; BRETELER, 2006). A idade de início é 

por volta dos 60 anos (OLANOW et al., 2009), havendo uma estimativa de que 1 a 2% 

dos indivíduos acima desta idade sejam afetados pela DP (DE LAU; BRETELER, 

2006), sendo que no Brasil foi encontrada uma prevalência de 3,3% (BARBOSA et al., 

2006). Ocorre em aproximadamente 0,3% da população, afetando 5 milhões de 

pessoas em todo o mundo (OLANOW et al., 2009) e sua incidência 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 prevalência da 

DP nas próximas décadas, com grande impacto social e econômico (DE LAU e 

BRETELER, 2006; OLANOW et al., 2009).  

1.1.2 Avaliação clínica e sintomas da Doença de Parkinson 

A DP é caracterizada por quatro sinais cardinais, sendo eles a bradicinesia 

(lentidão ao se inciar os movimentos), rigidez muscular, tremor em repouso e 

instabilidade postural. Seu diagnóstico é essencialmente clínico, baseando-se na 

presença de bradicinesia e de pelo menos um dos sinais citados anteriormente 

(HUGHES et al., 1992). Aliado ao parkinsonismo, a combinação de algumas 

características clínicas contribuem para uma melhor acurácia diagnóstica, a exemplo 

da presença de tremor em repouso, distribuição assimétrica dos sintomas e boa 

resposta ao tratamento de reposição dopaminérgica, baseado na levodopa (HUGHES 

et al., 1992; OLANOW et al., 2009). 

Os sintomas são geralmente categorizados em motores e não-motores, e alguns 

sintomas podem ser provocados ou agravados pelo tratamento dopaminérgico 

(SVEINBJORNSDOTTIR, 2016). O diagnóstico é 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 diagnóstico clínico segundo a UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank. 
O diagnóstico é feito seguindo os três passos mostrados na tabela. MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6,-
tetrahidropiridina. Crises oculogíricas: reação a certas drogas ou condições médicas caracterizadas por 
um desvio prolongado involuntário acima dos olhos Adaptado de HUGHES et al., 1992. 

Critério de diagnóstico clínico segundo a UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank  

1º Passo: Diagnóstico da síndrome Parkinsoniana 
 Bradicinesia  
 E no mínimo uma das seguintes características: 
    Rigidez muscular 
    Tremor em repouso de 4-6 Hz 
    Instabilidade postural  
 não sendo causada por disfunção visual primária, vestibular, cerebelar ou proprioceptiva 

2º Passo: Critério de exclusão para doença de Parkinson 
 Histórico de acidente vascular cerebral com progressão para características parkinsonianas 
 Histórico de traumatismo craniano 
 Histórico de encefalite definitiva 
 Crises oculogíricas 
 Tratamento com neurolépticos no início dos sintomas 
 Mais de um parente afetado 
 Remissão sustentada 
 Estritamente de características unilaterais , após 3 anos 
 Paralisia supra- nuclear 
 Sinal cerebelar 
 Envolvimento autonômica severo inicial 
 Demência grave inicial com perturbações da memória, linguagem e práxis 
 Sinal de Babinski 
 Presença de tumor cerebral ou hidrocefalia comunicante em tomografia computadorizada 
 Resposta negativa para grandes doses de levodopa (excluídos se má absorção) 
 Exposição a MPTP 

3º Passo: Critério de suporte positivo prospectivo para doença de Parkinson  

(três ou mais são necessário para definir o diagnóstico de doença de Parkinson) 
 Começo unilateral 
 Presença de tremor em repouso 
 Desordem progressiva 
 Assimetria afetando lado de início mais persistente  
 Excelente resposta ( 70-100% ) para levodopa 
 Coreia induzida por levodopa  
 Resposta levodopa por 5 anos ou mais 

  Curso clínico de 10 anos ou mais 

 

Os sintomas não motores são classificados em: distúrbios nas funções 

autonômicas, distúrbios do sono, distúrbios cognitivos e psiquiátricos e sintomas 

sensoriais. Sintomas gastrointestinais são comuns. Ocorre a diminuição da mobilidade 

do trato gastrointestinal com sintomas, tais como, plenitude pós-prandial e retenção 
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gástrica, porém, trânsito intestinal lento e constipação são de longe mais comuns, 

ocorrendo em 70-80% dos casos (JOST; ECKARDT, 2003; JOST, 2010).  

Uma variedade de distúrbios do sono pode aparecer em aproximadamente dois 

terços 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 estão sonhando. Apneia obstrutiva do sono, quando a 

respiração para, também está bem relacionada à doença (MONDERER; THORPY 

2009). 

Deterioração cognitiva e demência são comuns na DP e podem ocorrer no início e 

com a doença já avançada (WILLIAMS-GRAY et al., 2006). Depressão, ansiedade 

assim como sintomas sensoriais também são sintomas muito recorrentes na doença. 

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 estágios, de acordo com a distribuição corporal dos sintomas e 

o nível de incapacidade, indicando a gravidade da doença. Indivíduos no estágio 1 

são levemente comprometidos, enquanto no estágio 5 estão restritos à 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 distribuição corporal dos sintomas e nível de 
incapacidade. Indivíduos no estágio 1 são considerados levemente comprometidos, enquanto no 
estágio 5 estão restritos à cadeira de rodas ou ao leito (GOETZ et al., 2004). 

Escala de Estadiamento de Hoehn e Yahr Modificada 

• Estágio 0 = Nenhum sinal da doença. 

• Estágio 1 = Doença unilateral. 

• Estágio 1,5 = Envolvimento unilateral e axial. 

• Estágio 2 = Doença bilateral, sem comprometimento do equilíbrio. 

• Estágio 2,5 = Doença bilateral leve, com recuperação no teste de puxar o paciente 

pelas costas. 

• Estágio 3 = Doença bilateral leve a moderada; alguma instabilidade postural; 

fisicamente independente. 

• Estágio 4 = Incapacidade severa; ainda capaz de andar ou permanecer em pé sem 

assistência. 

• Estágio 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 é a 

Schwab e England (SE) que analisa o grau de dependência para realizar atividades 

do dia-a-dia dos parkinsonianos em porcentagem (Tabela 3, RAMAKER et al, 2002). 

Tabela 3 Escala de Atividades Diárias de Schwab e England. A escala foi aplicada para avaliar a 
capacidade funcional dos indivíduos com DP. É graduada em percentuais, em que 100% representa 
independência para realizar atividades diárias e 0% impotência total (RAMAKER et al, 2002). 

Escala de Atividades Diárias de Schwab e England 

100% - Completamente independente. Capaz de realizar todas as atividades diárias sem 

lentidão, dificuldade ou comprometimento. Essencialmente normal. 

90% - Completamente independente. Capaz de realizar todas atividades diárias, com algum 

grau de lentidão, dificuldade e comprometimento. Pode demorar o dobro. Começando ficar 

consciente da dificuldade. 

80% - Completamente independente na maioria das atividades. Demora o dobro. Consciente 

da dificuldade e lentidão. 

70% - Não completamente independente. Maior dificuldade em algumas atividades. Três a 

quatro vezes mais demorado em algumas. Pode gastar uma grande parte do dia com elas. 

60% - Alguma dependência. Pode realizar a maioria das atividades, mas é excessivamente 

lento e faz muito esforço. Algumas impossíveis. 

50% - Mais dependente. Metade das atividades com auxílio, mais lento. Dificuldade com 

tudo. 

40% - Muito dependente. Participa de todas as atividades, mas poucas sozinho. 

30% - Com esforço consegue realizar poucas atividades, ou iniciá-las sozinho. Necessita de 

muito auxilio. 

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

10% - Totalmente dependente, desamparado. Completamente inválido. 

0% - Ausência de controle de funções vegetativas como deglutição, micção e evacuação. 

Restrito ao leito. 

 

1.1.3 Tratamento da Doença de Parkinson 

O tratamento da DP é sintomático e envolve essencialmente a reposição da 

dopamina ou a supressão de oscilações neuronais patológicas por estimulação 

cerebral profunda, através de implante cirúrgico (ANTONY et al., 2013). Com uma 

etiologia multifatorial, não há tratamento disponível que possa curar ou parar a 

progressão da doença.  

A levodopa, prodroga da dopamina, é a terapia padrão inicial para os pacientes. 

Inicialmente, a resposta é boa (SVEINBJORNSDOTTIR, 2016). Porém, em 

consequência das complicações a longo prazo, há uma tendência a se protelar a 

utilização da levdopa, particularmente nas fases pouco sintomáticas da doença. Se a 

opção for pela não utilização da levodopa, teremos disponível para uso inicial uma 

das seguintes drogas, isoladamente ou em combinação: 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 têm um papel importante no tratamento da 

DP, especialmente naqueles pacientes com distúrbio acentuado do equilíbrio e da 

marcha (DE ANGELIS et al., 1997). 

1.1.4 Etiologia da Doença de Parkinson 

Em relação aos aspectos patológicos, a DP é caracterizada pela degeneração dos 

neurônios dopaminérgicos da substância negra pars compacta, juntamente com a 

presença de inclusões proteicas intracitoplasmáticas, conhecidas por corpos de Lewy 

(CL) e neutritos de Lewy (NL). Outras áreas não dopaminérgicas também estão 

envolvidas, como neurônios colinérgicos do núcleo basal de Meynert, neurônios 

noradrenérgicos do locus ceruleus, neurônios serotoninérgicos da rafe, bem como 

neurônios do córtex cerebral, tronco encefálico, medula espinhal e sistema nervoso 

autonômo periférico (FORNO, 1996). Há relatos de que os sintomas motores se 

iniciam quando há cerca de 50 a 60% de degeneração neuronal na substância negra 

e aproximadamente 80% de depleção dopaminérgica (WIRDEFELDT et al., 2011).  

Apenas de 5-10% dos casos de DP apresenta-se como uma forma de herança 

mendeliana, ou seja, aproximadamente 90-95% dos casos da doença são 

esporádicos. A contribuição genética para DP não tinha sido levada em consideração 

até o início da década de 1990. No entanto, 15 anos após a identificação do primeiro 

gene relacionado com a forma dominante da doença, descobriu-se que diversas 

regiões cromossômicas estão relacionadas com a DP (KLEIN; WESTENBERGER, 

2012). Apenas seis destas regiões têm os genes descritos, sendo eles: SNCA (α-

sinucleína) e LRRK2, PINK1, PARK7 (DJ-1), ATPase tipo 13A2 (ATP13A2) e PARK2 

(Parkin).  

As características clínicas da DP de início precoce estão associadas com 

alterações em PINK1, Parkin e DJ-1, que estão todos direta ou indiretamente 

envolvidos em mecanismos de estresse oxidativo. As mutações em α-sinucleína 

normalmente causam rápida progressão da DP com formação generalizada e 

abundante dos corpos de Lewy. Mutações em LRRK2 acometem cerca de 30-70% de 

pessoas com a doença na idade de 80 anos, e normalmente levam a um início tardio 

da DP associado a formação de corpos de Lewy, típico da patologia (SINGLETON et 
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al., 2013; OZELIUS et al., 2006; GOLDWURM et al., 2007). Finalmente, mutações em 

ATP13A2 causam uma forma atípica de DP com demência, relacionada a síndrome 

de Kufor-Rakeb (RAMIREZ et al., 2006). Dentre todas as regiões cromossômicas 

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

Tabela 4 Regiões gênicas 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 “herença” resume os modelos de herança, 
denominados atossômica dominate (AD), autossômica recessiva (AR) e modos desconhecidos de 
herança (NI, não identificado). A coluna “Associação com DP” resume a frequência gênica populacional 
em associação com a DP. Em contraste com fatores genéticos “raro” e “comum”, “fatores de risco” não 
são sufucientes para causar a doença, mas estão associados ao seu risco. 

 
 

No entanto, está bem estabelecido que os fatores ambientais e genéticos estão 

correlacionados à fenótipos celulares, considerados como “marcas registradas da DP” 

(em inglês, Hallmarks of PD, figura 1). De fato, a exposição a certos pesticidas como 

1-metil-4-fenil-1,2,3,6,-tetrahidropiridina (MPTP) ou paraquat, resultam na 

degeneração de neurônios dopaminérgicos e parkinsonismo crônico (DI MONTE et al. 

2002).  

Embora a etiologia da DP esteja associada com diferentes disfunções 

celulares, esses são os possíveis fatores iniciadores.   
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Figura 1 Marcas celulares características da DP já registradas (Adaptado de ANTONY et al., 
2013). Todos os subtipos da DP podem se dividir fenótipos celulares comuns. Correlações entre os 
fenótipos celulares representados e a progressão da doença foram estabelecidos. Em contraste, os 
mecanismos cronológicos relativos a cada subtipo celular ainda não foram esclarecidos.   

 O mau enovelamento de proteínas está relacionado a mutações no gene da 

α-sinucleína, que é a principal proteína componente de corpos de Lewy, a marca 

patológica da doença não só no cérebro dos portadores da mutação, mas também 

naqueles com sua forma esporádica. A desenovelamento da proteína é resultante de 

substituições de aminoácidos ou superexpressão gênica, podendo levar a 

oligomerização, fibrilação, agregação e consequente neurodegeneração posterior. 

Agregados de α-sinucleína (sob a forma de corpos de Lewy) interferem nas funções 

dos microtúbulos, causando disfunção sináptica e outras interrupções da homeostase 

neuronal (SHENG; CAI, 2012). 

1.1.5 α-sinucleína 

A α-sinucleína pertence a uma família com três diferentes produtos gênicos: 

além da α-, β- e γ-sinucleína. Estas proteínas 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 α-sinucleína 

foi descoberta pela primeira vez no órgão elétrico de Torpedo californica, e chamada 

de sinucleína devido sua localização celular ser no interior dos terminais nervosos 

sinápticos, e dentro do compartimento nuclear (MAROTEAUX et al., 1988). No 

entanto, α-sinucleína não foi consistentemente encontrada no núcleo em vários 

estudos subsequentes, e este ainda é um assunto em discussão. 
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A α-sinucleína é uma proteína pequena de 140 aminoácidos, intrinsecamente 

desordenada, altamente carregada negativamente, termicamente estável e, 

funcionalmente, apresenta-se em três domínios. O domínio N-terminal é uma região 

altamente conservada com uma série hexamérica (KTKEGV) que se repete. Todas as 

mutações familiares descritas estão localizado no domínio N-terminal, sugerindo que 

esta região possui uma importante função (Figura 2).   

 

Figura 2  α-sinucleína humana. Representação esquemática da estrutura da α-sinucleína humana, 
mostrandos os três domínios distintos: N-terminal, componente não-β-amiloide (NAC) e C-terminal. 
Posição dos aminoácidos indicada na parte inferior. Caixas verdes representam as repetições 
hexaméricas KTKEGV. Adaptado de GALLEGOS et al., 2015. 
 

O domínio hidrofóbico central da α-sinucleína  também é referido como a região 

NAC (componente não-β-amiloide). Esta região amiloidogênica tem a capacidade de 

alterar a conformação de random coil para estrutura em folha β (SYKES et al. 1990; 

SERPELL et al., 2000), e formar Aβ-like protofibrilas e fibrilas (HARPER et al., 1997; 

HARPER et al., 1999). A região C terminal é a menos conservada na família das 

sinucleínas e é variável em tamanho e sequência. Este é um domínio altamente ácido 

composto por resíduos de prolina, glutamato e aspartato (AMER et al., 2006), e foi 

proposto para conferir atividade semelhante à chaperona à proteína (KIM et al., 2000; 

SOUZA et al., 2000; PARK et al., 2002). 

Compreender os mecanismos envolvidos no processo de agregação da α-

sinucleína é crucial para identificar as espécies tóxicas que desencadeiam doenças. 

Um conceito amplamente aceito é a hipótese de que os oligômeros de α-sinucleína e 

as protofibrilas são as espécies citotóxicas, e que os agregados insolúveis maiores 

são citoprotetores (CAUGHEY et al., 2003; WINNER et al., 2011). Como afirmado 

acima, a α-sinucleína é uma proteína desordenada em solução. Esta falta de estrutura 

secundária e terciária definida permite que ela adote múltiplas conformações. Assim, 

ainda não está claro como a forma nativa da α-sinucleína adquire uma estrutura que 

é propensa a agregação. Ainda não se sabe exatamente quais das espécies de α-

sinucleína são responsáveis pela citotoxicidade celular e neurodegeneração. 
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A disfunção da via de degradação molecular e das organelas é mais uma marca 

da DP, e fortes evidências indicam interações funcionais entre o sistema ubiquitina-

proteassoma e a autofagia (KOROLCHUK et. al., 2010; CHU et. al., 2009). 

Considerando que os dois sistemas de degradação estão envolvidos na depuração 

de proteínas desenoveladas, uma forma especial de autofagia, também conhecido 

como mitofagia, remove mitocôndrias defeituosas das células (LEE et. al., 2012). Na 

DP, a disfunção destes sistemas de depuração facilita o acúmulo de α-sinucleína e 

mitocôndrias defeituosas. Estudos recentes demostraram que formas mutadas da α-

sinucleína podem inibir a sua própria degradação por atofagia (MARTINEZ-VICENTE 

et. al., 2008). 

1.1.6 Modelos celulares para estudo de agregação da α-sinucleína 

Como a agregação da α-sinucleína é uma das características das 

sinucleinopatias, o estudo deste processo é crucial para compreender os mecanismos 

patológicos subjacentes à formação dos CLs. Vários modelos celulares foram 

desenvolvidos na tentativa de estudar este aspecto. No entanto, ao contrário de 

muitas proteínas propensas a agregar, α-sinucleína não agrega prontamente quando 

superexpressa em culturas celulares.   

É provável que a auto-interação de α-sinucleína em dímeros seja o evento 

primário subjacente à formação de espécies de maior massa molecular. Então, a 

formação dos dímeros, é o passo inicial limitante da agregação da α-sinucleína 

(KRISHNAN et al., 2003; ROOSTAEE et al., 2013). Portanto, mimetizar as etapas 

iniciais de agregação  da proteína nas células é de grande interesse. Uma abordagem 

para permitir a visualização de dímeros de proteínas em células vivas é o ensaio de 

complemento de fluorescência bimolecular (BiFC; KERPPOLA, 2006). Este sistema 

envolve a associação de dois fragmentos não fluorescentes (VN-α-sinucleína e α-

sinucleína-VC) de uma proteína fluorescente, reconstituindo o fluoróforo funcional 

(VENUS). Este método permite a visualização direta de interações proteína-proteína 

no contexto de uma célula viva e, portanto, sua localização subcelular (Figura 3). 
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Figura 3 Modelo esquemático de agregação da α-sinucleína. Sumário dos modelos de agregação 
da α-sinucleína. (a) Proposta do mecanismo de agregação da α-sinucleína. (b) Representação 
esquemática do Venus BiFC. Esse modelo permite uma visualização in vivo de um sistema complexo. 
aSyn: α-sinucleína. 

O ensaio BiFC foi aplicado para o estudo da oligomerização da α-sinucleína por 

fusão de cada um dos fragmentos de proteína fluorescente pelo o N- e/ou C-terminal. 

Quando a α-sinucleína interage e forma dímeros e/ou oligômeros, os dois fragmentos 

não fluorescentes podem gerar fluorescência. Dímeros e oligômeros da α-sinucleína 

são detectados também no núcleo da célula, e essas espécies levaram a um aumento 

da citotoxicidade (OUTEIRO et al., 2008).  

Outro modelo celular útil no estudo da agregação da α-sinucleína consiste na 

co-expressão da proteína ligada a um fragmento truncado não fluorescente de EGFP 

(proteína verde fluorescente aumentada, do inglês, “Enhanced Green Fluorescent 

Protein”; SynT) juntamente com Synphilin-1 (Sph1; MCLEAN et al., 2001), como pode 

ser observado pela análise da figura 4. Esse constructo permite a visualização de 

inclusões de α-sinucleína citoplasmáticas semelhante aos encontrado nos CL, após 

imunocoloração. 
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Figura 4 Modelos de agregação da α-sinucleína utilizados em culturas celulares. Co-expressão 
de SynT com Sph1 leva a expressão de inclusões no citosol. Os 83 aminoácidos do EGFP são 
fusionados à porção C-terminal da α-sinucleína. Sph1, caixas azuis: repetições tipo anquirina; caixa 
verde: domínio tipo coiled coil; caixa laranja: sítio de ligação ao ATP, GTP. EGFP: proteína verde 
fluorescente aumentada, do inglês, “Enhanced Green Fluorescent Protein”. 
 

Sph1 é uma proteína com 919 aminoácidos, composta por diferentes domínios. 

Existe predominantemente como uma proteína de 90 kDa, mas também pode ocorrer 

como uma isoforma de 120 kDa. Fragmentos menores de Sph1 também são 

detectados no cérebro humano, e pode representar formas proteolíticas processadas, 

ou espécies alternadamente processadas (MURRAY et al., 2003). 

A Sph1 é uma proteína neuronal, enriquecida em terminais nervosos pré-

sinápticos (RIBEIRO et al., 2002) e foi identificada pela primeira vez como uma 

proteína que interage com α-sinucleína em um estudo em levedura (ENGELENDER 

et al., 1999). Isto também foi confirmado por estudos em células de mamíferos 

(KAWAMATA et al., 2001), onde co-expressão de um domínio de α-sinucleína e Sph1 

resultou na formação de inclusões citoplasmáticas que se assemelham a CLs 

(ENGELENDER et al., 1999). Como consequência, foi considerado um gene 

candidato relacionado a DP (uma vez que se liga a α-sinucleína, potencializa sua 

agregação e está presente em CLs). Usando este modelo, foi mostrado que alterações 

no C-terminal da α-sinucleína pode aumentar o seu potencial para formar inclusões 

intracelulares, pois isso não se deve simplesmente pelo fragmento de EGFP usado. A 

fusão do mesmo 83 aminoácidos de EGFP com tubulina ou a sinaptofisina não induziu 

a formação de inclusões proteicas (MCLEAN et al., 2001).  

Todos esses modelos de células têm suas limitações, uma vez que nenhum 

ensaio baseado em células é capaz de recapitular a fisiologia in vivo da α-sinucleína 

(ASTASHKINA et al., 2012). Contudo, facilitam a interpretação do efeito do 

eventos/vias, mutações ou drogas/pequenos compostos, na agregação da α-



33 
 

sinucleína e, portanto, são extremamente valiosos para esses estudos. De qualquer 

forma, outros métodos para o diagnóstico precoce da doença são claramente 

necessários.  

1.1.7 Modelos de propagação sugeridos para DP 

Nos últimos anos, houve um aumento de estudos que tentam estabelecer uma 

analogia entre as doenças priônicas com sinucleinopatias, sugerindo que α-sinucleína 

pode se comportar de uma maneira semelhante a um príon. A proteína do príon (PrP) 

pode agir tanto de maneira normal quanto como agente patogênico infeccioso 

(PRUSINER 1982). Os patógenos podem se espalhar/transmitir dentro e entre 

espécies após alterações na conformação da proteína: a forma celular de PrP (PrPC) 

é rica em α-hélices, e converte-se na forma de scrapie (PrPSc) que é rico em estrutura 

de folha β. Além disso, o PrPSc atuará como um indutor e recrutará PrPC em 

agregados, desencadeando sua conversão em PrPSc (RIEK et al., 1996; WILLE et al., 

2009). No entanto, nas sinucleinopatias, a terminologia do tipo príon indica que α-

sinucleína pode compartilhar algumas características com príons, como a 

propagação, embora sem ter propriedades infecciosas.    

Além disso, de acordo com a hipótese de Braak, a topografia e a presença de 

CL está correlacionada com a extensão e gravidade dos sintomas da DP. O 

aparecimento cronológico dos sintomas da DP começa com uma fase pré-sintomática 

caracterizada por perdas olfativas, distúrbios do sono e constipação (onde os CLs/NLs 

são restritos ao sistema entérico periférico, bulbo olfatório e tronco cerebral caudal), 

seguido da fase de sintomas motores (patologia de Lewy aparece no sistema 

nervoso). A fase final é caracterizada por declínio cognitivo e sintomas psiquiátricos 

(os CLs atingem a neocórtex; BRAAK et al., 2003) Os estágios da hipótese de Braak 

estão ilustrados na figura 5. 
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Figura 5 Espalhamento da α-sinucleína. Os estágios de Braak levantam a hipótese de que a DP se 
inicia no bulbo olfatório e se dispersa para as regiões corticais (DOTY 2012). 
 

Enxertos de neurônios mesencefálicos embrionários em pacientes com DP 

foram encontrados apresentando CLs anos após o transplante (KORDOWER et al., 

2008; KORDOWER et al., 2008; BRUNDIN et al., 2010), de forma a confirmar a 

hipótese proposta por Braak (BRAAK et al., 2006). A capacidade da α-sinucleína 

fibrilar de se autopropagar e espalhar, sugere que as transmissões celulares 

desempenham um papel na progressão da doença (BRAAK et al., 2003; ANGOT et 

al., 2010). 

Uma única injeção intrastriatal de α-sinucleína desenovelada em camundongos 

foi capaz de iniciar uma cascata neurodegenerativa pelo acúmulo de CLs/NLs 

intracelulares, perda dos neurônios e comprometimento da coordenação motora. 

Assim, a α-sinucleína é suficiente para induzir as características comportamentais e 

patológicas da DP esporádica (LUK et al., 2012). De acordo com a hipótese de Braak, 

um estudo recente mostrou que em camundongos injetados com fibrilas de α-

sinucleína no bulbo olfatório foi capaz de se espalhar gradualmente a partir do local 

injetado para múltiplas regiões cerebrais olfativas e não-olfativas que são afetadas 

pela DP (REY et al., 2016). Outro estudo interessante mostrou que o tratamento 

intragástrico administrando rotenona (um inibidor do complexo I da cadeia respiratório 

mitocondrial) induz um acúmulo progressivo de α-sinucleína no sistema nervoso 

entérico, surgindo sequencialmente no núcleo motor dorsal do nervo vago, medula 

espinhal e sistema nervoso em camundongos (PAN-MONTOJO et al., 2010). Essas 
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observações reforçam a ideia de que a DP pode começar na periferia e progredir até 

atingir o cérebro. 

Evidências convergentes sugerem que a α-sinucleína liberada é captada por 

células neuronais. Está presente no líquido cefalorraquidiano (CSF), plasma 

sanguíneo 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 α-sinucleína é 

liberada ainda não está claro. Assim, a melhor compreensão dos mecanismos 

envolvidos seria importante para a potencial identificação de novos biomarcadores e 

alvos para a intervenção terapêutica. Foi proposto que a transferência da α-sinucleína 

pode ocorrer via liberação direta, exossomos, endocitose e nanotubos de tunelamento 

(WALES et al., 2013; Figura 6). 

 

Figura 6  Mecanismos propostos de propagação da α-sinucleína. Muitos mecanismos tem sido 
propostos para a transferência da α-sinucleína entre os neurônios e indução da doença em outras 
regiões cerebrais. Uma vez liberados para o meio extracelular, via exocitose ou exossomos, essas 
espécies podem entrar em outros neurônios por penetração direta ou endocitose. Os dois outros 
mecanismos possíveis envolvem interação direta entre o hospedeiro e a célula e podem ocorrer pela 
formação de nanotubos de tunelamento ou via transmissão trans-sináptica. ASYN: α-sinucleína. 
Adaptados de WALES et al., 2013. 

Nesta tese iremos estudar mais detalhadamente o papel dos exossomos na 

propagação da DP. 

1.2 EXOSSOMOS 

Exossomos são vesículas esféricas de 30 a 100 nm que são liberadas para o 

espaço extracelular por diversos tipos de células e desempenham variados tipos de 

funções (MATHIVANAN; SIMPSON, 2010; TRAJKOVIC et al., 2008). Assim como as 
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microvesículas, os exossomos também transportam biomoléculas das células de 

origem (SARKAR et. al., 2009). Juntos, eles são citados como vesículas extracelulares 

e podem ser distinguidos não apenas pelo seu tamanho, mas também pela sua 

origem. Ao contrário das microvesículas que são liberadas da membrana plasmática 

(LEE et. al., 2012; RAPOSO; STOORVOGEl, 2013; Figura 7), os exossomos são 

formados por um brotamento do endossomo tardio e encapsulam diversas proteínas 

celulares (HANNAFON; DING, 2010; BOBRIE et al., 2011). Os endossomos tardios 

são empacotados com várias dessas vesículas e são geralmente mencionados como 

corpos multivesiculares (CMV). Os CMVs são destinados a fusão com os lisossomos, 

que levam a degradação do conteúdo das vesículas, ou à membrana plasmática que 

permite que os exossomos sejam liberados no espaço extracelular. A formação 

dessas vesículas é um processo regulado que envolve a organização da membrana 

endossomal em domínios que são altamento enriquecidos por uma classe específica 

de proteínas de membrana, chamadas de tetrasparinas. Muitos membros da família 

das tetrasparinas que incluem CD9, CD63 e CD81 são altamente presentes nos 

exossomos e servem como marcadores para estas vesículas (GUPTA; PULLIAM, 

2014). 

Em relação à sua composição, os exossomos possuem proteínas necessárias 

para o seu transporte e fusão (anexinas, proteínas Rab, flotilina), proteínas associadas 

à biogênese dos CMV (Alix, TSG101), proteínas de choque térmico (Hsp70, Hsp90) 

(OHNO et al., 2013), como ilustra a figura 8. Essas vesículas também podem carrear 

uma variedade de proteínas do citoesqueleto (actina, tubulina, cofilina) e enzimas 

metabólicas (GAPDH e piruvato cinase). Adicionalmente, a membrana exossomal é 

enriquecida com lipis-rafts, que incluem colesterol, esfingolipídeos, ceramida e 

glicerolfosfolipídeos contendo cadeias longas e saturadas de ácidos graxos. 

Curiosamente, os exossomos secretados a partir de células apresentadoras de 

antígenos, tais como células dendríticas, também apresentam complexos de 

histocompatibilidade principais funcionais (MHC I e II) na sua superfície (UTSUGI-

KOBUKAI et. al., 2003; LUKETIC et. al., 2007). 
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Figura 7 Liberação das microvesículas e dos exossomos. As microvesículas são liberadas 
diretamente da membrana plasmática, enquanto os exossomos são liberados pela fusão dos corpos 
multivesiculares com a membrana plasmática. Outros corpos multivesiculares podem se fusionar aos 
lisossomos. As bolas vermelhas representam as clatrinas associadas às vesículas na membrana 
plasmática ou clatrinas cobrindo a membrana dos endossomos. CMV: Corpos multivesiculares; CCV: 
Vesículas cobertas por clatrina, do inglês “covered clathrin vesicles”. Adaptado de RAPOSO; 

STOORVOGEL, 2013. 

 

 

Figura 8 Conteúdo dos exossomos. Os exossomos possuem em sua membrana proteínas 
específicas das células de origem, bem como as chamadas tetraspaninas (CD9,CD63,CD81 e CD82) 
que são consideradas marcadoras de exossomos em amostras purificadas. Estas nanovesículas 
também podem conter micro RNAs (miRNA), Epstein Bar Vírus (EBV), proteínas de choque térmico, 
RNAs longos não codificantes (RNAlncs), dentre outras moléculas. Adaptado de MECKES et al., 2011. 
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São liberados tanto sob condições fisiológicas quanto patológicas e garantem 

a comunicação intercelular entre células de diferentes linhagens. Inicialmente, 

imaginou-se que seriam vesículas que carregariam apenas conteúdo desnecessário 

para as células de origem (GUPTA; PULLIAM, 2014). Essas observações 

rapidamente mudaram as percepções sobre os exossomos para mensageiros da 

comunicação celular. Nos últimos anos, os achados relativos aos exossomos 

mostraram sua atuação não apenas como potenciais biomarcadores para diversas 

doenças, mas também como um mecanismo para o desenvolvimento de muitas 

condições patológicas (GUPTA; PULLIAM, 2014).   

1.2.1 Exossomos na Doença de Parkinson 

Assim como para as outras doenças neurodegenerativas, sabe-se que os 

exossomos estão envolvidos no transporte de α-sinucleína para o espaço extracelular 

e a propagação de oligômeros tóxicos para neurônios não afetados (DANZER et. al., 

2012). A captação da α-sinucleína está relacionada com a indução de morte celular 

em neurônios saudáveis (EMMANOUILIDOU et. al., 2010), destacando o papel 

dessas vesículas na patogênese das doenças neurodegenerativas. Além disso, 

estudos recentes mostraram que o papel dos exossomos na patogênese da DP se 

baseia na presença das formas mutantes de diversas proteínas envolvidas em vias 

endocíticas, tais como LRRK2 e a proteína vacuolar 35 correlacionados com a doença 

(RUSSO et. al., 2012). LRRK2, por exemplo, foi visto regulando a transmissão 

sináptica e sua superexpressão está associada com a supressão da endocitose e 

exocitose das vesículas sinápticas nos neurônios (XIONG et. al., 2010). Além disso, 

mutações em LRRK2 levam a um aumento anormal no número de CMV 

morfologicamnete distintos (ALEGRE-ABARRATEGUI; WADE-MARTINS, 2009). A 

formação de um grande número de CMVs pode potencialmente levar ao acúmulo de 

exossomos contendo a forma tóxica da proteína α-sinucleína e auxiliar na propagação 

da doença.  

Recetemente foi descoberto que os exossomos não contém apenas proteínas, 

mas também pequenas moléculas (metabólitos), alvo de estudo da metabolômica; 

além de transcritos de RNA mensageiro (RNAm) assim como micro RNA (miRNA) e 

RNA longo não-codificante (RNAlnc; VINCIGUERRA; STUTZ, 2004). Produtos de vias 

de sinalização, vírus, dentre outros, podem ser transportados através dos exossomos 

(FEVRIER et  al., 2005).  



39 
 

1.3 METABOLÔMICA 

Apesar dos muitos esforços que têm sido feitos para desvendar os mecanismos 

moleculares envolvidos na patogênese da DP, ainda há muito a ser descoberto. 

Devido à complexidade etiológica da doença, a identificação de vias moleculares 

facilitará a sua compreensão e aumentará a capacidade de diagnóstico e tratamento. 

Uma ferramenta para atingir esse objetivo é a metabolômica, que é um conceito que 

promove a identificação de metabólitos, fornecendo o perfil metabólico e assinatura 

da amostra analisada (Figura 9; CAUDLE et al., 2010). 

 

Figura 9 Esquema experimental da análise metabolômica. As amostras são coletadas dos objetos 
de estudo e, posteriormente são preparadas para a análise por ressonância magnética nuclear ou 
espectometria de massas. Os dados gerados são analisados com auxílio de banco de dados para 
discriminar vias relacionadas à doença estudada. Adaptado de CAUDLE et al., 2010. 

Estudos recentes tem focado na identificação da etiologias moleculares 

relacionada a DP que levam a déficits na homeostase protéica e autofagia (GORMAN, 

2008; MEHTA et al., 2013). Perfis metabólicos surgiram, indicando que a função 

mitocondrial e o estresse oxidativo são críticos para a manutenção da homeostase 

proteica (VENDRUSCOLO et al., 2011). Como a função mitocondrial é criticamente 

sensível à alterações metabólicas, mudanças nas assinaturas metabólicas podem 

aumentar o estresse oxidativo mitocondrial e gerar modificações lipídicas, causando 

falhas no sistema autofágico e no lisossomo, que levam ao desdobramento da 

proteína, formação de fibrilas e agregação (NIXON , 2013). Abordagens metabólicas 

ligadas a investigação da biologia de sistemas são cada vez mais populares devido à 

sua capacidade única de revelar os componentes ambientais, genéticos e fisiológicos 

que combinados levam a estados patológicos. 
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A metabolômica pode ser usada para rastrear rotas metabólicas perturbadas 

de doenças com mecanismos patológicos que podem ser desconhecidos ou pouco 

compreendidos, para assim, gerar novas hipóteses baseadas em dados, ou para 

validar hipóteses estabelecidas a partir de genomas, transcriptomas ou proteomas 

(NORDSTRÖM et al., 2010; VAN DER GREEF et al., 2013; THYSELL et al., 2010). A 

compreensão do metaboloma também é uma boa abordagem para preencher a 

lacuna entre os perfis genótipo-fenótipo e é considerada uma ferramenta promissora 

e potencialmente útil para o diagnóstico laboratorial (BUJAK et al., 2015). 

Todavia, devido a grande diversidade de moléculas pequenas, não existe um 

método de preparação de amostra perfeito que maximize a detecção de todos os 

metabólitos de todos os fluidos biológicos e tecidos. A preparação irá depender do 

método analítico subsequente a ser utilizado (CAUDLE et al., 2010). 

Várias plataformas para o estudo da metabolômica em amostras de pacientes 

com DP tem sido utilizadas, como espectroscopia por ressonância magnética nuclear 

(RMN), cromatografia líquida  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 nível de informação estrutural 

(MARION, 2013). A principal vantagem da RMN é a capacidade de identificar novos 

compostos, mas sua sensibilidade é várias 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 limitações e melhorias que devem ser 

levadas em conta. Assim, um método de preparação de amostra seletiva, bem como 

técnicas analíticas apropriadas, deve ser aplicado para fornecer uma determinação 

confiável de metabólitos. A preparação dependerá do método analítico subsequente 

a ser usado. Para LC-MS, a precipitação de proteína é comumente utilizada, seguida 

pela adição de solvente orgânico e centrifugação (CAUDLE et al., 2010).  

Além de diversos metabólitos, formas tóxicas de proteínas agregadas, tais 

como α-sinucleína e príons, que são responsáveis pelo desenvolvimento das DP e 

doença de Creutzfeldt-Jacob, repectivamente, foram observadas empacotadas em 

exossomos e liberadas de uma célula para outras, iniciando a cascata inflamatória. 

Embora tenha-se inicialmente sugerido que atuariam como sinalização, removendo 

componentes celulares indesejados do cérebro, novas evidências sugerem que estes 

exossomos podem estar contribuindo de forma significativa para o desenvolvimento e 

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

Sabe-se que apenas 1,5-2% do genoma humano são regiões que codificam 

proteínas. Enquanto isso, as regiões restantes pertencem a transcritos que não as 

codificam e são conhecidos como RNAs não-codificantes (RNAnc). Acredita-se, 

porém, que eles possuem atividade regulatória extremamente importante em células 

normais em desenvolvimento, participando nos processos funcionais e patogênicos 

de diversas doenças (BARTEL, 2004; ESTELLER, 2011). Os primeiros RNAnc  a 

serem identificados foram os RNAs ribossomal (RNAr) e transportador (RNAt), 

correspondendo, juntos, a 95% do conteúdo celular de RNA. Os outros tipos de 

RNAnc são classificados em curtos e longos, se forem menores ou maiores que 200 

nucleotídeos, respectivamente.  

Evidências recentes enfatizam o papel dos RNAnc em diversos processos 

biológicos (desenvolvimento e diferenciação cerebral) e em várias doenças 

neurodegenerativas como, Alzheimer, Huntington e Parkinson (SALTA; STROOPER, 

2012). Já foram descobertas funções na biologia de células tronco, epigenética, 

câncer, sinalização e neurobiologia (PAULI et. al, 2011; WANG et. al., 2011; GUPTA 

et. al., 2010).  

São pouco conservados entre as espécies, mostram-se altamente específicos 

a tecidos e possuem baixos níveis de expressão (PAULI et. al., 2012; MERCER et. 

al., 2008). Sabe-se que possuem funções significativas no genoma, como, modulação 

da RNA polimerase II, na transcrição gênica, regulação de splicing e epigenética 

(MANAGADZE et. al., 2011). Esse grupo de RNA compreende uma grande porção do 

transcriptoma, mais de 18.000 transcritos são conhecidos como RNAlnc e esse 

número aumenta a cada ano (GUTTMAN et. al., 2009). 

Os lncRNAs podem ser poliadenilados ou não, localizam-se tanto no núcleo 

quanto no citoplasma e estão presentes em menor quantidade quando comparados 

com RNAm, que possui capacidade de codificar proteínas. Alguns se originam de 

enhancers (KIM  et al., 2010). Nos últimos anos, RNAlnc têm sido vistos regulando 

uma grande variedade de funções como sinalização celular, inibição molecular 

(decoys), guias para ribonucleoproteínas para sítios específicos em regiões da 

cromatina e também participando como suportes na formação de complexos 

envolvendo DNA, RNA e proteínas, reforçando a  importância potencial que estas 

moléculas exercem durante a regulação epigenética (WANG; CHANG, 2011; Figura 

10).   
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Figura 10. Possíveis funções exercidas pelos RNAlnc. Os RNAlnc podem atuar recrutando outras 
proteínas para (I) induzir sinalização, bem como atuar como (II) guias de RNAs, (III) decodificadores e 
(IV) formando arcabouços moleculares que, modificando a estrutura da cromatina, podem inibiar ou 
ativar a transcrição de genes alvo. As bandeiras vermelhas e verdes representam sítios de alteração 
na cromatina. 

Os RNAlnc têm a capacidade de responder a diferentes estímulos provocando um 

controle substancial do mecanismo de transcrição que regula sua expressão 

(GUTTMAN et. al., 2009; GUTTMAN et. al., 2010). Além disso, eles têm uma função 

central tanto positiva quanto negativa na regulação da transcrição, em grande parte 

devido à transcrição abrangente de enhancers e promotores por RNAlnc (GUENTHER 

et al., 2007) 

A expressão dos RNAlnc é alta em diversas partes do sistema nervoso central 

(SNC). Mercer e colaboradores em 2008 observaram 1328 RNAlnc, dos quais 849 

foram vistos estando superexpressos no cérebo de ratos (MERCER et al., 2008). Além 

disso, foi confirmado que os RNAlnc são expressos em diversas partes do cérebro 

(QURESHI et. al., 2010). Recentemente, um grande número de estudos mostrou que 

eles possuem a função principal de modulação espacial-temporal de expressão de 

genes envolvidos no desenvolvimento do cérebro. Isso mostra a relevância dos 

RNAlnc levando-se em consideração a importância no SNC. 
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2. JUSTIFICATIVA 

Com o envelhecimento populacional haverá o aumento no número de casos de 

DP. Conforme o Relatório Mundial de Saúde e Envelhecimento, o número de pessoas 

com mais de 60 anos no país deverá crescer muito mais rápido do que a média 

internacional (OMS, 2015). Enquanto a quantidade de idosos vai duplicar no mundo 

até o ano de 2050, ela quase triplicará no Brasil. Amparado pela maior expectativa de 

vida, o número de brasileiros acima de 65 anos deve praticamente quadruplicar até 

2060, confirmando a tendência de envelhecimento acelerado da população já 

apontada por demógrafos. 

Além disso, dados do CENSO 2010 divulgados pelo IBGE, mostram que a 

população com essa faixa etária deve alcançar a margem de 58,4 milhões (26,7% do 

total), em 2060. No período, a expectativa média de vida do brasileiro deve aumentar 

dos atuais 75 anos para 81 anos (IBGE, 2010). 

Apesar da grande quantidade de indivíduos afetados pela doença, o 

diagnóstico ainda não é bem estabelecido. A DP é uma doença com características 

clínicas e evolução natural bem conhecidas. Porém, os exames de neuroimagem são 

inespecíficos e não há marcador biológico laboratorial para o diagnóstico da doença 

(FERRAZ; BORGES, 2002). Atualmente, o diagnóstico da DP é apenas clínico, ou 

seja, o conhecimento das manifestações clínicas e de suas variações são os requisitos 

mais importantes para um diagnóstico acurado da doença e seu acompanhamento.   

Em contrapartida, estima-se que até 80% das células dopaminégica da região 

da substância negra já 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 diagnóstico 

clínico em vida da DP tem outro diagnóstico no exame anatopatológico 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 áreas da 

DP, tais como: pesquisa clínica, (a) definindo as características e a história natural da 

doença, incluindo eventos de progressão, biomarcadores ou outros determinantes 

para os subtipos, objetivando informações suficientes para se estabelecer um racional 

de prevenção e descoberta de populações de alto risco, (b) caracterizando a 

progressão da doença e entendendo o mecanismo que está baseado a 
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heterogeneidade, envolvendo características clínicas e fatores biológicos, tais como 

genótipo e biomarcadores; pesquisa translacional, (c) desenvolvendo ferramentas que 

promovam a estratificação dos pacientes de maneira mais homogênea com ênfase 

nos tipos de progressão: lenta ou rápida, e; pesquisa básica, (d) desenvolvendo 

modelos de transmissão patológica da α-sinucleína e proteína tau, além de determinar 

os mecanismos de propagação, liberação e captação das formas mutantes destas 

proteínas, (e) elucidando a função normal e anormal da α-sinucleína e sua relação 

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 conteúdo molecular e 

avaliar o efeito biológico de exossomos enriquecidos de plasma de pacientes com DP, 

classificados de acordo com o estadiamento H&Y em leve, moderado e avançado.  
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3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL: 

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

pacientes com DP. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

• Enriquecer e caracterizar os exossomos plasmáticos de pacientes com DP, de 

acordo com a escala de estadiamento H&Y, em leve, moderado e avançado; 

• Quantificar a α-sinucleína em plasma sanguíneo e em exossomos de plasma 

sanguíneo de pacientes com DP; 

• Estudar o papel dos exossomos de plasma sanguíneos de pacientes com DP na 

oligomerização e agregação da α-sinucleína, de acordo com os modelos BiFC e synT-

Sph1, respectivamente;  

• Desenvolver e otimizar o protocolo de extração líquido-líquido para substâncias 

molecularmente semelhantes às do plasma sanguíneo; 

• Validar o método de análise metabolômica; 

• Avaliar o perfil metabolômico do plasma sanguíneo e de exossomos de pacientes 

com DP, correlacionando com a evolução da doença; 

• Identificar o perfil de expressão RNA longo não-codificante presente em exossomos 

de plasma sanguíneo de pacientes com DP. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 DESENHO DO ESTUDO 

Este projeto foi aprovado pelo Comitês de Ética e Pesquisa da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro (CEP 594/04). Todo material foi utilizado após a assinatura 

do termo de consentimento livre e esclarecido por parte dos pacientes com DP e 

doadores saudáveis.   

Foram considerados elegíveis para o estudo os pacientes com DP que 

apresentavam, inicialmente, bradicinesia e pelo menos um dos sintomas 

característicos da doença (tremor em repouso, rigidez muscular e instabilidade 

postural); além de distribuição inicialmente assimétrica da doença e boa resposta à 

levodopa. Foram excluídos do estudo os pacientes que solicitaram desligamento de 

sua participação. 

Os dados sócio-demográficos foram coletados de prontuário médico com a 

ajuda de um formulário desenvolvido pela Drª Ana Lucia Zuma de Rosso (Anexo 1), 

da Divisão de Neurologia do Setor de Distúrbios do Movimento do Hospital 

Universitário Clementino Fraga Filho, que também nos auxiliou na definição do 

diagnóstico desses pacientes. A dose equivalente de levodopa foi calculada de acordo 

com TOMLINSON et al., 2010. 

Foi levado em consideração o tratamento antiparkinsoniano administrado no 

período da coleta do sangue, assim como a sintomatologia. Os pacientes foram 

classificados de acordo com as escalas H&Y  em leve (estágios 1, 1,5 ou 2), moderado 

(estágios 2,5 ou 3) ou avançado (estágio 4 ou 5), e; SE levando-se em consideração 

também o período da coleta do sangue.  

4.2 ISOLAMENTO E CARATCTERIZAÇÃO DOS EXOSSOMOS 

 Os pacientes com DP e doadores saudáveis tiveram seu sangue periférico 

coletado em tubo roxo EDTA. As amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 1500 

rpm para separar a porção plasmática da porção celular. O plasma foi retirado e 

armazenado em eppendorfs de 1,5 mL com adição de Inibidor de protease 

(cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail, Merck KgaA, Darmstadt, Alemanha) e  

armazenado a  -80ºC até sua utilização.  

 Para o enriquecimento dos exossomos do plasma foram utilizadas duas 

metodologias: ultracentrifugação e o reagente ExoQuick (System Biosciences, LLC, 
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Palo Alto, CA, EUA). No processo de ultracentrifugação, 500μL de plasma foram 

diluídos com igual quantidade de tampão fosfato salino (PBS). As amostras foram 

centrifugadas por 30 minutos, a 2000g e a 4ºC. O sobrenadante foi tranferido para um 

tubo limpo e centrifugado por 2 horas, a 110.000g e a 4ºC em micro-ultracentrífuga 

Sorvall™ MTX 150 (ThermoFisher Scientific, Langenselbold, Alemanha; THÉRY et al., 

2016). Aos pellets foram adicionados 200 µL de PBS. 

 Já o isolamento dos exossomos utilizando o kit ExoQuick deu-se segundo 

instruções do fabricante. Inicialmente, 500μL de plasma foram incubados por 30 

minutos a 4ºC com 120µL de ExoQuick. Após centrifugação a 13.000 rpm por 2 

minutos, o sobrenadante foi removido e, aos pellets foi adicionado 200 µL de PBS.  

4.2.1 Western Blot  

A concentração proteica foi determinada através do ensaio de Bradford (BioRad 

Laboratories, Hercules, CA, EUA). As amostras foram desnaturadas por 5 minutos a 

96ºC em tampão de amostra (125 mM de 1 M Tris HCl pH 6,8, 4% SDS 0,5% 

Bromofenol blue, 4 mM EDTA, 20% Glicerol, 10% β-Mercapto etanol). 50μg de 

proteína foram separadas em gel SDS-poliacrilamida 12%.  As amostras foram 

transferidas do gel para membrana de PVDF utilizando o sistema de transferência 

iBlot Dry (ThermoFisher Scientific), de acordo com as instruções 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 4ºC. Após a lavagem (por 3 vezes, 15 

minutos cada, em em tampão TBS-T (do inglês, “Tris-buffered saline with 0,05% of 

Tween 20”) a membrana foi incubada por 2 horas a temperatura ambiente com 

anticorpo secundário anti-camundongo IgG ou anti-coelho IgG marcados com 

peroxidase de rábano (GE Healthcare, Bucks, UK) diluídos a 1:10.000. As proteínas 

foram detectadas através do sistema de detecção de quimioluminescência ECL 

(Millipore, Billerica, MA, USA) em câmera Fusion FX (Vilber Lourmat). 

4.2.2 Microscopia eletrônica 

 Todo o procedimento de microscopia eletrônica foi realizada com o auxílio da 

Facility for Transmission Electron Microscopy do Max Planck Institute for Biophysical 

Chemistry. Alíquotas de 10μL 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 ampliações (1000–90.000X) utilizando um microscópio eletrônico de 

transmissão Philips CM120.  

4.2.3 Análise do tráfego de nanopartículas 

A análise do tráfego de nanopartículas foi realizada através de microscópio 

NanoSight LM10 (NanoSight Ltd, Salisbury, GB). As amostras foram diluídas em 

1:30.000. Foram gravados 5 vídeos de 30 segundos para cada amostra. O tamanho 

e a concentração dos exossomos foi determinado pela análise dos vídeos gravados 

através de software NTA (versão 2.3). O desfoque e os parâmetros mínimos 

esperados de tamanho de partícula usados para as análises foram ajustados 

automaticamente. 

4.3 QUANTIFICAÇÃO DOS NÍVEIS DE Α-SINUCLEÍNA 

A quantificação dos níveis de α-sinucleína foi realizada em plasma e em 

exossomos de plasma dos pacientes com DP e doadores saudáveis. As amostras de 

exossomos foram sonicadas com homogeneizador ultrassônico em ponteira, 2 vezes 

por 15 segundos a 30% com intervalos de 2 minutos entre cada etapa. 

A proteína foi quantificada através do ensaio de imunoabsorção enzimática 

(ELISA). Placa multi-array standart plates de 96 poços (Meso Scale Discovery, 

Gaithersburg, MD, EUA) foi revestida com 100μL de anticorpo anti α-sinucleína como 

anticorpo de captura (BD Biosciences, Heidelberg, Germany) a 1μg/mL diluído 1:500  

em PBS e incubado overnight a 4ºC, sem agitação. 

Todas as etapas de lavagem foram realizadas 3 vezes com 200μL de PBS-T 

(PBS suplementado com 0,05% Tween-20). Após a lavagem foi realizada a captura e 

o bloqueio simultaneamente. Padrões a amostras foram diluídos 1:4 em 1% BSA/PBS-

T e incubados por 1 hora a 700 rpm a temperatura ambiente. A placa foi lavada 

novamente e 100μL de anticorpo policlonal de coelho FL-140 (α, β, γ-sinucleína) foi 

adicionado a 200μg/mL em 1μg/mL de BSA/PBS-T. 

Após a detecção primária a placa foi lavada 3 vezes e foram adicionado 100μL 

do anticorpo secundário α-sinucleína de cabra-anti-coelho 1:5000 diluído em 1% 

BSA/PBS-T e incubados por 1 hora a 700 rpm a temperatura ambiente. A placa foi 

novamente lavada 3 vezes e 100μL de substrato TMB (3,3',5,5;-tetrametilbenzidina, 

do inglês, “3,3',5,5;-tetramethylbenzidine”) foi adicionado sendo incubado por 30 
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minutos protegido da luz. A reação foi parada com 100μL de ácido sulfúrico 1M. A 

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

4.4 PLASMÍDEOS  

Para a preparação,  4 cepas da bactéria DH5α contendo os plasmídeos com 

genes das proteínas VN-α-sinucleína, α-sinucleína-VC, SynT e Sph1, 

respectivamente, cresceram em meio LB, com 1% de ampicilina, a 37 ºC, em agitação, 

overnight. Os desenhos dos plasmídeos se encontram em anexo (Anexos 2-5).  

Após esse período, foi realizada um ensaio de Midiprep para purificação do 

DNA plasmidial, uilizando o kit NucleoBond® Xtra Midi/Maxi, de acordo com as 

instruções do fabricante. Após a purificação, o material plasmidial foi quantificado em 

NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Bremen Alemanha) Foi preparada uma solução 

estoque de 1μg/μL que foi armazenada a -20 ºC até o uso. 

4.5 CULTURA DE CÉLULAS E TRANSFECÇÕES 

Células de neuroglioma humano (H4) foram mantidas em Opti-MEM I Reduced 

Serum Medium (Life Technologies-Gibco, Carlsbad, CA, EUA) e células de rim 

embrionário 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, Cölbe, Germany) e 

1% de penicillina-streptomicina (PAN, Aiden-bach, Alemanha). As células cresceram 

a 37ºC em uma atmosfera de 5% de CO2.  

Para transfecção, 100.000 células HEK foram plaqueadas, por poço, em placas 

de 12 poços (Costar, Corning, Nova York, EUA) no dia anterior. 30 minutos antes da 

transfecção as células foram incubadas com Opti-MEM e subsequentemente  

transfectadas com quantidade equimolar dos plasmídeos VN-α-sinucleína e α-

sinucleína-VC, utilizando Metafectina (Biotex, Munique, Alemanha) na razão de 1:3 de 

acordo com as instruções do frabricante.  

Já as células H4 também foram plaqueadas em placas de 12 poços no dia 

anterior. Quantidades iguais de plasmídeos codificando SynT e Sph1 foram 

transfectados utilizando CaCl2 e tampão fosfato (2x BES: 50mM BES, 280mM NaCl, 

1,5 mM Na2HPO4X2H2O, pH 7,106). 16 horas após a transfecção para ambras as 

linhagens celulares o meio foi substituído e foram adicionados 1μL ou 10 μL do 

preparado de exossomos. 
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4.6 IMUNOCITOQUÍMICA 

Para avaliar a formação de agregados nas células, 24 horas após a adição do 

material dos exossomos, as células foram fixadas com paraformaldeído 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. Após o bloqueio com BSA 5% por 1 hora, as células foram incubadas com 

o anticorpo primário murino anti-α-sinucleína (1:1000, BD Transduction Laboratory, 

New Jersey, USA) overnight a 4ºC e com anticorpo secundário Alexa Fluor 488 asno 

anti-murino IgG (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 - tampão fosfato 

salino de Dulbecco) por 5 minutos e mantidas em PBS para a microscopia de 

fluorescência. 

4.7 MICROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA 

Células HEK expressando o ensaio α-sinucleína Venus-BiFC foram 

visualizadas através do microscópio 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 QUANTIFICAÇÃO DAS INCLUSÕES DE Α-SINUCLEÍNA 

Células co-transfectadas com SynT e Sph1 foram detectadas através do 

microscópio Leica DMI 6000B (Leica, Wetzlar), com objetiva de 40x. Registros foram 

anotados de acordo com o padrão de inclusão de α-sinucleína e classificadas em 4 

grupos: células sem inclusões; menos que 5 inclusões (< 5 inclusões), entre 5 e 9 

inclusões (≥5-9 inclusões) e mais que 10 inclusões (≥10 inlusões), a partir de 50 

imagens tiradas. Os resultados foram expressos em porcentagem do número total de 

células transfectadas. 

4.9 METABOLÔMICA 

A análise  metabolômica deu-se de acordo com o fluxograma abaixo (Figura 

11).
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Figura 11 Fluxograma esquemático da análise metabolômica.  As amostras  de plasma de doadores saudáveis (n=18) foram utilizadas para os ensaios de  
otimização e validação. A análise metabolômica per se foi realizada para as amostras de plasma de doadores saudáveis (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; avançado, n=13. Além disso, a análise também foi realizada com 
as amostras provenientes de exossomos de plasma  dos doadores saudáveis (n=36) e dos pacientes com DP (n=101), em pool.
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Previamente à análise metabolômica, o protocolo de preparação das amostras 

por extração líquido-líquido foi desenvolvido e otimizado. Além disso, foi realizada a 

validação da análise qualitativa por cromatografia líquida acoplada a espectrometria 

de massas, para o plasma sanguíneo, matriz utilizada neste estudo. 

4.9.1 Otimização 

4.9.1.1 preparo da solução de analitos 

Inicialmente, foi preparado uma solução padrão de analitos para o processo de 

otimização. Selecionamos algumas candidatas e após a análise de sua estrutura 

química 12 foram incluídas em nossa solução.  

É importante salientar que o conhecimento da estrutura química dessas 

substâncias foi fundamental nessa etapa do estudo. As substâncias deveriam ser 

exógenas e com estrutura química semelhante àquelas encontradas no plasma 

sanguíneo, como, por exemplo, testosterona, adrenalina, noradrenalina, dopamina e 

cortisol. Dessa forma, poderíamos garantir que se o nosso método estivesse 

recuperando todas essas substâncias de maneira satisfatória, os resultados dos 

nossos ensaios seriam também satisfatórios. 

4.9.1.2 ensaio de otimização 

A otimização foi realizada pela metodologia de superfície de resposta, 

utilizando a matriz de Doehlert para 3 variáveis (Figura 12). Foi realizada uma 

otimização multivariada uma vez que esta é considerada mais eficiente que processos 

univariáveis, já que a influência de diversos parâmetros de um procedimento 

experimental pode ser avaliada simultaneamente com um pequeno número de 

experimentos.  
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Figura 12 Projeção do design Doehlert no plano. O círculo preto, cinza e o quadrado branco indicam 

tempo de orbital na posição 40 de 20, 10 e 30 minutos, respectivamente. 

O protocolo se baseia em adicionar à amostra 750µL de tampão fosfato pH 7,0 

seguida da adição de aproximadamente 1g de NaCl PA. O conteúdo foi 

homogeinizado até saturar totalmente a solução com auxílio de um vórtex.  Aos tubos 

relativos à extração em pH alcalino (pH=8,0) foi adicionado aproximadamente 0,5g de 

tampão Na2Co3:NaHCO3 1:3 e em seguida agitado em vórtex por 10 segundos. Já 

para extração em pH ácido (pH=4,0), foi adicionado em cada tubo 600 µL de tampão 

formiato de amônio 1M, pH 4,0 e ajustando-se o pH para 4,0, se necessário, com 

ácido acético glacial. A extração em pH neutro (pH=7,0) seguiu sem nenhuma adição 

ao processo. Dessa etapa em diante, o protocolo segue semelhante para a extração 

nos diferentes pH’s. 

Foi adicionado solvente orgânico (TBME e acetato de etila) em diferentes 

proporções e volumes, como está ilustrado na tabela 5. Posteriormente, os tubos 

foram colocados em agitador em tempos também variados (Tabela 5). Os tubos foram, 

então, centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos e em seguida a fase orgânica foi 

transferida para tubos secos. Foi realizada a reconcentração das substâncias 

evaporando a fase orgânica sob fluxo de N2 a 40º C. Ao final, o resíduo foi dissolvido 

com 100µL de solução da mistura MeOH:H2O 3:7, 0,1% ac. fórmico, 5mM NH4COOH. 

Para as análises realizadas em cada um do 3 pHs os testes foram realizados 

em 3 condições: tubos positivos, onde a solução padrão foi adicionada inicialmente 

no processo; tubos negativos, sem solução padrão; e, tubos para análise de 

recuperação, onde a solução padrão foi adicionada após a etapa de reconcentração. 
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Assim, foram preparados 39 tubos para análise em cada um dos pH’s 

estudados, com 500 µg de proteína procedente de plasma de sangue periféricos de 

doadores saudáveis, quantificados através de fluorímetro Qubit 3.0 (Thermo Fisher 

Scientific, Bremen Alemanha)  conforme as instruções do fabricante e avolumado para 

2 mL de PBS.  

Tabela 5 Planejamento experimental Doehlert para três variáveis. 

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 inglês, “methyl t-butyl ether”; Acet. Et.: acetato de etila 

Foi utilizada a técnica de cromatografia líquida acoplada a espectrometria de 

massas de alta resolução para obtenção das respostas dos experimentos em termos 

de área do pico cromatográfico na região de retenção do analito e a massa exata do 

mesmo. 

O tratamento dos dados foi realizado no software Statistica utilizando todas as 

áreas obtidas em cada condição de extração. Nessa ferramenta foram setados os 

valores das variáveis para buscar o maior valor de recuperação dos padrões internos, 

gerando-se as condições críticas para cada substância. A análise da recuperação foi 

realizada pela comparação das resposta das amostras submetidas ao processo de 

extração (tubos positivos), com aquelas nas quais o analito foi adicionado após as 

etapas de extração (tubos de recuperação). 

Avaliou-se a melhor equação para descrever a resposta por meio da 

identificação e eliminação dos parâmetros menos significativos, observados através 

dos gráficos de Pareto. Permitindo, assim, um melhor valor de R²ajustado indicando uma 

boa correlação entre os valores preditos pelo modelo e os valores observados. 
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A equação obtida para cada substância em cada pH foi derivada da equação 

geral apresentada abaixo: 

 

Onde: b0 é o termo constante, b1, b2 e b3 são os coeficientes dos termos 

lineares; b4, b5 e b6 são os coeficientes dos termos quadráticos; e, b7, b8 e b9 são os 

coeficientes de interação entre os três fatores. 

Toda a estatística foi realizada com base nos resíduos, que é a diferença entre 

o valor observado e o valor predito pelo modelo. Foram salvos os valores dos resíduos 

para cada analito. Foram gerados os gráficos de superfície de resposta que indicaram 

as melhores condições de extração para cada uma das substâncias em cada um dos 

pHs. 

4.9.2 Validação qualitativa 

A validação de procedimentos de análise qualitativa consistiu em uma série de 

experimento no qual foram avaliados os seguinte parâmetros: 

seletividade/especificidade; limite de detecção; repetitividade; rendimento da 

extração; arraste; e, interferência da matriz. 

Para o estudo da seletividade/especificidade do método foram analisadas dez 

amostras de plasma de diferentes origens. Foi verificada a ausência de substâncias 

interferentes nos tempos de retenção do analito e do padrão interno.  

Para o estudo do limite de detecção do método foram analisadas dez plasmas 

de origens diferentes com 10% da concentração dos analitos; e, dez plasmas com 

50% da concentração dos analitos. A avaliação do limite de detecção foi realizada 

pela análise da presença dos picos. 

Para o estudo de repetitividade foram analisadas sete replicatas fortificadas 

com os analitos, com o objetivo de determinar a dispersão entre as replicatas. O 

resultado é apresentado como desvio padrão e é expresso através do desvio padrão 

relativo percentual (RSD%). 

Para estudo de rendimento de extração foram analisados sete replicatas 

fortificadas com os analitos e outras sete replicatas fortificadas com os analitos 

adicionados após a reconcentração. Para o cálculo, foram comparadas as respostas 
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das alíquotas submetidas ao processo de extração com aquelas nas quais a solução 

padrão foi adicionada após a etapa de extração. 

Para o estudo do arraste  a um plasma adicionado com o dobro de 

concentração dos analitos foi injetado seguido de um plasma sem analito. A avaliação 

foi realizada pela análise de significativas alterações nas áreas ou alturas do pico, 

dentro do tempo de retenção determinado dos analitos. 

Para a avaliação da interferência da matriz foram utilizados dez plasmas 

diferentes fortificados com os analitos na concentração definida. A análise se da pela 

verificação da presença dos analitos em cada uma das dez amostras nos tempos de 

retenção esperados. O pico cromatográfico deverá ser observado em todas as 

amostras utilizadas na avaliação. 

4.9.3 Extração líquido-líquido 

A extração líquido-líquido foi realizada para as amostras de sangue periférico 

de doadores saudáveis 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 conteúdo enriquecido dos exossomos dos doadores 

saudáveis e pacientes com DP. 

As preparação das amostras foi realizada através de uma extração líquido-

líquido. Partindo-se de 500µg de proteína procedente de plasma de sangue periféricos 

de doadores saudáveis, pacientes e de 90µg das amostras do conteúdo dos 

exossomos, 20 µL da solução padrão e avolumado para 2 mL de PBS. 

Às amostras foi adicionado 750µL de tampão fosfato pH 7,0, seguida da adição 

de aproximadamente 1g de NaCl PA. O conteúdo foi homogeinizado até saturar 

totalmente a solução com auxílio de um vórtex.  Aos tubos relativos à extração em pH 

alcalino foi adicionado aproximadamente 0,5g de tampão Na2Co3:NaHCO3 1:3 e em 

seguida agitado em vórtex por 10 segundos. Já para extração em pH ácido, foi 

adicionado em cada tubo 600 µL de tampão formiato de amônio 1M, pH 4,0 e ajustou-

se o pH para 4,0,s e necessário, com ácido acético glacial. A extração em pH neutro 

seguiu sem nenhuma adição ao processo.  

Foi adicionado 9 mL de acetato de etila em todos os tubos. Posteriormente, as 

amostras foram colocados em agitador rotatório na posição 40 por 30 minutos no caso 

da extração alcalina e neutra e, por 10 minutos para a extração em pH ácido. Os tubos 

foram centrifugados a 3000rpm por 10 minutos e em seguida a fase orgânica foi 
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transferida para tubos secos. Foi realizada a reconcentração das substâncias 

evaporando a fase orgânica sob fluxo de N2 a 40º C. Ao final, o resíduo foi dissolvido 

com 100µL de solução da mistura MeOH:H2O 3:7, 0,1% ac. fórmico, 5mM NH4COOH. 

4.9.4 Análise das substâncias 

O perfil metabólico foi avaliado por cromatografia líquida (AccelaLC, Thermo 

Fisher Scientific, Bremen, Alemanha) acoplado a um espectômetro de massas de alta 

resolução (LC-HRMS; Q-Exactive, Orbitrap, Thermo Fisher Scientific, Bremen 

Alemanha). A separação por cromatografia foi realizada em coluna de fase reversa 

(Agilent C18, 1.8 µm, 50 mm X 2.1 mm) at 40 °C.  A fase móvel utilizada foi (A) H2O 

com 5,0 mM de formiato de amônio e (B) MeOH, ambos com 0,1% de ácido fórmico. 

A taxa de fluxo foi configurada para 400 µL/min.  

O perfil de eluição 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 (equilíbrio da coluna para as condições iniciais). A corrida teve 

duração total de 11 minutos e o volume de injeção foi de 8.0 µL. Os metabólitos foram 

detectados pela massa através do TraceFinder 3.0 software (Thermo Fisher Scientific, 

Bremen, Alemanha) e estatísticamente avaliados pelo software SIEVE (Thermo Fisher 

Scientific, Bremen, Alemanha). A análise das substâncias separadas pela 

cromatografia foi feita por espectrometria de massas, com um analisador de alta 

resolução do tipo ORBITRAP. A análise foi realizada em FULL-MS, que consiste numa 

varredura de todos os íons com razão massa/carga entre 100 e 800, no modo (+) de 

ionização 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 frequência da S-lens foi 

de 80 (unidades arbitrárias). O revestimento de nitrogênio e o fluxo do gás auxiliar foi 

de 60 e 20 (unidades arbitrárias), respectivamente. Nesse experimento, todos os íons 

com essa faixa de razão m/z foram selecionados no quadrupolo e analisados, gerando 

um espectro de massas. 

4.9.5 Análise in silico da metabolômica 

Para verificar os processos biológicos relacionados aos metabólitos únicos e 

diferencialmente expressos encontrados na análise metabolômica, foi realizada uma 

análise 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 código do 

metabólito para a Human Metabolome Database (HMDB; Wishart et al., 2013). Este 

programa agrupa todo o conjunto de metabólitos do HMDB e verifica pico em um 

servidor que fornece a lista de metabólitos com a massa dentro de um erro 

suficientemente pequeno. A ionização e os parâmetros de erro podem ser definidos 

pelo usuário (padrão -1 e 0,01, respectivamente). Esse script é de fonte aberta e pode 

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

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

2016) com o auxílio do banco de dados KEGG Pathways. 

4.10 ANÁLISE DE EXPRESSÃO DOS RNALNC 

 Para a realização do enriquecimento dos exossomos, sua lise, purificação e 

eluição de RNA, foi utilizado o kit SeraMirTM  Exosome RNA Amplification (System 

Bioscience). Inicialmente, 500 µL de plasma de pacientes com DP e 500 µL de plasma 

de doadores saudáveis foram incubados por 30 minutos a 4ºC com 120 µL de 

ExoQuick cada. Após centrifugação a 13.000 rpm por 2 minutos, o sobrenadante foi 

removido e, aos pellets, foram adicionados 350 µL de tampão de lise.  

Após 5 minutos e homogeneização das amostras, 200 µL de Etanol 100% 

foram adicionados a cada uma das mesmas. Em paralelo, as colunas de centrifugação 

foram acopladas aos tubos coletores, e as amostras foram transferidas para as 

colunas de spin. Uma nova centrifugação, a 13.000 por 1 minuto, foi realizada em 

cada amostra, e o líquido presente no tubo coletor foi descartado. Às colunas de 

centrifugação, foram adicionados 400 µL de tampão 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 30µL de 

tampão de eluição e quantificados utilizando Qubit (Thermo Fisher Scientific, Bremen 

Alemanha).  

4.10.1 Síntese do cDNA  

Para a realização da síntese do cDNA, o kit Human and Mouse LncProfilersTM 

qPCR Array Kits (System Bioscience) foi utilizado. Alguns RNAlnc não possuem 

caudas poliadeniladas dessa forma, para aumentar a performance do ensaio de qPCR 

antes da conversão em cDNA, o kit de síntese de cDNA inclui reagentes com o  

objetivo de poliadenilar todos os RNAlnc antes da conversão em cDNA. Para a reação 

https://github.com/igorrcosta/metabomops/
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de poliadelilação dos RNAs, à  5 µL do RNA total (1 a 2 µg) purificado, foram 

adicionados 2µL de tampão 5X PolyA, 1 µL de MnCl2 25Mm, 1,5µL de ATP 5Mm e 0,5 

µL de PolyA Polymerase, totalizando 10 µL de solução, que foi incubada por 30 

minutos a 37ºC, utilizando o termociclador ProFlex PCR System (Applied Biosystems 

by Life Technologies). 

Posteriormente, foram adicionados 0,5 µL de Adaptador Oligo dT à solução de 

poliadenilação e a solução final foi aquecida por 5 minutos a 60ºC no termociclador 

ProFlex PCR System (Applied Biosystems by Life Technologies). Ao término da 

reação, a solução permaneceu em temperatura ambiente por 2 minutos. Para a 

síntese do cDNA , foram adicionados à reação anterior 4µL de tampão RT 5X, 2 µL 

dNTPd mix, 1,5 µL de DTT 0,1M, 1,5 µL de Random Primer mix e 1 µL de 

Transcriptase Reversa. A síntese ocorreu a 42ºC durante 60 minutos com inativação 

da enzima a 95ºC por 10 minutos, utilizando o termociclador ProFlex PCR System 

(Applied Biosystems by Life Technologies; Figura 15). 

 

Figura 13 Esquema da síntese de cDNA de acordo com o kit Human and Mouse LncProfilersTM 

qPCR Array Kits (System Bioscience). 

4.10.2 Ensaio de RT-qPCR  

Para determinar o perfil de expressão de lncRNAs o kit LncProfilersTM qPCR 

Array Kits (System Bioscience) foi utilizado de acordo com instruções do fabricante. 
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Os ensaios foram realizadas em placas de 96 poços contendo 1,750 L de Buffer 2X 

SYBER Green qPCR Mastermix, 20 L de lncRNA cDNA de cada amostra e 1,730 L  

de água RNAse free, totalizando 3.500 L de mastermix. A cada poço da placa de 

qPCR, foram adicionados 28 L do mix. A placa do qPCR array contém, liofilizado, um 

par de primers de lncRNAs em cada poço, totalizando 90 pares, além de cinco pares 

de RNAs endógenos como normalizadores (Figura 16). 

 

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

A placa de primers estoques foi ressuspendida com 44 L de água livre de 

RNAse por poço. Após a ressuspensão, 2 L de cada poço com cada par de primers 

foram adicionado no poço correspondente na placa contendo o mix descrito 

anteriormente (Figura 17).  

 

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

O ensaio de qPCR foi realizado no QuantSudio 12K Flex (Applied Biosystems 

by Life Technologies), seguindo o protocolo padrão sugerido pelo fabricante do kit, 

composto de quatro etapas: um ciclo de 2 minutos a 50ºC; 10 minutos a 95ºC, 40 



61 
 

ciclos de 15 segundos a 95ºC e 1 minuto final, a 60ºC, para leitura dos dados (Figura 

18).  

 

Figura 16 Condições de PCR. 

4.10.3 Análise in silico dos RNAlnc 

Os RNAlncs expressos foram analiados segundo o banco de dados lncrnadb-

Long Noncoding RNA Database v2.0 (AMARAL et al., 2011; QUEK et al., 2015), 

sugerido pelo próprio kit LncProfiler qPCR Arrays (System Biosciences), onde foram 

retiradas informações como alias, localização subcelular e cromossômica, função, 

expressão e ligante molecular. Também foi utilizada a base de dados lncrnadisease –

The LncRNA and Disease Database (CHEN et al., 2013), onde foram observadas as 

doenças associadas e disfunção associada e a lncRInter – Database of long non-

coding RNA interaction, de onde foram observadas as interações dos RNAlncs com 

outras moléculas (CHUN-JIE et al., 2017). 

4.11 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

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 padrão. Diferenças estatísticas foram 

claculadas utilizando one-way ANOVA com post-hoc Tukey’s test. Significância foi 

avaliada, onde * corresponde a p < 0.05, ** corresponde a p < 0.01 e *** corresponde 

a p < 0.001. Análises de correlação foram realizadas pelo teste de correlação de 

Pearson. Curva das características operacionais do receptor (ROC) foram utilizadas 

para avaliar as relações de sensiblidade e especificidade para determinar a 

performance diagnóstica. Os gráficos de Venn foram contruídos de acordo com 

OLIVEROS, 2007.   
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 ANÁLISE DO EFEITO BIOLÓGICO DE EXOSSOMOS ENRIQUECIDOS 

DE PLAMAS DE PACIENTES COM DP 

5.1.1  Caracterização clínica 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 avançado (n=9) e 18 

doadores saudáveis, que aprensentavam idade semelhante e coabitavam com os 

pacientes. Nenhuma diferença estatística foi observada envolvendo idade do exame, 

idade de início, escolaridade, consumo de café, tabaco, álcool, água de poço ou 

histórico familiar, como pode ser observado na tabela 6. Como esperado, devido aos 

critérios de inclusão e estratificação da coorte, a escala H&Y, escala SE e o mini 

exame do estado mental (MEEM) foram estatisticamente diferentes entre os grupos 

de estadiamento da doença e os controles (p < 0,0001). Também houve diferença 

estatística entre os grupos no tempo de doença (p < 0,0001) e gênero (p=0,0309). 

Tabela 6 Caracterização clínica da coorte. N.A.: Não avaliado 

   DP (n=64) 
 Controle DP Leve Moderado Avançado   

  (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 início (anos) N.A. 54,94±11,42 57,03±10,56 55,52±11,83 46,34±10,12 0,0996 
Tempo de doença (anos) N.A. 11,33±6,95 7,60±4,49 11,64±5,49 22,89±3,78 < 0,0001 
Gênero (% 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 8,00±4,18 0,8291 
Consumo de cafeína (% não) N.A. 17,19 20,00 12,00 22,22 0,8542 
Tabagista (% não) N.A. 59,38 56,67 60,00 66,67 0,9626 
Etilista (% não) N.A. 43,75 46,67 40,00 44,44 0,9706 
Consumo de água de poço (% não) N.A. 35,94 36,67 36,00 33,33 0,9897 
Histórico 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 4,33±0,5 < 0,0001 
Escala Schwab & England N.A. 72,89±22,85 82,67±15,07 74,6±14,13 35,56±27,43 < 0,0001 
Mini exame do estado mental N.A. 25,07±5,80 27,43±2,46 24,79±5,10 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 Caracterização dos exossomos de plasma sanguíneo 

Os exossomos de sangue periférico de pacientes com DP e controles 

saudáveis foram enriquecidos utilizando o reagente Exoquick e ultracentrifugação. Os 
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pellets e sobrenadantes foram confirmados para a presença dos exossomos pelo 

ensaio de western blot, sendo imunoreativas para os marcadores Alix e TSG101, para 

as duas metodologias (Figura 17A). Além disso, a proteína de retículo endoplasmático 

calnexina foi encontrada apenas nos lisados celulares, indicando ausência de 

contaminação. Devido aos resultados semelhantes nas duas abordagens, o reagente 

Exoquick foi escolhido para as demais análises devido a sua rapidez e facilidade de 

manuseio. As análises seguintes foram realizadas para os grupos de estadiamento de 

DP (leve, moderado e avançado) e doadores saudáveis. O ensaio de microscopia 

eletrônica (Figura 17B) mostrou que o pellet continha vesículas de 40 a 120nm de 

diâmetro e típica morfologia dos exossomos. Os exossomos também foram 

quantificados pela análise do tráfego de nanopartículas (Figura 17C), mostrando que 

o tamanho das vesículas encontradas variou de 15 a 525 nm de diâmetro, mas sendo 

predominantemente em torno de 105nm, para todas as análises, característico das 

vesículas.
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Figura 17 Caracterização dos exossomos de plasma sanguíneo. (A) Western blot. Os exossomos 
do pellet e sobrenadante do preparado de exossomos foram  reativos para as proteínas exossomais 
Alix e TSG101, além de não serem reativos para calnexina, preteína de retículo endoplasmático, 
utilizada como controle negativo (confirmado em lisado celular). (B) Microscopia eletrônica para os 
grupos de DP leve, moderado, avançado e controle. Escala= 100nm. (C) Análise do tráfego de 
nanopartículas. Preto= PBS, verde= controle, azul= leve, laranja= moderado, vermelho= avançado. 

5.1.3  Quantificação da α-sinucleína plasmática e exossomal de 

pacientes com Doença de Parkinson e doadores saudáveis 

Foram quantificados os níveis de α-sinucleína em plasma e exossomos dos 

grupos de estadiamento da doença e doadores saudáveis, em pool. Foram 

encontrados valores maiores nos grupos da doença em relação ao controle quando 

dentro dos exossomos (Figura 18B, controle=17,26±1,52 leve=49,92±7,08, 

moderado=58,02±9,98, avançado=46,37±4,83, p=0,0131). Além disso, a quantidade 

total de α-sinucleína foi estatísticamente 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 

avançado=32,23±0,84), mostrando a importância do estudo dos exossomos na DP. 

 

Figura 18 Quantificação da α-sinucleína plasmática e exossomal de sangue de pacientes com 
DP em pool. (A) A concentração de α-sinucleína no plasma de pacientes com DP e doadores saudáveis 
(controle) foi estatisticamente igual. (B) A concentração de α-sinucleína nos exossomos de pacientes 
com DP e doadores saudáveis (controle) foi estatísticamente maior para o grupo doente. Média e desvio 
padrão provenientes de análises 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, avançado= barra vermelha. 

Além disso, foi realizada a quantificação da α-sinucleína nas amostras dos 

doadores saudáveis e pacientes com DP individualmente. A realização dessa análise 

só foi possível devido à disponibilidade de plasma para todos os sujeitos do estudo. 

Diposnobilidade essa que não foi obervada nas amostras de exossomos, 

impossibilitando a realização da análise individual. Entretanto, não foi observada 

correlação entre a concentração de α-sinucleína plasmática e a severidade dos 
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sintomas motores classificados de acordo com a escala de estadiamento H&Y (Figura 

19A, Coeficiente de correlação de Pearson r= -0,07837, p=0,582), a escala de 

atividades diárias SE (Figura 19B, Coeficiente de correlação de Pearson r= 0,5784, 

p= 0,07077), nem com a perda da função cognitiva dos pacientes classificada de 

acordo com o MEEM (Figura 19C, Coeficiente de correlação de Pearson r= 0,1780, 

p= 0,2535). 

 

Figura 19 Quantificação da α-sinucleína plasmática de sangue de pacientes com DP 
individualmente. (A) A quantidade de α-sinucleína no plasma sanguíneo de pacientes com DP não se 
correlaciona com a severidade dos sintomas motores determinado pela escala H&Y (Coeficiente de 
correlação de Pearson r= -0,07837, p=0,582), (B) nem com a perda da independência nas atividades 
diárias determinada pela escala SE (Coeficiente de correlação de Pearson r= 0,5784, p= 0,07077) (C). 
Também não houve correlação da α-sinucleína plasmática com a função cognitiva dos pacientes 

(MEEM). Coeficiente de correlação de Pearson r= 0,1780, p= 0,2535. 

A partir da quantificação da α-sinucleína plasmática individualmente, foi 

possível avaliar sua performance como potencial biomarcador diagnóstico pela 

análise da curva ROC (característica de operação do receptor, em inglês, ”receiver 

operating characteristic”; Figura 20. A curva ROC é uma forma de representar a 

relação, normalmente antagônica, entre a sensibilidade (falso positivo) e a 

especificidade (falso negativo) de um teste diagnóstico quantitativo. 

 

Figura 20 Curva ROC. α-sinucleína (ng/ml) plasmática de pacientes com DP versus controle. ASC: 

Área 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 área sob a curva de 0,590 

e o valor de p de 0,246, o parâmetro não se mostrou eficiente para distinguir os grupos. 

Tabela 7 Sumário dos resultados da curva ROC. DP versus controle, ilustrando a área sob a curva 

(ASC), o valor de p, valor de corte (ng/ml), a sensibilidade (%) e especificidade (%). 

 ASC Valor de p Valor de corte  Sensibilidade  Especificidade 

   (ng/ml) (%) (%) 

DP versus controle 0,590 0,246 22,19 46,88 77,78 

 

5.1.4 Razão da α-sinucleína exossomal em plasma sanguíneo de 

pacientes com Doença de Parkinson 

Também foi calculada a razão da α-sinucleína exossomal com a α-sinucleína 

plasmática. Podemos notar pela que apenas 44±0,14% da α-sinucleína encontra-se 

dentro dos exossomos, para o grupo controle, sendo 136±0,42%, 182±0,62% e 

144±0,11% para os grupos leve, moderado e avançado, respectivamente, sendo para 

este último grupo estatisticamente maior que os demais (Figura 21A, p= 0,0161). 

Além disso, também foi calculada a razão da α-sinucleína exossomal pelo 

número de exossomos nos diferentes grupos (Figura 21B). Nosso achado foi bastante 

interessante mostrando que a quantidade de α-sinucleína nos exossomos do grupo 

com a doença foi estatísticamente maior que do grupo controle (controle= 11,51±1,01, 

leve= 29,36±4,17, moderado= 61,07±10,50, avançado= 30,91±3,22, p= 0,0050). 

 

Figura 21  Caracterização da α-sinucleína exossomal em plasma sanguíneo de pacientes com 
Doença de Parkinson. (A) Razão da α-sinucleína exossomal com a α-sinucleína plasmática (%). (B) 
Razão da da α-sinucleína exossomal com o número 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, avançado= 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, 

avançado= barra vermelha. 
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Inclusões contendo α-sinucleína não estão restritas ao SNC, mas também podem 

ser identificadas em tecidos corporais periféricos, confirmando a natureza sistêmica 

da patologia (BRAAK et al., 2003). Além disso, α-sinucleína 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 fácil acesso que o líquor. É aceitável que a α-sinucleína 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 o número de 

evidências que sugere que os exossomos são uma fonte de biomarcadores para 

doenças neurodegenerativas mais confiável que os fluidos per se, uma vez que eles 

carreiam moléculas únicas e que refletem as mudanças ocorridas durante o 

desenvolvimento da doença (VELLA et al., 2016; WU et al., 2017). 

De acordo com o estado da arte, apenas dois estudos examinaram o conteúdo de 

α-sinucleína em exossomos de plasma de pacientes do DP (SHI et al., 2014; CERRI 

et al., 2018). Ambos mostraram que os níveis plasmáticos de α-sinucleína exossomal 

é maior em pacientes com DP quando comparados com doadores saudáveis, 

semelhante com os nossos achados. O fato de que essa diferença não é afetada pela 

concentração individual de exossomos entre os grupos confirma que os exossomos 

plasmáticos de pacientes com DP contém uma quantidade maior de α-sinucleína por 

vesícula quando comparados com os doadores saudáveis.  

Além disso, nenhuma diferença foi encontrada nos níveis de α-sinucleína 

plasmática entre os pacientes e doadores saudáveis. O aumento significativo de α-

sinucleína associada a exossomos em pacientes com DP pode refletir o papel 

funcional desta proteína como fonte na patologia. Danzer e colaboradores (2012) 

mostraram que exossomos associados a α-sinucleína são mais tóxicos a células que 

exossomos não a contendo, contribuindo com a ideia de que a via de liberação da 

proteína pode explicar o espalhamento da α-sinucleína observado em cérebros 

humanos post-mortem. Muitos achados sugerem que α-sinucleína exossomal de 

pacientes com sinucleinopatias funcionam como carreadores para transmissão da 

doença de maneira interneuronal, pela indução da oligomerização e agregação de 

proteínas endógenas (STUENDL et al., 2016; NGOLAB et al., 2017).  

Apesar da não ter sido observada diferença nos níveis de α-sinucleína 

plasmática entre pacientes e controles, assim como no nosso estudo, Shi e 
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colaboradores (2014) observaram que os exossomos com quantidades aumentadas 

de α-sinucleína em pacientes com DP eram inteiramente de origem neuronal 

(positivos para L1CAM – proteína de adesão celular, que é encontrada na superfície 

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 os níveis de α-sinucleína 

aumente nas células vermelhas e em linfócitos periféricos em pacientes com DP (KIM 

et al., 2004; WANG et al., 2015; MATSUMOTO et al., 2017), pode-se imaginar que 

diferentes populações celulares contribuem para o aumento da α-sinucleína 

exossomal no plasma de pacientes com DP. Além disso, uma vez que nosso protocolo 

não possui etapas adicionais de isolamento e caracterização de subpopulações de 

exossomos e que mesmo assim permita obter quantidade suficiente de vesículas a 

partir de um volume pequeno de amostra, a valiação da α-sinucleína exossomal em 

pool, pode ser utilizada na rotina da prática clínica após devidas otimizações. 

5.1.5 Exossomos de plasma sanguíneos de pacientes com Doença 

de Parkinson e a indução da oligomerização da α-sinucleína 

De modo a avaliar o efeito dos exossomos de doadores saudáveis e pacientes 

com DP na oligomerização da α-sinucleína, foi utilizado o ensaio BiFC, que é baseado 

na reconstrução da proteína fluorescente funcional VENUS pela interação de, no 

mínimo, duas moléculas de α-sinucleína que permite a visualização da formação de 

dímeros/oligômeros de α-sinucleína em células vivas.  

Células HEK foram plaqueadas e, no dia seguinte, transfectadas com igual 

quantidade dos plamídeos VN-α-sinucleína e α-sinucleína-VC, utilizando metafectina. 

No dia seguinte da transfecção, foi adicionado o conteúdo de exossomos - 1 μL e 10  

μL dos grupos de estadiamento leve, moderado, avançado e doadores saudáveis 

(controle) -, às culturas e 24 horas após essa adição as células foram fixadas e as 

inclusões avaliadas em microscópio de florescência. Para controle experimental, 

alguns poços foram transfectados, porém não houve adição de exossomos de 

nenhuma origem (NT: não tratado). De qualquer maneira, toda a análise transcorreu 

igual para toda a placa, independente da presença de vesículas ou não.  

Pela análise, sugere-se um leve aumento da oligomerização da α-sinucleína 

em função do estadiamento da doença e quantidade de exossomos, porém sem 

diferença estatística (N.S.: não significativo; Figuras 22A e 22B). 



69 
 

 

Figura 22 Efeito dos exossomos na oligomerização da α-sinucleína. (A) Imagens representativas 
da oligomerização da α-sinucleína. Células HEK superexpressando os constructos VN-α-sinucleína e 
α-sinucleína-VC. A fluorescência verde é resultante da reconstituição do fluoróforo VENUS, promovido 
pela interação das proteínas de interesse. Volumes de 1 μL ou 10 μL de exossomos de diferentes 
origens (grupo leve, moderado, avançado ou doadores saudáveis – controle) foram adicionado às 
culturas. Escala: 50nm. (B) Eficiência de oligomerização. Média da intensidade de fluorescência das 
células expostas a exossomos de diferentes origem e quantidades. Média e desvio padrão relativos de 
três experimentos independentes. NT: Não tratado, sem a presença de exossomos. N.S.: Não 
significativo. 

5.1.6 Exossomos de plasma sanguíneos de pacientes com Doença 

de Parkinson e a indução da agregação da α-sinucleína 

Em paralelo, foi avaliado o efeito dos exossomos na formação de inclusões de 

α-sinucleína. Para isso, nos baseamos no paradigma estabelecido de agregação da 

α-sinucleína baseado na co-expressão de SynT e Sph1, uma proteína presente nos 

CL, que interage diretamente com a α-sinucleína. Como previamente estabelecido, 

células H4 foram co-transfectadas com plasmídeos codificando cada uma das 

variantes SynT e Sph1 e a formação de inclusões foi avaliada após 24 horas da 

exposição aos exossomos, que se deu 24 horas após a transfecção.  

Exossomos nas quantidades de 1 μL e 10 μL, provenientes de plasma de 

sangue periférico de doadores saudáveis (controle), grupo leve, moderado e 

avançado da DP, foram adicionados às culturas. Além disso, alguns poços foram 
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transfectados porém, não houve adição de exossomos de nenhuma origem (NT: Não 

tratado). Com isso, foi avaliada a propensão à agregação dos constructos mesmo na 

ausência de vesículas. Uma vez que o padrão de inclusão é heterogêneo, foram 

definidas 4 categorias (células sem inclusão, menos que 5 inclusões, entre 5 e 9 

inclusões e mais que 10 inclusões) para se obter uma conclusão mais precisa do efeito 

dos exossomos.  

Pode ser observado que o número de células com 10 ou mais inclusões 

aumenta para todos os grupos de estadiamento da doença em relação ao controle, 

para os dois volumes de exossomos adicionados (1 μL e 10 μL). Além disso, também 

houve uma diminuição no número de células sem inclusões para todos os grupos de 

estadiamento da doença em relação às quantidades de 1 μL e 10 μL de vesículas. Os 

resultados também sugerem uma sutil diminuição do grupo leve em relação aos 

grupos moderado a avançado, para ambas quantidades de vesículas adicionadas 

(Figuras 23A e 23B).  

 

Figura 23 Efeito dos exossomos na formação de inclusões. Esse modelo consiste na co-expressão 
de SynT junto com Sph1. (A) Padrão de inclusão nas células H4. Exossomos de diferentes origens e 
quantidades resultam na formação de inclusões distintas em células humanas H4. Volumes de 1 μL ou 
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10 μL de exossomos de diferentes origens (grupo leve, moderado, avançado ou doadores saudáveis – 
controle) foram adicionado às culturas. Escala: 50nm. (B) Quantificação das inclusões. Para cada 
experimento, 50 células foram classificadas em diferentes grupos de acordo com o padrão de inclusão. 
Resultados provenientes de um único experimento. Sem análise estatística. NT: Não tratado, sem a 
presença de exossomos. α-sin: α-sinucleína. 

Os achados do nosso trabalho não envolvem apenas a quantificação da α-

sinucleína plasmática e exossomal de pacientes com DP. Também mostra, de 

maneira inédita, que essas vesículas podem induzir a oligomerização e agregação da 

α-sinucleína em células receptoras através dos ensaios BiFC e pelo modelo baseado 

na co-expressão de SynT e Sph1, respectivamente. Essas descobertas podem servir 

como base para futuros estudos sobre o espalhamento da α-sinucleína, assim como 

sua possível utilização como marcador.  

A importante função dos exossomos na comunicação celular permite que eles ajam 

como notáveis contribuintes tanto em condições saudáveis tanto quanto em doentes. 

Além disso, os exossomos conseguem atravessar a barreira hematoencefálica assim, 

eles podem alcançar o sangue periférico mesmo sendo oriundos do SNC, fornecendo 

proteínas marcadores desse sistema. Ghidoni e colaboradores (2008) propõe que tais 

vesículas atuariam como “Cavalos de Troia” na neurodegeneração: um mecanismo 

que leva a morte celular por carrear agentes tóxicos célula-a-células através dos 

exossomos.  

De fato muitas pesquisas acreditam que os exossomos atuem como potenciais 

carreadores de patógenos para o ambiente intracelular e levem a perda da função 

neuronal (SIMONS; RAPOSO, 2009; BELLINGHAM et al., 2012; COLEMAN; HILL, 

2015; DANZER et al., 2012). α-sinucleína exossomal não atua apenas como um 

biomarcador para DP, mas é o potencial ator na propagação de suas formas 

neurotóxicas no cérebro. Em um estudo publicado em 2011, Alvarez e calaboradores 

demonstraram que exossomos provenientes de células SH-SY5Y superexpressando 

α-sinucleína eficientemente a tranfere para células normais do mesmo tipo. Além 

disso, quando a liberação de α-sinucleína em exossomos aumenta, a sua transmissão 

para células receptoras aumenta de maneira correspondente.  

Alguns anos depois, estudos mostraram que exossomos provenientes de líquor de 

pacientes com DP continham agregados da α-sinucleína e que, esses exossomos 

podiam inciar a oligomerização da forma solúvel da proteína em células-alvo de 

maneira dose-dependente e levar ao quadro patológico (KUNADT et al., 2015; 

STUENDL et al., 2016). Esses estudos apoiam a ideia de que os exossomos auxiliam 

na propagação da doença. 
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Em um estudo realizando o ensaio de atividade da luciferase evidenciou que 

oligômeros de α-sinucleína livres não podem ser internalizados de maneira eficiente 

por células receptoras, mas apenas quando associados com a superfície externa da 

membrana plasmática (DELENCLOS, et al., 2017). Essas observações mostram que, 

apesar de formas oligoméricas da α-sinucleína estarem presentes na porção 

extracelular de forma livre (não associada aos exossomos), a fração liberada dentro 

das vesículas é internelizada nas células receptoras mais prontamente, conferindo 

neurotoxicidade para células vizinhas (EMMANOUILIDOu et al., 2010; DANZER et al., 

2012).  Além disso, exossomos isolados de líquor de pacientes com DP, foram 

capazes de indizir a agregação da α-sinucleína em células naïve (STUENDL et al., 

2016).  

O processo de internalização dos exossomos ainda não está completamente 

esclarecido e pode ocorrer através de fusão direta da membrana plasmática ou por 

endocitose mediada por receptor. Dependendo da célula receptora, a internalização 

pode ocorrer por diversos mecanismos, tais como: endocitose mediada por clatrina, 

em células neuronais (FRÜHBEIS 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). São verdadeiras maquinarias de 

entrega capazes de transitar entre as células e despejar seu conteúdo através da 

membrana plasmática mediando uma transferência intercelular do seu conteúdo. 

Nossos resultados mostram que a quantidade de α-sinucleína exossomal é maior 

nos pacientes com DP, para os diferentes grupos de estadiamento, apesar de ser igual 

quando livre no plasma. Além disso, ainda que preliminares, estudos de 

oligomerização sugerem o aumento da formação de dímeros/oligômeros na presença 

de exossomos de pacientes com DP, quando comparados com doadores saudáveis. 

Adicionalmente, estudos de agregação sugerem que o número de células com 10 ou 

mais inclusões aumenta para todos os grupos de estadiamento da doença em relação 

ao controle, para os dois volumes de exossomos adicionados (1 μL e 10 μL).  

Essas análises reforçam a importância do estudo dos exossomos para fins de 

diagnóstico e prognóstico da DP. Mas estudando apenas a α-sinucleína será que não 

estamos perdendo informações no processo? 
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5.2  ANÁLISE METABOLÔMICA DE EXOSSOMOS ENRIQUECIDOS DE 

PLAMAS DE PACIENTES COM DP 

5.2.1 Características clínicas da coorte 

Para a relização da análise metabolômica, foram incluídos 101 pacientes com 

DP seguindo a mesma classificação (leve, n=46; moderado n=42 e avançado, n=13), 

além de 36 doadores saudáveis, que apresentavam idade semelhante e coabitavam 

com os pacientes, como controle. Nenhuma diferença estatística foi observada 

envolvendo idade de início, escolaridade, consumo de café, tabaco, álcool, água de 

poço ou no histórico familiar (Tabela 8). Como esperado, devido aos critérios de 

inclusão e estratificação da coorte, a escala H&Y e a escala SE foram estatisticamente 

diferentes entre os grupos de estadiamento da doença e os controles (p < 0,0001). 

Também houve diferença estatística entre os grupos na idade do exame (p=0,0492), 

tempo de doença (p < 0,0001), gênero (p < 0,0001), MEEM (p=0,0003) e na dose 

equivalente da levodopa (p=0,0010). 



74 
 

Tabela 8 Característica clínica das coorte. N.A.: Não avaliado 

 Controle DP Leve Moderado Avançado  

  (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 65,29±9,26 71,38±12,05 0,0492 

Idade de início (anos) N.A. 55,33±11,75 56,22±11,06 54,70±11,30 54,15±15,80 0,9179 

Tempo de doença (anos) N.A. 9,71±6,66 6,80±4,58 10,58±5,68 17,23±9,14 < 0,0001 

Gênero (% 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 8,46±4,20 0,9710 

Consumo de cafeína (% não) N.A. 11,88 15,22 7,14 15,38 0,6774 

Tabagista (% não) N.A. 53,47 47,83 54,76 69,23 0,5954 

Etilista (% não) N.A. 41,58 39,13 40,48 53,85 0,8192 

Consumo de água de poço (% não) N.A. 32,67 34,78 28,57 38,46 0,9161 

Histórico 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 73,33±15,25 34,62±26,34 < 0,0001 

Mini exame do estado mental N.A. 24,45±6,89 26,14±5,43 25,63±4,44 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 

  



75 
 

5.2.2 Metabolômica 

5.2.2.1 otimização 

5.2.2.1.1 preparo da solução de analitos 

Foram selecionadas 3 classes de substâncias presentes no sangue 

(catecolaminas endógenas, corticosteroides endógenos e anabólicos esteroidais) e 

seus respectivos representantes (adrenalina, noradrenalina, dopamina, cortisol, 

cortisona e testosterona). A partir dai foram selecionadas as moléculas exógenas que 

apresentassem estrutura química semelhante a elas.  

Assim, foram incluídas as fenilpropanolonas (foledrina e metilefedrina), os 

corticosteroides (prednisona e prednisolona) e moléculas esteroidais com atividade 

anabólica (metiltrienolona, oxandrolona e trembolona; Tabela 9) 

Optou-se por trabalhar com quantidades bem inferiores dos analitos no ensaio 

em relação às moléculas endógenas análogas no sangue. Dessa forma, poderíamos 

garantir que se o método estivesse recuperando todas essas substâncias de maneira 

satisfatória, os resultados dos ensaios metabolômicos seriam também satisfatórios e 

confiáveis. A solução de analitos foi preparada em metanol. 
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Tabela 9 Classes e substâncias endógenas e analitos análogos utilizados no procedimento de otimização. As classes e substâncias endógenas utilizadas 
foram as catecolaminas endógenas (adrenalina, noradrenalina e dopamina), corticosteroides endógenos (cortisol e cortisona) e anabólicos esteroidais (testostona). 
Os analitos análogos utilizados foram as fenilpropanolonas (foledrina e metilefedrina), corticosteroides (prednisona e prednisolona) e moléculas esteroidais com 
atividade anabólicas (metiltrienolona, oxandrolona e trembolona). Os valores de referências das substâncias endógenas foram utilizados para se estabelecer a 
quantidade dos analitos análogos utilizados no procedimento (Fonte: Fleury). 

Classe/Substância Valores de Referência (ng) Analitos análogos Quantidade (ng) 

Catecolaminas endógenas  Fenilpropanolaminas 

0,015 
Adrenalina 0,09 Foledrina 

Noradrenalina 0,46 Metilefedrina 

Dopamina 0,03  

Corticosteroides endógenos   Corticosteroides 

0,02 Cortisol  - pela manhã 50 a 250 Prednisona 

Cortisona   Prednisolona 

Anabólicos esteroidais  Moléculas esteroidais com atividade anabólica 0,03 

Testosterona total 3 a 9 (para homens) Metiltrienolona  

  Oxandrolona  

    Trembolona   
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5.2.2.1.2 ensaio de otimização 

A otimização do procedimento de extração foi realizada aplicando-se a 

metodologia de superfície de resposta baseada na matriz de Doehlert para 3 variáveis 

(volume de solvente orgânico, em mL; porcentagem de TBME, em acetato de etila, e; 

tempo de orbital no agitador rotatório, em minutos). Todo o procedimento foi realizado 

separadamente para cada analito em pH ácido, alcalino e neutro. 

A otimização foi, então, estabelecida como a melhor condição de extração 

avaliada através da recuperação, ou seja, eficiência da extração, como mostra a 

tabela 10. Nesse momento foram setados os valores das variáveis para buscar o maior 

valor de recuperação para cada analito, gerando-se os gráficos de superfície de 

resposta onde foram avaliadas as condições críticas para cada um deles. A figura 24 

apresenta os gráficos de superfície de resposta, agrupados 2 a 2, para a foledrina, 

prednisolona e trembolona, em pH ácido. Os gráficos dos outros analitos e para os 3 

pHs se encontram no apêndice. 

Após a análise de todos os gráficos de superfície de resposta, pode-se avaliar 

as condições ótimas para o experimento. A tabela 11 dispõe as condições críticas do 

analitos. Pode-se observar que para os 3 pHs estudados a melhor condição envolveu 

9 mL de solvente orgânico, sendo 100% acetato de etila (0% de TBME). Além disso, 

para o pH ácido o tempo de orbital ótimo foi de 10 minutos enquanto para os pHs 

alcalino e neutro foi de 30 minutos. 
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Tabela 10 Valores de recuperação (%) dos analitos em relação aos 13 experimentos envolvidos no processo de otimização. Foram avaliados os analitos 

foledrina, metilefedrina, prednisona, prednisolona, metiltrienolona, oxandrolona e trembolona nos pHs ácido, alcalino e neutro. 

ÁCIDA 

Analitos Experimento                       

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

Foledrina 0,33 0,24 0,73 0,82 2,81 0,79 1,91 2,99 2,85 3,54 3,69 4,33 5,73 

Metilefedrina 0,98 0,93 2,54 2,02 10,30 2,04 6,53 9,93 7,68 11,97 10,18 11,78 17,40 

Prednisona 117,03 70,01 114,94 91,28 145,67 55,35 83,77 93,85 95,36 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 92,99 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 85,55 96,13 140,57 64,53 89,27 109,67 102,18 114,07 108,29 92,60 107,55 

ALCALINA 

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 

Prednisolona 75,84 85,19 76,38 87,09 83,06 59,30 59,81 82,54 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 95,39 81,21 61,87 85,66 

Oxandrolona 70,83 74,75 64,95 83,85 84,57 54,50 62,23 78,17 69,95 89,74 78,57 54,80 87,69 

Trembolona 79,76 80,65 68,59 90,65 82,35 58,24 72,56 85,71 83,92 85,62 85,35 63,33 85,53 

NEUTRA 

Foledrina 0,08 0,25 0,18 0,23 0,64 0,13 0,80 1,76 1,25 2,43 2,56 1,60 2,28 

Metilefedrina 2,06 5,47 3,07 3,46 7,04 1,24 9,02 12,95 8,33 19,12 15,52 10,94 12,09 

Prednisona 79,83 85,35 63,68 102,96 90,32 85,27 81,09 92,21 135,87 108,49 101,83 111,07 60,50 

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 95,58 97,89 79,70 81,82 93,91 144,00 133,62 136,02 94,20 70,66 
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Figura 24 Gráfico de superfície de resposta do efeito de diferentes condições de extração para 
a (A) foledrina, (B) prednisolona e (C) trembolona em pH ácido. As três variáveis estudadas no 
processo de otimização foram agrupadas em três grupos, duas a duas. O eixo y corresponde a 
eficiência de recuperação. Os gráficos mostram proporção e volume (esquerda), proporção e tempo 
(meio) e, volume e tempo (direita). A escala de cores representa os valores de eficiência de recuperação 
variando de 0% (verde escuro) a 120% (vermelho escuro). 
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Tabela 11 Condições críticas de extração para cada analito em pH ácido, alcalino e neutro e suas 
respectivas conclusões. As variáveis analizadas foram volume total de solvente, em mL (1), 
porcentagem de TBME em acetato de etila (2) e tempo de orbital no agitador rotatório, em minutos (3). 
As conclusões foram: pH ácido (1) 9mL, (2) 100% de acetato de etila e (3) 10 minutos; pH alcalino (1) 
9mL, (2) 100% de acetato de etila e (3) 30 minutos; e, neutro (1) 9mL, (2) 100% de acetato de etila e 
(3) 30 minutos. 

ÁCIDA       

Moléculas Volume total de solvente (mL) % TBME  em (Acet. Et.) Tempo de orbital (min.) 

Foledrina 7 a 9 0 10 a 30 

Metilefedrina 9 0 10 a 30 

Prednisona 9 50 a 100 10 

Prednisolona 9 0 a 100 10 

Metiltrienolona 9 0 a 75 10 

Oxandrolona 9 0 a 100 10 

Trembolona 9 0 10 a 15 

Conclusão 9 0 10 

ALCALINA       

Moléculas Volume total de solvente (mL) % TBME  em (Acet. Et.) Tempo de orbital (min.) 

Foledrina 9 0 a 25 10 a 30 

Metilefedrina 9 100 10 a 30 

Prednisona 9 0 a 25 25 a 30 

Prednisolona 9 0 a 25 25 a 30 

Metiltrienolona 9 0 a 100 10 a 15 e/ou 25 a 30 

Oxandrolona 9 0 a 25 10 ou 30 

Trembolona 9 0 10 a 15 e/ou 30 

Conclusão 9 0 30 

NEUTRA       

Moléculas Volume total de solvente (mL) % TBME  em (Acet. Et.) Tempo de orbital (min.) 

Foledrina 9 0 a 25 30 

Metilefedrina 9 0 a 25 20 a 30 

Prednisona 5 50 15 a 20 

Prednisolona 1 a 9 50 15 a 20 

Metiltrienolona 9 100 10 

Oxandrolona 1 a 9 0 30 

Trembolona 1 a 9 0 30 

Conclusão 9 0 30 

 

5.2.2.2 validação 

Para garantir que o novo método analítico gerasse informações confiáveis e 

interpretáveis sobre a amostra, ele sofreu uma avaliação denominada validação.  O 

ensaio de validação avaliou: seletividade/especificidade, interferência da matriz, 

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

no ensaio de validação. Descreve os analitos utilizados, sua fórmula química 
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protonada, a relação massa/carga (m/z), os tempos de retenção, concentração de 

trabalho, limite de detecção (L.O.D.) e o desvio padrão relativo (RSD). 

Tabela 12 Fórmula química protonada (M+H), íon (m/z), tempo de retenção (minutos), 
concentração de trabalho (ng/mL), limite de detecção (ng/mL) e desvio padrão relativo (%) dos 
analitos envolvidos no procedimento de validação. 

Analito 
Fórmula química 

(M+H) Íon (m/z) tR (min) 
Conc. 

(ng/mL) 
LOD 

(ng/mL) RSD (%) 

Foledrina C10H15NO 166,12264 0,92 15 1,5 15,17 

Metilefedrina C11H17NO 180,13829 1,87 15 1,5 0,08 

Prednisona C21H26O5 359,18530 6,28 20 2 11,35 

Prednisolona C21H28O5 361,20095 6,52 20 2 11,75 

Metiltrienolona C19H24O2 285,18491 7,74 30 3 11,51 

Oxandrolona C19H30O3 307,22677 7,53 30 3 11,81 

Trembolona C18H22O2 271,16926 7.43 30 3 10,20 

 

A seletividade/especificidade é definida como a habilidade do ensaio detectar 

apenas a substância de interesse e pode ser entendidas como a habilidade do método 

em discriminar o analito de interesse entre outas substâncias com estruturas similares. 

A figura 25 mostra a especificidade do método uma vez que, após a injeção de 10 

matrizes de origens distintas, sem a presença dos analitos, não houve a identificação 

de nenhuma outra substância no tempo de retenção da metilefedrina.  

 

Figura 25 Cromatogramas para avaliação de seletividade/especificidade no tempo de retenção 
da metilefedrina. Dez plasmas de origem diferentes foram analisados para seletividade/especificidade. 
Ausência de pico no tempo de retenção da metilefedrina. Os cromatogramas foram analisados em LC-
HRMS. 

Para o limite de detecção, o método foi capaz de detectar 10% da concentração 

de trabalho. O resultado analítico para repetitividade está relacionado ao RDS. Todos 

os valores encontrados estavam abaixo de 20% que é o limite de aceitação do método 

(Tabela 12). 
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Para o ensaio de arraste podemos observar pela análise da figura 26 que não 

houve detecção de pico cromatográfico na região do tempo de retenção da 

metilefedrina mesmo após a injeção de uma amostra com o dobro da concentração 

de analitos. 

Figura 26 Cromatogramas para análise de arraste no tempo de retenção da metilefedrina. Foram 

injetados 3 amostras de plasma sanguíneos consecutivamente: um sem adição de nenhuma substância 

(A), um com o dobro das substâncias a serem validadas (B) e o último sem adição de substância (C). 

Análise do tempo de retenção da metilefedrina. Os cromatogramas foram analisados em LC-HRMS. 

Além disso, a interferência da matriz é definida como a possibilidade de 

interferência no tempo de retenção do analito por um componente endógeno da 

matriz. Nenhuma interferência foi observada na detecção dos analitos estudados 

(Tabela 12). 

De maneira geral, análises de substâncias de matrizes biológicas (tais como 

plasma, soro e urina) necessitam de um pré-tratamento. E são diversas as razões 

para essa necessidade: complexidade biológica das matrizes, a existência de 

proteínas que são incompatíveis com as colunas cromatográficas e substâncias a 

serem analisadas com concentrações a níveis traço (HUBERT et al., 1999, BUJAK et 

al., 2015). Uma técnica de extração adequada permite que a análise dos componentes 

de interesse se torne possível. O objetivo final é obter uma fração da amostra original 

enriquecida com as substâncias de interesse analítico, a fim de obter uma separação 

cromatográfica livre de interferentes, com detecção adequada e um tempo razoável 

de análise (QUEIROZ et al., 2001). A escolha adequada do solvente orgânico é 

necessária para garantir uma boa recuperação do analito. A seleção de solvente é um 

passo fundamental para garantir que nenhuma parte relevante do metaboloma seja 

perdida no processo. Quanto maior a afinidade do analito pelo solvente orgânico, 

maior é a recuperação (QUEIROZ et al., 2001). O solvente orgânico acetato de etila 

tem polaridade média: é mais polar que TBME, mas menos polar que água. Assim, o 

acetato de etila pode ter uma interação limitada com a água, assegurando a passagem 
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das moléculas da solução aquosa para a fase de extração orgânica. As substâncias 

nos valores de pH alcalino e neutro requerem um maior tempo de interacção entre 

estas duas fases (isto é, o tempo no agitador rotativo) para que a extracção seja mais 

eficiente. 

O processo de otimização define a melhor maneira de realizar a extração líquido-

líquido, a fim de obter o maior número de moléculas capazes de refletir o estado 

metabólico da amostra. Uma otimização multivariada foi realizada, uma vez que é 

considerada mais eficiente do que a de processos univariados e pode avaliar a 

influência de vários parâmetros do procedimento experimental simultaneamente, com 

um menor número de experimentos (FERREIRA et al., 2004). 

Após todos os processos de otimização, uma validação completa foi realizada para 

garantir que este novo método analítico gerasse informações confiáveis e 

interpretáveis sobre a amostra (RIBANI et al., 2004). A validação deve garantir, 

através de estudos experimentais, que o método atenda aos requisitos das aplicações 

analíticas e garanta a confiabilidade dos resultados (ISO/IEC 17025, 2017). 

Nossos resultados mostram de maneira satisfatória a otimização do método de 

extração líquido-líquido e a validação da metodologia de análise de substâncias por 

cromatografia líquida acoplada a espectometria de massas. Isso torna o método 

confiável para o estabelecimento de análises metabolômicas seguintes. 

5.2.2.3 análise metabolômica de plasma total de pacientes com 

doença de parkinson  

Após otimizar a metodologia de extração líquido-liquído e validar o método de 

análise qualitativa por cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas, 

foram  feitas as análises metabolômicas em plasma total e a partir de exossomos 

enriquecidos de plasma dos pacientes com DP e doadores saudáveis. 

As análises de plasma total foram feitas em pool com os grupos de 

estadiamento H&Y e comparadas ao pool dos doadores saudáveis. As figuras 27, 28 

e 29 mostram o perfil cromatográfico comparativo do grupo com DP do estadiamento 

leve, moderado e avançado, respectivamente, com o controle. É possível distinguir os 

cromatogramas do grupo doente (linha vermelha) com o do controle (linha azul). Esse 

é o indicativo inicial de diferenças nas moléculas para os estágios.  
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Figura 27 Cromatogramas do pool do grupo leve de pacientes com Doença de Parkinson. Perfil 
cromatográfico comparativo do grupo leve (linha vermelhas) e grupo controle (linhas azuis). Os 
cromatogramas foram analisados em LC-HRMS. 

 

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

 

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

A etapa seguinte incluiu a análise das 1000 moléculas mais intensas nos 

grupos. As figuras 30, 31 e 32 mostram perfil após a subtração das intensidades das 

moléculas dos estadiamento leve (-59,24±1223,39), moderado (-69,93±1196,29) e 

avançado (64,87±1349,66), para o grupo estudado. O cálculo foi realizado com os 

valores do grupo de pacientes subtraído pelo grupo dos controles. Assim, as 
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moléculas à direita são exclusivas e/ou mais intensas nos grupos de pacientes e às 

esquerda do controle, para todas as análises.  

Classificou-se como estatisticamente diferente aqueles metabólitos que 

apresentaram o valor da intensidade de subtração maior (se a direita do gráfico) ou 

menor (se a esquerda do gráfico) que o valor de desvio padrão. 
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Figura 30 Perfil de subtração das intensidades das moléculas do grupo leve com doença 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 subtração das intensidades das moléculas do grupo moderado com doença 
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 subtração das intensidades das moléculas do grupo avançado com doença 
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 o grupo controle. 

Para verificar os processos biológicos relacionados aos metabólitos exclusivos 

e estatisticamente diferentes encontrados na análise metabolômica dos grupos 

clínicos, foi realizada uma análise in silico no MetaboAnalyst 3.0 pela análise de 

Pathways. Assim, foi identificada a via metabólica exclusiva alterada  para cada grupo, 

dando destaque somente a ela. 

Alterações na via do metabolismo de glicerofosfolipídeos (Figura 33), 

biossíntese de hormônios esteroidais (Figura 35) e, do metabolismo ácido 

araquidônico (Figura 40) estão fortemente relacionadas com os grupos leve, 

moderado e avançado 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 metabólico entre os metabólitos exclusivos e mais intensos no plasma de 

pacientes do grupo leve com DP. A análise das vias foi conduzida entre os metabólitos mais intensos 
e exclusivos para a coorte. As vias com cores mais escuras e círculos maiores representam maior 
relevância para a DP. Ou seja, mais metabólitos envolvidos na via em questão estão com a expressão 
aumentada no grupo de estadiamento leve da DP. A via de metabolismo de glicerofosfolipídeo possui 
mais metabólitos alterados e por isso foi detacada.  
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Figura 34 A rede metabólica do metabolismo de glicerofosfolipídeo. A rede mostra a via de 
maneira global, as setas representam relações subordinadas. As caixas verdes correspondem a 
enzimas com função e estrutura descrita detalhadamente no banco de dados. Fonte: KEGG. 

 

 

 

Figura 35 Mecanismo metabólico entre os metabólitos exclusivos e mais intensos no plasma de 
pacientes do grupo moderado com DP. A análise das vias foi conduzida entre os metabólitos mais 
intensos e exclusivos para a coorte. As vias com cores mais escuras e círculos maiores representam 
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maior relevância para a DP. Ou seja, mais metabólitos envolvidos na via em questão estão com a 
expressão aumentada no grupo de estadiamento leve da DP. A via de metabolismo da biossíntese de 
hormônios esteroidais possui mais metabólitos alterados e por isso foi detacada. 

 

Figura 36 A rede metabólica da biossíntese de hormônios esteroidais. A rede mostra a via de 
maneira global, as setas representam relações subordinadas. As caixas verdes correspondem a 
enzimas com função e estrutura descrita detalhadamente no banco de dados. Fonte: KEGG. 
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Figura 37 Mecanismo metabólico entre os metabólitos exclusivos e mais intensos no plasma de 
pacientes do grupoavançado com DP. A análise das vias foi conduzida entre os metabólitos mais 
intensos e exclusivos para a coorte. As vias com cores mais escuras e círculos maiores representam 
maior relevância para a DP. Ou seja, mais metabólitos envolvidos na via em questão estão com a 
expressão aumentada no grupo de estadiamento avaçado da DP. A via de metabolismo do ácido 
araquidônico possui mais metabólitos alterados e por isso foi detacada. 

 

 

 

Figura 38 A rede metabólica do metabolismo do ácido araquidônico. A rede mostra a via de 
maneira global, as setas representam relações subordinadas. As caixas verdes correspondem a 
enzimas com função e estrutura descrita detalhadamente no banco de dados. Fonte: KEGG. 

 Com auxílio do Metaboloanalyst também possível estabelecer quais são os 

metabólitos alterados nas vias destacadas. A tabela 13 abaixo descreve os 
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metabólitos, descriminando no grupo e na via na qual estão alterados. Todas as 

análises foram realizadas com o grupo de DP em relação aos doadores saudáveis 

(controle). 

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

Leve Moderado Avançado 

   

Metabolismo  Biossíntese Metabolismo  

do glicerofosfolipídeo  de hormônios esteroidais do ácido araquidônico 

   

Metabólitos Metabólitos Metabólitos 

Fosfatidiletanolamina Deoxcorticosterona Ácido 5,6-Epoxi-8,11,14-eicosatrienoico 

Fosfatidilcolina 11a-Hidroxiprogesterona Ácido 8,9-Epoxieicosatrienoico 

PA(16:0/16:0) 17-Hidroxiprogesterona Ácido 11,12-Epoxieicosatrienoico 

 11b-Hidroxiprogesterona 16(R)-HETE 

 Aldosterona Ácido 20-Hydroxieicosatetraenoico 

 Cortisona 19(S)-HETE 

 Estradiol Fosfatidylcholina 

 17a-Estradiol 15(S)-HETE 

    5-HETE 

 

5.2.2.4 análise metabolômica de exossomos de plasma de 

pacientes com doença de parkinson 

A etapa seguinte incluiu a análise metabolômica do conteúdo dos exossomos 

de plasma de pacientes com DP. Toda a análise seguiu o mesmo racional realizado 

para as amostras de plasma total. Assim, podemos observar os cromatogramas 

comparativos entre os grupo e o controle (Figura 39) e os gráficos após a subtração 

das intensidades das moléculas (48,26±1123,63; Figura 40). 
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Figura 39 Cromatogramas do pool de exossomos de pacientes com Doença de Parkinson. Perfil 
cromatográfico 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 subtração das intensidades das moléculas dos exossomos do grupo com 
doença 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 análise in silico no MetaboAnalyst 3.0. Assim, a via metabólica que se mostrou 

alterada foi a do metabolismo de glicerofofolipídeo (Figura 34), como pode ser 

observado através da figura 41, que ilustram vias alteradas. 

É interesante destacar que alterações na  via do metabolismo de 

glicerofofolipídeo está fortemente relacionada tanto com o conteúdo de exossomos na 

DP, quanto com o grupo de estadiamento leve da doença quando livre no plama, 

ressaltando a importância dessa via no estudo da doença. 
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Figura 41 Mecanismo metabólico entre os metabólitos exclusivos e mais intensos no 
exossomos de plasma de pacientes com DP. A análise das vias foi conduzida entre os metabólitos 
mais intensos e exclusivos para a coorte. As vias com cores mais escuras e círculos maiores 
representam maior relevância para a DP. Ou seja, mais metabólitos envolvidos na via em questão estão 
com a expressão aumentada no grupo de estadiamento avaçado da DP. A via de metabolismo de 
glicerofosfolipídeo possui mais metabólitos alterados e por isso foi detacada. 

Também  foram estabelecidos os metabólitos alterados nas via destacada, relativo 

ao conteúdo exossomal. A tabela 14 abaixo descreve esses metabólitos. Todas as 

análises foram realizadas com o grupo de DP em relação aos doadores saudáveis 

(controle). 

Tabela 14 Metabólitos alterados, sua respectiva via o qual fazem parte no estudo metabolômico 
do conteúdo exossomal de plasma de pacientes com DP. Os metabólitos alterados foram 
identificados a partir da análise do Metaboloanalyst de acordo com a via alterada a de origem. Todas 
as análises foram realizadas in silico além de sempre confrontadas com o grupo controle (doadores 

saudáveis). 

Conteúdo exossomal 

 

Metabolismo  

do glicerofosfolipídeo 

 

Metbólitos 

Fosfatidiletanolamina 

Fosfatidilcolina 

PS(16:0/16:0) 

LysoPC(18:1(9Z)) 

 

É 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 conteúdo exossomal, algumas 
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moléculas se repetem nas duas análises (fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina e  

PS(16:0/16:0)), enquanto outra – LysoPC(18:1(9z)) –  só foi vista alterada no estudo 

do conteúdo exossomal, como pode ser observado pela comparação das tabelas 13 

e 14. Isso reforça para o fato de haver necessidade de confirmação não só para o via 

metabólica envolvida no desenvolvimento da doença, quanto para os metabólitos 

relacionados na busca de um potencial biomarcador. 

Sabe-se que a metabolômica é a análise da coleção de pequenas moléculas 

encontradas em um sistema, como glicose, colesterol, neurotransmissores, lipídios e 

muitas outras classes de substâncias. (KRISTAL, 2005). A identidade e a 

concentração dos metabólitos representa o produto final da interação entre expressão 

gênica, transcrição e tradução de proteínas nas células. Além disso, a informação da 

metabolômica complementa os dados obtidos de outras metodologias (genômica, 

transcriptômica e proteômica), agregando informações cruciais para o entendimento 

da fisiopatologia da doença, identificação de biomarcadores e mecanismo de ação 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 metabólito específico, a metabolômica envolve uma ampla 

coleção de metabólitos visando uma compreensão geral do metabolismo associado 

às condições 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 alteração na via do 

metabolismo da biossíntese de glicerofosfolipídeo, ácido araquidônico 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 metabólico de 

exossomo de pacientes com DP, estando o metabolismo de glicerofosfolipídeo pela 

primeira vez descrito relacionado a esse tipo de amostra e patologia. 

Para o metabolismo dos glicerofosfolipídeos, existem duas vias, um para a outra 

em direção a fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina. Os glicerofosfolipídios são 

geralmente metabolizados em várias etapas com diferentes intermediários. O primeiro 

passo neste metabolismo envolve a adição ou transferência das cadeias de ácidos 

graxos para o esqueleto de glicerol para formar o primeiro intermediário, o ácido 

lisofosfatídico. O ácido lisofosfatídico então é acilado para formar o ácido fosfatídico 

intermediário. A ácido fosfatídico intermediário pode ser desfosforilado levando à 

formação de diacilglicerol, que é essencial na síntese da fosfatidilcolina (ECKER e 
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LIEBISCH, 2014). A fosfatidilcolina é uma das muitas espécies de glicerofosfolipídeos. 

Em uma via chamada de Kennedy, as cabeças polares são adicionadas para 

completar a formação de toda a estrutura nas duas cadeias de ácidos graxos e no 

grupo fosfato ligado à estrutura do glicerol. Nessa via de Kennedy, a colina é 

convertida em CDP-colina, que impulsiona a transferência dos grupos de cabeças 

polares para completar a formação da fosfatidilcolina. A fosfatidilcolina pode então ser 

convertida em outras espécies de glicerofosfolipídeos, como fosfatidilserina e 

fosfatidiletanolamina (ECKER e LIEBISCH, 2014). 

O ácido araquidônico é um ácido graxo poliinsaturado de cadeia de 20 carbonos 

com 4 ligações duplas, é um constituinte integral da membrana celular biológica, 

conferindo-lhe fluidez e flexibilidade. As quatro ligações duplas do ácido araquidônico 

predispõem à sua oxigenação que leva a formação de metabólitos de considerável 

importância para o funcionamento adequado do sistema imunológico, promoção de 

alergias e inflamação, resolução de inflamação, humor e apetite (HANNA; HAFEZ, 

2018). 

Nas células em repouso, o ácido araquidônico está presente nos fosfolípidos 

(especialmente fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina) das membranas das células do 

corpo e é particularmente abundante no cérebro. Tipicamente, um evento dependente 

do receptor, requerendo uma proteína G transdutora, inicia a hidrólise dos fosfolípidos 

e liberta o ácido graxo no meio intracelular. Três enzimas medeiam essa reação de 

desacilação, incluindo fosfolipase A2, fosfolipase C e fosfolipase D. Uma vez liberado, 

o araquidonato livre possui três possíveis destinos: reincorporação aos fosfolipídios, 

difusão fora da célula e  metabolismo. O metabolismo do araquidonato é realizado por 

três classes distintas de enzimas: ciclooxigenases, lipoxigenases e citocromo p450. 

Especificamente, as enzimas ciclooxigenase e peroxidase levam à síntese 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, ácidos hidroxieicosatetraenóico 

(HETEs) e lipoxinas. Parte do ácido araquidônico é convertido em HETEs de cadeia 

média, HETEs de cadeia ômega, ácidos diidroxieicosatrienóico (DHETs) e ácidos 

epoxieicosatrienóico (EETs) pela atividade da hidroxilase da citocromo P450 

epoxigenase. Diversos produtos dessas vias atuam dentro dos neurônios para 

modular as atividades de canais iônicos, proteínas quinases, bombas de íons e 

sistemas de captação de neurotransmissores, afetando processos como proliferação 
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celular, inflamação e hemostasia. Os eicosanóides recém-formados também podem 

sair da célula de origem e se ligar aos receptores acoplados à proteína G presentes 

nos neurônios próximos ou nas células da glia (LEHNINGER, 2005; VANCE; VANCE, 

2002; SALWAY, 2004; KROETZ; ZELDIN, 2002; ZELDIN, 2001; ONDREY, 1998; 

SIGAL, 1991).  

Diferentes perfis metabólicos já foram detectados entre controles e pacientes com 

DP. Empregando a metabolômica, foram encontadas alterações 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 (glicólise e ciclo do ácido cítrico; TRUPP et al., 2014; 

AHMED et al., 2009; WUOLIKAINEN et al., 2016), metabolismo de ácidos graxos 

(TRUPP et al., 2014; BURTE et al., 2017; LUAN et al., 2015a; LEWITT et al., 2017), 

aminoácidos 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), derivação de glicina e esteroidogênese (LUAN et al., 

2015a, LUAN et al., 2015b) – corroborando com os nossos resultados. Correlações 

com a progressão da DP foi relacionada a alterações em metabolismo de fenilalanina, 

purinas e ácidos 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 líquor (HAVELUND et al., 2017).  

Recentemente, amostras de soro foram coletadas de 35 indivíduos com DP 

idiopática, sem demência, e 15 controles saudáveis, pareados por idade com DP. Esta 

análise utilizou uma combinação de três plataformas independentes: cromatografia 

líquida de ultra-alta performance/espectrometria de massa em tandem (UPLC-MS/ 

MS) otimizada para espécies básicas, UPLC-MS/MS otimizada para espécies ácidas 

e GC-MS. Os perfis metabolômicos da DP eram claramente diferentes daqueles dos 

controles normais: os perfis de PD apresentavam níveis significativamente mais 

baixos de triptofano, cafeína e seus metabólitos, bilirrubina e ergotioneína, e níveis 

significativamente mais altos de metabólitos 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 indivíduos 

saudáveis tiveram seu plasma coletado para usar uma abordagem metabolômica 
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baseada em LC-MS. Dezessete metabólitos com níveis significativamente alterados 

foram encontrados e a análise da rede metabólica foi realizada. As vias metabólicas 

envolvidas foram associadas à biossíntese de tirosina, metabolismo de fosfolípides de 

glicerol, metabolismo de carnitina e biossíntese de ácidos biliares. Essas alterações 

metabólicas anormais no plasma de pacientes com DP estavam relacionadas 

principalmente ao metabolismo lipídico e à função mitocondrial (ZHAO et al., 2018).  

A presença desses resultados heterogêneos em relação aos grupos de pesquisa 

reforçam a importância de novos estudos metabolômicos em pacientes com DP para 

que as vias metabólicas possam ser validadas e os biomarcadores definidos.  
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5.3 ANÁLISE DE RNALNC DE EXOSSOMOS ENRIQUECIDOS DE PLASMA 

DE PACIENTES COM DP 

Dando continuidade ao processo de caracterização do conteúdo molecular de 

exossomal de pacientes com DP e com o objetivo de identificar os RNAlnc presentes 

em exossomos desses pacientes, foram utilizados ensaios de RT-qPCR com primers 

desenvolvidos para RNAlnc anteriormente descritos. As análises foram realizadas em 

pool para o grupo controle e doente. No total, 8 RNAlnc amplificaram de 90 do kit, 

como pode ser observado pela análise da tabela 15. 

Tabela 15 RNA’s longos não codificantes de exossomos de sangue periférico de pacientes com 
DP diferencialmente expressos em relação ao controle. Os círculos verdes representam 
amplificação e os círculos vermelhos ausência de amplificação e, portanto ausência de diferença de 
expressão em relação ao controle.  

RNAs longos não 
codificantes  

Controle 
n=36 

Pacientes 
n=101 

Alpha250  ● 32,125 ● 

Anti-NOS2A  ● 38,145 ● 36,253 

AntiPeg11  ● 38,924 ● 37,853 

E2F4antisense  ● 33,125 ● 

HOTAIR  ● 36,952 ● 35,216 

lincRNA-RoR  ● ● 39,741 

lincRNA-SFMBT2  ● ● 35,324 

lincRNA-VLDLR  ● 32,202 ● 31,927 

 

Foram encontrados 2 RNAlnc exclusivos para o grupo doente (lincRNA-RoR e 

lincRNA-SFMBT2), 2 exclusivos para o grupo controle (Alpha250 e E2F4antisense) e 

4 RNAlnc que amplificaram em ambos os grupos estudados (Anti-NOS2A, AntiPeg11, 

HOTAIR, lincRNA-VLDLR), como pode ser observado pela análise do diagrama de 

Venn (Figura 43). 
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Figura 42 Diagrama de Venn comparando RNAlnc expressos para o grupo com DP e controle. 
Ctrl: grupo controle. DP: Grupo com Doença de Parkinson. Todas as análises foram realizadas com um 
pool de amostra. 

 

Após análise in silico pode ser observado que três dos RNAlnc amplifidos em 

pelo menos um dos grupos (HOTAIR, lincRNA-RoR e SAF) possui análise de 

interação descrita paraa espécie humana. HOTAIR interage com fatores de 

transcrição (REST, RCOR1 e HIF1A), proteínas (EZH2, H3F3A, EED, SUZ12, 

KDM1A, BRD4, CTNNB1, CREBBP, EP300, KMT2A, KMT2D, KMT2C, E7), DNA 

(WIF1) ou outras moléculas de RNA (MIR193A, MIR33A, MIR326) por ligação ou por 

regulação (fatores de transcrição: STAT3; proteínas: 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 RNAlnc lincRNA-RoR interage com fatores de 

transcrição (NFE2L2, POU5F1, SOX2 e NANOG), proteínas (SCPEP1, MS2, PTBP1 

e EZH2) e outras moléculas de RNA (MIR145 e MIR205) tanto por ligação quanto por 

regulação (fatores de transcrição: POU5F1 e SOX2 e; proteínas:NANOGP8), como 

pode ser observado pela análise da figura 45. 
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Figura 43 Redes de correlação entre o RNAlnc HOTAIR com proteínas, fatores de transcrição e outras 
moléculas de RNA. O círculo vermelho central representa o RNAlnc e os círculos verdes as moléculas 
de interação (proteínas, fatores de transcrição e/ou outras moléculas de RNA). As linhas azuis 
representam subordinação. 

 

 

Figura 44 Redes de correlação entre o RNAlnc LINC-ROR com proteínas, fatores de transcrição 
e outras moléculas de RNA. O círculo vermelho central representa o RNAlnc e os círculos verdes as 
moléculas de interação (proteínas, fatores de transcrição e/ou outras moléculas de RNA). As linhas 
azuis representam subordinação. 
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Foram identificados 8 moléculas de RNAlnc em exossomos de plasma de sangue 

periférico estando relacionados com a DP. Sendo que HOTAIR já foi descrito na 

literatura estando superexpressos em amostras de DP, e; Alpha250, Anti-NOS2A, 

AntiPeg11, E2F4antisense, lincRNA-RoR, lincRNA-SFMBT2 e lincRNA-VLDLR estão 

tendo a relação com a doença descrita de maneira inédita e exclusiva. 

Os RNAlnc já foram relacionados a numerosos processos biológicos, incluindo 

regulação epigenética, controle do ciclo celular e regulação transcricional da 

expressão gênica. Expressão diferencial de RNAlnc e interrupção dos processos 

regulatórios são reconhecidos como etapas críticas no desenvolvimento do câncer e 

de doenças 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 leucócitos em pacientes com DP 

e no grupo controle. Eles observaram uma diminuição na expressão de RNAlnc e 

indução seletiva de alternância em 13 de mais de 6000 RNAlnc leucocitários 

detectados. Esses pesquisadores também encontraram cinco RNAlnc elevados na 

doença. Os RNAlnc candidatos inclui o componente de spliceosome U1, que suporta 

o ideia de que as modulações de splicing estão envolvidas em doenças.    

Numerosos RNAlnc foram encontrados em exossomos. Em 2014, Gezer e 

colaboradores identificaram RNAlnc incluindo MALAT1, HOTAIR, lincRNAp21, GAS5, 

TUG1 e ncRNA-CCND1 em exossomos derivados de carcinomas cervicais e 

mamários humanos (células HeLa e MCF-7, respectivamente) por RT-qPCR. Cada 

RNAlnc teve diferentes padrões de expressão em exossomos em comparação com 

as células: lincRNAp21, HOTAIR e ncRNA-CCND1 foram altamente enriquecidos 

exossomos, mesmo que a sua expressão fosse muito baixa nas células, enquanto a 

expressão de MALAT1 era muito alta em ambos.   

O RNAlnc Alpha250 compõe uma família caracterizada por dois RNAs antisenso 

sobrepostos do intron 1 do gene da proteína ribossômica humana 14 (Rps14) e foram 

identificados pelo ensaio de proteção de RNase. Essa análise foi realizada utilizando 

extratos celulares e indicou o tamanho de 250 nucleotídeos, que valeu o nome da 

molécula. Os transcritos terminam no mesmo nucleotídeo, portanto o alfa-250 

sobrepõe o alfa-280, o outro componente da família, 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 relação a sua função, ele regula a transcrição de Rps14. Cada molécula de 

RNA interage com o locus gênico de Rps14 e estimula sua expressão. Cada RNAlnc 

é transcrito através de um enhancer conhecido com capacidades putativas de ligação 

ao fator de transcrição, sugerindo que esse enhancer pode ser o RNA transcrito, o 

que poderia estar recrutando fatores de transcrição para o gene Rps14 (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 proteína NOS2A (enzima óxido nítrico sintetase 

2) e apenas uma pequena parte de aproximadamente 100 nucleotídeos é antisenso 

para NOS2A. Formado por duplicação parcial de NOS2A seguido de uma inversão de 

parte da sequência duplicada para formar um locus de 4kb em humanos. Já foi 

descrito expresso em células de glioblastoma e meningioma de um locus genômico 

que evoluiu por duplicação do gene NOS2A seguido por inversão interna de DNA 

(KORNEEV et al., 2008). 

AntiPeg11 tem sua expressão restrita, principalmente, a embriões e cérebro 

adulto. No cérebro, foi expresso em um nível mais alto do que Peg11 (HAGAN et al., 

2009). Sua transcrição completa e não processada estava em torno de 5kb, mas 

também aparece como espécies menores, provavelmente processadas (HAGAN, 

2009). Em relação a sua função, o RNAlnc antiPeg11 liga-se ao complexo de 

modificação da cromatina do complexo repressivo Polycomb 2 (ZHAO et al., 2010). 

O RNAlnc E2F4antisense foi identificado através da técnica  de análise serial da 

ocupação da cromatina em células de carcinoma colorretal. Foi proposto que a 

sinalização de Wnt/β-catenina pode contribuir para a carcinogênese colorretal, 

reduzindo o nível de células com o repressor de ciclo E2F4 através de um mecanismo 

antisenso. A sinalização Wnt induz o acúmulo nuclear de β-catenina e transcrição de 

genes alvo específicos através da ligação de proteínas ao DNA. Embora todos os 

genes-alvo da β-catenina conhecidos codifiquem proteínas, os estudos de perfis de 

RNA genômicos indicam que muitas transcrições não têm essa capacidade. Foi 

observado que ambos β-catenina e proteínas de ligação ao DNA se ligam ao sítio 

E2F4 3-UTR in vivo, induzindo expressão de um transcrito antisenso de E2F4 

(YOCHUM et al., 2006).  

HOTAIR já foi descrito expresso em fibroblastos posteriores e distais (RINN et al., 

2007). Seu nível de expressão no câncer é um preditor eficiente de metástase e 

sobrevida com altos níveis de expressão preditivos de resultados ruins (GUPTA et al., 
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2010). Também em pacientes com câncer colorretal estágio IV, os níveis de expressão 

HOTAIR foram maiores em tecidos cancerosos do que em tecidos não cancerosos, 

com expressão fortemente correlacionada com a presença de metástase hepática e 

associada a mau prognóstico (KOGO et al., 2011).  

Algumas transcrições de HOTAIR se localizam no núcleo celular (KHALIL et al., 

2009). O transcrito revelou-se bastante instável com uma meia-vida de 4 horas em 

células Hela (TANI et al., 2012). Originalmente identificado como silenciador  do locus 

HoxD, e desde então foi descoberto que a expressão gênica 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 progressão metastática (GUPTA et al., 2010; 

SCHORDERET; DUBOULE, 2011) e está desregulado no câncer de mama com 

superexpressão frequente em metástases. Além disso, já foi descrito estando 

relacionado com a DP, atuando, principalmente, pela indução de MPTP através da 

regulação da expressão de LRRK2 (LIU et al., 2016).  

lincRNA-RoR está enriquecido em CEE (células estaminais embrionárias) e iPSCS 

(células estaminais pluripotentes induzidas) em comparação 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 ligação para os fatores de transcrição 

de pluripotência Oct4, Sox2 e Nanog. Sugere-se que a sua expressão é controlada 

por esses fatores de transcrição (LOEWER et al., 2010).  

Em relação à sua função, já foi descrito que ele pode promover a reprogramação 

de células diferenciadas para iPSCs. Seu knockdown diminuiu o número de colônias 

de CEEs formadas sem afetar o número de células. Enquanto sua superexpressão 

aumentou o número de colônias de iPSC formadas. Além disso, atua em funções na 

manutenção de CEEs e iPSCs, quando em knockdown leva a um modesto aumento 

na apoptose e ativação das vias do p53 (LOEWER et al., 2010).  

lincRNA-SFMBT2 já foi descrito com expressão aumentada em pacientes com 

hepative B quando comparado com pessoas saudáveis (SUSLUER et al., 2018). Além 

disso, este RNAlnc foi encontrado enriquecido tanto em CEEs quanto em iPSCs, em 

comparação com as células fibroblastos e CD34, mas com um aumento no nível de 

iPSCs em comparação com as CEEs, o que sugere seu papel potencial na 

reprogramação. No entanto, o seu knockdown não afetou a geração de células iPSCs, 

sugerindo que não é essencial para este processo. Ele abriga o local de ligação para 
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os fatores de transcrição de pluripotência Oct4, Sox2 e Nanog. O knockdown de Oct4 

ou a diferenciação de células-tronco causaram a regulação negativa da expressão de 

lincRNA-SFMBT2, sugerindo que a expressão é controlada por esses fatores de 

transcrição (LOEWER et al., 2010). 

lincRNA-VLDLR já foi observado estando enriquecido em CEEs e iPSCS  em 

comparação 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 

ligação para os fatores de transcrição de pluripotência como Oct4, Sox2 e Nanog. O 

knockdown de Oct4 ou a diferenciação de células estaminais causou uma modesta 

regulação negativa na sua expressão. Assim, sugere-se que a sua expressão seja 

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

• Quantificar a α-sinucleína de exossomos de plasma de pacientes com DP  e 

doadores saudáveis individualmente;  

• Avaliar a correlação da α-sinucleína exossomal com as escalas de estadiamento 

H&Y, SE e com o MEEM; 

• Avaliar a performance da α-sinucleína exossomal como potencial biomarcador 

diagnóstico pela análise da curva ROC; 

• Avaliar o efeito de oligomerização e agregação da α-sinucleína pelos ensaios de 

BiFC e pelo modelo baseado na co-expressão de SynT e Sph1, respectivamente, 

induzido pelos exossomos de pacientes com quantidades maiores de vesículas 

(100ul, 500ul e 1ml); 

• Marcar os exossomos para que, além dos efeitos de oligomerização e agregação da 

α-sinucleína, possamos garantir a internalização das vesículas através do z-stack. 

• Realizar o ensaio de agregação da α-sinucleína in vitro para os grupos de 

estadiamento de DP e controle saudáveis. 

• Realizar a fragmentação das moléculas estatísticamente diferente nos grupos de DP 

em plasma sanguíneo e assim confirmar a via metabólica relacionada na análise in 

silico (metabolismo do glicerofosfolipídeo, biossíntese de valina, leucina e isoleucina 

e metabolismo do ácido araquidônico); 

• Realizar a fragmentação das moléculas estatísticamente diferentes para a DP em 

relação ao controle em exossomos de plasma sanguíneo e assim confirmar a via 

metabólica relacionada na análise in silico (metabolismo de retinol). 

• Avaliar as amostras de pacientes com DP e doadores saudáveis individualmente 

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

• Realizar estudos de interação de proteínas com os RNAlnc relacionados com a DP 

encontrados por nós, para auxiliar na determinação do papel deles na doença.  
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7. CONCLUSÃO 

• A quantidade de α-sinucleína é maior em exossomos de plasma sanguíneo de 

pacientes com DP quando comparados com doadores saudáveis; porém é 

estatisticamente igual livre no plasma sanguíneo entre pacientes com DP e doadores 

saudáveis. 

• Exossomos de plasma sanguíneo de pacientes com DP podem induzir a 

oligomerização e agregação da α-sinucleína através dos modelos BiFC e SynT-

Sphn1, respectivamente; 

• Após otimizar a metodologia de extração líquido-liquído e validar o método de análise 

qualitativa por cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas, observou-

se que a via do metabolismo do glicerofosfolipídeo, a biossíntese de valina, leucina e 

isoleucina, e o metabolismo do ácido araquidônico pode estar diretamente 

relacionados os estadiamentos leve, moderado e avançado 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 

saudáveis; 

• Os RNAlnc Alpha250, Anti-NOS2A, AntiPeg11, E2F4antisense, HOTAIR, lincRNA-

RoR, lincRNA-SFMBT2 e lincRNA-VLDLR, encontrados em exossomos de plasma de 

relacionados com DP, podem estar envolvidos no desenvolvimento da doença. 
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9. APÊNDICES 

 

Gráficos de superfície de resposta com o resultado do efeito de diferentes condições na extração da metilefedrina em pH ácido. As três variáveis 
estudadas no processo de otimização foram agrupadas em três gráficos, duas a duas. O eixo y corresponde à eficiência de recuperação do analito. Os gráficos 
mostram a proporção e volume (A), proporção e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperação de 0% (verde 
escuro) a 120% (vermelho escuro). 
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Gráficos de superfície de resposta com o resultado do efeito das diferentes condições na extração da prednisona em pH ácido. As três variáveis 

estudadas no processo de otimização foram agrupadas em três gráficos, duas a duas. O eixo y corresponde à eficiência de recuperação do analito. Os gráficos 

mostram a proporção e volume (A), proporção e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperação de 0% (verde 

escuro) a 120% (vermelho escuro). 



125 
 

 

Gráficos de superfície de resposta com o resultado do efeito de diferentes condições na extração da metiltrienolona em pH ácido. As três variáveis 
estudadas no processo de otimização foram agrupadas em três gráficos, duas a duas. O eixo y corresponde à eficiência de recuperação do analito. Os gráficos 
mostram a proporção e volume (A), proporção e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperação de 0% (verde 
escuro) a 120% (vermelho escuro). 
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Gráficos de superfície de resposta com o resultado do efeito de diferentes condições na extração da oxandrolona em pH ácido. As três variáveis 
estudadas no processo de otimização foram agrupadas em três gráficos, duas a duas. O eixo y corresponde à eficiência de recuperação do analito. Os gráficos 
mostram a proporção e volume (A), proporção e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperação de 0% (verde 
escuro) a 120% (vermelho escuro). 
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Gráficos de superfície de resposta com o resultado do efeito de diferentes condições na extração da foledrina em pH alcalino. As três variáveis estudadas 
no processo de otimização foram agrupadas em três gráficos, duas a duas. O eixo y corresponde à eficiência de recuperação do analito. Os gráficos mostram a 
proporção e volume (A), proporção e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperação de 0% (verde escuro) a 120% 
(vermelho escuro). 
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Gráficos de superfície de resposta com o resultado do efeito de diferentes condições na extração da metilefedrina em pH alcalino. As três variáveis 
estudadas no processo de otimização foram agrupadas em três gráficos, duas a duas. O eixo y corresponde à eficiência de recuperação do analito. Os gráficos 
mostram a proporção e volume (A), proporção e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperação de 0% (verde 
escuro) a 120% (vermelho escuro). 
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Gráficos de superfície de resposta com o resultado do efeito de diferentes condições na extração da prednisona em pH alcalino. As três variáveis 
estudadas no processo de otimização foram agrupadas em três gráficos, duas a duas. O eixo y corresponde à eficiência de recuperação do analito. Os gráficos 
mostram a proporção e volume (A), proporção e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperação de 0% (verde 
escuro) a 120% (vermelho escuro). 
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Gráficos de superfície de resposta com o resultado do efeito de diferentes condições na extração da prednisolona em pH alcalino. As três variáveis 
estudadas no processo de otimização foram agrupadas em três gráficos, duas a duas. O eixo y corresponde à eficiência de recuperação do analito. Os gráficos 
mostram a proporção e volume (A), proporção e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperação de 0% (verde 
escuro) a 120% (vermelho escuro). 
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 Gráficos de superfície de resposta com o resultado do efeito de diferentes condições na extração da metiltrienolona em pH alcalino. As três variáveis 
estudadas no processo de otimização foram agrupadas em três gráficos, duas a duas. O eixo y corresponde à eficiência de recuperação do analito. Os gráficos 
mostram a proporção e volume (A), proporção e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperação de 0% (verde 
escuro) a 120% (vermelho escuro). 
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Gráficos de superfície de resposta com o resultado do efeito de diferentes condições na extração da oxandrolona em pH alcalino. As três variáveis 
estudadas no processo de otimização foram agrupadas em três gráficos, duas a duas. O eixo y corresponde à eficiência de recuperação do analito. Os gráficos 
mostram a proporção e volume (A), proporção e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperação de 0% (verde 
escuro) a 120% (vermelho escuro). 
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Gráficos de superfície de resposta com o resultado do efeito de diferentes condições na extração da trembolona em pH alcalino. As três variáveis 
estudadas no processo de otimização foram agrupadas em três gráficos, duas a duas. O eixo y corresponde à eficiência de recuperação do analito. Os gráficos 
mostram a proporção e volume (A), proporção e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperação de 0% (verde 
escuro) a 120% (vermelho escuro). 
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Gráficos de superfície de resposta com o resultado do efeito de diferentes condições na extração da foledrina em pH neutro. As três variáveis estudadas 
no processo de otimização foram agrupadas em três gráficos, duas a duas. O eixo y corresponde à eficiência de recuperação do analito. Os gráficos mostram a 
proporção e volume (A), proporção e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperação de 0% (verde escuro) a 120% 
(vermelho escuro). 
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Gráficos de superfície de resposta com o resultado do efeito de diferentes condições na extração da metilefedrina em pH neutro. As três variáveis 
estudadas no processo de otimização foram agrupadas em três gráficos, duas a duas. O eixo y corresponde à eficiência de recuperação do analito. Os gráficos 
mostram a proporção e volume (A), proporção e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperação de 0% (verde 
escuro) a 120% (vermelho escuro). 
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Gráficos de superfície de resposta com o resultado do efeito de diferentes condições na extração da prednisona em pH neutro. As três variáveis estudadas 
no processo de otimização foram agrupadas em três gráficos, duas a duas. O eixo y corresponde à eficiência de recuperação do analito. Os gráficos mostram a 
proporção e volume (A), proporção e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperação de 0% (verde escuro) a 120% 
(vermelho escuro). 
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Gráficos de superfície de resposta com o resultado do efeito de diferentes condições na extração da prednisolona em pH neutro. As três variáveis 
estudadas no processo de otimização foram agrupadas em três gráficos, duas a duas. O eixo y corresponde à eficiência de recuperação do analito. Os gráficos 
mostram a proporção e volume (A), proporção e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperação de 0% (verde 
escuro) a 120% (vermelho escuro). 
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Gráficos de superfície de resposta com o resultado do efeito de diferentes condições na extração da metiltrienolona em pH neutro. As três variáveis 
estudadas no processo de otimização foram agrupadas em três gráficos, duas a duas. O eixo y corresponde à eficiência de recuperação do analito. Os gráficos 
mostram a proporção e volume (A), proporção e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperação de 0% (verde 
escuro) a 120% (vermelho escuro). 
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Gráficos de superfície de resposta com o resultado do efeito de diferentes condições na extração da oxandrolona em pH neutro. As três variáveis 
estudadas no processo de otimização foram agrupadas em três gráficos, duas a duas. O eixo y corresponde à eficiência de recuperação do analito. Os gráficos 
mostram a proporção e volume (A), proporção e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperação de 0% (verde 
escuro) a 120% (vermelho escuro). 
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Gráficos de superfície de resposta com o resultado do efeito de diferentes condições na extração da trembolona em pH neutro. As três variáveis 
estudadas no processo de otimização foram agrupadas em três gráficos, duas a duas. O eixo y corresponde à eficiência de recuperação do analito. Os gráficos 
mostram a proporção e volume (A), proporção e tempo (B) e, volume e tempo (C). A escala de cor também representa valores de recuperação de 0% (verde 
escuro) a 120% (vermelho escuro).
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10. ANEXOS 

Anexo 1 - DOENÇA DE PARKINSON - ENTREVISTA COM O PACIENTE 

Data da coleta do sangue:       /         /                  DADOS DEMOGRÁFICOS 

Nome:  Telefone: 

Hospital/Unidade de saúde:  Prontuário: 

Data de nascimento Escolaridade (anos de estudo) 

 

Estado civil 
1. casado(a) 
2. solteiro(a) 
3. separado/divorciado(a) 
4. viúvo(a) 

Naturalidade Profissão Lateralidade 
1. destro(a) 
2. canhoto(a) 
3. ambidestro(a) 

Sexo:   
 1.Feminino   2.Masculino                        

Cor: 
1.Branca       2.Negra       3.Parda  

 
4.Amarela   5.Outra 

DAS EPIDEMIOLÓGICOS 

História familiar   1. Não     2. Sim 
Quem? _________________________________________   Idade de início: ___________________ 

 Tabagismo: _____cig/dia      Data de início: _____________ Obs: ___________________________ 
 Etilismo Dose: _________    Data de início: _____________ Obs: ___________________________ 
 Cafeína Dose:_________    Data de início: _____________ Obs: ___________________________ 
 Água de poço                       Data de início: _____________ Obs: ___________________________ 
 Contato com agrotóxicos     Data de início: _____________ Obs: ___________________________ 
 Contato com petroquímicos Data de início: _____________ Obs: ___________________________ 
 TTO Gástrico                       Data de início: _____________ Obs: ___________________________ 

SINAIS E SINTOMAS 

Data do início da doença (mês / ano):  
 
Sintoma  inicial:  1.Tremor    2.Rigidez     3.Bradicinesia    4.DepressãO    5.Outro  
 
Segmento acometido inicialmente:   1.MSD     2.MSE     3.MID    4.MIE 

ATAMENTO ATUAL (no momento da coleta do sangue) 

Medicamento Dose (n° vezes diária) Data de início 

   

   

   

   

   

   

Outras doenças associadas:__________________________________________________________ 
 
Exames complementares:  TC de crânio     RM de cranio     Outros ______________________ 

FISIOTERAPIA 

Realiza  fisioterapia ?  Não   Sim     
Quantas vezes por semana?  Diariamente     Três vezes   Duas vezes   Uma vez 
Tem acompanhamento fonoaudiológico?  Não  Sim     
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NOAUDIOLOGIANTOMAS MOTORES, AUTONÔMICOS, NEUROPSIQUIATRICOS E UTROS  

 Sintomas motores Data de início Observação 

1 Tremor de repouso   

2 Rigidez   

3 Bradicinesia “tapping”   

4 Instabilidade postural   

5 Marcha   

6 Postura   

7 Facies    

8 Movimentação ocular   

 Sintomas autonômicos Data de início Observação 

1 Sudorese   

2 Seborréia   

3 Salivação   

4 Disfagia   

5 Constipaçào intestinal   

6 Incont. urinária/fecal   

7 Hipotensão postural   

8 Impotência coeundi   

 Distúrbios do sono Data de início Observação 

1 Insônia   

2 Fragmentação do sono  Quantas vezes acorda? 

3 Pesadelos   

4 Sonhos vívidos   

5 PLMD   

6 Sonolência diurna   

7 RLS   

8 RSBD   

 Distúrbios neuropsiquiátricos Data de início Observação 

1 Depressão   

2 Ansiedade   

3 Alucinações   

4 Demência   

 Outros Data de início Observação 

1 S. disregulação dopaminérgica   

2 Alteração visual   

3 Hipofonia   

4 Disartria   

5 Festinação   

6 Hiposmia   

7 Caimbra   

8 Dor/parestesia   

 Discinesias e flutuações Data de início Observação 

1 Pico de dose   

2 Fim de dose   

3 Bifásica   

4 Wearing off   

5 Delayed on   

6 NO ON   

7 ON-OFF   

8 Distonia matinal   

9 Acinesia matinal   

10 Acinesia noturna   

11 Freezing ON/OFF   

12 Não motoras - especificar   

 
Escala de Hoehn&Yahr: ______________________________________________________________ 
Escala de atividades diárias de Schwab e  England: ________________________________________ 
Mini exame do estado mental: _________________________________________________________  



143 
 

Anexo 2 – Mapa do plasmídeo utilizado para expressão de VN-α-sinucleína 

 

Mapa do plasmídeo utilizado para a expressão da proteína VN-α-sinucleína. Plasmídeo de 6366 
nucleotídeos. A figura ilustra a região promotora e o sítio de transcrição para o antibiótico de seleção 
(ampicilina), o operon lac, sítio de clivagem para enzima de restrição (Kan/NeoR), sítio de origem de 
replicação (SV40 ORI) e região onde se encontra o gene de interesse. 

Anexo 3 – Mapa do plasmídeo utilizado para expressão de α-sinucleína-VC 

 

Mapa do plasmídeo utilizado para a expressão da proteína α-sinucleína-VC. Plasmídeo de 6113 
nucleotídeos. A figura ilustra a região promotora e o sítio de transcrição para o antibiótico de seleção 
(ampicilina), o operon lac, sítio de clivagem para enzima de restrição (Kan/NeoR), sítio de origem de 
replicação (SV40 ORI) e região onde se encontra o gene de interesse. 
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Anexo 4 – Mapa do plasmídeo utilizado para expressão de SynT 

 

Mapa do plasmídeo utilizado para a expressão da proteína SynT. Plasmídeo de 6283 nucleotídeos. 
A figura ilustra a região promotora e o sítio de transcrição para o antibiótico de seleção (ampicilina), o 
operon lac, sítio de clivagem para enzima de restrição (Kan/NeoR), sítio de origem de replicação (SV40 
ORI) e região onde se encontra o gene de interesse. 

Anexo 5 - Mapa do plasmídeo utilizado para expressão de Sph1 

 
Mapa do plasmídeo utilizado para a expressão da proteína Sph1. Plasmídeo de 8482 nucleotídeos. 
A figura ilustra a região promotora e o sítio de transcrição para o antibiótico de seleção (ampicilina), o 
operon lac, sítio de clivagem para enzima de restrição (Kan/NeoR), sítio de origem de replicação (SV40 
ORI) e região onde se encontra o gene de interesse. 
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Anexo 6  
 

 


