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RESUMO

Azevedo HFZ. Alteragbes transcriptébmicas no hipocampo de ratos submetidos a um
modelo experimental de epilepsia com insulto precipitante febril [Tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2016.

Convulsbes febris complexas durante a infancia representam um fator de risco
importante para o desenvolvimento da epilepsia. Porém, pouco se sabe sobre as
alteragdes moleculares induzidas por crises febris que tornam o cérebro susceptivel a
atividade epiléptica. Nesse contexto, modelos experimentais de convulsbes induzidas
por hipertermia (CH) permitem a andlise temporal das alteragbes moleculares no
cérebro apdés CH. Neste projeto, foram investigadas alteracdes temporais em redes de
co-expressao génica hipocampais durante o desenvolvimento de ratos Wistar
submetidos a CH. Amostras de RNA foram obtidas da regido CA3 ventral do hipocampo
em quatro intervalos de tempo apés as CH induzidas no décimo primeiro dia pds-natal
(P11). Essas amostras foram utilizadas para a andlise da expressao génica global por
meio de técnicas de microarranjos de DNA. Os pontos temporais foram selecionados
para investigar as fases aguda (P12), latentes (P30 e P60) e crénica (P120) do modelo
experimental. Os dados de expressao génica foram analisados a partir da construcao
de redes de co-expressao génica para investigar médulos de genes co-expressos, dado
que esses modulos podem conter genes com funcdes semelhantes. A analise
transcriptdmica consistiu na construcao de redes de co-expressao génica, identificacao
de modulos, analises de correlacao entre médulos e grupos experimentais, e avaliacao
de mudancas de conectividade entre médulos dos grupos experimentais e controles. Os
mobdulos relevantes foram enriquecidos funcionalmente para identificar fungdes
biolégicas associadas as CH. Os resultados mostraram que as CH induzem alteracdes
em vias de sinalizacao envolvidas em processos imunolégicos e de desenvolvimento,
tais como Wnt, Hippo, Notch, JAK-STAT e MAPK. Médulos associados a diferenciagao
neuronal e transmissao sinaptica foram identificados em todos os intervalos temporais
analisados. Estes resultados sugerem que alteracbes transcricionais desencadeadas
por CH podem levar a neurogénese hipocampal, ao remodelamento tecidual e a
inflamacao crbnica, tornando o cérebro susceptivel a atividade epiléptica cronica.

Descritores: hipocampo; epilepsia; expressao génica; biologia computacional; redes
reguladoras de genes; convulsdes febris



ABSTRACT

Azevedo HFZ. Transcriptome alterations in the hippocampus of rats subjected to
experimental febrile seizures [Thesis]. Sao Paulo: "Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo"; 2016.

Complex febrile seizures during infancy constitute an important risk factor for epilepsy
development. However, little is known about the alterations induced by febrile seizures
that could turn the brain susceptible to epileptic activity. In this context, experimental
models of hyperthermic seizures (HS) may allow the temporal analysis of brain
molecular changes after HS. Here, we investigated temporal changes in hippocampal
gene co-expression networks during the development of rats subjected to HS. Total
RNA samples were obtained from the ventral hippocampal CA3 region at four time
points after HS at postnatal day 11 (P11) and later used for gene expression profiling.
The temporal endpoints were selected to investigate the acute (P12), latent (P30 and
P60) and chronic (P120) stages of the HS model. A weighted gene co-expression
network analysis was employed to investigate modules of co-expressed genes, as these
modules may contain genes with similar biological functions. The transcriptome analysis
pipeline consisted in building gene co-expression networks, identifying network modules
and hubs, performing gene-trait correlations and examining module connectivity
changes. Modules were functionally enriched to identify functions associated to HS. Our
data showed that HS induce alterations in developmental and immune pathways, like
Wnt, Hippo, Notch, JAK-STAT and MAPK. Interestingly, modules involved in cell
adhesion, neuronal differentiation, axonogenesis and synaptic transmission were
activated as early as one day after HS. These results suggest that HS trigger
transcriptional alterations that may lead to persistent neurogenesis, tissue remodeling
and chronic inflammation in the CA3 hippocampus, turning the brain prone to epileptic
activity.

Descriptors: hippocampus; epilepsy; gene expression; computational biology; gene
regulatory networks; febrile seizures.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epilepsia e Epileptogénese

1.1.1 Epilepsia e Crises Epilépticas

A epilepsia constitui um grupo heterogéneo de doencas neurolégicas, caracterizado
pela predisposicdo do cérebro em gerar crises convulsivas epilépticas de forma
recorrente (FISCHER et al.,, 2005). Trata-se de uma doenca neuroldgica frequente,
acometendo aproximadamente 50 milhdes de pessoas no mundo (MEYER et al., 2010).
As formas mais comuns de epilepsia possuem caracteristica multifatorial, sendo
causadas pela interacdo entre fatores ambientais precipitantes e mddulos especificos
de genes (BANDO et al., 2011; BANDO et al. 2013; MOREIRA-FILHO et al. 2015).

A epilepsia geralmente se inicia na infancia, prejudicando as relagbes sociais € 0
desenvolvimento do individuo. Portanto, o diagndstico precoce e 0 manejo adequado
dos pacientes sado essenciais para a reducao da morbidade. Embora novas drogas
antiepilépticas estejam em desenvolvimento, cerca de 20 milhdes de pessoas séo
refratérias aos tratamentos disponiveis, apresentando crises recorrentes (GARRIGA-
CANUT et al., 2006). O impacto da epilepsia refrataria ultrapassa a inconveniéncia das
crises, levando a uma progressiva deficiéncia intelectual, comorbidades psiquiatricas,

danos fisicos e baixa qualidade de vida dos pacientes (WIRREL, 2013).

As crises epilépticas sao caracterizadas por um periodo anormal de excitacao
sincrdnica de uma populagéo de neurbnios. Elas representam a manifestac¢ao clinica da
atividade cortical anormal e a expressao fenotipica de cada crise é determinada por seu
ponto de origem e grupo neuronal envolvido (STEINLEIN, 2004). Diversos sdo os
mecanismos que podem desencadea-las, mas um desequilibrio causado entre inibicao

e excitagdo neuronais € o fator desencadeante das crises (SCHARFMAN, 2007).



1.1.2 Mecanismos que regulam a excitabilidade neuronal

O mecanismo bésico de excitabilidade neuronal é o potencial de acdo. Por sua
caracteristica “tudo ou nada”, o potencial de agdo apresenta um limiar para disparo que
é regulado pelo gradiente eletroquimico do neurénio. Portanto, um estado hiperexcitavel
é resultante de um desbalango entre excitacdo e inibicdo neuronais. Alguns exemplos
sdo o0 aumento da neurotransmissdo excitatdéria sinaptica, diminuicdo da
neurotransmissao inibitéria, alteracdo de canais ibnicos dependentes da voltagem ou

alteracdo da concentracéo de ions a favor da despolarizagdo da membrana.

O principal neurotransmissor (NT) excitatério é o glutamato. Esse NT atua em
receptores glutamatérgicos que sao classificados em duas classes principais. A primeira
subclasse é a dos receptores ionotropicos AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propidnico) cainato e NMDA (N-metil D-Aspartato). Apos a ativacao desses receptores
pelo glutamato, ocorre o influxo de ions catibnicos, contribuindo para a despolarizagao
da membrana. A outra subclasse de receptores glutamatérgicos é a dos receptores
metabotrépicos, cuja transducdo de sinal utiliza proteinas G. Essa subclasse
compreende trés tipos de receptores (GluR1, GluR2 e GIuR3), diferenciados pela
localizacao pré- versus pos-sinaptica (BROMFIELD et al., 2006).

O principal NT inibitério é o acido gama-aminobutirico (GABA). O GABA interage com
dois subtipos principais de receptores: GABAa e GABAB. Os receptores GABAx eGABAg
sdo encontrados na pos e pré-sinapse, respectivamente. Os receptores GABAa sao
permeaveis a ions Cl- e quando ativados causam a hiperpolarizagdo da membrana
celular, inibindo o potencial de acdo. Portanto, agonistas de receptores GABAa, como
benzodiazepinicos, sdo capazes de suprimir a atividade elétrica cerebral. Os receptores
GABAg, todavia, regulam a atividade da neurotransmissao gabaérgica, devido a sua
localizacao pré-sinaptica. Esse receptor esta acoplado a segundos mensageiros, 0s
quais ativam canais de K+t e, portanto, hiperpolarizam a membrana plasmatica,

causando uma reducao na atividade gabaérgica e consequente hiperexcitabilidade.



Os NTs glutamato e GABA exercem papéis importantes no desequilibrio da
excitabilidade neuronal. Uma das hipdteses para o surgimento das crises € a ativagao
das vias que utilizam o NT excitatério glutamato e/ou diminuicdo na via do NT inibitério
GABA (MORINOTO et al., 2004). Entretanto, essa relacdo néo é trivial (SCHARFMAN,
2007), pois diversos fatores desencadeiam alteragbes na atividade elétrica cerebral e,

por esse motivo, a doenga € considerada como complexa e multifatorial (GITAI, 2008).

1.1.3 Epileptogénese

Os neurbnios estdo conectados por meio de conexdes sinapticas que controlam a
excitabilidade cerebral. A ocorréncia de lesdes no tecido cerebral, de modificacoes
durante o desenvolvimento cerebral ou de outros agentes etiolégicos pode levar ao
desenvolvimento de crises recorrentes e espontaneas (Silva e Cabral, 2008). Esse
processo, denominado epileptogénese, ocorre a partir da reorganizacao das redes
neuronais e de componentes presentes nas sinapses, formando uma rede neuronal
hiperexcitavel. Apdés um periodo de laténcia, essas alteracdes seriam responsaveis pela
atividade epiléptica espontanea do tecido cerebral (SILVA E CABRAL, 2008).

Mudancgas durante este periodo de laténcia compreendem, por exemplo, neurogénese,
necrose de interneurdnios inibitérios e brotamento de axénios, levando a reverberacao
de circuitos neuronais. Outras mudangas vigentes sdo a invasdo de células
inflamatorias periféricas no tecido neuronal, dano vascular e angiogénese, mudanca em
componentes da matriz extracelular, além de alteragbes em NTs e canais ibnicos
(PITKANEN; LUKASIUK, 2009). Essas alteragbes precedem as crises espontaneas
recorrentes e levam ao quadro de epilepsia diagnosticada clinicamente.



1.1.4 Epilepsia do Lobo temporal Mesial e Alteragdes Estruturais no Hipocampo

Crises epilépticas com origem no lobo temporal e em estruturas limbicas, como a
amigdala e o hipocampo, representam um subgrupo distinto de epilepsia denominado
Epilepsia do Lobo Temporal Mesial (ELTM) (HERNANDEZ-RONQUILLO, 2012).

O hipocampo de pacientes com ELTM apresenta um padrao estereotipado de lesao. O
hipocampo apresenta sub-regides interligadas que sdo denominadas giro denteado e
“Corno de Amon” (CA). O CA ¢é ainda subdividido em secdes denominadas CA1, CA2 e
CA3. Os principais tipos celulares nessas estruturas sdo as células neuronais
granulares do giro denteado e as células piramidais do CA. A Figura 1 ilustra um
comparativo entre a anatomia do hipocampo de roedores e humanos. Enquanto o
hipocampo de roedores apresenta uma disposicdo ventrodorsal, o hipocampo de

humanos apresenta uma disposicao anteroposterior.

A principal aferéncia para o hipocampo é a via perforante, que se origina no cértex
entorrinal e inerva os dendritos das células granulares do giro denteado. Ja os axénios
das células granulares, conhecidos como fibras musgosas, sdo projetados para as
células piramidais na regiao CA3. Por fim, a regiao CA3 emite conexdes para a regiao

CAT1, coletivamente denominadas via colateral de Schaffer (Figura 2).
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Figura 1. Comparativo entre a anatomia do hipocampo de roedores e humanos. A)
O hipocampo apresenta disposicao ventrodorsal em roedores e anteroposterior em
humanos. B) Disposi¢cdo do hipocampo e cortex entorrinal (EC) no cérebro de roedores
e humanos. C) Desenho de secdes transversais de tecido corado pela técnica de Nissl
em hipocampos de roedores e humanos. A, anterior; C, caudal; D, dorsal, DG, giro
denteado; L, lateral; M, medial; P, posterior. Adaptado de STRANGE et al., 2014.
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Figura 2. Anatomia do hipocampo de ratos. A) Imagem ilustrando as sub-regiées do
hipocampo, como o giro denteado e o Corno de Amon, com as subdivisbes CA1 e CAS.
Também estao ilustradas a via colateral de Schaffer e a via perfurante. B) Corte coronal
de hipocampo de ratos corado pela técnica de Nissl. Adaptado de SCORZA et al., 2005.

A esclerose hipocampal é o achado histopatolégico mais comum na ELTM. Ela é
caracterizada macroscopicamente pelo endurecimento e reducdo volumétrica no
hipocampo, além da perda neuronal e gliose no Corno de Ammon (CA) e da
reorganizacao axonal do giro denteado (BABB, 1991). Ademais, o hipocampo de
pacientes com ELTM apresenta perda neuronal em CA1 e CAS, além de perda e
dispersdo das células granulares do giro denteado. Um outro achado histoldgico
relevante é o brotamento das fibras musgosas, que é caracterizado pela reorganizacao
dos ax6nios das células granulares para dentro da camada molecular do giro denteado
(SUTULA et al., 1989). Esse brotamento pode ser facilmente visualizado pela técnica
de Timm, visto que os terminais sinapticos dessas fibras apresentam elevadas
concentragoes de zinco (DANSCHER, 1981).

As principais caracteristicas da ELTM sao: (i) foco epiléptico no sistema limbico; (ii)
periodo latente até o desenvolvimento das crises recorrentes; iii) desenvolvimento de
resisténcia ao tratamento farmacolégico e iv) um insulto precipitante inicial (CURIA et
al., 2008). A ocorréncia de um insulto precipitante inicial em fases precoces do
desenvolvimento cerebral pode acarretar modificagdes epileptogénicas progressivas, as
quais resultam no desenvolvimento da ELTM (MATHERN, 1995). Traumas de crénio,
infeccbes no sistema nervoso central, status epilepticus e crises febris prolongadas



constituem o0s principais eventos precipitantes ligados a ELTM (RANSOM e
BLUMENFELD, 2007). Em particular, as epilepsias induzidas por insulto febril
correspondem a um grupo clinicamente relevante, dado a ocorréncia frequente de

insultos febris em criangas.

1.2 Epilepsia desencadeada por insultos febris

1.2.1 Convulsées febris em criangas e Epilepsia

Crises convulsivas representam 1% das emergéncias pediatricas, e em 80% dos casos
um insulto febril é o agente precipitante. Portanto, o histérico desses pacientes deve ser
avaliado para identificar a etiologia da crise, pois essa manifestacdo esta associada a
diversas doencas (JONES e JACOBSEN, 2007). Apbés a primeira crise febril (CF),
antipiréticos ou anticonvulsivantes nao sao recomendados, embora benzodiazepinicos
possam ser utilizados para reduzir a recorréncia de CFs (KNUDSEN, 2000). Em
adultos, crises epilépticas associadas ao estado febril sdo raras. Portanto, a capacidade
de gerar convulsbes febris é considerada uma caracteristica do cérebro em
desenvolvimento, tipicamente em criangas entre 2 meses € 5 anos de idade (DUBE et
al., 2007). Pessoas com CFs recorrentes na infancia apresentam dez vezes mais

chance de desenvolver epilepsia, comparado a populacao geral (NELIGAN et al., 2012).

O estudo FEBSTAT ("Consequences of Prolonged Febrile Seizures in Childhood") tem
avaliado de maneira prospectiva as consequéncias de crises febris prolongadas com o
intuito de identificar criangas com maior risco para desenvolvimento da epilepsia apés
crises febris (HESDORFFER ET AL., 2012). A equipe do Centro Médico de Montefiore
(Nova lorque, EUA) recrutou 199 criangas entre as idades de 1 més e 5 anos, que
apresentaram status epilepticus febril para a realizagdo de estudos de neuroimagem e

acompanhamento dos casos para identificar a ocorréncia de crises convulsivas.

Um dos trabalhos do estudo FEBSTAT mostrou que anormalidades em exames de

ressonancia magnética, tais como alteracbes morfolégicas no hipocampo, aumentam



em mais de trés vezes o risco de apresentar novas convulsdes apés manifestarem
crises febris complexas (HESDORFFER et al., 2016). Esses dados confirmam estudos
pioneiros de neuroimagem, os quais mostraram que CFs prolongadas produzem lesdes

no hipocampo e que estas evoluem para uma atrofia hipocampal (CENDES, 2004).

As caracteristicas acima mencionadas da ELTM com histérico de crises febris (ELTM-
FS) tem motivado grupos de pesquisa a classificar a ELTM-FS como um subgrupo
especifico da ELTM. De fato, a esclerose hipocampal é observada de maneira mais
frequente nesse grupo de pacientes (HEUSER et al., 2011). Além disso, a andlise da
textura de imagens de ressonéncia revelou um padrao especifico de esclerose do giro
denteado em pacientes com ELTM-FS (ALEGRO et al., 2012).

1.2.2 Fisiopatologia das crises convulsivas induzidas por insulto febril

As CFs podem estar associadas as epilepsias monogénicas ou ainda aquelas
consideradas complexas, sugerindo que fatores genéticos e ambientais estao
associados a propensao a desenvolver convulsdes apds um periodo febril (BERG et al.,
1999). Essas ocorrem em um intervalo de idade especifico, indicando que fatores
especificos relacionados ao desenvolvimento cerebral estdo envolvidos nessas crises
(VAN et al.,, 2006). O aumento da temperatura cerebral pode alterar as fungdes
neuronais, incluindo canais ibnicos sensiveis a alteracdes de temperatura. Por exemplo,
os receptores de potencial transiente vaniloide, como o TRPV4, apresentam expressao
constitutiva no hipocampo e maior ativacao decorrente do aumento da temperatura
corporal (SHIBASAKI et al., 2007). Essas altera¢des influenciam o disparo de potenciais
de acao e aumentam a probabilidade de geracado de atividade neuronal sincronizada,
ou seja, crises epilépticas (MOSER et al., 1993). Notavelmente, a hipertermia induzida
por medicac¢ao ou banho quente pode desencadear crises em criancas (FUKUDA et al.,
1997), revelando que o aumento da temperatura cerebral gera crises epilépticas.

Evidéncias experimentais indicam que componentes da resposta imune desempenham

papel importante na patogénese das CFs (HEIDA et al., 2009). Em particular, foi



descrita a participacdo das citocinas pré-inflamatérias IL-1B, IL-6 e TNF-a nesse
processo, sendo que niveis plasmaticos aumentados de IL-13 e IL-6 estdo presentes
em pacientes com CFs (VIRTA et al., 2002). Ademais, polimorfismos no promotor do
gene IL-1B foram associados ao aumento da producao desta interleucina em pacientes
com ELTM e em criangas com crises febris. De fato, camundongos transgénicos com
hiperexpressdo de IL-1RA (inibidor de IL-1B) apresentam menor susceptibilidade as
crises (VEZZANI et al., 2004). Esse conjunto de evidéncias indica que a IL-1p pode

representar um novo alvo para controlar as crises febris.

Mutacbes em canais de sbédio (SCN1A e B) também foram relacionadas a maior
sensibilidade a crises febris (CATTERALL et al., 2010). Pacientes com mutacdes
nesses receptores apresentam epilepsia generalizada com crises febris plus (GEFS+)
(ESCAYG et al., 2001). Essa sindrome € caracterizada por crises febris em pacientes
acima de seis anos, indicando uma hipersensibilidade dos pacientes a convulsdes
induzidas por febre. Além disso, mutacdes de perda total de funcdo do canal NaV1.1,
codificado pelo gene SCN1A, causam a epilepsia mioclénica grave da infancia
(Sindrome de Dravet). Essa sindrome é intratavel e apresenta comorbidades como
ataxia e declinio cognitivo (LOSSIN et al., 2003). Recentemente, foi descrita a
associacgao entre variantes genéticas de SCN1A e ELTM em pacientes com historico de
CFs na infancia (KASPERAVICIUTE et al., 2013). Além disso, o estudo das epilepsias
de carater multifatorial permite identificar novas variantes em genes previamente
associados a epilepsias genéticas e sua associagdo com o desenvolvimento da
epilepsia mediante determinados insultos (MOREIRA-FILHO et al., 2015).

Outras alteragdes moleculares foram descritas no contexto de CFs em modelos
experimentais. Essas alterag6es participam da hiperexcitabilidade hipocampal evocada
no momento das crises epilépticas recorrentes. CHEN et al. (2003), por exemplo,
demonstraram que a inibicdo retrégrada da liberacdo de GABA esta relacionada ao
aumento de canabinoides enddgenos, promovendo hiperexcitabilidade no hipocampo
de ratos. BREWSTER et al. (2002), por outro lado, demonstraram que CFs aumentam a
expressao de canais controlados por nucleotideos ciclicos ativados por
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hiperpolarizagdo (HCN1 e HCN2). Esses canais controlam correntes catibnicas que
contribuem para a manutengcdo do potencial de repouso da membrana neuronal. O
aumento da expressdo de HCN1 ocorre no hipocampo de pacientes com ELTM,

indicando sua relevancia no contexto clinico (BENDER et al., 2003).

1.3 Modelos experimentais em Epilepsia

Modelos experimentais constituem uma ferramenta importante para a analise de alguns
aspectos da sintomatologia e etiologia dos transtornos. Sdo também fundamentais na
selecdo de novos compostos com potencial terapéutico durante a fase de investigacao
pré-clinica (STEPHENS E ANDREWS, 1991). A utilizacdo de modelos animais €
responsavel por grande parte do conhecimento obtido até o momento em epilepsia.
Esses modelos podem ser enquadrados em duas categorias: 0s que mimetizam crises
convulsivas e aqueles que mimetizam a epilepsia crénica. A epilepsia humana é
caracterizada pela presenca de crises multiplas, recorrentes e espontaneas. Dessa
forma, modelos que envolvam a indugdo de uma crise convulsiva Unica sem convulsdes
subsequentes no periodo crénico somente mimetizam uma crise convulsiva, e ndo o

quadro complexo de alteragGes bioldgicas que gera as crises recorrentes.

1.3.1 Modelos experimentais classicos de epilepsia

Existem diversos modelos experimentais na literatura para mimetizar crises epilépticas.
Esses modelos podem ser genéticos ou induzidos por meio de estimulos elétricos ou
quimicos. Os modelos experimentais classicos sdo os modelos da pilocarpina, do
cainato, de sensibilizacdo (utilizando pentilenotetrazol ou outros indutores), de

estimulacao elétrica ou modelos de hipertermia (O'DELL et al., 2012).

Os modelos da pilocarpina e do cainato induzem um estado epiléptico que gera crises
epilépticas recorrentes apds um periodo latente. O modelo da pilocarpina foi
extensamente utilizado para mimetizar a ELTM de humanos. Essa substancia é
originada de um alcaloide extraido da planta jaborandi (Pilocarpus jaborandi) e possuli
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atividade colinérgica que induz o estado epiléptico por meio de lesdes cerebrais
decorrentes da excitotoxicidade neuronal. A descricdo das caracteristicas
comportamentais, histolégicas e eletroencefalograficas do modelo permitiu seu uso de
maneira corrente na literatura. Nesse modelo, foram descritas alteragcdes como
apoptose na regido CA3 hipocampal (TURSKI et al., 1983), brotamento das fibras
musgosas (MELLO et al., 1993), inflamacao, neurogénese e liberagdo de fatores
neurotréficos (SCORZA et al., 2009). J& o modelo de epilepsia induzida pelo cainato,
um analogo glutamatérgico excitotoxico, gera crises epileptiformes na regido CA3
hipocampal. Nesse modelo, neurdnios piramidais da regido CA3 s&o sensiveis a
neurodegeneracdo induzida pelo cainato, colocando essa regido no centro das
alteragdes morfologicas subjacentes ao modelo (BEN-ARI e COSSART, 2000). Outra
regiao hipocampal, a CA1, apresenta depressao da inibicao gabaérgica causada pela
administracdo de cainato, indicando que a rede de interacdes neuronais que comunica
essas regides participa ativamente do desencadeamento das crises epilépticas.

Os modelos de sensibilizacdo (ou kindling) sao relevantes na avaliacdo de alteracoes
epileptogénicas progressivas no cérebro dos animais. O pentilenotetrazol (PTZ), por
exemplo, um antagonista gabaérgico, é administrado em doses subconvulsivas, e os
animais durante o tratamento desenvolvem crises cujo grau de intensidade pode ser
avaliado por meio de escores comportamentais (DHIR, 2012). Foi demonstrado que o
PTZ aumenta a expressao de receptores NMDA no hipocampo e cértex de animais
submetidos a esse modelo de kindling, sendo que essa alteracao pode desencadear a
hiperexcitabilidade, detectada por estudos eletrofisiolégicos nas regides CAS3 e giro
denteado (EKONOMOU e ANGELATOU, 1999).

1.3.2 Modelos Experimentais em Epilepsia de Crises Febris

Modelos utilizando insultos precipitantes no cérebro em desenvolvimento sao
importantes para explorar os mecanismos de epileptogénese no inicio da vida.
Ademais, a partir desses modelos, pode-se inferir 0 potencial terapéutico de moléculas

genuinamente anti-epileptogénicas, visando evitar a reconfiguracdo neuronal que
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desencadeia o circuito neuronal hiperexcitavel (AUVIN et al., 2012). Considerando a
relevancia dos insultos precipitantes febris para o desencadeamento da epilepsia,
diversos modelos experimentais utilizando protocolos de inducdo febril foram
elaborados para o estabelecimento da relagdo entre as crises febris prolongadas e a
ELTM (BARAM et al., 1997). Alguns desses modelos mostraram, por exemplo, que
convulsdes febris podem causar danos neuronais € aumento da citogénese no giro
denteado do hipocampo por pelo menos duas semanas (NAZEM et al., 2012). Além
disso, crises febris experimentais aumentam a complexidade dendritica em células
granulares do giro denteado (RAIJMAKERS et al., 2016). Alguns estudos também
identificaram um biomarcador de neuroimagem (reducao do tempo de relaxamento T2
na amigdala) que possui valor preditivo para o desenvolvimento de epilepsia apés
crises induzidas por hipertermia em roedores (CHOY et al.,, 2014). Esses animais
apresentaram um aumento da expressdao de marcadores inflamatérios na amigdala
(PATTERSON et al.,, 2015), demonstrando que insultos febris podem desencadear

alteracdes duradouras no sistema nervoso.

Dado a relevancia de citocinas pro-inflamatérias para o desenvolvimento das crises
febris, foi estabelecido um modelo utilizando lipopolissacarideos (LPS) para a indugao
de resposta inflamatoria seguido de dose subconvulsivante de acido cainico (HEIDA et
al., 2009). Outro estudo demonstrou que crises induzidas por hipertermia podem ser
utilizadas como modelo para convulsdes febris em criangas (HOLTZMAN et al., 1981).
Interessantemente, animais nocaute para o receptor de IL-1B sdo resistentes a crise
febril induzida por hipertermia em sua fase neonatal (DUBE et al., 2005a). Esses
modelos corroboram a hipétese de que componentes do sistema imune, tais como a
citocina pro-inflamatéria IL-1B, estdo relacionados a génese das crises febris. No
modelo experimental de crises febris prolongadas, utilizado por Dubé et al. em 2005,
ratos com idade de 10-11 dias (fase importante do desenvolvimento do hipocampo e
cértex cerebral) foram submetidos a temperaturas superiores a 39,5°C em uma camara
de hipertermia por 30 a 45 minutos. Os animais desenvolveram crises epilépticas
severas durante a fase de inducdo do modelo e, apds alguns meses (periodo latente
assintomatico), desenvolveram crises espontaneas e recorrentes (DUBE et al., 2000;
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DUBE et al., 2002). Um estudo descreveu caracteristicas eletroencefalograficas,
marcadores inflamatorios (IL-1B) e alteragcées de neuroimagem (sinal T2 de ressonancia
magnética) em animais submetidos a esse modelo experimental (DUBE et al., 2010).
Notavelmente, o aumento de pH no cérebro induzido por hipertermia aumenta sua
hiperexcitabilidade, sendo que esse efeito pode ser mimetizado pela administracao
intraperitoneal de bicarbonato. A supressédo da alcalose nesse caso, utilizando 5% de
CO2 ambiental, foi capaz de inibir as crises, impedir o aumento das correntes de
hiperpolarizacdo I e inibir a expressdao de receptores CB1 no hipocampo
(SCHUCHMANN et al.,, 2006). Foi também demonstrado que o anticonvulsivante
topiramato apresenta efeito neuroprotetor em neurdnios piramidais presentes nas
regides CA1 e CA3 nos cérebros de animais submetidos ao modelo de CFs
(SOBANIEC-LOTOWSKA; LOTOWSKA, 2011). Por fim, foi descrito que a liberacao do
neuropeptideo Y (NPY) no giro denteado e regido CA3 hipocampal é capaz de prevenir
a recorréncia de CFs nesse modelo por meio do aumento do limiar para a crise (DUBE
et al., 2005b). Isso sugere que a sinalizacdo desencadeada pelo NPY e sua acéo

moduladora da neurotransmissao gabaérgica apresentam efeito neuroprotetor.

Devido a elevada frequéncia de malformagdes corticais que geram crises recorrentes
apds insultos febris em criancas, modelos mimetizando ambas as condi¢ées foram
desenvolvidas. Nesses modelos, a primeira manipulacdo desenvolve uma lesao cortical
que acarretara em maior sensibilidade a indugcéo de crises febris. De fato, em um
modelo de lesdo congelante em P1 seguido de crises febris induzidas em P10, foi
observado que a temperatura necessaria para induzir convulsao generalizada durante a
hipertermia foi diminuida em ratos com les&o cortical e a laténcia para alcancar essa
convulsao também foi menor (SCANTLEBURY et al., 2004). Outros modelos utilizaram
o periodo intrauterino para a indugéo de displasias corticais. LIN et al. (2006) utilizaram
a radiagéo intrauterina em E17 como ferramenta para formag&o de displasias corticais
do tipo difusa. PARK et al. (2010), por sua vez, utilizaram a exposicdo ao agente
alquilante metilazoximetanol para a inducao de displasia cortical no periodo intrauterino.
Posteriormente, os filhotes foram submetidos a CFs para a avaliagdo de alteragbes
morfolégicas no hipocampo desses animais. Alteracbes como reducao da densidade
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neuronal em CA1, gliose e reorganizagao sinaptica foram observadas nesses animais,
indicando que displasias corticais no cérebro imaturo aumentam os efeitos pro-

epileptogénicos das crises febris.

1.4 Epilepsia, Genémica Funcional e Biologia de Sistemas

1.4.1 Estudos Gendmicos e Epilepsia

Mutacbes em genes que acarretam casos de epilepsia familial auxiliam na identificagcao
dos caminhos funcionais que levam a epileptogénese. Noebels (2003), por exemplo,
ressalta a relevancia das mutacées de 70 genes que codificam canais ibnicos,
proteinas responsaveis pelo trafico de vesiculas contendo neurotransmissores e
proteinas envolvidas na proliferacao, migracao e desenvolvimento neuronal. Isso indica
que 0s processos biolégicos envolvidos na epileptogénese estdo associados ao
aumento da susceptibilidade a insultos precipitantes, resposta inflamatéria exacerbada
pds-insulto, remodelamento da circuitaria neuronal e alteragdes de canais i6nicos que

reduzem o limiar para disparo das crises epilépticas frequentes.

SHARMA em 2012 realizou uma revisdo extensa de 39 estudos avaliando o
transcriptoma associado a epilepsia em humanos e em modelos experimentais. Nela,
as sinalizag6es desencadeadas pelos receptores do tipo Toll-like e pelas quimiocinas
foram identificadas como fatores convergentes para a epileptogénese. Além disso,
diversas outras fungbes foram hiper-representadas pelos genes diferencialmente
expressos obtidos nesses estudos, tais como diferenciagédo celular, axogénese, adesao
celular, proliferagao celular, regulagao de ions célcio, proteinas estruturais, inflamagao,
funcdo glial, estresse do reticulo endoplasmatico, estresse oxidativo, metabolismo
celular, canais ibnicos, sinalizacdo neuronal, funcao sinaptica e regulacdo da
transcricao. Outro estudo revisou as principais alteracdes transcriptémicas que ocorrem
durante a epileptogénese em modelos animais de ELTM. As principais fungdes hiper-
representadas nesse estudo foram proliferagcdo glial, resposta imune, estresse,
inflamacéo, transmissao sinaptica, transporte iénico e plasticidade sinaptica (ARONICA;
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GORTER, 2007). Esses resultados demonstram a diversidade de fendmenos que

ocorrem como causa ou consequéncia das crises epilépticas.

Estudos de expressdo génica visando avaliar as alteragcdes decorrentes da ELTM
utilizam normalmente tecido cerebral oriundo de cirurgias em pacientes ou modelos
experimentais de ELTM. A regido cerebral mais utilizada € o hipocampo, devido a sua
funcéo primordial no remodelamento do circuito neuronal presente nos casos de ELTM.
O hipocampo é dividido em duas regides: o giro denteado (GD), formado primariamente
de células granulares, e o corno de Ammon, composto por neurdnios piramidais
excitatérios que podem ser divididos nas sub-regides CA1, CA2 e CA3. As populacoes
neuronais de cada uma dessas regides podem ser diferenciadas em relagdo a sua
morfologia, conectividade, propriedades eletrofisiolégicas e susceptibilidade a insultos.
Além disso, foi demonstrado que padrdes de expressao génica estdo restritos ou
enriquecidos em regides especificas do hipocampo, tais como genes associados a
transducao de sinal, fatores de transcricao, proteinas de ligacao ao calcio e enzimas
modificadoras de carboidratos (LEIN et al., 2004; ZHAO et al., 2001). Essa observacao
corrobora a relevancia do estudo especifico de subregides hipocampais para se revelar

0s mecanismos moleculares subjacentes aos fenébmenos ocorrendo nessas regides.

1.4.2 Gendmica funcional e epilepsia febril

Uma caracteristica da epilepsia induzida por insulto febril € a persisténcia por meses de
alteragdes na expressao génica desencadeadas pela crise. Isso foi evidenciado em
alguns trabalhos que demonstraram a correlacdo entre alteracdes persistentes em
canais ibnicos do tipo HCN e de glutamato e aumento na susceptibilidade a crises
(BREWSTER et al., 2002; ZHANG et al., 2004). Portanto, o aumento da plasticidade
dos programas de expressao génica em fases iniciais da vida pode permitir que insultos
febris alterem a expressdo de genes de maneira persistente, convertendo um circuito
neuronal normal para um alterado e epiléptico (BENDER e BARAM, 2007). Portanto, a
analise das alteracdes de expressao génica pode revelar o padrdo de modificacoes

subjacentes a circuitaria neuronal envolvida no disparo das crises epilépticas.
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Bando et al. (2011) demonstraram que em pacientes com ELTM o padréao
transcriptdmico observado na regiao CA3 hipocampal estd relacionado ao insulto
precipitante inicial. Ademais, foi demonstrado que os genes com maior centralidade nas
redes de co-expressao génica diferem entre pacientes cujo insulto precipitante foi febril
(IPF) em relagdo ao grupo néao febril (IPNF). Enquanto nos pacientes com IPF esses
genes estavam relacionados a sinalizagao glutamatérgica, nos pacientes com IPNF os
genes estavam relacionados a sinalizagao gabaérgica e a modulagédo de NTs. O exame
histolégico também demonstrou que a perda de células granulares foi maior no
hipocampo dos pacientes cujo insulto inicial foi febril. Esses achados sugerem
potenciais diferengcas morfoldgicas e moleculares no hipocampo de pacientes com IPF
em relagdo ao grupo com IPNF. A evolugédo dessas analises de bioinformatica revelou
que nés com alta centralidade nas redes associadas ao transcriptoma em CA3
participam de mecanismos compensatoérios e patogénicos da ELTM (BANDO et al.,
2013). Por fim, a andlise de comunidades nas redes de co-expressao génica no
hipocampo de pacientes epilépticos com IPF demonstrou médulos funcionais
envolvidos em efeitos pro-epileptogénicos, pro-convulsivantes e de resposta ao
estresse celular, revelando um padrao hierarquico na resposta transcricional apés a
injuria no cérebro em desenvolvimento (MOREIRA-FILHO et al., 2015).

JUNG et al. (2011) revelaram os perfis de expressdao génica diferencial durante o
periodo latente apos crises febris induzidas por hipertermia em modelo animal. Esses
genes foram categorizados de acordo com o seu padrdo de alteracdo em genes
continuamente altos (CA), continuamente baixos (CB), padrdao oscilatério (PO) e
aumento progressivo (AP). Os genes da categoria CA estavam relacionados com ciclo
celular e adesao, enquanto os genes do tipo CB estavam associados com metabolismo
energético. J& os genes com PO estavam relacionados com inflamacéo, apoptose e
sinalizacao gabaérgica. Por fim, os genes com AP estavam envolvidos com transporte
ibnico e sinaptogénese. Uma importante limitacdo desse estudo é a utilizacdo de
material de cérebro total para a realizagao dos estudos de expressao génica diferencial.
Dessa forma, o estudo de regides especificas cerebrais pode revelar novos
mecanismos bioldgicos associados a epileptogénese em modelos animais de ELTM.
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Dessa maneira, se faz necessaria a futura avaliacdo das alteracbes de expressao
génica em regides particularmente envolvidas na circuitaria neuronal epiléptica, tais
como as regides hipocampais CA3 e giro denteado. Novas abordagens visando a
integracao sistematica da avaliagdo dessas alteragées sdo também relevantes para se

identificar o panorama molecular envolvido na epileptogénese induzida por insulto febril.

1.4.3 Biologia de sistemas e Neurociéncias

A biologia de sistemas € a area da biologia que avalia de maneira sistémica fenémenos
biologicos. A partir de abordagens do tipo “top-down”, como as ciéncias 6micas, sao
obtidas informagdes massivas sobre um determinado fenémeno, tais como o perfil de
expressao génica, o proteoma de uma célula, o padrao de fosforilacdo dessas proteinas
e o0 conjunto de metabdlitos oriundos de reacdes enzimaticas. Esses dados sao
utilizados para reconstruir o fenémeno estudado, com o intuito de identificar
mecanismos moleculares subjacentes a esse fendmeno. O desafio de se analisar uma
quantidade expressiva de dados, bem como de integrar diferentes tipos de informagdes
aproximou essa area das ciéncias da computacdo. Ainda, métodos computacionais
podem ser utilizados para a modelagem de sistemas biolégicos, permitindo a geracao
de insights que direcionem a experimentagao subsequente.

Dados transcriptémicos podem ser organizados em redes baseadas em valores de co-
expressao ou interagdes fisicas. Essa constatagdo permitiu a aplicagdo da teoria dos
grafos para o desenvolvimento de redes de interacao molecular (GESCHWIND e
KONOPKA, 2009). As redes sao representadas na teoria dos grafos por meio de nés
conectados a arestas. Em analises de redes, os ndés representam genes
diferencialmente expressos entre duas ou mais condigbes experimentais e as arestas
representam as conexdes entre esses genes, obtidas a partir de dados de co-
expressao ou da interacéo fisica entre as proteinas codificadas por esses genes.

A configuragdo das conexdes entre os nos ilustra de maneira grafica a complexidade
molecular associada a um determinado fenémeno biologico. Além disso, algumas

propriedades das redes sao de particular interesse para a biologia e informagdes sobre
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a topologia dessas redes podem revelar genes de maior relevancia de acordo com
medidas de centralidade estabelecidas. A organizacdo das redes de maneira livre de
escala, por exemplo, indica que essas redes ndo sdo organizadas de maneira aleatoria
e, consequentemente, genes com maior centralidade, denominados “hubs”, possuem
potencialmente maior relevancia na regulacdo da rede associada a esses genes
(GRANT, 2003). Essa centralidade € calculada de diversas maneiras, por exemplo,
utilizando o numero total de conexdes de um nd (grau ou “node degree’), o numero de
caminhos minimos que passam pelo né (“node betweeness”), a fracdo de trios de nos
que sao efetivamente interconectados entre si (coeficiente de clusterizagdo), entre
outros (BARABASI e OLTAVAI, 2004).

As andlises das redes de interagdes transcricionais utilizando conceitos da teoria dos
grafos ja foram utilizadas no estudo da neurociéncia. Por exemplo, hubs contidos em
redes transcricionais sdo capazes de predizer a funcdo de classes distintas de
interneurdnios (WINDEN et al.,, 2009). Esses resultados demonstram como a
diversidade fenotipica observada nos neurbnios pode ser vislumbrada no nivel
transcricional. Outro estudo realizou analises de microarranjos de DNA para investigar
as alteracOes de expressao génica no hipocampo de animais submetidos ao modelo de
ELTM induzida por cainato (WINDEN et al., 2011). Nele, foram identificados nas redes
de interacdo génica moddulos de co-expressdo e genes centrais associados a
epileptogénese. Esses genes estavam envolvidos principalmente com a protecéo contra
0 estresse oxidativo em células gliais, indicando que o desbalango entre espécies
reativas de oxigénio possa induzir genes protetores durante a epileptogénese. Tomados
em conjunto, os resultados desses dois estudos indicam a relevancia das ferramentas
de biologia de sistemas para a analise da complexidade das interacbes entre
neurotransmissores, proteinas cinases, fatores de transcricdo, genes e proteinas no

sistema nervoso central, durante o estado fisiol6gico ou patoldgico.
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2. JUSTIFICATIVA

Os insultos febris sdo potenciais indutores da epileptogénese, tornando o cérebro
hiperexcitavel e susceptivel a crises epilépticas recorrentes. Muitos genes distintos
foram implicados na susceptibilidade a crises febris, incluindo canais de sodio,
receptores GABAA e interleucinas. Isso indica que a interagdo entre esse conjunto de
genes e outros ainda nao descritos pode contribuir para a ocorréncia das crises de uma
maneira complexa e organizada. Além disso, os eventos epileptogénicos induzidos por
esses gatilhos moleculares sdo desconhecidos. Deste modo, o estudo sistematico dos
genes regulados pelas crises febris pode revelar o espectro total de alteragoes
moleculares induzidos nesse processo. Para atingir esse objetivo, estudos utilizando
tecidos humanos sao limitados, pois somente estdo disponiveis em pacientes adultos
no estagio avancado e farmacoresistente da doenca. Portanto, o uso de modelos

animais é fundamental para essa linha de investigacao.

Dessa forma, o presente trabalho buscou identificar as alteracdes transcriptobmicas no
hipocampo de ratos submetidos a um modelo experimental de crises convulsivas
induzidas por hipertermia. Esses animais foram avaliados temporalmente para revelar
as alteracbes moleculares que ocorrem de forma aguda e crbnica no modelo
experimental. Os resultados obtidos permitiram a identificagdo de mecanismos
biolégicos que participam na reorganiza¢do da circuitaria neuronal em regides criticas
para o desenvolvimento da epilepsia. A analise topoldgica das redes de co-expressao
geradas a partir dos dados transcriptdmicos revelou o padrédo de regulagdo dessas
redes e dos genes com maior relevancia para o desencadeamento dos eventos
epileptogénicos induzidos pelos insultos febris. Esses genes poderéo ser investigados
em futuros estudos visando confirmar seu papel no contexto da epileptogénese e seu

potencial como alvo terapéutico para medicamentos anti-epileptogénicos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo identificar temporalmente as alteragdes
transcriptdmicas no hipocampo de ratos submetidos a um modelo experimental de
crises convulsivas induzidas por hipertermia, a partir da andlise do perfil de expressao
génica diferencial e de suas redes de co-expressao génica.

3.2 Objetivos especificos

a) identificar perfis diferenciais de expressao génica apds inducao de crise convulsiva

em um modelo experimental de insulto febril induzido por hipertermia;

b) identificar funcdes biolégicas hiper-representadas por esses perfis transcricionais;

c) identificar padroes de co-expressao entre os genes diferencialmente expressos para
construcao de redes de interacao génica;

d) analisar a topologia das redes para identificacdo de modulos e genes com maior
centralidade (hubs);

e) verificar a expressao de alguns genes diferencialmente expressos por PCR em

tempo real (QPCR), para confirmacao dos resultados de microarranjos de DNA.



21

4 METODOS
4.1 Protocolos Experimentais

Os protocolos utilizados foram desenvolvidos de acordo com os preceitos éticos de
experimentagdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). O projeto foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Comité de Etica em Pesquisa da FMUSP, em 18/11/2013, sob o n? 460/13.

4.1.1 Modelo animal e indug&o de crises convulsivas por meio de hipertermia

Foram utilizados ratos Wistar, fmeas e machos, provenientes do Biotério da FMUSP.
Os animais foram acasalados, com programa de iluminacao artificial com ciclo de luz
claro/escuro de 12h e temperatura controlada em 23°C. A idade dos animais foi
determinada a partir do dia do nascimento (dia pos-natal PO) e os ratos foram
selecionados aleatoriamente para os diferentes grupos experimentais. A sexagem dos
filhotes foi realizada em P1.

No décimo primeiro dia de vida pds-natal (P11), os animais foram submetidos a um
modelo de crises febris prolongadas adaptado de Baram et al. (1997) e Dubé et al.
(2000, 2006). Aos pares, os animais foram expostos ao calor seco em um recipiente
retangular de vidro com temperatura ambiente média de 39,5 — 42,3 °C, até atingirem a
temperatura corpoérea de 39,5 — 41 °C (Dubé et al., 2010) pelo periodo de 45 minutos.

A temperatura corp6rea dos animais foi medida por via oral, com termémetro especifico.
Os registros de temperatura foram realizados durante o experimento para o
acompanhamento do estado febril dos animais. Os animais que chegaram aos 45
minutos de hipertermia acima de 40 °C foram retirados da camara de indugéao e ficaram
em temperatura ambiente pelo periodo de 2 minutos. Os animais foram entao pesados,
hidratados e monitorados pelo periodo de 1 hora (periodo pds-indugao). O periodo de
pbs-inducao foi gravado para posterior analise das imagens, qualificando assim as
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alteragdes comportamentais dos animais. O grupo controle foi formado por animais que
foram colocados na caixa utilizada para hipertermia, porém ndo foram expostos ao

calor. O método utilizado para sacrificio dos animais foi a decapitagao.

Os modelos de crises induzidas por hipertermia descritos na literatura utilizam como
abordagem para aumento da temperatura corporal dos animais: i) um fluxo de ar quente
a partir de secadores de cabelo (BARAM et al., 1997), ii) sistemas com agua quente
para inducdo de hipertermia (YAGOUBI et al., 2015) ou iii) cAmaras utilizadas para o
procedimento hipertérmico (SCHUCHMANN et al., 2006). Porém, as duas primeiras
abordagens apresentam complexidade maior em sua realizacao, além da dificuldade
em controlar a temperatura do ambiente nessas condi¢cdes. Portanto, adotamos a
terceira abordagem e desenvolvemos um aparato que fornecesse condi¢cdes ideais para
0 aumento rapido da temperatura corporal dos animais e o controle do ambiente. Esse
aparato (Figura 3) consiste de uma caixa de vidro com as dimensdes (30, 19,5, 14 cm)
que possui lampadas incandescentes de 40 W e 220 volts. A temperatura da caixa foi
medida constantemente durante a realizagcdo do protocolo por termémetro digital. A
primeira medida foi realizada antes da hipertermia, e no transcorrer do experimento o

registro foi feito a cada 10 minutos.

Figura 3. Aparato para geragao de insulto hipertérmico.
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4.1.2 Grupos Experimentais e Avaliagdo das crises convulsivas

As analises de expressao génica das regides CA3 hipocampal foram realizadas nos
dias 1° (P12), 19° (P30),49° (P60) e 109° (P120) apdés o protocolo de indugéo
hipertérmica, considerando o periodo latente entre a inducao da crise febril e 0 periodo
de crises recorrentes apos 90-120 dias nesse modelo. Os animais foram divididos em
trés grupos experimentais: controle, animais submetidos a hipertermia com crises
convulsivas, e animais submetidos a hipertermia sem crises. As crises convulsivas
foram avaliadas de acordo com a escala de Racine (MORIMOTO et al., 2004). Essa
escala estabelece comportamentos associados as crises convulsivas, de acordo com
uma classificagdo de 5 estagios. O estagio 1 estd associado a movimentos
oromastigatoérios, o estagio 2 a movimentos horizontais de cabeca, o estagio 3 a clonia
dos membros anteriores, o0 estagio 4 a extensao dorsal e por fim o estagio 5 esta
envolvido com a perda de balango e queda.

4.1.3 Microdissecgao do hipocampo e das regibes CA3 hipocampais

A regiao ventral do hipocampo de ratos foi selecionada para a andlise da expressao
génica global, visto que a hiperexcitabilidade hipocampal ocorre preferencialmente na
regiao CA3 do hipocampo (WU et al., 2005). Além disso, a por¢ao ventral do hipocampo
de ratos € homdloga ao hipocampo anterior em humanos, a qual representa a regiao

relacionada a mudancgas histologicas em pacientes com ELTM (TOYODA et al., 2013).

A microdissecgao foi realizada como descrito em Gorter et al. (2006). Apds decapitagao,
o hipocampo dos animais foi acessado a partir de incisédo na parte ventrocaudal abaixo
da fissura rinal. Ambos os hipocampos foram cortados em partes menores (200-300
um) e a regido CAS3 foi selecionada e removida em solugdo salina tamponada com
fosfato (PBS) a 4 °C sob um microscopio de disseccao. O material obtido da regido CA3
foi acondicionado em tubos tipo eppendorf contendo RNA later™ (Qiagen) para
posterior extracdo do RNA total. Foram realizados procedimentos de disseccao para
obter amostras das regides CA3 ventral e CA3 dorsal, conforme a Figura 4. No
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hemisfério direito, um corte coronal foi realizado e a porcao mais interna do hipocampo
foi removida (CA3 dorsal). J& no hemisfério esquerdo foi realizado uma seccao

horizontal para obten¢ao das amostras de CA3 ventral.

A Corte Coronal (Hemisfério direito)
CA3 dorsal

Corte Horizontal (Hemisfério Esquerdo)
CA3 ventral e Cortex Entorrinal

Figura 4. Disseccao dos hemisférios direito e esquerdo cerebrais para obtencao de
amostras de CA3 dorsal e CA3 ventral, respectivamente.

4.2 Experimentos de DNA microarray

4.2.1 Extracdo do RNA total

O RNA total foi extraido utilizando o kit RNeasy® Mini (Qiagen, Germantown, USA) e
armazenado a -80 °C até a utilizagdo nos experimentos subsequentes. Para avaliar a
integridade do RNA extraido, as amostras foram analisadas com o auxilio do
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, EUA). A andlise realizada pelo
Bioanalyzer informa de forma automatizada parametros de integridade do RNA por
meio da variavel RIN (RNA Integrity Number). O RIN varia de zero a dez, indicando
respectivamente de zero a cem por cento de integridade do RNA (SCHROEDER et al.,
2006). Foram utilizadas somente amostras com RIN = 7.
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4.2.2 Microarranjos de oligonucleotideos de DNA

Os experimentos para analise de expressao génica foram realizados na plataforma da
Agilent Technologies, seguindo os protocolos fornecidos pelo fabricante. Foram
utilizadas laminas de DNA microarrays com oligonucleotideos de 60 bases,
individualmente pré-validados, contendo 44 mil transcritos do genoma de rato (Agilent
whole rat genome 4X44K v3 oligonucleotide microarrays, G2519F-028282).

Kits Low Input Quick Amp Labeling foram utilizados na geracdo do cRNA (RNA
complementar) para a etapa de hibridizacdo. O protocolo consiste da transcricao
reversa de uma aliquota de 200 ng de RNA total em cDNA. Depois, o cDNA sintetizado
foi transcrito in vitro em cRNA e marcado com o corante fluorescente cianina Cy3. O
cRNA marcado foi entao purificado utilizando colunas RNeasy Mini (Qiagen). Por fim, a
qualidade de cada amostra de cRN foi confirmada por meio do rendimento total obtido e
da atividade especifica da Cy3, calculados com base em medidas espectrofotométricas
obtidas no Nanovue (GE Healthcare, WI, USA). Foram consideradas qualificadas as
amostras que apresentaram rendimento superior a 1,65 ug e atividade especifica maior
que 6 pmol de Cy3 por ug de RNA. Apds obtengdo dos cRNAs incorporados com Cy3,
as amostras foram hibridizadas em laminas de microarranjos de DNA contendo
oligonucleotideos complementares a 44.000 transcritos da espécie Rattus norvegicus.

As laminas foram incubadas a 65 °C por 17 horas em uma camara de hibridizagdo de
acordo com o protocolo da Agilent (Versao 5.7, margco de 2008). Apéds hibridizacao, as
imagens foram capturadas pelo leitor Agilent Bundle (Agilent Technologies G2505B) e
extraidas pelo software Feature Extraction versdo 9.5.3 (Agilent Technologies). A
qualidade das laminas foi analisada pelo relatério de controle de qualidade gerado pelo
software. Esse relatorio apresenta parametros como reprodutibilidade, distribuicao
gaussiana dos sinais de fluorescéncia encontrados, comportamento similar do sinal
processado e do background nas diferentes linhas e colunas do microarray, distribuicao
uniforme do background e obtengdo de uma curva de comportamento linear utilizando

como pontos os sinais de fluorescéncia obtidos de diferentes RNAs spike-in.
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A qualidade das hibridiza¢des foi avaliada por meio da i) inspecao visual da distribuicao
homogénea da fluorescéncia nas laminas (Figura 5A) e também da ii) analise de
parametros contidos nos relatérios de qualidade gerados para cada lamina escaneada,
como a distribuicdo de outliers na lamina (Figura 5B), a reprodutibilidade dos sinais
obtidos para as sondas em replicata na Iamina (Figura 5C), a distribuicdo gaussiana
dos valores de fluorescéncia obtidos (Figura 5D), além da distribuicdo dos valores de
sinal de fluorescéncia processado e de background ao longo das colunas e linhas
contidas no microarray (Figura 5E).

A B D

‘Spatial Distribution of All Qutliers on the Array
532 rows X 85 columns.

Histogram of Signals Piot

‘“‘

C I Spatial Distribution of Median Signals for each Row
st0

Reproducibility: %CV for Replicated Probes
M

w
Lo
jedian %CV Signal (nliers) Bw r\\,\wﬁ i Mﬂ-
Hon it At Splon 2 e NN b
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.

BGSubSignal 1268 283
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Figura 5. Andlise da qualidade da hibridizacao nas amostras utilizadas. A)
Inspecéo visual da distribuicdo homogénea dos sinais de fluorescéncia. B) Avaliacdo da
distribuicdo e porcentagem de outliers observados na lamina. C) Reprodutibilidade dos
valores de fluorescéncia obtidos para as sondas em replicata na lamina. D) Distribuicao
gaussiana dos sinais de fluorescéncia obtidos. E) DistribuicAdo dos valores de sinal de
fluorescéncia processado e de background ao longo das linhas do microarranjo.
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4.3 Analises de Bioinformatica

A andlise dos dados de expressao génica seguiu o algoritmo estabelecido no esquema
da Figura 6. Esse algoritmo foi utilizado com o objetivo de identificar a expressao génica
diferencial entre 0s grupos experimentais e controle em cada intervalo de tempo, além
da construcdo de redes de co-expressao génica que foram utilizadas para analise a
jusante (downstream) dos dados, com o objetivo de: identificar hubs intramodulares,
correlacionar médulos e genes com grupos experimentais, avaliar alteragcdes de
conectividade de genes em mddulos especificos, analisar a preservacdo de
conectividade dos médulos entre os grupos experimentais e controles, e por fim realizar
o enriquecimento funcional de mddulos relevantes para identificar fun¢des biolégicas
hiper-representadas pelos genes pertencentes a esses médulos.

‘ Dados de microarray ‘

\L Pacote do WGCNA implementado em R
‘ Normaliza¢ao dos dados ‘—) ‘ Construcdo das redes de co-expressao ‘
‘ Expressao génica diferencial ‘ ‘ Identificacdo de modulos ‘
‘ Enriguecimento funcional ‘ ‘ Analise Downstream ‘

\

Identificacio de hubs intramodulares

Correlagéo entre médulos e genes com caracteristicas
Conectividade diferencial entre médulos

Andlise da Preservacdo dos Madulos

Enriquecimento funcional de médulos relevantes

Figura 6. Algoritmo utilizado para andlise dos dados de expressao génica.

4.3.1 Processamento e analise estatistica dos resultados de microarranjos de DNA

O ambiente estatistico R Studio (http://www.r-project.org) foi usado para analisar os

dados. O parametro considerado nas andlises de bioinformética foi o sinal processado
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(gProcessedSignal) gerado pelo software Feature Expression (v9.5.3). As médias das
intensidades das sondas de cada gene foram obtidas e em seguida, foi calculado o
logaritmo na base 2 (log2) dos valores encontrados. Os perfis de expressdao génica
diferencial foram obtidos utilizando o pacote limma (Linear Models for Microarray Data),
fornecido pelo Bioconductor. Os dados foram processados e normalizados por quantis
(quantile normalization). A técnica utilizada para controlar os falsos positivos durante a
analise de microarray foi a de BENJAMINI & HOCHBERG (1995).

4.3.2 Analise das redes de co-expressao génica e Enriquecimento Funcional

As redes de co-expressdo génica foram construidas com base em medidas de
correlacdo entre a expressado dos genes para identificar modulos de co-expressao. A
medida de similaridade utilizada foi a correlacdo ponderada (Biweight midcorrelation).
Essa medida de similaridade é baseada na mediana ao invés da média de expressao
dos genes e dessa maneira é menos sensivel a outliers (ZHENG et al., 2014). Somente
os 5000 genes mais variaveis em cada intervalo de tempo foram utilizados nas analises
e o tamanho minimo de cada modulo foi determinado em 50 genes. Hubs
intramodulares foram identificados como os 10 genes com maior conectividade em cada
médulo. Os genes foram classificados de acordo com sua conectividade intramodular e
mudancas nas posicoes (ranking) desses genes entre as redes foram determinadas

para identificacdo de nés e médulos associados com ganho ou perda de conectividade.

A construcao e andlise das redes de co-expressao génica foi realizada utilizando o
pacote WGCNA (Weighted Gene Co-expression Network Analysis), implementado em R
(LANGFELDER e HORVATH, 2008). Esse algoritmo permite a construcao das redes de
co-expressao, identificagdo de modulos de genes co-expressos, além da correlacdo de
mdbdulos e genes com caracteristicas das amostras, como por exemplo se as amostras
pertencem aos grupos controles e experimentais. Apés a construgdo dos mddulos,
estes sdo nomeados automaticamente por cores especificas. Genes que nao foram

classificados em nenhum dos modulos sao distribuidos coletivamente no moédulo “grey”.
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Ja o modulo “gold” consiste de 1000 genes randomicamente selecionados para a
analise de preservacao de médulos.

A analise de preservacdao de médulos foi também implementada utilizando o0 WGCNA
para verificar se parametros de densidade e conectividade dos médulos sdo mantidos
entre as redes (LANGFELDER et al., 2011). O parametro estatistico Zsummary, gerado
pelo software WGCNA, foi utilizado para a avaliagao da preservacdo dos médulos nas
redes. O valor de Zsummary< 2 indica pouca preservagao de um modulo entre as redes,
enquanto 2<Zsummary<10 indica evidéncia moderada de preservacdo, e por fim

Zsummary>10 sugere elevada preservagao de um determinado maédulo.

Por fim, o software calcula medidas de centralidade dos nés, tais como o parametro
Kwithin (grau intramodular), o qual identifica genes com maior nimero de conexdes em
cada modulo. Graficos de dispersao foram também construidos no programa GraphPad
Prism 5, utilizando os parametros Kwithin e gene significance, este Ultimo
representando a correlagdo de um determinado gene com o grupo experimental. A
correlagdo de um determinado médulo com um grupo experimental expecifico foi
calculada utilizando a significancia do vetor caracteristico de cada mddulo (“eigengene
vector”) e o valor de p correspondente para cada médulo. Genes com um valor de p
menor que 0,05 e mdédulos com um valor de p menor que 0,1 foram considerados

significativamente correlacionados a um grupo especifico.

Para procurar funcdes biologicas hiper-representadas no conjunto de genes
diferencialmente expressos, ou em modulos relevantes nas redes de co-expressao
génica, listas de genes foram inseridas nos programas EnrichR (CHEN et al., 2013) e
PANTHER (Ml et al., 2016). Somente fung¢des estatisticamente significativas foram
incluidas na analise, com p < 0,05 calculado pelo teste de Fisher.
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4.4 Validacao por PCR quantitativo em tempo real (qPCR)

Os dados obtidos por DNA microarray foram validados utilizando a técnica de gPCR. A
gPCR foi realizada utilizando os kits SuperScript® Il Reverse Transcriptase (Life
Technologies, EUA) e QuantiFast SYBR Green PCR Kit (Qiagen). As amostras foram
incubadas a 95 °C por 5 minutos, e submetidas a 40 ciclos de 95 °C por 30 s e 60 °C
por 30 s. Os primers foram desenhados no software Primer 3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Os controles de especificidade das rea¢des foram a
presenca de apenas um pico de fluorescéncia na curva de dissociagdo e a auséncia de
amplificacdo nas reacdes em que o cDNA estava ausente. A quantificacdo da
expressao génica foi realizada por meio de quantificacdo relativa utilizando curva
padrdo. Os dados foram normalizados pela expresséo do gene housekeeping GAPDH.
A significancia estatistica foi determinada por teste t de Student, com p<0,05. As

sequéncias dos primers utilizados estdo descritas no Quadro 1.

Quadro 1. Sequéncias dos primers utilizados para os ensaios de qPCR.

Gene Primer Sequéncia (5’ to 3’)
PTGIR PTGIR FW TGGGACGATGCTGTGTGA
PTGIR RV GAAAGCGTAGATGGAAGGCAA
SOX9 SOX9 FW AGGAAGCTGGCAGACCAGTA
SOX9 RV ACGAAGGGTCTCTTCTCGCT
TRIP12 TRIP12 FW CCAACCCAGAAATCAACCAGTC
TRIP12 RV GATTTCCAACATGGCCCGGGAG
RHOX8 RHOX8 FW TGCCTGGACCCCTACTATTG
RHOX8 RV CTGGCTGGCACATAGTCCTG
GAPDH GAPDH FW GACATGCCGCCTGGAGAAAC
GAPDH RV AGCCCAGGATGCCCTTTAGT
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5. RESULTADOS

5.1 Observacao de crises convulsivas nos animais submetidos a hipertermia

Foram utilizados 116 animais (machos e fémeas em mesma quantidade para cada
grupo e intervalo de tempo), sendo que 35 animais foram designados ao grupo controle
e o0s demais 81 animais foram submetidos ao protocolo experimental de crise
convulsiva induzida por hipertermia. 49 animais submetidos ao protocolo tiveram crises
convulsivas, sendo que os outros 32 animais ndo apresentaram crise durante a primeira

hora avaliada ap6s o periodo de hipertermia (Figura 7).

35 animais
rupo controle q Y
L(g P )J 49 animais
116 animais ) § (crises
81 animais convulsivas)
(protocolo de )
hipertermia o
P ) 32 animais
(sem crises)

Figura 7. Numero de animais utilizados de acordo com o grupo experimental e a
observacao de crises convulsivas apos protocolo de hipertermia.

O numero de animais e a classificacdo da escala de Racine nos respectivos pontos
experimentais pode ser visualizada na Tabela 1. A maior parte dos animais com crise
tiveram movimentos horizontais de cabeca (estagio 2 da escala de Racine), perda de
balanco e queda (estadgio 5). A observacdo dos comportamentos associados aos
estagios 1 (movimentos oromastigatorios), 3 (clonia dos membros anteriores) e 4

(extensao dorsal) foi menos frequente.
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Tabela 1. Numero de animais designados para cada grupo e ponto experimental, além

da distribuicao do numero de animais de acordo com a escala de Racine.

Hipertermia com Crise
exp:znmtgntal Controle Hipertermia sem Crise Escala de Racine

2 3 4 5
P12 8 11 4 2 6 2
P30 11 8 4 0 1 4
P60 6 4 8 0 0 4
P120 8 4 6 3 1 4

22 5 8 14
Total 35 32 49

As 74 amostras de RNA obtidas da regiao CA3 ventral que tiveram RIN > 7 foram

submetidas ao protocolo de microarranjos de DNA para determinar o perfil de

expressao génica diferencial entre os grupos experimentais em cada intervalo de tempo
estudado. A concentragdao média de RNA obtida foi de 100,3 ng/uL e o escore RIN

médio foi de 7,9 (Figura 8).

ng/ulL
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Figura 8. Boxplots contendo os valores de quantificacao (A) e integridade do RNA
(B) para as 77 amostras de RNA obtidas da regiao CA3 ventral de ratos Wistar. A
concentracao média de RNA obtida foi de 100,3 ng/uL e o escore médio de RIN foi 7,9.
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5.2 Expressao génica diferencial e funcoes hiper-representadas por esses genes

Genes diferencialmente expressos (DE) foram determinados entre o grupo com crises
convulsivas (CONV) apés hipertermia e o grupo controle (CTRL) nos quatro periodos de
tempo avaliados. Os principais genes diferencialmente expressos identificados, bem
como a razado de expressao (fold change) entre esses grupos, estédo ilustrados no
Quadro 2. As fungbes hiper-representadas pelos genes diferencialmente expressos em
cada intervalo de tempo estdo demonstradas nos Quadros 3 e 4, em conjunto com as
bases de dados que foram utilizadas no Enrichr (KEGG, WikiPathways, Reactome e
Biocarta), e os valores de p identificados. Alguns genes diferencialmente expressos
foram selecionados para validagdo dos dados de microarranjos de DNA pela técnica de
PCR em tempo real, conforme ilustrado na Figura 9.

5.2.1 Genes diferencialmente expressos em P12

89 genes DE (80 hiper e 9 hipo-regulados) foram observados entre os grupos
experimental e controle um dia apoés as crises convulsivas induzidas por hipertermia
(P12). Esses genes foram associados as fungdes de via de sinalizagdo de RAS,
metabolismo de aminoacidos, apoptose e transporte idnico. Dentre esses genes, o
gene hipo-regulado Hes6 participa da diferenciagdo neuronal (BAE et al., 2000),
enquanto o gene hiper-regulado NIk codifica uma cinase que contribui para a
proliferacéo e diferenciacdo neuronal (ISHITANI e ISHITANI, 2013).

5.2.2 Genes diferencialmente expressos em P30

83 genes DE (56 hiper e 27 hipo-regulados) foram observados entre os grupos
experimental e controle em P30. Esses genes estdo relacionados ao transporte de
anions, morfogénese tecidual e regulacao da atividade de cinases. Dentre esses genes,
a proteina codificada pelo gene hipo-regulado Gfra2 influencia a severidade das crises
induzidas por sensibilizagao (kindling) em camundongos (NANOBASHVILI et al., 2013).
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5.2.3 Genes diferencialmente expressos em P60

263 genes DE (162 hiper e 101 hipo-regulados) foram observados entre os grupos
experimental e controle em P60. Esses genes estéo relacionados as vias de sinalizagao
de Wnt, Rap1, Notch, HIF e interferon. Além disso, também estdo relacionados a
ativacdo plaquetéria, adesdo focal, processamento de mRNAs, organizagdo da
cromatina, regulagdo da migragao celular e diferenciagéao celular. Dentre esses genes,
os genes hiper-regulados Sox9 (GUO et al, 2012) e Tpt1 (JOHANSSON e
SIMONSSON, 2010) participam da auto-renovagao de células-tronco.

5.2.4 Genes diferencialmente expressos em P120

341 genes DE hipo-regulados foram observados em P120. Esses genes estdo
associados as vias de MAPK, JAK-STAT e Whnt, transporte de ions e aminodcidos,
morfogénese celular e transporte de neurotransmissores. Em particular, os genes
Rhox8 (ARTEGIANI et al., 2015) e Mta2 (MUHCHYI et al., 2013) estdo envolvidos na

neurogénese.
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Quadro 2. Principais genes diferencialmente expressos e razdo da expressao (fold change: FC) desses genes entre os
grupos experimental e controle, em cada intervalo de tempo.

P12 P30 P60 P120
Gene FC Gene FC Gene FC Gene FC Gene FC
March9 0,48 Olr791 0,49 Cpne4d 0,62 Trip12 0,41 Mcptll4 0,58
Cartpt 0,55 Tmem255b 0,53 RT1-M1-2 0,65 Zfp280b 0,49 Pri7b1 0,58
Hes6 0,58 Gfra2 0,53 Adcy3 0,67 Pkib 0,51 Actcl 0,57
Srsf7 0,67 Ctrb1 0,55 Lonp2 0,67 Trpv5 0,50 Slc6al8 0,58
H2afv 0,72 Tomm?20I 0,55 Cabp7 0,67 Adgrg7 0,49 Tesb 0,58
Ccdc85a 0,75 Tmprss6 0,57 Abca3 0,68 Bcl2l1 0,51 Hcn4 0,60
Galr2 0,77 Rhox2 0,58 Inpp5j 0,67 Ppplr3a 0,50 Adgrgl 0,58
Ppplria 0,77 Trim26 0,58 Ttch 0,68 Ovol2 0,52 Fabp12 0,59
Psma7 0,78 Stonl 0,60 Cep19 0,69 Krtl4 0,52 DIx3 0,60
Dnajb6 1,52 Ptgir 0,62 Chmpla 0,69 Bpifal 0,55 1120 0,61
Usp46 1,53 Uqcrcl 1,39 Habp4 0,70 Ecel 0,56 Tmcl 0,60
NIk 1,53 Rasipl 1,43 Syt12 0,70 Mta2 0,54
Smpd3 1,56 Zkscan5 1,41 Pax5 1,58 lgf2bp2 0,51
Brap 1,66 Katnb1l 1,40 Hes7 1,61 Cyp4al 0,55
Ric8a 1,63 Cptic 1,43 Rpl23a 1,59 Kirrel 0,59
Polr2m 1,62 Fhi2 1,45 Tptl 1,70 Rhox8 0,56
Cyb5r1 1,65 Atp9b 1,47 Ghdc 1,62 Gabrq 0,58
Pax3 1,81 Inpp5d 1,49 Dcunldil 1,66 Otor 0,57
ler5 1,53 Hifla 1,67
Wifs1 2,05 Sox9 1,67
Olr143 1,67
Trim42 1,89




Quadro 3. Funcgoes enriquecidas pelos genes diferencialmente expressos identificados em P12 e P30.
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FUNCOES GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS BANCO DE DADOS | P-VALUE
Via de sinalizacao de Ras Brap, Angpt2, PId1, Bcl2I1 KEGG 0,031
Metabolismo de aminoacidos Psat1, Ndufab1, Rpl13, Dlat, Prodh, Psma7 REACTOME 0,010
P12 Apoptose Vav3, Hint1, Arhgef3, Trib3, Prodh, Bcl2I1 Gene Ontology 0,005
Tranqurte de compostos Smpd3, Slc43a1l, Sic1al, Cartpt, Slc25a5, Slc28a1 Gene Ontology 0,007
nitrogenados
Transporte ibnico Knh6, Galr2, Kcna2, Scn4a, Clent Gene Ontology 0,019
Metabolismo de vitaminas Sdc3, Ctrb1, Slc19a1 REACTOME 0,031
Transporte de anions Slc35b4, Sic6al2, Nfkbie, Atp9b, Slc19a1 Gene Ontology 0,009
P30 Direcionamento de proteinas Sun1, Nfbie, Pkd1, Dbn1, Pex14 Gene Ontology 0,001
Morfogénese tecidual Ahi1, Luzp1, Pkd1, Rasip1 Gene Ontology 0,050
Regulacao positiva de cinases Wfs1, Lmna, Adcy4, Mapk8ip3, Pkd1 Gene Ontology 0,038




Quadro 4. Funcoes enriquecidas pelos genes diferencialmente expressos identificados em P60 e P120.
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BANCO DE

FUNCOES GENESDIFERENCIALMENTE EXPRESSOS DADOS P-VALUE

Ativagao plaquetaria Col1a1, Mapk11, Adcy3, Arhgef1, Myl12a, Mapk13, Pik3r5 KEGG 0,003

Via de sinalizagéo de Rap1 Pdgfrb, Mapk11, Csf1, Hg;,ikFétrArs, Ctnnd1, Adcy3, Mapk13, KEGG 0,005

Via de sinalizagao de HIF-1 Egln2, Slc2a1, Hmox1, Hif1a, Pik3r5 KEGG 0,020

Adeséo focal Col1at, Pdgfrb, Hgf, Flt4, Zyx, Myl12a, Pik3r5 KEGG 0,033

Srp19, Ddx6, Sf3a1, Rnasel, Myef2, Rom4b, Ybx1, Rpl9, .

Processamento de mRNA Hnrnpab, Uhmk1, Snrpd2, Auh, Pcbp2 WikiPathways 0,014

P60 Organizacao da cromatina Hist2h2aa3, Kat2a, Dot1l, H2afx, Elp6, Padi1, Smarca4, Hcfc1 Reactome 0,004

Ativacédo de Hox Hist2h2aa3, Cnot6, H2afx, Rqcd1, Rarb Reactome 0,007

Via de sinalizagdo de Tcf/Wnt Hist2h2aa3, Tnks2, Ppp2ria, H2afx, Sox9, Psmb8, Smarca4 Reactome 0,018

Via de sinalizacdo do IFN Nup205, Rnasel, Irf7, Psmb8, Kpnb1, Ip6k2 Reactome 0,049

Via de sinalizacao de Wnt Sdhaf2, Tnks2, Ppp2ri1a, Ppap2b, Sfrp5, Ctnnd1, Sox9, Zbed3h | Gene Ontology 0,003

Migragéao celular Col1at, Pdgfrb, Ccl24, Tgfb2, Csf1, Hgf, Flt4, Sox9, Hif1a, Elp6 | Gene Ontology 0,006

Via de sinalizacdo de Notch Hes7, Notch3, Ncstn, Mdk, Wdr12, Hif1a, Kat2a Gene Ontology 0,010

Diferenciagéo de células tronco Col1at, Tgfb2, Sdhaf2, Cnot3, Sox9 Gene Ontology 0,009

Via de sinalizacdo de MAPK Ppp5c, Hspaill, FInc, Mapk14, Fgf1, Ngf, Tp53 KEGG 0,039

Via de sinalizagcao de JAK-STAT Ctnfr, 1120, Stat6, 112rg, Bcl2l1 KEGG 0,047

Transporte ionico & de Slc12a3, Slc12a5, Slcails, Slcd3a2, Slc1a3, Slc6a20 Reactome 0,003
aminoacidos

P120 Via de sinalizacao de Tcf/Wnt Amer1, Ctbp1, Ppp2r5e, Sox13, Psmd1, Smarca4, Lrp6 Reactome 0,024

n Semada, Dst, Slc1a3, Mapk14, Ngf, Rtn4, Gje1, Smarca4, Lrp6,

Morfogenese celular Pax8, Peaki, Numb, Pacsin2, Vhi, Bcl2l1, Shanki Gene Ontology | 0,001

Transporte de anions Clen7, Gabrq, Slc12a3, SIc1SIZC%5éZSOIc6a18, Slc43a2, Slc25a42, Gene Ontology 0,001

Transporte de Gabrq, Slc6a18, Snph, Nrxn3, Slc1a3, Slc6a20, Slc6a2 Gene Ontology 0,001

neurotransmissores
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Figura 9. Comparacao dos resultados de microarranjo (microarray) de DNA e PCR em tempo real (QPCR). Os
genes Trip12, Rhox8, Ptgir e Sox9 foram selecionados para verificacdo da expressdao génica diferencial e
confirmacao dos dados de microarranjos de DNA pela técnica de qPCR.
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5.3 Médulos e genes associados as crises convulsivas

A construcdo de uma unica rede de co-expressao foi realizada inicialmente para cada
intervalo de tempo, utilizando coletivamente as amostras pertencentes aos grupos
CONV e CTRL. A andlise dessas redes permitiu a identificacdo de modulos de co-
expressdo associados as crises convulsivas em cada intervalo de tempo. Modulos
positivamente correlacionados as crises convulsivas estdo representados na cor
vermelha, enquanto moédulos negativamente correlacionados as crises convulsivas
estdo representados na cor verde. Nessa analise, a correlagédo positiva de um médulo
significa que os genes desse mddulo possuem em média maiores niveis de expressao
génica no grupo CONV. Além disso, hubs correlacionados significativamente com os
grupos CONV foram identificados por meio da correlacao de sua expressao génica com
0s grupos experimentais. Os hubs e as fung¢des enriquecidas pelos mddulos associados

as crises convulsivas estao ilustrados nos Quadros 5 a 8.

5.3.1 Mddulos e genes associados as crises convulsivas em P12

Na andlise em P12 (Figura 10A), os modulos “midnightblue”, “magenta” e “grey60”
tiveram correlagdes positivas com as crises convulsivas, enquanto os mddulos
“turquoise” e “purple” tiveram correlagdes negativas. O médulo “midnightblue’ esta
relacionado a via de sinalizacdo de Wnt, diferenciacdo neuronal e axonogénese. O hub
Hrh4, que codifica o receptor de histamina 4, estd associado com imunomodulagao. O
mddulo “purple”’ esta relacionado com a migragao transendotelial de leucécitos, via de
sinalizacao do VEGF, via de sinalizacao de Wnt e ciclo celular. O hub Smarcb1 nesse
médulo participa do desenvolvimento de neurdnios do cerebelo (MORENO et al., 2014).

5.3.2 Mddulos e genes associados as crises convulsivas em P30
Na analise em P30 (Figura 10B), os modulos “green” e “blue” exibiram correlagdes

positivas com as crises convulsivas, enquanto os modulos “cyan’” e “magenta’

apresentaram correlagbes negativas. O modulo “blue” esta associado a transmissao
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sindptica, orientacdo axonal e jungdes ocludentes. O hub ltga2b nesse méddulo codifica
proteina de adesao celular, enquanto CIsin3 esta envolvido no desenvolvimento de
sinapses excitatorias e inibitérias (PETTEM et al., 2013). O médulo “magenta”, por sua
vez, esta envolvido na resposta imune, transporte de membranas e desenvolvimento
neuronal. O hub Lhx8 nesse modulo induz a diferenciacdo de células progenitoras

neuronais do hipocampo em neurdnios colinérgicos (SHI et al., 2012).

5.3.3 Mddulos e genes associados as crises convulsivas em P60

Na andlise em P60 (Figura 10C), os mddulos “black’ e “tan” exibiram correlagdes

positivas com o grupo CONV, enquanto os médulos “turquoise”, “lightcian”, “grey60” e
“lightgreen” mostrou correlagdes negativas com as crises convulsivas. Os genes do
mddulo “black” estao relacionados ao sistema immune, organizagdo da cromatina e
desenvolvimento sinaptico. O hub Pax5, por exemplo, regula a diferenciagdo de
neurdnios dopaminérgicos a partir de células tronco (PERRIER et al., 2004). Ja o
moédulo “lightgreen” estd associado a fatores de crescimento neuronal, via de Wnt,
adesao focal e regulacdo da projegao neuronal. O hub Chmp1a por exemplo regula a

proliferacédo de células progenitoras neuronais (MOCHIDA et al., 2012).

5.3.4 Mddulos e genes associados as crises convulsivas em P120

Na analise em P120 (Figura 10D), os médulos “cyan”, “blue”, “salmon’, “green’ e
“grey60” foram negativamente correlacionados ao grupo CONV. Os genes do mdédulo
“blue” estao relacionados a fungcdes antioxidantes, sistema imune e vias de sinalizagao
associados ao Desenvolvimento tais como Hippo, complexo repressor Polycomb 2 e
Wnt. O hub Pou6f2 nesse médulo € um membro da familia de fatores de transcricao
POU que controlam a diferenciagdo celular. Além disso, o0 médulo “grey60” contém
genes envolvidos com a sinalizacdo de interferon e com o processo metabdlico de
glicerolipidios. O hub Irf8 por exemplo é crucial para a transformac¢ao da micrdglia em

um fenotipo reativo que leva a inflamagao cerebral (MASUDA et al., 2012).
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Figura 10. Correlacao entre moédulos e crises convulsivas na analise em que as

redes foram construidas utilizando conjuntamente as amostras dos grupos CONV

e CTRL em cada intervalo de tempo. Os nomes dos mddulos estdo a esquerda de

cada grafico e os coeficientes de correlacao estdo dispostos no topo de cada linha. Os

valores de p para cada médulo estdo exibidos entre parénteses na parte inferior de

cada linha. As linhas estédo coloridas de acordo com o valor da medida de correlagéo:

vermelho para correlagbes positivas

e verde para correlagdes

negativas.
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Quadro 5. Hubs e fungdes em mddulos correlacionados ao grupo com crises convulsivas na analise em P12.

MODULO
(GENES)

CORRELACAO

HUBS

FUNGCOES ENRIQUECIDAS

Midnightblue
(103)

Positiva

Alpk3, Hrh4, Iba57, Vom1r78,
Spag7, Slc12a8, Tiam1,
Suv420h2, Dzank1, Prodh2

Direcionamento axonal, degradacgao de beta-catenina, regulagéo da
diferenciagao neuronal, atividade da Rho GTPase

Magenta
(166)

Positiva

Rapgef6, Igtp, Cpg1, Cox7c,
Sdpr, Rpsa, Dnah10, Krcct,
Pigr, Rpl13-ps1

Fosforilagao oxidativa, doengas neurodegenerativas, sinapse
glutamatérgica, endocitose, canais de potassio, resposta celular ao
estresse, ativagdo da via das MAP cinases

Grey60
(65)

Positiva

Ywhae, Acsl5, Heatr5b, Dohh,
Uhrf1bp1l, Zc3h10, Npw,
Tmem128, Clcn4, Gas1

Protedlise medidada por ubiquitinas, apoptose, regulacao do citoesqueleto
de actina, checkpoints do ciclo celular, sinalizacdo de VEGF, sinalizagao
de IGF1R, imunidade inata, regulagédo positiva da neurogénese

Purple
(162)

Negativa

Smarcb1, TbI3, Psmb3, Capn1i5,
Edf1, Med29, Mrpl23, Pafah1b3,
Uqgcc2, March9

Migracao transendothelial de leucécitos, degradagao proteossomal,
apresentagdo de antigenos mediada por MHC de classe |, sinalizagao de
VEGF, sinalizagao de Wnt, ciclo celular, sinalizagao de proteinas Ras

Turquoise
(1308)

Negativa

Unc45a, Bop1, Slc7a4, Slc3a2,
Abhd17a, Nkiras2, Asphd2,
Dapk3, Rabac1, Apbb1

Glicdlise, ativiagao plaquetaria, protedlise medida por ubiquitina, via de
AMPK, sinapse gabaérgica, vias metabdlicas, via de IL-1, via de BDNF, via
de Notch, via de TGF-B, neurotransmissao glutamatérgica, sinalizagao por

NGF
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Quadro 6. Hubs e fungdes em mddulos correlacionados ao grupo com crises convulsivas na analise em P30.

MODULO X A
(GENES) CORRELACAO HUBS FUNCOES ENRIQUECIDAS
. Via de Notch, via de AMPK, Autofagia, processamento de mRNA,
Green . Lztr1, Clcn7, Ciz1, Pepd, Cops4, : o X T
(319) Positiva Trmt1, Mumi, Cc2d1a, Hps4, Dos signalizagdao de HGFR, sistema neuronal, transmiss&o sinaptica,
apoptose
Transmissao sinaptica, reabsorgcéo de bicarbonate, sinapse
Blue Itga2b, Prkar1b, Pcyox1, Clstn3, glutamatérgica, jungdes oclusivas, endocitose, glicélise e
(673) Positiva Pomgnt2, Cck, Atg7, Stégalnac5, gluconeogénese, via de Delta-Notch, direcionamento axonal,
Got2, Herc2 apresentacao de antigenos por MHC classe Il, ativagao plaquetaria,
sinalizagao por EGFR
Cvan Smek1, Zfp68, Vps13d, Dig2, Via de neurotrofinas, via de Wnt, via das MAP cinases, via de Hippo, via
(1};7) Negativa Camk2n1, Styx, Rims2, Zfp157, de Delta-Notch, regulacdo do metabolismo de mRNAs, transmissao
Pcbp3, Ctnnd1 sinaptica, sinalizagao glutamatérgica
Magenta Pde10a, Sh3rf2, Lhx8, Sstr3, Grn, | Vesicula sinaptica, interagdo receptor-matrix extracellular, adeséao focal,
(291 3) Negativa Stx1a, Tbc1d8, Neurod2, Cct3, transportadores de aminoacidos e receptores SLC, migragao leucocitaria,

Atp6ap1|

regulacédo da atividade de Rho GTPase, proliferagao de células tronco




44

Quadro 7. Hubs e fungdes em mddulos correlacionados ao grupo com crises convulsivas na analise em P60.

MODULO ~ <
(GENES) CORRELACAO HUBS FUNCOES ENRIQUECIDAS
Black Ghdc, Cyp21ai, Cox6b2, Sinalizagao de neurotrofinas, via de sinalizagao de TNF, vesicula sinaptica,
(239) Positiva Ube3d, Pax5, Zfyvel, Mapk13, via de sinalizagao de ErbB, receptores de quimiocinas, enzimas
Plg, Tex19, Spata31d3 modificadoras de cromatinas, sinalizagdo de Wnt, ativagao leucocitaria
Regulagéo da inflamagéao por canais TRP, via de HIF-1, via de AMPK,
Tan N Pikl, Capn1d, Mrpi38, SIc1382, | i5fagia, via de PI3K-Akt-mTOR, adesao focal, via de TGFB, via de IL-1,
Positiva Pdeda, Tnip2, Cep250, Spsb4, = . - L o
(156) Ubl5. Hes7 regulagéao transcricional por p53, regulacao da plasticidade sinaptica
' neuronal
Lisossomos, via de Rap1, via de neurotrofinas, via de HIF-1, via da
Turquoise Gtf3c1, Elac2, Mgrn1, Sult4at, fosfolipase D, adesao focal, via de ErbB, via de mTOR pathway, via de
(g81) Negativa Rai1, Ap1b1, Ubr4, Gnpat, Ras, spliceossomo, via de BDNF, via de EGFR, sinalizagao por IL-1, IL-4,
Ccdc112, Thoc5 IL-11 e IL-17, adesao celular, via de MAPK, regulagéo positiva da
diferenciagao neuronal
Liahtevan Ap1ar, Stambpl1, Megf9, Via de MAPK, sinalizagao glutamatérgica, regulacao do citoesqueeleto de
“%117})/ Negativa Cep152, Fam19a1, Syt4, actina, direcionamento axonal, diferenciagao celular, plasticidade sinaptica,
Dyncti1, Arpcb, Tsc22d2, Tppp diferenciagao de células-tronco
Grev60 Marcksl1, Msra, Mvd, Nprl2, Via de Rap1, via de Ras, pluripoténcia de células tronco, regulagéo do
y Negativa Lzts2, Abca2, Ankrd34a, citoesqueleto de actina, adeséo focal, via de PISK-Akt-mTOR-pathway,
(76) , .
Nudti15, 1134, Ppfia4 sistema neuronal
Lightareen Chmp1a, Keap1, Fads1, Vps41, Via da fosfolipase D, adesao focal, sinalizagap por NGF, sinalizagéo por
g (6%) Negativa Stard7, Dcaf5, Pdgfrb, Nadk, FGFR, homeostase celular de cations, via de Ras, regulagdo negativa da
projecao neuronal, via de Wnt

Slic40at, Top3b
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Quadro 8. Hubs e fungdes em mddulos correlacionados ao grupo com crises convulsivas na analise em P120.

MODULOS % 3
(GENES) CORRELACAO HUBS FUNCOES ENRIQUECIDAS
Cvan Skap2, Ccrn4l, Kpna2, Rbp1, Endocitose, via de mTOR, via de EGFR, via de sinalizagdo de Notch, via de
(é,?) Negativa Popdc3, Lyplal1, Cnr1, Prss22, sinalizagao de TGF-beta, via de sinalizagao de EPH-Ephrin,
DIx5, Usp46 direcionamento axonal, migragao neuronal
Metabolismo de glutationas, doencas auto-imunes, via de Hippo, via de
Blue Pou6f2, Bpifal, Naaladl1, JAK-STAT, via de Nrf2, complex repressor Polycomb 2, via de Wnt,
(890) Negativa Rhox8, Ino80d, 1120, Hsd17b2, pluripoténcia de células tronco, via de sinalizagdo de p53, canais de
Kdm5c, Cer1l1, Gja10 potassio, transporte de ions e aminodacidos, regulagdo positiva da produgéo
da IL-6
Rgcc, Vps26b, Gtpbp6, Ndufs?, I I . .
Seman | egaa | Tanolr, g Uneaut, e, | Fosloraséo oxdathe doenuas euradegeneraiues endociose
Sdhc, Rab36 proeg
G Mras, Zc3h13, Rabl6, Ptpre, Potenciagdo de longo-prazo, via de Hippo, via de MAPK, via de TGF-beta,
reen . : RS i ) . . .
Negativa Gria1, Pnmal2, Pnmal1, Rmrp, | pluripoténcia de células tronco, via da fosfolipase D, sistema neuronal, via
(253) ; A > . A
Taok3, Gskip de VEGF, morfogénese de projegbes neuronais, axonogénese
Grev60 Irf8, Spink13, Brd3, Camk1g,
(7‘}{) Negativa Cmtm3, Ece1, Gpc6, Zbtb26, Sinalizagao de interferonas, processo metabdlico de glicerolipideos

Barhl1, Zdhhc19
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5.4 Analise da preservacao e alteracao de conectividade dos médulos entre as
redes dos grupos experimentais

Redes de co-expressado génica foram também construidas utilizando as amostras dos
grupos CONV e CTRL em separado, para cada intervalo de tempo analisado. Essa
andlise teve o objetivo de identificar nos pertencentes aos mesmos modulos nas redes
relacionadas as amostras dos grupos CONV e CTRL que apresentam elevadas
diferencas de conectividade entre 0s grupos.

Os noés foram classificados de acordo com sua conectividade e comparados entre as
redes relacionadas aos grupos CONV e CTRL. Essa analise permitiu a andlise da
identificacao de modulos e genes com ganho de conectividade no grupo CONV (Figura
10). A hipdétese nesse caso é que modulos e n6s com ganho de conectividade estao
relacionados ao fendtipo de crises convulsivas. Os hubs e fungdes principais dos genes

pertencentes a esses médulos estdao apresentados nos Quadros 9 a 12.

A andlise da preservacao dos moédulos também foi realizada para identificar a
similaridade de densidade e conectividade de um determinado mddulo entre as redes
dos grupos CONV e CTRL. O parametro estatistico Zsummary, gerado pelo software
WGCNA, foi utilizado para a avaliagao da preservagao dos médulos nas redes. O valor
de Zsummary< 2 indica pouca preservacdo de um moédulo entre as redes, enquanto
2<Zsummary<10 indica evidéncia moderada de preservacao, e por fim Zsymmary>10 sugere

elevada preservagao de um determinado médulo.

5.3.1 Mddulos e genes associados as crises convulsivas em P12

Os modulos que apresentaram maior ganho de conectividade em P12 foram os
mébdulos “blue’, “green’, “magenta” e “salmon’ (Figura 11A). Os mddulos menos
preservados entre as redes CONV e CTRL em P12 foram os médulos “darkred’,
“royalblue’, “grey60” e “darkgreen’. Dentre esses médulos, o médulo “blue” apresentou

0 maior numero de genes com ganho de conectividade na rede do grupo CONV. Esse
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mobdulo possui genes relacionados as fungdes de apoptose, regulacdo da adesao e
migracao celular, resposta celular ao estresse e axonogénese. O hubBcar1 nesse
mddulo codifica uma proteina adaptadora relevante para a migragcao celular e formacao
de axoénios (HUANG et al., 2006), enquanto o hub Entp2 corresponde a um gene cuja
proteina esta envolvida no controle da proliferagcdo de células progenitoras em nichos

neurogénicos do cérebro (GAMPE et al., 2015).

O modulo “turquoise’ também incluiu muitos genes com ganho de conectividade no
grupo CONV. Os genes desse méddulo estdo associados a apoptose, jungdes oclusivas,
transmissao sinaptica, diferenciacdo neuronal, vias de sinalizagdo do Sistema immune,
além das vias de sinalizacao Hippo e Wnt. Os hubs Rtn2 e Rtn3 nesse médulo sao
parte da familia de proteinas reticulon, que possuem papel fundamental no brotamento
neural. De fato, camundongos que super-expressam Rtn3 desenvolvem anormalidades

nos neuritos neuronais (HU et al., 2007).

O modulo “darkred” foi 0 médulo menos preservado na analise em P12. Esse modulo
possui genes relacionados a vias de sinalizacao de neurotrofinas, FGFR, HIF-1 e Wnt,
além de participar da apoptose, ativacado de receptores NMDA, diferenciacéo celular e
axonogénese. O hub Nefl nesse modulo € um marcador de neur6nios diferenciados,
enquanto o hub Ssbp3 codifica uma proteina que induz a diferenciacdo de células

tronco embrionarias em células similares as celulas trofoblasticas (LIU et al., 2016).

5.3.2 Mddulos e genes associados as crises convulsivas em P30

Os modulos que apresentaram maior ganho de conectividade na rede do grupo CONV

LTS LT3

em P30 foram os médulos “brown”, “green”,

lightcyan”, “magenta” e “red” (Figura 11B).

Os médulos menos preservados entre as redes relacionadas aos grupos CONV e CTRL

LN 11

foram os médulos “darkred’, “turquoise’, “pink’, “darkturquoise’e“green’.

O modulo “brown” apresentou 0 maior numero de genes com ganho de conectividade

na rede associada ao grupo CONV. Esse mddulo possui genes relacionados a fungdes
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de metabolismo celular, diferenciagao celular, apoptose e transmissao sinaptica. O hub
Osm nesse modulo codifica a proteina oncostatina M, a qual inibe a proliferacdo de

células precursoras neurais (BEATUS et al., 2011).

O médulo “magenta” também apresentou muitos genes com ganho de conectividade.
Esses genes estdo associados a via da fosfolipase D, organizacao do citoesqueleto de
actina, regulacdo da quimiotaxia e da adesdo celular, regulacdo positiva da
neurogénese e regulacdo da manutencgao e proliferacao de células tronco. Por exemplo,
o hub RaiA (Ras-like small GTPase) esta envolvido na polarizacao celular durante o
desenvolvimento neuronal (DAS et al., 2014).

O moddulo “darkgreen” foi 0 moédulo menos preservado na andlise em P30. Esse médulo
possui genes relacionados as funcdes de orientagdo axonal, potenciagcdo de longo
prazo, apoptose, via de BDNF, via de IL-1, adesdo celular, via de sinalizagdo das
Efrinas, vias de sinalizagdo envolvidas na resposta imune inata e efetores de Rho
GTPases. Os hubs Pif1, Chac1 e Noxa1 nesse mddulo estdo associados a viabilidade
celular e ao estresse oxidativo, enquanto o hub Epha10 participa da via de sinalizagdo
das Efrinas, envolvida na orientacdo axonal. Além disso, esse gene € ativado no

hipocampo de camundongos tratados com pilocarpina (XIA et al., 2013).

5.3.3 Mddulos e genes associados as crises convulsivas em P60

Os modulos que apresentaram maior ganho de conectividade em P60 foram os
médulos “brown”, “midnightblue”, “pink”, “red’, “salmon’, “turquoise e “yellow’ (Figura
11C). Os modulos menos preservados entre as redes relacionadas aos grupos CONV e

CTRL foram “grey60”, “skyblue”, “greenyellow’, “orange’ e “brown’.

Os moddulos “brown” e “turquoise” exibiram o maior numero de genes com ganho de
conectividade na rede associada ao grupo CONV. Além disso, 0 modulo “brown” foi o
médulo menos preservado na andlise em P60. Genes nesse modulo estao relacionados

a adesao focal, pluripoténcia de células tronco, proliferacdo de linfocitos, migracao
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celular e desenvolvimento de projegcdes neuronais. Dentre os hubs nesse mébdulo,
Actni1, Fkbp8 e Acap3 estdo envolvidos na extensdo de neuritos. Em particular,
neurdnios hipocampais apresentam uma reduc¢do pronunciada na neuritogénese apds a
reducao da expressao do gene Acap3 (MIURA et al., 2016). Outros hubs observados
nesse moédulo foram Cacnb3, um canal de célcio ativado por voltagem, e genes

relacionados ao sistema imune, tais como Cnrip e //16.

As principais fungdes hiper-representadas por genes no médulo “turquoise” foram:
transporte de ions calcio e potassio, migragdo neuronal e crescimento axonal, vias
associadas ao desenvolvimento como Wnt e Robo, transmissao sinaptica e regulacao
da inflamacgao por canais TRP. Dentre os hubs nesse modulo, o gene Scx (scleraxis)
codifica um fator de transcricao importante para a diferenciacao de células-tronco. Ja o
hub Mx1 codifica uma proteina com expressdo em oligodendrécitos e o hub Ednra
representa um receptor endotelial que atua como um agente quimiotatico para o
crescimento axonal de neur6nios simpaticos (MAKITA et al., 2008).

O médulo “greenyellow’ foi também pouco preservado na andlise em P60. Os genes
desse modulo estdo relacionados as vias de p53 e Wnt, crescimento axonal,
morfogénese de neurdnios, ubiquitinacdo de proteinas e transmisséo sinaptica. Dentre
os hubs nesse modulo, o gene Ptprt codifica uma tirosina cinase que regula a formacao
de sinapses (LEE et al., 2015). Outros hubs relevantes nesse médulo sdo Pomgnt1,
que codifica uma enzima que realiza a glicosilacdo de proteinas durante o
desenvolvimento cerebral (DWYER et al.,, 2015) e Taok2, que codifica uma cinase

essencial para a morfogénese dos dendritos (DE ANDA et al., 2012).

5.3.4 Mddulos e genes associados as crises convulsivas em P120

Os moédulos que apresentaram maior ganho de conectividade em P120 foram os

t2) 113

mddulos “blue”, “brown’, “grey60”, “pink’, “purple”, “royalblue’ e “tan” (Figura 11D). Os

mddulos menos preservados entre as redes relacionadas aos grupos CONV e CTRL

LAY

foram os médulos “green”, “grey60”, “lightgreen’, “orange” e “skyblue”.
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Genes no modulo “blue” foram associados a via das MAP cinases, organizacado da
matriz extracellular, transmissdo sinaptica, apoptose, diferenciagdo celular, regulacao
da neurogénese, desenvolvimento de projecbes neuronais e resposta ao estresse
oxidativo. Dentre os hubs nesse modulo, os genes Ndufb3 e Ndufs5 participam do
processo de fosforilagdo oxidativa, enquanto o gene Npdc? é um regulador da
proliferagdo e diferenciagdo neuronal e o gene Shank3 modula os niveis do receptor
NMDA em terminais de axénios (HALBEDL et al., 2016).

O moédulo “brown”, por sua vez, apresenta genes associados a transmissao sinaptica,
adeséo focal, regulacdo do citosqueleto de actina, crescimento axonal, diferenciagao
neuronal e sinalizagdo mediada pelas vias de Wnt e Robo. Dentre os hubs nesse
mddulo, o gene Gria1 codifica um receptor glutamatérgico ionotrépico AMPA e o gene

Robo2 é parte da via de Robo que regula a orientagdo axonal.

Os modulos “grey60” e “skyblue” foram os mddulos menos preservados na andlise em
P120. O médulo “grey60” esta associado a fungdes do sistema imune, tais como
fagocitose, ativacado de linfocitos, via de NF-kB, além de possuir genes envolvidos na
organizacao de projecdes celulares e morfogénese celular. Dentre os hubs nesse
mddulo, o gene Gatad?2 é parte do complexo de remodelamento da cromatina NuRD, o
qual regula a formagéo de dendritos e a conectividade neuronal (YAMADA et al., 2014).
Em paralelo, o médulo “skyblue” estd associado a via de TNFa-NFkB, metabolismo do
acido hialurénico, via de sinalizacao de Wnt, diferenciacao neuronal e migracao celular.
O hub Ska3 nesse mddulo codifica uma proteina que promove a neuritogénese (TONG
et al., 2013). Além disso, os hubs Hyal2 e Hmmr participam do metabolismo do acido

hialurénico, fungao relevante para a motilidade celular.
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Figura 11. Analise da preservacao e das alteracoes de conectividade dos médulos
entre as redes associadas aos grupos CONV e CTRL. Os genes em cada modulo
foram classificados de acordo com sua conectividade intramodular e mudangas nas
posigdes (ranking) desses genes entre as redes foram avaliadas para identificagdo de
genes com ganho ou perda de conectividade nas redes. O parametro estatistico
Zsummary foOi utilizado para a avaliagdo da preservagdo dos modulos nas redes, i.e., da
densidade e conectividade dos mddulos entre as redes dos grupos CONV e CTRL. O
valor de Zsummary< 2 indica pouca preservacao de um médulo entre as redes, enquanto
2<Zsummary<10 indica evidéncia moderada de preservagao, e por fim Zsymmary>10 sugere

elevada preservagdo de um determinado moédulo entre as redes.



Quadro 9. Fungdes em médulos com ganho de conectividade ou baixa preservag¢ao no grupo CONV em P12.
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HUBS

Bcar1, Slc25a5, Entpd2, Zfp148,

FUNGOES ENRIQUECIDAS

Gimap9, Srp72, Rarres1, Hspa9,
Rassf2, Romo1

Abcb6, Exosc5, Rom7, C1ql1,

Ciclo cellular, endocitose, adesao focal, regulagdo do citoesqueleto de
actina, via de EGFR, apoptose, resposta celular ao estresse, autofagia,
replicacdo de DNA, axonogénese, adesao celular em neurdnios

Uri1, Pycr2, Mpdz, Hdgfrp3, Cstf2,
Nudt16l1

Slc4a2, Zfp407, Nes, Etv3, Cd6,

Sinalizagédo de endocanabindides, via de PI3K-Akt, sinapse gabaérgica,
adesao focal, via de EPH-ephrin, fosforilagao oxidativa, organizacao de
projecdes celulares, regulagéo positiva da diferenciagao neuronal

Girx2, Phb, CIrn2, Cenf, Kenk2

Cct5, Col1a2, Mien1, Mettl2b,

Via de FoxO, via de MAPK, organizacdo da cromatina, regulacdo da
Gastrin-CREB via PKC e MAPK, regulagao da transmissao sinaptica,

regulagcao do potencial de membrana

Mxi1, Foxe1, Cfl1, Rreb1, Hyal3,
Cdhr1

Nefl, Ssbp3, Epm2aip1, Sat1,

Fosforilagao oxidative, via de TGF-B, ciclo celular, ativagdo de NF-kB,
transporte de canais ibnicos, resposta a IL-1L-1, via de Wnt, apoptose,
organizagao do citoesqueleto de actina, manutengao de células tronco

Psmg4, Cmas, Srgap3, Zc3h18,
Ctss, Scml4

Tmem212, Tbkbp1, Nxph1,

Via de p53, via de HIF-1, via de neurotrofinas, via de Wnt, apoptose,
ativacao do receptor NMDA, diferenciagao celular, axonogénese

Adcyap1, Fcgria, Tspyl4,
Eif4ebp1, Aars, Mal2, Apex1

Ddx39b, Ap2s1, Ddx24, Atg16I1,

Sinalizag¢éo de PI3K-Akt-mTOR, via de EPH-Ephrin, direcionamento

axonal, transporte transmembrana mediado por receptores SLC,

sinalizagdo por VEGF, regulagdo negativa da morte neuronal, regulagao
negativa de proje¢gdes neuronais, neurogénese

MODULO
(GENES) TIPO
Blue Ganho de
(367) conectividade
Green Ganho de
(215) conectividade
Magenta Ganho de
(160) conectividade
Salmon Ganho de
(132) conectividade
Darkred Baixa
(97) preservacao
Royalblue Baixa
(98) preservacgao
Grey60 Baixa
(106) preservacao
Darkgreen Baixa
(97) preservacgao

Commd4, Acin1, Bloc1s2, Eif3e,
Tpm3, Chmp4b

Regulacao de calcio, Adesao celular mediada por integrinas, adesao focal,
via de PISK-Akt-mTOR, resposta celular ao estresse

Prpf40a, Sort1, Cd33, Ugcrel,
Smarca4, Ubc, Rnf187, Gdit,

Cript, Otx1

Sinapse colinérgica, canais de potassio, via de Wnt, ciclo cellular, ativagédo

diferenciagdo neuronal




53

Quadro 10. Fungdes em mddulos com ganho de conectividade ou baixa preservagao no grupo CONV em P30.

MODULO 5
(GENES) TIPO HUBS FUNCOES ENRIQUECIDAS
Blue Ganho de Slcsfr?/?’ m%pkbéggdgfbiagx'm’ Processamento de proteinas pelo reticulo endoplasmatico, via de Hippo, via
(345) conectividade ’ Zfs\’/e h Ac’y3 paas, de Wnt, apoptose, organizacdo do citoesqueleto de actina
Brown Ganho de Osm, B2m, Wbp4, Spata18, Doencga de Parkinson, sinapses colinérgica e dopaminérgica, potenciagao de
(301) conectividade Retsat, Pomt1, OIr546, Stra6, longo prazo, metabolismo celular, proteassomo, autofagia, apoptose,
Pcdhga7, Usp5 desenvolvimento do sistema nervoso, regulagdo da diferenciagéo celular
Sinapse glutamatérgica, sinpase gabaérgica, protedlise mediada por
Green Ganho de Sn?ar;?:g% gnr:]e(:7,sgl\§i1, T,\Tjﬁbz ubiquitinas, vias metabdlicas, via da oncostatina M, resposta ao dano do DNA,
(282) conectividade C t1apé stm1’ ’ jungdes celulares, desenvolvimento de projegdes neuronais e transmissao
ptia. =q sindptica
Lightcyan Ganho de ng}? 7;6XR%h%m;’BCgi5’2:th2’ Cadeia de transporte de elétrons, reparo de DNA, regulacdo da diferenciacao
(165) conectividade ’ PoIFr)1k’) F{ikérS p<a, neuronal, neurogénese, homeostase de ions célcio
Maaenta Ganho de Sapcd1, RalA, OIr567, Gpr137, Via de fosfolipase D, organizagado do citoesqueleto de actina, regulagcao
(2902) conectividade Lace1, Creb3, Rabggta, Mum1, positive da adesao celular e quimiotaxia, manutengao de células tronco,
Med25 regulacdo positiva da neurogénese, diferenciacdo de células tronco
Tmem?246, Sult4al, Vpsii, Migracéo transendotelial de leucécitos, sinapse glutamatérgica, regulagao do
Red Ganho de Psmd8, Armc9, Dopey2, citoesqueleto de actina, Sistema neuronal, sinalizagdo por VEGF, transmissao
(228) conectividade Prkar1b, Dctn2, Ankrd46, sinaptica, desenvolvimento de proje¢des neuronais, apoptose neuronal,
Pcyox1 diferenciacdo neuronal
Darkareen Baixa Chac1, Pif1, Hpcal4, Noxa1, Direcionamento axonal, via de Ras, potenciacao de longo prazo, apoptose, via
(1:'(;]7) reservacio Defb24, Ephai10, Atp6ap1l, de sinalizagdo de BNDF, via de IL-1, adesao celular, sinalizacdo de EPH-
P ¢ Zfp516, Hir5b, Ncf1 Ephrin, imunidade inata, efetores de Rho GTPase
Pink Baixa Sectm1b, Ube3d, Fam134b, Transmissao sinaptica, glicélise, fosforilagdo oxidative, metabolism de
= Idh3g, Anapc13, S100b, Cpne8, A . ; . ~ -
(207) preservacao Pgam1, Dpysl2, ltgb3bp aminodacidos, sistema immune, migragao neuronal, transporte de anions
Tan Baixa Wifdc10, Gpd1l, Sfrp5, Baiap2, Via de Wnt, via de MAPK, sinalizagéo de calcio, direcionamento axonal,
(191) preservagio Myo5b, Tmem229b, Bsdc1, transmissao sinaptica, organizacao do citoesqueleto de actina, diferenciagéo

Nup62, Thop1, Cacnale

neuronal, regulacédo do transporte de ions
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Quadro 11. Fungdes em méddulos com ganho de conectividade ou baixa preservagao no grupo CONV em P60.

'E"GOE'?\I%':QS TIPO HUBS FUNCOES ENRIQUECIDAS
Brown Ganho de Rmnd5b, Bop1, Actn1, Sec1415, | Adesao focal, pluripoténcia de células tronco, metabolism de lipideos,
(249) conectividade e Tmem25, Fkbp8, Acap3, regulacao positive da proliferacdo de linfocitos, regulacdo negativa da
Baixa Preservacao Cacnbg, Cnrip1, 1116 migracao celular, desenvolvimento de proje¢des neuronais
I Anxa7, Snd1, Klhdc3, C5ar1, Sinapse glutamatérgica, sinalizagdo de BNDF, processamento de
Midnightblue Ganl:no_ de Gosr2, Bpifb6, Or10ad1, Rpp30, | antigenos, degradacao proteossomal, transporte i6nico, transmissao
(160) conectividade P .
Rps19, Atp6v0at sinaptica, plasticidade neuronal
Red Ganho de Dctn1, Dapk3, Dgat1, Mus81, Via de Hippo, sinalizagédo por interleucinas, diferenciagcao neuronal,
(212) conectividade Unc45a, Rnft2, Dcaf15, organizagao da matriz extracellular, desenvolvimento do hipocampo,
Pomgnt2, Abcb8, Ogdh resposta imune inata
Turquoise Ganho de Tpd52I1, Scx, Mx1, Ednra, Transporte de célcio, sinapse colinérgica, direcionamento axonal, via
9 L Ano3, Dleu7, Sic7a3, Nr2f2, de Wnt, sinalizagao de Robo, canais de potéssio, migracdo neuronal,
(438) conectividade s
Ephab, Gpr155 transmisséo sinaptica
Yellow Ganho de Bckdk, Rmdn1, Ninj1, Robo1, Vias metabdlicas, sinapse gabaérgica, organizagdo da matriz
. Tst, Dchs1, Galt, Lsm3, OIr733, extracellular, desenvolvimento de projegdes neuronais, transmissao
(235) conectividade . P : o n
Gja10 sindptica, diferencia¢do neuronal, neurogénese
Greenvellow Ptprt, Armex1, Tpcn1, Ube2m, Via de Wnt, via de p53, direcionamento axonal, splicing de RNAs,
(1 %) Baixa preservacao Acbd5, Mta2, Celf4, Taok2, morfogénese neuronal, ubiquitinagéo de proteinas, transmisséo
Pomgnt1, Slc16a13 sinaptica
Oranage OIr1516, March9, Ache, Abcc6, Potenciacao de longo prazo, sinapse colinérgica, direcionamento
(11‘3 Baixa preservagao Dusp9, Dynlt1, Sin3b, Sept2, axonal, sinalizacao de EGF, diferenciacao cellular, regulagédo positiva
Rnf182, Gltp da migracéo celular
Calr, Sobp, Acin1, Rabgap1, . . . . o o
Skyblue . = ; Endocitose, via de Notch, metabolism de esfingolipideos, sinalizagéo
(97) Baixa preservagao | Nrgn, Epn1, Sstr4, Ring, Scaft, de ErbB, desenvolvimento do sistema nervoso

Sncb
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Quadro 12. Fungbes em modulos com ganho de conectividade ou baixa preservagéo no grupo CONV em P120.

MODULO A
(GENES) TIPO HUBS FUNCOES ENRIQUECIDAS
Transmissao sinaptica, potenciagdo de longo prazo, migracao
Brown Ganho de ng;, Armt1, Acp2, Robo2, transendotelial de leucécitos, adesao focal, regulagao de citoesqueleto de
e Gria1, Ppp2r5c, Pard6a, : X e . L
(249) conectividade actina, via de Rap1, direcionamento axonal, via de wnt, sinalizagao de
Mast3, Scd2, Pdpk1 . o . S ;
Robo, diferenciagdao neuronal, desenvolvimento de projecdes neuronais
Pdap1, Pcbd2, Eif3f, . N . .
Bue | Gamhode | npaol. Fuas,Nauva, | Viade MAPIC orgnzagdo de mantz extaceluler vancrisdo éplca
(264) conectividade Shank3, Ndufs5, Bmprib, Pop ’ ¢ » reguiag gativa od 9 ’
axonogénese, resposta ao estresse oxidativo
Map3k7
Pink Ganho de Cerk, Prpf8, Ipo13, Ncaph2, Doencga de Alzheimer, casacata da coagulagao, sinalizagao de FoxO, via
(208) conectividade Sptan1, Apc2, Exosc?, da fosfolipase D, via de receptores do tipo Toll-like, regulagdo do
Arhgdia, Exoc6b, Kdm3a citoesqueleto de actina, via de Wnt
Ciz1, Vps4b, Cryga, Fagocitose, proliferagao de linfécitos, regulagdo da ativagao de linfécitos,
Grey60 Baixa preservacao Gatad2a, Tnrc6a, Cybra, regulagéo da sinalizagao de NF-kappaB, organizacao de projecbes
(128) Med1, Casp7, Abcd4, ’
celulares
Sbno2
Skvblue Polric, Ska3, Hyal2, Hmmr, Via de TNFa/NF-kB, via de Wnt, regulagao negativa da diferenciagao
}é3 Baixa preservacao | Ttc21b, Avl9, Hacd2, Mecr, neuronal, organizacédo de filamentos de actina, regulagédo negativa da
(93) s .
Vom1r81, Prrci migracéo celular, via de MAPK
, Tbx3, Ciapin1, Adprm, Scly, o . - .
Lightgreen . = Organizacao da matriz extracelular, regulagao de transporte de anions,
(125) Baixa preservagao Atf4, Commds, Sf3b3, desenvolvimento de projecées neuronais

Bpgm, Ccdc50, Stat1
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5.5 Médulos e intervalos de tempo envolvidos na susceptibilidade ou resisténcia

a crises convulsivas

Uma unica rede de co-expressao foi também construida utilizando todas as amostras
utilizadas para a geracdo de dados de expressdo génica global. Os méddulos
identificados nessa rede foram correlacionados a intervalos de tempo associados a
resisténcia (P12 e P30) ou susceptibilidade a crises convulsivas (P60 e P120). Por
exemplo, o mdédulo “blue” foi correlacionado positivamente ao intervalo de tempo P12,
enquanto os médulos “magenta” e “purple” foram correlacionados a P30. Os mddulos
“pink”, “greenyellow’ e “turquoise” foram associados a P60 e o modulo “green’ foi
positivamente correlacionado a P120. Por fim, os médulos “brown” e “red” foram

correlacionados aos periodos de P60 e P120 (Figura 12).

Embora nenhum dos mdédulos tenha apresentado correlagao significativa com o grupo
CONV nessa analise, genes especificos nesses mddulos apresentaram associacao
significativa com o grupo CONV (Figura 13). Os mdéddulos “brown” e “green’
apresentaram 0 maior numero de genes significativamente correlacionados ao grupo
CONV (Figura 13A). Apds filtrarmos os genes com valor de p menor que 0,1 (Figura
13A), graficos de dispersdao foram construidos para cada médulo utilizando os
parametros Kuwitnin (COnectividade intramodular) no eixo x e gene significance (GS, valor
de correlacdo do gene com o grupo CONV) no eixo y (Figuras 13B a 13L). Esses
gréficos permitiram a selecdo de genes especificos para descricdo detalhada de sua

relevancia em processos epileptogénicos.

5.5.1 Mddulos e genes associados ao intervalo de P12

No modulo “blue”, os genes Ptprz1, Lyplal, Mumili, Grm7, Atf6 e Il1rapl1
apresentaram valores relativamente altos de Kwithin e GS. O gene Lyplai foi o mais
conectado nesse modulo. Esse gene codifica uma tioesterase que regula a
palmitoilacdo de proteinas durante a morfogénese de espinhas dendriticas (SIEGEL et
al.,, 2009). Além disso, os hubs Grm7 (glutamate receptor metabotropic 7) e Il1rapl1
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(Interleukin-1 receptor accessory protein-like 1), estdo associados a regulagdo da
sinalizacdo glutamatérgica em P12, sendo que /l1rapl1 participa da formacao das
sinapses glutamatérgicas (HAYASHI et al., 2013).

Module-trait relationships
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Figura 12. RelacGes entre médulos, grupos experimentais e intervalos de tempo
na analise que utilizou todas as amostras para construcao de uma unica rede de
co-expressao génica. O nome dos moédulos esta exibido a esquerda do grafico,
enquanto os coeficientes de correlagdo dos modulos com os intervalos de tempo
podem ser visualizados no campo superior de cada célula. Os valores de p para cada
mddulo podem ser encontrados no campo inferior de cada célula, entre parénteses. As
células estéo coloridas de acordo com a correlagdo do modulo aos intervalos de tempo:

vermelho para correlagdo positiva e verde para correlacdo negativa.



I . Black Blue
Significant HS-related genes in each module
8 0.4 0.3
7 @ @
Q
5 6 E 0.4 Crygs E Krtap4-3
o 2 o 0.3
Sl = 0.3 Lpestd & e, Ankrd3?
24 5 Nosip 5 Caleoes
5 'ﬁ = reaa b Wrapit
84 o 0.3 : Delk3, Rarres2
£ - Kenna  SomS g 02 6m7 * .cus
Z2 O 0,250y Mo Effa . _ 8 Mumiit K,,;; : Duspé oo
1 I_l |_| 260653 ClapsT
[ [ 0.20 0.20
eﬁa\*e&%‘oﬂ@: o Q}n} L& ‘i\"@t\““"i‘ 0 5 10 15 20 205 20 r 50
Q@w“ & & kWithin KWithin
Brown Green Greenyellow
0. 0.5 0.40;
° Tz
3 papi e 3 Gt
H ] Epatait S 0.35
o 0. S 0.4 s s
L= it & i =
< Cars Naurera S oo cume 5 0.30
= peter2F S ® ”":35 Fahdea i Cnd2
5, Ipb,
2 o e 2520, ecom 2 0.3 ot @
- 2 ’gm\an2 Zip5T4 Q 0.254 CybSd2
(U] Famz A5 oy o S oapt Wt gt STIM12 - Per2 Q Ak,
! Aa Natgl Ucp2 ro MG g SkE2n Hepdtps Zowimd Resht Ubalnt
I Tidp2 Dbndd2 Caspa * Stim2 Akrlal  Deafit Vwag
0.20:
0 10 20 30 40 50 20 40 60 T 3 3 p 3
KWithin kWithin kWithin
Grey Magenta and Purple Pink
0.4 0. 0.35
@ @ @
< 0.4 Chstio Q Ywhagq Q
§ - ) 5 03 s g 0.30] Kuawies
£ = [3 Yeatsd
o Rps6ib1 B 0.30 oo «Codetsa K=
o 0.30] renion e Resd2 L s Temert 19 2 Goriss
e Gl Pobdz Pfkfw‘w 2 G+ Abnd1ab. Cymbti 2 g.25 At
@ (c3ge3 ~ Tmem151a . Palcl @ 0.25{ oz Ap @ Rab2b Cmit
Szman, Srebl2 Slc25a38
0.2¢: 0.20+ 0.20
0.0 0.2 04 0.6 0 2 4 6 8 2 4 6 8
kWithin kWithin kWithin
Red Turquoise Yellow
0.4 0. 0.4
@
8 040 o g - 8 0.40{ voa
© Popta o o
E :__J 041078 'E_ 0.3 va.aw .
£ 03 i £ wrsis - o
=2} o Sumo2 2 Gnbs Tmem38a Priez
G Mips35 2 rest ® 03 2oz e
@ 030 e @ gl e [T Ot Gmza
- Ketdiz o Micut S e o Foxm @ oot L gty
Rpnt cmtr1 3ea 5663 Ede3 bRoke Lzt © Lirod?
| Emp2  Geri0s 0.20 Bsg
0.20 .
[} 5 10 15 20 25 0 10 20 30 40 50 0 5 10 15 20 25
kWithin kWithin kWithin

58

Figura 13. Genes correlacionados as crises convulsivas em cada médulo,
baseado na analise exibida na Figura 12. A Figura 13A mostra o niumero de genes
em cada modulo com um valor de p < 0,1. As Figuras 13B a 13L exibem os graficos de
disperséo construidos com os parametros Kuwitin (COnectividade intramodular) no eixo x e

gene significance (valor de correlacdo do gene com o grupo CONV) no eixo y.
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5.5.2 Mddulos e genes associados ao intervalo de P30

Para os médulos associados a P30, os genes Smdt1, Ccdc153, Cyp4f1, Tmem119
(moédulo “magenta”), e Gmclle Ddx41 (médulo “purple”) foram o0s genes que
apresentaram valores relativamente altos de Kwithin e GS. Tmem119 codifica um
marcador de micréglias residentes no cérebro humano (SATOH et al., 2016), enquanto
a expressao de Cyp4f1 encontra-se aumentada em astrécitos hipocampais em ratos
submetidos a um modelo de injuria cerebral (WANG et al., 2008).

5.5.3 Mddulos e genes associados ao intervalo de P60

Os médulos “pink”, “greenyellow’ e “turquoise” foram relacionados ao grupo P60. Os
principais hubs associados ao grupo CONV foram Cyb5d2, Ubqin1, Rc3ht
(“greenyellow"), Cml1, RalbpieRab2b (“pink’), além de Tma7, Sumo2, AplneFoxm1
(turquoise). Dentre esses genes, Ubqgin1 (ZHANG et al., 2015) e Ralbp1 (BAE et al.,
2013) regulam o limiar para crises convulsivas via sinalizacao GABAérgica. Em
paralelo, Rab2b (AYALA et al., 1990) e Foxm1 (UENO et al., 2008) participam do
processo de diferenciacao neuronal. Por fim, os genes Cyb5d2, Sumo2 (DATWYLER et
al., 2011) e Apln (ZHANG et al., 2011) apresentam papel relevante em mecanismos de

protecao a injurias teciduais.

5.5.3 Mddulos e genes associados ao intervalo de P120

Os modulos “brown” e “red’ foram correlacionados aos estagios mais crénicos do
modelo experimental (P60 e P120). Muitos dos genes com valores altos de GS no
mddulo “brown” estédo intimamente associados a epilepsia. O gene Stim2 codifica uma
proteina sensora de calcio que modula a atividade neuronal em um modelo de epilepsia
cronica (STEINBECK et al., 2011). O gene PIk2 por sua vez codifica uma proteina
necessaria para a plasticidade dos neurbnios do hipocampo durante a atividade
epileptiforme (SEEBURG & SHENG., 2008), enquanto Cacng3 codifica um canal de
célcio associado a epilepsia infantil e com crises de auséncia (EVERETT et al., 2007).
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Para o modulo “red”, alguns dos genes com valores relativamente altos de Kwitin € GS
foram Atmin, um gene protetor contra o0 estresse oxidativo no cérebro em
envelhecimento (KANU et al., 2010) e Ndel1, cuja proteina respectiva regula a migracao
neuronal (SASAKI et al., 2005). Por fim, o médulo “green” foi associado ao intervalo de
P120 e exibiu muitos genes correlacionados ao grupo CONV. Dentre os hubs nesse
moddulo, os genes Slc25a9, Ucp2, Ndufv3, Mrpl9 e Hspdl sao todos expressos na

mitocondria.

5.6 Funcoes biolégicas em modulos associados as crises convulsivas nos
diferentes pontos experimentais

Gréficos de setores foram construidos com o objetivo de visualizar as fungdes mais
frequentemente associadas as crises convulsivas em cada ponto experimental. Essa
analise foi realizada a partir das funcdes bioldgicas hiper-representadas por genes em
méddulos correlacionados ao grupo CONV, de acordo com as fungbes bioldgicas
identificadas no programa PANTHER. Na Figura 14, pode-se visualizar as funcoes
biolégicas hiper-representadas por genes pertencentes aos principais moddulos
relacionados ao grupo CONV, na anadlise que as redes foram construidas utilizando
coletivamente as amostras dos grupos controle e experimental em cada intervalo de
tempo (andlise descrita na secédo 5.3). Ja a Figura 15 apresenta a andlise realizada
quando as amostras dos grupos CTRL e CONV foram separadas para a construcao das
redes de co-expressdo génica (analise descrita na secdo 5.4). Esses graficos
permitiram a identificacdo das principais funcdes biolégicas associadas as crises
convulsivas induzidas por hipertermia, envolvidas em processos de desenvolvimento,
sistema imune e adesdo celular. Além disso, algumas vias de sinalizacdo foram
observadas de maneira mais frequente, tais como a via de Wnt, vias dos receptores de
EGF e PDGF, via das integrinas, via do receptor de colecistoquinina (CCKR) e via do
receptor do hormonio liberador de gonadotrofina.
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Figura 14. Numero de genes em funcoes bioldgicas hiper-representadas por moédulos associados as crises
convulsivas nos diferentes pontos experimentais. As Figuras 14A a 14D representam as func¢des identificadas
nos modulos associados ao grupo CONV em P12, P30, P60 e P120, respectivamente. As redes de co-expressao
foram construidas utilizando coletivamente as amostras dos grupos CTRL e CONV em cada periodo de tempo.
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Figura 15. Numero de genes em funcoes bioldgicas hiper-representadas por moédulos associados as crises
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foram construidas utilizando separadamente as amostras dos grupos CTRL e CONV em cada periodo de tempo.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho utilizou-se um modelo animal de crises convulsivas induzidas por
hipertermia com o objetivo de investigar funcbes bioldgicas relevantes para o
desenvolvimento da ELTM apds crises febris durante a infancia. Esse modelo
originalmente proposto por BHARAM et al. (1997) foi reproduzido com sucesso em
nosso laboratério. Parte significativa dos animais submetidos as condigdes
experimentais apresentou comportamentos associados as crises convulsivas, tais como
movimentos estereotipados, perda de balangco e queda. O perfil de expressdo génica
global na regiao CA3 ventral do hipocampo desses animais foi analisado com o intuito

de comparar os perfis de expressao génica global entre os grupos experimentais.

A analise temporal das redes de co-expressdao génica hipocampais permitiu a
identificacdo de modulos de co-expressdo e hubs relevantes associados as crises
convulsivas nas fases aguda, latente e crénica do modelo animal. De maneira geral,
mobdulos e genes associados ao grupo CONV foram associados a fungdes relevantes

para a resposta imune, adesao celular e neurogénese.

Funcdes relevantes para o sistema imune foram observadas em todas as fases do
modelo, incluindo nos estagios mais avancados, sugerindo que um estado de
inflamacéo crénica pode estar presente nesse modelo experimental. De fato, estudos
prévios demonstraram que mecanismos inflamatérios podem mediar a epileptogénse,
levando ao desenvolvimento da ELTM apds crises febris complexas (CHOY et al.,
2014). Ademais, marcadores inflamatérios apresentam expressdo aumentada no
hipocampo e correlacionam com o desenvolvimento da epilepsia em um modelo
experimental de CFs (PATTERSON et al., 2015).
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Funcbes associadas a adesdo celular foram também observadas em méddulos
associados as crises convulsivas. Méleculas de adesdo participam de funcoes
biolégicas relevantes para o desenvolvimento da epilepsia, tais como processos
inflamatorios, plasticidade sindptica, transducdo de sinal, diferenciagdo neuronal e
migragao celular (ENGEL et al., 2008). Concordantemente, crises convulsivas induzidas
por hipertermia desencadeam uma resposta transcricional que leva ao remodelamento
tecidual do hipocampo durante as fases aguda e latente do médulo de crises induzidas
por hipertermia realizado em camundongos (JONGBLOETS et al., 2015).

Genes associados a neurogénese foram observados em todos os intervalos de tempo
avaliados. A neurogénese na regiao CA3 hipocampal em roedores é pouco conhecida.
Nessa regidao especifica, a neurogénese foi observada apds a administracao de cainato
em ratos neonatos de 7 dias de vida (P7). Nesses animais, o numero de neurbnios que
expressam bromodeoxiuridina (BrdU), um marcador de células proliferativas, aumenta
em CA3 em P40 e P60, sugerindo uma estimulacao tardia da neurogénese pelo cainato
em ratos neonatos (DONG et al., 2003). De fato, células progenitoras neurais da regiao
CA3 sao capazes de se diferenciar in vitro em neur6nios, astrocitos e oligodendrécitos.
Além disso, a idade pos-natal para influenciar o fenétipo de diferenciagdo dessas
células na regido CA3: a diferenciacdo neuronal diminui e a diferenciagdo de
oligodendrécitos aumenta com o envelhecimento dos animais (SHETTY &
HATTIANGADY, 2013).

Por outro lado, a neurogénese no giro denteado é um fendmeno bem conhecido em
humanos e em roedores e ja foi caracterizada apos crises febris neonatais. Essas
células sdo geradas na zona subgranular e migram para a camada granular do giro
denteado. Os neurdnios granulares ectépicos por sua vez enviam os axénios e formam
conexbes excitatérias com a regiao CA3, levando ao aumento da excitabilidade
hipocampal apés crises convulsivas induzidas por hipertermia (SCOTT 2012).
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Funcdes biolégicas hiper-representadas por moédulos em P12 revelaram a resposta ao
dano cerebral causado pelas crises convulsivas. Alguns exemplos de funcoes
relevantes observadas em P12 foram o metabolismo de aminoécidos, apoptose,
resposta imune, resposta ao estresse celular e transporte idnico. Interessantemente,
muitas fung¢des relacionadas a diferenciagdo neuronal e migracdo celular foram
identificadas j& em um dia apds as crises convulsivas serem induzidas por hipertermia.
De fato, evidéncias recentes sugerem que a neurogénese é induzida por crises
convulsivas agudas ou insultos precipitantes, embora a capacidade de recrutamento e
proliferagcdo neuronal reduza substancialmente nas fases mais cronicas da epilepsia
(HUANG et al., 2015).

A regulacao de muitos genes envolvidos nas vias de Wnt e Hippo ja em P12 sugere que
o dano induzido por crises convulsivas recapitula vias de sinalizacdo associadas ao
desenvolvimento e homeostase no cérebro. Essas duas vias de sinalizacdo estao
interconectadas e s&o inter-reguladas para a promog¢ao de uma resposta tecidual
apropriada (KONSAVAGE & YOCHUM, 2013). Além disso, a via de Wnt modula
interagbes entre os sistemas nervoso e o imune, tornando-a um intersector molecular
entre a inflamagéao e a neurogénese (MARCHETTI & PLUCHINO, 2013).

Médulos envolvidos na glicolise e na gliconeogénese foram relacionados as crises
convulsivas em P30, um intervalo de tempo relacionado ao fenétipo de resisténcia a
crises induzidas por pentilenotetrazol. Estudos anteriores demonstraram que a glicélise
aumenta durante as crises convulsivas, gerando acido lactico e fornecendo energia na
forma de ATP. Entretanto, o &cido lactico reduz o pH tecidual e gera uma acidose
metabdlica no tecido, que por sua vez inibe a progressdo das crises (YANG et al.,
2013). Portanto, um dos mecanismos associados a tolerancia as crises em P30 pode
estar associado a acidose metabdlica no cérebro.
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Modulos associados as crises convulsivas em P30 apresentaram genes envolvidos em
funcbes importantes para a neurogénese, tais como a diferenciacdo celular, o
crescimento axonal e a regulacdo da adesao celular. De fato, genes cujas proteinas
participam das vias da fosfolipase D e da via das efrinas foram associados a um ganho
de conectividade em P30. A fosfolipase D promove a liberagdo do ativador de
plasminogénio tecidual, iniciando uma cascata proteolitica de componentes da matriz
extracelular que facilita a neuritogénese (ZHANG et al., 2005). Em paralelo, a via das
efrinas esta ativada no hipocampo de animais epilépticos, resultando em um aumento
do crescimento axonal e da epileptogénese (XU et al., 2003). A via de Delta-Notch foi
também identificada por genes de modulos relevantes em P30. Essa via induz a
proliferacédo celular durante a neurogénese e também promove o aumento da excitacao

neuronal durantes crises convulsivas (SHA et al., 2014).

Moédulos associados a vias de sinalizacdo da imunidade inata foram também
observados em P30, assim como hubs relacionados a marcadores de micrdglia e
astrécitos. Por exemplo, a presenca de vias de sinalizacdo relacionadas a IL-1,
receptores do tipo Toll-like, adipocitocinas e MAPK indica a ativacdo da resposta imune
durante esse intervalo de tempo, a qual estd diretamente relacionada a
hiperexcitabilidade neuronal e epileptogénese (MATIN et al., 2015). Dessa forma, pode-
se concluir que eventos pré-convulsivantes podem ativar a micrdglia e os astrocitos e
liberar mediadores inflamatérios, iniciando uma cascata que contribui para o aumento

da excitabilidade neuronal.

Médulos correlacionados as crises convulsivas em P60 foram envolvidos em fungdes
relacionadas ao sistema imune, organizacao da cromatina, desenvolvimento sinaptico,
migragao celular, via de Wnt, adeséao focal, transporte de potassio e migragdao neuronal.
Em P60, €& descrito que animais que tiveram crises convulsivas induzidas por

hipertermia em P11 sdo mais susceptiveis a crises induzidas por doses
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subconvulsivantes de cainato (DUBE et al., 2000). Dessa maneira, funcdes hiper-
representadas em P60 estdo relacionadas a um fendétipo de sensibilidade a crises
convulsivas. Esse intervalo pode ser particularmente importante para a epileptogénese,
pois fungbes relacionadas a mecanismos epigenéticos foram observadas em P60.
Essas alteracbes podem ser responsaveis pela assinatura molecular de longo prazo
induzida por crises febris. Ademais, a identificacdo de genes associados a adeséo focal
em P60 sugere que a interagdo entre a matriz extracelular e células do sistema nervoso
€ importante para o processo epileptogénico. De fato, a via de sinalizagdo envolvida na
adesao focal possui papel no brotamento de fibras musgosas no hipocampo durante o
modelo de kindling induzido por pentilenotetrazol (SONG et al., 2015).

A regulacdo da expressao génica de canais de potassio pode estar relacionada a
susceptibilidade a uma dose subconvulsivante de cainato observada nesse intervalo de
tempo. Além disso, a expressao diferencial de transportadores de bicarbonato pode
estar diretamente associada a sensibilidade dos animais em P60 para crises
convulsivas. De fato, SCHUCHMANN et al. (2006) demonstraram que a inducao de
crises convulsivas por hipertermia em animais esta associada a um quadro de alcalose
respiratoria, o qual é mimetizado pela administracdo intraperitoneal de bicarbonato.
Essa alcalose também foi observada em criangas, nas quais estados de alcalose
respiratoria foram associados a susceptibilidade para crises convulsivas
(SCHUCHMANN et al., 2011).

Maodulos correlacionados as crises convulsivas em P120 foram envolvidos em fungbes
como o estresse oxidativo, apoptose, diferenciacdo neuronal, vias do sistema imune,
alteracbes em transportadores de soluto, jungdes oclusivas e vias de sinalizagdo do
desenvolvimento como Hippo, complex repressor polycomb 2 (PRC2), Robo e Wnt.
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A reducado da expressao de proteinas associadas a jung¢des oclusivas (tight junctions)
tem sido implicada na patogénese da epilepsia, pois essas alteragdes promovem a
consequente infiltracdo de células inflamatérias e edema no cérebro (MICHALAK et al,
2012). De fato, a administracdo de topiramato em animais com crises induzidas por
hipertermia reduz a atividade convulsiva no cérebro por meio da manutengéo correta da

expressao de proteinas envolvidas nas jungdes oclusivas (GURSES et al., 2013).

Médulos associados ao estresse oxidativo e a disfungdo mitocondrial foram observados
em P120, indicando que deficiéncias na respiragdo mitocondrial e o estresse oxidativo
resultante sdo importantes para a epilepsia em estagio cronico (ROWLEY & PATEL,
2013). Ja a regulagao transcricional de genes relacionados ao PRC2 indica que um
silenciamento de genes envolvidos na pluripoténcia e diferenciagdo neuronal pode ser
regulado por esse complexo em P120. Interessantemente, foi recentemente
demonstrado que o complexo PRC2 silencia genes responsaveis pela
neurodegeneracao em neurdnios do corpo estriado de camundongos (VON
SCHIMMELMANN et al., 2016).

Outras fungdes hiper-representadas por genes associados as crises convulsivas em
P30, P60 e P120 foram a via do receptor de colecistocinina (CCKR) e a via do horménio
liberador de gonadotrofina (GnRH). A via de CCKR esta inversamente associada ao
fendtipo de farmacoresisténcia na epilepsia, pois controla a atividade de interneurdnios
inibitérios (MIRZA et al., 2011). Ja a via de GnRH possui genes associados com a
epileptogénese, em uma andlise de enriquecimento funcional realizada em dados de
expressao génica global (SUBRAMANIAN et al., 2005).

Embora estudos anteriores tenham revelado alterac¢des histologicas, comportamentais e
eletrofisiologicas associadas ao modelo de convulsbes induzidas por hipertermia, este

estudo é pioneiro na avaliagdo sequencial de alteragdes moleculares ocasionadas por
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crises febris. A analise delhada das redes de co-expressdo génica na regiao CA3
hipocampal ventral permitiu a identificagcdo de mddulos transcricionais relacionados ao
processo epileptogénico induzido por crises convulsivas febris. Esses dados
contribuiram para a identificagdo de novos alvos para o tratamento da ELTM induzida
por um insulto precipitante febril. Além disso, o conjunto desses dados permitiu a
identificacdo de alteragbes moleculares associadas a fenotipos de resisténcia e
sensibilidade a crises convulsivas. Os resultados sugerem que farmacos atuando em
vias de sinalizagcdo associadas a processos imunoldgicos € de desenvolvimento, tais
como Wnt, Hippo, Notch, JAK-STAT e MAP cinases, poderiam interferir com o
desenvolvimento ou progressao da ELTM.
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