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TLR - Receptor Toll-like

UTR — Regido nao traduzida do RNA mensageiro (Untranslated Region)



Resumo

Silvestre, RN. Avaliacdo da expressédo dos microRNAs -184, -190a-5p e -493-3p e
sua correlagdo com o controle das crises epilépticas em pacientes operados por
Epilepsia do Lobo Temporal Mesial [Dissertacdo]. Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto. Universidade de S&o Paulo. Ribeirdo Preto, 2016.

Introducédo: A epilepsia pode ser considerada uma desordem neuroldgica causada
pela anormalidade da transmissdo de impulsos nervosos, devido ao aumento da
excitacao nervosa e/ou diminuicdo da sua inibicdo. Dentre as sindromes epilépticas,
destaca-se a Epilepsia do Lobo Temporal Mesial (ELTM) devido a sua alta
prevaléncia e refratariedade ao tratamento medicamentoso. Com intuito de
implementar novas possibilidades de tratamento torna-se necessario uma maior
compreensao das bases moleculares da ELTM. Dentro desta perspectiva,
destacam-se os microRNAs, que possuem papel regulatério nas células, inclusive as
do Sistema Nervoso Central. Com base em dados da literatura e num experimento
de microarray, realizado no laboratério de Biologia Molecular do Departamento de
Cirurgia e Anatomia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, foram escolhidos
3 microRNAS, cujos alvos preditos estdo relacionados a epileptogénese e que se
apresentam diferencialmente expressos em hipocampos de pacientes com ELTM.
Objetivos: avaliar a expressao diferencial de trés microRNAs de interesse em
hipocampos de pacientes operados por ELTM refrataria ao tratamento clinico a fim
de correlacionar os resultados em relacdo aos controles das crises epilépticas apos
a cirurgia. Metodologia: Foram utilizadas 15 amostras de hipocampo de pacientes
com ELTM classificados como Engel | (boa evolu¢cdo - nenhuma ou poucas crises
convulsivas apdés lobectomia temporal parcial) e 15 amostras de hipocampos de
pacientes classificados como Engel Ill/IV (ma evolucao - sem melhora evidente apés
tratamento cirargico). Como controles, foram utilizadas 10 amostras de hipocampo
de pacientes sem doencas neuroldgicas, obtidas de necropsias do Servico de
Patologia do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto (HCFMRP). Por meio de
técnica de PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR) foram realizadas as
avaliacOes das expressodes diferenciais dos seguintes microRNAs: miR-184, miR-
190a-5p e miR-493-3p. Resultados: Em relacdo aos controles, o miR-184 e o
miR190a-5p apresentaram-se, respectivamente, com reducao significativa (p =
0,001) e com tendéncia a baixa expressao (p = 0,24) nos hipocampos de pacientes
com ELTM. No que se refere ao controle das crises, o0 miR-184 apresentou-se
significativamente mais expresso nos hipocampos de pacientes com pior evolucao
(Engel 1INV vs Engel |, p = 0,003). A expressédo do miR-493-3p néo se correlacionou
com o controle de crises com significancia estatistica. Conclusédo: Dentro os
microRNAs avaliados, a expressao do miR-184, que possui importante papel na
regulacdo de componentes celulares relacionados a morte celular, correlacionou-se
inversamente com o controle das crises ap0s cirurgia (sendo mais expresso em
pacientes com ma evolug¢do) tornando-se potencial alvo molecular e com valor
preditivo.



Abstract

Silvestre, RN. Evaluation of the microRNAs 184, -190a-5p and -493-3p expression
and its correlation with epileptic crises control in Mesial Temporal Lobe Epilepsy
operated patients [Master thesis]. Ribeirao Preto Medical School. University of Sao
Paulo. Ribeirao Preto, 2016.

Introduction: Epilepsy is a neurological disorder caused by nerve impulse
transmission abnormalities, by increasing nerve excitation and/or decreasing nerve
inhibition. Among the epileptic syndromes, one of the most important ones is Mesial
Temporal Lobe Epilepsy (MTLE) due to its high prevalence and resistance to drug
treatment. A greater understanding of the epilepsy molecular basis is necessary
aiming to implement new treatments possibilities. Within this field of study, it is
possible to highlight the microRNA molecules, which have a regulatory role in cell
regulation including in the Central Nervous System (CNS). Based on literature data
and in an microarray experiment, performed in the Anatomy and Surgery
Departament Molecular Biology laboratory of the Ribeirao Preto Medical School, we
have chosen three microRNAs, with predicted targets related to epileptogenesis and
that presented themselves differencially expressed in patients hippocampus with
MTLE. Objective: To evaluate three microRNAs of interest which were differentially
expressed in the hippocampus of MTLE drug-resistant operated patients in order to
correlate the results with the clinical evolution based on the seizures control after
surgery. Methodology: Fifteen hippocampus samples from patients with MTLE
classified as Engel | (good evolution - without seizures or few seizures after surgical
resection) and 15 samples from patients classified as Engel IlI/IV (bad evolution - no
evident improvement after surgery) were used in this study. In the control group, we
used ten samples of hippocampus fragments from patients without neurological
diseases, that were obtained from the Ribeirao Preto Clinical Hospital Pathology and
Legal Medicine Service. The differential expression validation from microRNAs-184, -
190a-5p and -493-3p were performed by quantitative real time PCR (RT-gPCR)
technique. Results: Regarding the controls, miR-184 and miR-190a-5p showed,
respectively, a significant expression reduction (p=0,001) and a decreased
expression tendency (p=0,24) in MTLE patients. If we consider seizure control, miR-
184 presented itself significantly upregulated in bad evolution hippocampus patients
(Engel 11I/1V vs Engel I, p=0,003). miR-493-3p did not show expression differences
with statistical significance. Conclusions: After evaluating the expression of these
microRNAs, it was possible to conclude that microRNA-184, which regulates cellular
death related components, was the best molecule that could differentiate the patients
regarding seizure control after surgery, and that fact makes this microRNA a potential
molecular target with predictive value.
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1. Introducéo

1.1. Epilepsia: aspectos gerais

A epilepsia é um grupo de doencas do Sistema Nervoso Central (SNC) que
tem em comum crises epilépticas ocasionadas devido a um desequilibrio na
transmissao de sinais nervosos. O processo epiléptico € mediado por mudancas nos
circuitos inibitérios e excitatorios do cérebro, levando a formacéo de redes neuronais
hiperexcitatorias, 0 que causa convulsdes recorrentes ou espontaneas. E uma das
desordens neurolégicas mais comumente encontradas na préatica clinica’, que pode
levar a uma predisposicao duradoura na geracdo de convulsdes epilépticas que por
sua vez podem gerar consequéncias neurobiolOgicas, cognitivas, psicossociais e
sociais®*.

A doenca é caracterizada como uma desordem dinamica, causada pela
sincronizacdo anormal de disparo neuronal em uma grande regido da rede de
neurdnios. Algumas dessas redes neuronais podem desempenhar diferentes tipos
de estados dinamicos, em meio a uma conjuntura anormal de parametros de
controle no momento da convulséo epiléptica. No entanto, o cérebro epiléptico pode
funcionar de maneira normal nos periodos entre as convulsées”.

Uma convulsdo epiléptica € uma mudanca transitéria no comportamento
cerebral devido ao disparo desordenado e sincronico de populacfes de neurdnios do
SNC. Possui uma manifestacao clinica caracterizada por distirbios do movimento,
de funcdo cognitiva, esquecimento subito e desmaios. No entanto, a sua
apresentacdo depende da localizagdo do foco epiléptico no cérebro, seus padrdes
de propagacdo, o processo patolégico da doenca, além de outros fatores. A
convulsdo pode afetar a funcdo motora, sensorial e autbnoma, consciéncia, estado
emocional, meméria, comportamento e cognigéo?>.

A epileptogénese € o processo fisiologico em que um cérebro normal se torna
epiléptico. O processo de epileptogénese ocorre durante o periodo latente entre uma
lesdo cerebral, na qual o cérebro é submetido a mudancas moleculares e celulares
gue geram um aumento de excitabilidade, e a ocorréncia das primeiras convulsdes
espontaneas e recorrentes. As principais lesdes relacionadas ao processo de

epileptogénese sédo as Lesbes Cerebrais Traumaticas (LCT), as quais causam uma
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deformacédo mecéanica do tecido resultando em despolarizagdo difusa neuronal e
geram mudancgas bioquimicas, metabdlicas e fisiolégicas como desregulacéo ibnica,
disfuncdo mitocondrial, liberagdo de neurotransmissores excitatorios e ativacdo de
processos imunes e inflamatérios. Essas alteracbes patofisiolégicas aumentam a
susceptibilidade a convulsées e o risco de desenvolvimento de epilepsia®®.

Além desses danos, pode ocorrer lesdo da barreira hematoencefélica (BHE),
edema cerebral e morte celular resultante da liberagdo de neurotransmissores
excitatérios como o glutamato e aumento na expressao de citocinas e quimiocinas
toxicas, contribuindo para o desenvolvimento do dano cerebral até a geracdo da
primeira convuls&o®.

Na epileptogénese, o tecido nervoso sadio é alterado e torna-se capaz de
gerar crises epilépticas e, além dos traumas gerados diretamente no tecido cerebral,
a epileptogénese pode ser de origem genética e/ou ambiental. Os mecanismos
propostos para esse processo incluem perda seletiva de neurdnios, neurogénese,
perda de células da glia, gliogénese, plasticidade axbnica e dendritica e disfuncéo
de receptores®.

Além das mudancas na estabilidade neuronal, o processo de epileptogénese
também envolve mudancas na fisiologia glial e no ambiente homeostatico no qual os
neurénios precisam estar envolvidos para funcionar apropriadamente”®,

As células gliais patoldgicas estdo associadas com uma série de diferentes
doencas neurolégicas que resultam em epilepsia®. Dentro do foco epiléptico, o
achado patolégico mais proeminente € a gliose, alteracdo na substancia branca do
cérebro, devido & proliferacéo e hipertrofia de astrécitos reativos™®.

Uma das ferramentas mais importantes para identificar padrdes epileptiformes
nas ondas cerebrais é o eletroencefalograma (EEG) ou a video-monitorizacao
eletrencefalografica. O paroxismo epileptiforme é o termo usado no EEG para se
designar o foco epiléptico. Esses elementos correspondem aos potenciais elétricos
anormais produzidos no coértex cerebral em decorréncia da hiperpolarizacao
hipersincrénica dos neurbnios envolvidos no circuito elétrico hiperexcitavel que
caracteriza a epilepsia. Os paroxismos sdo ondas cerebrais que se destacam por
sua morfologia diferenciada, com aspecto mais pontiagudo, amplitude mais elevada
e composicao variavel em relacdo a linha de base do EEG, sendo acoplados ou

seguidos por ondas lentas, diferentes da atividade elétrica normal do individuo™*.
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O EEG deve ser realizado rotineiramente para a confirmac¢éo do diagndstico.
Além disso, o que também auxilia no diagnostico da doengca s&o os déficits
cognitivos comumente encontrados em pessoas com epilepsia?.

A prevaléncia da epilepsia em paises subdesenvolvidos € o dobro em
comparacao a paises desenvolvidos, onde a incidéncia da doenga é em torno de 50
a 100 mil casos por ano™®*°. Existe uma variacdo na incidéncia da doenca em
relacdo a sua localizacao geogréfica que pode estar associada a fatores genéticos e
ambientais. A presenca de historico familiar na epilepsia parece aumentar sua
ocorréncia, quando associada a outros fatores de risco e isso sugere que a etiologia
da epilepsia é multifatorial, ou seja, pode ser determinada por uma série de fatores
biolégicos e ambientais™. Em relacdo a sua ocorréncia na populacdo mundial, a
epilepsia afeta em torno de 50 milhdes de pessoas, ou seja, entre 4-10% dos
individuos™®.

A classificagcdo mais recente divulgada pela Liga Internacional contra a
Epilepsia (ILAE) divide as convulses epilépticas em trés categorias: generalizadas,
parciais (focais) ou crises ndo classificaveis'’. As convulses generalizadas se
originam na rede neuronal estendida pelos dois hemisférios cerebrais, enquanto que
as de origem focal estéo limitadas a uma parte de um dos hemisférios cerebrais. As
convulses focais também podem ser originadas de areas subcorticais'’*®. Na

Tabela 1 estdo descritas os principais tipos de convulsao.

Tabela 1. Classificacdo dos tipos de convulsbes de acordo com a Liga Internacional contra a
Epilepsia (ILAE).

Classificag8o dos tipos de convulséo

Convulsdes generalizadas

- Ténica-clénica

- De auséncia: tipica, atipica e de auséncia com caracteristicas especiais.
- Mioclénicas: mioclénica, mioclénica tbnica e atonica.

- Clbnica

- Ténica

- Atbnica

Convulsdes focais

N&ao-classificaveis
- Espasmos epilépticos.

Ja em relagcéo a classificagé@o etioldgica da epilepsia, os termos atualmente
propostos pela ILAE sdo: genéticas, quando a causa do distarbio é diretamente

relacionada a um defeito genético; ou estrutural ou metabdlica, quando ha lesao
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estrutural ou alguma condicdo metabdlica que favorece o desenvolvimento de
epilepsia. As les@es estruturais podem ser originadas de desordens adquiridas como
derrame, trauma e infeccdo, além de poderem possuir causa desconhecida®’.

Alguns tipos de epilepsias estdo agrupados nas denominadas sindromes
eletroclinicas, e apresentam um padrao confiavel nas suas caracteristicas. Pacientes
epilépticos que ndo se encaixam nesse grupo sao classificados de acordo com
alguns fatores clinicos relevantes, como etiologia e tipos de convulsdes. No entanto,
isso impossibilita um diagnéstico preciso do paciente!’. Os aspectos clinicos
auxiliam na classificagdo da epilepsia, como tipos de convulsdo, presenca ou
auséncia de anormalidades neurolégicas e diferentes achados no EEG*®*,

Outra classificacdo em relacdo as epilepsias é realizada a partir da analise
das crises epilépticas (ou auséncia dessas crises) nos pacientes apos tratamento
cirargico, denominada classificacdo de Engel. Essa classificagdo é a mais
amplamente utilizada para avaliar o resultado pos-cirirgico do paciente. E dividido
em quatro classes, incluindo classe | (livre de crises incapacitantes), classe Il (crises
incapacitantes raras), classe Il (melhora evidente) e classe IV (sem melhora
evidente) (Tabela 2)?°. No trabalho de Dunford e colaboradores (2011) 76 pacientes
foram classificados segundo a classificacdo de Engel, realizada, em média, apos 36
meses de acompanhamento dos pacientes ap0s a amigdalo-hipocampectomia
padrdo, na qual sdo removidos parte da amigdala cerebral e os dois tercos
anteriores do hipocampo?’. A classificacdo de Engel também foi utilizada no trabalho
de Sun e colaboradores (2015), no qual os pacientes com ELTM foram classificados
anualmente apés cirurgia, durante 5 anos?.

Uma das principais formas de epilepsia € a Epilepsia do Lobo Temporal
Mesial (ELTM), sendo a formacao hipocampal a mais comprometida por esse tipo de

doenca convulsiva.

Tabela 2. Classificacdo sobre o controle de crises epilépticas no pds-cirirgico de pacientes
operados por epilepsia, segundo Engel.

Classificagdo de Engel

Classe I: Livre de crises incapacitantes

Completamente livre de convulsfes apos cirurgia.

Convulsdes parciais ndo-incapacitantes simples apoés cirurgia.

Algumas convuls@es incapacitantes apos cirurgia, mas livre de convulsées apds no maximo
2 anos.

Convuls@es generalizadas sem o uso continuo de drogas anticonvulsivantes (DAC)

Classe II: Crises incapacitantes raras (quase livre de convulsdes)
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Inicialmente sem convulsdes incapacitantes, ha presenca de convulsdes raras.
Convulsdes incapacitantes sdo raras desde cirurgia.

Apresenta ocasionalmente convulsfes incapacitantes desde cirurgia, mas raras nos ultimos
dois anos.

Apenas convulsdes noturnas.

Classe lll: Melhora evidente

Reducdao significativa das convulsées.

Intervalos prolongados sem convulsdes.

Classe IV: Sem melhora evidente

Reducao das convulsoes.

Sem mudangas significativas.

Piora no quadro de convulsivo.

1.2. Hipocampo e sua importancia na Epilepsia

O hipocampo ou formacéo hipocampal tem uma estrutura em forma da letra
“C” e esta situado na parte caudal do cérebro, mais especificamente na porcao
medial dos lobos temporais. Existem duas sub-regides denominadas giro denteado
(GD) e hipocampo propriamente dito, também conhecido como Corno de Amon
(CA), estratificado em quatro regides (CALl, CA2, CA3 e CA4). Além disso, 0 cortex
hipocampal é dividido em trés camadas conforme sua histologia. A primeira camada
compreende uma mistura de fibras aferentes e eferentes, juntamente com
interneurénios. No GD essa camada é chamada hilo. Acima dessa camada
polimorfica, encontra-se a camada celular, composta por células principais e
interneurdnios; chamada no GD de camada granular e na regido do CA é conhecida
como camada de células piramidais (estrato piramidal). A camada mais superficial é
denominada molecular (estrato molecular) tanto no GD quanto no CA%.

A regido CAl do hipocampo tem uma ligacdo direta com o giro
parahipocampal através do cortex entorrinal (CE), sendo essa interacdo necessaria
para a formacdo da memoria, informacdo espacial e sincronizacdo temporal do
disparo neuronal entre areas cerebrais®.

A principal funcédo do hipocampo esta relacionada tanto a memoria episodica
(experiéncias pessoais) quanto a semantica (conhecimento comum), e esta
criticamente envolvido na regulacéo das emocdes, medo, ansiedade e estresse®?°.
Ficou estabelecida uma funcéo dicotdmica dessa estrutura, sendo a regido posterior
mais ligada a memoria e a anterior relacionada ao controle de comportamentos
relacionados a ansiedade. No entanto, alguns estudos genéticos mostraram

dominios multifuncionais ao longo de todo eixo hipocampal. Por exemplo, o
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comportamento € influenciado tanto pela area anterior quanto posterior desse
6rgao?.

A estrutura hipocampal sofre mudancas patolégicas no envelhecimento, em
varias doencas metabdlicas, como a diabetes, e principalmente em doencas
neurolégicas, como esclerose mdltipla, encefalite limbica e a epilepsia®.

Um dos achados patoldégicos mais comumente encontrados na ELTM é a
esclerose hipocampal, caracterizada por um padréo especifico de perda neuronal,
principalmente de neur6nios piramidais, e gliose, predominantemente na regido CA1l
do hipocampo, seguida pelas areas do hilo e CA3. Dentro do hipocampo, outra area
danificada esta localizada entre as células granulares. Ha presenca de
sinaptogénese reativa, ou seja, uma reorganizacéo sinaptica na rede neuronal®’.

Além disso, ocorre atrofia bilateral do hipocampo causada pela perda de
células piramidais das areas CAl e CA3 e de neurdnios hilares, desenvolvimento de
uma neuropatologia aguda, com presenca tanto no hipocampo anterior como
posterior, dispersdo de células granulares, espalhamento de fibras musgosas no
hipocampo dorsal e perda de células musgosas da éarea do hilo do giro
denteado®®%.

Em suma, é possivel dizer que o hipocampo é a estrutura do SNC mais
afetada pela ELTM, sendo o conhecimento dessa estrutura imprescindivel para a

compreensao mais abrangente da doenca.

1.3. Epilepsia do Lobo Temporal Mesial

Dentre as formas de epilepsia em humanos, a mais comum é a do lobo
temporal mesial (ELTM), a qual afeta estruturas como hipocampo, amigdala e cortex
parahipocampal adjacente. As ELTM sdo mais comuns em individuos adultos, no
entanto pode se desenvolver também na a infancia, resultando de uma lesao
cerebral por traumatismo craniano, tumores cerebrais ou meningite 3.

A lesdo mais encontrada em pacientes com ELTM é a esclerose hipocampal
(EH) (Figura 1), na qual h& perda seletiva dos neurénios no hilo do giro denteado,
neurogénese e reorganizacéo estrutural®’. Os achados histopatoldgicos da esclerose
hipocampal sdo perda de células piramidais, associada a um padrdo grave de

133

astrogliose, encontrado principalmente na regido CA1°°. Além disso, ha perda de
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neurbnios que se estende por todo o hipocampo, reorganizacdo sinptica e células
granulares com corpo celular aumentado.

Outras estruturas adjacentes ao hipocampo também séo afetadas, como a
amigdala, que sofre gliose na regido latero-basal (esclerose da amigdala), e a
matéria branca do lobo temporal, onde se encontram neurbnios ectdpicos e
infiltrados de oligodrenddcitos. Também ocorrem prejuizos cognitivos principalmente

na memoria episédica®*.
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Molecular “E

Figura 1. Cortes histologicos de hipocampos emblocados em parafina (5um). A,C e E:
Hipocampo preservado de individuo sem epilepsia. B, D, F e G: hipocampo com esclerose.
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Observa-se a acentuada perda neuronal e gliose nas regides CA1 e CA4 na esclerose
hipocampal. Em G, observa-se com mais detalhes a gliose e perda neuronal em CA1%,

No que se refere ao sistema imune e resposta inflamatoria, ativacdo de
células imunes por meio de deteccdo de CD45 foi evidenciada em pacientes com
ELTM, com presenca de células microgliais ativadas e leucdcitos imunoreativos.
Além disso, esses resultados se reproduziram em modelos experimentais de ratos
epilépticos induzidos por acido cainico®.

Os casos mais comuns de ELTM estdo associados a EH, e foram
classificadas pela ILAE em diferentes tipos, de acordo com a regido mais atingida. A
ELTM-EH tipo 1 possui o tipo mais comum de les&o hipocampal, sendo o segmento
CAl severamente afetado (80% de perda celular), além de afetar outras areas em
menor proporgédo, como 30-50% das células piramidais em CA2 e 50-60% das
células granulares no GD. A ELTM-EH tipo 2 apresenta perda neuronal em CAl
também, afetando as células piramidais. Ja na tipo 3, ha perda celular e gliose
predominante na regido CA4 do hipocampo™.

As convulsbes geradas por essas sindromes sédo geralmente resistentes a
drogas antiepilépticas, portanto o tratamento por resseccdo cirdrgica € o mais
recomendado. Os resultados pos-operatorios de pacientes operados para a area
afetada na ELTM demonstraram que a resseccao total do hipocampo gera melhor
evolucdo no controle de crises epilépticas ap0s a cirurgia quando comparada a
resseccdo parcial apenas (69 vs 38% livre de convulsdes)®*. Entdo, mesmo que o
tratamento cirdrgico seja efetivo em alguns casos, existe uma alta parcela em que
esse tipo de tratamento nédo é efetivo e o paciente volta a ter as crises convulsivas
apos a cirurgia®.

Por esse motivo, € importante buscar, além dos tratamentos convencionais
por cirurgia de resseccéo da regido do foco epiléptico, terapias alternativas como as
gue envolvem mecanismos celulares e moleculares encontrados na epilepsia, dentre
esses podem ser citados 0s neurorreceptores, 0s canais ibnicos voltagem

dependentes e as moléculas regulatérias.
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1.4. Mecanismos moleculares da Epilepsia

1.4.1. Receptores moleculares do Sistema Nervoso Central

A reducdo da funcionalidade do receptor inibitério pés-sinaptico mediado por
acido y-aminobutirico (GABAr), bem como de outros receptores, comumente é
encontrada na epilepsia. Esse tipo de receptor desencadeia um potencial inibitério
na rede neuronal, provocando o estabelecimento do potencial de repouso,
diminuindo a excitabilidade dos neurdnios®”.

Os receptores de GABA pertencem a uma superfamilia de canais de ion
pentameérica conhecida como receptores do “circuito-cis”. Estruturalmente é formada
por pentameros de varias subunidades, mais precisamente duas subunidades a,
duas B e uma y, as quais constroem uma estrutura de dominio extracelular e uma
parte transmembrana. Os neurotransmissores se ligam ao dominio extracelular e ao
induzir uma mudanca conformacional no receptor que cruza a regiao
transmembrana e ocasiona a abertura de canais iénicos®”.

A desregulacdo da funcdo GABAEérgica contribui para o desenvolvimento de
algumas formas de epilepsia, e pode resultar da participacdo do receptor normal em
circuitos neuronais hiperexcitatorios anormais, onde ocorre morte celular associada
a convulsao e plasticidade sinaptica. A expresséo reduzida do GABAR pode gerar
um aumento na excitabilidade neuronal, desencadeando a predisposicdo a
convuls&o®3,

Outro neurotransmissor importante é o L-glutamato, localizado na regido
hipocampal, o qual atua via receptores metabotropicos e ionotrépicos. Os receptores
ionotrépicos de glutamato (ionotropic glutamate receptor — iGLURS) estdo envolvidos
em sua maioria na rede excitatoria de neurotransmissao, e sdo essenciais para a
funcionalidade normal do SNC. Cada um dos receptores pertencentes a essa familia
desempenha um papel especifico®°.

Por outro lado, a ativacdo dos receptores excitatorios metabotropicos de
glutamato classe | (metabotropic glutamate receptor — mGLuUR1) leva a uma
despolarizacéo excitatéria da membrana seguida pela liberacdo de célcio (Ca*?) do
meio intracelular. Alguns subtipos especificos de mGLURs desempenham um papel

importante na propagacdo da atividade epileptiforme em cérebros de mamiferos. A
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expressdo de mGLUR1 é aumentada na regido do giro denteado em casos de
epilepsia humana e também no hipocampo de ratos epilépticos™.

Além dos receptores moleculares, é possivel destacar alguns aspectos
genéticos como determinantes para a maior compreensdo da epilepsia no que se

refere a sua origem.

1.4.2. Aspectos genéticos da Epilepsia

Outro elemento que deve ser considerado para a compreensao da epilepsia é
seu aspecto genético. A possivel influéncia da heranca genética na epilepsia foi
estudada por diversos anos, no entanto € notavel que exista uma combinacao
complexa de fatores genéticos e nado-genéticos para o desenvolvimento dessa
doenca™.

Dentre as causas genéticas da epilepsia, podemos encontrar: anormalidades
no namero de cépias dos cromossomos, assim como microdelecdo e duplicacéo de
pequenas regides cromossdmicas; rearranjos genémicos; alteracbes de nucleotideo
unico que geram mutacdes missense e nonssense. Essas anormalidades genémicas
podem ser herdadas de um ou ambos os pais ou podem ser muta¢cdes de novo (que
aconteceram pela primeira vez). Por exemplo, quando ocorrem mutacdes somaticas
nas células progenitoras do SNC, existe uma desregulacdo da rede neuronal e
potencializacdo da epileptogénese. A heranca dominante também pode influenciar
no desenvolvimento da epilepsia, como no caso da mutacdo do gene Scn8a que
codifica um canal de sédio voltagem dependente. Essa mutacdo tem uma interacéo
genética com ScnlA e auxilia no desenvolvimento da epilepsia severa mioclonica da
infancia®*2,

A epilepsia genética generalizada, comumente conhecida como idiopatica,
representa o grupo mais comum de epilepsias geneticamente determinadas e
herdadas, caracterizada por convulsdes generalizadas relacionadas a idade, sem
lesBes cerebrais aparentes, como a epilepsia mioclénica juvenil*,

Além das epilepsias genéticas, as epilepsias comuns, as quais possuem
outras causas, inclusive lesGes cerebrais, também sdo influenciadas por fatores
genéticos. Essas doencgas tem uma heranca complexa, poligénica (determinada por
varios genes) com influéncias ambientais. As mutacfes de novo sdo as mais

comumente encontradas em epilepsias comuns®.
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Apesar da maioria das epilepsias possuirem um padrdo de heranca genética
complexo, algumas sindromes epilépticas apresentam um padrdo de heranca
mendeliana, sendo que quase todas essas mudancgas foram relacionadas a genes
qgue regulavam proteinas de canais de ions. As deficiéncias nos canais ion
dependentes foram relacionadas a algumas desordens epilépticas, como por
exemplo, a epilepsia generalizada com convuls&o febril**°.

Os neurdnios estocam e convertem informacdes na forma de impulsos
elétricos gerados por canais iGnicos. A excitabilidade neuronal pode ser controlada
pela atividade intrinseca dos canais de potassio (K*) e os receptores que modulam
essa atividade. Um aumento na atividade dos canais de potassio pode resultar no
aumento da excitabilidade celular. Logo, esses canais controlam o potencial de
repouso da membrana, além de possibilitar uma rapida repolarizacdo. Varios tipos
de epilepsia foram associados com deficiéncia em canais de potassio, resultado de
mudancas em genes codificadores desses canais. As modificagbes que ocorrem
nesses canais gerando uma atividade desregulada pode aumentar a
susceptibilidade a convulsdes®.

Outro exemplo de desregulacdo nos canais de potassio é na convulsao
neonatal familial benigna (Benign familial neonatal seizures — BFNC), uma desordem
epiléptica autossémica dominante herdada. O gene KCNQ2 (Canal de Potassio
voltagem dependente similar a KQT, subfamilia Q - Potassium Channel, Voltage
Gated KQT-Like Subfamily Q, Member 2), que codifica canais potassio dependentes,

sofre uma mutacdo nessa doenca e perde sua funcéo®’.

1.4.3. microRNAs e Epilepsia

Uma das mais novas descobertas para o entendimento do controle da
informacéo genética foram os microRNAs, pequenas moléculas ndo codificantes,
com cerca de 22 nucleotideos de tamanho, que regulam a maioria dos genes e séo
criticas para a represséo ou ativacdo da producéo de proteinas nas células®.

A primeira estrutura sintetizada pela enzima polimerase Il é o pri-microRNA, o
gual é clivado em seguida pela endonuclease Drosha RNAIIl numa estrutura
intermediéaria de 60-70 nucleotideos conhecida como o precursor do microRNA (pre-
microRNA). Essa estrutura é ativamente transportada do nucleo para o citoplasma

pela RNA-GTP e Exportina — 5. Em seguida, o pré-microRNA é processado pela
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DICER, a qual ira reconhecer a sua dupla fita e clivar o pré-microRNA determinando
as bases terminais da sequéncia, a qual é separada em duas fitas simples pela
enzima helicase. Em seguida, uma fita do microRNA maduro € incorporado a um
complexo de inducédo do silenciamento de RNA (RNA-induced silencing complex —
RISC), enquanto a fita complementar é degradada®®.

O processo de sintese do microRNA esta exposto na figura 2.
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Figura 2 —Esquema do processo de sintese da molécula de microRNA retirado do trabalho
de Winter J e colaboradores (2009)*.

Dentre os varios processos regulados pelos microRNAs, destaca-se a
diferenciacdo celular. Essas moléculas estabelecem e mantém o fendtipo e isso é
particularmente evidente no cérebro onde os microRNAs sédo conhecidos por regular

a diferenciacdo e a morfologia neuronal®.
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Em relacdo ao papel central do microRNA na neurogénese e
desenvolvimento cerebral, essa molécula pode regular pds-transcricionalmente as
células tronco do tecido nervoso. O miR-124 e miR-9 sdo microRNAs especificos do
cérebro, e portanto os mais bem estudados nesse tecido. Em experimentos in vitro,
tanto miR-124 quanto miR-9 tem sua expressdao aumentada no periodo de
transformagéo dos precursores neuronais para neurbnios na diferenciacdo de
células tronco embrionarias®".

Uma série de estudos em epilepsia humana e experimental demonstrou que
os niveis de cerca de cem diferentes microRNAs estavam superexpressos ou
hipoexpressos no hipocampo, como miR-23a, miR-34a, miR-132 e miR-146a, os
guais estariam hiperexpressos. Além disso, niveis alterados de expressdo de
enzimas envolvidas na sintese dos microRNAs, incluindo a Dicer e Argonauta 2,
também foram encontrados em tecido cerebral epiléptico. Os microRNAs também
influenciam no controle da morte celular, estrutura sinaptica e neurotransmissao
excitatoria e inibitéria®?.

Os microRNAs alterados durante a epilepsia causam importantes efeitos
bioldgicos no tecido nervoso. O miR-34a, por exemplo, é hiperexpresso depois do
status epilepticus (SE) e esta pode estar relacionado a morte celular dependente de
caspase-3 no inicio das crises epilépticas. Ao diminuir a expressédo de miR-34a por
meio de antagomiRs, a expressdo da proteina caspase-3 também € inibida e pode
resultar num efeito neuroprotetor, ou seja, diminuicdo da morte celular’®**,

Outro microRNA que tem um papel neuroprotetor apéds inducdo de SE € o
mMiR-132, que esta hiperexpresso no hipocampo de ratos epilépticos. Um estudo de
Jimenez-Mateos e colaboradores (2011) demonstrou que a inibicio de miR-132
diminuiu o nivel de morte celular neuronal no hipocampo desses animais>°.

O miR-146a é um microRNA relacionado a inflamacdo, um potencial
regulador endégeno da sinalizacdo que envolve receptor Toll-like (TLR) e receptores
de citocinas. Estd hiperexpresso em diversas doencgas associadas com a ativagao
da resposta inflamatéria, como artrite reumatoide® e doenca de Alzheimer®’. Na
ELTM, houve uma hiperexpressdo de miR-146a durante a epileptogénese e a fase
crobnica da epilepsia no hipocampo de ratos, tanto em células neuronais como em
células gliais. Os experimentos anteriores foram confirmados através da analise de

hipocampo de pacientes submetidos a cirurgia para ELTM farmacorresistente, onde
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houve aumento de expressdao do miR-146a, principalmente em regides de
astrogliose®®.

Ainda relacionado a inflamacédo, uma andlise das assinaturas de microRNAs
em pacientes com ELTM realizada por Kan e colaboradores (2012) demonstrou que
h& diferentes niveis de desregulacdo dos microRNAs (em sua expressao e
distribuicdo subcelular), e a maioria desses miRs esta relacionada ao controle de
componentes do sistema imune. Os microRNAs miR-221 e miR-222 apresentaram
expressdo diminuida em pacientes com ELTM e esclerose hipocampal. Esses
microRNAs regulam a expressdo da molécula de adesao intracelular 1 (Intracellular
Adhesion Molecule 1- ICAM-1), a qual apresenta hiperexpressao em pacientes com
ELTM, fato que pode contribuir para a liberacdo de outros mediadores inflamatorios
e recrutamento de células imunes®.

Devido a importancia biologica dessas pequenas moléculas, e como a terapia
com RNAs vem evoluindo nos Uultimos anos, é interessante pensar que O0S
microRNAs possam funcionar como alvos moleculares na epilepsia e também como

possiveis agentes terapéuticos.
1.4.4. microRNAs-184, -493-3p e -190a-5p

Os microRNAs podem controlar a producao de proteinas antes ou depois das
crises epilépticas, influenciando respostas de excitabilidade, leséo e reparo do tecido
nervoso®. Um experimento de microarray realizado no laboratério de Biologia
Molecular do Departamento de Cirurgia e Anatomia (dados nao publicados) da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP), avaliou microRNAs em larga
escala, dos quais alguns se mostraram diferencialmente expressos em hipocampo
de pacientes com ELTM e que apresentaram diferentes niveis de controle de crises,
segundo a classificacdo de Engel. Desses, foram escolhidos os trés microRNAs com
maior expressao diferencial: miR-184, miR-190a-5p e miR-493-3p, cujas expressdes
foram avaliadas por RT-gPCR em amostras de hipocampo de pacientes submetidos
a tratamento cirargico da ELTM.

Em relagdo ao miR-184, ja foram observados dados na literatura que
relataram sua expressao em outras doengas, como no cancer de pulméo, no qual é

hipoexpresso®’. Além disso, miR-184 é hipoexpresso também em gliomas onde inibe



Introducao 29

proliferacdo e invasdo celular® e tem papel supressor tumoral também em
carcinoma renal®.

Em relag&o ao papel desse microRNA na epilepsia, um estudo de McKiernan
e colaboradores (2012) demonstrou que 25 miRs estavam hiperexpressos no estado
de pré-condicionamento convulsivo (exposicdo do cérebro a estimulo ou estresse
até o limiar para causar uma lesdo). Dentre os microRNAs diferencialmente
expressos no pré-condicionamento, o miR-184 apresentou maior nivel de
hiperrexpressao, além de se relacionar com o controle da apoptose **.

JA& 0 miR-493-3p tem sua expressao reduzida em linhagens celulares
derivadas de tecido de cancer de pulméo, contribuindo para o desenvolvimento da
doenca®™, além de possuir um papel supressor tumoral em cancer de célon ao

6667  Ainda ndo foi

prevenir metastase por meio de inducdo de morte celular
estabelecido na literatura nenhum estudo sobre o papel desse microRNA na
epilepsia. No entanto, andalises de regulacdo positiva entre microRNA e RNAmM
envolvidos na infeccao do virus da hepatite C demonstraram que esse miR regula
diretamente o gene QKI (KH domain containing, RNA binding — QKI) que codifica
uma proteina ligante de RNA envolvida no processo de mielinizacdo e diferenciacao
de oligodendrécitos, dentre outros processos no SNC, além de estar envolvida em
outras doencas neurodegenerativas como a esquizofrenia®®. Esses dados
juntamente com os resultados obtidos no experimento de microarray realizado no
laboratério de Biologia Molecular descrito anteriormente, fazem o estudo desse
microRNA necessario na epilepsia.

A expressdo de miR-190a-5p foi analisada em diversas doencas, como por
exemplo nos neuroblastomas de fendtipo mais agressivo, nos quais foi encontrada
uma baixa expressdo dessa molécula®®. Por outro lado, Almog e colaboradores
(2013) demonstraram que miR-190a-5p é hiperexpresso no estado de dorméncia
tumoral em glioblastomas e osteossarcomas, nos quais realiza uma reprogramacao
transcricional. Isso gera uma diminuicdo da progressao tumoral, tendo miR-190 um
possivel papel supressor tumoral”. Além disso, miR-190b, apresenta uma
expresséo aumentada em carcinoma hepatocelular e tem efeitos antiapoptdticos’*.

Ja em epilepsia, o papel dessa molécula ndo esta claramente descrito, mas
existem dados na literatura que mostram que esse microRNA esta envolvido na
regulacdo de canais de potassio, 0s quais estdo relacionados ao desenvolvimento

dessa doenca.
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Shan-Li e colaboradores (2014) descreveram que o gene KCNQ5, que
codifica o canal de potassio voltagem dependente, é regulado diretamente por miR-
190 em células musculares lisas da artéria. Houve uma regulagdo inversa entre a
expressdo de miR-190 e o gene KCNQJ5, ou seja, enquanto havia hiperexpressao de
miR-190, a proteina codificada pelo gene do canal de potéassio estava suprimida’®.

O canal KCNQ5 esta localizado na porcédo pos-sinaptica da sinapse inibitéria
nas células piramidais ou interneurdnios, principalmente na regido CA3 do
hipocampo. Foi evidenciado que a desregulacdo da funcionalidade de canais
KCNQ5 causa uma excitabiidade aumentada em diferentes classes de
interneurdnios, além de levar a reducéo de oscilacdes hipocampais répidas”.

As mutacdes em outros dois canais de potassio, KCNQ2 e 3, estao ligadas ao
desenvolvimento das convulsbes neonatais benignas familiais, enquanto o canal
KCNQ5 ainda néo foi associado a nenhuma doenca. Apesar disso, no hipocampo
normal, existe uma alta expressdo de KCNQ5, tanto nas células principais quanto
nos interneurdnios. No hipocampo epiléptico, ha reducao consideravel da expresséao
de KCNQ5 no giro denteado quando comparado ao tecido normal. Logo, podemos
concluir que possivelmente alteracdes na expressao do KCNQ5 estdo relacionadas
ao desenvolvimento da epilepsia, e 0 estudo do miR-190, potencial regulador desse
gene, faz-se necessario”.

Com base nessas informacfes, € de suma importancia avaliar a expressao
dos microRNAs na epilepsia pois essas moléculas sdo importantes reguladores de

proteinas envolvidas no desenvolvimento dessa doenca.
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2. Hipotese Operacional

Os microRNAs-184, -190a-5p e 493-3p apresentaram expressao diferencial
entre pacientes com ELTM segundo a classificacdo de Engel, de acordo com um
experimento de microarray realizado pelo laboratério de Biologia Celular da FMRP.
Logo, esses microRNAs podem apresentar diferentes niveis de expresséo e estar
relacionados com o melhor controle das crises epilépticas nos pacientes com ELTM.
Além disso, esses microRNAs estdo possivelmente envolvidos no controle de morte
neuronal e neuroprotecdo, expressdo de canais de potassio e regulacdo de
componentes do sistema imune, o0 que torna seu estudo particularmente

interessante na epilepsia.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Avaliar a expressédo dos microRNAs miR-184, miR-190a-5p e miR-493-3p no
hipocampo de pacientes com ELTM com diferentes niveis de controle das crises
apos a cirurgia, segundo a classificacdo de Engel.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar a expressao de miR-184, miR-190a-5p e miR-493-3p, por meio
da técnica de transcriptase reversa seguida de reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-qPCR) em amostras de hipocampo de
pacientes com ELTM.

e Correlacionar a expressao de tais microRNAs de acordo com o

controle pos-operatorio das crises, segundo a classificacdo de Engel.
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4. Materiais e métodos

4.1. Amostras utilizadas

As amostras de tecido utilizadas foram fragmentos de hipocampo congelados,
oriundos de pacientes submetidos a cirurgia de ressecc¢do de parte do hipocampo e
amigdala devido a ELTM e que fazem parte de um Banco de Tecidos da
Neurocirurgia do Departamento de Cirurgia e Anatomia da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP).

Esses pacientes foram acompanhados pelo Centro de Cirurgia de Epilepsia
(CIREP) e avaliados quanto a evolucao pés-operatoéria, sendo classificados em dois
grupos: 15 amostras de hipocampo de pacientes com boa evolucédo pds-operatoria
(Engel 1) e 15 amostras de hipocampo de pacientes com ma evolucéo (Engel Il ou
V).

Foram utilizados 10 controles de hipocampo de pacientes sem doencas
neurolégicas, obtidas de necropsias do Servico de Patologia e Medicina Legal do
Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto (HCFMRP), cujos encéfalos foram retirados
para esclarecimento da causa mortis.

Essa pesquisa foi aprovada pelo comité de ética em pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, segundo processo HCRP n.
14148/2015.

4.1.1. Casuistica

Foram utilizados fragmentos hipocampais congelados em nitrogénio e obtidos
imediatamente apds remocdo cirdrgica como forma de tratamento da ELTM
farmacorresistente. Os hipocampos dos pacientes incluidos no estudo foram
classificados, quanto ao controle de crises, dentro do grupo Engel | ou grupo Engel

[1I/IV. Os dados dos pacientes estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3. Informagdes sobre os pacientes com ELTM que foram operados e cujo fragmento
de hipocampo foi analisado. S&o relatados a idade, 0 sexo e o diagnastico histopatologico.

Idade

Casos Sexo Diagnéstico Histopatologico
(anos)
1 27 Fem Esclerose Hipocampal
2 25 Fem Esclerose Hipocampal
3 36 Masc Esclerose Hipocampal
4 29 Fem Esclerose Hipocampal
5 40 Masc Esclerose Hipocampal
6 41 Masc Esclerose Hipocampal
- 7 37 Fem Esclerose Hipocampal
w 8 39 Fem Esclerose Hipocampal
% 9 25 Fem Esclerose Hipocampal
w 10 44 Masc Esclerose Hipocampal
11 40 Fem Esclerose hipocan]pal e astrogliose em
cortex
12 25 Masc Esclerose Hipocampal
13 26 Fem Esclerose Hipocampal
14 37 Fem Esclerose Hipocampal
15 53 Fem Esclerose Hipocampal
16 32 Fem Esclerose Hipocampal
17 54 Masc Esclerose Hipocampal
18 27 Fem Esclerose Hipocampal
19 41 Masc Esclerose Hipocampal
> 20 40 Masc Esclerose Hipocampal
° 21 45 Fem Neocoértex com astrogliose*
= 22 37 Fem Esclerose Hipocampal
_ 23 39 Masc Esclerose Hipocampal
("B 24 34 Fem Esclerose Hipocampal
E 25 34 Fem Esclerose Hipocampal
26 29 Fem Esclerose Hipocampal
27 44 Fem Esclerose Hipocampal
28 28 Fem Esclerose Hipocampal
29 42 Fem Esclerose Hipocampal
30 40 Fem Esclerose Hipocampal

*0 hipocampo desse caso nao foi avaliado em exame histopatoldgico.

A idade média dos pacientes no grupo Engel | é de 35 anos (+ 8,44 DP) com

variancia de 25 a 53 anos; sendo cinco homens e dez mulheres. A idade média dos

pacientes do grupo Engel 1ll/IV é de 38 anos (+ 7,29 DP), com variancia de 27 a 54

anos sendo constituido por quatro homens e onze mulheres. Os pacientes foram

classificados como boa ou ma evolucdo e o tempo médio de seguimento foi de 2

anos apos cirurgia.

4.2. Extracdo de RNA tecidual

Foram adicionados 1000ul de Trizol® (Invitrogen, Carslbald, CA, USA) as

amostras e os fragmentos foram homogeneizados com uso do aparelho Politron.
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ApOGs permanéncia em temperatura ambiente por 5 minutos, foi acrescentado 200pl
de cloroférmio, agitando-se vigorosamente por 15 segundos. A solucédo final foi
centrifugada a 4°C por 15 minutos a 14.000 rpm e a fase aquosa (superior) de cada
frasco foi transferida para novos tubos. O &cido ribonucleico (Ribonucleic Acid —
RNA) foi precipitado com 500ul de alcool isopropilico 100% e permaneceu a -80°C
por pelo menos 12 horas.

Na préxima etapa, a amostra foi centrifugada a 4°C por 15 minutos a 14.000
rpm, desprezando-se o sobrenadante. Acrescentou-se entdo 1000pl de etanol 70%
seguido novamente de centrifugacéo refrigerada por 15 minutos a 14.000 rpm. A
fase superior foi desprezada e o precipitado seco dissolvido com agua tratada com
DEPC (dimetilpirocarbonato). Apos este passo, esta finalizada a extracdo do RNA.

4.3. Quantificacéo e Analise da integridade das amostras de RNA total

Apos a extracdo, as amostras foram quantificadas por espectrofotometria com
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Além da
concentracdo de acidos nucleicos presente na amostra, foi obtido um valor da razao

referente a pureza das amostras (razdo 260/280).

4.4. Expressédo dos microRNAs

4.4.1. cDNA para microRNAs 184, 493-3p e 190a-5p

A transcricdo reversa foi desenvolvida utilizando-se o kit comercial High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), de acordo com as instrucdes do fabricante para a sintese do DNA
complementar (cDNA) do microRNA. Para cada 5ng de RNA, adicionou-se 0,75ul de
RT Buffer; seguido de 0,075 pl de desoxirribonucleotideos trifosfatados
(Deoxyribonucleotide Triphosphate - dNTP); 1,5ul dos primers especificos
(microRNA ou controle endégeno), 0,5ul da enzima MultiScribe™ e 0,094pl de
RNAse out, completando com agua DEPC para um volume final de 7,5ul. Em
seguida, o material foi transferido ao termociclador nas condi¢cdes padréo (30

minutos a 16 °C para efetuar a desnaturacdo do DNA, 30 minutos a 42°C para a
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extensdo da cadeia, 5 minutos a 85 °C para a desativacao da enzima e, em seguida

a 4 °C). Em seguida, as amostras foram armazenadas em freezer -20°C.

4.4.2. Andlise da expressao dos microRNAs pela técnica de PCR quantitativo

em tempo real

A partir do cDNA obtido, foi realizada a amplificacédo por Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) quantitativo em tempo real (RT-gPCR), com a utilizacdo do
reagente TagMan Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Para a
analise quantitativa da expressédo, foram usadas sondas especificas para deteccdo
de microRNAs (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Considerando-se as diferencas causadas por quantidades distintas de cDNA
utilizadas nas reacdes, os valores do Threshold Cycle (Ct) determinados para as
diferentes amostras, foram normalizados. O Ct determinado para a amostra (para os
mMiRs-184, -190a-5p e -493-3p) foi subtraido do Ct determinado para o gene house-
keeping (neste caso U6 snRNA) da mesma amostra, originando o chamado ACt.
Assim, o numero de ciclos que separa o ACt de uma amostra do ACt do calibrador
(neste caso foi utilizada a média das amostras do grupo controle) € o AACt. Esta
diferenca, em termos de nivel de expressdo génica relativa, € obtida de forma
aproximada, aplicando a férmula 244! 7>,

As reacOes de RT-gPCR foram realizadas em duplicata, utilizando-se 5ul do
reagente especifico TagMan Master Mix, 0,5ul de cada sonda especifica para cada
microRNA e 4,5ul do cDNA diluido (diluicdo 1:4 em agua DEPC). Os valores de Ct
foram obtidos através do aparelho 7500 Fast Real Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) e do software 7500 Sequence Detection System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

As condi¢cBes padrao para amplificacdo foram as seguintes: 95°C por 10
minutos e depois 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Foi
estabelecido um threshold de 0,1 para U6 snRNA, miR-184 e miR-190a-5p e de 0,02
para miR-493-3p.
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4. 5. Analise estatistica

As amostras foram submetidas a teste de normalidade e nenhuma variavel
apresentou distribuicdo normal, por isso utilizamos testes ndo paramétricos para
analise. A comparacao entre os trés grupos (controle, Engel | e Engel Ill ou IV) foi
realizada através de teste Kruskal-Wallis e pos teste de Dunn. O software GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Prism, Inc, San Diego, CA, EUA) foi utilizado para a andlise
estatistica e foi considerado significante um p< 0.05, além de confirmacédo da analise

estatistica realizada por um profissional da area (GCR).

4.6. Andlise por Bioinformatica

Para uma melhor compreensdo dos resultados obtidos, avaliamos os
microRNAs por algoritmos bioinformaticos. Potenciais alvos destes miRs foram
preditos por meio de base de dados de predicdo de alvos de microRNAs, o miRWalk
2.0, que compila dados de diferentes bases. Nesse trabalho selecionamos dados
das bases RNAHybrid, TargetScan, MiRanda, miRDB, PICTAR2 e RNA22. Apés
esta analise, avaliamos os genes alvos em relacdo a vias de sinalizacdo que
estavam envolvidos e importancia em processos biolégicos por meio da ferramenta
DAVID Bioinformatics Resources 6.7. ApOs definir quais seriam oS genes mais
relevantes para estudo, realizamos uma validacdo in silico com a ferramenta

RNAHybrid, a qual avalia a energia livre na interacao entre microRNA e gene alvo.
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5. Resultados

5.1. Analise das expressdes de miR-184, miR-190a-5p e miR-493-3p

5.1.1. microRNA-184

A analise da expressao do microRNA-184 por RT-qgPCR demonstrou um
fold-change médio de 1,51 nas amostras controle, 0,13 nas amostras do grupo
Engel | e 1,40 nas amostras do grupo Engel Ill/IV (Gréfico 1). O relatério estatistico
referente aos grupos esta exposto na
Tabela 4.

Expressdo do microRNA-184

3-

Fold-change
N
1

[EY
1

*

Controle Engel | Engel lll ou IV

Gréafico 1. Andlise de expressdo do miR-184 em relagdo aos trés grupos de pacientes
(controle, Engel | e Engel Il ou IV) (p=0,001).

Tabela 4. Dados das analises estatisticas da expressdo do miR-184 para cada grupo
(Controle, Engel | e Engel lll ou V).

Grupos N Mediana Minimo  Maximo Média Desvio padrdo
Controle 10 1,17 0,178 3,90 1,51 1,31
Engel | 13 0,07 0,004 0,59 0,16 0,19
Engel III/IV 13 0,76 0,122 4,65 1,45 1,68
Total 36 0,35 0,004 4,65 0,97 1,33

Pode-se notar que miR-184 tem sua expressdo diminuida nos pacientes
com epilepsia em relacdo ao grupo-controle e ha diferengcas com significancia

estatistica entre os grupos (p=0,001). Entre os pacientes com ELTM, no entanto,
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ocorre 0 aumento da expressao de miR-184 no grupo Engel 1llI/IlV em relacdo ao
grupo Engel I. Pela execucdo do pés teste pos hoc de Dunn, observamos que o
grupo Engel | apresentou menor expressao de miR-184 que o grupo controle
(p=0,001, Gréfico 2), mas ndo houve diferencas com significancia estatistica quando
comparamos as expressdes dos controles com a dos hipocampos do grupo Engel
H/IV (p=0,51).

Expressdo do microRNA-184

Fold-change

—

Controle Engel |

Gréafico 2. Expressdo de miR-184 nos grupos Controle e Engel I. Nota-se uma evidente
diminuicdo da expressdo desse microRNA no grupo Engel | em relacdo ao grupo Controle
(p=0,001).

Enfim, ao comparamos o grupo Engel | ao grupo Engel IIl/IV, notamos um
aumento significativo de expressdo do miR-184 no grupo Engel III/IV (p=0,003)
(Gréfico 3). Dessa forma, € possivel detectar uma expressdo diferencial desse
microRNA entre pacientes com diferentes niveis de controle de crises apoés cirurgia,

segundo classificacdo de Engel.
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Expressdo do microRNA-184

Fold-change
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Gréfico 3. Analise de expressao de miR-184 entre grupos Engel | e Engel lll/IV. Nota-se um
evidente aumento da expressdo desse microRNA no grupo com pior controle das crises
(Engel 1I/1V) (p=0,003).

Esses dados revelam uma expressao diferencial do miR-184 entre os
grupos, destacando-se que, apesar de estar hipoexpresso nos pacientes com
epilepsia (Engel I) em relagdo ao controle, esta hiperexpresso no grupo Engel lI/1V
em relacdo ao grupo Engel I.

A andlise da curva das Caracteristicas do Operador Receptor (Receiver
Operator Chraracteristics — ROC) para grupo controle versus Engel | resultou numa
area sob a curva de 92,9%, com p = 0,001 e intervalo de confianca (IC) de 95%
(82,8% - 100,0%). O ponto de maximo € 0,3461 e se for convencionado que quem
estiver abaixo deste valor é Engel | e acima Controle temos uma sensibilidade de
85,7% e uma especificidade de 90,0% (Gréfico 4).
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Gréfico 4. Curva ROC da analise comparativa entre grupos Controle vs Engel | quanto a
expressao de miR-184. O eixo das abscissas mostra a especificidade enquanto o eixo das
ordenadas mostra a sensibilidade do teste.

A curva ROC para grupo Engel I versus Engel IlI/IV gerou uma area sob a
curva de 86,9%, com p = 0,001 e IC de 95% (72,5% - 99,9%). O ponto de maximo foi
de 0,1617 e se convencionarmos que quem for abaixo deste valor é Engel | e acima
Engel 1lI/IV, temos uma sensibilidade de 64,3% e uma especificidade de 91,4%
(Gréfico 5). Dessa forma, € possivel que esse microRNA seja um alvo molecular
para diferenciar pacientes quanto ao controle de crises classificados como Engel | e

Engel HI/IV.
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Gréfico 5. Curva ROC na analise comparativa entre grupos Engel | vs Engel Ill/IV quanto a
expressao de miR-184. O eixo das abscissas mostra a especificidade enquanto o eixo das
ordenadas mostra a sensibilidade do teste.

5.1.2. microRNA-190a-5p

A andlise da expressao de miR-190a-5p demonstrou um fold change médio
de 2,67 nas amostras controle, 1,40 nas amostras do grupo Engel | e 0,85 nas
amostras do grupo Engel Ill/IV (Gréfico 6). No entanto, apds a analise estatistica
(Tabela 5), observou-se que nao ha diferencas significativas na expressdo do miR-
190a-5p entre os grupos (p=0,24). Apesar disso, notamos uma tendéncia de
diminuicdo da expressdo desse microRNA, de forma progressiva, estando mais

expresso no controle e menos expresso no grupo Engel HI/1V.
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Expressdo do microRNA-190a-5p
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Gréafico 6. Andlise de expressdo do miR-190a-5p em relacdo aos trés grupos (controle,
Engel | e Engel lll ou IV) (p=0,24).

Tabela 5 — Dados da analise estatistica da expressdao do miR-190a-5p para cada grupo
(controle, Engel | e Engel 11l ou V).

Grupos N Mediana Minimo  Maximo Média Desvio Padrdo
Controle 10 1,48 0,02 9,34 2,67 2,94
Engel | 13 0,21 0,03 8,89 1,38 2,41
Engel II/1V 13 0,47 0,17 4,13 0,85 1,041
Total 36 0,71 0,02 9,34 1,55 2,27

5.1.3.microRNA-493-3p

Por fim, a analise da expressdo de miR-493-3p demonstrou um fold-change
médio de 2,75 para grupo controle, 4,00 para Engel | e 1,74 para Engel Il ou IV
(Gréfico 7). No entanto, a andlise estatistica ndo detectou diferencas significativas
na expressdo deste microRNA entre os grupos controle, Engel | e Engel llI/IV
(p=0,28) (Tabela 6).
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Gréfico 7. Andlise de expressédo do miR-493-3p em relacao aos trés grupos (controle, Engel
| e Engel Il ou IV) (p=0,28).

Tabela 6 - Dados da analise estatistica da expressdo do miR-493-3p para cada grupo
(controle, Engel | e Engel 1l ou V).

Grupos N Mediana Minimo  Maximo Média Desvio Padrdo
Controle 10 0,97 0,038 13,64 2,75 4,27
Engel | 13 2,19 0,043 20,92 3,99 5,79
Engel lll ou IV 13 0,36 0,037 6,57 1,76 2,23
Total 36 0,84 0,037 20,92 2,83 4,34

5.2. Analise por ferramenta de bioinformatica

Os microRNAs foram analisados pela ferramenta de banco de dados
miRWalk, a qual envolve varios bancos de dados para predicdo de genes alvos de
determinados microRNAs. Os critérios para analise foram genes alvos em cujos

microRNAs se ligam na regiao 3'UTR.

5.2.1. Alvos de miR-184, miR-190a-5p e miR-493-3p

Os genes alvos preditos dos microRNAs foram analisados na ferramenta in
silico miRWalk e estdo todos descritos nas tabelas em anexo (Tabela 11, Tabela 12
e Tabela 13). Em seguida foi feita uma andlise das vias de sinalizagdo importantes

em processos bioldgicos, fungdes moleculares e componentes celulares dos quais
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esses genes preditos participam ou regulam, pelo programa DAVID Bioinformatics

Resources 6.7.
Posteriormente, os genes foram agrupados segundo suas principais fungdes

biolégicas, vias de sinalizacdo das quais participam e funcdes moleculares. A Tabela

7 a seguir contém os principais genes alvos de interesse do miR-184, segundo suas
funcoes:

Tabela 7. Principais genes alvos de miR-184 que participam de processos biologicos

relevantes para epilepsia.
Genes alvos de miR-184

Processos biol6gicos desenvolvidos
Regulacéo da proliferagéo celular, processo homeostético,

BCL2L1 regulacéo negativa da expressao génica e homeostase
iGnica.
Resposta a estimulo hormonal e regulagéo positiva de
AKT2 SRR
processo biossintético.

Uma analise no RNAHybrid revelou a complementaridade entre a sequéncia
do microRNA e seu correspondente gene alvo por meio da medi¢cao da energia livre
minima de hibridizacdo, a qual mede a interacdo entre as sequéncias e pode ser
considerada uma ferramenta de validacdo in silico. Usando um cut-off de -19
kcal/mol (foram considerados apenas valores menores que esse) podemos
identificar a interacdo entre o0 miR-184 e seus respectivos genes alvos (Figura 3A e

2B). Para BCL2L1, a ligacao apresentou uma energia livre de -26,8 kcal/mol; e para

AKT?2 foi de -31,6 kcal/mol.

dataset: 1
[

Target: BCL2-like 5

length: 1503 TN j
MiRNA: miR-184 C }( sl
length: 22 57t N
LN e

mfe: -26.8 kcal/mol ﬂﬁ;" :j

g -y

A |

p-value: 1.000000e+00

Position: 33 =
target 5' C C U C CACCACAUCC G 3 7 &
CCCUU UC G UC UCCGUCCA o U
GGGAA AG C AG AGGCAGGU mfe: -26.8 kcal/mol .\;\? S A
regy

miRNA 3' U Uu UA 5'
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dataset: 1 C /;. &
Target: v-akt '_*,
length: 3572 L‘I;L} 7
MiRNA: miR-184 B
length: 22 A

mfe: -31.6 kcal/mol
p-value: 1.000000e+00

Position: 1456 A
target 5' A GA c 3 o
ucu CAGUUCUCCGUCC et
GCGA  GUCAAGAGGCAGG e
miRNA 3' UG AUA U5’ ey
4, B
dow) mfe: -31.6 kcal/mol cf

Figura 3. Validacdo in silico da interacdo entre miR-184 e possiveis genes alvos pelo
programa RNAHybrid. (A) Gene BCL2-like (B cell lymphoma 2 like - célula B de linfoma 2)
(B) Gene AKT2 (V-Akt Murine Thymoma Viral Oncogene Homolog 2).

Em seguida, foram feitos os mesmos procedimentos para o miR-190a-5p e
listamos os dois principais genes alvos desse microRNA (Tabela 8), além da
validacéo in silico pelo programa RNAHybrid (Figura 4A e 3B). Os principais genes
encontrados foram gene da diferenciacdo neuronal 1 (neuronal differentiation 1 -
NEUROD1) e KCNQ5, com energia livre de -19,2 kcal/mol e -19.1 kcal/mol,

respectivamente.

Tabela 8. Principais genes alvos de miR-190a-5p que participam de processos biolégicos
relevantes para a epilepsia.

Principais genes alvos de miR-190a-5p Processos bioldgicos desenvolvidos

NEUROD1 ReguIAa(;éo da diferencia_c_;éo neuronal,
neurogénese e desenvolvimento do SNC.
Percepc¢éo sensorial, cogni¢cdo e processos
KCNQ5 sistémicos neurolégicos e homeostasia

celular e ibnica.
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dataset: 1

Target: NEURODI
length: 1684
MiRNA: miR-190a-5p
length: 22

mfe: -19.2 kcal/mol
p-value: 1.000000e+00

Position: 782

target 5' C UCA A 3
CcCcua AAACAUAUCA
GGAU UUUGUAUAGU
miRNA 3' U UAUAUAG 5' A
mfe: -19.2 kcal /mdl
dataset: 1

Target: KCNQ5

length: 3449

MiRNA: miR-190a-5p

length: 22 57

mfe: -19.1 kcal/mol
p-value: 1.000000e+00

Position: 258
target 5' U AUGG A 3' mfe: -19.1 kcal/mol

GCU GGUGUAU GAAUAUGUCA

UGG UUAUAUA UUUGUAUAGU B
miRNA 3' A G 5'

Figura 4. Validacdo in silico da interacdo entre miR-190a-5p e possiveis genes alvos pelo
programa RNAHybrid. (A) Gene NEUROD1 (Neuronal differentiation 1) (B) Gene KCNQ5
(Potassium Channel, Voltage Gated KQT-Like Subfamily Q, Member 5).

Por fim, para o miR-493-3p foram listados os dois principais genes alvos
desse microRNA (Tabela 9), além da validacao in silico pelo programa RNAHybrid
(Figura 5A e 4B), apresentando uma energia livre de -25,6 kcal/mol para PHLPP2 e -
23,6 kcal/mol para SULF1.

Tabela 9. Principais genes alvos de miR-493-3p que participam de processos bioldgicos
relevantes para a epilepsia.

Principais genes alvos de miR-493-3p Processos biolégicos desenvolvidos

PHLPP2 Regulagéo da transcri¢do e ligacao ionica.

SULF1 Apoptose e morte celular.
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dataset: 1

Target: PHLPP2

length: 3966

MiRNA: miR-493-3p 57
length: 22

mfe: -25.6 kcal/mol
p-value: 1.000000e+00

Position: 3325 nfe: -25.6 kcal/mol

target 5' A AAGC GCUC U 3'
CUUGG CACAG ACCUUC /\
GGACC GUGUC UGGAAG

miRNA 3' GU AUC U 5’

dataset: 1
Target: SULFI
length: 2377
MiRNA: miR-493-3p
length: 22

mfe: -23.6 kcal/mol
p-value: 1.000000e+00

Position: 311

target 5' A U CA U A 3’
CCU GC GC GACCUUCA
GGA CG UG CUGGAAGU

miRNA 3' C UG UCAU 5'

mfe: -23.6 kcal/mol A

Figura 5. Validacdo in silico da interacdo entre miR-493-3p e possiveis genes alvos pelo
programa RNAHybrid. (A) PHLPP2 (PH Domain and leucine rich Repeat protein
phosphatase 2) e (B) SULF1 (Endosulfatase 1).
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6. Discussao

A epilepsia deve ser detalhadamente estudada por ser uma doenga do SNC,
apesar de atingir apenas de 0,6% a 1% da populacdo geral™. Uma utilizacdo
importante para os microRNAs estudados é a possibilidade de se tornarem alvos
moleculares na epilepsia e alternativas de tratamento para a doenca. Um
biomarcador ou alvo molecular € definido como uma molécula ou outro dado que
caracteriza um processo biolégico em estado normal e patoldgico, sendo que sua
expressdo se diferencia ou s6 € estabelecida em estado patoldgico. Identificar e
validar apropriadamente biomarcadores da epileptogénese pode auxiliar na predicao
do estabelecimento da doenca neuroldgica’®.

Em teoria, os biomarcadores podem facilitar o desenvolvimento de
intervencbes para prevenir a epilepsia e a ocorréncia de convulsdes epilépticas,
reverter & progressdo da epilepsia e até mesmo curar a doenca’’. Alguns
biomarcadores sdo componentes de diferentes sistemas de neurotransmissao,
canais ibnicos, vias inflamatdrias, fatores de transcricdo ou moléculas envolvidas em
importantes vias de sinalizacdo de processos imunes’’. No trabalho de Vezzani e
colaboradores (2011), a inflamacé&o cerebral foi caracterizada como um biomarcador
na epileptogénese, mais especificamente o0 aumento da expressdo de interleucina
18 (IL-1PB), ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e proteina alvo de rapamicina em mamiferos
(mammalian target of rapamycin — mTOR) .

Algumas caracteristicas e o perfil de expressdo dos microRNAs fazem dessas
moléculas importantes na busca por biomarcadores em algumas doencas,
especialmente no cancer. Um marcador ideal possui um perfil de expresséo anico na
doenca quando comparado com o individuo saudavel. Os microRNAs sdo moléculas
estaveis, mesmo em fluidos corporais, como plasma, soro, urina e saliva e sao
expressos em tecidos especificos. Os perfis de expressédo dos microRNAs permitem
a classificagéo dos canceres humanos’®. Por exemplo, em carcinoma hepatocelular,
os microRNAs tem sido investigados como biomarcadores para diagnosticar a
doenca. microRNAs da familia miR-200 estdo desregulados durante o
desenvolvimento do hepatocarcinoma e em fibrose hepatica. Um painel de sete
microRNAs foram identificados como desregulados nesse carcinoma (miR-122, miR-
192, miR-21, miR-223, miR-26a, miR-27a e miR-801)%.
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Assim, € evidente que os microRNAs sdo extremamente importantes e podem
ser utilizados como alvos moleculares, inclusive na epilepsia. Um trabalho
desenvolvido por Henshall e colaboradores (2013) buscou na literatura dados que
pudessem caracterizar os microRNAs como alvos moleculares em epilepsia. Apés
uma andlise de estudos que buscavam tracar perfis de expressdo de microRNA
apos o SE, foi feito um cruzamento de dados que identificou, em pelo menos dois
estudos diferentes, aproximadamente 6 microRNAs que apresentaram aumento de
expressdo na doenca (miRs-21, -30c, -125b, 132, 199a e 375), e 9 que foram
hipoexpressos, dentre os quais destacaram-se os miRs- 10b, 29a, -98, -181b,c, -
374, -450a, -497%°. Os microRNAs tém a capacidade de serem biomarcadores n&o-
invasivos, pois algumas dessas moléculas estdo localizadas no sangue e outros
fluidos corporais.

O miR-184 ja havia demonstrado uma expressao diferenciada em estado de
pré-condicionamento epiléptico, sendo identificada uma hiperexpressao 8 horas
apos inducéo de SE. No entanto, foi notada uma reducéo nos niveis de miR-184 72
horas ap6s o pré-condicionamento epiléptico®. Isso demonstra uma resposta
bidirecional desse microRNA, confirmada pelos resultados do estudo em tela que
demonstraram uma reducdo de expressao desse microRNA em pacientes com
ELTM em relacdo aos controles, significativa entre os grupos controle e Engel 1. No
entanto, entre os grupos Engel | e Engel 1llI/IV houve aumento de expressao de miR-
184 em pacientes classificados como Engel Ill/IV (Grafico 1 e Gréfico 3). Dessa
forma, miR-184 pode ser um possivel alvo molecular que diferencia pacientes Engel
[1I/IV de Engel I. Esse fato é reforcado por analise de curva ROC, na qual obtemos
uma sensibilidade de 64,3% e especificidade de 91,4% para esse microRNA
(Gréfico 5).

Devido ao fato dessas classificacdes se relacionarem ao controle das crises
epilépticas apos a cirurgia de resseccao do foco epiléptico, sendo Engel | sem crises
ou com poucas crises apoés cirurgia e Engel 1llI/IV com pouca ou nenhuma melhora
nas crises convulsivas, a identificacdo de tais alvos moleculares pode facilitar o
tratamento dos pacientes.

Dentre as moléculas alvo de miR-184 encontradas no estudo in silico,
destacam-se o0 AKT2 e BCL2L1 (Tabela 7 e Figura 3A e 2B). A interagéo entre miR-
184 e a proteina AKT2 foi demonstrada pelo trabalho de McKiernan e colaboradores

(2012) mencionado anteriormente®. Além disso, Foley e colaboradores (2010)
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demonstraram que a proteina AKT2 é regulada pelo miR-184 em sua porgéo 3'UTR.
O experimento foi realizado em linhagem celular de neuroblastoma e demonstrou
gue a expressao aumentada de miR-184 através do uso de miR-mimics (microRNAs
gue mimetizam o miR original) regula expressédo de AKT2, proteina responséavel pela
proliferacéo celular e inibicdo de processos apoptéticos, e causa uma diminuicdo no
ndmero de células e aumento de apoptose®, diferentemente do que foi demonstrado
no estudo de McKiernan e colaboradores (2012), no qual miR-184 apresentou efeito
anti-apoptotico®.

Esses trabalhos levam a crer que miR-184 pode desempenhar tanto um papel
anti-apopt6tico como pré-apoptotico, e esse fato pode ser explicado pela competicédo
de alvos entre os microRNAs.

Os microRNAs podem competir pela ligagdo na molécula de RNAMm,
principalmente nas regides ricas em adenilato e uridilato, com proteinas ligantes de
RNAmM, como a proteina HuD. Uma analise genémica demonstrou que os dominios
3'UTR reconhecidos por proteinas ligantes de RNAm (RNAm Binding Proteins —
RBP) e pelos microRNAs se encontram no mesmo transcrito e podem se sobrepor.
Um exemplo dessa competicao € a RBP HuR, que se liga a regidao 3’UTR do RNAmM
do transportador catidonico de aminoacido 1 (Cationic Aminoacid Transporter 1 -
CAT-1), sendo essa regido também alvo do miR-122. Assim ambos competem pela
regulacdo de CAT-1%4%3,

Outro exemplo da competicdo de microRNAs com proteinas ligantes de
RNAm, é no controle da expressao do canal ibnico Kv1.1. Foi demonstrado que miR-
129 se liga a regiao 3'UTR do RNAm de Kv1.1, reduzindo a expressdo dessa
proteina. No entanto, quando h& presenca da proteina HuD, nota-se um aumento da
expresséo da proteina Kv1.1, revertendo a supress&o causada pelo miR-129%.

Esses dados fazem necesséarios mais estudos relacionados a influéncia da
competitividade entre microRNAs e proteinas ligantes, fato do qual dependem os
possiveis efeitos bioldgicos da expressdo aumentada ou diminuida do microRNA
nas doencas.

BCL2L1 tem uma funcdo anti-apoptética®, logo, é possivel que miR-184
regule a expressao de BCL2L1, ja que esta envolvido em processos relacionados a
apoptose. Em um trabalho de Zhen e colaboradores (2013), percebeu-se que esse

microRNA regula diretamente expressdo de BCL2 em Carcinoma Nasofaringeo,
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suprimindo proliferacdo celular e estimulando apoptose, destacando o papel pré-
apoptotico do miR-184%.

Os mecanismos moleculares relacionados a apoptose exercem um controle
sobre a morte celular neuronal ligada ao processo de epileptogénese. A morte
neuronal € uma consequéncia das convulsGes epilépticas e pode desencadear
efeitos pro-epileptogénicos, através de mecanismos indiretos, gliose reativa e
inflamacéo, levando a hiperexcitabilidade®’. Os genes reguladores da apoptose s&o
comumente encontrados em processos epileptogénicos®. Maltiplos membros da
familia BCL-2 sdo regulados apés o SE, sendo alguns membros pré-apoptoticos
negativamente regulados, como Puma, e ha aumento da expressdo de proteinas
anti-apoptéticas da familia BCL-2, como Bel-w®’.

Esses dados confirmam a relevancia do estudo de miR-184, pois esse
microRNA é um possivel regulador de moléculas da familia Bcl-2 em epilepsia. Além
disso, o fato das proteinas anti-apoptoticas serem hiperexpressas em alguns casos
de ELTM sugere que essa possa ser uma maneira de neuroprotecdo do SNC¥.

Ja em relacdo a expressdo de miR-190a-5p, pode-se notar uma consideravel
diminuicdo da expressdo desse microRNA nos pacientes com ELTM, pois a sua
menor expressao foi encontrada em pacientes classificados como Engel III/1V,
apesar dessa diferenca nao ter sido significativa (Grafico 6). Esse microRNA pode
estar relacionado a epilepsia devido ao fato de regular a expressdo de genes que
codificam canais de potassio, mais especificamente a proteina expressa pelo gene
KCNQ5'?, fato também demonstrado pela andlise in silico (Tabela 8 e Figura 4A).

Outros canais de potassio ja foram relacionados com diferentes tipos de
epilepsia, como KCNQ2 e KCNQ3, os quais estdo mutados na BFNC, uma
desordem epiléptica autossdmica dominante*’. A expressédo de KCNQ5 no cérebro é
mais evidente no hipocampo, com altos niveis na porcdo CA3, e esse canal de
potassio € responsavel pelo aumento de correntes pds-hiperpolarizacéo e excitacao

neuronal®

. Dessa forma, é possivel que a expressdo de genes que codificam os
canais de potassio seja desregulada em ELTM, podendo ser controlada pelo miR-
190a-5p.

Os resultados encontrados pelo nosso trabalho, no qual a expressdo de miR-
190a-5p tende a diminuir em pacientes com epilepsia e é ainda menor em pacientes
classificados como Engel lll/IV, corrobora para a possibilidade desse microRNA

regular negativamente a expressdo de KCNQ5, pois os canais de potassio tendem a
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ser hiperexpressos em tecido epiléptico. Assim, a diminuicdo da expressdo do
microRNA acarretaria num aumento da expressao de KCNQ5, favorecendo o quadro
epiléptico.

Outro gene possivelmente controlado por miR-190a-5p € o NEUROD1 (Figura
4 e Tabela 8), um importante fator de transcricdo neuronal que é essencial para o
desenvolvimento do SNC, além de possuir a habilidade de reprogramar outros tipos
celulares, como células somaticas, para se transformarem em neurbnios e
influenciar na expressdo de diversos fatores de transcricdo no SNC*. Guo e
colaboradores (2014) descreveram que as células gliais do cortex lesionado de ratos
modelos para doenca de Alzheimer podem ser diretamente reprogramadas para se
transformarem em neurdnios funcionais usando expressao retroviral do fator de
transcricdo NeuroD1%.

Foi demonstrado que astrocitos se reprogramaram e se tranformaram em
neurdnios glutamatérgicos apos inducdo de expressao de NeuroD1l também em
cultura de células humanas. Além disso, células NG2 (ou polidendrdcitos) foram
reprogramadas em neurdnios glutamatérgicos e GABAérgicos®. Tal processo
biologico € de suma importancia também em epilepsia, onde ocorre alta taxa de
morte celular neuronal. Logo a expressdao aumentada de NeuroD1l através da
regulacdo de miR-190a-5p pode ser um possivel tratamento para recuperacdo da
perda neuronal.

No trabalho de Zheng e colaboradores (2010), foi demonstrado que miR-190
regula a expressdo do mRNA de NeuroD1 na regido 3’'UTR, através da diminuicéao
da expressdo desse microRNA pelo uso de um agonista de um receptor opidide,
chamado fentanil. Observou-se um aumento da expresséao protéica de NeuroD1, e é
possivel concluir que esse fator de transcricdo é regulado por miR-190%, dado
semelhante ao encontrado na validacao in silico realizada pelo programa RNAHybrid
(Figura 4A).

Em relacdo a expressdo de miR-493-3p, nota-se que existe uma expressao
aumentada em pacientes classificados como Engel | em relacdo aos controles, mas
o nivel de expressao desse microRNA é menor em pacientes Engel Ill ou IV quando
comparado aos outros dois grupos. No entanto, esses resultados nédo apresentaram

relevancia estatistica (p=0,81) (Gréfico 7).
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Os genes alvos da analise in silico apresentaram genes relacionados a
apoptose e ligagao idnica, sendo os mais relevantes o PHLPP2 e SULF1 (Tabela 9 e
Figura 5).

O gene PHLPP2 (PH Domain and leucine rich repeat Protein phosphatase 2)
expressa um fator de transcricdo que regula negativamente a via de sinalizacao do
NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) através da
interacdo e inibicdo de IKKB. NF-kB desempenha um papel fundamental na
regulacdo da resposta imunitaria a infeccdo®, processos envolvidos na epilepsia,
que podem até mesmo desencadear convulsdes epilépticas™.

Ja o gene SULF1 esta envolvido na via de sinalizacdo que leva a inibicdo do
crescimento de axbénios ou dendritos e pode regular plasticidade estrutural dos
neurénios e regeneracdo do SNC®. Dessa forma, o uso dessa endosulfatase pode
levar a regeneracao cerebral apds danos causado pela epilepsia.

Uma das limitagées do nosso trabalho foi o fato de avaliar a expresséo dos
microRNAs apenas no fragmento do hipocampo e ndo no sangue, dado que seria
interessante para validar o microRNA como alvo molecular e poder realizar mais
facilmente uma predicdo do possivel quadro do paciente apos cirurgia.

No estudo de Wang e colaboradores (2015), o perfil de expressao de
microRNAs que estdo diferencialmente expressos no sangue periférico em paciente
com epilepsia foi descrito com o intuito de descobrir biomarcadores para o
diagnéstico da doenca®. Como resultado, foram encontrados 6 microRNAs
hipoexpressos (miR-144-5p, -15a-5p, -181c-5p, -194-5p, 889-3p e mMiR-96) e 4
hiperexpressos (let-7d-5p, miR-106b-5p, -130a-3p e -146a-5p) em pacientes com
epilepsia quando comparados aos controles?’.

Dentre esses microRNAs, 0 que possuiu maior relevancia diagnéstica foi o
miR-106b-5p que apresentou a maior acuracia (88,2%) e com sensibilidade e
especificidade de 80,3% e 81,2%, respectivamente®’. Em comparacdo a expressao
de miR-184 entre controle e individuos Engel |, obteve-se nesse trabalho uma maior
sensibilidade (85,7%) e especificidade (90,0%) para considera-lo como um possivel
alvo molecular para epilepsia. No entanto, ndo houve diferenca estatistica na
comparacgao do grupo controle com grupo Engel lll ou IV.

Porém, o dado mais significativo foi o aumento de expressao do miR-184
encontrada em individuos classificados como Engel 1ll/IV em relacdo aos do grupo

Engel |. Esse microRNA também apresentou uma sensibilidade de 64,3% e
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especificidade de 91,4%, o que pode caracterizar o miR-184 como um potencial alvo
molecular para os diferentes niveis de controle de crises epilépticas dos pacientes
apos cirurgia.

Os resultados de miR-184 foram os mais promissores dentre 0s microRNAs
avaliados, por apresentar um padrdo de expressao diferente entre pacientes
epilépticos operados com diferentes niveis de controle de crises. Além disso, 0 miR-
184 possivelmente regula genes relacionados a apoptose e morte neuronal, 0 que
abre uma perspectiva para possiveis tratamentos envolvendo esse microRNA,
visando a neuroprotecdo do tecido nervoso lesionado pelas convulsdes epilépticas.
No entanto, os genes regulados por miR-190a-5p também sdo de extrema
relevancia por participarem de processos biolégicos do SNC. Em relagdo ao padrao
de expressdo desse microRNA, houve uma tendéncia a diminuir a expressao
conforme aumentava a gravidade do quadro clinico do paciente apdés cirurgia.

Dessa forma, mais estudos relacionados a esses microRNAs sé&o
necessarios, além da analise da expressdo dos RNAs de seus genes alvos, para
gue possamos ter um panorama completo de expressdo génica em relacdo as

diferentes classificacdes de pacientes com ELTM (Engel | e Engel 111/1V).
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7. Conclusoes

A expressao do miR-184 nos hipocampos correlacionou-se, de forma
inversa, ao controle das crises nos pacientes submetidos ao

tratamento cirargico da ELTM.

Em relacdo ao miR-190a-5p, apesar da tendéncia a diminuicdo de sua
expressdo nos hipocampos de pacientes com ELTM, essa diferenca

nao foi significativa.

A expressdo do miR-493-3p nos hipocampos nao gerou dados
significativos e/ou padroes de expressdo g@énica que fossem

correlacionaveis com o controle das crises no pds-operatorio tardio.

Dentre os microRNAs avaliados, o microRNA-184 pode ser um
potencial alvo molecular quanto ao controle de crises no tratamento

cirargico nos pacientes com ELTM.
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8. Perspectivas

Por apresentar expressdo no hipocampo significativamente distinta entre os
pacientes que tiveram controle satisfatério das crises (Engel I, com menor
expressdo) e o0s com controle insatisfatério (Engel IlI/IV, com maior
expressdo), a avaliacdo da expressao sérica do miR-184 pode servir de
auxilio no delineamento do tratamento dos pacientes candidatos a cirurgia
para o tratamento da ELTM. Desta forma, estudos adicionais que visem a

mensuragao sérica do miR-184 serdo necessarios.

Embora o miR-190a-5p e o0 miR-493-3p n&do tenham se correlacionado, de
forma significativa, com os controles das crises, por participarem na regulacéo
de genes que regulam canais de potassio e a outros processos relacionados
a epilepsia, respectivamente, fazem-se necessarios estudos mais

aprofundados com estes microRNAs.
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10. Anexos

Tabela 10 - Valores da valores de fold-change que representam a expressdo de miR-184,
miR-190a-5p e miR-493-3p, comparando-se 0s grupos controle, Engel | e Engel lll ou V.

Valores de Valores de Valores de Fold-
Amostras Fold-change | Fold-change de | change de miR-493-
de miR-184 miR-190a-5p 3p
A63 3,458623775 3,827817518 1,574521205
A281/08 0,534207486 1,592388871 0,555736068
A166/08 2,038657082 3,401364943 13,64308472
n A451/13 0,406432779 5,446600078 2,376875918
% A866/07 3,905450971 1,372891621 0,868482756
§ A448/13 1,900110508 9,345892086 6,557550163
© A303 1,363036159 1,294514657 1,073182601
A256 0,178193818 0,352123299 0,494639592
Al178 0,977990212 0,020065672 0,037631765
HC146/15 0,370569125 0,075458552 0,309773245
SNC 349 0,101280079 1,885994788 0,798299152
SNC375 0,034074126 0,05485664 0,385818685
SNC380 0,021644081 0,053844905 3,402241268
SNC 392 0,033154793 0,037518596 0,213123884
SNC 398 0,150926601 2,395002988 0,809323937
SNC 440 0,227458291 1,128479982 0,344832705
= SNC 454 0,007277132 1,683067964 2,193064373
qév SNC 460 0,015375771 1,420971353 4,35205764
L SNC 500 0,321658865 0,207273438 6,135143715
SNC 563 -- - - - -
SNC 650 -- - - - -
SNC 666 0,254862459 0,041302335 0,042659704
SNC 683 0,031028284 8,894094999 9,430439138
SNC 690 0,004662041 0,047357625 2,896224125
SNC 710 0,514900576 0,194296407 20,91703495
SNC346 0,593943494 0,472414672 0,359647763
SNC355 3,616521116 0,802407474 0,074744204
SNC358 0,184440034 0,621813886 0,246782507
> SNC363 0,702621531 0,17068578 2,119653155
3 SNC385 1,550211569 0,205689458 0,144434068
= SNC443 4,185386296 0,968162438 0,234021644
qé') SNC 446 0,251484243 1,253590838 2,554405435
L SNC 484 0,122073744 0,407944363 0,037138588
SNC 532 0,875247452 0,345606152 4,590892264
SNC 539 4,650694227 0,349309977 0,732990201
SNC574 0,824675695 4,134535475 6,572722081




Mngros 64

SNC741 0,172607763 | 0,978621581 4,760336587
SNC 744 -- .- .-
SNC 764 -- - .-
SNC 787 0,329669307 0,34105894 0,127378382

Tabela 11 — Identificagéo dos genes alvos do microRNA-184. A sequéncia do miR liga-se na
regidao 3’UTR do gene e essa analise foi realizada pelo programa miRWalk, o qual mostrou
em quantos bancos de dados esses genes alvos foram identificados para esse microRNA**,
NCBI*: National Center of Biotechnology information.

Genes alvos Identificacdo no NCBI* | Quantidade de bancos de dados**
GNB1 NM_002074 6
SF1 NM_001178030 6
CES2 NM_003869 6
ZFPM2 NM_012082 6
CLIC5 NM_001114086 6
EPB41L5 NM_01184937 6
ADO NM_032804 6
FAM169B NM_182562 6
AMPD2 NM_001257360 5
CSF1 NM_000757 5
DAG1 NM_001165928 5
FOSB NM_006732 5
LASP1 NM_006148 5
LMO1 NM_002315 5
SF1 NM_005274236 5
FzD1 NM_003505 5
PPAP2B NM_003713 5
ALDH4A1 NM_003738 5
NCOR2 XM_005253638 5
SMG7 XM_005245647 5
HUWE1 NM_031407 5
LIMCH1 XM_005248065 5
TNRC6B XM_005261393 5
FBX028 NM_015176 5
CRTC1 NM_001098482 5
AGO02 NM_012154 5
DESI2 NM_016076 5
SIDT2 XM_005271587 5
PLXNAS3 NM_017514 5
EPB41L5 XM_005263721 5
SLC25A22 NM_001191060 5
MFRP NM_031433 5
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ZIC4 NM_032153 5
CREB3L1 NM_052824 5
C20RF112 XM_005260283 5
SIRPA XM_005260669 5
AKT2 NM_001626 5
KIF1A NM_001244008 5
BAI2 NM_001703 5
BCL2L1 NM_138578 5
BDKRB2 XM_005267980 5
CAMK2B NM_001220 5
CDC25A XM_005265629 5
DDX11 XM_005253331 5

Tabela 12 - Identificacdo dos genes alvos do microRNA-190a-5p. A sequéncia do miR liga-
se na regido 3’'UTR do gene e essa andlise foi realizada pelo programa miRWalk, o qual
mostrou em quantos bancos de dados esses genes alvos foram identificados para esse
microRNA**, NCBI*: National Center of Biotechnology information.

Genes alvos Identificacdo no NCBI* | Quantidade de bancos de
dados**

MEF2C NM_002397 7
NEUROD1 NM_002500 7
TCF4 NM_001083962 7
WDFY3 NM_014991 7
CELF4 NM_020180 7
BACH2 NM_0218113 7
BCL11A NM_022893 7
ACTG1 NM_001199954 6
CALCR NM_001164737 6
CEBPA NM_004364 6
DAG1 NM_001165928 6
GUCY1B3 NM_000857 6
KCNA4 NM_002233 6
MAP1B NM_005909 6
MYO5A NM_000259 6
PAX6 NM_000280 6
PCDH9 NM_203487 6
PGR NM_000926 6
PRKG1 NM_001098512 6
PRPS2 NM_001039091 6
PTPRS NM_002850 6
ROCK1 NM_005406 6
ZIC3 NM_003413 6
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STK24 NM_001032296 6
SYNJ1 NM_203446 6
NOLC1 NM_004741 6
AMMECR1 NM_001171689 6
TSHZ1 NM_005786 6
GPHN NM_020806 6
ATG7 NM_006395 6
ZNF652 NM_001145365 6
PHLPP1 NM_194449 6
KIAA1033 NM_015275 6
CADM1 NM_014333 6
NBEA NM_015678 6
ASAP1 NM_001247996 6
PHF20L1 NM_016018 6
RLIM NM_183353 6
TRIM33 NM_015906 6
EPB41L4B NM_019114 6
LPCAT2 NM_017839 6
TRIM36 NM_18700 6
KCNQ5 NM_001160133 6
MRS?2 NM_020662 6
TNRC6C NM_01142640 6
CSMD1 NM_033225 6
PARPS NM_001178055 6
CSRNP3 NM_001172173 6
MEX3B NM_032246 6
FOXP2 NM_148898 6

Tabela 13 - Identificacdo dos genes alvos do microRNA-493-3p. A sequéncia do miR liga-se
na regidao 3'UTR do gene e essa anadlise foi realizada pelo programa miRWalk, o qual
mostrou em quantos bancos de dados esses genes alvos foram identificados para esse
microRNA**. NCBI*: National Center of Biotechnology information.

Genes alvos | Identificacdo no NCBI* | Quantidade de bancos de
dados**

UPF2 NM_080599 7
GIGYF2 NM_015575 7
GABBR2 NM_005458 6
PEG10 NM_001184962 6
RAC1 NM_018890 6
DMRT2 NM_006557 6
CCT2 NM_001198842 6
XPO4 NM_022459 6




Hngros

67

SULF1 NM_001128205 6
CDC27 NM_001114091 6
GATAD2B NM_020699 6
FOXP2 NM_148898 6
MAB21L2 NM_006439 6
GIGYF2 NM_001103148 6
SPEG NM_005876 6
SLC13A1 NM_022444 6
GIGYF2 NM_001103146 6
GIGYF2 NM_001103147 6
NCKAP1L NM_001184976 6
MBTPS1 NM_003791 6
DENND1B NM_001195215 6
Clorf21 NM_030806 6
fgfl3 nm_0041114 6
PEG10 NM_001040152 6
CELF5 NM_001172673 6
EMC1 NM_01547 6
UPF2 NM_015542 6
sostdcl XM_005249695 5
RPS23 NM_001025 5
ABCB5 NM_001163941 5
GAREML NM_001191033 5
KDM2B NM_032590 5
ANKRD1 NM_014391 5
FGF13 NM_001139502 5
SEPT6 NM_145799 5
ANKRD29 NM_173505 5
MRVI1 NM_001098579 5
SYN1 NM_006950 5
PHLPP2 XM_005255852 5
SOSTDC1 NM_015464 5
NKX2-2 NM_002509 5
MXD1 NM_002357 5
MYF6 NM_002469 5
H2AFY NM_004893 5
MRVI1 NM_130385 5
RAB1A NM_004161 5
SLC7A4 NM_005261717 5
PLA2R1 NM_007366 5
RALGDS NM_006266 5

5

FGF13

NM_001139498
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