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Resumo
A esquizofrenia € uma doenca psiquiatrica complexa, sendo influenciada por fatores
genéticos e ambientais. Sendo que os sintomas podem ser organizados 3 classes principais
de sintomas:positivos, negativos e cognitivos. O principal meio de tratamento da
esquizofrenia sdo as drogas antipsicoticas, utilizadas geralmente na fase aguda da doenca
para aliviar principalmente os sintomas positivos. O proteoma corresponde ao conjunto de
proteinas expressas em um individuo em determinadas condi¢des fisioldégicas, sendo
possivel através da analise protebmica identificar proteinas e relaciona-las com a vias
metabodlicas em que elas atuam. Este estudo analisou o proteoma do secretoma obtido a
partir do meio de cultura de células progenitoras neurais de pacientes com esquizofrenia,
comparando com o controle. A fim de identificar possiveis proteinas diferentemente
expressas, bem como vias metabdlicas, que possam estar relacionadas com a fisiopatologia

da esquizofrenia.

1. Introducéo

1.1 Esquizofrenia

A esquizofrenia € uma doenca psiquiatrica multifatorial e complexa, sendo influenciada
por fatores genéticos e fatores ambientais (Sullivan, Kendler, & Neale, 2003). Os sintomas
se manifestam geralmente no final da adolescéncia e no inicio da fase adulta, podendo ser
divididos em 3 classes principais: positivos, negativos e cognitivos (van Os & Kapur, 2009).
Os sintomas positivos envolvem a perda de conexdo com a realidade em algum nivel, como
alucinacdes, delirios. J& os negativos caracterizam-se pela dificuldade de comunicacéo e
retraimento social. E os sintomas cognitivos se relacionam principalmente com memoria

deficiente e dificuldade de concentragéo.
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Ademais, a doenga se relaciona com mudancgas patologicas em células neurais e na
comunicacao entre células, que se iniciam desde o neurodesenvolvimento intrauterino (Kahn
et al., 2015). Tais alteragbes no desenvolvimento neural foram evidenciadas em estudos
postmortem, abrangendo aspectos moleculares relacionados com as consequéncias
avancadas na doenca (Brennand et al., 2014; Gulsuner et al., 2013; Wong et al., 2003).

Em virtude disso, modelos in vitro, como o emprego de células humanas pluripotentes
induzidas (hiPSCs), podem auxiliar e fornecer mais informac¢des sobre 0os mecanismos da
doenca no inicio e ao longo do desenvolvimento neural (Brennand et al. 2014). Com esse
modelos, a carga genética do paciente € mantida nas células reprogramadas, permitindo
investigar as alteracGes neurais nos processos de proliferacdo celular e diferenciagdo para

as linhagens neurais (Hyman et al 2014; Nascimento & Martins-de-Souza 2015).

1.2 Células iPSCs

Recentemente, foi desenvolvida uma técnica em que se obtém células humanas
pluripotentes induzidas (hiPSCs) a partir de reprogramacao genética de células somaticas
(Brennand et al. 2014). As hiPSCs podem ser diferenciadas em diferentes linhagens
celulares, como as células neurais. Diante disso, esse modelo é muito interessante para a
investigacdo de doencas psiquiatricas e cerebrais, por permitir a analise do
neurodesenvolvimento e desse modo, ultrapassando as limitacdes de estudos com tecidos

postmortem (Brennand et al. 2014).

Em relacdo a esquizofrenia, estudos utilizando o modelo das iPSCs obtiveram
células neurais a partir da reprogramacdo de células somaticas dos pacientes com
esquizofrenia. Foram evidenciadas alteragdes previamente vinculadas com a fisiopatologia
da doenca, como vias relacionadas com processos de adesao celular e estresse oxidativo
(Brennand et al. 2011; Brennand et al. 2014).

Novos estudos com 0 emprego dessa nova técnica sao essenciais para uma melhor
e mais ampla compreensdo dos mecanismos da doenga, principalmente por esse modelo
permitir a investigacdo de alteracdes no processo de diferenciagdo neural (Brennand et al.
2014). A investigacdo dessas alteracdes celulares associadas as andlises moleculares de
larga escala, como a técnica da protedbmica, podem auxiliar na investigacdo das principais
vias metabdlicas relacionadas com as alteragbes provocadas pela doenca ao longo do

neurodesenvolvimento.
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1.3 Proteoma

O proteoma corresponde ao conjunto de proteinas expressas em um individuo, um
tecido ou uma célula, em um dado momento e/ou condicao fisiologica (Wilkins et al 1996). A
partir de analises protedmicas em larga escala, foi possivel buscar e identificar as proteinas
presentes em uma determinada condicao fisiolégica. Inicialmente pelo emprego de técnicas
de eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2DE), juntamente com a
espectrometria de massas (MS), foram por muitos anos a base da proteémica e propiciou
melhorias nos processos de separacao e identificacdo de proteinas (Oliveira, Coorssen, &
Martins-de-Souza, 2014). Recentemente, um dos métodos mais utilizados consiste na
combinacdo de sistemas de cromatografia liquida (LC) e MS, denominado shotgun

proteomics.

Tal técnica de analise em larga escala possibilita a identificacdo de proteinas
diferencialmente expressas nas amostras estudadas, além de permitir a investigacéo de vias
metabodlicas que se relacionem com essas proteinas, sejam elas por identificacdo, mas
também quantificacdo (Martins-de-Souza, 2011; Martins-de-Souza et al., 2015; Nascimento
et al., 2016).

Em relacdo a esquizofrenia, a andlise prote6mica permitiu a investigacdo de tecidos
post mortem, além de outros tecidos como o sangue (Nascimento & Martins-de-Souza,
2015). De modo a encontrar alteracdes em processos como transmissao neural, plasticidade
sinaptica, metabolismo energético e estresse oxidativo, auxiliando na compreensdo dos

mecanismos da doenca (Nascimento & Martins-de-Souza, 2015).

Ademais, técnicas protebmicas permitem a busca por possiveis candidatos a
biomarcadores a fim de auxiliar no diagnostico das doengas, bem como biomarcadores
relacionados com os medicamentos empregados no tratamento das doencgas (Oliveira &
Martins-de-Souza, 2013; Nascimento & Martins-de-Souza, 2015).

UNCUYO CENTENARIO
‘\v f NACIONAL DE CUYO DE LA REFORMA UNIVERSITARIA

\L 2

'j(/ §' GRUPO MONTEVIDEO




XXVI Jj I A 100 ANOS DE LA REFORMA UNIVERSITARIA

JORNADAS DE JOVENES  IERAEEBIE
INVESTIGADORES AUGM

Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina 17, 18 y 19 de octubre de 2018

2. Objetivos

O objetivo deste projeto foi analisar o secretoma obtido a partir de células progenitoras
neurais derivadas pacientes com esquizofrenia, a fim de investigar a comunicacgéo celular e
buscar por vias metabdlicas que possam estar relacionadas com o desenvolvimento deste

distarbio psiquiétrico.

3. Materiais e Métodos
3.1 Obtencéo e culturas das células pluripotentes

Realizamos o cultivo de células progenitoras neurais (NPCs) diferenciadas de células
tronco de pluripoténcia induzida (iPSCs) de pacientes com esquizofrenia e controle,
otimizando protocolos de cultivo assim como de coleta para analise do meio de cultivo.
Trabalhamos com linhagens iPSCs fornecidas pelo laboratério do Prof. Stevens Rehen
(Rehen Lab, UFRJ-IDOR), sendo que duas das linhagens de células controle (CF1 clonel0
e CF2 clone2) foram reprogramadas pela equipe do laboratério, e outras quatro, GM23760B,
GM23761B e GM23762B - derivadas de pacientes com esquizofrenia, e GM23679A -

controle, sdo provenientes do repositorio do Coriell Institute.

As NPCs foram plaqueadas em placas tratadas com Poli L-ornitina e Laminina,
sendo cultivadas com meio DMEM/F12 suplementado com 1% de N2, 1% de B27, 25
mg/mL de FGF e 20 mg/mL de Fator de Crescimento Epidermal (EGF) a 37°C em 5% COa.
O meio foi trocado a cada dois dias, sendo concentrado para as posteriores etapas de

analise e concentracao.

3.2 Separacgao do meio de cultura e concentragéo

Ao longo do cultivo das células, a cada troca de meio cultura, o meio era recolhido e
armazenado a 4°C para posterior concentracéo. Apés coleta de aproximadamente 80 mL de
meio, realizamos a concentragcdo 10x, utilizando tubos Vivaspin de 15mL a 7500rpm em

etapas de 20 minutos.
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3.3 Extracao de proteinas

Para realizar a extragcdo das proteinas empregamos um tampé&o de lise, que foi mantido
nas amostras durante 30 minutos. Em seguida, realizamos a homogeneiza¢cdo com pistilo no
gelo e posteriormente a centrifugacdo a 9.000g durante 30 minutos, retirando o
sobrenadante.

3.4 Preparacdo para a espectrometria de massas

As proteinas obtidas no processo de extracao foram quantificadas por fluorescéncia no
Qubit® 3.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), sendo utilizados 50
Mg de proteina nos processos de reducgdo, alquilagdo e digestdo. Para tanto, serao
adicionados 0,2% de Rapigest (Waters Corporation, Milford, MA) nas amostras, incubando-
as durante 15 minutos a 80°C. Posteriormente, sera realizada a redug¢édo das amostras com
100mM de DTT durante 30min, a 60° C e a alquilagdo com 200mM iodoacetamida, durante
30 min & temperatura ambiente. Em seguida processa-se a digestdo em uma razéo de 1:100
tripsina:proteina durante 16 horas a 37°C e o ajuste do pH com NH40OH para 10. Mantendo

as amostras congeladas até a realizacao da analise de espectrometria de massas.
3.5 Analise protebmica por espectrometria de massas

Foi realizada a dissolucdo dos peptideos liofilizados em solugdo aquosa de acido
férmico a 0,1%, sendo injetados 1uL de solugdo em um sistema nano- LC, que esta
acoplado ao espectrdbmetro de massas com fonte ionizadora nano-electrospray (ESI)
instalada em um Synapt G2-Si (Waters). Na cromatografia liquida, foi utilizado como
solvente A a solugdo 0,1% de acido formico e a solugcdo de ACN/0,1% acido formico (95/5,
v/v) como solvente B. Havendo a eluicdo dos peptideos, que foram analisados on-line em
ESI-MS e ESI-MS/MS em modo positivo. Os espectros de fragmentacdo (modo MS/MS)
foram obtidos através do modo data independent e a identificacdo das proteinas foi
realizada por meio do MASCOT (Matrix Sciences) e PLGS (Waters).
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3.6 Anédlise dos dados

Para analisar os dados obtidos foram analisados no Progenesis para identificar as
proteinas presentes e ferramentas como Ingenuity Pathways, DAVID - Functional Annotation
Bioinformatics Microarray Analysis - e String para correlacionar as proteinas encontradas
com as vias metabdlicas a que elas pertencem. Ademais, a identificagdo das proteinas
secretadas foi realizada pelo SecretomeP 2.0 Server.

4 Resultados e Discusséao

Conforme mencionado no Relatério Parcial, houve dificuldades para realizar as
analises dos exossomos, uma vez que nao foram detectadas proteinas nas amostras
avaliadas por espectrometria de massas. Para obter uma quantificacdo significativa que
permitisse a analise protedmica dos exossomos, seria hecessario maior material em cultura.
Em funcéo da necessidade de um elevado volume de meio de cultura que possibilitasse a
concentracao e o isolamento das vesiculas. De modo a inviabilizar a execucdo desta tarefa
no tempo restante do projeto.

Diante dessas limitacbes e da possibilidade de quantificacdo e andlise dos
secretomas das NPCs, que requerem menor volume de material de cultura, focamos nas
analises destes.

Primeiramente, realizamos a andlise do secretoma de NPCs derivadas de pacientes
com esquizofrenia (GM23760B e GM23762B) e de controles (CF1 clonel0 e GM23679A). A
analise qualitativa e quantitativa foi realizada por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas, sendo utilizado o método de high definition data-independent
mass spectrometry (HDMSE). Para realizar a andlise dos dados obtidos, foram processados
com a utilizacdo do programa Progenesis for Proteomics 2.0 e em seguida analisados
utilizando a ferramenta DAVID Functional Annotation Bioinformatics Microarray Analysis, a

fim de investigar as proteinas quantificadas.
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Figura 1. Células progenitoras neurais (NPCs) humanas (A) CF1CL10, (B) CF2CL2, (C)
GM23679A, controles; e de pacientes (D) GM23760B, (E) GM23761B, (F) GM23762B.

Nas analises iniciais, foram quantificadas aproximadamente 1154 proteinas (com ao
menos 1 peptideo Unico), das quais 362 proteinas estavam diferencialmente expressas
(teste t de Student p<0.05) entre controle e pacientes com esquizofrenia. Em relacdo aos
processos biol6gicos associados com essas proteinas, podemos citar a comunicacdo e
sinalizacdo celular, que envolvem liberacdo e secrecdo de moléculas no meio extracelular.
Além de transporte mediado por vesiculas, desenvolvimento cerebral, transdugdo de sinal,
organizacdo da matriz extracelular e direcionamento de proteinas para a membrana
plasmaética.

Ja em relagcdo aos compartimentos celulares, tais proteinas se originam de organelas
e compartimentos celulares relacionados com a liberagéo e secrecdo de substancias pelas
células, destacando citoplasma, nucleoplasma e complexo de Golgi. Bem como, membrana
pré sinaptica e densidade pds sinaptica, que consistem em regides envolvidas com a
transmisséo de informagdes por sinapses em células progenitoras neurais.

Dando sequéncia aos experimentos e as andlises, foram identificadas e
guantificadas 804 proteinas (com ao menos 1 peptideo Unico), sendo 409 diferencialmente

expressas (teste t de Student p<0.05) entre pacientes com esquizofrenia e controle.
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A partir do SecretomeP 2.0 Server, analisamos quais das proteinas diferencialmente
expressas se relacionavam com vias de secre¢do, como mostra a Figura 2. Obtivemos 34
proteinas com score maior do que 0.6, indicando que séo proteinas secretérias. Ademais,
foram identificadas mais 52 proteinas, que apesar de ndo apresentarem score > 0.6,

possuiam um peptideo sinal relacionado com secrecéo.

Total (204}

Diferencialmente
Expressas (409]

Figura 2. Diagrama de Venn das proteinas identificadas no secretoma. As proteinas
secretadas foram identificadas pela presenca de peptideo sinal em sua sequéncia pelo
SecretomeP (SecP) ou SignalP (SigP).

Desse modo, dentre as proteinas diferencialmente expressas, 86 proteinas se
relacionam propriamente com vias de secre¢do. Para investigar as relacbes entre as
proteinas e as vias as quais essas proteinas pertencem, utilizamos ferramentas como o
String e o DAVID. Identificando os principais processos bioldgicos e os compartimentos e
componentes celulares associados com as proteinas, como mostram as Figuras 3 e Figura

4, respectivamente.

Em relacdo ao processos biolégicos, as proteinas diferencialmente expressas
identificadas se relacionam com processos como desenvolvimento do cértex cerebral,
transporte de proteinas do reticulo endoplasmético para a membrana, organizacdo do

citoesqueleto, transducéo de sinal e desenvolvimento cerebral.
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Figura 3. Principais processos biolodgicos associados com as proteinas secretadas

obtidos pelo software String.

Ja em relacdo aos componentes celulares, as proteinas encontradas sédo oriundas
da regiao extracelular, do sistema de endomembranas, do reticulo plasmatico e da periferia
celular. Além disso, também identificamos proteinas originadas por diferentes tipos de
vesiculas, como vesiculas citoplasmaticas, endociticas, bem como, nanovesiculas como os

€eX0Ssomos.

Compartimento Celular

Lumen erwvolvido por membrana
Vedculs citoplasmatica

Vedculs asociada @ membrana
Exossomo extracelular

Periferia celular

Vedculs endocitica

Lumen de vesiculas endociticas
Setema de endomembr anzs
Reticulo endoplasmatico

Comparitmento Celular

Componenteda matrie extracelular
Regido extracelular
Lumen reticulo endoplasmatico

=]
[
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- Log 10 (| False Discovery Rate)

Figura 4. Principais compartimentos celulares associados com as proteinas secretadas
(SecP/SigP) obtidos pelo software String.
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Ademais, com a utilizacdo da ferramenta KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes, identificamos altera¢des na via metabdlica relacionada com a orientacdo axonal.
Tal via j& foi previamente relacionada com a esquizofrenia, sendo que esta associada com
alteracdes nos constituintes do citoesqueleto, também identificadas nos processos

biolégicos em nossas andlises.

5. Conclusbes

De acordo com os dados obtidos, observamos em ambas as andlises alteracdes em
processos biolégicos associados com a comunicacdo, sinalizacdo celular e transporte de
moléculas. Dentre os processos identificados, destaca-se transporte mediado por vesiculas,
desenvolvimento cerebral, transducdo de sinal, organizacdo da matriz extracelular e

direcionamento de proteinas para a membrana plasmatica.

Ademais, identificamos alteracdes em proteinas associadas aos componentes do
citoesqueleto, que resultam em modificaces na estrutura celular, prejudicando processos
como o funcionamento axonal e a formacdo dos prolongamentos neurais (Nascimento &
Martins-de-Souza, 2015). Ademais, também afetam funcdes e processos como migracdo

celular e crescimento neuronal.

Quanto ao funcionamento axonal, alteracBes na organizacdo do citoesqueleto ja
foram previamente relacionadas com esse processo (English et al., 2009; Nascimento &
Martins-de-Souza, 2015; Zhao Z et al., 2014). Tais alteracdes prejudicam a organizacdo

axonal, que é um processo essencial para a formacdo e o estabelecimento dos circuitos

neuronais.

Ja em relagdo aos componentes celulares, nas analises identificamos organelas e
compartimentos celulares relacionados com a liberacdo e secrecdo de moléculas, como
complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico, sistema de endomembranas. Além disso,
dentre as proteinas identificadas no secretoma, ha proteinas que pertencem a diferentes

vesiculas, incluindo nanovesiculas como 0S exoSsomos.

Tais nanovesiculas que exercem um papel fundamental na comunicacdo e
sinalizacdo celular. Sendo que no sistema nervoso também atuam na comunicagdo entre
neurdnios e células da glia e eliminacdo de componentes desnecessarios (Frihbeis &
Frohlich, 2012).
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Outrossim, 0s exossomos secretados a partir tipos celulares distintos possuem
algumas proteinas em comum. Dentre estas situam-se proteinas relacionadas com o
citoesqueleto, como tubulina e actina; enzimas relacionadas com processos de sinalizacdo
intracelular, como quinases; e outras proteinas, como Flottilin-1, que atua no processo de
formacdo de vesiculas caveolares; proteinas Rab, envolvidas na fusdo e migragéo celular
(Frihbeis & Frohlich, 2012).

Além dessas proteinas em comum, 0S €x0SSOMOS apresentam uma Ccomposi¢ao
dindmica, apresentando componentes caracteristicos, que se relacionam com a condicao
fisiolégica e com as células que os originaram (Frihbeis & Frohlich, 2012). Desse modo, 0
contelido dessas vesiculas pode apresentar moléculas relacionadas com o desenvolvimento
de patologias, sendo possivel identificar e buscar por possiveis biomarcadores e alvos

terapéuticos nessas nanovesiculas (Tsilioni et al., 2014).

Dessa forma, com as analises do secretoma oriundo das células progenitoras, foi
possivel identificar alteracbes nas proteinas transportadas e secretadas pelas células,
evidenciando que processos de comunicagao e sinalizacdo celular encontram-se alterados
na doenca. De modo a auxiliar na investigacdo e na compreensdo dos mecanismos

moleculares relacionados com o desenvolvimento da doenca.

Ademais, a utilizacdo desse modelo in vitro, empregando as hiPSCs, possibilita a
investigacdo de alteracBes relacionadas com a doenca no inicio do desenvolvimento neural
e ao longo de processos de diferenciacdo das linhagens neurais (Nascimento & Martins-de-
Souza, 2015; Vargas, 2014). Sendo uma importante ferramenta na busca por biomarcadores
gue possam auxiliar no diagnostico da doenga, bem como na busca por alvos de

medicamentos mais eficazes para o tratamento dos pacientes.
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