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RESUMO

A Doenca de Parkinson (DP) é o disturbio do movimemeurodegenerativo mais
comum que tem prevaléncia em funcéo da idade.dfstamidade é considerada uma
desordem multifatorial provocada por mutacdes geasete fatores ambientais que
influenciam a progressdo da doenca. A maioria desox de DP é esporadico e
idiopéatico, provavelmente resultante de uma congdioade heranca poligénica,
exposicoes ambientais e interacdes gene/ambiemiplexas, provocando disfuncéo
neural lenta, combinado com o envelhecimento. Apeta décadas de estudos
intensivos, mecanismos fisiopatoldégicos e moleeglatessa doenca ainda ndo estao
totalmente esclarecidos, principalmente nos modalusmais. Contudo, a Biologia
Molecular tém propiciado avancos significativosemdendimento das vias envolvidas
no processo degenerativo. Isso se deve ao surgirdentécnicas de sequenciamento e
ao aperfeicoamento continuo de algoritmos e progsatie Bioinformatica. Atrelado a
isso, nesse estudo, objetivou-se identificar ajte@s transcricionais relacionadas a
micro RNAs nao codificadores (miRNAs)Splicingalternativo enStriatumdeRattus
novergicus albinusubmetidos ao modelo parkinsoniano induzido pec#o unilateral
de 6-OHDA (6-hidroxidopamina). A analise foi feiapartir de dois grupos (n=10):
grupo Sham, submetido ao estresse cirurgico, emodgs-OHDA, submetido ao modelo
da Doenca de Parkinson induzido por 6-OHDA. A pada confirmacdo do
parkinsonismo através dos testes comportamentaigxfraido o RNA seguido pelo
sequenciamento dos transcritos usando a plataflumaa Hi-Seq2000. As analises
silico foram feitas pelo céalculo da expressao relativaHBRKM (readspor quilobase de
transcritos por milhdes deadsmapeados) que normalizou os genes encontrados e
mensurou a contagem demadbtidos. A partir desses dados, foi feita a analise
expressdo relativa (FPKM relativo) de miRNAs confemincas qualitativas e
dos splicings variantes do gene BDNF (Fator Neurotrofico Dadivalo Cérebro) que
apresentaram valores de expressdo menores ques MyR&Hores que 4. No presente
estudo, foram identificados 62 miRNAs e 96.970asmias com leituras mapeadas nos
grupos Sham e 6-OHDA. Dentre os principais achadbsdos, sugere-se, 0
envolvimento dos miRNAs, Mir6314 e Mir6333, no masano de neurodegeneracao
induzidos por 6-OHDA. Adicionalmente, foram ver#das as variantes transcricionais
do gene BDNF e o nivel de expresséo destas. Persebgue, independente do produto
proteico resultante, o nivel de expressao trarieoat de BDNF pode variar e, um dos
fatores que contribuem para a essa diferenca,sséeg@es ndo codificadoras, como a
regido 5’'UTR, sugerindo que os miRNAs podem atuestan regido. Portanto, esses
resultados representam achados inovadores pamaadarneurotranscriptomica, com
foco para o modelo parkinsoniano induzido por 6-@HD

PALAVRAS- CHAVE: Doenca de Parkinson, transcripotoma,
mMiRNA, Splicingalternativos, FPKM relativo



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the most common negeo@eative disorder of movement
which has precedence to function of the age. Tisisage is considered a multifactorial
disorder caused by genetic mutations and envirotahéctors that influence disease
progression. Most cases of idiopathic PD are sporadd probably resulting from a
combination of polygenic inheritance, environmergaposures and gene/environment
interactions complex, causing neural dysfunctiomiocmed with slow aging. Despite
decades of intensive studies, pathophysiological mmolecular mechanisms of this
disease are not yet fully understood, especiallgnimal models. However, molecular
biology have led to significant advances in thearsthnding of the pathways involved
in the degenerative process. This is due to theganee of sequencing techniques and
continuous improvement of algorithms and bioinfoticga programs. Coupled to this,
this study aimed to identify transcriptional chasigelated to micro RNAs noncoding
(miRNAs) and Alternative Splicing in striatum BhAttus norvegicus Albinusibmitted

to Parkinsonian model induced by unilateral inmcti of 6-OHDA (6-
hydroxydopamine). The analysis was made from tvawugs (n = 10): one sham group
underwent the surgical stress and the second wae neathe model of Parkinson's
disease induced by 6-OHDA. From the confirmation Rérkinsonism through
behavioral tests, it was extracted the RNA folloviogdsequencing of transcripts using
the llumina Hi-Seq2000 platform. Analyses in silis@re made by calculating the
relative expression by FPKM (reads per kilobasesttepts per million mapped reads)
that normalized genes found and measured the ahiained reads. From these data,
the analysis of relative expression was made (FPidlative) of miRNAs with
qualitative differences and splicings variants be tBDNF gene (Brain Derived
Neurotrophic Factor) which showed lower expressialnes than 0.25 and greater than
4. In the present study, we identified 62 miRNAd 86,970 readings isoforms mapped
in 6-OHDA and sham groups. Among the main findioegsained, it is suggested, the
involvement of miRNAs, Mir6314 and Mir6333 in nedegeneration mechanism
induced by 6-OHDA. In addition, it was verified th@nscript variants of BDNF gene
and the expression level thereof. It was noticed, tregardless of the resulting protein
product, the level of BDNF transcriptional expresscan vary, and one of the factors
that contribute to this difference are the noncgdiagions such as 5 'UTR region,
suggesting that miRNAs can work in this area. Tlees these results represent
innovative findings in the area of neurotranscnipity focusing to parkinsonian model
induced by 6-OHDA.

KEYWORDS: Parkinson's disease, transcriptome, miRNA,
alternativesplicing, relative FPKM
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1 INTRODUCAO

A Doenca de Parkinson (DP) é o distarbio do movimereurodegenerativo
com maior prevaléncia em funcéo da idade (TRINHRRER, 2013). Em 1817, o
médico James Parkinson publicou “Essay on the 8paRalsy” e pela primeira vez
descreveu as caracteristicas gerais da patologiaatpalmente € a segunda doenca
neurodegenerativa mais comum apds a Doenca de imehe (DAUER,
PRZEDBORSKI, 2003).

O Mal de Parkinson é considerado uma desordem fatalial provocada por
mutacdes genéticas e fatores ambientais que icfamna progressdo da doenca. Sua
etiopatogenia é caracterizada principalmente p&alg progressiva de neurdnios
dopaminérgicos nas fibras nigroestriatais na redéesubstancia negnaars compacta
(SNc) (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

A DP tem distribuicdo universal, estima-se que &&le 6 milhdes de pessoas
no mundo sdo afetadas por essa enfermidade, pro@cmstos que chegam a bilhdes
de délares (BOVE; PERIER, 2012). No Brasil, o Miéi® da Salde estima que cerca
de 200 mil casos sejam calculados, com predomiaaras regides Sudeste e Sul (MS,
2014). Esses numeros tendem a aumentar de acamdo eamento da expectativa de
vida da populagédo, devido o processo de envelhetimesta relacionado com o
aparecimento desta enfermidade (VALADAS et al. 01

Apesar do numero crescente de estudos relaciortato® Mal de Parkinson,
0S mecanismos celulares e moleculares subjacentssaa patogénese permanecem
obscuros (JANKOVIC, 2008) e, consequentemente, axodons utilizados no
tratamento apenas minimizam os sintomas a fim deara a qualidade de vida dos
pacientes acometidos por essa enfermidade, por&@ndémente ndo ha cura para DP
(BEAL, 2010).

Varios modelosn vitro ein vivo sdo usados na tentativa de reproduzir os efeitos
provocados pela DP. Apesar de décadas de estudessiios, mecanismos
fisiopatoldgicos e moleculares dessa doenca aiddaestao totalmente esclarecidos,
principalmente nos modelos animais (BETARBET et &002). Contudo, a Biologia
Molecular tém propiciado avancgos significativosemendimento das vias envolvidas

no processo degenerativo.
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O surgimento de técnicas de sequenciamento temitgirnmum crescente
aumento no numero de dados de forma rapida e segdiando no mapeamento de
genes envolvidos no processo patogénico, assim,ammnobtencao do transcriptoma e
proteoma submetidos as mais diversas condi¢cdesiofdimente, estudos epigenéticos
tém contribuido para esclarecer lacunas de hereditale que envolve essa patogenia
(MULLIN; SCHAPIRA, 2015). Tais exemplos sugerem aivetsidade de
conhecimentos que podem ser gerados a partir disgean@olecular, contribuindo para
compreensao de diversas patologias entre elas uasldgicas. Desse modo, varios
grupos de pesquisas estdo motivados a utilizar&snfdeamentas para obtencdo de
dados complementares que auxiliem no esclarecimel®o diversos processos

moleculares.

Atrelado a isso, nesse estudo, daremos énfase emsemqos transcritos de
NcRNA (microRNA) e sua relacdo cosplicing alternativo em modelo parkinsoniano
induzido por injecao unilateral de 6-OHDA (6-hidmapamina) ncstriatum de Rattus
novergicus albinusa fim de obter um perfil transcriptomico e ideiotf potenciais

mecanismos regulatérios associados ao processodegenerativo.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Epidemiologia e caracteristicas clinicas da Doga de Parkinson

A DP tem distribuicdo universal, sem distincdo esse social. Estima-se que
em 2030 o numero de pessoas acometidas por essaneldde seja de 8,7 a 9,7
milhdes no mundo (WIRDEFELDT et al., 2011; BAUMANROQ12). No Brasil, cerca
de 200 mil casos sao calculados, com predominarasaregidbes Sudeste e Sul (MS,
2014). A média de pacientes acometidos pela DP padses industrializados € de
aproximadamente 0,3%. Essa porcentagem aumenteod#oacom a idade, cerca de
1% em pessoas com mais de 60 anos, subindo p&teetrSindividuos com 85 anos. A
idade média de inicio é de 60 anos, contudo hésa@sgacientes onde a doenga tem
inicio precoce, e se desenvolve antes dos 50 AnD® € prevalente em homens com
propor¢cdes que variam em até 3:1 com relacdo akenasl. Essa diferenca pode ser
atribuida aos efeitos protetores do estrogénioneggde susceptibilidade recessiva no
cromossomo X (DEXTER; JENNER, 2013; TRINH; FARRER13; WIRDEFELDT,
et al., 2011). Tipicamente a DP é uma doenca abmitentamente progressiva, com
duracdo média de 15 anos apoés o diagnostico, amrfreduentemente ha sobrevida em
até duas décadas ou mais (ELBAZ, 26p8dSHULMAN; JAGER; FEANY, 2011).

DP é considerada uma desordem multifatorial prod@ger mutacdes genéticas
e fatores ambientais que influenciam a progressddognca. A maioria dos casos é
esporadico e idiopatico provavelmente resultanteud® combinacdo de heranca
poligénica, exposicbes ambientais e interacoes/gehéente complexas, provocando
disfungao neural lenta combinado com o envelhedioéyia minoria dos casos, a DP
pode ser herdada por distirbios mendelianos (LANBBRGOMEZ et al., 2015;
GAO et al, 2011; NUYTEMANS et al, 2010). Algumadas interacdes
epidemioldgicas resultante de fatores ambientaisa@uso de drogas intravenosas tais
como o contaminante da heroina, 1-metil-4-fenild @tetrahidropiridina (MPTP);
exposicdo ao pesticida rotenona e ao herbicidagpata Além da exposicao
ocupacional a metais pesados como 0 manganésoetdenrsido sugerido como fator
que contribuem para a incidéncia da DP (TORRAQ.e2812; SHULMAN; JAGER;
FEANY, 2011). Muitos estudos tém avaliado fatdrabituais e dietéticos, e ambos os
tabagismo e consumo de café tem demonstrado as@ocieom a reducdo da
susceptibilidade & DP (HERNAN et al., 2002). Valsesaltar, no entanto, a associa¢éo
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epidemiolégica ndo implica necessariamente na tdade, e o papel dos ganglios da
base em mecanismos de controle e recompensa polsonpode predispor individuos
com DP a serem menos susceptiveis aos comportasnéatdULMAN; JAGER;
FEANY, 2011).

O diagnostico clinico caracteristico para a DP esl@cionado com a funcao
motora. As principais caracteristicas sdo tremor repouso, bradicinesia, rigidez,
instabilidade postural, hipocinesia, “congelamemtofante os movimentos. A principio
0s sintomas sdo assimétricos e passam a ser d&idateim a progressao da doenca.
Outras caracteristicas motoras incluem alterac@arcepcdo visual, hipomimia
(diminuicdo ou auséncia de expresséo), comprometorga fala como hipofonia (voz
cada vez mais suave) ou palilalia (repeticdo davpalou frase) e mudanca de marcha
com festinagdo (0 passo é acelerado progressivanpana evitar queda para frente)
(THOMAS; BEAL, 2011; DEXTER; JENNER, 2013; SHULMANIAGER; FEANY,
2011). Adiante serdo detalhadas as causas paratdbibs motores e sua relagdo com
a perda nas células dopaminérgicas na regido dokeosi da base. Além da
farmacoterapia de reposicdo de dopamina (L-dope)tgm apresentado eficacia no

tratamento de sintomas motores.

Apesar das caracteristicas motoras serem um dodriasi essenciais no
diagndstico clinico da DP e representarem uma itapteg fonte de incapacidade
provocada por essa patologia, esta doenca tem pacimmais amplo sobre o sistema
nervoso afetando o sistema ndo motor. Alguns awsrsas ndo motores incluem olfato
prejudicado, disturbios do sono, prisdo de verdigfuncdo autbnoma (incontinéncia
urinaria) e manifestacdes neuropsiquiatricas (&= alucinacbes e deméncia)
(BEITZ, 2014; DEXTER; JENNER, 2013UNDY-EKMAN, 2008). De acordo com a
progressdo da doenca o0s sintomas tornam-se pragssnerovavelmente devido a
propagacédo da patologia para além dos nucleossgachaprometendo outros sistemas
cerebrais. Alguns autores consideram que 0s sagond@o motores antecedem as
alteracbes motoras ou ocorrem em paralelo com iei@wefia motora e, dessa forma
buscam a partir do progresso futuro neste ambitzaut estratégias neuroprotetoras
além do provavel diagnéstico precoce (SHULMAN; JAGEEANY, 2011).
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2.2 Patologia

A etiopatogenia da DP é caracterizada principalenpeta perda progressiva de
neurbnios dopaminérgicos nas fibras nigroestriataisegido da substancia negrars
compacta (SNc) provocando deplecdo de neuromelanina e ibetusitoplasmaticas
denominadas Corpos de Lewy constituidas por agosggoroteicos, formados
principalmente dea-sinucleina. As causas da DP ainda ndo sdo comata
compreendidas, havendo controvérsias em algumassg@es, a saber: o papel dos
Corpos de Lewy no processo patolégico (LANDGRAVEMBEY et al., 2015; EXNER
et al, 2012; DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

Na DP, a disfuncédo na SNc resulta na diminuicadapmamina, esta projeta-se
principalmente para o estriado, composto pelo @da plutdmen. Dessa forma o
circuito motor diminui a atividade moduladora que fébras nigroestriatais exercem
sobre as vias direta e indireta, resultando em atoya inibicdo dos nucleos talamicos.
Em resumo, o circuito motor origina-se nas areasoras do coértex e na area
somestésica e projeta-se para o plutamen de maseimatotdpica. A partir do
plutdmen, o circuito pode seguir por duas viasetdie indireta. Na DP ha perda de
aferéncia dopaminérgica para o estriado levandmandicdo de atividade da via direta,
onde a dopamina tem acdo excitatoria, e 0 aumentdanindireta, onde a dopamina
tem acéo inibitéria. A diferenca das acdes da dapmmos dois circuitos deve-se ao
fato de que no circuito direto o receptor D1 € atir e no circuito indireto D2 é
inibidor. Essas alteracdes levam ao aumento nalatie do palio medial e consequente
aumento da inibicdo dos neurdnios talamocorticaisasionando 0s sintomas
hipocinéticos caracteristicos da doenca (DEXTERNNER, 2013; SHULMAN,
JAGER; FEANY, 2011; MACHADO; HAERTEL, 2013). A deslwerta da interferéncia
da dopamina no circuito motor inspirou a terap@upera a DP a guisa de exemplo
aumentando o teor de dopamina nas fibras nigragsfri e reduzindo a excitagédo

excessiva do palido medial que serdo descritosmoaim detalhes adiante.

Em paralelo aos sintomas motores, tem sido recaitheyue a proteina-
sinucleina desempenha um papel relevante nas ms@gdes ndo motoras. Inclusdes
citoplasmaticas e eosinofilicas, de forma arreddada alongada, sdo encontradas em
grande parte do neuroeixo. Além de ser tipicament®ntrada na substancia negra, a

a-sinucleina tem sido descrita nos nervos periféricotaneos, sistema nervoso
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autonémico, no sistema nervoso entérico, nha medsfanhal, no tronco cerebral

inferior (nucleo motor dorsal do nervo vago), dstras limbidas (amidala e

hipocampo) e neocértex (SHULMAN; JAGER; FEANY, 2Q1As células vulneraveis

as inclusbes ndo se limitam aos neurdnios dopagicod;, estes estdo presentes
também nos neurbnios noradrenérgicos (I6cus corujmojecdes serotoninérgicos
(nucleos de rafe) e células acetilcolinérgicasr(@deo basal de Meynery) (FERRER,
2011; MELO; BARBOSA; CARAMELLLI, 2007).

Braak e colaboradores (2003) sugerem uma ordemasce nas modificagdes
patolégicas da DP. Através de marcadores patolsgladDP como os Corpos de Lewy
e placas neuriticas de Lewy imunopositivassanucleina, além da degeneracéo neural
propondo a ascensdo da patologia em 6 estagio$1(I12009). Nesse estudo, os
autores demonstraram que as lesdes inicialmenteeot@m areas do tronco encefalico
e no nucleo olfatério anterior e, com a progreskfipatologia as areas do mesencéfalo,
diencéfalo e neocértex séo afetados (FERRER, 2@Lpadrédo anatdmico proposto por
Braak propde a deposicdo deinucleina inicial no nucleo motor dorsal do vagou
zona intermediaria reticular e o nucleo olfativéeaior (estagio 1), seguido pelas lesdes
no nucleo caudal da rafe, na formacdo reticulay Bcus coeruleus (estagio 2). Na fase
3 séo encontrados os primeiros corpos de Lewy r@ipa@ompacta da substancia negra
e nos nucleos magnocelulares basais do prosencéfglocogressao da doenca segue
acometendo as regibes do mesocortex temporal érerca principio, preservando o
neocortex (estagio 4). A partir do estagio 5 asraddes neuropatologicas progridem do
mesocortex temporal para o neocortex pré-frontaletdpa mais avancada (estagio 6),
estdo difusamente acometidas as areas corticaisanms, destacando-se as pré-
motoras, motora e sensitivas (ROSSO; NICARETTA; M&I5, 2008; SHULMAN,;
JAGER; FEANY, 2011; BRAAK et al 2003). Embora seja reconhecido que haja
divergéncias nesse padréao para alguns casos dduafmnente ele € amplamente aceito
ao gue se refere a disseminacao da DP (DEXTER; HR\IR013).

A DP é a principal, mas ndo a Unica causa de Pamkismo. Os transtornos
parkinsonianos incluem disturbios de etiologia d¢éxidoencas neurodegenerativas
primérias, infecciosa ou traumaticdA UNDY-EKMAN, 2008). As semelhancas
patolégicas dessas enfermidades podem contribtaryraa maior compreenséao da DP.
Algumas doencas associadas-sinucleinopatias incluem a deméncia com corpos de

Lewy (DCL) e atrofia de multiplos sistemas (AMS). BCL é caracterizada por
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parkinsonismo e desenvolvimento precoce de demé&uwriaalucinacdes visuais. Em
sintese os Corpos de Lewy sdo acumulacdes anodmaisinucleina nos neurdnios
(MCKEITH, 2005; SHULMAN; JAGER; FEANY, 2011). Patmjicamente, a AMS é
uma doenca neurodegenerativa progressiva que afetesstemas dos nucleos da base,
cerebelar e autbnomo e o cortex cerebral. Dentoarasteristicas do parkinsonismo na
AMS incluem os movimentos lentos e a rigided DY-EKMAN, 2008).

Além dasa-sinucleinopatias, outros disturbios frequentemegiscionados com
parkinsonismo sao coletivamente referidos como dwag tais enfermidades sé&o
provocadas devido as inclusfes intracitoplasmatieaproteina Tau associadasi-a
sinucleina. A degeneracdo corticobasal (DCB) eralipea supranuclear progressiva
(PSP) sdo exemplos de taupatias clinicamente wifiieedistinguir da DP nos primeiros
estagios da doenca (BALLATORE; LEE; TROJANOWSKI, 02 SHULMAN;
JAGER; FEANY, 2011).

Em alguns casos o Parkinsonismo apresenta apenmda pe células da
substancia negra e gliose, com auséncia de indyso&eicas. Esse padrao é tipico para
os disturbios mendelianos que serdo detalhadostadi@utro fator que causa sintomas
parkinsonianos esta relacionado com a doencga \&ascetebral, apesar de ndo haver
condi¢cdes degenerativas ocorre perda de célulasiorhdas com a esquemia e gliose
envolvendo os ganglios basais. Entender patologiees ndo possuem acdo de
sinucleina nas sindromes parkinsonianas podemciarmaportantes informacdes sobre
0s mecanismos de vulnerabilidade das células densisnervoso e por consequéncia
obter uma maior compreensao da DP que refletirdametadologias de tratamento mais
eficazes (SHULMAN; JAGER; FEANY, 2011).

2.3 Tratamentos

A DP apresenta carater neuroldgico, evolutivo @icd Atualmente, uma série
de procedimentos € utilizada na terapéutica, estdgem o incremento de drogas,
procedimentos invasivos, fisioterapia e terapigpacional LUNDY-EKMAN, 2008).

Os métodos utilizados no tratamento apenas minimiza sintomas a fim de melhorar
a qualidade de vida dos pacientes acometidos psa esfermidade, portando
atualmente ndo héa cura para DP (BEAL, 2010). Apgsgrande namero de pesquisas,
0s mecanismos celulares e moleculares subjacentasogénese da DP permanecem
obscuros (JANKOVIC, 2008). Isto é, em parte, dewadofato de que a maioria dos
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casos serem idiopaticos e provavelmente refletirera profunda interacéo entre idade,
predisposicdo genética e fatores ambientais coefofon detalhado anteriormente
(SINGLETON; FARRER; BONIFATI, 2013).

2.3.1 Tratamento farmacoldgico

De acordo com o mencionado previamente, a disfudeadopamina nas fibras
nigroestriatais provocada pela DP cessa a atividadduladora que essas fibras
exercem sobre as vias direta e indireta, resultaodaumento da inibicdo dos nucleos
talamico. A partir dessa descoberta foi proposta tenapéutica que vise aumentar o
teor de dopamina nas fibras nigroestriatais (MACHABIAERTEL, 2013).

A maioria dos mecanismos farmacoldgicos age dedaramplexa no estriado.
As vias aferentes dopaminérgicas da substancianagivias aferentes glutamatégicas
do cortex cerebral e tdlamo além dos interneurénamérgicos do corpo estriado
convergem-se para influenciar a atividade dos pa&e neurdnios eferentes do
estriado, sensiveis a GABA nos neurbnios espinhasédios. No estriado, os
angonistas dopaminégicos e os Inibidores de Monwam@ixidase tipo B (MAOBISs)
tem efeitos dopaminérgicos no controle da DP. Ad&stes, drogas acessorias como 0s
anticolinérgicos e Amantadina auxiliam no trataroganto a Levodopa (CONNOLLY;
LANG, 2014).

A principio, a insercdo de dopamina no tratamenta PP ndo obteve sucesso
devido a necessidade de grandes quantidades desta para atravessar a barreira
hematocefélica e, nestas concentracbes muito edtasapresenta efeito toxico para o
restante do organismo. Entretanto, o isdbmero lesdda diidroxifenilalanina (L-Dopa
também conhecido como Levodopa) atravessa com nfiatlidade a barreira, €
captado pelos neurbnios e fibras dopaminérgicasalfiente, € uma farmacoterapia
largamente utilizada na reposicdo de dopamina,osefidaz no tratamento inicial ao
que se refere a diminuicdo dos sinais motores @agdo(MACHADO; HAERTEL,
2013).

O processo inicia-se com a Levodopa transportaldagoerente periférica, esta
atravessa a barreira hematocefalica, sofre desdkt@o e converte-se em dopamina,
substituindo o neurotransmissor deficiente na Déta Flesta barreira, na circulacao

periférica, inibidores da dopamina descarboxild3®@(ls) bloqueiam a conversdo de
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Levodopa em dopamina e inibidores da catecol-Ohmgtsferase (COMTIS)
bloqueiam sua degradacdo a 3-O-metildopa (3-OMO)NROLLY; LANG, 2014;
CARDOSO et al.,2006).

Apesar de a Levodopa ser o agente mais importaate @ tratamento de
Parkinson h& controvérsias sobre quando introcestat droga, isso se deve aos seus
efeitos colaterais. Apos uso prolongado, o usoedEssaco pode provocar discinesias
e complicagles psiquiatricas. As flutuagdes motpoaem assumir formasgearing-off
ou reducédo do efeito da levodopapreoff, alteracdes motoras néo ligadas ao farmaco
(CARTA; BEZARD, 2011).

Por outro lado, hd um grande interesse em trata®@dto dopaminérgicos para
a melhora das fungcdes motoras sem o0 risco das wappes associadas com a
Levodopa, varios grupos de drogas estdo em estymmlem ser classificadas como

promissoras neuroprotetoras (SCHAPIRA et al., 2006)
2.3.2 Tratamentos cirargicos

A neurodegeneracédo parkinsoniana produz alterdgie®mnais nas vias direta e
indireta do cérebro, desta forma, certas regidesmbo-se hiperativas em detrimento de
outras que sao excessivamente inibidas. Quandorapétgica medicamentosa €
insatisfatoria sdo adotados procedimentos invasivases incluem estimulacao
encefélica profunda, transplante neural e cirudgiatrutiva (ESSELINK et al.; 2009;
LUNDY-EKMAN, 2008).

2.3.3 Fisioterapia e terapia ocupacional

A insercdo de exercicios fisicos como um terapéutioadjuvante na DP
melhoram as capacidades funcionais, de movimeirto@sive o estado emocional dos
pacientes (KOLK; KING, 2013).

Estudos sugerem que o exercicio fisico modificarcibnamento do encéfalo
ao disponibilizar cerca de 7-18% de ions calcioaasmo que estimula a sintese de
dopamina. Além de poder ampliar os niveis do neoteppr BDNF (Fator
Neurotréfico Derivado do Cérebro) no estriado. €ntimento com sobrecarga parece
estimular a neurogénese e plasticidade neuronahtevidade sensorio-motora intensa

tem papel importante na neurodegeneracao. PacieotesDP que se mantém ativos
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asseguram niveis mais prolongados de independéKé¥IRAJA; CHEN, 2013;
BELCHIOR, 2014).

2.4 Modelos experimentais

As desordens neuroldgicas em humanos podem serodiegdas
experimentalmente em modelos animais através degirnentos que mimetizam seus
eventos patologicos e comportamentais (BORTOLANZ2Y,0). Além de fornecer uma
ferramenta indispensavel para a pesquisa basicdelosbaseados em mecanismos
patogénicos especificos podem conduzir ao desematto de agentes neuroprotetores
para a DP a fim de parar a progressdo da doendgaroé-la mais lenta (DUTY;
JENNER, 2011).

Uma gama de modelos experimentais em roedoressg@and/eis, estes, podem
variar de modelos farmacologicos agudos, tais coomo Reserpine, um dos primeiros
modelo utilizados na DP, ou modelo como o Halopérigue exibe um ou mais sinais
parkinsonianos (DUTY; JENNER, 2011). Dentre os nimglgue exibem destruicdo da
via dopaminérgica nigroestriatal, destacam-se ssitlé@ 6-hidroxidopamina (6-OHDA)
e 1-metil 4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTPYBETARBET et al., 2002). Além
destes, a tabela 1 exemplifica outras toxinas mertle utilizadas como modelos
experimentais de DP, muitas delas com base na idapgacde destruir neurdnios
dopaminérgicos através de varios mecanismos patogérelevantes (MCDOWELL,
et al., 2012; DEXTER; JENNER, 2013).

Tabela 1: Toxinas usadas em modelos de DP e ogmmwpatologico envolvido

MODELO PATOLOGICO TOXINA

Estresse oxidativo 6-OHDA e paraquat

Estresse nitrativo LSP

Disfuncao mitocondrial Rotenona, MPTP e MPP
Excitotoxidade Acido iboténico, acido quinolinico
Disfuncao proteassomal PSI,

Ativacdo das células da glia LPS

6-OHDA, 6-hidroxidopamina; LSP, lipopolissacarid®tPTP, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina;
MPP", 1-metil-4-fenilpirimidina; PSI, inibidor de pratesoma.
Fonte: DEXTER; JENNER, 2013

Apesar do surgimento de novos modelos experimentais dos maiores
problemas atualmente é a dificuldade de reflepeala progressiva das células como
ocorre naturalmente na DP, além da dificuldade e@mnoduzir sua complexidade em

termos de extensdo e das altera¢Bes bioquimicaBYPILENNER, 2011).
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Em culturas de células a exposicdo destas as wxiode ser controlada em
alguns aspectos a titulo de exemplo: a concentgdiempo de exposi¢cao. Contudo, 0
decurso do tempo de tais estudos é raramente majgsalalguns dias. Desta forma, é
possivel estudar o papel de vias patogénicas ngande progressdao da morte celular,
apesar do ambiente ser inteiramente artificial @ @s células possam nao ser
representativas na susceptibilidade dos neurérapandinérgicos no cérebro humano
envelhecido afetado por DP (CLEMENT, et al., 2002).

No modeloin vivo, as toxinas apresentam maiores limitagdes no gsocde
investigacdo da morte de células dopaminérgicas entrole de certas metodologias
experimentais. A maioria das toxinas requerem &gegtracerebelar na regido da SNc
ou Striatum(BLESA, et al.,2012).

2.4.1 O modelo de 6-OHDA

Descrito pela primeira vez em 1959, a 6-hidroxidojpa (6-OHDA), também
conhecida como 2,4,5-trihidroxifeniletilamina, éuaente a neurotoxina mais
utilizada no modelo de DP. A 6-OHDA é um analogtrutsral das catecolamidas,
dopamina e noradrenalina, e exerce efeitos toxicmbre o0s neurdbnios
catecolaminérgicos. Tem acéo toxica, tanto a rpedférico quanto central. Contudo,
devido ndo atravessar a barreira hematocefalieaéesijetada diretamente no cérebro
por meio de cirurgia esteriotaxica unilateral ntsiado ou na SNc no mesencéfalo de
ratos a fim de produzir um efeito neurotoxico adsada destruicdo completa ou parcial

dos neurénios dopaminérgicos (BLANDIMINI et al., 300

Os efeitos neurotéxicos de 6-OHDA ocorrem por ntEoum mecanismo que
envolve duas etapas, a saber: a acumulacéo da toagneurbnios catecolaminérgicos
seguido pela alteracdo da homeostase celular es dewonais. O armazenamento da
6-OHDA ocorre por meio de transportadores de menabrde dopamina ou
noradrenalina (DAT e NAT, respectivamente) devidgkua semelhanca estrutural com
as catecolaminas enddgenas. Os efeitos endocslidabgacentes do 6-OHDA remete
ao estresse oxidativo. Por meio de mecanismos @tizos e ndo enzimaticos que sao
amplificados por oligoelementos endocelulares, tai0: 0 manganés e o ferro. A
oxidacdo do 6-OHDA pela monoamina oxidase geraxuwdde hidrogénio (kD-), 0
qual, aléem de ser citotdxico, induz a producao ateos radicais de oxigénio. Além

disso, a 6-OHDA passa por um processo de auto-g&idagerando espécies reativas do



26

oxigénio (HO,) e quinonas que atacam os grupos nucleodfilos ehdaces (SIMOLA

et al., 2007). Os aumentos nos niveis de espéxatisas do oxigénio e outras espécies
reativas resultam em uma rpida deplecdo das eszamioxidantes endocelulares,
levando a uma neurotoxicidade amplificada na as@ute metabolismo celular,
resultando em dano neuronal (BLUM et al., 2001 helyrotoxicidade exercida pela 6-
OHDA pode também induzir alteragfes de funcdo ritddal por meio do complexo |
da cadeia respiratoria e alteracdes inflamatobB&X[TER; JENNER, 2013).

A administracdo de 6-OHDA em areas especificas lteesuem déficits
fisiolégicos e comportamentais. A injecdo de ddstana € comumente associada a
administracéo de bloqueadores do transportadooig@renalina, como a Desipramina,
a fim de reduzir a captacdo desta neurotoxina pe&gobnios noradrenérgicos e
aumentar a seletividade para neurénios dopamires¢®IMOLA et al., 2007).

Outra caracteristica desse modelo € a degenerat@mada nos neurbnios
dopaminérgicos provocado por bombas de infusa® fsgesso proporciona periodos
mais longos de exposicdo a toxina refletindo entepar natureza progressiva da DP
(DEXTER; JENNER, 2013).

Desde suas primeiras descri¢des, diferentes model@&OHDA em roedores
tém sido desenvolvidos a fim de obter um grau deeracao variando de moderada a
grande, proporcionando paradigmas apropriados pan@delagem dos parametros, a
partir de marcadores moleculares para os melhorgsrgas motores da DP (SIMOLA
et al., 2007).

Apesar de décadas de estudos intensivos, mecani§isiopatoldgicos e
moleculares da Doenca de Parkinson ainda nado dst@mente esclarecidos,
principalmente nos modelos animais. Apesar de semodelos se destacarem como 0
classico 6-hidroxidopamina (6-OHDA) e 1-metil 44leh?2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP) (BETARBET et al., 2002) uma das dificudda destes métodos € promover a
morte neural progressiva conforme ocorre no pracessural de desenvolvimento da
DP.

2.5 Pesquisa genética

Estudos moleculares identificaram que a mutacaoménico gene da origem a

formas mendelianas da DP que pode ser herdada ewtossdémica dominante,
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autossbmica recessiva ou de forma mais rara ligadaromossomo X. Embora as
formas familiares de PD e as mutacfes genéticaxiadas representem atualmente
apenas cerca de 10% dos casos, estes genes tambEmpdnham um papel na forma
esporadica da PD (LESAGE; BRICEA, 2012; DEXTER; NHR, 2013). Tal relacéo,
pode ser atribuida, devido a trés processos cetuldiferentes, mas parecem estar
interligados, percebidos no processo de neurodeggiee mendeliano e esporadico a
saber: implicacbes na transmissdo sinaptica (etudecie exocitose), controle da
qualidade mitocondrial em resposta ao extress efagia mediada por lisossomo
(TRINH; FARRER, 2013).

Foram estabelecidos até agora, pelo menos, 1tdspbonsaveis pela variacao
da DP. Estes incluem as muta¢des autossomicas aot@sndos genes SNCA (gene que
codifica a proteina pré-sinptieasinucleina), LRRK2 (Leucina rica em repeticoes
cinase 2) &/PS35(recentemente atribuido ao locus PARK), e das mMetagecessivas
dos genesParkin, PINK1, DJ-1(THOMAS, BEAL, 2011; LILL, et al., 2@;
DEXTER; JENNER, 2013; FARLOW, et al. 2014; KLEIN;B8TENBERGER, 2012).
Na tabela 2 estdo sumarizados alguns dos genesstagados relacionados a Doencga
de Parkinson. Além destes, a mutacdo no gene HIF#&Br de iniciacdo da traducao
eucaridtica 4G1) é classificado como fator domieagm familias com DP tardia e
aguarda confirmacdo para ser atribuido ao locuskPAEESAGE; BRICEA, 2012,
KLEIN; WESTENBERGER, 2012).

Os genes anteriormente citados sdo comumente m®@cdescoberta da DP
com base em mapeamentos de arvores genealdgigagjaseor definicdo do I6cus e
dos genes através de técnicas como estudos dadigasequenciamento de proxima
geracdo. Portanto, acessibilidade destas técnrop®ngionou maior compreensao das
causas de DP monogénicas que permitiram estudagofais significativos nos
processos patoldgicos subjacentes. Ao que se rafereodo de heranca poligénica, a
penetrancia é bastante variavel e ha necessidadstalaelecer um padrédo de heranca
mendeliana clara. Esta € dificultada dentre owspectos devido a maioria dos estudos
fornecidos resultarem de dados inconclusivos ounmmesonflitantes tais como, em
estudos com gémeos homozigéticos. No entanto, toricis familiar parece ser um
fator de risco importante, com herdabilidade esfmam cerca de 27% (MULLIN;
SCHAPIRA, 2015).
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TABELA 2: Genética Molecular dos principais genesaxiados a Doenca de Parkinson

MODO DE ~
LOCUS GENE CROMOSSOMO HERANCA PRODUTO e/ou FUNCAO
PARK1 SNCA 4921-22 AD a-sinucleina; Corpos de Lewy
PARK2  Parkin 6425.2-27 AR Parkin; Ubiquitina Ligase E3,
mitofagia
PARK3 Desconhecidc 2pl13 AD Desconhecido
PARK4 SNCA 4921—923 AD a-sinucleina; Corpos de Lewy
PARK5 UCHLI 4p13 AD Ubiquitina Hidrolase C-terminal
Serina/Treonina-proteina cinase
HARNT NS gl AR PINK1; Cinase Mitocondrial
PARK7 DJ-I 1p36 AR DJ-1; Estresse oxidativo
Leucina rica em repeticdes cinase 2;
PARK8 LRRK2 12q12 AD Sinalizacédo cinase, dinamica do
citoesqueleto
PARK9 ATP13A2 1p36 AR (I;’rovg\_/el ATPase 13A2- transporte
e céations
PARK10 Desconhecidc 1p32 AD Desconhecido
PARK11 GIGYF2 2036-27 AD Sinalizacéo IGF-1
. . Fator de iniciacdo da transcricdo
PARK12 Desconhecidc Xq21-g25 Ligado a X TEID subunidade 1
PARK13 HTRA2 2pl2 AD Serina Protease Mitocondrial
PARK14 PLA2G6 22013.1 AR Enzima Fosfolipase
PARK15 FBX07 22912—q13 AR Ubiquitina Ligase E3
PARK16 Desconhecidc 1q32 FR Desconhecido
PARK17 VPS35 16011.2 AD P_rotelna Vacuola}r associada a
triagem de proteinas
SLC6A3  SLCEA3 _ AR Transportador de Dopamina

dependente de Sodio

AD- Autossdmico Dominante; AR- Autossdmico RecessihR- Fator de Risco.
Adaptada de: THOMAS, BEAL, 2011; FARLOW, et al. 20KLEIN, WESTENBERGER, 2012

2.5.1 Epigenética

ModificacBes epigenéticas proporcionam plasticidéeleotipica que permite
adaptacdo a uma alteracdo no ambiente, sem altgearotipo (AMMAL KAIDERY et
al., 2013). Contudo, essa mudanca no perfil deessg@io génica pode ser herdada
durante a divisdo celular (OLIVEIRA, 2007). Os mssos moleculares envolvidos na
regulacdo da expressao de proteinas em estud@népops referem-se a metilagéo do
DNA, modifica¢des pos-transcricionais nas histqaagtilacdo, metilacdo, fosforilacéo
e ubiquitinacdo) e geracdo de micro-RNA (miRNA) (BR@TI; BACCARELLI,
2010). Tais mecanismos séo flexiveis, havendo siltidade de serem alterados em
decorréncia de diversos estimulos (OLIVEIRA, 2007).

Variagfes no estabelecimento ou manutencdo dogagigenético resultam na
ativacdo ou inibicdo de genes que influenciamialdigia celular, podendo desencadear
patologias (SHARMA; KELLY; JONES, 2010). Recentertegrestudos epigenéticos
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relacionados a DP tém demonstrado que tais vasagderesentam um potencial
mediador no desenvolvimento dessa patogéneseppitesdo a mensuracdo de uma
alternativa que podera esclarecer lacunas de kemiedade, (MULLIN; SCHAPIRA,

2015) conforme mencionado anteriormente.

Apesar do estudo do epigenoma ser relativamenent&cnos uUltimos anos
houve um progresso consideravel no desenvolvimdetonedicamentos a base de
estudos epigenéticos para o tratamento de doeegasdegenerativas tais como a DP.
Vérias drogas que tém como alvo alteracdes epigasésdo conhecidas e bem
estudadas (AMMAL et al.,, 2013). A tabela 3 sumarizumas modulacdes
epigenéticas provocadas por toxinas e por drogapésticas. Destes, os inibidores
como histonas desacetilases (HDAC) e DNA metilfierase (DNMTSs) sao atualmente

aprovadas e disponiveis para investigacao cliditeet al., 2012).

Dentre os principais mecanismos envolvidos no psmwepigenético, daremos
énfase nos pequenos transcritos de ncRNA (microRMA)sua relacdo no
desenvolvimento de patologias, mais precisamenizoeaca de Parkinson.

TABELA 3: Modulacdo epigenética provocado por tasrambientais e drogas terapéuticas em Doenca
de Parkinson

Substéancias quimicas Modificacdes epigenéticas

Toxinas

MPTP Desmetilacao

Paraquat Hiperacetilacdo H3

Rotenona Mecanismos desconhecidos / o inibidor HDAC protiegecidade
Dieldrin Hiperacetilacdo H3, H4

Uso crénico de drogas

Levodopa Acetilacdo H4K5, K8, K12, K16

Inibidor acetiltransferase de histonas

Acido anacardico Acetilacéo

Inibidores HDAC (histona desacetilases)

Acido Valproico Hiperacetilacdo H3/ Ativacdo do promotor/ Di, triifegao
Tricostantina A Hiperacetilacdo/ Ativacao do promotor/ Di, trimatiéo
Acido hidroxamico suberoilanilida Hiperacetilagéo/ Ativacdo do promotor/ Di, trimatiio
Butirato de Sodio Hiperacetilacdo/ Ativacéo do promotor

AGK2 Hiperacetilacdo

MS-275 Ativacdo do promotor/ Di, trimetilacéo

Apicidina Ativacdo do promotor/ Di, trimetilacéo

Fenil butirato Ativacdo do promotor

Urocotina Hiperacetilacdo

MPTP, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinalAC, histonas desacetilase; AGK2 um inibidor de
SIRT2; MS-275, classe | de HDAC.
Fonte: KAIDERY et al., 2013
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2.5.1.1 Pequenos transcritos de ncRNA (microRNf&}@es associados a DP

Micro-RNAs sédo pequenas moléculas enddgenas, espegs um grupo de 21-
24 nucleotideos de RNA nao codificante (ncRNA)egdigam-se a regido 3'UTR do
RNAm-alvo e, desta forma desempenham func¢les icup@d em varios processos
bioldgicos, particularmente na regulacdo pos-traciecal por meio de processos de
degradacdo e repressdo da traducdo (MA et al.,;2BARTEL, 2009; FENG,;
JANKOVIC; WU, 2015).

Os miRNAs sédo evolutivamente conservados e poddar &xcalizados em
introns, éxons ou regides intergénicas (RODRIGUESIFFTHS-JONES et al., 2004).
Os precursores dos miRNAs séo sintetizados pela-pditnerase 1l e sdo submetidos
a adicao do quepe 5’e a poliadenilacdo. A compléanielade de partes do mesmo RNA
possibilita o pareamento e formacao de fita duPlaranscrito primario do miRNA
(pré-miRNA) € um RNA maior, de comprimento varidvel processamento desses
mMiRNAs é mediado por duas endorribonucleases ddidgaRNase 11, Drosha e Dicer.
O processo € iniciado no nucleo, o prée-miRNA é zathua um precursor com cerca de
70 pares de base (pb) por meio de um complexoipootgie inclui a Drosha e 0 seu
cofator DGCRS8 DiGeorge syndrome critical region in geng @MA et al.,, 2013;
OLENA; PATTON, 2010; HARRAZ; DAWSON; DAWSON, 2010).

Em seguida, o pré-miRNA é exportado para o citoptagpor meio de um
receptor nuclear dependente de RanGTP exportihe-Titoplasma, os pré-RNAs sdo
liberados por hidrolise de GTP e clivados pela Digara produzir um RNA quase
maduro, pareado com um curto complemento de RNéor@plemento é removido por
uma RNA-helicase, e 0 miRNA maduro € incorporadmnaconjunto de proteinas para
formar um Complexo de Silenciamento Induzido por ARRRISC, RNA-induced
silencing complex(MA et al., 2013; OLENA; PATTON, 2010; EACKER; DXSON;
DAWSON, 2010).

Apos a formacao do complexo RISC, a procura dos fal#os é feita por meio
de sequencias complementares ao miRNA. A procufaciétada por proteinas da
familia Argonalta (AGO1 e AGO2), compde o compleRtSC, em um processo
dependente de ATP e chaperonas Hsc70 e Hsp90 qreaga na regidoptreamdo
MIiRNA e a regido 3'UTR do RNAm-alvo (KWAK; IWASAKEt al., 2010). Se a
complementaridade entre 0 miRNA e o seu alvo fasgerfeita 0 RNAm-alvo ocorre
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a degradacdo rapida do RNAm. Contudo, se o parganfen parcial ocorre o
encurtamento da cauda poli-A e o direcionamentBNAm para estruturas citosoélicas
denominadas corpos de processamento (corpos Pppeoio o bloqueio da tradugao e
consequente degradacdo dos RNAm-alvo (KAWAMATA; TARA, 2010). Um Unico
mMiRNA pode regular a expressao de varios genemajnico gene pode ser regulado
por miRNAs diferentes (AMMAL et al., 2013).

A complexidade adicional que os miRNAs desempenham processos poés-
transcrionais tem sido alvo de pesquisas. VariddNAis sdo citados como importantes
mediadores no desenvolvimento de enfermidades ar.satAncer, processos
inflamatorios, doencas cardiovasculares, imuno®yeneurodegenerativas (SOREQ et
al., 2013). Contudo, também tem sido base parasengelvimento de drogas, controle
de doencas e provavel prevencéo (HAO et al., 2015).

Tan, Yu eTan (2015) apontam trés segmentos psaripwvestigados nos
mMIiRNAs: perturbagéo da biogénese; identificacadond®NAs que regulam genes alvo

envolvidos na patologia e alteracGes epigenéticas.

Particularmente, na DP estudos da abundanciaveldé miRNAs em regides
do cérebro de pacientes acometidos pela enfermidaaarados ao grupo controle
tem sido utilizada como forma de compreender miRMgecificos na doenca. Kim e
colaboradores (2007) analisaram cerca de 224 miRNDestes, 0 mMiRNA-133b
apresentou uma deficiéncia significativa no medahzwéle amostras acometidas pela
enfermidade. Além disso, ha indicios que o miIRNAH JFunciona como um regulador
negativo do desenvolvimento de neurdnios dopamit@sg sugerindo uma ligacéo
direta para a homeostase da dopamina (KANAGARAdL.¢2014; KIM et al., 2007).
Essa regulacdo ocorre pela interacdo de miRNA-188m o fator de transcricdo da
hipofise pituitary homeobox 3FPitx3) através de um ciclo de feedback negativo. Em
resumo, esse ciclo ocorre com a Pitx3 induzindarsstricdo deniRNA-133b durante
a diferenciacdo neural, que por sua vez repife3. Desta forma, a perda de Pitx3
resulta na perda de miRNA-133b no modelo de PsokifMA et al., 2013).

Diversos outros miRNAs foram identificados em eosaile microarranjo e
gRT-PCR para o modelo de Parkinson. Destes, hoaoveawmento significativo de
MiRNAs-132 em modelos de ratos com DP na regidondeencéfalo. Enquanto o

MIiRNA-124 que desempenha fungdes importantes coifevedciagcdo neural do
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sistema nervoso central e neurogénese em adulteshieeis diminuidos em modelos
com MPTP (MA et al., 2013).

Ruiz e colaboradores (2013) relatam que alteragéssncadeadas por miRNAs
na repressao da traducdo de certos RNAmM pode gatada por BDNF. Estudos
preliminares com o miRNA134 mensuram o0 envolvimatdste miRNA na regulacéo
negativa do tamanho da espinha dentritica porgadda tradu¢cdo de um RNAmM que
codifica Limkl. Este RNAm, aumenta os niveis delu#@o em resposta a BDNF e, a
perda de Limkl produdéficit na aprendizagem e memoria. Apesar de ainda ndo ser
completamente elucidado, foi percebido que o BDNfagaz de controlar a perda de
Limk1l mediado pelo miRNA134 e desta forma regulaxpressao do gene através da
alteracdo da funcdo de miRNA especificos paraaali@i supressdo exercida por eles.
Estudos adicionais, tem relatado que o BDNF est&leido na transcricdo de
precursores de miRNA. A saber: em estudos com ragltde células de neurdnios
corticais, foi percebido um aumento do pré-miRNAl&%diado por BDNF
(KAWASHIMA et al., 2010).

Deste a descoberta dos miRNAs a vinte trés anog (&Eal., 1993) varios
mecanismos que envolvem esses pequenos transform® elucidados. Contudo,
estudos complementares relacionados ao mapeamamtmnalidade, mecanismos que
envolvem a biogénese dos miRNAs continuam a seeladgs. Algumas das
ferramentas que permitem a anélise desses ncCRNApELisdo e de forma rapida sao
0S sequenciamentos de nova geracdo alinhado am@srtas de bioinformatica.
Promovendo a obtencéo de genomas e transcriptinmea®s e, desta forma, auxiliando
no esclarecimento de mecanismos envolvidos emqupdsl e acdo de bioativos de

interesse farmacolégico (WANG et al., 2010).
2.5.2 Processo dslincingalternativo

O splicing alternativo desempenha um papel chave na regulggEn
transcricional da expresséo génica, permitindoweinico gene possa codificar varias
isoformas (MURPHY et al., 2015). Portanto, splicing alternativo amplifica a
capacidade de codificacdo do genoma, gera divelesida proteinas, podendo alterar a
funcdo destas. Estima-se que mais de 90% dos dremesnos passam psplicing
alternativo, esse tipo de processamento ocorreoeaf predominante especialmente

nos tecidos nervoso e imunoldgico (SHOKOLA et 2015). Soreq e colaboradores
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(2013) analisaram a interacdo entre a expressamilINA e splicing alternativo. Foi
percebido alteracdes nos perfis de miRNA e seussatlesplicing em leucdcitos e
regides do cérebro (incluindo SNc e Iébulo frongalpmetidos por DP.

Em sintese, 0 mecanismo slglicing consiste na remorcdo dos introns do pré-
MRNA, tornando as sequencias codificadoras corginBaocessos adicionais, que
podem ocorrer simultaneamente, de capeamento daobaslenilacdo 3’ completam o
processamento do RNAmM no nucleo seguido pela eagimtpara o citoplasma. O
splincing de RNAm é catalizado pelo spliceossomo, este é&titoido de snRNPs
(pequena ribonucleoproteina nuclear) formadas paRN#&s (pequenos RNAs
nucleares) associados a proteinas. Sado conheandos snRNAs (U1, U2, U4, U5, U6)
envovolvidos na principal forma dgplicingdo pré-RNAm (VILLAGRA et al., 2009).

O spliciossomo € complexo e dinamico, responsawdb processo de
reconhecimento das sequéncias nucleotidicas, parda dos sitios dsplicing com
diferentes snRNP aumentando a exatiddo da selegditid de clivagem, além do
posicionamento desses sitios favorescendo a ttanifeacdo. Trés regibes da
molécula de RNA precursora séo reconhecidas empdocessos de transesterificacao,
a saber: regiao deplicing 5’, regido desplicing 3’ e o ponto de forquilha na sequéncia
do intron que forma a base do fragmento em lager &xcisado (COGNATA et al.,
2015).

A literatura tém atribuido alteracbes no padrdo spdicing alternativo a
progressao de certas doencas, a titulo de exengatobogia de Parkinson. Estudos de
padrdes de expressao dgicingsalternativos referentes aos genes diretamentaédiga
a DP mendeliana e esporatica tem aumento a finstdbedecer um biomarcador para a
identificacdo precoce dessa enfermidade (SHAKOLAIet2015). Além desses genes,
uma gama de outros tem sido investigado nesse taspeditulo de exemplo: os
receptores de AMPA (KOBYLECKI; CROSSMAN; RAVENSCRDF2013), BDNF
(KARPOVA, 2010), Oxido nitrico sintetase (KAVYA etl., 2006), transportador de
creatina (NDIKA et al., 2014).

Outro fator importante no processo dplicing refere-se as diferentes
extremidades 5UTR e 3'UTR obtidas durante a ragfd transcricional. Essas
variantes, sdo ferramentas celulares complexas ppaem ser reconhecidas por

diferentes moleculas, a saber: moléculas de smhltdrio 5, moléculas de sinal
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permissivo 5 e mMiRNAs. Tais moléculas influenciagdiretamente no controle

traducional dos diferentes transcritos, conformeides revisado por Karpova (2014)
sobre a plasticidade neural e a rapida regulam@mtémcal do gene neuroprotetor
BDNF mediado por diferentes promotores e variaatesprocessamento (5’UTR e
3'UTR) e suas respectivas moléculas de reconhetintgre possibilitam a inducéo ou
repressdo da traducdo, bem como a degradacdordmritea em resposta a estimulos

temporal, neural e espacial.
2.5.3 Andlises Transcriptdmicas como ferramentavestigacdo de patologias

O conjunto completo de transcritos em uma célutaias quantidades em um
estagio de desenvolvimento especifico ou condigdmldgica € chamado de
transcriptoma (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009). Atm&nte, avancos
tecnolégicos tem promovido o sequenciamento dassdraos de forma rapida e
precisa. O estudo do transcriptoma por RNA-Seq pere analise da expressao de
milhares de genes, mesmo que eles sejam poucosegprem determinada condicdo
fisiologica. Além de possibilitar estudos envolverqocessamento de mRNA, ncRNA
(como os miRNAS), entre outros. Desta forma, técdie RNA-Seq € mais versatil que

estudos envolvendo microarranjos e PCR em temp¢FR#aiO, 2013).

Os avancgos nas técnicas de sequenciamento temtidermnim crescente
aumento no numero de dados. Este contingente des @aigiu 0 desenvolvimento de
técnicas adequadas de processamento para a adasisexformacdes obtidas. Por
conseguinte, a Bioinformatica esta em continuofajg@amento, promovendo a analise

das sequencias biologicas através da geracaoatémlgs e programas.

Dentre as andlises feitas no estudo transcripimn@deita a expressao relativa
dos transcritos. Este valor de expressao pode esisado com base em duas
estratégias, a saber: mapeamento de uma sequéecianpente conhecida ou analise
de novo Como resultado, é obtido um grande numeraedels A partir destes, é
calculado a expressao relativa de um determinade ger FPKM feads per kilobase
of transcript per milion mapped reads/ regasr kilobase de transcritos por milhdes de
reads mapeados). Esta abordagem permite uma analiseacativa baseada em uma
série de analises estatisticas para comparacaarderitos com diferentes RPKMs de
diferentes amostras bioldgicas ou diferentes temg®stratamento, por exemplo
(VERLI et al., 2014).
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A capacidade de mapeamento e analise de transtgitosontribuido com um
ndimero maior de informagBes sobre mecanismos de egé@olvidos em diversas
desordens entre elas as neuroldgicas, como a dapreansiedade e a doenca de
Parkinson (WANG et al., 2010; PARCHMAN et al., 20dlud SOUZA, 2015). Desse
modo, tem instigado varios grupos de pesquisasiliaatem tais ferramentas para
obtencdo de dados complementares que auxiliem claresmento de determinados

processos moleculares.
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3 OBJETIVO
3.1 Geral

O presente estudo objetivou identificar alterag@@sscricionais relacionadas a
pequenos RNAs nao codificadores (miRNAsPHlicing alternativo emstriatum de
Rattus novergicus albinusubmetidos ao modelo parkinsoniano induzido pacéo
unilateral de 6-OHDA.

3.2 Especificos

Obter perfil transcriptomico de miRNAsSplicing alternativos enstriatum de

ratos parkinsonianos submetidos a 6-OHDA,;
Determinar o FPKM relativo de miRNAsSplicingalternativos;

Identificar mMIRNAs e Splicing alternativos envolvidos em potenciais
mecanismos regulatorios associados ao processodagenerativo induzido por 6-

OHDA em Sriatum de ratos.
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4 METODOLOGIA
4.1 Animais

Foram utilizados ratos machos WistdRaftus novergicus albinys com peso
variando entre 250-350 g, todos provenientes @béBo Setorial do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da UFC. Os animais foramantidos em caixas de
prolipropileno com no maximo 6 animais, em condécde biotério com temperatura
média de 24 £+ 1°C em ciclos de alternancia clacofesde 12 horas, recebendo racao

padrdo e agua a vontade.

Os protocolos experimentais foram elaborados dedacoom o “Guia para
Cuidados e Uso de Animais de Laboratério” da S@dedBrasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL), o qual foi devidame aprovado pela Comisséao de
Etica no Uso de Animais — CEUA, da Universidadedfaddo Ceard Campusde
Fortaleza, especificado no protocolo 45/2013. $ods esfor¢cos foram feitos para

minimizar o nimero e o sofrimento dos animaisz4iios.

4.2 Inducéo do Modelo de Doenca de Parkinson atraséle injecdo unilateral de 6-
OHDA em ratos

Os animais foram divididos aleatoriamente em doip@s, com n = 10 animais
por grupo, totalizando 20 animais. Posteriormengeanimais foram anestesiados com
cetamina (100 mg/Kg; i.p.) e xilasina (10 mg/K@;), apos anestesiado, foi verificado
se o0 animal apresentava qualquer reflexo dolorAscabeca do animal foi fixada no
aparelho estereotaxico (INSIGHT), através de dumsab de fixacdo inseridas nos
meatos auditivos externos do animal e os dentesivos fixados em uma barra de

sustentacao

Logo apés a fixacdo do animal, foi feita uma tieoia e assepsia da regiao
superior da cabeca (alcool 70%). Apés a incisdgpele, foi feita e remocédo do
peridsteo e exposto o bregma. Apoés, foram detedasas coordenadas estereotéxicas
(em milimetros), segundo o atlas de Paxinos e Wats886), para a realizacdo de 3
orificios: 1°: L:—2,5; AP: +0,5; V: +5,0; 2°: L:=3,0; AP: —0,5; V: +6,0; e 3°: L: —3,7;

AP: -0,9; V: +6,5; todos em relacdo ao bregma, como despotoAraljo e
colaboradores (2013). Em seguida, com uma seriaddatnilton de 5 pL, os animais

receberam trés injecdes intraestriatais (intraaraiem corpo estriado).
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4.3 Confirmacao do parkinsonismo e dissecacao dtriatum (corpo estriado)

O parkinsionismo foi confirmado pela identificagd® distlrbios locomotores e
alteracdes neuroquimicas, caracteristicas do peeserodelo, através de testes
comportamentais (teste do Campo Aberto, teste daRal e teste Rotacional induzido
por apomorfina) e neuroquimicos (niveis de nitrpperoxidacao lipidica - TBARS,
glutationa reduzida e monoaminas), de acordo candesnterior realizado por Souza
(2015). O corpo estriado ipsilateral, principaleaeeometida pela referido neurotoxina,
foi obtido por microdissecacdo, apo0s eutanasia demapitacdo. Posteriormente, a

referida area cerebral foi utilizado para obterg@&NA total.
4.4 Extracdo do RNA total

O RNA total foi extraido de corpo estriado (ipslal) dos ratos utilizando
TRIzol® (Life Tecnhologies/Invitrogen), seguindo @$entacdes do fabricante baseado
no meéetodo de isolamento de RNA num Unico passongiebedo por Chomczynski e
Sacchi (1987). Para isso, a referida area cerdbratolocada em homogeneizador
manual na presenca de 1 mL do reagente TRIzol®ef@snente o RNA total foi
purificado pelo método guanidino-isotiocianato-fiecloroférmio e, apds posterior
precipitacdo com uso de iso-propanol (isopropanol2epropanol) e etanol 75 %
(diluido com agua mili-Q tratada com DEPC), o RNat foi mantido (- 80 °C) em
agua ultra pura tratada com DEPC.

4.4.1 Andlise Quantitativa e Qualitativa do RNAatot

Para testar a eficacia da extracdo e pureza db ®Rbl, foi determinada a
concentracdo de RNA total nas amostras por dilud@oRNA (fator de diluicdo
conhecido), em espectrofotdbmetro no comprimentoodéa de 260 nm (A260) e
260/280 nm (A260/A280). A qualidade do RNA totail ¥erificada por eletroforese em
gel de agarose 1,2 %, corado com brometo de d€tifiong/mL) e visualizado em um
equipamento de luz ultravioleta [DADOS NAO MOSTRABOODbtidos de Souza,
(2015)] .

4.5 Andlises Transcriptdmicas

Os dados referentes ao transcriptoma foram obtdi@vés da tecnologia de

proxima geracdo de sequenciamento de DNA, do ligpmiha, garantindo uma grande
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quantidade de sequéncias em curto tempo. Todasalises por bioinformatica foram
realizadas utilizando programas gratuitos e amphkenetilizados pela comunidade

cientifica.
4.5.1 Sequenciamento do RNA utilizando a platafolthamina Hi-Seq2000

Para as analises trascriptdmicas, utilizou-se umol, pocontendo
aproximadamente 40 pg do RNA total isolado de cagstoiado dos animais de cada
grupo (Sham e 6-OHDA), com relacao de absorbarG@®é280 igual ou superior a 1,7.
Posteriormente, as amostras de RNA foram levaddsaboratério de Biotecnologia
Animal (ESALQ-USP) para a construcao das biblicde@ cDNA (tipo Paired End). A
construcdo de bibliotecas de cDNA e ligagcao detadapes foram realizadas utilizando
o kit TruSeq(tm) RNA and DNA Sample Preparation @itumina), utilizando de 1-10
g do RNA total, de acordo com as instru¢cdes dadaite. Os fragmentos de cDNA
ligados aos adaptadores foram amplificados poddg@rPCR utilizando o equipamento
cBOT. Em seguida, as amostras de cDNA foram setpetas utilizado a plataforma
lllumina HiSeq2000.

4.6 Analisesn silico
4.6.1 Mapeamento, contagem das leituras e clasgitc

O processamento dos dados foram realizados em mputadorHP Proliant
com 24 nucleos de processamento e 16,7 Gb de neRR&M. Os dados brutos
filtrados (arquivos no formatfastg contendo dados de sequéncia e qualidade de base
em Phred foram avaliados pelo progrankastQC(ANDREWS, 2013). As leituras de
baixa qualidade foram removidos utilizando a feeata FastX Toolkit
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projefetsiqc). O genoma deRattus
norvegicusfoi baixado do NCBI e indexado usanddBowtie 1.1.1 (LANGMEAD;
TRAPNEEL; SACZBERG, 2009) e o mapeamento cdimpHat 2.0.13 — foram
descartados da analise as leituras com bases dd Rhr20 (ERWING e GREEN,
1998; TRAPNELL; PACHTER; SALZBERG, 2009). O softwaCufflinks 2.2.1 foi
utilizado para a motagem do transcriptoma de reéeae(TRAPNELL et al2012). Os

dados de saida deuffdiff foram filtrados para retirada de dados refereasesiudancas
génicas qualitativas, micro RNAssplicing variantes (http://www.r-project.oyrg
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A andlise dos miRNa foi feita apenas dos genesaguesentaram variantes de
expressdo qualitativas ( auséncia e presenca) mpog Sham e 6-OHDA. Para a
analise dos transcritos variantes foram consideramo transcritos com valores de

expressao (FPKM relativo) inferiores a 0,25 e siopes a 4,0.
4.6.2 Alinhamento multiplo de sequéncias

As isoformas consideradas com diferenca de exmrepsé FPKM relativo
foram analisadas a nivel proteico e transcricioAal.sequéncias foram obtidas pelo

GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbankEm seguida, foram analisadas as

similaridades entres as isoformas através do atiehto de multiplas de sequéncias
usando a ferramenta Clustal Omega (http://www.ehildTools/msa/clustalp/

4.6.3 Predicéo do peptideo sinal

As sequéncias de aminoacidos das isoformas obpdis GenBank foram
submetidas a verificacdo da presenca de possigpt&dpos sinal através do programa
SignalP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SighalPETERSEN et al., 2011). Para a

andlise, foram utilizados os parametros originabmempregados pelo SignalP 4.1.
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5 RESULTADOS

5.1 Confirmacdo do parkinsonismo e verificacdo dauglidade e quantidade dos

RNAs extraidos do Corpo Estriado de Ratos

Os testes comportamentais pelos quais 0s animaiamfosubmetidos
apresentaram um padrdo aceitavel para a confirmdgdioducdo do parkinsonismo
[DADOS NAO MOSTRADOS-Obtidos de Souza, (2015)], sibgitando a anélise do

transcriptoma pelo método de inducéo por 6-OHDA.

Os dados obtidos por espectrofotometria e eleeetordos RNAs extraidos
revelaram qualidade nas amostras. A relacédey.8 (absorbancia Ac. nucleico/
proteina) apresentou AB>1,7, indicando qualidadebtancdo das amostras de acordo
com Sambrook; Russel (1989). Todos os RNAs analssado apresentaram sinais de
degradacéo (pela presenca das bandas ribossoma&sl188S) e auséncia de DNA
gendmico [DADOS NAO MOSTRADOS-Obtidos de Souza1&N.

5.2 Confirmacdo do Sequenciamento dos RNA pela Prioxa Geracdo de

Sequenciamento (NGS)

Todos osreads utilizados para as analises transcriptdmicasrasgnmte estudo,
apresentaram tamanho de 101 pb e qualiddmted igual ou superior a 33 [DADOS
NAO MOSTRADOS-Obtidos de Souza, (2015)].

5.3 Perfil de miRNA em animais parkinsonianos

Foram identificados 62 miRNAs com contagens diirks variadas entre o
grupo SHAM (controle negativo) e 6-OHDA (animal kiasoniano), dando indicios de
variacbes de expresséo. Destes, foram considefzlasanalise de FPKM relativo
apenas os MIRNAs que apresentaram diferencas ajivalg, a saber: Mirl249
(LOC020667), Mir3074 (LOC036530), Mir6314 (LOCOO®&}4 e Mir6326
(LOC025848) foram expressos apenas no grupo ShatitioAalmente, Mir6333
(LOCO014955) apresentou contagem de leituras exelosnte no grupo 6-OHDA
(TABELA 4).



TABELA 4: miRNA diferencialmente expressos nos @sisham e 6-OHDA

Sham 6-OHDA

GENE LOCUS (FPKM) (FPKM)
Mir1249 NC_005106.4:125853583-125893205 39.0975 0
Mir3074 NC_005116.4:507358-825930 122249 0
Mir6314 NC_005101.4:211650549-211690799 3.68028 0
Mir6326 NC_005109.4:62297473-62302280 81.9331 0

Mir6333 NC 005104.4:153808180-153844011 0 80.5462

Fonte: Autor

5.4 Andlise desplicing variantes e expressao relativa nos grupos Sham €¢1DA

Foram encontradas 96.970 isoformas com leiturasatgs nos grupos Sham e
6-OHDA. Destes transcritos variantes, foram andtisaos genes envolvidos no
processo neurodegenerativo, neuroprotetor, nelaoiatorio e envolvidos no processo
oxidativo (dados ndo mostrados). Para as andligemn considerados os transcritos

com valores de expressao (FPKM relativo) inferiar€s25 e superiores a 4,0.

Dentre os genes analisados, foram obtidos 12 maf®rpara o gene BDNF.
Destes, trés isoformas apresentaram diferenca peesséo por FPKM relativo. A
isoforma 1 (NM_001270630.1) e a isoforma 7 (NM_00d&35.1) aumentaram oS
niveis de expressao. Contudo, a isoforma 4 (NM_D0G22.1) teve niveis de
expressao reduzidos (TABELA 5).

Tabela 5: Andlise dasplicing variantes do gene BDNF, expressao relativa edisagouicées nos
grupos Sham e 6-OHDA

GENE TRANSCRITOS PROTEINAS FPKM
ALTERNATIVOS CODIFICADORAS relativo
NM_012513.4 NP_036645.2 0.627255688
NM_001270631.1 NP_001257560.1 0.549578998
NM_001270637.1 NP_001257566.1 =
BDNE NM_001270633.1 NP_001257562.1 0.817727753
NM_001270638.1 NP_001257567.1 1.306124099

XM_006234684.2 XP_006234746.1 =
NM_001270636.1 NP_001257565.1 =
NM_001270634.1 NP_001257563.1 =

XM_008762078.1 NP_008760300.1 -
Fonte: Valores de FPKM dados do Autor; Identificacdo dasgcritos dados do NCBI.
Legenda: Os transcritos com diferenca de expresséo: Veonatienor valor de expressédo por FPKM
relativo; Azul- aumento de expressédo por FPKM nadat

5.5 Alinhamento das sequéncias de aminoacidos e gigo do peptideo sinal
Dos trés transcritos com diferenca de FPKM retapara o gene BDNF, dois
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codificam a mesma proteina. A isoforma 4 (NM_0@B3R2.1) e 7
(NM_001270635.1), apesar de transcricionalmentensexxpressos a niveis diferentes
no modelo parkinsoniano induzidos por 6-OHDA, pessua mesma sequéncia de
aminoacidos, portanto, codificam a mesma protefidicionalmente, a isoforma 1
(NM_001270630.1) codifica uma proteina maior quelesais transcritos analisados,

diferindo especificamente na regiao N-terminal (iFéd.).

Por conseguinte, as sequéncias de aminoacidos faratisadas quanto a
presenca de peptideo sinal. As isoformas 4 e 7upospredicdo positiva de peptideo
sinal, assinalando que tais proteinas sao trardscdos seu lugar de sintese no
citoplasma. Em detrimento, a isoforma 1 possuerdigiie negativa de peptideo sinal,
indicando a permanéncia desta proteina no citoplagnfigura 2 detalha os valores
referentes ao peptideo sinal.
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Figura 1-Alinhamento dos aminoéacidos referente as isoforheaBDNF

isoformal MSDPSAWRWLSSGCPPLPPRRGAPAGWLSHGPHCARDSPAWRRKPPGAARHLRLAGFDET
isoformag -
isoforma7 @ -
isoformal GFPQLATAALGQTRKRTGPRAGRRDQERDNNVIPLPGIRELCVDPEFHQVRRVMIILFLT
isoformm4 —rrrr-r—mm—m—m——————————————————————————— MTILFLT
isoforma7 2 -----—-—---——————————————————————————— MIILFLT

ok k ok ok k
isoformal MVISYFGCMKAAPMKEANVHGQGNLAYPAVRTHGTLESVNGPRAGSRGLTTTSLADTFEH
isoforma4 MVISYFGCMKAAPMKEANVHGQGNLAYPAVRTHGTLESVNGPRAGSRGLTITTSLADTFEH
isoforma?7 MVISYFGCMKAAPMKEANVHGQGNLAYPAVRTHGTLESVNGPRAGSRGLTITTSLADTFEH

e e e e e e e e e e e e e g e e e e e o e e ke e sk e o e e ke e ok e ok e o g o ok e ok ke o ke o ok e ok e ok e o ok o e ke e ke ek

isoformal VIEELLDEDQKVRPNEENHKDADLYTSRVMLSSQVPLEPPLLFLLEEYKNYLDAANMSMR
isoforma4d VIEELLDEDQKVRPNEENHKDADLYTSRVMLSSQVPLEPPLLFLLEEYKNYLDAANMSMR
isoforma7 VIEELLDEDQKVRPNEENHKDADLYTSRVMLSSQVPLEPPLLFLLEEYKNYLDAANMSMR

2 R R R R R S T S IS T I T I I I I I I IIIIIIY
isoformal VRRHSDPARRGELSVCDSISEWVIAADKKTAVDMSGGTVIVLEKVPVSKGQLKQYFYETK
isoformad VRRHSDPARRGELSVCDSISEWVIAADKKTAVDMSGGTIVIVLEKVPVSKGQLKQYFYETK
isoforma7 VRRHSDPARRGELSVCDSISEWVIAADKKTAVDMSGGIVIVLEKVPVSKGQLKQYFYETK

e e e e e e e e e e e e e e e e e e e sk e e e e o ke e e e e e o ke ke e e e o e ke e e e e e o e e e e o o o e e e e e e

isoformal CNEMGYTKEGCRGIDKRHWNSQCRTTQSYVRALTMDSKKRIGWRFIRIDISCVCILTIKR

isoforma4d CNEMGYTKEGCRGIDKRHWNSQCRTTQSYVRALTMDSKKRIGWRFIRIDISCVCILTIKR

isoforma?7 CNEMGYTKEGCRGIDKRHWNSQCRTTQSYVRALTMDSKKRIGWRFIRIDISCVCILTIKR
R R R R R R

isoformal GR

isoforma4 GR

isoforma?7 GR

* %

Fonte: Autor. Sequéncias dos aminoaci- NCBI.

Legenda: As sequéncias dos aminodcidos foram alinhadas asandilinhamento de miiplas
sequéncias da Clustal Omega (1.2.1). Os transcaliéo8DNF: isoforma 4 (NM_001270632.1) ¢
(NM_001270635.1) codificam a mesma proteina, entrapartida a isoforma 1 (NM_00127063C
possui sequéncia Merminal diferente (destacado em vermelhortanto, codifica uma proteina diferel
das demais isoformas analisa
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Figura 2- Predicéo do peptideo sinal de isoforneagethe BDNF

|E| 1.0 g:‘:ig'rz | Mensuragdo Posigdo Valor
Y-score
08 | 1 Max.C 23 0.124
g 0.6 F 1 Max¥Y 23 0.141
= I——S———————
8 04 1 Max.S 3 0.280
w
0.2 R {1 Médias 1-22 0.160
oo T paarrrersms
MEDPSAWHW L SSGE PP LPPARGA PAGY LEHGPHC ARD SPAWARKPPGAARH LA LAGED ET GE POLAT AA L

) 10 20 30 40 50 50 70
POSICAO
10 L ' g_igg — Mensuragdo  Posigio Valor
Y-score
o8 | Nz, {1 méxc 19 0.650
06t 1 Max.Y 19 0.721
=
S o4 il 1 Méx.s 1 0.862
w V
=% i : ‘ o T s 1 Médias 118 0.787
s
ME TLFLT MY ISYFOGQUMEAAPMEEANVHGOGN LAY PAVAT HGT LESYNGPRAGSERGLTTTSLAOT FEAY | H prESEnga de peptideo Sinal
Q 10 20 20 40 50 a0 T0
POSICAO

Fonte: Autor

Legenda: As sequéncias dos aminoacidos de trés isoformagde BDNF foram analisadas quanto a
presenca de peptideo sinal pela ferramenta SighalfDs dados sao representados em forma de geéfico
tabela, ambos referem-se ao aminoacido com pregicgeptideo sinal. Os valores de C atribuem a
provavel existéncia de sitio de clivagem de peptisleal; em S sé@o os valores para indicar se @ste a
estaria dentro do peptideo sinal e, os valores defefem-se a compilacdo dos valores de C e S.tQuan
mais proximos forem os valores de 1 para C e Spmaaprobabilidade do aa ser o peptideo sinal. (A)
isoforma 1 (NM_001270630.1). (B) isoforma 4 (NM_QG@0632.1) e 7 (NM_001270635.1).
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5.6 Alinhamento das sequéncias de nucleotideos e abse das regibes néo
codificadoras (5'e 3UTR)

A diferenca de FPKM relativo nos transcritos de Bbiho foram esclarecidos
analisando as sequéncias de aminoacidos. Contwumloanalise da sequéncia de
nucleotideos, percebeu-se diferencas nas regid@sTR5’ das isoformas 1
(NM_001270630.1), 4 (NM_001270632.1) e 7 (NM_00163%11). Foi percebido que
quanto maior for a regido 5’UTR menor serd o ndelexpressdo por FPKM relativo
desta isoforma nos transcritos de BDNF analisadiggi(a 3). Tais dados sugerem que
essas regibes podem regular a expressdo dos geamedSsada interacdo com outras
moléculas, a titulo de exemplo os miRNAs.

Figura 3- Alinhamento dos nucleotideos referente@ermas de BDNF

igoformad GCTTTGECAAN GOCATCCOGCACGTEGACARA R CGT AAGEARL GTGEAL G
igoforma7 =000z 0 @mmmmmmmmmm
igoformsl 422000’ @ ——_——_—m—_—_————————————eeee e
igcformad AT CT ARG AR T A T A T RO CACT TR TTAGRGER TATTTT TTTARCCTTITTICCTIC
isoforma?7 @020 0 —————————————
igeformal @ 0o CCARATCGRRAGCTCARCCGRAGRECTALRATA AT GTCT GROCC
igoformad CTECT EoECCEEETET CT AT C OO A A GAGTCCATTCAGC MO CTTEGACRER 0T
igoforma7? @0 0 ——————————m e e ———————————
igcformal CRGTGCCTEEC GCTEECTEAGC TCTEEETEOCCGCCGCT GO GOECOEEEECEC AT
igcformad AECGGATTTET COGRGETEETAGTACTT CATCCAGETAT TCTTTT CCTCGC TETCRARGCC
izcforma? @20 ———————— ACCTCTCCATCRCCCTCACGATTC TOGCTGGATRETTCT
igoformal CECTGECTEEC TET O CLCGET COCCAT TECECCCEEEACTCCCC GECT TG GLEAE LN
igoformad A GET T C GO CT TR R N GOGTCT TTTCCGRAGET T OGO TC ACACTGRGAT G GGG
igoforma’ TTATGTITITGECTI AT TTIITGT TITIIGTITGTITITGEI T TITITITITITIALTTITTTLC
igoformal MO CTEEEE OO OO C A CT OGO CT R AGECTT TEAT GAGRCCGEETTICCCTCR
igoformad T A L L CT A G AT TT TG A GO AT T TEEAE MECCAEOCCCAETTTEET COC
igoforma’ COCTTICIATT TT OO T OO AL ETT OO TCTEECTTGEAGEECTCCTECTTICT
igoformal ECT G OO G CT T TTEEEE CA ARG A N CEC A GEEECC CAGEEC AEEECECLE
igcformad CTCAT TGRGCT CeCT G AL T TGO T TCC TAG GG TETAG GO TGERA A TAGRC TCTTGECRE
igoforma’ CAL G AL CEE RGO ECTEACACTECGCTOCAC TCCCT GOCGEECTGEAT GCTTCATTE
igoformal GELCC AGEAECGTGRC AL R AT GTGACT CCAC TG OCGEEEATCOG ARG T TTETGT GGA
igcformad GCTCCEETTCC MO CAG GT ARG R TGAT GRAC CATCCT TTTCC TTACTATGETTATTTC
igcforma’ RGO AGTTCC RO ARG T EACA RCRETEAT GRAC CATCCT TTTCC TTACTATGETIATTITC
igoformal COCTGRAGTTCC MOCRAGGTEAGA MGG TG ATGRACCATCCT TTTCCT TACTAT GGTTATTTC

A AR R AR AT A A AT R AT TRAEEA T I AT A AT T AT T T dd

Fonte: Autor. Sequéncias dos nucleotideos- NCBI

LegendaFragmento da sequéncia de nucleotideos do geneFBBNformas 1 (NM_001270630.1), 4
(NM_001270632.1) e 7 (NM_001270635.1). Os nuclemtsd(ATG) marcados em vermelho indicam o
inicio da regido codificadora para o seu resped@®@MAm (AUG) e consequentemente, as diferencas da
regido 5’'UTR para os trés transcritos.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo investigou mecanismos moleculagolvidos na
etiopatologia do parkinsonismo em modelo animaluzmdb pela neurotoxina, 6-
OHDA. Dentre os principais achados obtidos, sugergela primeira vez na literatura,
o envolvimento de miRNAs no mecanismo de neurodEgedo dopaminégica no
referido modelo de estudo. Além de propor padréesexpressao diferenciada em

variantes transcricionais de genes envolvidos cmoesso degenerativo.

Estudos com miRNAs tém demonstrado que estes tamti@s varios processos
biolégicos e estdo envolvidos em varias doencasolfgicas, tais como: isquémia
(LUSARDI et al., 2010), doenca de Alzheimer (NELS@Nal., 2010) e a doenca de
Parkinson (PACKER et al., 2008), bem como na rdapasterapia de electrochoque
(EACKER et al., 2011). Contudo, ainda sdo escasgagnacoes na literatura sobre
determinados miRNAs, principalmente ao que se eededoencas neuroldgicas e suas
fungcBes biologicas. Por este motivo, no presenédatho, buscou-se investigar

alteracOes transcricionais em miRNAs.

Dentre os miRNAs com expressao alterada, foi ileatio o miRNA conhecido
por Mir3074. Chiang e colaboradores (2010), emdestcom mapeamento de miRNAs
em mamiferos, agrupou o MirA3074 como um dos cimoeos miRNA mapeados para
a cadeia antisense de miRNAs. Apesar do mapeamelativamente recente, este
mMiRNA ja foi observado em situacdes diversas, &rsata modulacdo da termogénese
(THIBONNIER, 2015), dor neuropatica provocada pasbetes mellitogGONG et al,
2015), carcinoma hepatocelular (NEGRINI et al., DOIRecentemente, Cordero e
coloboradores (2015) sugeriram que a expressagieatd@e Mir3074 pode estar
implicada na progressdo do céancer. Os resultadapogios por Cordero e
colaboradores, associados aos observados no gestatio, sugerem que a expressao
de miRNA3074 pode estar relacionado com a inibigacapoptoética. Estes resultados
podem, portanto, justificar a auséncia de exprededniRNA3074 no grupo usando 6-

OHDA como precursor do processo heurodegenerativo.

Outro miRNA identificado com expressdo apenas nap@rcontrole foi o
Mirl249. A analise transcriptomica de Mirl249 reiela auséncia de expressdo no
grupo com 6-OHDA. Contudo, a literatura aponta esiffNA envolvido no processo

de regulamentacdo da DP (LI et al.,, 3013) e retaclo também no processo
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inflamatorio, em modelo de estudo de doenca hep@iit)RAKAMI et al., 2012). De
acordo com Li e colaboradores (2013), o fator nedfico derivado de uma linha de
células da gliaGDNF) modula a expresséo diferencial de 143 miRNA eales os
MiRNA1249. As analises por gRT-PCR e ensaios deoaitanjos de cDNA em
células MN9D submetidas a 6-OHDA e ao tratamenta GDNF. De acordo com o
autor, a mudanca de expressao permitiu a regulag@&ntde diversos processos
biolégicos, tais como transduc¢éo de sinal a niagiscricional. Estes achados estdo em
desacordo com os obtidos no presente estudo, anttretalguns fatores podem ter
ocasionado estas diferencas, dentre eles a metpaalplicada no modelo de DP, como

concentracdo da toxina aplicada, o periodo desandb estudo.

Alguns dos genes referentes aos miRNAs encontraelese estudo séo citados
pela primeira vez na literatura (Mir6314, Mir6338)m destes, foi percebido niveis de
expressao diferenciados nos grupos estudados (8H&@HDA) ambos relacionados
ao processo degenerativo mediado por vias apopsoticvias inflamatérias (dados nao

mostrados).

Além dos miRNAs, outro ambito de andlise de exgresgenica envolvendo
desordens neurodegenerativas que tem ganhado despah andalise de isoformas
transcricionais owsplicings alternativos (BEYER et al., 2012). As diferencasr@ os
dominios de isoformas ndo s6 déo origem a variagdmesionais, mas também
alteraram as sequéncias de aminoacidos primarld® (&t al., 2004). Adicionalmente,
muitos dos mecanismos de regulacdo da traducad@sdgssteinas sdo providos de
variantes transcricionais reguladas por miRNAs (lRAR/A et al., 2014). Uma area
importante do uso da investigacao gicings alternativos € em estudos envolvendo
patologias (LUO et al., 2004).

Dentre os genes envolvidos diretamente no procdssdesenvolvimeto dos
sintomas parkinsonianos, destacam-se o0s genes velosl na neuroinflamagéo,
oxidacdo e neuroprotecdo. Neste, o Fator Neurotrddierivado do Cérebro (BDNF)
que € um dos genes melhor caracterizado, estavishvala funcdo de sobrevivéncia,
diferenciacéo celular e com capacidade de reviséo neuronal associada a diversas

doencas neurodegenerativas e desordens psiqusaBICELCKLEY et al., 2011).

Além do controle de transcricado exercido pelos mtomes distintos que compde

as variantes transcricionais, a expressdo do BDble psofrer um processamento
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externo e gerar regides 3’ e 5’UTR de tamanhosdas. Allen e colaboradores (2013)
demonstraram que RNAs com regides distintas de R'UEBgulam de forma
diferenciada a sintese proteica de BDNF no céreNesse estudo, foi relatado que uma
proteina de ligacdo a RNA neural, HuD, interage cegides 3'UTR do gene BDNF.
Essa interacdo é necessaria e suficiente paraahiligsicdo seletiva do RNAmM de
BDNF mais precisamente em regides 3'UTR longass Tatos foram verificados em
estudosn vitro e in vivo. Resultados complementares desenvolvidos pelasesuém
estudo com cultura de células identificam que HeQula a expressdo de BDNF,

aumentando sua expressao através da interacacegdinrg 3'UTR longas.

Estudos adicionais revisados por Karpova e colaooes (2014) propdéem que
as variantes transcricionais 5 e 3'UTR sao fernatae celulares complexas em
resposta temporal e espacial de transcritos de BDIgHiteratura, uns dos reguladores
de transcricdo mensurados como capazes de intecagiregides nao codificadoras sao
os miRNAs, particularmente no gene BDNF a interagésses pequenos RNAs nao
codificadores € comumente atribuida as regides BR'(MELLIOS et al., 2008; GAO et
al., 2015; VARENDI et al., 2015). Contudo, estuddgionais tém sugerido que apesar
da regidao 3'UTR ter alta prevaléncia de sitios l&guios, a interacdo de miRNAs a
regides 5’UTR (MORETTI et al., 2010; ZHOU et alQ12), regibes codificadoras
(CDS) (ZHOU et al., 2014) e @pen reading framefORFs) (MORETTI et al., 2010)
podem assemelhar-se ao processo de regulacdo g&muoado pela 3'UTR. Desta
forma, € plausivel a atribuicdo de que a diferatecaxpressao das isoformas de BDNF

analisadas no presente estudo possam ser regpladsisas diferentes regides 5’'UTR.

Neste trabalho, foram obtidos achados inovadores &®a de
neurotranscriptomica em modelo parkinsoniameivo induzido por 6-OHDA. Dentre
eles, a identificacdo de miRNAs citados pela pniengez na literatura, miRNA6333 e
MiRNA6314, ambos alterados no grupo 6-OHDA; a meatsio de funcionalidade do
MiRNA3074 com a inibicdo via apoptatica a partirddelos complementares obtidos da
literatura e a atribuicdo da diferenca de expreskd® isoformas do gene BDNF

relacionadas com suas respectivas regioes 5’'UTR.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo, foi identificado alteracéesmiveis de miRNA e nos perfis
de splicing alternativo de genes com relevancia neuronal memas pelo 6-OHDA.
Dentre os principais achados, sugere-se, pela pamez na literatura, o envolvimento
dos miRNAs, Mir6314 e Mir6333, no mecanismo de odageneracgao.
Adicionalmente, foi verificado variantes transasitais do gene BDNF e o nivel de
expressao destas. Percebeu-se que independenteddbopproteico resultante, o nivel
de expressao transcricional pode variar e um dosefa que contribuem para a essa
diferenca de nivel transcricional sdo as regioes audlificadoras, mais precisamente,
nesse estudo, € atribuido a regido 5UTR, e amapbes que miRNAs podem

influenciar nessa regiao.
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