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RESUMO

Objetivo: Avaliar a viabilidade da andlise da expressdo génica por
microarray no sangue periférico de pacientes com doenca de Parkinson
com diferentes perfis genéticos, para a identificagdo de marcadores
que possam estar relacionados ao desenvolvimento da doenca ou que
possam se tornar (teis para o seu o diagndstico. Métodos: Foram
selecionados pacientes portadores de mutagoes nos genes PARKZ ou
PARK8, além de parkinsonianos nao-portadores dessas mutacdes e
controles sadios, sendo cinco pessoas em cada grupo. A expressao
génica global foi analisada por microarray com RNA extraido do sangue
periférico desses pacientes. Resultados: O perfil de expresséao global
apresentou grande heterogeneidade entre os pacientes, ndao sendo
possivel identificar um padréo diferencial entre os grupos. No entanto,
utilizando como critérios de sele¢do p < 0,005 e fold-change = 1,2,
observamos expressao diferencial de alguns genes especificos entre
os diferentes grupos estudados. Conclusdes: A deteccao de expressao
diferencial de alguns genes sugere que a técnica pode vir a ser (til
na identificacdo de marcadores em sangue periférico que possam
caracterizar pessoas com risco de desenvolver doenga de Parkinson,
0 que serd importante, uma vez que terapias neutroprotetoras se
tornem disponiveis, bem como auxiliaré na elucidacéo da fisiopatologia
da doenga, identificando novas vias de sinalizacédo que possam estar
comprometidas. Esses achados deverdo ainda ser confirmados por
novos estudos com ampliacdo das amostras e testes para validagao
dos genes identificados.

Descritores: Doenca de Parkinson/sangue; Doenca de Parkinson/
genética; Marcadores bioldgicos/sangue; Expresséo génica; Mutagao

ABSTRACT

Objective: To evaluate the performance of gene expression
analysis in the peripheral blood of Parkinson disease patients with
different genetic profiles using microarray as a tool to identify
possible diseases related biomarkers which could contribute to
the elucidation of the pathological process, as well as be useful
in diagnosis. Methods: Global gene expression analysis by
means of DNA microarrays was performed in peripheral blood of
Parkinson disease patients with previously identified mutations
in PARK2 or PARK8 genes, Parkinson disease patients without
known mutations in these genes and normal controls. Each group
consisted of five individuals. Results: Global gene expression
profiles were heterogeneous among patients and controls, and it
was not possible to detect a consistent pattern between groups.
However, analyzing genes with differential expression of p <
0.005 and fold change = 1.2, we were able to identify a small
group of well-annotated genes. Conclusions: Despite the small
sample size, the identification of differentially expressed genes
suggests that the microarray technique may be useful in identifying
potential biomarkers in the peripheral blood of Parkinson disease
patients or in people at risk of developing the disease. This will be
important once neuroprotective therapies become available, and
may contribute to the identification of new pathways involved in
the disease physiopathology. Results presented here should be
further validated in larger groups of patients.

Keywords: Parkinson disease/blood; Parkinson disease/genetics;
Biological markers/blood; Gene expression; Mutation
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INTRODUCAO

A doenga de Parkinson (DP) € a segunda doenga neuro-
degenerativa mais comum e possui etiologia multifato-
rial, envolvendo fatores genéticos e ambientais. Muito
embora os pacientes com etiologia claramente genética
nao sejam os mais comuns, a descoberta de genes rela-
cionados a DP tem contribuido para o esclarecimento
da fisiopatologia da doenga, possibilitando desvendar a
cadeia de eventos relacionados ao processo neurodege-
nerativo, bem como de que forma os fatores ambientais
estariam interagindo com os fatores genéticos, predis-
pondo a morte neuronal®.

Nos ultimos anos, uma série de genes relacionados
a DP foram clonados: SNCA (alfa-sinucleina); PARK2
(Parkin), PARKS (UCHLI), PARK6 (PINKI), PARK7
(DJI), PARKS (LRRK2), PARK9 (ATP13A42). Destes, as
alteracoes mais frequentemente encontradas estao nos
genes PARK2, nas formas com heranca autossdmica
recessiva, ¢ PARKS, mnas formas com heranca
autossomica dominante. Mutagdes no gene PARK2
estdo predominantemente relacionadas a DP de inicio
precoce (com inicio antes dos 50 anos), enquanto as
mutagoes no PARKS foram inicialmente descritas em
pacientes com inicio da doenga apds essa idade, mas ha
descrigoes recentes de pacientes com inicio precoce®.
Muito embora o gene PARK? tenha sido inicialmente
relacionado a heranga autossdmica recessiva, ha um
crescente numero de relatos de casos de parkinsonianos
que apresentam uma Unica mutacdo nesse gene, €
questiona-se se um unico alelo mutado seria apenas
uma fator de risco ou um fator causal para a DP®,
Nossos resultados preliminares mostram que mutagoes
nos genes PARK2 ou PARKS associam-se a 18% dos
casos de DP de inicio precoce entre brasileiros®.

E provavel que diferentes causas genéticas de
parkinsonismo estejam conectadas por meio de vias
metabdlicas em comum. As funcgdes e interacoes das
proteinas produzidas por esses genes ainda nao estao
completamente esclarecidas, porém, alguns estudos ja
nos permitem afirmar que mutagdes nesses genes levam
a disfuncbes na via ubiquitina-proteassoma (UP) e/ou a
maior suscetibilidade ao estresse oxidativo®. Em cultura
de células, verificou-se que ha interacao entre os produtos
dos genes PARK?2 (Parkina) e PARKS (LRRK?). Parkina
¢ uma ubiquitina-ligase E3 e LRRK2 ¢ uma quinase.
Aparentemente, as duas interagem por meio do dominio
RING?2 da parkina®. Sabe-se que a proteina sinfilina-1,
encontrada nos corpusculos de Lewy, interage com a
parkina, mas uma série de outros substratos ligados a
essas proteinas e a via UP ainda s@o desconhecidos.

Atualmente, ndo existe tratamento curativo para a
DP, apenas sintomatico, nao sendo possivel evitar sua
progressao. O processo neurodegenerativo comeca
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muito antes de as primeiras manifestacoes clinicas apa-
recerem. Ao surgimento dos primeiros sintomas, esti-
ma-se que ja tenha havido uma perda de 75% da popu-
lagao de neurdnios dopaminérgicos na substancia negra
pars compacta, uma das principais regioes afetadas na
DP. Nio se sabe exatamente em que época da vida esse
processo se inicia. O diagnostico pré-sintomatico des-
ses individuos seria de grande valia tanto para a melhor
compreensao da fisiopatologia da doenca, como para a
possibilidade de tratamento precoce, uma vez que tera-
pias neuroprotetoras se tornem disponiveis.

A descoberta de biomarcadores para a DP traria
grande beneficio para a identificacao de pacientes
em risco de desenvolver a doenca, bem como para o
diagnostico e acompanhamento de sua progressao. Além
disso, a descoberta de novas vias envolvidas no processo
neurodegenerativo possibilitaria a identificacao de
potenciais novos alvos terapéuticos.

Uma das maiores dificuldades em se encontrarem
bons biomarcadores para a DP € o fato de que suas mani-
festagdes ocorrem predominantemente no sistema ner-
voso central (SNC) e esse tecido nao ¢é facilmente aces-
sivel em vida. Estudos recentes mostraram modificacoes
importantes da expressao génica na substancia negra de
pacientes com DP®®. Entretanto, para que marcado-
res moleculares tenham aplicagio clinica, sua deteccao
por meio de métodos pouco invasivos, como em sangue
periférico, é desejavel. Embora a DP tenha seus sinais
cardinais relacionados a degeneracgao de células do SNC,
modificacdes pro-apoptéticas e alteracoes da atividade
do sistema UP, possivelmente relacionadas a ativacao das
caspases, ja foram observadas em leucécitos do sangue
periférico de pacientes®!?). Verificou-se, também, que
linfdcitos do sangue periférico podem ser utilizados para
estudar modificacoes nos sistemas de receptores e neuro-
transmissores de algumas doengas neurodegenerativas.
Na DP, constatou-se uma reducao da imunorreatividade
do transportador de dopamina (DAT) em linfécitos do
sangue periférico'. Um estudo recente utilizando mi-
croarrays identificou marcadores moleculares da DP de
inicio precoce no sangue periférico?. A utilizagdo de
microarrays de DNA pode avaliar a expressao génica de
milhares de genes em paralelo, permitindo uma rapida
triagem de possiveis biomarcadores.

Assim, estudos da expressdo génica em pacientes
com DP com mutagdes genéticas caracterizadas pode-
riam fornecer, potencialmente, novos dados sobre genes
e proteinas associados ao processo neurodegerativo.

OBJETIVO

Avaliar por microarrays a expressao génica no sangue
periférico de pacientes com DP portadores e nao-por-
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tadores das mutagoes nos genes PARK2 e PARKS, com-
parando-os a controles sadios. Comparar os resultados
obtidos quanto a expressdo global com informagoes
disponiveis na literatura de forma a contribuir para a
validagao dos biomarcadores ja descritos e avaliar a uti-
lizacdo desse tipo de abordagem para a identificagao de
marcadores de interesse.

METODOS
Amostra

Foram recrutados 15 pacientes com DP, clinicamente
diagnosticados de acordo com os critérios do banco
de cérebros da UK Parkinson’s Disease Society e
provenientesdoambulatériode distirbiosdomovimento
do Departamento de Neurologia e Neurocirurgia da
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP). Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
institucional e todos os participantes assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido. Dez desses
pacientes eram portadores de mutacOes nos genes
PARK?2 ou PARKS (cinco em cada grupo) previamente
identificadas® e cinco pacientes nao possuiam mutagoes
nesses genes. Cinco controles sadios pareados por sexo
e idade foram recrutados para comparagao com o grupo
de parkinsonianos. A pesquisa de mutagdes nos genes
PARK?2 e PARKS foi realizada de acordo com critérios
previamente publicados®. As caracteristicas desses
individuos estao ilustradas na tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e moleculares de pacientes e controles
Meédia de idade e

Mutagaes (nimero

Grupo Sexo F/M faixa etaria (anos) de pacientes)

DP PARK2 3/2 51,8 (41-71) C1286-3G (3)
AB33T (1)
156 _157insT (1)

DP PARK8 2/3 42,8 (35-51) G6055A (5)

DP sem mutagao 3/2 47,8 (42 - 56)

Controles an 46,0 (32 - 68)

F: feminino; M: masculino; DP: doenca de Parkinson.

Analise da expressao génica

Extracao de RNA

Para andlise da expressao génica, foi utilizado RNA extra-
ido de 2,5 ml de sangue periférico estabilizado por meio
do sistema PAXgene™ Blood RNA System (PreAnalytiX
GmbH, Germany), de acordo com as instrucdes do fabri-
cante. O RNA de todos os individuos foi extraido num
mesmo dia, em duas etapas e de forma randomizada. A
qualidade do RNA obtido foi avaliada com o equipamen-
to Agilent 2100 Eletrophoresis Bioanalyser (Agilent Tech-
nologies), que também foi utilizado para a quantificacao
do RNA para os experimentos com microarrays.

Plataforma de microarrays e desenho experimental
Do ponto de vista de delineamento dos experimentos
de microarray, foi utilizado o sistema de uma cor (single-
color ou single-channel microarray). Nesse sistema, em
que as hibridizacoes sao independentes, cada amostra
de RNA foi marcada e hibridizada individualmente em
um array. Foram realizadas 20 hibridizacoes, uma para
cada individuo do estudo.

A plataforma escolhida foi a Affymetrix® (Santa
Clara, Califérnia, USA) e o microarray Human Gene
1.0 st. Essa lamina contém 28.969 genes, cada um deles
representado por, aproximadamente, 26 sondas distri-
buidas ao longo do gene. Os experimentos foram todos
realizados de acordo com as instrucoes do fabricante e
serdo descritos, de forma resumida, a seguir.

Sintese de cDNA e marcacao do cRNA

O protocolo teve inicio com a sintese e marcaciao de
cDNA a partir do RNA com o kit GeneChip Whole
Transcript Sense Target Labelling Assay (Affymetrix®,
Santa Clara, Califérnia, USA). Foram utilizados 100 ng
de RNA total para o inicio do experimento, de acor-
do com recomendacdes do fabricante. Para a sintese de
cDNA dupla fita, foram utilizados hexameros rando-
micos contendo uma sequéncia promotora de T7. Esse
material foi amplificado pela RNA polimerase T7 ge-
rando copias de cRNA antissenso. Em um segundo ci-
clo de sintese de cDNA, hexdmeros randomicos foram
utilizados como iniciadores para a transcrigao reversa
do cRNA obtido no primeiro ciclo. Essa etapa produziu
DNA simples fita na orientacao senso que foi marca-
do com um reagente especifico (Affymetrix® proprietary
DNA Labeling Reagent) covalentemente ligado a biotina
pela deoxinucleotidil transferase (TdT). Para os proce-
dimentos iniciais, utilizou-se o kit WT cDNA Synthesis
and Amplification (Affymetrix®). Esse kit foi usado para
a sintese de cDNA no primeiro e no segundo ciclo, e
também para os procedimentos de amplificacio linear
através da transcricao in vitro. Uma vez realizados esses
procedimentos, o DNA de fita tnica gerado foi frag-
mentado e marcado com o kit GeneChip® WT Terminal
Labeling.

Hibridizacao e aquisicao de dados

O Kit GeneChip Hybridization, Wash and Stain (Affyme-
trix®) foi utilizado para o preparo das solugdes de hibri-
dizacao e lavagem das laminas. As amostras de cDNA
sintetizadas e marcadas de RNA foram hibridizadas na la-
mina Human Gene 1.0 st (Affymetrix®). Foi utilizada uma
lamina por paciente selecionado neste estudo. As laminas
foram incubadas em estufa a 45°C, sendo submetidas a 60
rotacoes por minuto por 17 horas e, em seguida, lavadas
utilizando-se tampoes adequados. A aquisicdo das ima-
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gens das laminas foi realizada com o GeneChip® Scanner
3000 7G, controlado pelo GeneChip Operating Software.

Quantificacdo da expressao génica e analise dos dados
Os dados gerados foram normalizados por Robust Mul-
tichip Analysis (RMA) com o programa Expression Con-
sole (Affymetrix®), utilizando-se os pardmetros RMA
background correction, quantile normalization e mean
summarization.

A Anilise das Componentes Principais (PCA) foi
utilizada para avaliar as principais fontes de variacao
na expressdo gé€nica global entre amostras distintas. A
identificacao de genes diferencialmente expressos entre
grupos de amostras de pacientes foi realizada pelo teste
ANOVA. Essas analises foram realizadas com o progra-
ma Partek® versao 6.4 (Copyright® 2009 Partek Inc., St.
Louis, MO, USA).

RESULTADOS

O presente estudo procurou identificar, em sangue
periférico, alteracoes na expressao de genes possivel-
mente relacionados com o desenvolvimento da DP
em individuos portadores de mutacgdes especificas
nos genes PARK2 ou PARKS em comparagao com pa-
rkinsonianos sem mutacdes nesses genes e controles
normais. Conforme detalhado a seguir, observou-se
grande variabilidade entre as amostras estudadas com
relacio a expressao génica global, nao sendo possivel
identificar um padrao que diferenciasse esses pacien-
tes de forma clara. Em contrapartida, identificou-se
que a expressao de alguns genes estava alterada entre
grupos de pacientes, sugerindo um possivel papel des-
ses genes na DP.

Padroes de expressao génica global

Em um primeiro momento, avaliou-se o perfil de ex-
pressao génica global das amostras selecionadas. Com
esse proposito, utilizou-se um método de anélise das
componentes principais de variagao (PCA) nesse con-
junto de dados (Figura 1). A PCA ressalta que as amos-
tras possuem uma variacdo de expressao muito acen-
tuada. No sangue periférico, a presenca das mutacoes
estudadas nao teve impacto global significativo passivel
de ser constatado em nivel de genoma total.

Investigacao de genes diferencialmente expressos
entre grupos de pacientes

Uma vez que um padrao de expressao génica global nao
refletia as diferencas entre os grupos aqui analisados,
foram investigadas diferengas na expressao de genes

einstein. 2010; 8(3 Pt 1):291-7

PCA Mapping
‘ Grupos 40 P21

‘, o P2

2 oP

pcA oC
. ’ o P8

il [
pCA3

Figura 1. PCA mostrando a projecao dos valores de expresséo génica obtidos
por microarrays. Cada esfera representa a expressao global de uma amostra.
Cada cor representa um tipo de amostra. Azul: parkinsonianos sem mutacao em
PARK2 ou PARKS; vermelho: pacientes portadores de mutagdo em PARKZ;
roxo: pacientes portadores de mutagcdo em PARKS; verde: controles sadios.

especificos que poderiam ter um papel significativo no
desenvolvimento da DP. Em um primeiro momento,
identificou-se um pequeno grupo de genes bem ano-
tados que apresentaram expressao diferencial entre os
trés grupos de parkinsonianos e individuos sadios quan-
do utilizamos como critério de selegcao p < 0,005 e fold-
change = 1,2. O mesmo critério foi utilizado para a bus-
ca de genes diferencialmente expressos entre os grupos,
dois a dois. Os dez genes que apresentaram expressao
diferencial com maior significancia estatistica por grupo
analisado foram destacados nas tabelas 2 a 6. A escolha
do critério para a selecao de genes diferencialmente ex-
pressos levou em consideracao a grande heterogeneida-
de entre as amostras.

Tabela 2. Relacao de genes diferencialmente expressos entre amostras de
parkinsonianos e individuos sadios

Gene RefSeq Fold-change*
TRIM24 NM_ 015905 1.2
RUFY1 NM 025158 1,38
RICS NM 001142685 1.2
PLCLT NM 001114661 1,36
NOG NM_ 005450 1,53
PAIP2B NM 020459 1,27
NUDC NM_ 006600 1.2
CDR2 NM 001802 1,26
DSC1 NM 024421 1,36
DNM3 NM 015569 1,32

*Fold-change: razdo entre a intensidade de expressao dos genes em parkinsonianos comparados aos individuos
sadios (niimeros negativos indicam maior expressao em parkinsonianos). Essa tabela inclui apenas os genes
que apresentaram valor de p < 0,005 e fold-change = 1,2.
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Tabela 3. Relacéo de genes diferencialmente expressos entre parkinsonianos
nao-portadores de mutagdes em PARK2 ou PARKS e individuos sadios

Tabela 5. Relacéo de genes diferencialmente expressos entre parkinsonianos
portadores de mutagéo em PARK2 e individuos sadios

Gene RefSeq Fold-change* Gene RefSeq Fold-change*
CACHD1 NM_020925 1,20 KLHL32 NM 052904 1,20
TRIM24 NM_015905 1,21 0R13G1 NM 001005487 1,20
PEA15 NM_003768 1,22 RICS NM 001142685 1,20
RICS NM 001142685 1,22 RABGEF1 NM_ 014504 1,20
SORCS3 NM 014978 1,22 PTK2 NM 153831 1,20
TMEM173 NM 198282 1,27 PTX3 NM_ 002852 1,22
SDHC NM 003001 1,28 TRIM24 NM_015905 1,23
ARRB1 NM_004041 1,30 NUDC NM_ 006600 1,23
RUFY1 NM 025158 1,39 GCOM1 NM 001018100 1,23
SIDT2 NM 001040455 1,43 ARHGAP21 NM 020824 1,25

*Fold-change: razao entre a intensidade de expressao dos genes em parkinsonianos nao portadores de mutages
em PARK2 e PARK8 comparados aos individuos sadios (ndmeros negativos indicam maior expressao em
parkinsonianos). Essa tabela inclui apenas os genes que apresentaram valor de p < 0,005 e fold-change = 1,2.

Tabela 4. Relacéo de genes diferencialmente expressos entre parkinsonianos
portadores de mutacdo em PARKS e individuos sadios

*Fold-change: razdo entre a intensidade de expressao dos genes em portadores de mutagao em PARK2
comparados aos individuos sadios (nimeros negativos indicam maior expressao em portadores de mutacao em
PARK?2). Esta tabela inclui apenas os genes que apresentaram valor de p < 0,005 e fold-change = 1,2.

Tabela 6. Relacéo de genes diferencialmente expressos entre parkinsonianos
portadores de mutacao em PARK2 e em PARKS

Gene RefSeq Fold-change* Gene RefSeq Fold-change*
TRIM24 NM_015905 1,20 INPP1 NM 001128928 1,21
LRRC47 NM 020710 1,20 MGC14436 NR 026661 1,23
PPYR1 NM 005972 1,20 PGBD4 NM 152595 1,23
LTA NM_001159740 1,21 PPYR1 NM 005972 1,26
B3GALTL NM 194318 1,21 RPL14P3 XR 038338 1,30
IKZF2 NM 016260 1,40 PDE4D NM 001104631 1,32
FMNT NM_ 001103184 1,86 IKZF2 NM_ 016260 1,39
OCR1 AF314543 -1,74 GNLY NM 012483 1,69
ARGT NM 000045 -1,63 CYSLTR2 NM 020377 1,73
SLC26A8 NM 052961 -1,61 SNORA22 NR 002961 1,79

*Fold-change: razéo entre a intensidade de expressao dos genes em portadores de mutacao em PARKS
comparados aos individuos sadios (nimeros negativos indicam maior expressao em portadores de mutagao em
PARKS). Esta tabela inclui apenas os genes que apresentaram valor de p < 0,005 e fold-change = 1,2.

DISCUSSAO

A tecnologia de microarrays vem reformulando a ma-
neira tradicional de se fazer pesquisa, pois permite que
questoes relevantes sejam abordadas sob uma pers-
pectiva integrada, favorecendo o surgimento de no-
vos paradigmas. Os microarrays permitem a avaliacao
simultanea da expressao de milhares de genes, tendo
sido largamente utilizados em experimentos projetados
para estudar as funcoes e as interacoes de genes dentro
de um contexto global. Uma questao central no estudo
apresentado aqui € a aplicacdo de microarrays para a
compreensdo da biologia da DP. Com essa estratégia,
podem-se inferir, por exemplo, vias de sinalizacdo ati-
vadas ou desativadas em pacientes com caracteristicas
genéticas particulares. Uma vez que esse tipo de abor-
dagem estabelece associacoes entre 0 genoma e proces-
sos bioldgicos envolvidos na manifestacao do fen6tipo,
a tecnologia gera novas hipdteses que deverao ser tes-
tadas em estudos posteriores mediante uso de aborda-
gens mais direcionadas.

A avaliagao dos padroes de expressao global das 20
amostras nao foi capaz de segregar parkinsonianos de
individuos sadios, nem de distinguir pacientes portado-

*Fold-change: razéo entre a intensidade de expressao dos genes em portadores de mutacao em PARK2 comparados
com portadores de mutacao em PARK8 (nimeros negativos indicam maior expressao em portadores de mutacdo em
PARKS). Esta tabela inclui apenas os genes que apresentaram valor de p < 0,005 e fold-change = 1,2.

res de mutacOes especificas, sugerindo que os efeitos
globais dessas mutagoes no sangue periférico sio mo-
destos quando comparados com a variabilidade geral
na expressao génica do material estudado. Essa variabi-
lidade na expressao gé€nica representa uma combinacao
entre a variabilidade metodoldgica e a variacao bioldgi-
ca inerente aos pacientes selecionados.

Dentre as varidveis metodoldgicas, a natureza
do ensaio escolhido, analise de expressdo génica
por microarrays, traz consigo um ndmero bastante
grande de etapas que agregam varidaveis a analise.
Dentre essas etapas, merecem destaque 0s processos
de coleta, armazenamento de amostras, extragao de
RNA e protocolo experimental para a hibridizacao
dos arrays. Quanto ao protocolo de hibridizacao
dos arrays, todos os cuidados para a diminuicao
da variabilidade experimental foram tomados; em
particular, ressaltamos a selecio de amostras com
qualidade de RNA semelhante, a randomizacao
na selecdo da ordem das amostras hibridizadas nos
arrays e a realizacado das etapas experimentais para
todas as amostras em um mesmo dia. Dessa forma,
pode-se atestar que as diferencas observadas sao
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inerentes as amostras analisadas, podendo ser de
natureza biol6gica. Muito embora a via final comum
da DP seja a degeneracdo neuronal, principalmente
no que diz respeito aos neurdnios dopaminérgicos
da substancia negra pars compacta, existe grande
dificuldade clinica de se obter amostra homogénea
de pacientes, pois eles diferem entre si no que diz
respeito a sintomatologia, esquema terapéutico e
idade de inicio da doenca, dentre outros aspectos.
Identificou-se uma série de genes diferencialmen-
te expressos em comum entre parkinsonianos, bem
como algumas diferencas particulares a cada padrao
genético. Dentre esses genes, para efeito de ilustra-
¢ao, destacamos o gene TRIM24. Esse gene apresenta
expressao reduzida em todos os grupos de parkinso-
nianos (p < 0,005; fold-change = 1,2) independente-
mente da presencga de mutagoes. TRIM?24 codifica uma
proteina de localizacdo nuclear envolvida, dentre ou-
tras fungoes, no controle de transcri¢ao de alguns re-
ceptores nucleares. Recentemente, identificou-se que
a proteina TRIM24 tem como alvo a proteina p539,
Esta proteina esta envolvida em diversos processos ce-
lulares e, entre estes, o de maior interesse do ponto de
vista das doencas neurodegenerativas seria o controle
dos mecanismos de apoptose e autofagia. No sistema
nervoso central (SNC), na presenca de citotoxicidade
ou isquemia, observa-se aumento dos niveis de p53 e
apoptose'. TRIM24 atua negativamente como regula-
dora de p53. Estudos em modelo animal mostram que
a deplecao de TRIM?24 pode levar a apoptose induzida
por p531® . H4 uma série de estudos demonstrando
que os niveis de p53 estio aumentados em algumas
regioes do SNC em pacientes com doencas neurode-
generativas, tais como Alzheimer, Parkinson e escle-
rose lateral amiotréfica®®. O estresse oxidativo € um
dos fatores que possivelmente contribuem para a DP.
Na presenca de danos ao DNA, os quais podem ocor-
rer, por exemplo, em situacoes de estresse oxidativo,
ocorre apoptose induzida por p53(%. Recentemente,
identificou-se que a proteina parkina, que € codificada
pelo gene PARK?2 (relacionado a uma das formas de
DP familiar) é um repressor da transcricdo de p53(9.
A proteina TRIM24 ainda nao foi diretamente rela-
cionada a fisiopatologia da DP, porém identificamos
que seu gene encontra-se com a expressao reduzida
no sangue periférico de parkinsonianos. Esse achado
em particular, se for confirmado com a ampliacdo da
amostra de parkinsonianos e validacdo da expressao
génica por meio de PCR em tempo real, ilustra como a
técnica de microarray em células de sangue periférico
pode auxiliar na identificacdo de biomarcadores, no-
vas vias envolvidas na fisiopatologia da DP e até mes-
mo na identificacao de possiveis alvos terapéuticos.
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O foco deste estudo foi analisar o perfil de expressao
de pacientes portadores e nao-portadores de mutacoes
genéticas relacionadas a DP, verificando se métodos pou-
co invasivos, como a analise em sangue periférico, po-
dem contribuir para a identificacdo de biomarcadores e
elucidacao da fisiopatologia da doenca. A hipdtese € que
o padrao de expressao de genes poderia mostrar particu-
laridades associadas a presenca dessas mutacoes. A ava-
liacao dos padroes de expressao global das amostras nao
foi capaz de segregar pacientes com base nesses critérios,
sugerindo que seus efeitos globais na expressao génica
sdo modestos quando comparados com a variabilidade
geral na expressdo génica do material estudado. Entre-
tanto, a investigacao da expressdo diferencial de genes
especificos pode nos ajudar a inferir mecanismos distin-
tos entre grupos de pacientes e, assim, contribuir para a
compreensao da fisiopatologia da DP.

CONCLUSOES

O pequeno nimero de amostras estudadas aqui nao
permitiu conclusoes definitivas, mas ofereceu indicios
de que alteragoes moleculares especificas podem existir
no sangue periférico de pacientes com DP portadores
de mutagdes com alteracoes funcionais especificas e
que esses também apresentam algumas alteracoes em
comum com pacientes sem mutacdo. O desafio para
esse tipo de estudo reside principalmente na selecao de
amostras homogéneas quanto as caracteristicas clinico-
patoldgicas que permitam uma avaliacao consistente do
impacto da mutacao no desenvolvimento da doenga.

Em fungao dos dados preliminares deste estudo pi-
loto, serd planejado um segundo projeto, ampliando-se
a amostra de pacientes e controles para que se possa
realizar a validacao desses genes através da técnica de
PCR em tempo real e, uma vez confirmada a expressao
diferencial de alguns desses genes num grupo maior de
parkinsonianos, iniciar estudos funcionais de algumas
das proteinas codificadas pelos mesmos para a elucida-
¢ao de seu papel na DP e investigar seu possivel poten-
cial como biomarcadores da doenca.
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