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RESUMO

A descoberta de moléculas com expressao alterada no sangue periférico de pacientes
diagnosticados com distarbios neurodegenerativos € um tema relevante na neurologia, tanto
para fins diagndsticos quanto para o progndstico clinico. Esse conceito se aplica ao Transtorno
Comportamental do Sono REM isolado definido clinicamente (TCSREMI), um distarbio
caracterizado pela perda da atonia muscular durante o sono, levando a encenagédo de sonhos, o
que pode evoluir para outras neuropatologias. A caracterizagdo de moléculas com expressao
aberrante contribuird para a melhor compreensdo dessa doenca, além de auxiliar na
identificacdo de individuos com risco de conversdo fenotipica de TCSREMi para
sinucleinopatias, como a Doenca de Parkinson, a deméncia por corpos de Lewy e a atrofia de

multiplos sistemas.

Entre os possiveis biomarcadores sanguineos do TCSREMI, destacam-se 0s
microRNAs, que sdo RNAs ndo codificantes que regulam o contedo de RNAs mensageiros
em nivel pds-transcricional. Contudo, a deteccao precisa de microRNAs, especialmente os de
baixa abundéncia, requer ensaios cientificos cuidadosamente padronizados para purificar os

RNAs de outros constituintes do soro e para quantificar os alvos de interesse por RT-qPCR.

O presente estudo comparou duas metodologias de purificacdo de RNAs e duas
metodologias de RT-gPCR voltadas a quantificagdo de microRNAs relevantes na neurobiologia
e em exames moleculares do TCSREMI, definido clinicamente: miR-7 e miR-19b. Foram
utilizados dois grupos experimentais: individuos diagnosticados com TCSREMIi e individuos
controles saudaveis. Inicialmente, verificou-se que a purificagdo de RNAs pela metodologia
que utiliza tiocianato de guanidina (Kit miRNeasy Serum Plasma Advanced, Qiagen, método
1) apresenta rendimento significativamente superior a metodologia convencional que utiliza
separacao de fases aquosa e organica por fenol-cloroférmio (miRNeasy Serum Plasma, Qiagen,
método 2). Os métodos de purificacdo 1 e 2 renderam, respectivamente, 1,46 ng/uL e 0,75
ng/uL (P < 0,05) no grupo com TCSREM.i.

Quanto as metodologias de RT-gPCR, ambas utilizaram o sistema TagMan e foram
executadas com kits comerciais (Applied Biosystems), sendo as reacdes calibradas pelo controle
enddgeno miR-21 e pelo controle exdgeno spike-in miR-39 de C. elegans. Foram comparados

dois sistemas de RT-gPCR: o método denominado tradicional, que utiliza transcricao reversa



alvo-especifica, e 0 método que realiza uma pré-amplificacdo dos transcritos de RNA,
denominado sistema Advanced, conforme a nomenclatura do kit comercial. O sistema
Advanced apresentou resultados superiores para miR-7, com valores de Ct (Threshold cycle)
abaixo de 30, enquanto no sistema tradicional os valores de Ct ficaram proximos de 35, valor
considerado limitante para a precisdo do gPCR. As expressdes de miR-7 e miR-19b foram
significativamente maiores no grupo TCSREMi em comparacéo ao grupo controle, com valores
de acurécia (area sob a curva, AUC) de AUC = 0,93 (P =0,0176) e AUC = 0,89 (P = 0,025),
respectivamente, conforme determinado pela metodologia da curva ROC (Receiver Operating
Characteristics). A analise combinada de miR-7 e miR-19b, como assinatura de microRNAs,

também mostrou acuracia satisfatoria (AUC = 0,86, P = 0,0374).

Em conclusdo, nosso estudo demonstrou que € crucial e vidvel aprimorar as etapas de
purificacdo e RT-qPCR para melhorar a qualidade da quantificacdo de microRNAs no soro de
individuos com TCSREMi. A metodologia de purificacdo com tiocianato de guanidina
apresentou rendimento superior na extragdo de RNAs presentes no soro, assim como o sistema
de amplificagdo 'Advanced’ permitiu a obtencdo de Ct adequados, especialmente para
microRNAs menos abundantes, como o0 miR-7. Os dois alvos estudados, miR-7 e miR-19b,
isoladamente ou em conjunto, calibrados por miR-21 e cel-miR-39, demonstraram expressao
diferenciada de microRNAs em individuos com TCSREMi em comparagdo aos individuos
controle. Testes subsequentes em uma nova coorte, com maior nimero de individuos, devem
ser conduzidos para validar essa assinatura promissora de microRNAs, com o objetivo de
identificar individuos com expressao diferenciada de microRNAs no TCSREMi. Além disso,
esses novos testes também irdo avaliar se miR-7 e miR-19b podem servir como biomarcadores
precisos para a fenoconversdo de TCSREMI em distdrbios neurodegenerativos, como a Doenga

de Parkinson, a deméncia por corpos de Lewy e a Atrofia de maltiplos sistemas.

Palavras-chave: Transtorno comportamental do sono REM (TCSREMI), Doenga de
Parkinson, microRNA, biomarcador, RT-qPCR, miR-7, miR-19b.



ABSTRACT

The discovery of molecules with altered expression in the peripheral blood of patients
diagnosed with neurodegenerative disorders is a relevant topic in neurology, both for diagnostic
and clinical prognostic purposes. This concept applies to clinically defined Isolated REM Sleep
Behavior Disorder (iRBD), a disorder characterized by the loss of muscle atonia during sleep,
leading to dream enactment, which can progress to other neuropathologies. Characterizing
molecules with aberrant expression will contribute to a better understanding of this disease, as
well as assist in identifying individuals at risk of phenotypic conversion from iRBD to
synucleinopathies, such as Parkinson's disease, dementia with Lewy bodies, and multiple

system atrophy.

Among the possible blood biomarkers for iRBD, microRNAs stand out. These are non-
coding RNAs that regulate the content of messenger RNAs at the post-transcriptional level.
However, the accurate detection of microRNAs, especially those with low abundance, requires
carefully standardized scientific assays to purify the RNAs from other serum components and
to quantify the target molecules using RT-gPCR.

This study compared two RNA purification methodologies and two RT-gPCR
methodologies aimed at quantifying microRNAs relevant to neurobiology and molecular
testing of iRBD, clinically defined: miR-7 and miR-19b. Two experimental groups were used:
individuals diagnosed with iRBD and healthy control individuals. Initially, it was found that
RNA purification using the methodology that employs guanidine thiocyanate (miRNeasy
Serum Plasma Advanced Kit, Qiagen, method 1) provided a significantly higher yield compared
to the conventional method that uses phase separation with phenol-chloroform (miRNeasy
Serum Plasma, Qiagen, method 2). The purification methods 1 and 2 yielded 1.46 ng/uL and
0.75 ng/pL (P < 0.05), respectively, in the iRBD group.

Regarding the RT-gPCR methodologies, both used the TagMan system and were
performed with commercial Kits (Applied Biosystems), with reactions calibrated by the
endogenous control miR-21 and the exogenous spike-in control miR-39 from C. elegans. Two
RT-gPCR systems were compared: the so-called traditional method, which uses target-specific

reverse transcription, and the method that performs pre-amplification of RNA transcripts,
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referred to as the Advanced system, as per the commercial kit nomenclature. The Advanced
system showed superior results for miR-7, with Ct (Threshold cycle) values below 30, while
the traditional system showed Ct values close to 35, which is considered a limiting value for
gPCR precision. The expressions of miR-7 and miR-19b were significantly higher in the iRBD
group compared to the control group, with accuracy values (area under the curve, AUC) of
AUC =0.93 (P =0.0176) and AUC = 0.89 (P = 0.025), respectively, as determined by the ROC
curve methodology (Receiver Operating Characteristics). The combined analysis of miR-7 and
miR-19b as a microRNA signature also showed satisfactory accuracy (AUC = 0.86, P =
0.0374).

In conclusion, our study demonstrated that it is crucial and feasible to enhance the
purification and RT-qPCR steps to improve the quality of microRNA quantification in the
serum of individuals with iRBD. The guanidine thiocyanate purification methodology provided
a higher yield of RNAs present in the serum, and the 'Advanced' amplification system allowed
for the acquisition of appropriate Ct values, especially for less abundant microRNAs like miR-
7. The two targets studied, miR-7 and miR-19b, either separately or together, calibrated by miR-
21 and cel-miR-39, demonstrated differentiated microRNA expression in individuals with
iRBD compared to control individuals. Subsequent testing in a new cohort with a larger number
of individuals should be conducted to validate this promising microRNA signature, aiming to
identify individuals with differentiated microRNA expression in iRBD. Furthermore, these new
tests will also evaluate whether miR-7 and miR-19b can serve as precise biomarkers for the
phenoconversion of IRBD into neurodegenerative disorders, such as Parkinson's disease,

dementia with Lewy bodies, and multiple system atrophy.

Keywords: Clinically isolated REM Sleep behavior disorder, Parkinson’s disease, microRNA,
biomarker, RT-qgPCR, miR-7, miR-19b.
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1. INTRODUCAO

O envelhecimento populacional observado na populagédo humana, de maneira geral, cria um
novo paradoxo na Saude Publica: como garantir a qualidade de vida dos individuos a medida
que o tempo de vida desses mesmos individuos se alonga (1). O cenario global mostra que, de
forma concomitante ao aumento da expectativa de vida, ha um aumento nos quadros
patolégicos cronicos relacionados a idade avancgada, fato que gera grande interesse no estudo

dessas patologias (2).

O estudo global denominado "Carga Global de Doenca" (em inglés, "Global Burden of
Disease") identificou que as doencgas neuroldgicas sdo a maior causa de deficiéncias, sendo que
os casos de Doenca de Parkinson (DP), em particular, ttm aumentado de forma constante

mundialmente (3).

A Doenca de Parkinson ¢ a segunda condi¢do neurodegenerativa mais comum no mundo, 0
que desperta notorio interesse em seu estudo (4). Trata-se de uma patologia complexa e com
diagndstico desafiador por diversos fatores, como a sobreposicdo de sintomas com outras
doencas, além do tempo necessario para identificar os sinais classicos da doenca (5). A
formacéo e o acimulo das estruturas celulares denominadas Corpos de Lewy sdo elementos-
chave da patologia da Doenca de Parkinson (DP). Braak e colaboradores propuseram modelos
para a progressao da patologia, mas ainda ndo existe um modelo definitivo para sua evolugéo,
sendo que, nos ultimos anos, foram propostos modelos de propagagdo semelhantes aos dos

prions (6,7).

Em razdo desse longo tempo para alcancar um diagndstico, juntamente com a complexidade
dos sintomas e falta de um modelo definitivo para a progressdo patoldgica, existe um grande
interesse no estudo de biomarcadores para a DP, que poderiam tornar o diagnostico da doenca
mais objetivo e célere (8). Além disso, marcadores da fase prodromica da Doenga de Parkinson
(DP), que se estende por um longo periodo anterior aos sinais classicos da doenca, sdo uma
possivel via para investigacdo, tanto para formas de diagnostico quanto para o desenvolvimento

da doenca em si (5).

De forma convencional, podemos definir que a Doenca de Parkinson (DP) se manifesta

clinicamente quando diversos sintomas motores aparecem, em particular os tremores de
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repouso, rigidez e bradicinesia (4). Nesse estagio, a doenca j& avangou consideravelmente no
sistema nervoso do paciente, e cerca de 50% dos neur6nios localizados na regido da substancia
nigra ja foram perdidos. Portanto, estratégias terapéuticas poderiam ser mais eficazes se fossem
implementadas em um momento anterior ao dos sinais motores, durante a fase prodromal da

doenca (9).

Entre os diversos sintomas prodromais, que, portanto, precedem a Doenca de Parkinson
(DP) manifesta, estdo certos disturbios do sono. Tais parassonias aparecem como sinais que
normalmente se manifestam cerca de 10 anos antes da fenoconversdo em DP em proporc¢ao
significativa dos pacientes, como pode ser visto na figura 1. Portanto, constituem-se em

biomarcadores de fenoconversdo importantes (10).
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Figura 1. Linha temporal das manifestacfes da doenca de Parkinson e seus estagios clinicos (Hoehn & Yahr) e
patoldgicos (Braak) (11,12). A doenca comeca na fase pré-motora ou prodémica, nos estagios de Braak 1 e 2. Ela
passa pelo inicio de mudancas motoras muito sutis (Braak 3) até mudangas motoras manifestas (Braak 4) e também
ilustra o estagio avangado, quando hd um nivel mais alto de comprometimento funcional e cognitivo (assim como
problemas de marcha e equilibrio), que se correlacionam com os corpos de Lewy distribuidos difusamente no
cortex cerebral. Um foco particular é dado a fase pré-motora e ao distlirbio comportamental do sono REM,
intimamente relacionado a alfa-sinucleinopatia nos ndcleos pontinos, como o locus subcoeruleus (nicleo
sublaterodorsal), nicleos gigantocelulares, paragigantocelulares e nucleos do Rafe dorsal. Para simplificacéo,
colocamos os sinais motores da DP que possibilitam o diagnéstico clinico ligeiramente acima do inicio do Estagio
3 de Braak, quando os neurdnios dopaminérgicos na substancia negra (SN) comegam a ser afetados. Devemos
enfatizar que hd um longo periodo até que cerca de 50% dos neur6nios nigrais sejam perdidos. Além disso, o
Estagio 4 de Braak também esta implicado na fase inicial da disfuncdo motora (13). NR: nlcleos da rafe; MD:
ndcleo motor dorsal do nervo vago; A: amigdala; T: lobo temporal; C: cértex cingulado; SN: substancia negra; F:

cortex frontal. Reimpresso com permissao e adaptado da referéncia [*(10)"]
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No final da década de 1980, Carlos H. Schenck, apds anos atendendo diversos pacientes
com parassonias, descreveu a condi¢cdo chamada Transtorno Comportamental do Sono REM
isolado (TCSREMI), onde pacientes apresentavam comportamento onirico e perda de atonia
durante o0 sono REM (14). Apos aprofundar o estudo dessa parassonia, foi estabelecida uma
forte correlagéo entre ela e a Doenca de Parkinson (DP), gerando grande interesse em investigar

essa condigdo como um marcador prodromal da doenca de Parkinson (14,15).

Desde a descoberta da fase REM do sono, em 1953, por Aserinsky e Kleitman, sabemos
gue o sono é composto por duas fases distintas: 0 sono REM e o sono ndo-REM. Embora a
relacdo exata entre esses dois estagios ainda ndo seja completamente elucidada, assim como a
necessidade fisioldgica do sono e os motivos pelos quais ele precisa ser dividido nessas duas
fases, a descoberta das fases do sono abriu portas para a descri¢do das patologias relacionadas
aele (16,17).

O TCSREMI é caracterizado por alteracGes na fase REM do sono, mais especificamente
pela perda de atonia da musculatura esquelética durante o sono REM, levando ao
comportamento de encenagdo de sonhos e/ou pesadelos (18-20). Esse padrao diferenciado de
comportamento durante o sono REM foi inicialmente descrito por Jouvet em gatos com lesGes
cerebrais, em 1965 (21,22). Posteriormente, em humanos, autores descreveram condi¢do
semelhante em pacientes em abstinéncia alcoolica, usando o termo “Estagio I-REM com

eletromiografia tonica” (23).

Além da associacdo com o parkinsonismo, o grupo de Schenck estabeleceu a relagdo
desse transtorno com diversas outras doencas neuroldgicas, como a narcolepsia (14) e a atrofia
de mudltiplos sistemas (MSA) (24). A prevaléncia do TCSREMi em pacientes com DP é
relativamente alta, variando entre 15% e 40% nos estudos de triagem, e naqueles que utilizaram
polissonografia, a prevaléncia é ainda maior, de 50% (25). Tal achado corrobora a observagéo
de que existe uma grande associacao entre 0 TCSREMIi e doengas relacionadas ao deposito de
alfa-sinucleina, como DP, MSA e a deméncia por corpos de Lewy (DCL) (19,23,26).

Pacientes com associagdo entre DP e TCSREMi apresentam uma forma clinica mais
grave de DP (POSTUMA et al., 2008), sugerindo que o0 TCSREMI atua como um fator de risco
ou marcador para uma doenca com maior gravidade de sintomas motores (27). Observa-se,
ainda, uma maior prevaléncia de “freezing”, maior frequéncia de sintomas autonémicos, como

hipotensdo ortostatica, e ocorréncia mais precoce de deméncia em individuos com TCSREMi
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e DP. Assim, o TCSREMIi parece estar associado a um fenétipo da DP com maior gravidade de

sintomas motores e ndo motores.

Como ja foi dito anteriormente, distirbios do sono estdo entre os sinais presentes no
estagio prodrémico da DP, logo estudos que abordam a relacdo entre o TCSREMi e
sinucleinopatias sdo extremamente relevantes, uma vez que o primeiro pode fazer parte do
estagio prodrémico de doencas degenerativas; o prédromo de DP é considerado uma fase critica
para 0 uso de estratégias neuroprotetoras no futuro, o que seria fundamental para desacelerar a

evolucéo da doenga e assim melhorar a qualidade de vida dos pacientes (28,29).

J& existe um alto grau de degeneracdo no sistema nervoso central de pacientes que
apresentam os sinais clinicos da DP, portanto, o diagndstico precoce de DP pode ser um marco
importante para o teste de diversos farmacos no futuro, podendo diminuir vieses na
interpretacdo de resultados (30,31), além de ser importante para melhor orientagdo dos

pacientes quanto a terapias ndo farmacolégicas (ex.: exercicio fisico) (30-34).

Com o objetivo de auxiliar o estudo do estagio prodrémico de doencas degenerativas, 0
Laboratorio de Tecnologias para Terapia Génica tem desenvolvido métodos moleculares para
auxiliar o diagnostico dessas doencas. Os microRNAs (miRNAs) se mostraram candidatos
promissores como moléculas biomarcadoras ndo invasivas, pois sdo detectaveis no sangue
periférico e suas alteracdes podem refletir alteracdes fisiologicas e patologias em curso (35,36).

Portanto, sdo Uteis para os testes que relacionam essas patologias as suas alteracdes fisiologicas.

Os miRNAs, descritos inicialmente pelo grupo coordenado por Ambros et al. em 1993,
ganhador do prémio Nobel de Fisiologia e Medicina em 2024, sdo fragmentos pequenos de
RNA de fita dupla (18 a 24 pares de bases) que regulam a expressdo de RNAs mensageiros
(mRNA) via interferéncia de RNA (RNAI) (37). A atuacdo dessas moléculas nas células
depende de diversas proteinas acessorias, entre elas Drosha, DGCRS8, Dicer e Argonauta-2, que
participam do processo que leva 0 miRNA maduro a se ligar na regido 3’ UTR (Untranslated
Region) do mRNA alvo, processo que pode ser visto em mais detalhes na figura 2 (38). Os
miRNAs regulam a expressdao génica de centenas de alvos, e sua expressdo aberrante

desempenha um papel critico no desenvolvimento de patologias (39,40).
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Figura 2. Biogénese e mecanismo de atuacdo dos miRNAs. A sintese dos microRNAs primarios (pri-miRNA)
comega no nucleo celular, sendo mediada pela RNA polimerase Il. O pri-miRNA passa por um processamento no
nlcleo mediado pelo complexo Drosha/DGRS, resultando na formagdo dos pre-miRNAs. Em seguida, a proteina
exportina 5 transporta os pre-miRNAs para o citoplasma, onde eles sdo clivados pela Dicer, gerando os
microRNAs maduros (miRNA duplex). O complexo RISC se associa a0 miRNA duplex, removendo a fita sense
e orientando a fita guide para 0 RNA mensageiro alvo. Nesse estagio, 0 miRNA de fita simples se liga parcialmente
a regido 3-UTR do RNAm por meio de pontes de hidrogénio, o que resulta na diminuigdo da tradugdo ou
estabilidade do RNA mensageiro. Este processo é conhecido como silenciamento génico pds-transcricional
(Adaptado de Titze-de-Almeida et al., 2018) (41).
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Como estratégia para possibilitar o diagnéstico ou mesmo como elemento para
confirma-lo, a pesquisa de marcadores moleculares ndo invasivos é prioritaria dentro da
neurologia, com atencdo diferenciada de instituices como a Michael J. Fox Foundation. Em
associacao com manifestagdes do estagio prodrémico, como o TCSREMI, esses marcadores
sdo muito promissores. Um exemplo de projeto bem-sucedido utilizando essa estratégia é o

projeto PPMI “Parkinson Progression Marker Initiative” (https://www.michaeljfox.org/ppmi-

clinical-study).

Por haver diversos trabalhos que buscaram alvos e, posteriormente, validaram o0s
resultados por gPCR, especialmente oriundos dos grupos do Prof. Alex Iranzo e Rubén
Fernandez-Santiago, na Espanha, e do Prof. Epaminondas Doxakis, da Grécia, o presente
trabalho se concentrou em testar os alvos descobertos e ndo testados por gPCR dentro da
populacéo brasileira. Cabe ressaltar que, mesmo nesses estudos de descoberta de novos alvos,

0s autores optaram por incluir alvos ja descritos anteriormente em outros trabalhos (42-44).

O grupo localizado na Espanha realizou varios estudos sobre a relacdo dos miRNAs e
doencgas neurodegenerativas. Em 2014, Botta-Orfila e colaboradores analisaram um conjunto
de 377 miRNAs no sangue de 95 pacientes com doenca de Parkinson idiopatica, 30 pacientes
de Parkinson com uma mutagdo no LRRK2 e 95 controles sadios utilizando ferramentas
baseadas em gPCR, identificando 3 alvos expressos diferencialmente em pacientes com DP,
miR-29c, miR-19a e miR-19b. Esses miRNAs, em especial miR-19a e miR-19b, mostraram-se
associados a diversos alvos de interesse para 0 mecanismo da doenga, como mTOR e vias de
projecdo neural (45). Posteriormente, em 2015, Fernandez-Santiago e colaboradores
publicaram um trabalho que avaliou esses alvos em pacientes com TCSREMI antes e depois da
conversao para DP. Esses pacientes foram observados por um periodo de cerca de 10 anos e foi
verificado que a expressdo de miR-19b se encontrava alterada em pacientes apds a conversao
em uma sinucleinopatia, DP ou deméncia com corpos de Lewy, 0 que reiterou a importancia de
miR-19b como um alvo para estudo (46). O grupo continuou com estudos sobre a expressao
alterada de miRNAs em pacientes com TCSREMI, gerando em 2022 nova publicacdo que
identificou 12 alvos com expressao aberrante, incluindo miR-19b e o miR-29c, anteriormente
investigados e assim, obtiveram uma acurécia de 98% usando o método da curva ROC (44).
Esses diversos estudos do grupo elencaram o0 miR-19b como um importante alvo, e desta forma
foi selecionado para o presente estudo.

O grupo do professor Epaminondas Doxakis na Grécia, também produziu diversas

publicacdes associando miRNAs e a doenca de Parkinson com o objetivo de verificar seu


https://www.michaeljfox.org/ppmi-clinical-study
https://www.michaeljfox.org/ppmi-clinical-study

22

potencial uso como uma molécula biomarcadora. Em 2020 publicaram artigo explorando
“brain-enriched” miRNAs (miRNAs prevalentes no cérebro) como marcadores para disfuncdes
no sistema nervoso. O estudo incluiu 100 controles saudaveis, 99 portadores de DP idiopatica
e 53 portadores de DP relacionada a mutagcGes especificas, em amostras de plasma analisadas
por qPCR. Foram avaliados 20 miRNAs, nominalmente miR-7-5p, miR-22-3p, miR-124-3p,
miR-127-3p, miR-128-3p, miR-132-3p, miR-136-3p, MiR-139-5p, miR-153-3p, miR-154-5p,
miR-323a-3p, miR-330-5p, miR-338-3p, miR-382-5p, miR-409-3p, miR-410-3p, miR-431-3p,
miR-433-3p, miR-485-5p miR-495-3p. Foi determinado que um grupo de 5 miRNAs possuiam
uma boa sensibilidade para DP idiopéatica: miR-7-5p, miR-124-3p, miR-127-3p, miR-139-5p e
miR-431-3p (42). Em especial, destaco o miR-7-5p foi selecionado especificamente por ter
como alvo a alfa-sinucleina, molécula criticamente importante nos mecanismos subjacentes da
DP (47).

Com base nos achados desses grupos, assim como estudos desenvolvidos pelo proprio
grupo de pesquisa do Laboratério de Tecnologias para Terapia Génica da Universidade de
Brasilia, que executou o atual projeto, 0s miRNAs miR-7 e miR-19b foram escolhidos como

alvos.

Além disso, esses mMiRNAs tém grande relevancia para o presente estudo, tendo em vista
seu papel fisiolégico. O miR-7, como dito anteriormente, € um miRNA expresso de forma
abundante no cérebro, mas, além disso, também apresenta alta expressao no baco e no pancreas,
estando intrinsicamente ligado a processos celulares importantes. O microRNA miR-7 esta
envolvido nos processos de proliferacéo e crescimento celular, inflamagéao, além de ser descrito

como um importante supressor de tumores (48-50).

O outro alvo escolhido, miR-19b, por outro lado, é normalmente descrito como
oncogene. Quando expresso de forma aumentada, ele estd relacionado a processos
carcinogénicos e, atualmente, tem sido associado ao desenvolvimento precoce de doencas
neurodegenerativas, como a Doenca de Parkinson (DP) e a Doenca de Alzheimer. Outro
miRNA com grande potencial disruptivo em casos de expressao aberrante em tecidos (51-53)

Em sintese, a escolha deveu-se ao nimero de resultados publicados sobre o miR-19b e
sua associacdo com doencas neurodegenerativas e a associacdo entre o miR-7 e a alfa-
sinucleina, principal alvo de interesse na doenca de Parkinson, bem como ao estudo como

biomarcador acima descrito. Devido a falta de publicacdo na literatura cientifica associando o
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TCSREMi e miRNAs na populacdo brasileira, torna-se ainda mais relevante a realizagéo de

estudos sobre alvos ja descritos em novas populacées (54).

O presente trabalho, entretanto, foi apenas uma das linhas de pesquisa desenvolvidas,
utilizando a relacao entre elementos genéticos no sangue periférico e patologias. Em paralelo a
pesquisa desenvolvida em humanos, o teste diagndstico descrito na atual tese também foi
validado em outros modelos, nomeadamente na dissertacio de mestrado intitulada
'QUANTIFICAQAO DE MICRORNAS LIGADOS A EPILEPTOGENESE EM AMOSTRAS
BIOLOGICAS DE ANIMAIS EPILEPTICOS', da autora Leidiane Lima de Souza, e na tese de
doutorado intitulada 'DETECCAO E QUANTIFICACAO COMPARATIVA DE microRNAs
EM PLASMA E SORO DE GATOS DOMESTICOS COM DOENCA DOS RINS
POLICISTICOS', da autora Marcela Corréa Scalon (55).

Em ambos os trabalhos, a validagdo de um teste molecular usando elementos do sangue
periférico foi a base do estudo, gerando resultados inéditos para as espécies em estudo e

demonstrando a importancia da valida¢do metodol6gica desenvolvida na presente tese.

A expressdo aumentada de miR-7 e miR-19 em pacientes previamente diagnosticados
com TCSREMI isolado, definido clinicamente, indica uma possivel assinatura molecular que
caracteriza a doenca e poderia ser traduzida em avaliagGes de patologia clinica. No entanto,
nossos achados precisam ser validados em coortes independentes de individuos com

diagnostico confirmado da doenga.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar e comparar metodologias de purificagdo e quantificacdo de microRNAs

presentes no soro para desenvolver biomarcadores precisos, com base em miR-7 e miR-19b,

visando identificar expressdo diferenciada de miRNAs em individuos com Transtorno

Comportamental do Sono REM isolado, definido clinicamente (TCSREMi).

2.2. Objetivos especificos

a)

b)

d)

Comparar duas metodologias de purificacdo de RNAs e duas metodologias de RT-
gPCR para quantificacdo de microRNAs relevantes na neurobiologia e como
possivel biomarcador do Transtorno Comportamental do Sono REM isolado,
definido clinicamente (TCSREMI);

Analisar a expressdo de miR-7 e miR-19b em individuos diagnosticados com
TCSREMi isolado e em individuos saudaveis, visando identificar diferencas
estatisticamente significativas que possam contribuir para uma melhor
caracterizagéo da doenca;

Avaliar a capacidade dos microRNAs miR-7 e miR-19b, isoladamente ou em
conjunto, calibrados por miR-21 e cel-miR-39, de identificar expresséo diferenciada
em pacientes com TCSREMIi com uma acuracia acima de 85%, com potencial para
utilizacdo como biomarcadores no TCSREMi;

Propor a validagdo da assinatura promissora de miRNAS em uma nova coorte com
maior numero de individuos, visando confirmar a precisdo e eficacia dos
biomarcadores miR-7 e miR-19b como ferramenta para identificar expressdo
geneética diferenciada em pacientes com TCSREMi e na predicdo de possiveis

conversdes fenotipicas para outros distirbios neurodegenerativos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Individuos

Coortes de pacientes do Hospital Universitario de Brasilia — HUB, da Unidade do Sono de
Brasilia — USB, do Hospital Universitario Walter Cantidio, da Universidade Federal do Ceara
— UFC e do Projeto Probe-PD. Com o objetivo de avaliar o padrdo de expressao génica de
pacientes com diferentes fen6tipos, o presente projeto testou uma coorte de pacientes composta

por 3 grupos (G1 a G3) com as caracteristicas descritas nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Composicao dos grupos de pacientes e controle sadio.

Denominacao Fendtipo N Amostral
Gl TCSREMIi+/DP+ 4
G2 TCSREMi+/DP- 6
G3 Controle 6

Grupo G1: pacientes com TCSREMi e DP; Grupo G2: pacientes com TCSREMI, porém sem DP, possivelmente
parte deles na fase prodromal da DP; Grupo G3: controles sadios, pareados com as mesmas caracteristicas

demograficas e sem quaisquer disturbios neurolégicos

Tabela 2. Caracteristicas clinicas e demograficas dos participantes do estudo.

Denominacao do NUmero total de Distribuicdo de Idade média ao
Grupo individuos Género M/F doar a amostra
Gl 4 212 69,5, +1,5

G2 6 3/3 71, +6,29

G3 6 2/4 68,83, £ 5,93

Idade dos individuos é mostrada com a média seguida de desvio padréo.

3.2. Critérios de inclusdo e exclusdo

Para a definicdo de casos de DP, foram utilizados os critérios de diagnésticos do banco de
cérebros de Londres/Queen Square. Para casos de TCSREMI, foram utilizados os critérios
diagnosticos da Terceira Classificacdo Internacional da Academia Americana de Medicina do
Sono, incluindo avaliagdo video-polissonogréfica, sempre que possivel. Foram excluidos do
projeto pacientes que apresentarem sinais de outras doengas neurodegenerativas, tais como
Alzheimer, atrofia de multiplos sistemas, deméncia com corpos de Lewy, entre outras. A

ocorréncia de epilepsia, narcolepsia, e apneia obstrutiva do sono também serviu como critério
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de exclusdo. Pacientes com DP com deméncia, idade menor que 18 anos, gestacgéo,

claustrofobia, e individuos em uso de anticolinérgicos ou mirtazapina serdo excluidos.
3.3.Coleta de amostras

A coleta de sangue e separacao do soro foi realizada mediante parceria com os Laboratorios
Sabin em Brasilia e pelo préprio hospital universitario no caso das amostras coletadas na UFC.
Foram coletadas duas amostras de cada paciente em tubos préprios (VACUETTE® TUBE Z
Serum Separator Clot Activator; Greiner-Bio-One, Austria). Os tubos foram mantidos &
temperatura ambiente por 30 minutos, centrifugados (15009, 4°C, 10 min) para separagdo do
soro e armazenados a 80°C no Departamento de Pesquisa do Sabin ou em local proprio no
hospital universitario, até serem transportados para o Laboratorio de Tecnologias para Terapia
Génica, FAV-UnB. Uma vez no laboratorio, o soro foi entdo suavemente homogeneizado por
meio de pipetagem e transferido para microtubos de 2 mL para armazenamento em -80°C até

seu posterior uso.
3.4. Purificagdo de RNA de amostras de soro

O RNA total foi obtido das amostras de soro utilizando-se um dos seguintes kits comerciais,
miRNeasy Serum/Plasma (Qiagen) ou miRNeasy Serum/Plasma Advanced (Qiagen). Foi
também utilizado o oligonucleotideo miRNeasy Serum/Plasma Spike-In Control (Qiagen), uma
sequéncia de ribonucleotideos que imita 0 miRNA cel-miR-39-3p de C. elegans, exogena,
desenhada para normalizar reacdes de qPCR como controle positivo de extragdo, conforme
descrito pelo fabricante. O protocolo utilizado para cada um dos Kits comerciais esta detalhado

a sequir.
0] miRNeasy Serum/Plasma

Para utilizacdo desse kit alguns cuidados foram necessarios. Inicialmente, o material
permaneceu no maximo 6 horas refrigerado entre 2-8°C para uso durante o processo de
extracdao. Os tampdes foram homogeneizados antes do uso, verificando a presenca de qualquer
precipitacdo de sal. Qualquer reagente contendo hipoclorito de sodio foi evitado, uma vez que
o kit utiliza sais de guanidina, que sdo incompativeis com tal substancia. As amostras de soro
foram descongeladas, homogeneizadas via vortex e entdo levemente centrifugadas — spin —, de
forma a assentar toda a amostra na base dos microtubos antes do inicio do ensaio, para
prosseguir-se com a extracdo. Um volume de reagente de lise QIAzol, na quantidade de 5 vezes

0 volume da amostra, foi adicionado ao microtubo contendo a aliquota de amostra. A mistura
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foi agitada no vortex até ndo haver visivel separacdo de fases, para entdo ser incubada a
temperatura ambiente por 5 minutos, havendo formacdo de floculagdes. Um volume de
cloroformio igual aquele inicial de amostra foi entdo adicionado a mistura, que foi novamente
agitada no vortex por 15 segundos, adquirindo um aspecto rosa leitoso. Adicionalmente,
realizou-se periodo de incubacdo antes do proximo passo, 2 a 3 minutos a temperatura ambiente.
Os microtubos contendo a mistura foram entéo centrifugados a 4°C por 15 minutos a 12000 g.
Apos essa centrifugacdo, formaram-se 3 fases visiveis dentro dos microtubos, um sobrenadante
incolor, uma interfase viscosa branca, e um liquido de fundo rosa, rico em reagente de lise, a
fase fendlica ou organica. O sobrenadante incolor, denominado ‘fase aquosa’, foi
cuidadosamente removido do microtubo, deixando-se de pipetar pequeno volume de
sobrenadante (filete) para assim evitar a interfase viscosa. Essa fase aquosa foi transferida para
um novo microtubo. Segue-se a adicdo de etanol absoluto, na quantidade de 1,5 vezes o volume
da fase aquosa, sempre homogeneizando cuidadosamente a nova mistura. A mistura de etanol
e sobrenadante foi entdo pipetada na coluna do kit, no maximo 700 pL por vez, seguindo-se a
centrifugagcdo a 8000 g por 15 segundos. O RNA ficou retido na coluna e o filtrado foi
descartado. Se houver volume superior a 700 pL, repete-se essa etapa de pipetagem e
centrifugacdo. A seguir foram feitas etapas de lavagem das colunas. Cada coluna foi lavada um
total de 3 vezes, uma vez utilizando-se 700 pL de tampdo RWT, uma vez com 500 pL de
tampdo RPE e um ultima vez com 500 pL de etanol 80%. Apds cada etapa de lavagem, foi feita
centrifugacdo a 8000 g por 15 segundos e descarte dos filtrados. Apds as lavagens, as colunas
foram secas mediante centrifugacdo na velocidade méxima de centrifuga, por 5 minutos.
Finalmente, foi feita adicdo de 14 puL com &gua pura livre de ribonucleases, no centro da
membrana da coluna, e posterior centrifugacdo na velocidade maxima por 1 minuto, para
eluicdo do RNA ligado a coluna. Como o ‘volume morto’ da coluna é de 2 pL, 12 pL. de amostra
extraida serdo obtidos para utilizacdo. O material foi armazenado a -80°C até ser utilizado nos
ensaios posteriores. O procedimento esta esquematizado na Figura 1 do Anexo 1, conforme

manual de uso do fabricante.
(i)  miRNeasy Serum/Plasma Advanced

Para utilizagdo desse kit comercial, foram observados os mesmos cuidados descritos para o
kit miRNeasy Serum/Plasma. A grande vantagem desse kit em relagdo ao anterior € que ndo
sdo utilizados nem cloroférmio nem fenol para extragdo, tornando-o mais seguro para 0 Usuario
e evitando-se a potencial interferéncia desses componentes nas reacGes de qPCR. Apds

aliquotar as amostras de soro em microtubos préoprios para uso, 60 pL de tampdo RPL foram
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adicionados a amostra. A mistura foi homogeneizada usando-se vortex por 5 segundos,
posteriormente sendo incubadas a temperatura ambiente por 3 minutos. Apos a incubacéo, 20
uL de tampédo RPP foram adicionados a mistura, que foi homogeneizada vigorosamente por 20
segundos com vortex, seguido por nova incubacdo de 3 minutos a temperatura ambiente. A
mistura foi centrifugada a 12000 g por 3 minutos, formando-se duas fases no microtubo. O
sobrenadante incolor foi transferido cuidadosamente para um novo tubo, e homogeneizado com
igual volume de isopropanol. Todo o volume obtido foi transferido para coluna de coleta, que
foi centrifugada a 8000 g por 15 segundos, ficando retidos acidos ribonucleicos na coluna.
Assim como no kit miRNeasy Serum/Plasma, 3 etapas de lavagem foram realizadas, uma vez
utilizando 700 pL de tampdo RWT, uma vez com 500 pL de tampdo RPE e uma ultima vez
com 500 uL de etanol 80%. Em todas etapas de lavagem, o filtrado obtido apds centrifugacéo
foi descartado. Apds as lavagens, as colunas foram secas mediante centrifugacdo na velocidade
méaxima de centrifuga por 5 minutos. Antes da eluicdo ser realizada, as colunas foram deixadas
abertas por um minuto. Apo6s foram adicionados 20 pL agua livre de ribonucleases para
posterior eluigdo dos acidos ribonucleicos. A eluicdo foi feita via centrifugacdo a velocidade
méaxima por 1 minuto. Na figura 1 do anexo 1, apresenta-se esquema contendo o conjunto de

etapas desse procedimento.
3.5 Quantificacdo de RNAs extraidos e armazenamento

Os miRNAs extraidos foram quantificados por fluorimetria (firmware Qubit® 2.0 3.11;
Thermo Fisher Scientific, Inc.) imediatamente antes de serem processados via g°PCR. Amostras
foram descongeladas no méximo 3 vezes para reduzir o risco de degradacdo dos miRNAs

extraidos.
3.6 Quantificacdo de microRNAs alvos via RT-gPCR

Foram utilizados dois métodos de gPCR para quantificar os microRNAs de interesse
presentes nas amostras, denominados de gPCR tradicional e de g°PCR com pré-amplificacdo ou

“Advanced”, conforme descrito a seguir.
() gPCR tradicional

Apos purificacdo do RNA das amostras de soro descrita acima, mediante Kits de extracao
descritos anteriormente, foi utilizado o kit TagMan MicroRNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.) para transcricdo reversa (RT) do RNA obtido.

Todos reagentes e amostras foram inicialmente descongelados em bloco de gelo,
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homogeneizados utilizando-se vortex, e centrifugados levemente para assentar todo material no
fundo de seus respectivos vasilhames. Foi preparada uma solucdo mestre seguindo as
quantidades descritas na Tabela 3, respeitando-se 0 niumero de amostras e alvos que seriam

utilizados.

Tabela 3. Composicao da solucdo mestre usada nas reac6es de RT-PCR.

Componente Volume
100 mM dNTPs (com DTTP*) 0,15 pL
Transcriptase  Reversa  MultiScribe®, 1,00 pL
50U/uL

Tampao de RT 10X 1,50 pL
Inibidor de RNAse, 20U/uL 0,19 pL
Agua livre de nucleases 3,16 L
Spike-in* 1,00 pL
Volume final de cada reacao 7,00 pL

Volume de cada um dos componentes da solu¢do mestre para transcricdo reversa no caso de apenas uma reagao.
*Esse elemento consiste no controle exdgeno RNA Spike-In kit, Qiagen. *DTTP - Deoxythymidine triphosphate

Ap0s preparo da solugdo mestre, 0 ensaio prosseguiu preparando-se aliquotas de 7pL da
solugdo de um microtubo individual para cada reacdo realizada. A esses microtubos foi
adicionado um mix de 3uL de primer especifico para cada alvo ou controle, como descriminado
na Tabela 5, e 5pL de amostra contendo 1 ng de RNA, conforme quantificado no equipamento
Qubit® (Thermo Fisher Scientific, Inc.). Apos a preparacdo da reacéo total, cada microtubo foi

disposto no termociclador para a reagdo de RT, com ciclagem descrita na Tabela 4.

Tabela 4. Programacao de ciclos para reacdo de Transcricdo Reversa

Passo Temperatura Tempo
Transcricdo reversa 16°C 30 minutos

42°C 30 minutos
Parada da Reacdo 85°C 5 minutos
Hold 4°C 00

Fonte: TagMan Small RNA Assay Guia de Usuério.



30

Tabela 5. Primers e sequéncias maduras de cada alvo usado nas reacdes de qPCR

Caodigo do Primer Sequéncia de RNA Maduro Descricao

hsa-miR-7-5p UGGAAGACUAGUGAUUUUGUUGUU  Alvo

hsa-miR-19b-3p UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA Alvo

hsa-miR-21-5p UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA Controle
enddgeno
cel-miR-39 UCACCGGGUGGAAAUCAGUUAG Controle
exogeno

Apos a sintese do cDNA, prosseguiu-se para a PCR em tempo real. Para essa etapa,
todos os reagentes foram descongelados em bloco térmico, homogeneizados utilizando-se
vortex e entdo levemente centrifugados de forma que todo material se assentasse no fundo dos
respectivos microtubos. Diversos mixes foram preparados para cada alvo que seria analisado
nas reacdes, ja que a reacdo e alvo-especifica. Todos os ensaios foram realizados em triplicada,
conforme recomendacdes para gPCR (56). A composicdo de cada mix segue o descrito na tabela
6.

Tabela 6. Composicao da solugdo mestra usada nas reagc6es de qPCR.

Componente Volume
Tagman™ Fast Master Mix 10 uL
Primer 1,00 pL
Agua livre de nucleases 7,00 L
Volume final por poco de reacéo 18,00 pL

Volume de cada um dos componentes da solu¢do mestre para PCR em tempo real no caso de apenas uma reagao.

Apo6s preparar a solugdo mestra, 18 pL de reacdo foram adicionados em cada pogo
necessario para 0 ensaio em uma microplaca especifica para o equipamento utilizado
(QuantStudio 12k Flex Real-Time PCR System, ThemoFisher), incluindo 3 pogos em cada
placa onde nao foi adicionado material genético, mas sim agua, como controle negativo da
reacdo. A cada poco foram entdo adicionados 2 pL de material proveniente da RT-PCR

realizada anteriormente. As placas foram entdo seladas com adesivo especifico para esse fim e
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entdo levemente centrifugadas em centrifuga para placas de PCR, para ent&o serem carregadas

no termociclador onde a reagéo foi realizada conforme ciclagem descrita na tabela 7.

Tabela 7. Programacao de ciclos para reacdo de qPCR

Passo Temperatura Tempo Ciclos
Ativacdo da Enzima 95°C 20 segundos 1 Ciclos
Desnaturacéo 95°C 1 segundo 40 Ciclos
Anelamento/Extenséo 60°C 20 segundos

Fonte: TagMan Small RNA Assay Guia de Usuério.

A expressdo relativa serd determinada pelo metodo de AA Ct descrito por Livak et al. (2001)
(57).

(i)  gPCR com pré amplificagcdo ou “Advanced”

O presente método também utiliza RNA extraido mediante Kits de extragdo acima citados.
Para tanto, selecionou-se o kit TagMan Advanced MicroRNA Assay (Applied Biosystems;
Thermo Fisher Scientific, Inc.) para a série de passos experimentais que resulta na amplificacdo
do RNA obtido. Os reagentes e amostras foram inicialmente descongelados em bloco térmico,
homogeneizados utilizando-se vortex e centrifugados levemente para levar todo material ao
fundo de cada microtubo. Diferente do visto no qPCR tradicional, a reagdao “Advanced” tem

algumas etapas prévias em relagdo a reacdo de RT-PCR, conforme descrito a seguir.
a) Adicao de cauda poli-A

Foi preparada uma solucdo mestre seguindo as relagdes presentes na Tabela 8 para cada

ensaio, respeitando-se o nimero de amostras do ensaio.
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Tabela 8. Composicao da solugcdo mestre usada nas reacGes de adi¢cdo da cauda poli-A.

Componente Volume
Tampao Poli-A 10x 0,50 pL
ATP 0,50 pL
Enzima Poli(A) 0,30 puL
Agua livre de nucleases 0,70 L
Spike-in* 1,00 pL
Volume final de cada reacdo 3,00 pL

Volume de cada um dos componentes da solugéo mestre para adi¢do de cauda poli-A para uma Unica reagdo. *Esse
elemento consiste no controle exdégeno RNA Spike-In Kit, Qiagen.

Ap0s preparo da solucdo mestre, essa solucao foi homogeneizada cuidadosamente e 3pL
da solucdo foram aliquotados em microtubos individuais para cada reacdo. A esses microtubos,
foi adicionado 2 pL de amostra contendo 1 ng de RNA com volume final de 5 pL. Apds a
preparacdo da reacdo total, cada microtubo foi colocado em termociclador para a reacdo de

adicéo de cauda poli-A, com ciclagem descrita na Tabela 9.

Tabela 9. Condiges experimentais para a adicdo da cauda poli-A

Passo Temperatura Tempo
Poliadenizacéo 37°C 45 minutos
Parada da reacéo 65°C 10 minutos
Hold 4°C 00

Fonte: TagMan Advanced miRNA Assay Guia de Usuério.
Apos a reacdo ser finalizada, seguiu-se para o préximo passo imediatamente.
b) Adicao do adaptador

Preparou-se uma solucdo mestre seguindo as relacdes presentes na Tabela 10, de acordo

com o nimero de amostras preparadas no passo anterior.
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Tabela 10. Composi¢do da solugdo mestre usada nas reacdes de adi¢do do adaptador.

Componente Volume
Tampao para DNA Ligase 5X 3,00 pL
50% PEG 8000* 4,50 pL
Adaptador de Ligacdo 25X 0,60 pL
Ligase de RNA 1,50 pL
Agua livre de nucleasses 0,40 pL
Volume final de cada reacdo 10,00 pL

Volume de cada um dos componentes da solu¢do mestre para adi¢do do adaptador para uma reagéo.
*Q PEG 8000 é um reagente extremamente viscoso, deve estar em temperatura ambiente para ser usado e pipetado
lentamente, com extremo cuidado, de forma a evitar diferenga no volume desejado em relagdo aquele de fato

pipetado.

Ap0s preparo da solucdo mestre, a solucéo foi homogeneizada cuidadosamente e 10 pL
da solucédo foram aliquotados em cada um dos microtubos. O volume final nesse passo foi 15
uL. ApoOs a preparacgdo da reacdo, cada microtubo foi disposto em termociclador, onde realizou-
se a reacdo de adi¢do do adaptador, com ciclagem descrita na Tabela 11.

Tabela 11. CondicOes experimentais para a adi¢cdo do adaptador.

Passo Temperatura Tempo
Ligacdo 16°C 60 minutos
Hold 4°C 0

Fonte: TagMan Advanced miRNA Assay Guia de Usuério.

Apos a reacdo ser finalizada, seguiu-se para 0 proximo passo experimental,

imediatamente.
C) Reacéao de transcricéo reversa

Foi preparada solucdo mestre seguindo as relacdes presentes na Tabela 12 para cada

ensaio, de acordo com o nimero de amostras do passo anterior.
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Tabela 12. Composi¢do da solugdo mestre usada nas reacdes de transcricao reversa.

Componente Volume
Tampéo para RT 5X 6,00 pL
dNTP Mix (25 mM de cada) 1,20 uL
Primer Universal de RT 20X 1,50 pL
Mix de Enzima de RT 10X 3,00 pL
Agua livre de nucleasses 3,30 L
Volume final de cada reacdo 15,00 pL

Volume de cada um dos componentes da solucdo mestre para transcri¢do reversa no caso de apenas uma reacao.

Apos preparo da solucdo mestre, essa solucdo foi homogeneizada cuidadosamente e 15
uL da solucdo foram aliquotados em cada um dos microtubos. O volume final nesse passo foi
de 30 pL. Apds a preparacdo da reacao total, cada microtubo foi disposto em termociclador para

a reacao de transcricédo reversa (RT), com ciclagem descrita na Tabela 13.

Tabela 13. Condic¢des experimentais para a transcri¢do reversa.

Passo Temperatura Tempo
Transcri¢do Reversa 42°C 15 minutos
Parada da reacéo 85°C 5 minutos
Hold 4°C o

Fonte: TagMan Advanced miRNA Assay Guia de Usuario.

Diferente dos passos anteriores, esse passo permite uma parada do experimento para
retomar-se em momento posterior. Ou seja, a reacdo de RT pode ser armazenada a -20°C por

até 2 meses. O passo seguinte denomina-se reacdo de miR-Amp.
d) Reacéo de miR-Amp

Os reagentes e produtos dos passos anteriores foram descongelados e cuidadosamente
homogeneizados. Preparou-se uma solucdo mestre, seguindo as relagfes presentes na Tabela
14 para cada ensaio utilizado nessa etapa, de acordo com o numero de amostras do passo

anterior.
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Tabela 14. Composicdo da solugdo mestre usada nas reagdes de miR-Amp.

Componente Volume
2X miR-Amp Master Mix 25,00 pL
20X miR-Amp Primer Mix 2,50 L
Agua livre de nucleasses 17,50 pL
Volume final de cada reacéo 45,00 pL

Volume de cada um dos componentes da solu¢do mestre para miR-Amp no caso de apenas uma reacao.

Apos preparo da solugdo mestre, a solucdo foi homogeneizada cuidadosamente e 45 pL
da solugédo foram aliquotados em novos microtubos individuais, um para cada reacdo de RT
anteriormente utilizada. Adicionou-se 0 volume de 5 puL de material do passo anterior a cada
um desses microtubos que ja continham 45 pL, totalizando-se o volume final de 50 pL. O
material produzido no passo de RT que ndo foi utilizado na reacdo de miR-Amp foi armazenado
para eventual uso futuro, desde que no tempo de validade. Apos a preparacdo da reacao total,
cada microtubo foi levado a um termociclador para a reacdo de miR-Amp, com ciclagem

descrita na Tabela 15.

Tabela 15. CondigOes experimentais para a reagdo de miR-Amp.

Passo Temperatura Tempo Ciclos
Ativacédo da Enzima 95°C 5 minutos 1
Desnaturacéo 95°C 3 segundos 14
Anelamento/Extenséo 60°C 30 segundos

Parada da reacéo 99°C 10 minutos 1
Hold 4°C o0 1

Fonte: TagMan Advanced miRNA Assay Guia de Usuario.

Assim como no passo de transcricdo reversa, esse pode ser um ponto de parada. A reacao
de miR-Amp pode ser armazenada em -20°C por até 2 meses. Seguiu-se a etapa final do ensaio,
a reacdo de qPCR.

e) Reacéo de gPCR

Os reagentes foram descongelados em bloco térmico, homogeneizados utilizando-se

vortex e entdo levemente centrifugados de forma que todo material se assentasse no fundo dos
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respectivos microtubos. Como no qPCR tradicional, diversos mixes (solugdes ‘mestre’) foram
preparados para cada alvo que seria analisado nas reacdes, ja que a reacao nessa etapa é alvo-
especifica. Todos os ensaios foram realizados em triplicada, conforme recomendacgfes para

gPCR (56,58). A composicdo de cada mix seguiu o descrito na tabela 16.

Tabela 16. Composicdo da solugdo mestre usada nas reacdes de qPCR.

Componente Volume
Tagman™ Fast Master Mix 10 pL
Primer 1,00 pL
Agua livre de nucleases 4,00 uL
Volume final por poco de reacédo 15,00 pL

Volume de cada um dos componentes da solu¢do mestre para PCR em tempo real no caso de apenas uma reagéo.

ApOs preparar a solucdo mestre, preparou-se também uma diluicdo do material
produzido no passo de miR-Amp. Conforme recomendado pelo fabricante, utilizou-se uma
diluicdo de 1:10. Assim, 15 pL de solugdo mestre para qPCR foram adicionados em cada pogo
do ensaio em uma microplaca especifica para o equipamento utilizado (QuantStudio 12k Flex
Real-Time PCR System, ThemoFisher). Incluiu-se também 3 pocos em cada placa como
controle negativo da reacdo, substituindo-se a amostra de RNA pelo mesmo volume de agua. A
cada poc¢o foram entdo adicionados 5 puL de material diluido anteriormente. As placas foram
seladas com adesivo especifico e entdo levemente centrifugadas em centrifuga para placas de
PCR, sendo dispostas no termociclador de qPCR para a reagdo de amplificagédo, conforme

descrito na tabela 17.

Tabela 17. Condigdes experimentais para gPCR

Passo Temperatura Tempo Ciclos
Ativacédo da Enzima 95°C 20 segundos 1 ciclo
Desnaturacéo 95°C 1 segundo 40 ciclos
Anelamento/Extenséo 60°C 20 segundos

Fonte: TagMan Small RNA Assay Guia de Usuério.

A expressao relativa foi determinada pelo método de AA Ct (2-44C), da mesma forma que
na outra metodologia de gPCR(57).
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3.7. Andlise estatistica

A acuracia do biomarcador foi examinada mediante o método da curva ROC (Receiver
Operating Characteristic), visando-se validar a acuracia dos alvos da assinatura de miRNAs
em pacientes com TCSREMi. Foram considerados como alvos elegiveis aqueles que

apresentassem acuracia > 85%, especificidade > 0,8, sensibilidade> 0,7.
3.8. Comité de etica

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
da Saude da Universidade de Brasilia, parecer 4.984.260. Todos os participantes assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), conforme as normas adotadas pelo

comité.
3.9. Delineamento experimental

O fluxo experimental pode ser visualizado na figura 3.

Gbtencio doSar Obtengao dos Analise da
SESRR miRNAS Expressdo Génica
Coletado Extragdo via

s RT-PCR
Sangue Total colunade Silica g
2
Separagio dos Quantifica¢do Célculo do
Componentes fluorimétrica Fold Change

Figura 3. Fluxo dos experimentos.

Representacdo das etapas experimentais do projeto. Inicialmente temos a obtencédo do
material dos participantes e sua posterior separacdo em fracbes, obtendo-se o soro. Apds, 0
RNA foi purificado mediante Kits comerciais com coluna de silica e quantificado por
fluorometria. Finalmente, microRNAs alvos especificos foram quantificados pelo método de
gPCR, seguindo-se ao célculo da expressao relativa pelo método de AA Ct.
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4. RESULTADOS

Com o objetivo de apresentar os dados de forma clara e organizada, essa secéo foi dividida
em 4 partes: 4.1. Purificacdo de RNA; 4.2. gPCR tradicional versus qPCR com Pre-
amplificacéo; 4.3. Dados tratados de gPCR; 4.4. Curva ROC.

4.1.Purificacdo de RNA

Inicialmente foi necessario otimizar o volume de amostra inicial de soro utilizada na
purificacdo de RNA dos pacientes. Para tanto, foi realizado ensaio onde diferentes volumes
foram testados, nominalmente 100 pL, 200 pL e 400 pL de soro, como recomendado pela
fabricante dos kits de extracdo (Qiagen). Foi verificado que tanto as aliquotas de 100 pL quanto
as de 400 pL ndo registraram quantificacdo no Qubit®, havendo apenas quantificacdo na
aliquota de 200 pL, concentracdo de 0,286 ng/uL. O resultado desfavordvel obtido na
purificacdo com volume inicial de 400 pL possivelmente pode ser explicado por entupimento
da coluna de silica, que € uma possibilidade descrita na secdo de Troubleshooting dos manuais
dos kits de extracdo, quando o volume inicial de amostra ¢é alto. No caso das aliquotas de 100
KL, a explicacdo mais plausivel é a baixa quantidade de material presente, uma vez que a
concentracdo de RNA obtida na purificagdo com o dobro dessa quantidade (200 pL) ainda
assim estava proxima ao limite de deteccdo do equipamento utilizado (Qubit, ThermoFisher),
cerca de 0,25 ng/puL. Com base nesses resultados o volume de 200 pL foi considerado ideal
para trabalho. A literatura demonstra que existe bastante variacdo na quantidade ideal de
material para extracdo, havendo casos em que a quantidade de 100 pL foi considerada
apropriada para a purificacdo (59,60), casos nos quais a quantidade de material € concordante
com aquela usada nesse estudo (61) e, ainda, ha protocolos diferenciados para obter maior
quantidade final de RNA, como dupla elui¢do na coluna de silica (62). O exposto evidencia que
é preciso buscar uma quantidade inicial ideal para cada tipo de experimento e amostra utilizada.

Apos definida a quantidade ideal para os ensaios realizados, foram realizados testes com
ambos os kits de purificacdo, miRNeasy Serum/Plasma (Qiagen) e miRNeasy Serum/Plasma
Advanced (Qiagen). Os resultados da tabela 18 e figura 4 mostram que o kit miRNeasy
Serum/Plasma Advanced de fato possui um rendimento superior ao miRNeasy Serum/Plasma.
Mais do que o teste de dois Kits comerciais, esses resultados comparam dois sistemas de
extracdo de material genético distintos, o sistema mais tradicional de extracdo com

fenol/cloroférmio e um sistema utilizando sais de guanidina, o qual além de possuir um
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rendimento maior ainda evita a possivel contaminagdo por fenol, um potencial problema de
diversos protocolos de purificagdo de RNA, que pode afetar a qPCR.

Jé& ao utilizar o kit de purificacdo baseado em sais de guanidina, miRNeasy Serum/Plasma
Advanced, foi obtido rendimento superior. No caso dos controles sadios, a concentracdo média
obtida nas extragdes foi de 1,1995 ng/uL, concentracdo 1,59 vezes maior de material quando
comparada a obtida utilizando-se o sistema fenol/cloroférmio, uma diferenca de rendimento
estatisticamente significativa (p=0,0127). No grupo TCSREMIi+/DP- a diferenca foi ainda mais
relevante, rendimento médio de 2,2233 ng/uL, 3,48 vezes maior ao observado no kit miRNeasy
Serum/Plasma (0,6388 ng/uL), p<0,0001. Apenas no grupo TCSREMi +/DP+ ndo existe
diferenca estatisticamente relevante (p=0,0571), porem mesmo nesse grupo existe uma clara
tendéncia de aumento no rendimento médio, que foi de 0,853 ng/uL no kit com sais de
guanidina, rendimento 2,91 vezes maior do que o verificado com o kit de fenol/cloroférmio
(0,2926 ng/uL).

Utilizando-se o kit miRNeasy Serum/Plasma, baseado na extragdo com fenol/cloroférmio,
foi obtido um resultado médio de 0,7521 ng/pL de RNA total nas purificacdes de amostras de
soro de controles saudaveis. Esse resultado ndo apresenta diferenca estatisticamente
significativa quando comparado com a média obtida nas extra¢des feitas com soro de pacientes
TCSREMIi+/PD-, que teve como média 0,6388 ng/uL. Curiosamente, existe diferenca
estatisticamente relevante entre o resultado médio das purificagcBes dos controles sadios e
pacientes TCSREMIi+/PD+, que nesse caso tiveram uma média significativamente menor, de
0,2926 ng/uL.

Entretanto, é importante ressaltar que a quantidade de RNA extraido com ambos os kits

atende a quantidade minima de material para os demais ensaios realizados.
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Figura 4. Rendimento da purificagdo de RNA extraido utilizando os kits de extragdo miRNeasy Serum/Plasma e
miRNeasy Serum/Plasma Advanced. Concentracdes de RNA total de extragdes com o0s kits miRNeasy
Serum/Plasma e miRNeasy Serum/Plasma Advanced. Na figura A estdo apresentadas as concentracbes médias
obtidas entre pacientes do grupo controle, grupo TCSREMIi+/PD- e grupo TCSR+/PD+ ao utilizar o kit miRNeasy
Serum/Plasma. A figura B mostra 0s mesmos grupos quando comparados com o resultado das extracfes realizadas

com o kit versdo Advanced, mostrando a diferenca de rendimento de acordo com o kit usado em cada um dos

grupos experimentais.

Tabela 18. Resultados das extracoes.

Grupos miRNeasy miRNeasy Valor de p
Advanced

Controle 0,7521 1,1995 0,0127

TCSREMIi +/DP -  0,6388 2,2233 <0,0001

TCSREMIi +/DP +  0,2926 0,853 0,0571

Rendimento médio de extracBes utilizando os kits miRNeasy Serum/Plasma e miRNeasy Serum/Plasma
Advanced. Valor de p determinado usando o teste ndo paramétrico U de Mann-Whitney, comparando os resultados

obtidos dentro do mesmo grupo experimental usando os diferentes Kits.
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4.2. qPCR tradicional versus qPCR com pré-amplificacdo

Apos realizar a purificacdo do RNA total presente no soro dos pacientes participantes
do estudo, de acordo com o desenho experimental proposto, o préximo passo foi quantificar os
miRNAs de interesse para examinar se haveria expressdo diferencial no TCSREMi. Dentre as
metodologias existentes, 0 PCR em tempo real (QPCR) foi escolhido como o mais adequado,
em vista de ser uma metodologia acurada, considerada “padrao-ouro”, e amplamente utilizada
em estudos similares. A técnica possui natureza exponencial da reacdo de gPCR, sendo técnica
com alto grau de sensibilidade, assim capaz de detectar pequenas quantidades de material (63—
66).

Entretanto, ja nos primeiros ensaios foi identificado um problema grave para a
quantificacdo de um dos alvos propostos: o ciclo de amplificacdo, “Ct” (cycle threshold) que
indicar4 o nimero do ciclo em que a reacdo cruza o limiar de fluorescéncia, portanto, que o
miRNA alvo foi detectado (56). De acordo com o visto na literatura e nos proprios manuais de
boas praticas fornecidos pelos fabricantes dos equipamentos, ciclos mais tardios sdo menos
precisos, podendo ser resultado de uma amplificacdo inespecifica. ApOs revisar
cuidadosamente a literatura, definimos o ciclo 35 como limitante para interpretacdo dos dados
(58).

Os resultados inicias demonstraram que no caso de miR-7, Cts muito préximos ou
mesmo acima de 35 foram frequentemente obtidos. No grupo de controles sadios, para miR-7
tivemos um Ct médio de 34,9, com valores variando de 33,3 a 36,4, desvio padrdo de 0,543.
Nos pacientes TCSREMIi+/DP - os valores foram ainda mais altos, com Ct médio de 35,4
(desvio padréo de 0,307), valores variando de 34,3 a 36,5 (Tabela 18; Figura 4). Esses valores
estdo claramente acima do que seria aceitavel para analise correta, criando um possivel viés de
afericdo para o trabalho.

Para miR-19b, entretanto, tal problema n&o foi verificado. No caso dos controles sadios,
o Ct médio foi de 26,2 (desvio padrdo de 0,359), com resultados entre 24,7 e 27,3 (Tabela 18;
Figura 4). Ja em pacientes TCRSEM +/ DP -, o Ct médio foi de 25,2 (desvio padrdo de 0,438),
com resultados entre 21,8 e 26,6. Esses Cts estdo dentro do adequado para interpretacédo
confidvel dos dados, e mesmo que pudessem ser considerados elevados em outros modelos de
estudos, como cultivo celular, sdo Cts perfeitamente aceitaveis para amostras clinicas. Mesmo
com esses resultados positivos para miR-19b, os resultados para miR-7 tornaram a utilizacédo
do gPCR convencional inadequado para analise conjunta dos alvos, requerendo-se a busca de

um protocolo alternativo.
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Essa dificuldade em analisar dados obtidos via qPCR com material proveniente de
sangue é condizente com o encontrado na literatura e é devido a baixa concentracdo de certos
alvos no sangue. Em um de seus estudos, Ruben-Santiago e colaboradores, por exemplo,
determinaram que qualquer valor acima de 33 para o Ct seria considerado como 33 para poder
prosseguir com as analises propostas (67). Outro estudo também indica grande dificuldade em
normalizar os resultados usando enddgenos, demonstrando desafios para analises usando
amostras de sangue periférico (68).

Com objetivo de superar o problema encontrado para quantificar miR-7, buscamos na
literatura alternativas para trabalhar com soro usando técnicas de PCR, e encontramos
metodologias que utilizam a pré-amplificacdo dos RNAs anterior a etapa de quantificacao
(69,70).

Ap0s adotar esse protocolo, foi verificado uma melhora consideravel nos resultados
produzidos para miR-7. Nos controles sadios o resultado médio de Ct foi de 28,1 (desvio padrdo
de 0,47), com valores variando entre 25,2 e 30,7. Para os pacientes TCSREMIi+/DP -, a média
dos Cts foi de 26,2 (desvio padrdo 1,11), com valores entre 22,4 e 28,9. Esses valores estdo bem
abaixo do limite proposto para os dados (Ct=35), sendo considerados resultados confiaveis.

No caso do alvo miR-19b também foram obtidos ciclos de amplificagdo mais precoces,
porém tendo em vista que a metodologia anterior ja estard adequada para esse alvo, esse fato
ndo trouxe qualquer alteracdo para a analise dos dados. Os controles sadios tiveram Ct médio
de 23,3 (desvio padréo de 0,5), 2,9 ciclos a menos do que o visto no convencional, e 0s pacientes
TCSREMIi+/DP-tiveram Ct médio de 21,1 (desvio padrdo de 0,942), 4,1 ciclos a menos do que
0 visto com 0 gPCR convencional. E importante ressaltar que mesmo néo afetando as analises,
esses resultados mostram uma diferenca significativa em relacdo ao resultado obtido com as
duas técnicas, uma vez que a diferenca de um ciclo indica o dobro da quantidade de material na
amostra. Os resultados descritos podem ser visualizados na tabela 18 e na figura 4.

Com base nos resultados descritos, a metodologia de qPCR com pré-amplificacédo foi
considerada a mais adequada para o estudo, ja que permitiu a analise confiavel dos resultados
para ambos os alvos, miR-7 e miR-19b.

Curiosamente, observando os dados produzidos pela metodologia de g°PCR com pré-
amplificacdo, é possivel identificar uma maior amplitude, isso é, diferenca entre os valores
méaximos e minimos obtidos, na distribuicdo dos dados obtidos. No caso de controles sadios,
temos amplitude de 3,11 e 5,52 para 0 miR-7 nos resultados obtidos usando o qPCR
convencional e o g°PCR com pré-amplificacdo, respectivamente, e amplitude de 2,54 e 4,42 para

miR-19b, nesse mesmo grupo de controles. Para os pacientes TCSREMi+/DP-temos amplitude
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de 2,23 e 6,53, quando comparando as metodologias de qPCR convencional e qPCR com pré-

amplificacdo para miR-7, e 4,75 e 5,3 quando analisamos o miR-19b. Esse resultado pode ser

devido a um grande nimero de fatores, como efeito da maior sensibilidade do método com pre-

amplificacdo ou uma variacdo criada pelo maior nimero de etapas de reacdo na metodologia

como pré-amplificacéo.

Tabela 19. Dados comparativos entre as metodologias de gPCR

Alvo  Grupo Média de Ct (SEM) Diferenca Valor Minimo — Coeficiente de
Experimental entre as dep* Maximo Variagéo
Meédias (Amplitude)
(SEM)
gPCR  ¢gPCR gPCR gPCR gPCR gPCR
Advanced Advanced Advanced
miR-  Controle 34,9 28,1 6,832 0,0002 33,3- 25,2 - 3,81% 5,55%
7 (0,543) (0,47) (0,7540) 36,4 30,7
(3,11) (5,52)
TCSREMI 354 26,2 9,206 0,0007 34,3- 224 - 2,45% 10,4%
(0,307) (1,11) (1,011) 365 289
(2,23) (6,53)
miR-  Controle 26,2 23,3 2,862 0,0023 24,7- 21,4 - 411% 7,11%
19b (0,359) (0,500) (0,6425) 27,3 258
(2,54) (4,42
TCSREMIi 25,2 21,1 4,045 0,0011 21,8- 181 - 578% 10,9%
(0,438)  (0,942) (0,9053) 26,6 234 (53)
(4,75)

*Teste de Mann-Whitney para analise de diferenca nos valores de Ct das duas metodologias, qPCR e qPCR

Advanced, em cada grupo experimental.
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Figura 5. Comparacédo de Cts produzidos pelos diferentes sistemas de qPCR. Quantificagdo dos alvos, miR-7 e
miR-19b, utilizando duas metodologias para gPCR, a metodologia tradicional e a metodologia com pré-
amplificacdo da amostra. Vide tabela 18 para valores exatos de Ct e valores de p. Os tracejados representados no
grafico sdo: para o valor limite 1 o limiar considerado aceitavel para qPCR, Ct=35, segundo a literatura; para o
valor limite 2 o limiar considerado aceitavel na préatica diaria no laboratorio. *p<0,05; Teste de Mann-Whitney
para analise de diferenca as metodologias nos grupos experimentais avaliados.

4.3. Dados tratados de gPCR

Apos determinar qual método de qPCR seria mais adequado para gerar dados confiaveis
com ambos 0s alvos, seguiu-se para a proxima etapa, avaliar os resultados produzidos. Ao se
comparar os valores de Ct de miR-7 dos grupos controle e pacientes TCSREMi+/DP-, ndo foi
possivel identificar uma diferenca estatisticamente relevante entre a expressdo desse miRNA
nesses grupos (Ct=28,1; Ct=26,2; respectivamente). O que é observado é uma tendéncia de
reducdo numeérica entre a média dos Cts no grupo TCSREMi quando comparado ao grupo de
controles sadios, 0 que significa um potencial aumento da expressdo desse miRNA no grupo
TCSREMIi+/DP-. miR-7 € um miRNA ricamente expresso no sistema nervoso central, uma vez
que doencgas neurodegenerativas, como a Doenca de Parkinson, Atrofia maltipla de sistemas e
Demeéncia por Corpos de Lewy, existe a possibilidade desse miRNA ter expressdo aberrante
durante um quadro de doenca por algum efeito relacionado com a patologia (71). Tal relacédo
ndo esta elucidada na literatura, entretanto, sendo um bom alvo para estudo. Um estudo anterior
do grupo usando modelo animal mostrou expressdo aberrante de miR-7 na regido cerebral do

estriado quando um processo patoldgico similar ao Parkinson foi reproduzido no modelo da
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rotenona, indicando mais uma vez que existe uma relagdo entre a patologia e a expresséo
aberrante desse miRNA (72). Ainda mais, podemos ver na literatura outros trabalhos
relacionando esse miRNA com patologia, tanto em artigos originais quanto revisdes sobre

miRNAs envolvidos na patogénese do Parkinson e com possivel uso como biomarcador
(73,74).
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Figura 6. Valores de Ct de miR-7. Andlise do valor de Ct de miR-7, determinado por RT-gPCR, em amostras de
soro de controles sadios e pacientes diagnosticados com TCSREMI. Ns — Néo significativo

Com o objetivo de determinar se a expressdo de miR-7 estaria alterada nos pacientes
com TCSREMi em relacdo aos controles saudaveis, foi determinada a expressao relativa por
RT-qPCR e dados expressos pelo método AACt. Ao realizar os calculos, verifica-se que miR-
7 esta expresso de forma aumentada no grupo TCSREMi+/DP- em relacdo ao grupo de
controles sadios (Figura 6), 5,39 vezes mais expresso (mediana da expressao relativa do grupo
TCSREMI=5,44 versus 1,010 para o grupo controle) nesse grupo em relagao aos controles. Esse
é um dado relevante na busca de um alvo capaz de diferenciar pacientes com TCSREMi de
individuos controles. Determinou-se que com um valor de cut-off > 1,615 foi escolhido com
base no maior valor de likelihood ratio ou razdo de verossimilhanca, valor de 4,167. Essa
escolha de valor de cut-off pode ser alterada no futuro, caso o clinico deseja ter uma maior
sensibilidade ou, ao contrario, uma maior especificidade no teste. Como ainda ndo temos um

dado clinico norteador, optamos por escolher pela maior raz&o de verossimilhanca.
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Figura 7. Comparacéo da expressao relativa de miR-7 entre grupo com TCSREMI e controles sadios. Expressao
relativa do alvo miR-7 nos grupos estudados: controles sadios e pacientes TCSREMI. A expressdo relativa de
miR-7 foi determinada por RT-qPCR, e expressa segundo o método de AACt. *p<0,05, Teste U de Mann-Whitney

Os resultados de miR-19b, diferentemente de miR-7, ensejam um bom tema para
discussdo. Esse alvo entrou no escopo do estudo na fase de levantamento bibliogréfico, na qual
foi identificado o trabalho de Ruben-Santiago et al. publicado em 2015. Nesse trabalho foi
demostrado que ao longo de diversos anos, pacientes com TCSREMI, monitorados em um
hospital de Barcelona apresentavam uma reducdo nos niveis periféricos de miR-19b apds
fenoconverséo em doencga de Parkinson (46).

Esse estudo, entretanto, foi refutado posteriormente pelo mesmo grupo que o produziu
(44). Nesse novo estudo foi verificado o oposto do que foi observado no primeiro trabalho, com
um aumento na expressdo periférica de miR-19b. Tal observacao revela a importancia de uma
adequada padronizacdo do método de gPCR, evidenciando-se a geracdo de dados que nao
correspondem ao perfil real de expressdo génica nos individuos.

Nos nossos ensaios, 0 que foi visto, independente da metodologia para qPCR usada, foi
uma reducdo numérica do Ct quando comparamos o grupo TCSREMIi com o grupo controle, 0
que indica aumento na expressao desse miRNA no primeiro grupo em relacdo ao segundo, dado
que concorda com achados da segunda publicacdo do grupo de Iranzo et al. (75).

Essa interpretacao discordante entre trabalhos do mesmo grupo demonstra a dificuldade
no trabalho com amostras de sangue, cujo material genético é pouco abundante, e o rigor que
deve ser aplicado na escolha das metodologias de gPCR e controles enddgenos.
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Figura 8. Valores de Ct de miR-19b. Valores de Ct do alvo miR-19h. Analise dos valores de Ct de miR-19b,
determinado por RT-gPCR, em amostras de soro de individuos controles sadios e pacientes diagnosticados com
TCSREMI. *p<0,05, teste U de Mann-Whitney.

Prosseguiu-se entdo para o tratamento usando a metodologia do AA Ct (2-44¢Y) (57),
como descrito anteriormente na secao de material e métodos, para analise da expressao relativa
do alvo miR-19b nos grupos experimentais.

Consistente com o observado no comparativo de Ct, miR-19b apresentou-se expresso
de forma elevada no grupo de pacientes com TCSREMI, quando comparados com controles
sadios (Figura 8). A expressao desse alvo foi 2,89 vezes maior no grupo onde a doenca estava
presente (mediana da expresséo relativa do grupo TCSREMI=3,725 versus 1,290 para 0 grupo
controle), uma diferenca estatisticamente significante (p<0,05). Um valor de cut-off, utilizando
maxima verossimilhanca estatistica ou o parametro de maxima verossimilhanca como descrito
anteriormente, valor de 5,0, capaz de confirmar o diagnostico de pessoas com TCSREMi foi
definido como >1,925.
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Figura 9. Expressdo relativa de miR-19b entre os grupos Controle sadio e TCSREMI. Expressédo relativa do alvo
miR-19b nos grupos estudados: controles sadios e pacientes TCSREMI. A expressdo relativa de miR-19b foi
determinada por RT-gPCR, e expressa segundo o método AACt. *p<0,05, teste U de Mann-Whitney.

Finalmente, compilou-se os dois dados de expresséo relativa em conjunto, miR-7 e miR-
19Db, verificou-se que os niveis combinados de expressao dos alvos estavam aumentados no
grupo de pacientes com TCSREMi quando comparado com o grupo de controles sadios, dado
estatisticamente significativo (p<0,05). Com base nessa combinacéo, foi determinado cut-off >
1,840, utilizando a razdo de verossimilhanca, para diferenciar os dois grupos, um valor base
caso um possivel teste molecular venha a ser desenvolvido com base nos resultados

apresentados.
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Figura 10. Comparativo entre 0s grupos experimentais usando a expressdo relativa combinada dos alvos miR-7 e
miR-19b. Comparativo entre os dois grupos experimentais em relagcdo a expressdo relativa dos dois alvos
analisadas de forma combinada, miR-7 e miR-19b. Expressdo relativa de miR-7 e miR-19b, combinados,
determinada por RT-qPCR, e expressa segundo o método AACt. *p<0,05, teste U de Mann-Whitney

4.4, Curva ROC

Os dados produzidos via gPCR mostraram diferenca significativa na expressédo de miR-7 e
miR-19b, assim demonstrando expressdo diferenciada de miRNAs em pacientes com
TCSREMIi quando comparados com controles sadios. Contudo, faz-se necessario examinar
pardmetros adicionais, incluindo a acurécia, sensibilidade e especificidade do ensaio. Assim, é
necessario examinar-se a correlacdo entre os valores de expressdo relativa e a condicdo
fisiolégica do individuo experimental em questdo, mediante metodologia da curva ROC como

ferramenta estatistica.

Originalmente desenvolvida na Segunda Guerra Mundial como uma estratégia para
melhorar a deteccdo de sinais de radar, a curva ROC (Receiver Operating Characteristic) é um
teste de classificacdo binaria com o objetivo de criar um melhor valor preditivo ao classificar
um elemento entre verdadeiro ou falso segundo os critérios escolhidos (76). Inicialmente,
especialistas de radar usavam esse método para distinguir sinais que fossem meras
interferéncias (e.g., passaros, peixes e outros elementos interferentes) de sinais referentes a
embarcagdes inimigas, o verdadeiro objeto de interesse de suas observagdes. NosS anos
seguintes, essa metodologia foi rapidamente adotada para avaliar a acuréacia de testes

diagnosticos devido a sua capacidade de determinar a sensibilidade, especificidade e acuracia
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do teste, além da capacidade de determinar verdadeiros positivos e verdadeiros negativos nesses
testes (76).

Ao se executar a analise da curva ROC, um gréafico é produzido. A area abaixo da linha do
grafico desenhado é chamada de AUC (Area under the curve), uma representacao grafica da
chance de o teste analisado apresentar um verdadeiro positivo ou verdadeiro negativo; em
resumo, a sua acuracia. Assim, quanto maior a AUC resultante, mais confiavel é o resultado do
teste em questdo. Com base nisso, realizamos a analise da curva ROC de cada um dos alvos do
estudo.

Um teste “ideal” teria como valor 1,0, correspondendo a 100% de acuracia em determinar
se 0 paciente em questdo é ou ndo portador da doenca investigada, ou se apresenta determinado
biomarcador alterado em amostras bioldgicas. Logicamente, isso € apenas um ideal; testes reais
tém um valor preditivo mais baixo em varios casos e, mesmo assim, sdo considerados validos.
Ao analisar os resultados produzidos em relagéo ao alvo miR-7, obteve-se um valor de AUC de
0,93, bem proximo do valor ideal, o que nos permite afirmar que o0 miR-7 € um bom marcador
para identificar individuos com TCSREMIi. O valor foi estatisticamente relevante, com p =
0,0176.
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Figura 11. Andlise do alvo miR-7 usando a metodologia da Curva ROC. Gréficos de curva ROC analisando o
alvo miR-7. AUC produzida foi de 0,93, com p=0,0176.

Apos o resultado bastante positivo obtido em relacdo ao miR-7, seguiu-se para a analise de
miR-19b, alvo amplamente estudado pelo grupo de pesquisa do professor Alejandro Iranzo

(Universidade de Barcelona). O objetivo foi de determinar se este também seria um alvo
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acurado ou preciso para identificar expressdo genética diferenciada em individuos clinicamente
diagnosticados com TCSREMI. Assim como ocorreu para miR-7, o alvo miR-19b produziu um
valor de AUC elevado, o que o caracteriza como um bom alvo para um teste molecular. O valor
de AUC foi de 0,89, com p = 0,025. Esses dados demonstram a confiabilidade dos alvos
escolhidos no estudo e seu potencial para um futuro teste molecular capaz de auxiliar no
diagnostico do TCSREM..
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Figura 12. Analise do alvo miR-19b usando a metodologia da Curva ROC. Graficos de curva ROC analisando o
alvo miR-19b. AUC produzida foi de 0,89, com p=0,025.

Mesmo levando em conta os altos resultados produzidos individualmente pelos alvos
do estudo, levantou-se o questionamento de que uma combinacdo dos dois alvos poderia gerar
uma assinatura mais precisa. Assim realizou-se uma analise de curva ROC combinada de miR-
7 e miR-19b. Foi obtido um valor de AUC inferior ao produzido pelas analises individuais, com
AUC de 0,86, porém mantendo a significancia estatistica, valor de p = 0,0374. Entretanto,
devemos considerar duas observacOes em relacdo a esse resultado. Primeiramente, o resultado
da analise apresenta uma acurécia interessante para um teste molecular. Em segundo lugar,
testes moleculares com um Unico elemento podem estar abertos a falhas metodoldgicas, j& que
examinam um Unico alvo. Dessa forma, buscar assinaturas multiplas representa um caminho
mais seguro, independentemente de a andlise conjunta de miR-7 e miR-19b ndo apresentar

resultados melhores que os obtidos com as analises individuais dos alvos.
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Figura 13. Analise combinada dos alvos miR-7 e miR-19b usando a metodologia da Curva ROC. Grafico de curva
ROC analisando os alvos miR-7 e miR-19b de forma combinada. AUC produzida foi de 0,86, com p=0,0374.
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5. DISCUSSAO

E possivel resumir a relevancia desta tese de doutorado em dois pontos principais: a
validagdo de um teste molecular utilizando sangue periférico de pacientes brasileiros com
miRNAs e o resultado obtido ao usar os miRNAs alvos para determinar expressdo génica
diferenciada em individuos com TCSREMI isolado, definido clinicamente, em relacdo aos

individuos controles.

Ao pesquisar a associagéo entre TCSREMi e miRNAs no banco de dados PubMed, apenas
20 resultados sdo exibidos, o0 que indica uma escassez de conhecimento cientifico sobre esse
aspecto da fisiologia da patologia. Schenck, em sua publicacdo mais recente, destacou 0s
miRNAs como uma das prioridades para a pesquisa sobre TCSREMi, o que sublinha a
relevancia do tema. Esse fato evidencia a lacuna existente, dada a escassez de material

disponivel sobre o assunto (54).

A lacuna no estudo da associacdo entre TCSREMi e miRNASs torna-se ainda mais evidente
guando comparamos com as sinucleinopatias, como a doenca de Parkinson (DP), que apresenta
1310 resultados na busca por miRNAs, enquanto a atrofia de multiplos sistemas (MSA) conta
com 85 resultados e a deméncia com corpos de Lewy (DCL) possui 54 resultados. Esse dado,
por si s6, ja torna o estudo desenvolvido relevante. E interessante destacar que a estratégia
adotada aqui € uma via de pesquisa adotada por outras equipes em diferentes populagdes, o que

evidencia o crescente interesse no assunto e seu potencial.

Em 2024, Li e colaboradores realizaram estudos com o objetivo de identificar
biomarcadores ndo invasivos para a intervencao precoce na doenga de Parkinson (DP). Assim
como no presente estudo, os pesquisadores optaram por utilizar pacientes com TCSREMI para
diagnostico por meio de NGS (Next Generation Sequencing) de miRNAs. O estudo incluiu 56
pacientes com TCSREMI, 53 com DP e 60 individuos controles. A técnica de machine learning
foi utilizada para analisar os dados de pacientes com TCSREMi durante uma média de 3,3 anos
de acompanhamento, periodo em que o algoritmo demonstrou ser capaz de identificar os trés

grupos de estudo (77).

Outro estudo, conduzido pelo grupo de Yu e colaboradores em 2024, investigou pacientes
com TCSREMI e individuos controles. Um total de 1203 participantes, entre pacientes com

TCSREMI e controles, foram recrutados em 8 regides da China para os testes. Ao analisar o
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miR-44438 presente no plasma desses pacientes, foi possivel detectar um aumento nos niveis
do marcador em casos de sinucleinopatias. No entanto, ndo foi possivel diferenciar a expressao
dessa molécula entre pacientes com doenca de Parkinson (DP) e aqueles com atrofia de
multiplos sistemas (MSA), indicando que esse marcador € eficaz apenas para a deteccdo de
sinucleinopatias, mas ndo para a discriminacédo entre elas, ou seja, tem sensibilidade mas néo

possui especificidade adequada (78).

Essas publicac@es reforcam a relevancia do primeiro ponto do trabalho, a validacao de um
teste molecular utilizando pacientes brasileiros, uma vez que, por mais que existam outros
trabalhos semelhantes em outros paises, cada populacdo apresenta diferencas em certos
aspectos genéticos, o que pode levar a diferentes prevaléncias de certas doencas (79), como,
por exemplo, a prevaléncia de cancer de préstata em populacdes japonesas (80) e a prevaléncia
de doenca celiaca em determinadas populacbes devido a frequéncia de alelos HLA-DQ,
principalmente nas populagdes europeias e norte-americana (81,82). De fato, com base na
literatura produzida atualmente, € possivel afirmar que existe um grande interesse em estudos
que avaliam as diferencas genéticas dentro de diferentes populagbes como uma forma de
auxiliar no combate a patologias e entender sua fisiologia (83,84), inclusive no estudo de

doencas neurodegenerativas, como o Alzheimer (85).

No entanto, o trabalho de Yu e colaboradores encontrou problemas em relacdo a
diferenciacédo das sinucleinopatias com base na metodologia empregada, o que, se reproduzido
nesta tese, poderia colocar em questdo o segundo ponto de interesse: o resultado obtido ao usar
esses miRNAs poderia identificar expressao génica diferenciada em pacientes com TCSREMI
em relacdo a individuos controle. Essa questdo € de fundamental importancia para a producao
de um teste molecular valido, uma vez que, para produzir um laudo, seria necessario determinar
se os resultados estdo diretamente relacionados ao TCSREMI ou se, na verdade, sdo indicativos
de um estudo sobre marcadores de neurodegeneracdo, como observado pelo grupo de Yu, e a

relacdo com o TCSREMI pode ter sido mal interpretada.

Com esse gquestionamento em mente, buscamos analisar os trabalhos dos grupos espanhol
e grego, que foram as principais referéncias para o presente estudo, para entender como esses
grupos trataram esse questionamento. No caso do grupo espanhol, os estudos iniciais
envolveram pacientes com Parkinson apresentando a mutacdo LRRK2. Dois estudos focaram
nesse tema: o de Botta-Orfila, publicado em 2014, e o de Podlesniy, de 2019. O estudo de Botta-

Orfila pode ser caracterizado como um screening, buscando miRNAs expressos de forma
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aberrante nos pacientes. Dessa forma, ele também poderia ser alvo da mesma critica levantada
anteriormente, pois ndo existe um teste celular de hipotese, como o apresentado no estudo de
Podlesniy, realizado posteriormente (69,86). Em relacdo ao trabalho com pacientes com
TCSREMI, destaca-se o estudo publicado em 2015 por Fernandez-Santiago, que pode ser
considerado uma continuacdo direta da pesquisa apresentada em 2014 por Botta-Orfila,
utilizando os mesmos alvos. Mais uma vez, poderia ser feita a critica sobre se o efeito observado
nos resultados é ou ndo um efeito direto da doenca em estudo. Em 2022, o trabalho produzido

por Soto tentou mitigar tais criticas, utilizando técnicas de machine learning (46,75).

O grupo do professor Doxakis, como mencionado anteriormente, também realizou estudos
relacionando a doenca de Parkinson (DP) e miRNAs. No artigo publicado em 2020, que explora
‘brain-enriched’ miRNAs (ou seja, aqueles prevalentes no cérebro) como marcadores para
disfungdes no sistema nervoso, a forma de avaliagdo dos miRNAs ndo permite identificar de
maneira categdrica se os resultados observados sdo especificos da doenca em estudo ou se
poderiam ser um marcador para neurodegeneracdo em geral. No mesmo ano, o professor
Doxakis publicou um artigo integrando diversos trabalhos com o objetivo de explorar a
consisténcia dos resultados sobre a associagdo entre DP e miRNAs circulantes. O artigo sugere
dificuldades na analise das informac6es produzidas e conclui pela necessidade de mais estudos

na area, aproveitando os dados obtidos por meio da analise bioinformatica (42,87).

A conclusdo do professor Doxakis em seu artigo de 2020 pode trazer uma resposta pratica
para o questionamento levantado sobre a especificidade dos dados produzidos. De forma geral,
mais estudos sdo necessarios para avaliar a relacdo entre as patologias e as expressoes
aberrantes de miRNAs, embora esse seja um questionamento valido em diversos estudos, como
o presente. E de fato algo complexo certificar a correlagdo entre elementos genéticos e
patologias, porém isso ndo tira 0 mérito das inferéncias estatisticas produzidas em estudos

iniciais, principalmente em relacédo a dados de popula¢es locais (83).

A populacdo brasileira tem ancestralidade Unica, sendo composta primariamente por trés
grupos de ancestrais: europeus, populagdes indigenas e africanos (88,89). Se analisarmos a
quantidade de material produzido em relacdo a caracterizacdo genética, essa populacdo ainda
tem uma quantidade inferior a 1000 publicagdes na plataforma PubMed quando pesquisados os
termos “genetic characterization of brazilian population”, uma lacuna nao tao grande quanto a
de material produzido sobre a associacdo de miRNAs e TCSREMI, mas ainda uma lacuna no

conhecimento, o que gera relevancia para estudos abordando o assunto, como a presente tese
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de doutorado. De fato, o tnico trabalho resultante na pesquisa dos termos “miRNA”, “iRBD” e

“Brazil” é o artigo de revisdo de nosso grupo, publicado no decorrer desta tese em 2021 (10).

Até o momento discutimos o0 mérito em si da pesquisa realizada, ndo obstante, os dados
produzidos também sdo de interesse, e trazem mérito por si s6 para o trabalho. Trabalhos
explorando a associacdo entre 0 miR-7 e 0 TCSREMI sdo escassos, porém, ao considerar o
transtorno como uma fase prodromal da DP, uma visdo evidentemente simplista, mas Util para
uma analise pontual, podemos buscar nas publica¢fes produzidas sobre DP e 0 miR-7 um

parametro para discutirmos os dados produzidos.

Nesse estudo, demonstramos que 0 miR-7 esta expresso de forma aumentada no grupo
TCSREMIi+/DP- em relacdo aos individuos controles, 5,39 vezes mais expresso (mediana da
expressao relativa do grupo TCSREMI=5,44 versus 1,010 para o grupo controle). Esse dado €
coerente com o visto para Parkinson pelo grupo de Citterio e colaboradores em 2023, que, ao
estudar 45 pacientes com DP e 49 individuos controles com idade e géneros pareados com 0s
individuos afetados, encontraram niveis de miR-7 significativamente elevados no plasma
desses pacientes em relacdo a controles saudaveis e determinaram, pelo método da curva ROC,
que a expressao desse alvo foi diferente entre os dois grupos examinados, usando a combinagéo
entre miR-7 e miR-223-3P. Esse trabalho também analisou o nivel sérico de a-sinucleina, de
forma a correlacionar tal dado com o nivel de miR-7, concluindo que existe potencial nesse
miRNA como biomarcador ndo invasivo para DP (90). O grupo de Cao e colaboradores também
produziu dados concordantes sobre a expressdo do miR-7 e a DP ao analisar o modelo animal
de ratos tratados com MPP+, modelo para parkinsonismo. Ao investigar a neuroinflamacéo
produzida nesse modelo, apos indugao de injuria com o MPP+, o grupo analisou o gene SNHG1
(Small nucleolar RNA host gene 1) como um marcador para neuroinflamacédo. O estudo mostrou
que a expressao desse fator estava inversamente relacionada com o miR-7, ou seja, SNHG
mostrou-se diminuido enquanto miR-7 apresentou valores aumentados na injdria por MPP+
(91). Curiosamente, esse achado em modelo animal é discordante com trabalho anterior do
grupo de pesquisa da presente tese de doutorado, que encontrou 0 miR-7 com expressao
diminuida em ratos com lesdo induzida pelo modelo de rotenona (72). Trata-se de toxina com
estrutura quimica distinta em relacdo a molécula de MPP+, apesar de que ambas toxinas atuam
na mitocondria. Ademais, tal discordancia poderia ser devido a analise feita pelo nosso grupo
ter sido do material proveniente do estriado dos ratos com parkinsonismo induzido por MPP,

diferente do observado no trabalho do grupo de Cao (72). Tal interpretacdo também concorda
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com os achados do grupo do professor Doxakis, um dos pilares de sustentacdo para a escolha
do miR-7 como alvo do estudo, onde, ao analisar 92 individuos saudaveis e 108 pacientes com
DP idiopatica, encontraram um fold chance de 1,214 (p=0,205) ao comparar 0s dois grupos, o
que sugere uma maior expressdo de miR-7 nos pacientes em relac¢éo aos controles, apesar de o
resultado ndo ter alcancado significAncia estatistica (42). Esse resultado, entretanto, foi
produzido utilizando o método de qPCR tradicional, o que pode ter comprometido o resultado,
ja que como demostrado nessa tese 0 método tradicional pode ser ineficaz para a quantificacao
precisa de determinados miRNAs, sendo o método com pré-amplificacdo mais adequado,
principalmente no caso do miR-7, alvo que foi usado nesse estudo e ndo produziu resultados

confidveis usando a metodologia tradicional.

N&o obstante, a literatura ndo € homogénea em relacdo a relacdo entre miR-7 e a doenca de
Parkinson (DP). Outro estudo, de Wu e colaboradores, analisou o nivel de expressdo dos
mMiRNAs miR-7, miR-153 e miR-223 em 75 pacientes com DP e 73 controles saudaveis,
buscando diferencas estatisticas nos niveis de expresséao e a distingdo dos grupos experimentais
usando a curva ROC. Esse grupo concluiu que os niveis plasmaticos de miR-153 e miR-223
estavam significativamente reduzidos (p=0,006 e p<0,001, respectivamente) em pacientes com
DP em comparagdo aos controles, com relativa correlacdo utilizando a curva ROC (AUC de
63,1% e 86,2% para miR-153 e miR-223, respectivamente). No entanto, para os niveis de miR-
7, esse grupo nao encontrou nenhuma diferencga estatistica (92). Além disso, esse estudo
discorda do observado neste trabalho e também com o grupo de Aaluri e colaboradores, ao
investigar miRNAs associados com fungfes mitocondriais e DP, identificando um grupo de 17
miRNAs fundamentais para o funcionamento mitocondrial, promissores para o estudo da DP.
Nesse estudo, o grupo concluiu que 0 miR-7 estava expresso de forma reduzida em pacientes
com a patologia em relacdo a individuos saudaveis, ao contrario do observado nos trabalhos
mencionados anteriormente. No entanto, vale ressaltar que esse estudo ndo analisou 0s niveis
periféricos, ou seja, niveis de expressdo no sangue periférico, o que pode ter contribuido para

os resultados discordantes em relacdo ao miR-7 (93).

Essa divergéncia de opinides justifica a importancia de estudos sobre a associagdo do
miR-7 e patologias neurodegenerativas, além de reforcar o que foi exposto anteriormente sobre
as dificuldades na padronizacdo dos resultados produzidos em estudos com material periférico
(67).
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Em relacdo ao outro alvo deste estudo, 0 miR-19b, a discussdo dos dados em relagdo a
literatura ja foi iniciada durante a apresentacdo dos resultados. Conforme evidenciado, ha
discordancia encontrada com os resultados publicados pelo grupo espanhol do professor Iranzo
em sua primeira publicacdo (46), que também foi uma das bases utilizadas para a escolha dos
alvos deste trabalho de doutorado, mas que utilizou a técnica de PCR convencional. Nesse
trabalho, como meio para possibilitar o trabalho com os dados produzidos, todos os Cts acima
de 33 foram tratados como 33, 0 que demostra novamente a ineficiéncia do método tradicional
de gPCR ao se trabalhar com amostras provenientes de sangue periférico, sendo necessario
algum método alternativo, como o método com pré-amplificacao usado nessa tese de doutorado.
Quanto a estudo posterior do mesmo grupo (44), ha concordancia com nossos resultados. Os
achados desse segundo estudo indicam que o miR-19b estd expresso de forma elevada nos
pacientes com TCSREMi em comparacgéo aos controles saudaveis, 2,89 vezes maior, para ser
exato. Assim, nossos resultados corroboram os achados de Soto e colaboradores, que
analisaram amostras séricas de 17 pacientes com TCSREMi e DaT (Transportador de
Dopamina) negativo, avaliado por tomografia computadorizada de emissdo de foton Unico, 21
pacientes com TCSREMIi com DaT positivo, 13 pacientes com TCSREMi fenoconvertidos para
DCL e 20 controles saudaveis. Nesse trabalho, o grupo determinou que o nivel sérico de miR-
19b estava aumentado em relagdo aos controles, refutando os achados do estudo anterior do
mesmo grupo, em 2015, onde esse miRNA foi encontrado reduzido no soro dos pacientes
(44,46). Como ja foi reiterado nessa tese, devido a escassez de material no sangue periférico, é
imperativo a utilizacdo de técnicas com alta precisdo. O trabalho mais recente do grupo do
professor Iranzo utiliza, assim como o trabalho desenvolvido nessa tese, técnica com pré-
amplificacdo do material inicial, o que influenciou o resultado de tal forma a gerar uma

interpretacdo diametralmente oposta do que foi visto inicialmente.

Novamente, devido a escassez de publicacBes sobre a associacdo de miR-19b com o
TCSREMI, utilizamos publicacdes sobre a associacdo desse miRNA com a DP como um
parametro para discusséo. Observa-se discordancia entre os resultados na literatura, assim como
foi visto com o miR-7. O trabalho do grupo de Wu e colaboradores analisou 50 pacientes com
DP e 50 controles pareados por idade e género, com o objetivo de determinar o potencial do
miR-19b como biomarcador para DP, utilizando RT-qPCR em amostras séricas e avaliando o
potencial diagndstico com a curva ROC. O resultado foi que 0 miR-19b estava expresso de
forma reduzida ao comparar os pacientes com a patologia e os controles, com AUC de 77,9%

na anélise da curva ROC (94). Por outro lado, o grupo de Rai e colaboradores, ao analisar 48
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amostras de individuos (16 de pacientes com DP e controles jovens pareados), ndo encontrou
diferenca estatistica entre o material quantificado nas amostras extracelulares isoladas em
relacdo ao miR-19b, identificando o miR-23b como um potencial biomarcador capaz de
distinguir os grupos experimentais (95). Em relag&o a publicagfes utilizando miR-19b como
marcador em modelos celulares, o grupo de Liu e colaboradores trabalhou com células SH-
SY5Y, com base no papel do miR-19b em doengas no Sistema Nervoso. Ao expor as células a
neurotoxina MPP+ como modelo celular de injuria para estudo de DP, observaram uma reducao
no nivel de expressdo de miR-19b. O grupo levantou a possibilidade de que o efeito
neuroprotetor visto em células com maior expressao de miR-19b poderia estar envolvido com
a via celular HAPLN4/MAPK em células SH-SY5Y (96).

Entretanto, existem trabalhos associando niveis periféricos elevados de miR-19b com a
progressdao da DP. Um estudo de Chis e colaboradores, ao analisar o nivel de expressdo de miR-
19b no plasma de pacientes com DP, indica que existe uma correlacdo entre o aumento da

expressdo desse miRNA e o tratamento com levodopa (97).

Existe na literatura uma quantidade muito limitada de trabalhos relacionando miRNAs
com o TCSREMI, praticamente nenhum se considerarmos a populacéo brasileira. Portanto, o
estudo apresentado neste trabalho tem grande relevancia para expandir o conhecimento

cientifico sobre o tema.
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6. CONCLUSOES

O estudo realizado demonstrou que o kit de extragdo miRNeasy Serum/Plasma Advanced
proporciona um rendimento superior na purificacdo de RNA de soro, embora o kit tradicional,
miRNeasy Serum/Plasma, também forneca um rendimento adequado. Além disso, a analise dos
resultados de Ct indicou que o método de gPCR com o sistema Advanced € mais indicado do
que o método tradicional, que se mostrou inapropriado para lidar com amostras de sangue para
0 miR-7, devido aos valores de Ct acima ou préximos do limite aceitavel de 35.

Os resultados do qPCR para miR-7 e miR-19 revelaram uma diferenca estatisticamente
significativa, com maior expressédo em pacientes afetados por TCSREMi em comparag¢do com
os controles saudaveis, 0 que sugere a possibilidade de desenvolver um exame molecular para
identificar expresséo génica diferenciada em pacientes com TCSREMi em relacdo a individuos
controle. Além disso, a analise da Curva ROC mostrou que os alvos miR-7 e miR-19 tém
acuracia significativa para identificar expressdo génica diferenciada em pacientes
diagnosticados com TCSREMI, indicando um exame molecular potencial a ser testado em

estudos multicéntricos com uma amostragem maior de individuos.

Quanto as limitacdes do estudo, pode-se questionar se 0 biomarcador possui especificidade
para discriminar a expressdo génica de pacientes com TCSREMi daqueles pacientes com outros
disturbios neurodegenerativos, bem como se os dados atuais seriam confirmados em novas
coortes com maior numero experimental, aspectos que suscitam a necessidade de estudos

posteriores.
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8. APENDICE

Figura 1. Procedimentos de uso dos kits miRNeasy Serum/Plasma e miRNeasy

Serum/Plasma Advanced

miRNeasy Serum/Plasma Procedure miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit
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Fonte: miRNeasy Serum/ Plasma Handbook, Qiagen e miRNeasy Serum/ Plasma Advanced Handbook, Qiagen.



