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RESUMO

A displasia cortical focal (DCF) € uma malformacao do cértex cerebral humano que ocorre na
fase de proliferagdo e diferenciagdo neuronal e esta frequentemente associada com a
refratariedade das crises epilépticas. E designada como um espectro de anormalidades da
estrutura laminar do cértex, associada com caracteristicas citopatolégicas que incluem
neurdnios gigantes, dismorficos e células em baldo e, sua etiologia é pouco conhecida. Os
microRNAs (miRNAs) sdo uma classe de RNAs de fita simples ndo codificadores de
proteinas que regulam a expressao génica pos-transcricional. Ha evidéncias que indicam que
eles estdo envolvidos em importantes processos do sistema nervoso e que 0S mesmos
podem ter um papel nas DCF. A elucidagédo das vias moleculares desta malformacao pode
permitir uma melhor compreensao dos mecanismos subjacentes e levar a novas estratégias
de tratamento, melhora na conduta clinica e identificacdo de novos alvos terapéuticos, bem
como a descoberta de biomarcadores que possam ser associados ao diagnostico,
prognostico e resposta ao tratamento. Com isso, o objetivo deste trabalho foi investigar o
padrdo de expressdo dos miRNAs em tecidos com DCF obtidos através de cirurgia para o
controle de crises refratarias, verificar os provaveis genes alvos para esses miRNAs
diferencialmente expressos e comparar a assinatura molecular baseada nos miRNAs em
tipos distintos de DCF do tipo 2. Foi utilizado para isso o RNA total de 17 pacientes com DCF
e de 20 controles oriundos de autdpsia. Os experimentos de microarranjos de miRNAs
revelaram 39 miRNAs diferencialmente hipoexpressos e um miRNA hiperexpresso. Utilizou-
se a técnica de qPCR para validacdo desses miRNAs e foi possivel identificar uma diferenca
na expressao de trés miRNAs: hsa-miR-31, hsa-miR-34a e hsa-let-7f em pacientes com DCF
tipo 2 em relagdo ao grupo controle. Além disso, o hsa-miR-31 foi identificado como um
possivel biomarcador para o subtipo 2b de DCF. Na busca por genes alvos foi encontrado
hiperexpresso o NEUROGZ2. Também foi verificada a desregulacdo do gene DICERT,
encontrado hipoexpresso, o0 que justifica a predominadncia de miRNAs com expressao
diminuida encontrados. E por fim, observou-se que o padrao diferencial de expressao dos
trés miRNAs e os dois genes identificados em nosso estudo fornecem subsidios importantes
para esclarecer os mecanismos moleculares envolvidos na falha da diferenciacdo neuroglial
em DCF tipo 2.
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ABSTRACT
Focal cortical dysplasia (FCD) is a malformation of human cerebral cortex that occurs during
proliferation and neuronal differentiation frequently associated with drug-resistant epilepsy. It
is designated as a spectrum of abnormalities of laminar structure of the cortex, associated
with cellular abnormalities that consist of giant and dysmorphic neurons and balloon cells;
however, its etiology is poorly understood. MicroRNAs (miRNAs) are small noncoding RNAs
which regulate post-transcriptional gene expression. There is evidence that they are involved
in important processes in the nervous system and that they may play a role in FCD. The
elucidation of the molecular pathways involved in FCD may allow a better understanding of
the underlying mechanisms and may lead to new treatment strategies, improvement in clinical
management and identification of new therapeutic targets, as well as the discovery of
biomarkers that may be associated with the diagnosis, prognosis and response to treatment.
Thus, the aim of this study was to investigate miRNAs expression pattern in tissue with FCD
obtained at surgery for control of refractory seizures. In addition, we aimed to identify target
genes for these miRNAs differentially expressed, as well as to compare the molecular
signature based on miRNAs in different types of FCD. We used total RNA isolated from brain
tissue obtained after surgery for the treatment of medically refractory seizures from 17
patients with DCF and 20 controls from autopsy. Microarray analysis revealed 39 miRNAs
differentially downregulated and only one miRNA overexpressed. Decreased expression of
three miRNAs was confirmed by gPCR when patients with type 2 FCD were compared with
controls: hsa-miR-31, hsa-miR34a and hsa-let-71. In addition, we found that hsa-miR-31 could
be a potential biomarker for type 2b FCD. In the search for target genes, NEUROGZ2 was
found upregulated and DICER1 was found underexpressed, which explains the
predominance of miRNAs with decreased expression. Finally, we observed that the
differential pattern of expression of three miRNAs, and the two genes identified in our study
provide important information which may help to clarify the molecular mechanisms involved in

the failure of neuroglial differentiation in type 2 FCD.
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1. INTRODUCAO
1.1. O DESENVOLVIMENTO DO CORTEX CEREBRAL HUMANO

O desenvolvimento do cértex cerebral humano pode ser subdividido em trés fases que

se sobrepdem (Lui et al, 2011). Durante a primeira fase, as células- tronco localizadas nas
zonas ventricular e subventricular do telencéfalo proliferam e diferenciam-se em precursores
neuronais ou células da glia (Kriegstein et al, 2006).
Durante a segunda fase, os neurdnios migram radial ou tangencialmente. A maioria dos
neurbnios migra radialmente de seu local de origem em direcdo a superficie pial, utilizando
para isto as fibras das células radiais glias como suporte (Manzini & Walsh, 2011) para
formar uma estrutura laminar ordenada (Kriegstein et al, 2006). O cortex cerebral maduro é
organizado em seis camadas (Molyneaux et al., 2007).

ApGs a conclusdo da migracao neuronal, a terceira e ultima fase do desenvolvimento
cortical envolve uma série de eventos apoptéticos e sinaptogénicos destinados a regular o
nuamero de neurbnios maduros e as suas ligacdes, levando a formacao de circuitos corticais
(Bozzi, 2012).

O desenvolvimento embrionario do cortex cerebral € um processo complexo,
controlado por uma série de vias bioquimicas que sdo submetidas a um refinado controle da
expressao génica (Guillemot et al., 2006). Alteracbes nos genes reguladores destas vias,
especialmente durante o desenvolvimento pode levar a malformagdes do cortex cerebral
(Guerrini e Parrini, 2010).

1.2. MALFORMAGCOES CORTICAIS: DISPLASIA CORTICAL FOCAL

Em humanos, uma das classes mais importantes de disturbios do sistema nervoso
central é a de malformacdes do cortex cerebral (MCC) (Kuzniecky, 2001). As MCC tém sido
frequentemente apontadas como a causa de epilepsia (Chung et al., 2005) e existem pelo
menos trés mecanismos principais pelos quais as MCC podem se desenvolver e que
refletem as etapas embriolégicas de formacgéao do cértex: (1) anormalidades da proliferacao e
diferenciacao de neurénios e da glia; (2) anormalidades na migragéo neuronal e (3) disturbios
pds-migracionais. Um dos disturbios que ocorre na fase de proliferacdo e diferenciacao
neuronal é a displasia cortical focal (DCF) (Barkovich et al., 2012).
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A DCF é designada como um espectro de anormalidades da estrutura laminar do
cortex, associada com caracteristicas citopatolégicas que incluem neurdnios gigantes,
dismorficos e células em baldo (Palmini, 2004; Guerrini, et al., 2008)

Essa malformagéao esta associada com a refratariedade das crises que afetam de 70 a
90 % dos pacientes com DCF sendo necessaéria intervengao cirurgica (Sisodiya et al., 2009).
Bast et al. (2006) relatam que a incidéncia de DCF pode ser maior que 25% considerando-se
todos os pacientes submetidos a cirurgia para tratamento da epilepsia.

A DCF pode se estender da lamina cortical | para a substancia branca subcortical e
sua classificagéo envolve caracteristicas etioldgicas, clinicas, patolégicas e de neuroimagem
(Sisodiya et al., 2009). Os critérios de ressonancia magnética (RM) que sao sugestivos de
DCF incluem alterac6es da espessura, tamanho, forma e orientacdo dos giros e sulcos,
espessamento do cortex e perda da definicdo da transi¢cao cortico-subcortical (Barkovich et
al., 1997).

Em 2004, Palmini et al. propuseram um sistema de classificacao para DCF, baseado
em anormalidades citomorfolégicas e citoarquiteturais e em 2011 um consenso da Liga
Internacional contra Epilepsia (ILAE) propds uma atualizagéo a classificagao (Blincke et al.,
2011):

Tipo 1: Malformacgao caracterizada por anormalidades na laminagao cortical

. Tipo 1A: laminacgao radial anormal
. Tipo 1B: laminag&o tangencial anormal
. Tipo 1C: laminagao radial e tangencial anormais

Tipo 2: Malformacao apresentando-se irregularidades na laminagao cortical e anormalidades

citologicas

. Tipo 2A: anormalidades arquiteturais com neurénios dismorficos sem células em
bal&o;

. Tipo 2B: anormalidades arquiteturais com neurdnios dismorficos e células em baldo.

Tipo 3: Lesao principal associada a anormalidades na laminagao cortical

. Tipo 3A: Leséo cortical no lobo temporal associada a esclerose hipocampal

. Tipo 3B: Anormalidade adjacente a tumor glial ou glioneural

. Tipo 3C: Anormalidade adjacente a malformacao vascular

. Tipo 3D: Anormalidade adjacente a qualquer lesdo adquirida na infancia: trauma,

isquemia, encefalite.
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1.2.1. DISPLASIA CORTICAL FOCAL TIPO 2

A DCF tipo 2 é diagnosticada em 29-39% de todos os pacientes com DCF e esta
relacionada com um amplo espectro de manifestacdes clinicas que depende do tamanho da
lesdo, da localizagdo da mesma e da idade do inicio das crises epiléticas. A etiologia da DCF
€ pouco conhecida (Crino et al., 2002). Um modelo de desenvolvimento de linhagens foi
proposto, onde tanto as células em formato de baldao quanto os neurénios dismérficos seriam
derivados de células radiais gliais do telencéfalo (Guerrini & Parrini, 2009).

As células em baldo ndo recebem contatos sinapticos, ocorrendo uma alteragao no
padrédo dos circuitos excitatorios e inibitorios (Guerrini et al., 2008). Essas células séo
imaturas, com caracteristicas tanto de neurdnio quanto de glia (Crino et al., 2002) e, uma
analise nos filamentos intermediarios demonstra expressdo preferencial de vimentina,
nestina e GFAP-delta, aléem de marcadores conhecidos de células tronco ou de células
precursoras como CD133 e CD34, sugerindo diferenciagdo anormal ou manutencédo de
pluripoténcia com destinacao celular anormal (Englund, et al., 2005).

Neurdnios dismorficos sdo células malformadas com orientagdo, tamanho e estrutura
citoesquelética anormais (Palmini et al., 2004), demonstram imunofendtipo diferenciado por
apresentarem intensa marcagcdo de proteinas neurofilamentares, em geral expressédo de
NeuN, uma marcador de maturidade neuronal (Sisodiya et al., 2009). Um aumento nos
receptores de neurotransmissores também tem sido observado em neurénios displasicos,
juntamente com uma perda de controle da homeostase i6nica, podendo ambos estarem
relacionados com a alta epileptogénese dos tecidos displasicos (Cepeda, et al., 2003).

Poucos estudos tem associado mecanismos genéticos como causa para DCF, no
entanto, Guerrini et al. (2008) sugeriu que o gene TSCT, envolvido na esclerose tuberosa
(ET), poderia ter alguma relacdo com a origem patoldégica de DCF, ja& que os tuberes
encontrados nos pacientes com ET séo histologicamente muito semelhantes a alguns tipos
de DCF. No entanto nenhuma mutacdo germinativa ou somatica foi encontrada no gene
TSC1 em pacientes com DCF (Gumbinger et al., 2009; Schonberger et al., 2009.

1.3. MiRNAS

Os microRNAs (miRNAs) sdo uma classe de RNAs de fita simples ndo codificadores
de proteinas que regulam a expressao génica pds-transcricional. Possuem em torno de 22
nucleotideos e ja foram identificados nos genomas de invertebrados, plantas e vertebrados.
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Muitos estudos tém provado que os miRNAs sao reguladores finos de varios processos
biolégicos e que contribuem para a complexidade desses organismos (Barbato et al.,2008).

O primeiro miRNA, denominado de lin-4, foi descoberto por Ambros e colabaradores
em 1993 em Caenorhabditis elegans e atua como regulador endégeno de genes do controle
de desenvolvimento larval (Bartel & Chen, 2004).

As moléculas de miRNAs atuam de forma negativa na expressao dos genes ao se
ligarem a regido 3’ ndo traduzida (3’-UTR) complementar ao RNA mensageiro (RNAm) alvo.
Essa ligacdo pode ocasionar a degradacdo do RNAm ou a inibicdo da traducao. Essas
moléculas sédo tecido-especificas e agem de forma temporal-espacial durante o
desenvolvimento (Ambros, et al., 2003; Kim, 2005; Dogini et al., 2008; Ghildiyal & Zamore,
2009). Os miRNAs possuem funcdes importantes em varias vias regulatérias, tais como as
de desenvolvimento, diferenciacéo, proliferacado celular e apoptose (Ambros, 2004; Erson &
Petty, 2008).

Os genes de miRNAs representam de 1 a 2% de todo o genoma eucarioto conhecido
(Lindow & Gorodkin, 2007). Predi¢cdes computacionais sugerem que cada miRNA pode atuar
em até 200 transcritos diferentes e um RNAm pode ser regulado por milhares de miRNAs (
Kim, 2005; Barbato et al., 2008).

A biogénese dos miRNAs envolve em um primeiro momento a transcricdo do gene de
microRNA, havendo a formacao de um pri-miRNA (transcrito primario), passando pela adi¢cao
de uma estrutura cap e de uma cauda poliA (Lee et al., 2003). Em seguida o pri-miRNA é
processado pela RNAse Ill Drosha, formando uma estrutura em formato de hairpin com um
tamanho aproximado de 60-70 nucleotideos chamado de pré-miRNA (Kim, 2005). O pré-
miRNA é transportado do nucleo para o citoplasma com o auxilio da enzima exportina 5 (Lee
et al, 2003). Uma vez no citoplasma o pré-miRNA é submetido a um segundo
processamento realizado pela enzima Dicer (outra RNAse lll) que remove a alga da estrutura
hairpin e forma um miRNA dupla fita. O duplex é entdo separado e uma das fitas sera
selecionada como miRNA maduro, enquanto a fita complementar sera removida e degradada
(Kim, 2005). A perfeita complementaridade entre o miRNA e o RNAm alvo resulta no
silenciamento génico pela degradagcdo do RNAm, enquanto que o imperfeito pareamento
resulta na repressao da traducéo (Barbato et al., 2008). (Figura 1)

A inibicao da traducdo do RNAm ocorre apds a ligacdo complementar com pelo
menos seis dos oito nucleotideos da regido 5" do miRNA. Essa regido composta pelos oito
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primeiros nucleotideos é conhecida como seed region (ouregido semente) e tem sido
descrita como crucial para inibicdo do RNAm alvo (Lewis, 2005; Carthew & Sontheimer,
2009; Mencia, et al. ,2009; Shen & Temple, 2009).
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Figura 1. Biogénese dos miRNAs. A) Transcricao do gene MIR gerando o pri-miRNA com
estrutura secundaria em hairpin; B) Formacao do pré-miRNA pela clivagem do pri-miRNA
pela Drosha; C) Transporte do pré-miRNA pela exportina-5 para o citoplasma; D) Clivagem
pela Dicer dos pré-miBRNAs formando o complexo miRNA:miRNA*.Perfeita
complementaridade entre o0 miRNA e o RNAm alvo resulta em degradacdo do RNAm,
enquanto que o imperfeito pareamento resulta na repressao da traducao.

A maioria dos genes de mIiRNA €& encontrada em regifes intergénicas e
aproximadamente 50% dos miRNAs conhecidos estdo localizados proximos, sugerindo que
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esses MiRNAs agrupados devem ser transcritos a partir de uma unica unidade de transcricao
policistronica ( Ambros, 2004; Kim, 2005).

Atualmente, o banco de dados de miRNAs registra mais de 20.000 sequéncias
descritas em 168 organismos entre vertebrados, invertebrados, plantas e virus e que o
numero de miRNAs humanos conhecidos € de 800. (http://www.mirbase.org/)

Existe um grande numero de trabalhos que relatam a participacdo dos miRNAs nas
patologias humanas e a sua atividade anormal tem sido sugerida na patogénese de uma
ampla variedade de canceres humanos (Caldas & Brenton, 2005; Calin & Croce, 2006) e

disturbios neuroldgicos (Bian e Sun, 2011).

1.4. MiRNAS E O DESENVOLVIMENTO NEURONAL

Os miRNAs, por desempenharem um importante papel na morfogénese do cérebro e
no destino das células nervosas, sdo pecas chaves nos processos de desenvolvimento do
sistema nervoso central (Nelson et al., 2008; Olsen et al.,2009; Shen & Temple, 2009).

Shen & Temple (2009) afirmam que o cérebro é o 6rgdo com a mais complexa
expressdao de miRNAs e que miR-124, um dos mais conhecidos miRNA expressos, esta
relacionado com a diferenciacéo e o desenvolvimento neuronal (Olsen, et al., 2009). MiR-132
€ conhecido por participar da morfogénese neuronal e miR-219 juntamente com miR-132
modulam o ciclo circadiano (Davis et al., 2008).

Abelson e colaboradores (2005) identificaram uma mutacdo frameshift na regiao
3'UTR do gene SLITRK1, responsavel pela sindrome de Tourette (ST), em um sitio de
ancoragem do miRNA hsa-miR-189. Esta sindrome é um disturbio neuroldgico que ocasiona
anormalidades comportamentais e é caracterizada por tiques vocais e motores. Além disso,
eles demonstraram que o0 mRNA do SLITRK1 e hsa-miR-189 tém um padrao de expressao
sobreposta em regides do cérebro implicadas com ST, e que essa interagdo leva a uma
repressao da expressao do gene SLITRKT.

Ha também outros relatos do papel dos miRNAs na inducdo da diferenciacao
neuronal, Krichevsky et al. (2006) utilizaram células - tronco embrionarias de camundongos e
demonstraram alta expressdo simultdnea de miR-9 e miR-124a na transicdo da célula
precursora neuronal para neur6nios diferenciados. Este trabalho mostrou que miR-124a é
preferencialmente expresso em neurbnios embrionarios, e que miR-9 é expresso tanto em

20



neurbnios quanto em células gliais, além disso, uma inibicdo apenas de miR-9 ou em
combinacao com a miR-124a causou uma reducao no processo de diferenciacao neuronal

Cheng et al. (2009) estudaram os efeitos do miRNA-124, e verificaram que 0 mesmo
reprime a expressdo do fator de transcricdo Sox9, importante para a diferenciacdo de
células-tronco em neurdnios.

Em um trabalho realizado pelo nosso grupo, Dogini et al 2008, trabalhando com
camundongos, identificaram um grupo de 12 miRNAs, entre estes os miRNAs miR-9 e miR-
124a, que mostrou um padrédo de expressado diferente, com alta expressdo durante os
estagios de embriogénese e decréscimo significativo no decorrer do desenvolvimento
cerebral, mostrando o papel crucial da regulacdo de miRNAs nos processos iniciais de
formagéo do SNC.

Sabe-se que a enzima Dicer é fundamental para a formagao do miRNA maduro (Davis
et al., 2008). Kawase-Koga e colaboradores (2009) relatam que a auséncia da enzima Dicer
no cortex cerebral de camundongo, resultou em uma reducado significativa na espessura
cortical, causada por uma reducao das células-tronco neurais e de progenitores neurais, com
aumento da apoptose e diminuicdo na diferenciacdo neuronal. Experimentos utilizando
drosoéfilas com mutacées em DICER1 mostraram que a via dos miRNAs é essencial para a
divisdo celular e para a passagem da fase G1 para a fase S do ciclo celular (Hatfield et al,
2005). Desta forma, esses resultados mostram o papel essencial da DICER no
desenvolvimento do SNC.

As evidéncias que indicam que os mMiRNAs estdo envolvidos em importantes
processos do sistema nervoso nos fazem acreditar que os mesmos tem um papel na
etiologia das malformacdes do coértex. A elucidagdao das vias moleculares ira permitir uma
melhor compreensdo dos mecanismos subjacentes a estas malformagdes, podendo levar a
novas estratégias de tratamento, melhora na conduta clinica e identificacdo de novos alvos
terapéuticos. O desenvolvimento em direcao aos fatores citados acima também tem como
objetivo a descoberta de biomarcadores que possam ser associados ao diagnostico,
progndstico e resposta ao tratamento (Wong, 2008).

E muito importante enfatizar que os dados moleculares disponiveis para DCF sdo
escassos na literatura, fato que contrasta com a importancia clinica da mesma como causa
de epilepsia refrataria, sendo assim a dissertacdo em questdo se concentrou em estudar

alguns mecanismos moleculares potencialmente envolvidos na DCF.
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2. OBJETIVOS
2.1. GERAL

Investigar o padrao de expressdo dos miRNAs em tecidos de displasia cortical focal
obtidos através de cirurgia para o controle de crises refratarias.

2.2. ESPECIFICOS

1. Verificar os provaveis genes alvos para os miRNAs diferencialmente expressos que
forem identificados nas DCF tipo 2.

2. Comparar a assinatura molecular baseada nos miRNAs em tipos distintos de DCF do
tipo 2.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Unicamp, protocolo 470/03 (Anexo 1). Todos os pacientes que concordaram em
participar da pesquisa assinaram um formulario de consentimento livre e esclarecido (Anexo
2). Para assegurar que toda a manipulacdo de informag&o clinica e molecular fosse
confidencial, questionarios clinicos e amostras de tecido e de RNA foram identificados por
um codigo designado no momento em que o individuo entrou no estudo. Foi aprovada
(Anexo 3), a dispensa do termo de consentimento livre e esclarecido para utilizagéo de casos
de arquivo de biopsias e de pecas cirurgicas conservadas em blocos de parafina do
Departamento de Anatomia Patologica/HC/UNICAMP, assim como de individuos-controle
que tiveram como causa de Obito outros fatores que ndo alteracbes do sistema nervoso

central.
3.2. CASUISTICA

Todos os pacientes foram recrutados no ambulatério de epilepsia geral e epilepsia de
dificil controle, diagnosticados e operados pelo corpo clinico do Hospital das Clinicas da
UNICAMP. O estudo foi retrospectivo utilizando material de pacientes portadores de DCF
conservados em blocos de parafina, gentiimente cedidos pelo Prof. Dr. Luciano de Souza
Queiroz do Departamento de Anatomia Patolégica/HC/UNICAMP. Foi utilizado como
controle, material (o cortex cerebral) também mantido em blocos de parafina, de individuos
submetidos a autopsia, cuja causa de 6bito ndo foi relacionada a evento neurolégico ou
trauma no sistema nervoso central. Esses blocos de parafina fazem parte do arquivo de
bidpsias e de pecas cirargicas do Departamento de Anatomia Patolégica/HC/UNICAMP.

Assim, foi realizado um levantamento junto ao Laboratério de Neuroimagem (LNI) do
HC/UNICAMP onde identificamos 30 pacientes com diagnéstico prévio de DCF. Todos
tiveram diagnéstico revisado por dois neuropatologistas do departamento de Anatomia
Patoldgica do HC/UNICAMP (Drs. Luciano de Souza Queiroz e Fabio Rogério). Quando o
diagnéstico nao foi definitivo, um terceiro neuropatologista revisou as laminas para que a
caracterizagdo citomorfolégica trouxesse uma boa concordancia com a classificagdo das

DCF’s antes que os ensaios moleculares fossem iniciados (Coras, et al. 2012).
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Um total de 17 pacientes tiveram diagnéstico confirmado para DCF tipo 2. Os dados
clinico-patolégicos encontram-se resumidos no Quadro 1.

Os pacientes utilizados nesta casuistica sdo em sua maioria do sexo masculino (71%,
n=12/17), a idade da cirurgia para controle das crises epilépticas variou entre trés e 52 anos
(idade média = 21 anos), o paciente com inicio mais precoce desenvolveu crise com dois
meses de idade e o mais tardio com 18 anos (idade média = seis anos). A frequéncia das
crises antes da cirurgia era em média de dez eventos diarios, ocorrendo um predominio de
crises parciais complexas (88%, n=15/17) seguida de crises tGnico-clénicos generalizadas
(70% n=12/17).

Pacientes diagnosticados com DCF subtipo 2a representam 53% (n=9/17), enquanto
do subtipo 2b totalizam 47% (n=8/17) de nossa casuistica. O lobo frontal foi a regiao com
maior predominio na ressecgao cirurgica (59%, n=10/17) seguida da regido temporo-parieto-
occipital (12%, n=2/17) e temporo-occipital (12%, n=2/17). A preponderéancia de pecas
cirurgicas foi do hemisfério direito (59%, n=10/17).

Segundo escala de classificacdo Engel para controle de crises, dentro do grupo de
pacientes que fazem parte de nossa casuistica, 53% (n=9/17) apresentaram melhora
significativa das crises, Engel | e Il. Sendo que a maioria é composta por pacientes
diagnosticados com subtipo 2b (75%, n=6/8) e metade deles tiveram remissdo completa das

crises (n=3/6), Engel IA.
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Quadro 1. Informacao clinica dos pacientes com Displasia Cortical Focal

Paciente Sexo Idade Regiao Classificacao Inicio Frequencia das crises Tipo de Engel Tecido
DCEF,
na Blincke,
cirurgia ressecada (2011) das crises antes depois crise
Temporo-Parietal Occipital 4-5
P1 M 40 Direita 2b 6 anos diarias 0 CPC/CPS/CTCG IA CeP
P2 M 26 Temporal Inferior Esquerdo 2a 7 anos 4-5 més 0 CPS/CPC CeP
P3 M 6 Temporo-Occipital Direito 2b 10 meses | 6 diarias 3-4 diarias CPC/CTCG IVB CeP
Occipital Direita/ Hipocampo 4-5
P4 F 33 Direito 2b 8 anos diarias 0 CPC/CTCG ID P
4-5
P5 M 52 Frontal direito 2b 18 anos diarias 0 CPS/CPC/CTCG IB P
7-8
P6 M 3 Fronto-Parietal Esquerdo 2b 2 meses diarias 0 CPC 1A P
P7 M 15 Frontal Esquerdo 2b 2 anos | 30 diarias 7 diarias CPS/CTCG A P
P8 M 10 Frontal-Parietal Direita 2a 6 anos | 20 diarias | 8 -12 didrias CPC/CPS/CTCG IVA P
15-20
P9 M 9 Frontal Direito 2b 11 meses | diarias 0 CPC 1A P
Giro Frontal superior 10-15 1acada6
P10 F 15 esquerdo 2a 4 anos diarias meses CPC/CPS/CTCG IIB P
P11 M 12 Giro Frontal médio esquerdo 2a 2 anos 6 didrias 1 diaria CPS/CPC/CTCG IVB P
P13 M 29 Frontal Direito 2a 4 anos 3 diarias 1 diaria CTCG IVA CeP
1 acada6
P14 F 29 Frontal Direito 2a 7 anos | 1semana meses CPS/CPC/CTCG IIB P
1-2 crises
P15 F 23 Frontal Direito 2a 9 anos semana frequentes CPC/CTCG IVC CeP
P16 M 18 Frontal Esquerdo 2b 6 meses | 3diarias 0 CPC/CTCG 1A CeP
1-2 1acada?2
P17 M 20 Occipital Esquerdo 2a 7 anos semana meses CPS/CPC A P
crises
P18 F 25 Frontal Anterior Direita 2a 10 anos | 10 diarias | frequentes CPC/CTCG A P

F: Feminino; M: Masculino; 2a, DCF tipo 2a; 2b: DCF tipo 2b. Frequéncia das crises antes e apds a cirurgia; CPS= Crise Parcial Simples, CPC= Crise Parcial Complexa, CTCG= Crise Tonico-Clonicas
Generalizadas, Engel: Escala de Classificagdo Engel para controle de crises. |A= sem crises; IB CPS, mas sem crises impactantes; IC =algumas crises incapacitantes apds a cirurgia, mas livre de crises
incapacitantes nos ultimos dois anos; ID+ CTCG apenas com a retirada das DAE’s;; llA =inicialmente livre de crises, mas agora com crises raras; |IB= raras crises incapacitantes desde a cirugia; 1IC= mais
do que crises incapacitantes raras, mas raras crises nos Ultimos dois anos; IID= Somente crises noturnas; llIA: reducéo significativa das crises; llIB=Intervalo livre de crises prolongado, maior que 50% do
periodo de seguimento, mas inferior a dois anos; IVA: com redugéo do numero de crises; IVB: sem mudanga apreciavel; IVC: piora das crises apos a cirurgia.Tecido utilizado para ensaios moleculares:

C:Material congelado; P: material conservado em parafina
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Os controles utilizados neste trabalho foram selecionados junto ao registro de
obituarios e no blocario do departamento de Anatomia Patoldégica do HC/UNICAMP. Os
individuos deste grupo foram selecionados seguindo parametros como média de idade,
sexo e tempo de estoque em bloco de parafina e pareados com os pacientes seguindo
estes mesmos critérios. Todos tiveram histéria clinica e a analise anatomopatoldgica
(H&E) revisadas por neuropatologista para descartar a presenca de antecedentes clinicos
como doencas neuropsiquiatricas e alteracdes citolégicas e de citoarquiteturas do cértex
cerebral.

A maior causa de morte deste grupo foi devido a problemas respiratérios. A idade
variou entre um e 58 anos (idade média = 35 anos) e o predominio foi de individuos do
sexo masculino (60%, n=12/20) Os dados clinicos estdo resumidos no Quadro 2.
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Quadro 2. Informacao clinica dos individuos pertencentes ao grupo controle

Caddigo | Idade | Sexo Antecedentes Causa do 6bito Tecido
Estenose grave da valvula aértica, Esplenomegalia,nefrosclerose, doenga diverticular do CeP
C1 58 M célon Choque cardiogénico
Insuficiéncia Respiratoria. CeP
C2 33 F Neurite éptica e Uveite anterior do olho esquerdo Edema e congestao pulmonar e linfoma difuso
C3 22 M Sindrome da Angustia Respiratéria Aguda Insuficiéncia Respiratéria P
C4 30 M Sindrome Ictero-Hemorragica Pulmao de choque P
Diabetes melitus;nefropatia diabética; aterosclerose; HAS; P
C5 50 M necrose tubular aguda; adenocarcinona ductal do pancreas disseminado Choque hipovolémico e Hemorragia digestiva alta
Esplenomegalia intensa. Hiperesplenismo. Choque hipovolémico P
C6 20 F Hepatopatia sugestiva de bloqueio de efluxo venoso hemorragia retropertioneal e cervical
Infarto pulmonar hemorrégico. Broncopneumonia bilateral abscedida. P
C7 29 M Necrose tubular aguda Endocardite infecciosa
Miocardite aguda de provavel etiologia viral. P
C8 1 M Edema pulmonar difuso. Necrose tubular aguda Insuficiéncia cardiaca congestiva
C9 29 M Insuficiéncia renal cronica Broncopneumonia bilateral P
Dano alveolar difuso P
C10 39 F Lupus eritematoso sistémico secundario a infeccao pelo P. carrini
Peritonite aguda secundaria a deiscéncia de sutura P
Ci1 24 F de alga intestinal. Broncopneumonia Choque septicémico
Mixoma atrial trombosado, trombose venosa profunda; P
C12 29 F HAS; esteatose hepatica; necrose tubular Hipo6xia pulmonar
Insuficiéncia renal cronica; aterosclerose; P
C13 49 M nefroesclerose; infarto do miocardio Broncopneumonia bilateral
Celulite ; Hepatopatia crénica ; Esteatose hepatocitica P
C14 42 M ;alcoolismo; pancreatite cronica leve e colelitiase Choque séptico
HSA; Hepatopatia aguda; Insuficiéncia Renal Aguda; P
C15 44 F Encefalopatia hepatica; Linfonodomegalia peri-pancreatica ; Esplenomegalia Hepatite aguda fulminante
Pielonefrite aguda extensa bilateralmente; anasarca; P
C16 20 F congestao pulmonar; congestao hepatica e bago congesto Choque séptico
Doenca linfoproliferativa hepato-esplénica;HAS; P
C18 45 M Obeso;Hepatoesplenomegalia;linfomegalia peri-pancreatica, peri-hepatica e peri-hilar; Congelagéo intra-vascular disseminada
Carcinoma epidermoide de es6fago Insuficiéncia respiratéria/ P
C19 47 M com metastases pulmonares e hepaticas; Esteatohepatite Broncopneumonia bilateral e tuberculose
C20 55 M Broncopneumonia/ Peritonite bacteriana Choque séptico C
Choque séptico/ Broncopneumonia/ C
C21 37 F Pancreatite cronica calculosa

F: Feminino; M: Masculino; HAS: hipertensao arterial sistémica. Tecido utilizado para ensaios moleculares: C:Material congelado; P: material conservado em parafina
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3.3.IMUNOHISTOQUIMICA

Todos os pacientes tiveram caracterizagdo histolégica do coértex cerebral utilizando
a coloracdo com hematoxilina e eosina (H&E) com objetivo de avaliar a citoarquitetura e
citomorfologia. Este procedimento faz parte da rotina de diagnédstico do Departamento de
Anatomia Patol6gica/HC/UNICAMP. Quando diagnéstico foi considerado inconclusivo,
utilizou-se a técnica de imunohistoquimica para os anticorpos anti-NeuN, anti-MAP-2 e
anti-Nestina, descritos a seguir. Essa etapa foi realizada no Laboratério de Pds-
Graduagéo do Departamento de Anatomia-Patol6gica/HC/UNICAMP.

A primeira etapa da imunohistoquimica € a desparafinizacdo, a qual visa a
passagem dos cortes histologicos de uma situacado hidrofébica para uma hidrofilica. As
laminas foram incubadas em estufa histolégica a 60°C por 30 minutos. Essa temperatura
corresponde ao ponto de fusdo da maioria das parafinas comerciais. Imediatamente apos
a retirada das laminas da estufa, elas foram imersas num primeiro recipiente a
temperatura ambiente contento xilol (xilol I) por 10 minutos. Em seguida, as laminas foram
colocadas na solucao de xilol Il e depois em no xilol lll. A etapa de hidratacao das pecas
consistiu na utilizacdo de solugdes com concentragdes decrescentes de alcoois, sendo
trés banhos consecutivos de alcool absoluto, depois 80% e 50% por um periodo de dois
minutos em cada solucéo, seguida de varios banhos em agua destilada.

O passo seguinte foi o bloqueio da peroxidase endbégena conseguida por
intermédio da incubacgéo das secgdes em 10% (v/v) de perdxido de hidrogénio (H2O2) em
PBS por um periodo de cinco minutos em trés banhos de imersdo e seguida de varios
banhos em agua destilada. As secgbes de cortes foram incubadas, dependendo da
proteina a ser analisada, com tampao Tris-EDTA (pH 8,9) ou tampéo citrato de sédio (pH
6,0) em panela a vapor por 30 minutos a 95°C, as laminas foram lavadas por cinco
minutos em agua destilada.

Depois as laminas foram mergulhadas em tampao PBS e secas com papel filtro.
Em seguida, foi realizada a incubacdo com o anticorpo primario em camara escura e
umida durante 30 minutos a 37°C e, dependendo do marcador faz-se necessario uma
hora a temperatura ambiente, entdo o processo se completou com a incubacéo overnight
de 4° a 8°C. Passando este periodo, as laminas foram lavadas trés vezes com tampao
PBS para a retirada do excesso de anticorpo, demorando cerca de cinco minutos cada
processo de lavagem, secadas e foi adicionado o sistema de visualizagdo Envision Plus
que possui o anticorpo secundario, incubado por uma hora a 37°C.

Para a revelagdo foi usado diaminobenzidina (DAB, Sigma) na propor¢do de 1 mL

do tampao diluente DAB para uma gota do Cromogeno. O progresso do escurecimento da
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reacdo foi acompanhado visualmente e, as laminas foram lavadas em agua destilada,
contra coradas com hematoxilina, lavadas novamente em agua destilada, mergulhadas
por alguns segundos em agua amoniacal

Por Ultimo, as laminas foram desidratadas em solugées com concentracdes
crescentes de alcool e, posteriormente, xilol, sendo montadas com laminula em Entellan.
Esperou-se um periodo minimo de 24 horas de secagem das laminas para, entéo,
proceder as analises microscépicas. Detalhamento dos anticorpos primarios utilizados na
pesquisa:

e Anti-NeuN (Chemicon, MAB377), diluido a 1:1000 em tampao de citrato. Este
anticorpo monoclonal reconhece uma proteina nuclear especifica de neurbnios
denominada NeuN, também encontrada no corpo celular e prolongamentos
proximais de neurdnios de vertebrados.
Fonte:http://www.chemicon.com/browse/productdetail.asp?ProductiD=MAB377.

e Anti-MAP-2(Invitrogen, M13), diluido a 1:500 em tampao de citrato. Este anticorpo
reage com uma proteina do citoesqueleto associada a microtibulos. E
primariamente expressada na regido somatodendritica de neurbnios, mas também
encontrada na glia. Fonte:
http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/131500_Rev1008.pdf

e Anti-Nestina (Millipore, AB5922) : diluido a 1:500 em tampéao de Tris-EDTA. Este
anticorpo reage com uma proteina do grupo dos filamentos intermediarios do
citoesqueleto, expressa em varios tipos de células imaturas, embrionarias ou em

rapida multiplicacdo.Fonte: http://www.millipore.com/catalogue/item/ab5922

3.4.EXTRACAO DO RNA TOTAL

Foram realizadas dois tipos de extracdo de RNA total, um especifico para tecido
cerebral fixado em formalina e embebebido em parafina (FFPE) e um segundo para tecido
cerebral fresco congelado (FF) em nitrogénio liquido e armazenado em biofreezer.

3.41.EXTRACAO DO RNA TOTAL DE TECIDO FORMALINA E EMBEBIDO EM
PARAFINA

Para a extragcdo do miRNA foi utilizado o kit Recover All (Ambion), seguindo
recomendacgdes do fabricante com alteragdes proposta por Goswani (2010), que inclui

aumento do tempo de incubacdo com a enzima proteinase K.
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3.4.2.EXTRACAO DO RNA TOTAL DE TECIDO FRESCO CONGELADO

Os tecidos cerebrais criopreservados foram pulverizados em nitrogénio liquido com
auxilio de um almofariz e pistilo e colocados em tubos de 1,5mL juntamente com 700 pL
de Qiazol lysis contido no miRneasy kit (Qiagen, Alemanha). A extracdo do RNA total foi
realizada de acordo com a descri¢cao do fabricante.

As amostras foram quantificadas em espectrofotometro (Nanodrop ND-1000,
Wilmington, EUA), e a integridade verificada em Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, CA, EUA).

3.5.AVALIACAO DA INTEGRIDADE DAS AMOSTRAS DE RNA TOTAL

A qualidade das amostras de RNA total foi determinada por meio de eletroforese
microfluidica utilizando o aparelho Bioanalyzer 2100 Agilent e com os RNA 6000 Pico
Chips (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Este procedimento foi realizado no
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (Campinas — SP).

Antes de iniciar o preparo do gel para a eletroforese, todos os reagentes, que até o
momento estavam a 4°C, foram mantidos por 30 minutos a temperatura ambiente.
Decorrido o tempo, iniciou-se com o preparo do gel, pipetando 550 uL do RNA 6000 Pico
gel numa coluna com filiro e centrifugou-se por 1.500 x g durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Uma aliquota de 65 pL foi colocada num tubo 0,5 mL livre de
nuclease, depois foi adicionado 1 uL de RNA 6000 Pico Dye , levou-se ao vortex por 10
segundos e depois centrifugou-se a 13.000 x g por 10 minutos a temperatura ambiente.

Em seguida, iniciou-se o preparo do RNA 6000 Pico chip que foi colocado no
equipamento priming station com o0s ajustes corretos para a leitura de RNAs.
Primeiramente pipetou-se 9 uL da mistura gel/ dye na regido G indicada no chip e com o
auxilio de uma seringa acoplada ao priming station distribuiu-se o gel por todo o chip .
Em seguida, pipetou-se outros 9 puL da mistura nos demais pontos indicados com a letra
G. Pipetou-se ainda 1 uL do marcador na posicao indicada e 5 uL do RNA 6000 Pico
Marker em cada uma das 11 amostras, bem como na posicdo do marcador. Por ultimo,
pipetou-se um pl de cada amostra nos respectivos po¢os marcados de 1 a 12 e com a
ajuda de um vértex IKA MS 3 (Manca, Hong Kong, CHN), agitou-se o chip
horizontalmente a 2.200 rpm por um minuto e em seguida, colocou-se o chip no
Bioanalyzer. Com a ajuda do Agilent 2100 Expert Software obteve-se o resultado
(eletroforograma) em 10 minutos de corrida eletroforética e do valor da integridade do
RNA total através do RIN (RNA Integrity Number), uma escala que compreende de 1 a 10,

em que 1 é considerado um RNA totalmente degradado e 10 um RNA integro.
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3.6.MICROARRANJOS DE miRNAS

A técnica de microarranjos consiste, sucintamente, da deposi¢do de sequéncias de
pequenos oligonucleotideos em posicoes especificas de uma lamina de vidro, que é
hibridizado contra as sequéncias de cDNAs ou como neste caso de miRNAs maduros
marcados por flurescéncia (Figura 2A).

Posteriormente, essa lamina deve passar por um processo de digitalizacao, em que
os fuorocromos sao excitados emitindo, assim, sinais luminosos que sdo captados pelo
scanner. Os dados originais de um experimento de microarranjos sao imagens (Figura
2B) que representam os niveis de expressao dos miRNAs fixados no substrato, que
devem ser analisadas por um software especifico que gera uma tabela de dados
numericos contendo os valores de intensidade.

O microarranjo de miRNA utilizado aqui € o Affymetrix® GeneChip® miRNA Arrays
(Affymetrix Inc., EUA), todos os procedimentos foram realizados segundo protocolo do

fabricante, que estao resumidos na Figura 3.

Figura 2. A : Lamina (chip) Affymetrix® GeneChip® miRNA Arrays utilizada neste estudo.

B: exemplo de uma imagem de microarranjo de miRNA ap6s o escaneamento.
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Figura 3. Esquema ilustrativo de adicdo da cauda poliA ao RNA total; marcagdo com
biotina e hibridizagdo do RNA marcado ao Affymetrix® GeneChip® miRNA Arrays. Fonte:
FlashTag™ Biotin HSR.

1)ADICAO DA CAUDA poliA

Partiu-se 200 ng de RNA total que foram ajustadas a um volume de 8 pL com agua
livre de RNAse. Num tubo de 0,2 mL colocou-se os 8 uL de RNA, adicionou-se 2.0 uL de
RNA Spike Control Oligos, 1.5 puL de tampéao de reacao, 1.5 uL de MnCl; 25mM, 1.0 pL de
ATP (1:500) e 1.0 pL de enzima PAP ( PoliA Polimerase). Agitou-se cuidadosamente e
centrifugou-se. Incubou-se por 15 minutos a 37°C.

2)MARCAGCAO COM BIOTINA

Adicionou-se 4.0 uL de mix Flash Tag Bioin HSR Ligation aos 15 pL além de 2.0 pL
da Ligase DNA T4, misturou-se e incubou-se por 30 minutos a 25°C. A reagéao foi entao
parada com a adicdo de 2.5 pL de HSR Stop Solution. Retirou-se 2.0 uL desses 23.5 uL
para verificar se a marcagdo com biotina havia ocorrido através ELOSA QC Assay,
seguindo recomendacodes do fabricante. Se a marcacéao foi bem sucedida, seguiu-se para

0 passo de hibridizagao.
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3)HIBRIDIZACAO DO RNA MARCADO A LAMINA

Ao RNA marcado com biotina (21.5 uL), adicionou-se 1.7 uyL de oligonucleotideo
controle B2 (3nM), 5uL de controle eucariético para hibridizacao (20x), 50 uL de tampao
de hibridizacéo (2x), 10uL DMSO, 15 pL de formamida 27.5% Incubou-se a mistura a
99°C por cinco minutos e depois a 45°C por cinco minutos. Transferiu-se a mistura
(100 pL) para a lamina do GeneChip miRNA Array, a qual é constituida por um conjunto
de 6703 sondas que abrange 71 organismos, sendo 847 sequénicas de miRNAs maduros
humanos, oriundas da versdo 11 do base de dados de miRNAs (http://www.mirbase.org).
Posteriormente, as laminas foram incubadas no forno de hibridizacdo GeneChip®
Hybridization Oven 645 (Affymetrix) a 48°C numa rotagao de 60rpm por 16 horas.
Seguindo o protocolo, as laminas foram lavadas utilizando a Fluidics Station 450 e cada
chip foi escaneado por meio do GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix Inc., Santa
Clara, CA, EUA).Estas etapas foram realizadas no Laboratério Nacional de Luz

Sincrotron (Campinas — SP).

4)LEITURA DOS CHIPS

Os sinais gerados pela hibridizacdo dos RNA biotinilados das amostras as sequéncias
presentes nos chips de microarranjos foram capturadas utilizando-se um scanner a laser,
GeneChip® Scanner 3000 7G. O programa de aquisicdo das imagens € dado pelo
GeneChip® QOperating Software (GCOS).

5) ANALISE DOS DADOS DE MICROARRANJOS
A andlise dos dados de microarranjos consistiu de duas etapas, a normalizagdo das

laminas e o estudo de expressao diferencial do miRNAs.

NORMALIZACAO DAS LAMINAS (CHIPS) DE MICROARRANJOS DE miRNAS

O algoritmo utilizado para normalizacdo neste trabalho foi o Robust Multichip
Averaging (RMA), que se encontra dentro do projeto  Bioconductor
(http://www.bioconductor.org), desenvolvido em ambiente R. Ele executa a corre¢cdo do
ruido de fundo (background correction), a normalizagdo e a sumarizagdo dos dados a fim
de converter os niveis de intensidade das sondas em valores de expressdo dos miRNAs.

A correcao do ruido de fundo baseia-se na intensidade de sinal obtida no perfeito
pareamento entre as sondas contidas no chip e a amostra de miRNA. A normalizacéo
utilizada € a quantile, a qual se utiliza da intensidade bruta de todas as laminas para

construir a intensidade média de todas as sondas. Por fim, a sumarizacdo dos dados
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utiliza a Median Polish de Tukey para seguir 0 modelo linear nos dados ja corrigidos e
normalizados convertidos para o log de base 2 a fim de estimar o valor real da expressao
dos miRNAs. O RMA utiliza arquivos.cel, provenientes do software Affymetrix
miRNAQCtool.

ESTUDO DE EXPRESSAO DIFERENCIAL DE miRNAS

A fim de avaliar a presenga de miRNAs diferencialmente expressos, foi realizada
a andlise de expresséao diferencial de miRNAs entre o grupo caso (subtipo 2a e 2b) e
grupo controle; subtipo 2a e 2b; subtipo 2a e controle e subtipo 2b e controle, utilizando o
programa Rankprod (Hong, 2006). Este programa estima a razdo de expresséo (fold-
change; FC) entre os grupos para cada miRNA. De acordo com Birks (2011), foi definido
um valor limiar de FC = 1,5 para decidir se 0 miRNA em questao era diferencialmente
expresso ou nao. A fim de se evitar resultados falso-positivos devido ao problema de
multiplos testes, os valores de p foram corrigidos utilizando False Discovery Rate (FDR),
descrito por Benjamini e Hochbergque (1995), o qual se baseia em um algoritmo de
ordenamento de dados para estimar valores corrigidos de p, denominados g-value, sendo

que valores de g-value < 0.05 podem ser considerados estatisticamente significativos.

3.7. REACAO DE POLIMERIZACAO EM CADEIA EM TEMPO REAL (qPCR)
3.7.1. QUANTIFICACAO DOS miRNAs

Com o objetivo de confirmar os miRNAs encontrados diferencialmente expressos
nos experimentos de microarranjos utilizou-se uma segunda técnica - a reacdo de
polimerizacao em cadeia em tempo real (QPCR).

Com o RNA extraido foi realizada a reacdo de transcricdo reversa com o kit
TagMan MicroRNA Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As reacoes
foram realizadas em volume final de 15uL (0.15uL de dNTPs 100mM, 1uL de MultiScribe
Reverse Transcriptase (50U/uL), 1.5uL de 10X Reverse Transcription Buffer, 0.094puL
de RNase Inhibitor (20U/uL) e 4.256uL de agua livre de nuclease, além de 3uL de
iniciador especifico para cada miRNA e 5uL da amostra de RNA (2ng/uL,) A reagéo foi
feita com os seguintes parametros: 16°C por 30 minutos, 42°,por 30minutos € 5 minutos
a 85°C.

Utilizou-se o TagMan™ (Applied Biosystems) para quantificagdo dos transcritos
de miRNAs seguindo as recomendacdes do fabricante: em triplicatas com volume final
de 10uL, contendo 5.0uL de Master Mix, 1.0uL de sonda (20X), 3.0uL de agua

Milli-Q e 1uL de cDNA. As condi¢des da reagao foram de 95°C por 10 minutos e 40
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ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto, realizadas no termociclador
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR. System (Applied Biosystems, CA, EUA) A
Quantificacdo relativa foi calculada usando a féormula 2", Os miRNAs RNU24 e RNU48

foram escolhidos como controles enddgenos das reacoes.

3.7.2. QUANTIFICACAO DOS PROVAVEIS GENES-ALVOS

A sintese de cDNA foi realizada com 150 ng de RNA total, 1 uL de oligo (dT) e 1
uL de DNTP 10 nM e completou-se com agua livre de nuclease para um volume final de
12 uL, segundo instrugdes do fabricante (Invitrogen) e os seguintes ciclos: 25°C por cinco
minutos, 50°C por uma hora e 70°C por 15 minutos. As amostras permaneceram a 65°C
durante cinco minutos e depois foram colocadas imediatamente no gelo. Em seguida,
acrescentou-se 4 puL de Buffer 5x, 1.0 yL de DTT 0.1M e 0.5 pL de enzima
SuperScriptllITM Reverse Transcriptase (200U/ uL) (Invitrogen) e os seguintes ciclos:
25°C por cinco minutos, 50°C por uma hora e 70°C por 15 minutos.

Para os experimentos de quantificacdo da expressao dos provaveis genes-alvos,
foi realizada, inicialmente, a validacdo dos assays para verificar se as eficiéncias de
amplificagdo dos genes selecionados. A reacgéo foi feita em volume final de 10uL em
triplicatas, contendo 5.0uL de Master Mix, 1.0uL de sonda (20X), 3.0uL de agua
Milli-Q e 1uL de cDNA. Utilizou-se termociclador Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR. System (Applied Biosystems, CA, EUA). As condigbes da reacao foram de 50°C por
2 minutos, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por um

2-AACt

minuto. A quantificagéo relativa foi calculada usando a formula e foram utilizados

como controle endogeno os genes GAPDH e HPTR .

3.8. SELECAO DOS GENES ALVOS POR ANALISE IN SILICO

Para identificagdo dos genes alvos dos miRNAs diferencialmente expressos foram
utilizadas a ferrramenta de busca de alvos miRGen (http://www.diana.pcbi.upenn.edu/cgi-
bin/miRGen/v3/Targets.cgi#Results), que de forma geral, buscam a predicdo de RNAm
alvos de um dado miRNA pela busca de regides complementares entre a regido 5'UTR do
miRNA de interesse e a regido 3'UTR de transcritos humanos disponiveis no banco de
dados de transcriptomas, além das possiveis vias metabdlicas envolvidas.

3.9. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS DE qPCR
Visto que a amostra analisada ndo segue uma distribuicdo normal dos dados, foi

realizado o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney a fim de validar os dados
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de expressao diferencial dos miRNAs encontrados no chip de microarranjo e,
posteriormente, dos possiveis genes relacionados a estes miRNAs. Todos os dados
foram corrigidos por Bonferroni, para as quatro comparagdes realizadas: grupo caso
(subtipo 2a e 2b) versus grupo controle; subtipo 2a versus 2b; subtipo 2a versus controle
e subtipo 2b versus controle.

3.10.MICRODISSECAO A LASER

Com o objetivo de verificar a expressao dos miRNAs nas células em baldo foi
utilizada a técnica de microdisseccao a laser (LMC). Para tal, foram feitos, em blocos de
tecidos congelados,10 cortes de 6 um cada. Os blocos foram montados em Iaminas livres
de nuclease e armazenados a 80° C. Os cortes foram re-hidratados durante trés minutos
em etanol 100%, 20 segundos em etanol a 95%, 20 segundos em etanol a 75% e mais 20
segundos em etanol a 50%. Em seguida, os cortes foram corados com hematoxilina
durante 40 segundos, enxaguados em agua livre de nuclease durante 5 minutos, corados
com eosina por dois segundos e enxaguados com agua livre de nuclease por 5 minutos.
As laminas foram imersas respectivamente em etanol a 50%, 75%, 95% e 100% durante
20 segundos cada e xilol durante cinco minutos.

O microdissecador PALM MicroBeam System (Zeiss, Alemanha) foi utilizado para
microdissecacao, seguindo recomendacbOes do fabricante. Foram microdissecados
aproximadamente 1000 neurdnios e a mesma quantidade de células em balédo. As células
microdissecadas foram depositadas num microtubo de 600 pL, em seguida realizou-se a
extracdo do RNA total (kit miRneasy) e estudos de expressdo com a técnica de qPCR,

como descrito nos toépicos anteriores.
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4. RESULTADOS
4.1. CARACTERIZACAO DOS PACIENTES: CARACTERIZAGCAO HISTOLOGICA E DE
NEUROIMAGEM

Todos os pacientes pertencentes a nossa casuistica foram analisados clinicamente
por neurologistas e tiveram o diagnéstico prévio de DCF por exames de ressonancia
magneética de alta resolugéo.

Foi possivel visualizar como exemplo de um exame de RM para DCF tipo 2a, o
“borramento” da transicao cortico-subcortical na regiao frontal esquerdo e ha também um
sulco vertical anormal, Figura 4. O mesmo paciente, observou-se a distribuicdo anémala
dos neurbnios e alteracbes que consistem de neur6nios piramidais anormalmente
grandes, com perda da orientacdo, na profundidade de alguns sulcos e areas limitrofes
(Figura 5).

Figura 4. RM mostrando cortes axial(esquerda) e coronal (direita) de uma paciente com
DCEF, tipo 2a.
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Figura 5. Citoarquitetura de um cértex normal (esquerda) e de um com DCF tipo
2a(direita), em que se verifica a desorganizagdo citoarquitetural com neur6nios
dismorficos.H&E, 10X.

A Figura 6 mostra um outro exemplo de RM para displasia cortical focal. Nota-se
um espessamento do cortex e perda da definicdo da transicao entre substancia cinzenta e
branca.

Figura 6. RM mostrando cortes axial e sagital e de uma paciente com DCF, tipo 2b.

Ja na Figura 7, podemos observar um exemplo de exame histopatoldgico para DCF
tipo 2B. Nota-se a presenca de neurdnios hipertroficos (Figura 7A), na camada molecular,
além da presenca de neurénios dismorficos com distribuicdo irregular dos corpusculos de
Nissl (Figura 7B, 7C, respectivamente) e células em baldo com citoplasma intensamente

eosindfilo, (Figuras 7D e 7E).
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Figura 7.

hipertroficos (20X), B, C, D: neurdnios dismorficos (20x,40x e 100X respectivamente); E e
F: células balao (100X). A,B,C e H: H&E; D: imunocoloracdo para MAP2; F:
imunocoloragéo para nestina
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4.2.CARACTERIZAGAO MOLECULAR
4.2.1.EXTRACAO DE RNA: QUANTIDADE E QUALIDADE

O RNA extraido de amostras dos pacientes e dos controles oriundos de tecido
fixado em formalina e embebido em parafina (FFPE) apresentaram valores de
concentragcao e qualidade (A260/280, A260/230 e RIN) descritos no Quadro 3. Os valores
de concentracdao e do RIN se apresentaram baixos, em especial os valores do RIN, em
torno de dois, o que significa que este RNA esta degradado. Esperava-se que os valores
de integridade fossem baixos, uma vez que os blocos de parafina de onde foi extraido o
RNA estavam arquivados ha pelo menos dois anos e a degradacdo € proporcional ao
tempo de exposicao ao ambiente e a acao da formalina.

Embora essa seja uma caracteristica a primeira vista insatisfatéria para as analises
de microarranjos e de gPCR, essa desvantagem é apenas aparente para o estudo de
miRNAs uma vez que por serem pequenos e ndo possuirem cauda poliA, os miRNAs
sofrem menos os efeitos da degradacdo do RNA e a acédo da formalina (Li, 2007; Xi,
2007; Zhang, 2008). Aléem disso, tanto os controles como os pacientes apresentaram
valores de RIN semelhantes (Grafico 1), o que evidencia que a degradacdo ocorreu
igualmente tanto para um grupo como para outro.

Quadro 3. Valores de qualidade e quantidade do RNA total oriundos de tecido cerebral

FFPE. [ ]: concentragdo de RNA em ng/uL; RIN: RNA Integrity Number; nd: n&o disponivel

Cadigo [ 1 A260/280 | A260/230 RIN Cadigo [ 1 A260/280 | A260/230 RIN
P1 128.3 1.98 1.64 2.50 Cc2 127.7 2.03 0.58 2.10
P2 52.2 1.87 0.35 1.0 C3 49.4 1.76 0.80 2.30
P3 103.7 1.91 0.43 1.70 C4 31.9 1.82 0.29 2.40
P4 55.7 1.82 0.43 1.10 C5 31.8 1.66 0.38 2.20
P5 110.5 1.89 0.48 3.90 Cc7 34.5 1.79 1.84 2.30
P6 84.7 1.78 1.10 1.0 Co 41.2 1.79 0.23 2.30
P7 27.0 1.79 0.43 6.60 Cc12 33.5 1.78 0.15 2.50
P8 125.3 1.86 1.26 2.10 C14 17.7 0.96 019 2.30
P9 31.9 1.84 0.68 2.30 C15 8.0 1.73 0.03 2.50
P10 31.2 1.88 0.19 2.30 C16 431 1.76 0.08 2.30
P11 150.9 2.0 1.82 1.50 c18 28.0 1.82 0.11 2.10
P13 25.0 2.27 0.27 2.40 Cc19 40.8 1.81 0.34 2.20
P14 43.1 1.89 0.48 nd
P15 37.9 1.64 0.60 nd
P17 70.8 1.84 0.22 nd
P18 78.7 1.85 0.33 nd
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Grafico 1. Box plot dos valores de RIN de pacientes e controles, em que se observa as

medianas dos valores de RIN de controles e pacientes praticamente iguais.

O RNA extraido de amostras dos pacientes e dos controles oriundos de tecido

fresco congelado apresentaram valores de concentragcdo e qualidade satisfatérios.

4.2.2.MICROARRANJOS DE miRNAS

Neste experimento foram utilizados amostras de tecidos de quatro pacientes (P2,
P8, P10 e P11) do tipo 2a, cinco do tipo 2b (P1, P3, P4, P5 e P7) e cinco controles (C3,
C4, C9, C16 e C18) com objetivo de identificar miRNAs diferencialmente expressos
quando comparados ao tecido de individuos controles. Os resultados dos experimentos
de microarranjos identificaram 39 miRNAs humanos diferencialmente hipoexpressos e um
miRNA hiperexpresso (Grafico 2).

O Grafico 2, um volcano plot, é usado frequentemente em experimentos de
microarranjos com o objetivo de possibilitar uma visdo geral dos miRNAs de interesse.
Para a construcao deste grafico foram considerados os dados normalizados de todas as
laminas de controles e pacientes e estabelecido dois valores de limiar para determinar os
miRNAs diferencialmente expressos: Fold Change (FC) maior que o valor absoluto de 1.5

e g-value < 0.05.
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Grafico 2. Volcano plot com panorama da expressao dos miRNAs. Pontos em vermelho
indicam miRNAs diferencialmente expressos quando o Fold Change (FC) foi maior que o
valor absoluto de 1.5 e g-value < 0.05.

Com objetivo de verificar a presenca de uma assinatura molecular diferente entre
os subtipos da DCF foram feitas comparagdes com os miRNAs encontrados
diferencialmente expressos entre 0os grupo caso (2a e 2b) versus controle, 2a versus 2b,
2a versus controle e 2b versus controle. Na Tabela 1 observa-se os miRNAs que foram
encontrados diferencialmente expressos quando foi comparado grupo caso (2a e 2b)
versus controle.

Tabela 1. MiRNAs diferencialmente expressos em DCF analisados por microarranjos de
miRNAs quando comparado grupo caso e controle.

miRNAs FC q
hsa-miR-1274a -1,5801 0
hsa-miR-486-5p -1,6559 0

hsa-miR-106a -1,2159 0,0018

hsa-miR-31 -1,0816 0,005

hsa-miR-92b -1,0392 0,0112
hsa-miR-886-5p +1,855 0

Sinais (-) e (+): miRNA hipoexpresso e hiperexpresso, respectivamente. FC: Fold Change; q:q-value

Na Tabela 2, observa-se os miRNAs encontrados quando foi feita a comparacéo
entre subtipo 2a versus controle.
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Tabela 2. MiRNAs diferencialmente expressos em DCF analisados por microarranjos de

miRNAs quando comparado subtipo 2a e controle.

miRNAs FC q
hsa-miR-486-5p -2,9117 0
hsa-miR-886-5p +2,3445 0
hsa-let-7f +1,5569 0,0167

Sinais (-) e (+): miRNA hipoexpresso e hiperexpresso, respectivamente. FC: Fold Change; q:g-value

Os miRNAs encontrados diferencialmente expressos quando comparados subtipo

2b e controle encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. MiRNAs diferencialmente expressos em DCF analisados por microarranjos de

miRNAs quando comparado subtipo 2b e controle.

miRNAs FC q
hsa-miR-1274a -1,4697 0,0275
hsa-miR-106a -1,5023 0,0412
hsa-miR-31 -1,8552 0,015
hsa-miR-1182 +1,4111 0,0433

Sinais (-) e (+): miRNA hipoexpresso e hiperexpresso, respectivamente. FC: Fold Change; q:g-value

Na Tabela 4 encontra-se os miRNAs identificados quando o subtipo 2a foi

comparado com 2b.
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Tabela 4. MiRNAs diferencialmente expressos em DCF analisados por microarranjos de
miRNAs quando comparado subtipo 2a versus 2b.

miRNAs FC q
hsa-miR-106a -2,4814 0,0011
hsa-miR-31 -1,6301 0,0307
hsa-miR-92b -1,6029 0,0321
hsa-miR-886-5p -2,0014 0,0097
hsa-miR-195 -2,7975 0
hsa-miR-379 -2,855 0
hsa-let-7f -2,555 0,0005
hsa-let-7g -2,324 0,0009
hsa-miR-23a -2,7385 0,001
hsa-miR-17 -2,3943 0,0012
hsa-miR-708 -2,0198 0,0013
hsa-miR-34a -2,2265 0,0018
hsa-let-7i -1,9938 0,0026
hsa-miR-126 -2,0038 0,0032
hsa-miR-20a -2,0303 0,0065
hsa-miR-27b -2,1354 0,008
hsa-miR-30c -1,9247 0,008
hsa-miR-143 -1,8084 0,0159
hsa-miR-625 -1,4533 0,0163
hsa-miR-338-5p -1,5396 0,0185
hsa-miR-361-5p -1,5294 0,0193
hsa-miR-20b -1,4365 0,0243
hsa-miR-25 -1,5301 0,0277
hsa-miR-652 -1,6482 0,0296
hsa-miR-1202 -2,1854 0
hsa-miR-1224-5p -2,2296 0
hsa-miR-663 -1,6753 0,0081
hsa-miR-1207-5p -1,5692 0,0082
hsa-miR-575 -1,5735 0,0086
hsa-miR-371-5p -1,6316 0,0089
hsa-miR-150 -1,6443 0,0091
hsa-miR-572 -1,5935 0,0093
hsa-miR-1225-5p -1,6886 0,0096
hsa-miR-1268 -1,7364 0,01
hsa-miR-92b -1,5713 0,012
hsa-miR-1260 -1,4372 0,0123
hsa-miR-939 -1,4889 0,0168

Sinais (-) e (+): miRNA hipoexpresso e hiperexpresso, respectivamente. FC: Fold Change; q:g-value
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Dentro da lista de miRNAs identificados foi feita uma selegédo de 10 miRNAs para
posterior confirmacao pela técnica de qPCR (Tabela 5). Esta selecédo levou em conta os
maiores valores absolutos de Fold Change, os menores valores de g-value, os miRNAs
que se mostraram capazes de diferenciar os subtipos da DCF tipo 2 (Tabelas 1 a 4) e
dados disponiveis na literatura que pudessem evidenciar alguma relacdo com a doencga
estudada. H4 dois miRNAs (hsa-miR-1182 e hsa-miR-1274a) que n&o foi encontrada
nenhuma informacgao sobre a atuacao do mesmo na literatura havendo, portanto potencial

para a descoberta de novos dados referentes aos suas fungoes.
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Tabela 5. Lista dos miRNAs selecionados para serem validados por q°PCR

miRNA Fold Change g-value Possivel funcao Vias metabdlicas envolvidas
hsa-let-7f -2,555 0,0005 Migracéo celular Transporte de potassio; migragéo celular
hsa-miR-23a -2,7385 0,001 Epileptogénese e tumorigenese Neurogénese; proliferagdo celular
hsa-miR-31 -1,8552 0,015 Diferenciacao celular Diferenciacao celular; agente anti-metastasico
hsa-miR-34a -2,2265 0,0018 Proliferacao celular Proliferacdao e migracao celular; sinapse
hsa-miR-106a -2,4814 0,0011 Diferenciacao celular Diferenciacao celular
hsa-miR-379 -2,855 0 Crescimento dendritico Diferenciacao celular
hsa-miR-486-5p -2,9117 0 Migracéo celular Receptor de neuropeptidio
hsa-miR-886-5p 2,3445 0 Proliferacao celular *
hsa-miR-1182 1.41 0.04 * *
hsa-miR-1274a -1.59 0 * *

*Nada foi encontrado na literatura ou na base de dados de alvos de miRNas no momento da pesquisa.
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4.2.3. VALIDACAO DOS DADOS DE MICROARRANJOS DE miRNAs POR gPCR

Para validagdo dos dados obtidos dos microarranjos de miRNAs por gPCR foram
utilizadas amostras de um grupo de onze pacientes sendo quatro do grupo 2a ( P2, P8,
P10 e P11) e sete do grupo 2b (P1, P3, P4, P5, P6, P7 e P9). Os dados foram
comparados com amostras de 12 cérebros normais (C2, C3, C4, C5, C7, C9, C12, C14,
C15, C16, C18 e C19).

Foram selecionados os miRNAs hsa-let-7f, hsa-miR-23a, hsa-miR-31, hsa-miR-
34a, hsa-miR-106a, hsa-miR-379, hsa-miR-486-5p, hsa-miR-1274a, que na analise de
microarranjos de miRNAs estdo hipoexpressos e hsa-miR-886-5p, hsa-miR-1182 que
estao hiperexpressos (Tabela 5). Este ultimo foi selecionado, mesmo com FC menor de
1.5, porque se mostrou um miRNA capaz de diferenciar o grupo 2b, foi encontrado
hiperxpresso e, como mencionado anteriormente, ndo havia nenhuma informagéo sobre a
sua funcéo na literatura.

Dos 10 miRNAs selecionados para validacdo, trés deles mostraram valores
estatisticamente significativos: hsa-miR-31 com valor de p-value de p=0.0078 (Gréfico 3),
hsa-miR34a, p=0.021 (Grafico 4) e hsa-let-7f, p=0.039 (Grafico 5). Todos os valores de p
foram corrigidos por Bonferroni.

Em todos os trés miRNAs (hsa-miR-31, hsa-miR34a, hsa-let-7f ), foi possivel
distinguir pacientes (grupo caso) do grupo controle e todos foram encontrados com
expressdao diminuida, confirmando desta forma os achados identificados nos
microarranjos.

O hsa-miR-31 foi encontrado também hipoexpresso na comparacado grupo de
pacientes do tipo 2b versus controle, p=0.018 (Grafico 3). Este achado pode indicar uma
provavel assinatura molecular (biomarcador) para distinguir pacientes com DCF tipo 2b.

Para os outros miRNAs testados (hsa-miR-23a, 106a ,379, 486-5p, 886, 1182,
1274a) os valores de p-value nao foram estatisticamente significativos em nenhuma das

comparacoes e os graficos encontram-se no Anexo 4.
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Grafico 3. Box plot dos valores de expressao relativa (RQ) do hsa-miR-31, comparando-
se controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.

a
w
o4
o H
o7 |

&) T3]
w |
= B
['s} i
< 1
[ ] ¢ | |
T T T T
controle caso 2a 2b
p= 0.00194 p= 09143
pc = 0.0078 pc=1
L
T
p= 0.0289
pc=0.116
1 . ]
p= 0.00474
pc=0.01896

p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc < 0.05 estdo destacados em vermelho. Neste caso foram encontrados
diferengas estatisticas quando comparado grupo caso e subtipo 2b versus controle.

Grafico 4. Box plot dos valores de expressao relativa (RQ) do hsa-miR-34a, comparando-
se controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.
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estatisticamente significativas quando analisado grupo caso versus controle.
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Grafico 5. Box plot dos valores de expressao relativa (RQ) do hsa-let-7f, comparando-se
controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.
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significativas para a comparagéo controle versus caso.

4.2.4. SELECAO DOS GENES ALVOS POR ANALISE IN SILICO

Para identificagdo dos genes alvos dos miRNAs diferencialmente expressos (hsa-
miR-31, hsa-miR-34a e  hsa-let-7f) foi utilizada a ferrramenta miRGen
(://www.diana.pcbi.upenn.edu/cgi-bin/miRGen/v3/Targets.cgi) que faz a interseccdo de
trés das principais bases de dados de predicdo de genes alvos de miRNAs — miRanda,
PicTar e TargetScan -, quando ndo foi possivel identificar nenhum alvo por meio da
interseccao, optou-se pela unido das trés bases de dados. Esse programa fornece os
possiveis genes alvos, além das possiveis vias metabdlicas envolvidas. Para refinar a

Mk

selecao se utilizou de busca pelas palavras chaves “neurogénese”, “diferenciagéo celular”,
“ migracao celular”, “proliferagao celular’ e por dados da literatura sobre a relevancia dos
genes propostos com relagdo a doenga estudada. Tabela 6 mostra os genes alvos

selecionados como candidatos a serem regulagéo por esses miRNAs.
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Tabela 6. miRNAs validados por gPCR e os genes alvos selecionados

miRNA Gene alvo Possivel funcao

hsa-let-7f MAP4K3 Proliferagcéo celular

hsa-let-7f SEMA4C Orientacao de axénios e dendritos

hsa-let-7f GAS7 Proliferacdo neuronal
hsa-mir-34a JAGT Migracéo e proliferagéao celular
hsa-mir-34a SYT1 Refratariedade de crises epilépticas
hsa-mir-34a NOTCH1 Diferenciacao celular
hsa-miR-31 SATB2 Crescimento axonal e desenvolvimento cortical
hsa-miR-31 PAFAH1B1 Neurogénese e diferenciacao celular
hsa-miR-31 SLC1A2 Transportador de glutamato
hsa-miR-31 NEUROG2 Diferenciacao neuronal

4.2.5. VALIDACAO DOS GENES ALVOS POR gPCR

Neste experimento foram utilizados quatro pacientes (P8, P10, P11 e P18) do tipo
2a, quatro do tipo 2b (P1, P3, P5 e P6) e oito controles (C2, C4, C5, C9, C7, C12, C16 e
C19) O objetivo deste experimento foi verificar se os genes alvos selecionados estdo
sendo regulados negativamente pelos miRNAs validados quando comparados a um grupo
controle (tecido cerebral normal).

Foram selecionados dez genes MAP4K3, SEMA4C, GAS7, JAG1, SYTI,
NOTCH1,SATB2, PAFAH1B1, SLC1A2, NEUROGZ2 (Tabela 6). E com a finalidade de
verificar uma assinatura molecular entre os subtipos da DCF, também foram feitas
comparagdées com 0s genes selecionados entre os grupo caso (2a e 2b) e controle, 2a
versus 2b, 2a e controle e 2b e controle.

A amplificacdo desses 10 genes foi dificil por conta da degradacao do RNA total
oriundo de material parafinado tanto do grupo caso como do grupo controle, com
variagdes muito grandes entre os valores de Ct das triplicatas, muito provavelmente pela
presenca de grupos monometilol que impedem a anelamento dos primers, dificultando a
amplificagdo (Xi, 2007 e Farragher, 2008). Tentamos inumeras possibilidades para
melhorar o poder e a qualidade da amplificacdo, mas em apenas quatro genes foi
possivel avaliar a expressdo e em nenhum deles foi observada diferencas

estatisticamente significativas. Graficos desses quatro genes encontram-se no Anexo 5.
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Diante isso, decidimos que a validagdo dos genes alvos seria feita com tecido
cerebral fresco congelado a -80°C, pois se esperava que este material estivesse menos
degradado, o que possibilitaria uma amplificagcdo mais eficiente dos transcritos.

No decorrer do desenvolvimento do projeto coletamos espécimes cirdrgicos de trés
pacientes do tipo 2a (P2, P13 e P15) e trés do tipo 2b (P1, P3 e P16) que tiveram DCF
confirmado pelo exame anatomopatol6gico. Também foram coletadas quatro amostras de
cérebros normais provenientes de autopsias (C1, C2, C20 e C21) para serem utilizadas
como controles. Esse numero de pacientes, embora baixo, € o minimo necessario para
experimentos de validagao expressao génica por gPCR.

Desta forma o qPCR foi realizado para os 10 genes propostos, utilizando RNA total
extraido de material fresco congelado. Em nenhuma das comparacdes propostas (caso x
controle, 2a x 2b, controle x 2b, e controle x 2a) foi possivel observar diferencas
estatisticas significativas, os graficos encontram-se no Anexo 6. No entanto, observando
cuidadosamente os gréaficos verifica-se que ha diferencas relevantes nos valores de
expressao relativa entre os grupos propostos que podem refletir uma diferenca biolégica
significativa, como é o caso do para o gene NEUROGZ2 (Gréficos 6 e 7)

No Gréafico 6 € possivel observar que n&o ha diferencas estatisticas entre as
comparagées e no Grafico 7, constata-se que a expressdo do NEUROGZ esta
aproximadamente cinco vezes maior quando comparado grupo caso (2a e 2b) com
controle e aproximadamente sete vez mais expresso no grupo 2a com relacao a

expressao deste no controle.
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Grafico 6. Box plot dos valores de expressao relativa (RQ) do gene NEUROG2,

comparando-se controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.

15

RQ
10

S

o ;
T T T T
controle caso 2a 2b
I_'_I
p= 0.06667 p= 01
pc= 0.267 pc= 0.4

T
p= 0.0571
pc= 0.228
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diferencas significativas entre as comparagoes

Grafico 7. Valores de expressao relativa (RQ) do gene NEUROGZ2 nos grupos controle,
caso (2a e 2b) e 2a)
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4.2.6. GENES DROSHA e DICER1

Como foi observado um expressdao menor do miRNas em pacientes do que nos
controles, foi feito qPCR para os genes DROSHA e DICERT1 utilizando os mesmos trés
pacientes do tipo 2a, os trés do tipo 2b e quatro controles. Também foram feitas as
mesmas comparagdes entre 0s grupos (caso x controle, 2a x 2b, controle x 2b, e controle
X 2a).

Em nenhum dos dois genes foi observado diferencas significativas nos valores de
expressao relativa entre os grupos propostos. No entanto, como no caso do gene
NEUROGZ2, observa-se no gene DICERT1 diferencas que podem refletir alguma alteracao
biolégica relevante (Graficos 8 e 9).

No Grafico 8 é possivel observar que nao ha diferencas estatisticas entre as
comparacoes propostas para o gene DICER1, mas verifica-se que os pacientes com DCF
do grupo caso (2a e 2b) possuem a expressao diminuida de aproximadamente oito vezes
em relagéo ao controle, mais evidente no Grafico 9. O grafico do gene DROSHA pode ser

visualizado no Anexo 6.

Grafico 8. Box plot dos valores de expressao relativa (RQ) do gene DICER 1,

comparando-se controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.
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p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc < 0.05 estdo destacados em vermelho. Neste caso nao se observa
diferencas estatisticas significativas entre as comparagdes propostas.
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Grafico 9. Valores de expressao relativa (RQ) do gene DICER 1 no grupo controle e no

caso (2a e 2b)
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4.2.7. qPCR DO hsa-miR-31 EM CELULAS EM BALAO

Nos experimentos de expressdao dos miRNAs foi observado que o hsa-miR-31
(Grafico 3) poderia ser um potencial marcador para DCF subtipo 2b, pois estava
hipoexpresso nesse subtipo de DCF. Sendo assim, foi formulada a hipétese de que este
miRNA poderia ter alguma relacdo com as células em bal&o, tipo celular caracteristico
deste subtipo de DCF.

Diante disso, decidiu-se estudar a expressao do hsa-miR-31 diretamente nesse tipo
celular, utilizando-se a técnica de microdisseccdo a laser, que permitiu a remocgao
especifica deste tipo celular. As Figuras 8A e B mostram, respectivamente, duas células
em baldo antes e depois de serem microdissecadas. Para este experimento, foi utilizado
tecido fresco congelado de trés pacientes com DCF tipo 2b (P1, P3 e P16). e
estabeleceu-se que os neurbnios com citoarquitetura normal de cada um desses trés
pacientes seriam considerados como o controle do ensaio. As Figuras 8C e D evidenciam

neurdnios do paciente antes e apds a microdisseccao.

54



Figura 8. Tecido cerebral de paciente com DCF tipo 2b, em cortes de 6 um, corados em
H&E, aumento de 20X. A e B: células em baldo; D e F neurbnios, antes e ap6s a

microdissecc¢ao, respectivamente.

Foi feito gPCR dos cDNAs obtidos das células em baldo e dos neurbnios desses
trés pacientes. Em uma das amostras, foi possivel verificar a amplificacdo de hsa-miR-31
nos dois tipos celulares, onde houve um aumento da expressao de aproximadamente 30
vezes com relagdo ao neurénio do mesmo paciente (Grafico 10).
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Grafico 10. Valores de expressao relativa (RQ) do hsa-miR-31, comparando-se células
em baldo (BC) e neurdnios (N) microdissecados de tecido cerebral fresco congelado de
paciente com DCF subtipo 2b.

Nas outras duas amostras estudadas n&o se observou a amplificagdo em nenhum

dos dois tipos celulares estudados, evidenciando que uma quantidade insuficiente de
RNA havia sido obtida pelo processo de microdissecacgao.
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5. DISCUSSAO

Foram identificados trés miRNAs diferencialmente expressos quando comparado
tecido cortical de pacientes com DCF tipo 2 e controle: hsa-let-7f, hsa-miR-34 e hsa-miR-
31, todos com a expressdao diminuida nos pacientes, implicando que os genes alvo
possivelmente regulados por eles estariam com sua expressao aumentada nos pacientes.

O hsa-let-7f pertence a familia dos let-7. Recentemente, foi observado que muitos
membros desta familia tinham os niveis de expressado reduzidos em uma variedade de
canceres. Foram encontrados, por exemplo, hipoexpressos em cancer de pulmao
(Takamizawa, 2004), pele (Schultz, 2008) e mama (Yu, 2007), regulando diversos
oncogenes, tais como o RAS, MYC, e HMGAZ2. Shibahara e colaboradores (2012)
demonstraram que hsa-miR-7f é um supressor de tumor. Além disso, hsa-let-7f parece
afetar a proliferacdo celular e pode suprimir a invasdo e metastase no cancer gastrico
quando regula o gene alvo MYH9 (Liang, 2011).

Nao se pode afirmar que o hsa-let-7f tenha a mesma funcao no tecido displasico,
mas se confirmado, ele poderia explicar a desregulagdo em genes alvos relacionados
com os processos de proliferacdo, progressao e de sobrevivéncia celular e com isso
justificar o surgimento de aberragdes histopatolégicas como as encontradas na DCF tipo
2. Assim como foi descrito para o complexo esclerose tuberosa, em que mutacdes em um
dos genes supressores de tumores, TSC1 ou TSC2, podem levar a caracteristicas
histopatoldgicas de aumento no tamanho das células, formacao de células imaturas e
indiferenciadas (Holmes et al., 2007).

Do mesmo modo, o hsa-miR-34a também é considerado um supressor de tumor,
encontrado hipoexpresso em cancer de coélon (Tazawa, 2007), glioma (Guessous, 2010) e
neuroblastoma (Welch, 2007). Foi demonstrado que essa hipoexpressdo pode ser
causada pela metilacdo aberrante de ilhas CpG em vaérios tipos de cancer (Lodygin,
2008). Estudos recentes relatam que quando hiporegulado o hsa-miR-34a pode contribuir
para aumento da mobilidade dos precursores neuronais e ser crucial para o deslocamento
das células tronco mesenquimais até o local de destino das mesmas (Chang, 2011), bem
como regular a maturagao desses precursores (Datta et al, 2010).

Blincke et al.(2011) relatam que neurénios displasicos, tipo celular caracteristico
dos dois subtipos 2a e 2b, sdo componentes neuronais de tumores glioneuronais —
gangliogliomas e tumor neuroepitelial disembrioplastico. Isso pode dar mais indicativos
para a hipotese de que os miRNAs encontrados podem ter funcdo de supressores
tumorais desregulados na DCF tipo 2.
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Seguindo a mesma linha, o hsa-miR-31 é considerado um oncogene porque
reprime a acado de genes supressores de tumor em células de cancer de pulmao (Liu
2010). Foi encontrado hipoexpresso em cancer de colorectal humano (Motoyama, 2008),
de cabeca e pescoco (Liu, 2009), bem como na leucemia mieloide (Hershkovitz Rokah,
2012). E possivel que essa expressdo diminuida seja decorrente de silenciamento
epigenético (Augoff, 2012). Paradoxalmente, o hsa-miR-31 também foi denominado
supressor de tumor, encontrado hiperexpresso associado com progressdo maligna em
cancer de mama (Valastyan, 2009), de préstata (Schaefer, 2010) e ovario (Creighton,
2010) por possivelmente inibir a expressao de oncogenes e a proliferagcdo de células
neoplasicas. Tan e colaboradores (2011) relataram que o hsa-miR-31 reprime a
expressao de DICERT1 e sugerem que o ele pode atuar como um regulador negativo no
feedback de controle da expressdo de miRNAs.

Este miRNA também foi identificado em nosso estudo, como um possivel
biomarcador para a DCF do subtipo 2b. Embora observamos um aumento significativo da
expressao do hsa-miR-31 nas células em baldo quando comparado com o0s neurbnios
normais, ndo se pode assegurar, ainda, que exista algum indicativo de que ele seja um
possivel biomarcador do subtipo 2b, ou mesmo que ele esteja envolvido com as células
em baldo, uma vez que se trata de dado obtido em um Unico paciente. Portanto,
experimentos adicionais sdo necessarios para confirmagdo desses achados que, no
entanto sdo de grande interesse potencial nesse momento.

Outro aspecto que precisa ser levado em conta em futuros ensaios utilizando a
técnica de microdisseccao € que, considerando que a célula em baldo possui tanto
caracteristicas de neurbnio quanto de glia e, que foi encontrada alteracées num gene cuja
funcdo é regular a transicdo da neurogénese para gliogénese, o NEUROGZ2, se faz
necessaria a inclusdo da microdissecc¢ao de células da glia para avaliarmos com exatidao
a relagdo do hsa-miR-31 com as células em balao ou/e o subtipo 2b.

Apesar das diferencas na expressdao dos miRNAS, ndo fomos capazes de
documentar diferencas significativas na expressdo dos genes alvo putativamente
regulados por eles e que foram selecionados para os ensaios quantitativos. Possiveis
causas desse resultado podem ser: i) uma amostra pequena, com baixo poder estatistico
para detectar diferencas nos experimentos realizados ou ii) porque os miRNAs
identificados ndo atuam efetivamente na regulacao dos genes alvo que selecionamos.

Vale ressaltar, no entanto, que para um gene observou-se que ha diferencas nos
valores de expressao relativa entre os grupos analisados o que pode refletir uma

diferenga biolégica significativa, mesmo que ndo ocorra diferenca estatistica. O gene
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NEUROGZ foi encontrado de cinco a sete vezes mais expresso nos pacientes em relacéao
aos controles. Este gene € membro da familia de fatores de transcricdo bHLH (basico
hélice loop-hélice) que desempenha um papel central na promocdo da especificagéo e
diferenciacao neuronal em muitas regides do sistema nervoso central (Hirabayashi &
Gotoh, 2010).

Os fatores de transcricdo proneuronais bHLH NEUROGT1, NEUROGZ2 sao
importantes para determinar o destino dos neurbnios pertencentes ao neocortex
(Guillemot, 2005). Recentemente, foi demonstrado que para promover mudangas da via
de neurogénese para a via de gliogénese é necessaria a presenca € regulagao precisa
desses genes (Bertrand, 2002). A hipoexpressdo de NEUROG 1 e 2 tem sido proposta
como um passo chave na transicéo entre a inibicdo da fase de neurogénese e o inicio da
gliogénese (Kessaris, 2001; Zhou, 2001). No cértex cerebral os RNAm de NEUROGHT,
NEUROGZ2 tem padrao de expressao temporo-espacial bem definidos, uma vez sao
detectados exclusivamente na zona ventricular, onde o0s precursores se localizam
somente durante o periodo de neurogénese (Sun, 2001).

Os dados encontrados neste trabalho apontam para uma possivel falha na
diferenciacao neuronal uma vez que a transicdo da neurGgenese para a gliogénese pode
estar prejudicada pelo aumento da expressdo de NEUROGZ e, juntos esse dados
corroboram a hipétese que Englund e colaboradores propuseram em 2005, de que ha
uma diferenciagdo aberrante nas células tronco na DCF tipo 2a e 2b.

Pode-se inferir também que a alta expressao do gene NEUROGZ2, neste trabalho,
pode ser decorrente da hiporegulacdo do hsa-miR-31, no entanto ainda sdo necessarios
experimentos funcionais, utilizando inibidores de miRNAs sintéticos ou experimentos com
cultura de células que demonstrem a ligagdo bioldgica direta do miRNA com a regido
3’'UTR do gene alvo.

Galichet (2008) mostrou também que ratos mutantes, que nao expressam
NEUROGZ2 apresentaram menos progenitores e defeitos na diferenciagdo neuronal do
giro dentado no hipocampo, area que desempenha um papel central na aprendizagem e
memdéria em roedores adultos. Deng e colaboradores (2009) ndo identificaram mutagdes
no gene NEUROGZ2 em uma amostra grande de 202 pacientes com doencga de Parkinson
e sugerem a existéncia de alteracbes na regido nao codificante do gene, bem como o
envolvimento de outros fatores de transcricdo no desenvolvimento de neurdnios
dopaminérgicos. Esse relato reforca a possibilidade do NEUROGZ2 ser regulado por
miRNAs
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O gene DICERT1 também foi encontrado desregulado neste trabalho, sua expressao
esta aproximadamente oito vezes diminuida em relacdo ao controle. Esse gene codifica a
a enzima Dicer que é peca chave no processamento dos miRNAs. Varios estudos tem
relatado os efeitos dos miRNAs no desenvolvimento do SNC pela remogéao da enzima
Dicer e por sua vez o bloqueio da biogénese de todos os miRNAs em regides especificas
e em diferentes fases de desenvolvimento no SNC (Bian e Sun, 2011). Kawase-Koga et
al. (2009) relataram que a eliminacdo da Dicer no cortex cerebral de camundongo,
ocasionou uma reducao significativa na espessura cortical, causada por uma reducao das
células-tronco neurais e de progenitores neurais, com aumento da apoptose e prejuizo da
diferenciacao neuronal. Zheng et al observaram interrup¢cdo na oligodendrogénese e
astrogliogénese quando ocorreu a retirada da enzima Dicer. Ratos deficientes (knockout)
em Dicer confirmaram os defeitos corticais e revelaram anormal expansao e diferenciacao
de oligodendrécitos na medula espinhal (Kawase-Koga, 2010). Em modelo animal sem
expressao da Dicer, foi observada incapacidade de gerar tanto neurdnios quanto células
da glia, e que essa enzima tem funcdo na manutencao do fenétipo das células-tronco
neurais na diferenciacdo neuronal (Andersson, 2010). Esses achados juntamente com
nossos resultados mostram o papel essencial da DICER1 no desenvolvimento do SNC e,
somados aos dados ja encontrados com NEUROGZ2 reforgcam a hipétese de haver uma
falha na diferenciacao glioneuronal na DCF tipo 2.

Por fim, propomos uma hip6tese para explicar esse evento e possibilitar melhor
elucidagédo das vias moleculares envolvidas nesta malformagéo cortical. Varias vias
metabdlicas sdo necessarias para controlar a progressdo das células tronco neurais
multipotentes para progenitores intermediarios e finalmente neurénios maduros e células
da glia (Guillemot, 2005). A regulacéo dessas etapas é controlada por uma complexa rede
de regulacao génica. Uma vez que o gene DICER1 esta hipoexpresso, neste trabalho,
esperava-se que a formacdo de miRNAs maduros seja afetada, fendmeno que
identificamos em nosso estudo pois praticamente todos os mMiRNAs encontrados se
apresentarem hipoexpressos. A literatura tem reportado o papel desses miRNAs como
supressores de tumor ja que, uma vez hipoexpressos podem levar ao aumento da
expressdao de genes alvos relacionados com proliferagdo, progressdao do ciclo e
sobrevivéncia celular. Os eventos em cascata originados por esta baixa expressao
poderiam levar ao surgimento de aberracdes histopatoldégicas como as encontradas nos
subtipos da DCF tipo 2, tais como aumento do tamanho celular, observado nos neurénios
dismérficos e gigantes, anormalidades que caracterizam os subtipo 2a, e células imaturas

ou nao totalmente diferenciadas, como as células em balao, que distinguem o subtipo 2b.
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Além disso, o0 NEUROGZ tem papel central na especificacdo e diferenciacao
neuronal, sua expressao é relatada como temporo-espacial e atua na transicdo de
neurogénese para gliogénese, através da diminuicdo da expressdo deste gene
proneuronal. Deste modo, com a expressdo aumentada, como constatado em nosso
trabalho, levaria a falhas na transicdo neurdnio-glia, e justificaria a existéncia do tipo
celular com caracteristicas tanto de neurdénio como de glia, como € o caso das células em

balado. (Figura 9)

Meurdnio

/ Célula
Progenitor | em baldo
neuronal @ .

NORNO EE. (D wmmrmmemmeneneanes

Célula \
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Meuronal Progenitor
Q@ "
? \
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Figura 9. Modelo proposto para falha na diferenciagdo glioneuronal na DCF tipo 2. A
hipoexpressdao do gene DICERT1, leva a desregulagdo dos niveis de expressdo dos
miRNAs, hsa-miR-31, hsa-miR-34a, hsa-let-7f, todos conhecidos como supressores
tumorais; uma vez hipoexpressos podem induzir surgimento de aberracdes
histopatoldgicas como as encontradas nos subtipos da DCF tipo 2, neur6nios dismorficos
e gigantes, e células ndo totalmente diferenciadas, como as células em baldo. Além disso,
a hiperexpressdao de NEUROG?Z2 levaria a falhas na transicdo neurogénse-gliogénese e
justificaria a existéncia do tipo celular com caracteristicas tanto de neurénio como de glia,

como € o caso das células em baldo. Adaptado de Bertrand, 2002.
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6. CONCLUSAO

1. Foi possivel identificar uma diferengas na expressao de trés miRNAs: hsa-miR-
31, hsa-miR-34a e hsa-let-7f em pacientes com DCF tipo 2 em relagdo ao

grupo controle.

2. O hsa-miR-31 foi identificado como um possivel biomarcador para o subtipo 2b
de DCF.
3. O gene DICERT1 foi encontrado hipoexpresso, o que justifica a predominancia

de miRNAs com expressao diminuida encontrados neste trabalho.

4. O gene NEUROG?Z2 foi encontrado hiperexpresso e € um possivel gene alvo do
0 hsa-miR-31.
5. O padrao diferencial de expressdao dos trés miRNAs e o0s dois genes

identificados em nosso estudo fornecem subsidios importantes para esclarecer
0s mecanismos moleculares envolvidos na falha da diferenciacdo neuroglial em
DCF tipo 2.
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tratamento. Os espécimes obtidos nestas condigdes serdo usados para a quantificagdo dos
microRNAS. Para essa quantificacdo de microRNAS utilizaremos a técnica de PCR em
tempo real, realizado com o Kit Human Panel Early Access™, Além do tecido controle de
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ANEXO 2
FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pégina 1 de 3

Titulo do projeto: Estudos Genéticos em Epilepsia

Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidado (a) a participar de um projeto de pesquisa envolvendo pacientes e familias de
individuos com epilepsia. O objetivo geral do estudo é o de isolar genes responsaveis por essa doenga, além de
estudar a expressdo desses genes através de métodos de genética molecular. Os resultados podem eventualmente
melhorar o diagndstico e levar a um melhor tratamento dessa doenga. Tanto as amostras de DNA e RNA, de linhas
celulares e a informagdo médica a meu respeito bem como a respeito de minha familia que forem obtidas para esse
estudo, poderdo ser compartilhadas com outros pesquisadores que trabalham com epilepsia. Podendo assim ser
utilizada eventualmente para outros fins de pesquisa sobre as epilepsias. O sigilo serd mantido em todos os estudos
colaborativos através da utilizagdo de um numero de cédigo para a identificagdo dos individuos participantes.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores participantes fardo perguntas a
respeito dos meus antecedentes médicos e familiais. Eu serei submetido a um exame fisico neuroldgico para
estabelecer meu estado clinico. Além disso, poderei ser submetido a um eletroencefalograma (EEG) e talvez uma
tomografia computadorizada ou uma ressonancia magnética de cranio. Uma amostra de sangue venoso sera colhida
(20 a 30 ml, o equivalente a duas colheres de sopa). Hospitalizacdo ndo serd necessaria. Os procedimentos
mencionados acima, com excec¢do da coleta da amostra de sangue, fazem parte dos cuidados médicos de rotina para
um paciente com epilepsia. Os procedimentos mencionados acima serdo realizados dentro dos primeiros 6 meses
apds o meu consentimento em participar no estudo, porém a pesquisa laboratorial utilizando as amostras de sangue
poderdo ser feitas durante um periodo maximo de 30 anos apds a coleta. As células que por ventura forem isoladas do
meu sangue serdo preservadas para utilizagcdo durante todo o estudo e depois que ele se completar serdo destruidas.

RISCO E DESCONFORTO:

Uma coleta de 20 a 30 ml de sangue venoso serd efetuada. Os riscos associados a esse procedimento sao
minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue. O desconforto serd minimo
pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do brago que serd realizada por profissional treinado e
devidamente habilitado para realizar esse procedimento.
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pégina 2 de 3

Titulo do projeto: Estudos Genéticos em Epilepsia

Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes

VANTAGENS:

Eu entendo que ndo obterei nenhuma vantagem direta com a minha participagdo nesse estudo e que o meu
diagndstico e o meu tratamento provavelmente ndo serdo modificados. Contudo, os resultados desse estudo podem,
a longo prazo, oferecer vantagens para os individuos com epilepsia e suas familias, possibilitando um melhor
diagndstico e tratamento mais adequado. E importante notar que o diagndstico pré-sintomatico ndo faz parte dessa
pesquisa, mas se eu desejar obter orientacdo genética, ela serd oferecido nos ambulatdrios do servigo de genética
clinica do Hospital de Clinicas (HC) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), tel. (019) 3521-8908.

Eu entendo que toda informagdo médica, mas ndo os resultados dos testes genéticos decorrentes desse
projeto de pesquisa, fardo parte do meu prontuario médico e serdo submetidos aos regulamentos do HC- UNICAMP
referentes ao sigilo da informagdo médica.

Se os resultados ou informacgGes fornecidas forem utilizados para fins de publicagdo cientifica, nenhum nome
serd utilizado.

FORNECIMENTO DE INFORMAGAO ADICIONAL:

Eu entendo que posso requisitar informagdes adicionais relativas ao estudo a qualquer momento. A Dra. Iscia
Lopes Cendes, tel (019) 3521-8907 estara disponivel para responder minhas questes e preocupagdes. Em caso de
recurso, dividas ou reclamagdes contactar a secretaria da comissdo de ética da Faculdade de Ciéncias Médicas-
UNICAMP, tel. (019) 3521-7232.

RECUSA OU DESCONTINUAGAOQ DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participacdo é voluntaria e que eu posso me recusar a participar ou retirar meu
consentimento e interromper a minha participacdo no estudo a qualquer momento (incluindo a retirada da amostra
de sangue) sem comprometer os cuidados médicos que recebo atualmente ou receberei no futuro no HC- UNICAMP.
Eu reconhego também que a Dra. Iscia Lopes Cendes pode interromper a minha participacdo nesse estudo a qualquer
momento que julgar apropriado.
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pégina 3 de 3

Titulo do projeto: Estudos Genéticos em Epilepsia

Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes

Eu confirmo que o(a) Dr(a).
me explicou o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os riscos, desconforto e possiveis
vantagens advindas desse projeto de pesquisa. Eu li/e ou me foi explicado, assim como compreendi esse formulério
de consentimento e estou de pleno acordo em participar desse estudo.

Nome do participante ou responsavel

Assinatura do participante ou responsavel data

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a
o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos e vantagens que poderdo advir do estudo,
usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma cépia desse formuldrio de
consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado data
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ANEXO 3

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fem.unicamp.br/fem/pesquisa

CEP, 26/07/11.
(PARECER CEP: N° 470/2003)

PARECER

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “CARACTERIZACAO NEUROPATOLOGICAE DO PADRAO DE
EXPRESSAO GENICA NA EPILEPSIA DE LOBO TEMPORAL MESIAL
FAMILIAR”.

PESQUISADOR RESPON SAVEL: Claudia Vianna Maurer Morelli

11 - PARECER DO CEP.

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprovou o Adendo que inclui o projeto “O PAPEL DOS microRNAs NA
DISPLASIA CORTICAL FOCAL (DCF)”, com a finalidade de mestrado da aluna
Simoni Helena Avansini, referente ao protocolo de pesquisa supracitado.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinio da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

[11 - DATA DA REUNIAO.

Homologado na VII Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 26 de julho de 2011.

Prof. Dr. Car[ie:'g‘j?,‘d‘u‘;;db Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesguisa - UNTCAMP
Ruu: Tessilia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3321-8936
Caiva Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Cumpinas - 8P cep & fem unicamp.br
Pagina | de |
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ANEXO 4: miRNAs

4.1.Box plot dos valores de expressao relativa (RQ) do hsa-miR-23a,

controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.

comparando-se
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p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc < 0.05 estéo destacados em vermelho.

4.2 Box plot dos valores de expressao relativa (RQ) do hsa-miR-106a, comparando-se

controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.
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p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc < 0.05 estdo destacados em vermelho.
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4.3 Box plot dos valores de expressao relativa (RQ) do hsa-miR-379, comparando-se
controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.
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p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc < 0.05 estao destacados em vermelho.

4.4 Box plot dos valores de expresséao relativa (RQ) do hsa-miR-486-5p, comparando-se
controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.
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p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc < 0.05 estdo destacados em vermelho.
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4.5 Box plot dos valores de expressao relativa (RQ) do hsa-miR-886-5p, comparando-se
controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.
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p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc < 0.05 estao destacados em vermelho.

4.6 Box plot dos valores de expressao relativa (RQ) do hsa-miR-1182, comparando-se
controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.
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p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc < 0.05 estéo destacados em vermelho.
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4.7 Box plot dos valores de expresséao relativa (RQ) do hsa-miR-1274a, comparando-se
controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.
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p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc < 0.05 estao destacados em vermelho.
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ANEXO 5: Genes alvos utilizando tecido em FFPE
5.1 Box plot dos valores de expressao relativa (RQ) do gene SYT1, comparando-se
controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.

T T T T

controle caso 2a 2b
p= 0.09 p=0.114
pe=0.36 pec= 0.456
L |
T
p= 0.06
pe=0.24
L |
T
p=04
pe=1

p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc < 0.05 est@o destacados em vermelho.

5.2 Box plot dos valores de expressao relativa (RQ) do gene PAFAH1B1, comparando-se

controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.
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p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc < 0.05 estéo destacados em vermelho.
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5.3 Box plot dos valores de expressao relativa do gene SLC1A2, comparando-se controle

x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.
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p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc < 0.05 estao destacados em vermelho.

5.4 Box plot dos valores de expressao relativa (RQ) do gene GAS7, comparando-se

controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.
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p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc <

0.05 estao destacados em vermelho
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ANEXO 6: Genes alvos utilizando tecido FF
6.1 Box plot dos valores de expressao relativa (RQ) do gene SYT1, comparando-se
controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.
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p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc < 0.05 estao destacados em vermelho.

6.2 Box plot dos valores de expressao relativa (RQ) do gene MAP4K3, comparando-se

controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.
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p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc < 0.05 estdo destacados em vermelho.
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6.3 Box plot dos valores de expressao relativa (RQ) do gene

controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.

GAS7, comparando-se
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p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc < 0.05 estéo destacados em vermelho.

6.4 Box plot dos valores de expressao relativa (RQ) do gene JAG1, comparando-se

controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.
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p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc < 0.05 estdo destacados em vermelho.
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6.5 Box plot dos valores de expressao relativa (RQ) do gene NOTCH1, comparando-se

controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.
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p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc < 0.05 estéo destacados em vermelho.

6.6 Box plot dos valores de expressao relativa (RQ) do gene PAFAH1B1, comparando-se

controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.

- |
@ 7] I
o
2 4
wn
oI
(i
o
2
e =
. I
— H
a | — .
T T T T
controle caso 2a 2b
p= 07619 p= 04
pc =1 pc =1
L
T
p= 04
pc =1
1 |
T
p= 08571

p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc < 0.05 estdo destacados em vermelho
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6.7 Box plot dos valores de expressao relativa (RQ) do gene SATB2, comparando-se

controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.
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p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc < 0.05 estao destacados em vermelho

6.8 Box plot dos valores de expressao relativa (RQ) do gene SEMA4C, comparando-se

controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.
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p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc < 0.05 estdo destacados em vermelho
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6.9 Box plot dos valores de expressao relativa do gene SLC1A2, comparando-se controle

x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e controle x 2b.
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p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc < 0.05 estao destacados em vermelho

6.10 Box plot dos valores de expressao relativa (RQ) do gene DROSHA, comparando-se

controle x caso (2a e 2b); 2a x 2b; controle x 2a e ¢ ontrole x 2b.
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p = p-value; pc= p-value corrigido por Bonferroni. Valores de pc < 0.05 estao destacados em vermelho
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