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s

Wistar audiogenic rat (WAR) é um modelo genético de epilepsia de crises
audiogénicas desencadeads apés alta intensidade de estimulacdo sonora. Outro
modelo genético recentemente identificado é o da epilepsia generalizada com
crises de auséncia (GEAS). O objetivo do presente estudo foi caracterizar o perfil
de expressao génica destas duas cepas através de uma analise em larga escala.
Para os estudos de expressdao foi utilizada inicialmente a tecnologia de
microarranjos seguida da validagdo dos resultados por técnica quantitativa de
PCR em tempo real. Os resultados foram analisados em ambiente R, utilizando os
pacotes AFFY e RankProd do bioconductor, utilizando o algoritmo MAS 5 os array
foram normalizados e calculou-se a intensidade do sinal e a deteccao (presenca
ou auséncia de expressao). Apbés a deteccado, os transcritos que estavam
ausentes foram removidos. Para a analise estatistica foi utilizado o teste
RankProd, que ¢€ biologicamente projetado para testar e detectar genes
diferencialmente expressos em experimentos de microarranjos. Foi utilizado um
valor de p < 0,01 e pfp < 0,05, a fim de considerar os transcritos diferencialmente
expressos.

No geral, nossos resultados mostram uma assinatura molecular similar nos dois
modelos de ratos genéticos analisados. Houve uma sobreposicdo na lista de
genes diferencialmente expressos encontrados em ambos os modelos, quando
comparado com controles. Além disso, descobrimos que duas importantes vias
moleculares  para  epileptogénese:  neurotransmissdo  GABAérgica e
potencializacdo de longo prazo pés-sinaptica NMDA-dependente, foram
encontrados em ambos os modelos, quando combinamos os dados dos animais
WAR e GEAS. No entanto, algumas diferencas nas vias de sinalizacdo expressas
nos dois modelos também foram identificadas. Portando os resultados mostram
claramente a natureza heterogénea e complexa dos mecanismos moleculares

envolvidos na epileptogénese.
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Wistar audiogenic rat (WAR) is a genetic epilepsy model susceptible to audiogenic
seizures, after high-intensity sound stimulation. Another genetic model we have
recently identified is the generalized epilepsy with absence seizures (GEAS) rat.
The aim of the present study was to characterize and compare the genetic profile
of these two strains using gene expression analysis.

Experiments were performed initially using microarray technology followed by
qguantitative real-time PCR. Results were analyzed in R environment using the Affy
and RankProd packages from Bioconductor, using the algorithm MAS 5 we
normalized the arrays and calculated the signal intensity and the detection
(presence or absence of expression), after the detection, transcripts which were
absent in all samples were removed. For statistical analysis we used the Rank
Product test, which is biologically motivated and designed to test and detect
differentially expressed genes in replicated microarray experiments. This is a
simple non-parametric statistical method based on ranks of fold changes. We used
a p-value < 0.01 and a pfp < 0.05 in order to consider a given transcript to be
differentially expressed

Overall, the results show a different molecular signature in the two genetic rat
models analyzed, since different enriched gene ontology categories were found.
However, there was some overlap in the list of genes differentially expressed found
in both models when comparing to controls. In addition, we found that two
important molecular pathways for epileptogenesis: GABAergic neurotransmission
and: Neurophysiological process NMDA-dependent postsynaptic long-term
potentiation in CA1 hippocampal neurons, were found to be present in both models
when combining data from WAR and GEAS animals.

In conclusion, our results clearly show the heterogeneous and intricate nature of
the molecular mechanisms involved in epileptogenesis as well as the importance of
studies looking at different regulatory pathways at once, in order to better

appreciate this complexity.
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1. Epilepsia.

As epilepsias formam um grupo de doencas neurolégicas crbnicas
decorrentes de alteracbes das funcdes cerebrais associadas ou ndo a outras
doencas neurolégicas. Devido a grande variedade de manifestacées clinicas,
etiologias, gravidade e prognéstico sugere-se que sejam tratadas como um grupo
de doengas ou sindromes e ndo como uma entidade clinica homogénea. No
entanto, a caracteristica comum a todas as sindromes epilépticas é a ocorréncia
de crises epilépticas, as quais sdo causadas por descargas neuronais anormais
excessivas que ocorrem de forma passageira, sincronica e desorganizada das
células nervosas, resultantes da movimentacdo i6nica através da membrana
neuronal, levando a manifestacdes clinicas dependentes da regido (ou regides) do
sistema nervoso central afetada(s) (1; 2). Mdltiplas crises em um periodo de 24
horas ou um episddio de status epilepticus sédo considerados eventos isolados (3).

Ha varias causas para a ocorréncia de crises epilépticas, como disturbios
metabdlicos, traumas cranioencefalicos, estados febris, defeitos genéticos,
malformagbes  corticais entre  outras. Destacam-se as  epilepsias
estruturais/metabdlicas e as malformacées de desenvolvimento cortical que
constituem as maiores causas de epilepsia na infancia (4). Sendo que as
epilepsias apresentam grande prevaléncia, afetando aproximadamente 1% da

populacdo geral (5), deste total, 25% de todos os pacientes ndo respondem a
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nenhum tipo de terapia e apresentam mortalidade 2 a 3 vezes maior que a
populagao geral (6).

Alguns pacientes apresentam tipos peculiares de crises epilépticas, sendo
que estas podem ser causadas por fatores internos como, estresse, febre, ciclo
menstrual e fadiga e fatores externos como, excesso de alcool, calor, flash de
luzes e estimulo sonoro (musica, melodia particular, toque do telefone e/ou sino)
(7; 8; 9; 10; 11; 12; 13; 14; 15; 16; 17). Ha muitos casos de pacientes que
desenvolveram crises apds ouvirem sinos de igreja (18). Este tipo peculiar de
epilepsia causado por musica € chamado de epilepsia musicogénica (19), é
possivel que as areas cerebrais responsaveis pelo processamento musical
possam estar envolvidas com a propagacdao das crises e as areas corticais
também podem estar relacionadas (17).

Epilepsia musicogénica tem a prevaléncia de 1:10000000 na populacao
mundial, é classifica com uma forma complexa rara de epilepsia reflexa pela Liga
Internacional contra a Epilepsia (/nternational League Against Epilepsy, ILAE)
(20). Existem pacientes que podem apresentam crises de acordo com o estilo
musical (jazz, classica, popular), instrumental (piano, flauta), melodias com
conteudo emocional (21). Estudos mostram que as areas cerebrais afetas sao as
regides do lobo temporal, giro de Heschl, cértex insular e lobos frontais (22; 23;
24).

Crises de auséncia sdo um dos tipos mais comuns de crises observadas
em pacientes com epilepsia generalizada idiopatica, ocorrendo em um numero de

diferentes sindromes, em especial as epilepsias de auséncia infantil (EAI),
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epilepsia auséncia juvenil (EAJ) e epilepsia mioclénica juvenil (EMJ) (25). As
crises de auséncia sdo caracterizadas por episédios recorrentes ndo convulsivos
de perda da consciéncia e da capacidade de resposta, normalmente
acompanhada por manifestagbes motoras sutis, mas sem perda do ténus postural
(26).

A auséncia infantil representa 8% das epilepsias em criangas na idade
escolar; antecedentes familiares estdo presentes em até 44% das descri¢cdes
publicadas. Segundo Loiseau (27), esse grupo deveria estar associado a epilepsia
com as seguintes caracteristicas clinicas: 1) iniciar-se antes da puberdade, ocorrer
em criangas até entdo normais; 2) predominio no sexo feminino; 3) embora
auséncias tipicas devem ser o primeiro tipo de crise, o diagndstico também inclui
convulsdes febris; 4) crises de auséncia rapidas, com duragdo de menos de 15
segundos; 5) muito frequentes, comprometendo a consciéncia; 6) abertura ocular;
7) interrupcao de atividades acompanhadas em geral por alguns automatismos e
discretas mioclénias palpebrais e dos membros superiores. Entretanto, em 40%
dos casos a partir da adolescéncia ocorrem crises ténico-clénicas generalizadas,
isoladas ou associadas as auséncias. Wirrel et al. (28) analisaram o prognostico
ao longo de 6 a 22 anos em 81 criancas com esse tipo de epilepsia e concluiram
que 65% dos pacientes apresentavam remissdao. Nos demais pacientes ocorre
dificuldade cognitiva por ocasido do diagndstico, estado de mal de auséncia antes
ou durante o tratamento e desenvolvimento de crises tdnico-clénicas

generalizadas ou apenas mioclonicas apds o inicio da terapéutica.
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A epilepsia com auséncia juvenil inicia-se entre 7 e 16 anos e acomete
ambos 0s sexos, ocorrendo em geral ao despertar, comprometendo a consciéncia.
Tais crises acompanham-se de mioclénias, mas sdo raras as crises ténico-
clénicas generalizadas (29; 30). Essa forma de epilepsia ndo apresenta remissao,
porém as auséncias melhoram com a idade no que se refere ao comprometimento
da consciéncia, duracao e frequéncia (30).

A epilepsia miocldnica juvenil compreende 10% das epilepsias e cerca
de 25% dos pacientes tém antecedentes familiares da sindrome (31; 27; 25). Essa
forma de epilepsia caracteriza-se por mioclénias ao despertar, acompanhadas de
crises tonico-clénicas generalizadas e auséncias, surgindo por volta dos 12 aos 17
anos. Tais crises sao tipicamente precedidas por mioclénias, intensas e bilaterais.
As auséncias sdo breves e apresentam-se como lapsos da consciéncia, podendo
ocorrer  fotossensibilidade clinica e eletrencefalografica. Os  fatores
desencadeantes dessas crises incluem privacao do sono, despertar, fadiga, alcool

e fotossensibilidade.

2. Modelo experimental.

A utilizacdo de modelos experimentais de epilepsia tem contribuido para um
melhor entendimento da fisiopatologia das epilepsias seja in vitro quanto in vivo.
Nos modelos animais, geralmente, sdo necessarios pelo menos dois fatores

combinados para a ocorréncia de crise. O primeiro € uma predisposicdo genética
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determinada, cuja origem pode estar relacionada a uma anormalidade dos
neurotransmissores associados com o0s sistemas colinérgico, catecolaminérgico,
serotoninérgico e/ou aminodcidos, o segundo fator, também chamado de iniciador,
incluem estimulos do meio ambiente tais como: luz intermitente, som, hipertermia,
infecgbes, alteracbes neuroquimicas enddgenas ou um desequilibrio hormonal
(32).

Portanto, para o aparecimento de uma crise epiléptica, em modelos
geneéticos, € necessaria uma predisposicao inata a crise, em alguns casos essa
predisposicdo € somada a um ou mais iniciadores exdgenos ou endogenos.
Dentro desse modelo é possivel que um animal/individuo nunca venha a sofrer
uma crise epiléptica devido i) a falta de predisposicao (genética) ou ii) do(s)

estimulo iniciador (es) (33).

2.1. Crise audiogénica.

A cepa de ratos WAR (Wistar Audiogenic Rats) descrita por Garcia-
Cairasco e colaboradares, (34), teve sua linhagem estabelecida através de
selecdo genética para crises audiogénicas em uma colonia de ratos Wistar, que

apresentaram ratos sensiveis aos estimulos sonoros, e tem sido amplamente
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caracterizada comportamentalmente e eletrofisiologicamente tanto durante a
ocorréncia de crises convulsivas agudas quanto cronicas. Nesses animais, apés
um estimulo sonoro de alta intensidade (120 dB SPL) ocorre uma crise convulsiva
do tipo tonico clénica generalizada seguida por espasmos clénicos (35; 36; 37; 38;
39). Entretanto, ainda pouco se conhece a respeito das alteragdes genético-
moleculares envolvidas com a susceptibilidade (predisposi¢cdo genética) a essas
crises.

Além da linhagem WAR, existem outros modelos animais de crises
audiogénicas desenvolvidas através de selecado genética descritos na literatura. A
primeira descricdo de modelos desse tipo foi estabelecida por um grupo de
pesquisa soviético em 1920 onde desenvolveram a linhagem Krushinsky-
Molodkina derivado da linhagem Wistar (40). Na década de 50 outra linhagem foi
desenvolvida por um grupo americano (41) e em 1980 em Strasbourg, Franga,
apresentou outra cepa de animais com crises audiogénicas (42).

Quando submetidos a estimulacao sonora de alta intensidade os ratos WAR
apresentam crises do tipo tdénico-clénicas generalizadas, que se caracterizam por
episédios de corridas, pulos e quedas atdnicas, seguidas de convulsdo tbnica,
convulsdes clonicas parciais e generalizadas e espasmos clonicos, tais eventos
fazem parte das crises audiogénicas agudas. Apds a repeticdo continua dos
estimulos sonoros, novas areas do cérebro comegcam a ser integradas e os
animais passam a apresentar crises limbicas, (43). A inducao de crises limbicas
em animais normais mediante uso de estimulos elétricos sub-limiares,

administrados repetidamente por um periodo determinado de tempo denomina-se
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abrasamento ou kindling (44). Portanto usa-se o termo abrasamento para se
referir a evolugdo progressiva da gravidade das crises em resposta a
administragdo periodica e constante de um estimulo qualquer, inicialmente sub-
limiar (45).

No caso das crises audiogénicas agudas caracterizam-se pela participagao
de estruturas do tronco encefalico, tais como, o coliculo inferior (Cl), coliculo
superior (CS), substancia negra, formacdo reticular e substancia cinzenta
pariaquedutal (46; 47; 48; 49). Entre estas estruturas o Cl desempenha um
importante papel como ponto-chave para o inicio das crises (Fig. 1A), isto foi
demonstrado através de lesdes bilaterais no Cl, no lemnisco lateral (LL) e lesbes
atingindo a transicao entre o LL e Cl, estas, bloquearam completamente as crises
audiogénicas (49). Para corroborar essas hipéteses, Terra e Garcia-Cairasco, (50)
administraram micro-injecdes de NMDA (N-metil-D-aspartato) em animais
resistentes a este tipo de crise e antagonista do receptor de NMDA em animais
susceptiveis, ambas as micro-injecdes foram administradas no subnucleo do Cl, o
resultado desses experimentos demonstraram que 0s animais resistentes, os
quais receberam doses de NMDA, apresentaram crises de caracteristicas
audiogénicas apds estimulos sonoros e 0s animais susceptiveis que receberam
doses do antagonista do receptor NMDA tiveram bloqueio das crises. McCown e
colaboradores (51; 52) mostraram que estimulacéo elétrica no CIl foi capaz de
induzir crises de comportamento semelhante a animais com crises audiogénicas.
Ja o CS tem um importante papel na integracao das areas motoras e sensoriais na

linhagem audiogénica, pois apds transecgbes unilaterais no CS os WARs
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apresentavam redugao ou bloqueio de crises tonico-clénicas e j& com transecgbes
bilaterais, além disso, redugdo ou bloqueio das crises ténico-clénicas havia
também reducao dos episddios de corrida (36; 53; 54).

Apoés as varias repetigcdes de estimulos sonoros, de acordo com protocolos
especificos, se modificam a expressao motora e eletroencefalografica das crises
para um padrao de crises limbicas, também denominadas crises de lobo temporal
(55; 56; 57). Esta modificagdo na expressao motora ocorre concomitantemente ao
recrutamento de estruturas limbicas, como, amigdala, hipocampo e neocértex,
como mostra a Fig. 1B (36). Este recrutamento através de estimulagdes repetitivas
tem sido denominado de abrasamento audiogénico, devido a semelhanca de sua
manifestagdo comportamental ao estimulo elétrico da amigdala. Além disso,
observou-se que o recrutamento limbico for reavaliado com um novo estimulo
sonoro, apds dois meses de intervalo, observa-se permanéncia da fenomenologia
da crise limbica, dependente de rearranjos na amigdala, cortex piriforme e
perihinal (neocortex), assim, o abrasamento audiogénico constitui um modelo de

crise parcial complexa (43).
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Figura 1. Recrutamento das estruturas cerebrais durante as crises agudas e abrasamento
audiogénico. Durante uma simples crise audiogénica (A) inicia-se no Cl e propaga para outras
estruturas do tronco encefdlico e as descargas propagam fracamente para a amigdala através do
ndcleo geniculado medial. Durante o abrasamento (B) mostra o recrutamento de outras estruturas

limbicas (58).

As crises epilépticas podem ser geradas por um desequilibrio entre a
excitacdo e a inibicdo neuronal, onde glutamato e GABA (acido gama-
aminobutirico) assumem um papel importante. Neste contexto, ha a hipotese de
que possa haver um aumento na ativagdo da via que utiliza o glutamato como
neurotransmissor e/ou uma diminuicdo na via que utiliza o GABA como
neurotransmissor (6). O GABA € o principal neurotransmissor inibitorio presente
em estruturas cerebrais superiores e aproximadamente 40% de todas as sinapses
cerebrais dos vertebrados sdo GABAérgicas (59; 60). O receptor GABAA possui
além dos sitios de ligacdo para o GABA e seus agonistas e antagonistas diretos,
sitios alostéricos para drogas GABAérgicas. Apesar deste receptor promover
rapida e potente inibicdo dos neurbnios pds-sinapticos, essa propriedade parece
depender do sitio de acdo e da fase do desenvolvimento e maturacdao do SNC.
Assim, em certas situacbes, a ativacdo dos receptores GABAA pode levar a
despolarizacdo neuronal no lugar de promover hiperpolarizagdo, mostrando que o
GABA também pode ter atividade excitatoria (61; 62).

Contudo uma diminui¢ao na inibicdo mediada por GABA leva a um aumento

da excitabilidade podendo levar ao aparecimento de uma atividade epiléptica, e
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através de estudos eletrofisiolégicos em cultura primaria de neurbnios de
hipocampo, demonstrou-se uma reduc¢do nas correntes inibitorias GABAérgicas e
0s niveis de correntes excitatorias glutamatérgicas mantiveram-se normais nos
neurdnios de WARs, além disso o tempo de ativagdo é significativamente mais
rapido, esse € um importante achado relacionado com a epileptogénese no
modelo WAR, assim, essa reducdo pode estar relacionada tanto a uma
modificacdo enddgena poés-sinaptica no receptor GABAA, ou uma reducdo na
densidade de subunidades especificas deste receptor (38).

Através da analise dos transcritos de um dos receptores de glutamato, o
AMPAR, Gitai e colaboradores, (39), mostraram que o0s niveis de transcritos da
subunidade GluR2-flip, deste receptor de glutamato, estdo aumentados no
hipocampo de WARs submetidos a crises audiogénicas agudas e crénicas quando
comparados com WARs que ndo passaram por estimulo sonoro e Wistar
resistentes, além disso, verificou-se que este aumento ocorre significativamente
apenas na regidao CA1 da formacao hipocampal, podendo contribuir para uma
maior excitabilidade neuronal, sendo o glutamato um importante neurotransmissor

excitatorio.

2.2. Crise de auséncia.

Dentre os modelos de epilepsia espontanea de crise de auséncia destaca-

se 0 modelo desenvolvido por Marescaux e Vergnes (63), ratos de Strasbourg ou
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GAERS. Esses autores buscavam desenvolver um modelo experimental para crise
epiléptica parcial quando verificaram que 30% dos ratos Wistar controles da cepa
em estudo apresentavam espontaneamente complexo espicula-onda, sincronos e
bilaterais, com frequéncia média de 9+0,5 Hz (7-11 Hz) e duragdo de 17+10
segundos (faixa de 0,5 a 75 segundos). Durante a crise os ratos permaneciam
imoveis, com olhar fixo, apresentando frequentemente nistagmo e clonia facial.
Segundo esses autores as crises se iniciam no tdlamo lateral e posteriormente
aparecem no cértex e, se bem que com menor amplitude, no estriado. Os fusos de
sono e o0 complexo espicula-onda sado recrutados no talamo lateral e a
sincronizagdo do circuito talamo-cortical no nucleo reticular talamico, formando a
base dessas oscilagdes ritmicas. Nao foram registradas crises no nucleo mediano
e no anterior, que estdo conectados com estruturas limbicas e o hipotalamo e
estdo envolvidos nas emocdes e em funcdes viscerais (63). O hipocampo, a area
septal, a amigdala, o giro cingulo e o cértex piriforme nao participam da crise
epiléptica desses animais (64). A origem da espicula-onda é uma heranca
autossémica dominante, o que possibilitou isolar e manter uma colénia com 100%
de ratos com esse tipo de crise (63).

Além do modelo descrito acima, hd a cepa de ratos WAG/Rij (Wistar Albino
Glaxo/Rijswijk) (65; 66) que apresenta semelhangas com a epilepsia de auséncia
de humanos quanto aos paroximos eletroscilograficos e correlatos clinicos (67;
68). Os animais adultos dessa linhagem apresentam surtos espontdneos de

complexos espicula-onda com frequéncias de 7 a 9 Hz aproximadamente, duragéo
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média de 5 segundos cada surto durante a vigilia relaxada e sono sincronizado,
além disso, esta cepa é obtida por cruzamento endogamicos e a heranga genética
é determinada por gene autossémico recessivo (69; 70).

Outro modelo de crise de auséncia € a cepa identificada pela Profa. Dra
Angela Valle da Universidade de S&o Paulo-USP, nesses animais as crises
espontaneas de caracterizacdo fenomenolégica sugestiva de crises de auséncia
sdo acompanhadas por completa imobilidade e duragédo, que varia de 2 a 30
segundo, em alguns casos tais crises duraram mais de 90 segundos (Valle, em
preparacdo). Concomitantemente com esses aspectos comportamentais, 0s
registros eletrencefalograficos apresentaram complexos espicula-onda que
oscilam na faixa de 7 Hz em varias regides do encéfalo, discrepando dos demais
modelos conhecidos porque os surtos de espicula-onda ocorrem n&o s6 em areas
corticais e no talamo como também no hipocampo, cerebelo e nucleo reticular oral
da ponte (71; 72; 73). A similaridade dos aspectos comportamentais e
eletrofisiol6gicos observados com os achados clinicos existentes leva a acreditar
que se trata de animais com epilepsia generalizada do tipo auséncia (generalized
epilepsy with absence seizures, GEAS), muito embora existam algumas
caracteristicas espécie-especificas.

Esta cepa de ratos mantida no Departamento de Patologia da Escola de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, GEAS como referido acima, é
espontaneamente epilépticos, com potenciais epileptogenos e complexos
espicula-onda surgindo ndo somente no neocdértex e varios nucleos talamicos mas

também nos campos CA1 e CA3 do hipocampo, no cortex cerebelar e até no
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nucleo reticular oral da ponte, fenbmenos esses inteiramente novos em fisiologia

da epilepsia, humana ou experimental (71; 72; 73).

3. Analise de Expressao em Larga Escala.

Ha muitas maneiras de verificar os niveis de expressao génica, incluindo
northen-blot, analise serial da expressdo génica (SAGE) e RT-PCR, porém estas
técnicas sdo inadequadas para os estudos de expressdo de varios genes
simultaneamente. O SAGE € baseado no sequenciamento de regides especificas
de fragmentos de cDNA e apresenta algumas limitagcbes como, necessidade de
marcadores especificos de sequéncias de RNAm e de sequenciamento de um
nuamero elevado de tags (sequéncias pequenas do genoma) para 0 monitoramento
de genes raramente expressos. O monitoramento dos perfis de expressao génica
usando microarranjos de DNA permite a andlise da expressdo de milhares de
genes ao mesmo tempo (74). Essa tecnologia tem sido aplicada com sucesso
para avaliar diferentes processos celulares e teciduais em modelos animais e
humanos, incluindo o sistema nervoso central (75; 76; 77; 78). A disponibilidade
comercial de laminas contendo microarranjos de alta-densidade permitiu um
ganho significativo na qualidade, sensibilidade e reprodutibilidade dos dados
obtidos permitindo a detec¢cdo de pequenas alteracdes na expressao génica que

se traduzem em significantes fenétipos celulares e teciduais.
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4. Justificativa.

Diante dos poucos estudos moleculares da linhagem WAR e de ndo haver
estudo de expressdo da cepa GEAS, a analise do perfil global de expresséo
génicaé a melhor alternativa para caracteriza-los do ponto de
vista molecular. Com esta analise € possivel identificar genes e vias metabdlicas
mais ativadas e se existe vias comuns entre esses modelos distintos,
assim auxiliando na elucidacdo dos mecanismos envolvidos na predisposicédo a

epilepsia nesses dois modelos.
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1. Obijetivo Geral

Caracterizar e comparar o perfil de expressao génica em dois modelos

animais genéticos de epilepsia: 0 modelo de crise audiogénica (WAR) e o modelo

de crise generalizada do tipo auséncia (GEAS).

2. Objetivos Especificos

e Realizar andlise de expressdo em larga escala utilizando a tecnologia de
microarranjos, definindo assim o perfil de expressdo nos dois modelos

animais estudos.

e Validar os resultados obtidos por PCR em tempo real, identificando vias de

sinalizacao relevantes, presentes nos modelos WAR e GEAS.
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1. Animais

Os ratos (Rattus norvegicus) da linhagem WAR e os controles Wistar sao
mantidos no Departamento de Fisiologia e Biofisica ICB — UFMG - MG em
condi¢des controladas de iluminagdo com ciclos de 12hrs luz/escuro, com acesso
a comida e agua. Os ratos que apresentam crises espontaneas do tipo de
auséncia (GEAS) sdao mantidos no Departamento de Patologia da Escola de
Medicina — USP - SP nas mesmas condigdes citadas acima. A cepa WAR esta na
geracao F80 de cruzamentos endogénicos e a cepa GEAS esta na F20. Todos os
experimentos tiveram a aprovacao do Comité de Etica em Experimentacdo Animal

da UFMG e da USP (Anexo).

2. Avaliacao comportamental

Os animais da linhagem WAR foram submetidos a estimulagdo sonora de
alta intensidade (120 dB) com o inicio da crise até no maximo 1 minuto apds o
estimulo. O teste foi realizado 3 vezes, 1 vez por semana (screening), aos 70, 74 e
78 dias de idade. Para essa andlise foi utilizado como controle ratos da linhagem
Wistar que nédo apresentam crise audiogénica com mesma idade dos animais
experimentais e estes foram submetidos exatamente aos mesmos testes que os
animais WARs e foram selecionados os ratos Wistar que ndo apresentaram
nenhuma resposta ao estimulo sonoro e os WARs IS > 0.85 em todos os trés

testes do screening.

35



As crises audiogénicas agudas se caracterizam por episodios de corridas,
seguidos de convulsdo tonica, convulsdes clénicas parciais ou generalizadas e
espasmos clonicos (43). A gravidade das crises foi avaliada pelo indice de
severidade (IS), de acordo com a metodologia previamente descrita por Garcia-
Cairasco e Sabbatini, (35) e posteriormente aprimorada por Garcia-Cairasco et al.,
(57).

Os animais com crise de auséncia (GEAS) foram identificados a partir de
registros eletroscilograficos a partir dos cinco meses de idade. O registro foi
realizado através da implantacdo de eletrodos bilateralmente nas areas corticais
frontais, parientais-somestésicas e occiptais, nos campos CA1 do hipocampo e
nucleos taldmicos da linha média e intralaminares. A série de registros iniciou
geralmente no sétimo dia apds a implantagdo dos elétrodos. Os registros foram
realizados com eletrencefalografos Nihon-Kohden de 21 canais, acoplados a um
sistema digital de aquisicdo de dados LINX, com programa de conversao
analdgico-digital. Para o registro os ratos foram colocados em uma gaiola de
Faraday metdlica e por intermédio de um soquete macho os elétrodos foram
conectados ao painel de entrada do eletrencefalégrafo. Os primeiros 30 minutos
de permanéncia na gaiola foram destinados a sua adaptacdo ao novo ambiente.
Os eletroscilogramas foram registrados com sensibilidade de 50 uV e filtros na
faixa de frequéncias entre 0,5 Hz e 70 Hz e amostragem de 256 pontos por
segundo para aquisicao digital. A duragao do registro foi de 4 as 6h, o suficiente
para se adquirir uma boa amostragem dos eletroscilogramas de todas as fases do

ciclo vigilia-sono. Os animais com crise de auséncia apresentaram descargas em
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cerca de 7 Hz. Os controles foram ratos da cepa Wistar e estes animais passaram
pelos mesmos procedimentos dos animais GEAS comprovando que estes animais

nao apresentam crises de auséncia.

3. Analise de Expressao em larga escala

Os animais apo6s passarem pelos procedimentos de identificacdo da
susceptibilidade as crises audiogénicas descritos acima, foram separados em dois
grupos: Wistar controle (ndo suscetivel), n=5 e grupo WAR (suscetivel), n=5, os
quais tiveram o cérebro dissecado e as seguintes regides separadas para o
procedimento de extracdo de RNA: hipocampo e placa quadrigémea (Cl e CS). Os
animais com crises de auséncia que passaram pelos procedimentos de
identificacdo citados acima e apresentaram complexos espicula-onda com
frequéncia de aproximadamente 7 Hz tiveram o cérebro dissecado e os tecidos
separados foram: cortex somestésico e hipocampo de animais Wistar (controles) e
GEAS (n=5). Os tecidos foram imediatamente imersos em RNA later (Ambion) e
trazidos para o Laboratério de Genética Molecular da UNICAMP e armazenados a
-80° C. Procedimento semelhante foi realizado para os ratos GEAS, que tiveram
seus hipocampos e cortex somestésico retirados apds a constatacdo da
suscetibilidade espontanea a crises.

As amostras foram retiradas do RNA later (Ambion) e imediatamente

maceradas em tubos de 1,5 ml com 500 ul de TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA,
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EUA) e depois foram acrescentados 500 ul do reagente e a extragdo do RNA foi
segundo o protocolo recomendado pelo fabricante (1ml do reagente para cada
100mg de tecido). A concentracdao do RNA total extraido de cada amostra foi
aferida por densidade Optica através da espectroscopia e a qualidade do RNA
checada por eletroforese em gel de agarose.

Seguindo recomendacao da fabricante Affymetrix™ as amostras de RNA
total foram purificadas adicionando-se 1:10 do volume de acetato de s6dio 3M (pH
5,2) e 2,5 vezes o volume de etanol 100%. Em seguida, foram homogeneizadas e
incubadas a -20°C durante uma hora. Apds incubacdo, as amostras foram
centrifugadas por 20 minutos a 4°C a 12000 G, com posterior remogéo do
sobrenadante, acréscimo ao pellet de 1 mL etanol 80% e nova centrifugacao por
10 minutos a 4°C a 12000 G, repetindo-se este procedimento duas vezes. Logo
apoés retirou-se 0 sobrenadante deixando evaporar todo residuo de etanol.

Finalmente, ressuspendeu-se o pellet em 10 yL agua livre de RNAse

4. Sistema Affymetrix

Para este estudo foram utilizados os chips GeneChip® Rat Genome 230
2.0 Array, que contém 31042 transcritos de modo a cobrir todo o genoma. As
sequéncias de cada array sao derivadas dos bancos de dados GenBank®, dbEST
e RefSeq. Os dados completos, incluindo anotagdes das sequéncias e dos genes

podem ser adquiridos no NETAFFXTM (www.affymetrix.com/analysis/index.affx).
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Além das laminas mencionadas, foram usados os kits 3’ IVT Express Kit Assay e
Hybridization, Wash and Stain para a obtencdao do cDNA, aRNA, marcacao,
hibridizacdo, detecgéo e lavagem. A leitura dos chips sera através do GeneChip

Scanner 3000.

4.1 Preparacao dos Alvos

Sintese da primeira fita de cDNA: Prepara-se uma solugcao contendo RNA
total (variavel de 500 ng — 50 ng) e controle de Poly-A RNA (2 uL), ajusta-se para
um volume final de 5 L com agua DEPC, apds a preparacao dessa solucao
acrescenta-se 4 uL de First-Strand Buffer Mix e 1 yL First-Strand Enzyme Mix e
incubar por 2 horas a 42°C.

Sintese da segunda fita cDNA: Adiciona-se ao produto da primeira sintese,
5 uL de Second-Strand Buffer Mix, 2 uL Second-Strand Enzyme Mix e 13 pL agua
DEPC. Incuba-se por 1 hora a 16°C seguido por 10 minutos a 65°C.

Transcrigéo in vitro e sintese do aRNA: Adiciona-se ao cDNA os reagentes,
IVT Biotin label (4 uL), IVT Labeling Buffer (20 pyL) e IVT Enzyme Mix (6 uL).
Incubar a 40°C por 16 horas.

Purificacdo do cRNA: Adiciona-se 10 uL de RNA Binding Beads e 50 pL de
aRNA Binding Buffer Concentrate a solugdo de aRNA, transfere-se as amostras
para uma placa e acrescenta-se 120 pyL de etanol agitando-se por 2 minutos a
300-500 RPM, apds isto move-se para uma placa magnética para a captura das

beads magnéticas por 5 minutos. Retira-se o sobrenadante e acrescenta-se 100
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ML de aRNA wash solution em cada amostra agitando por 1 minuto a 700-900
RPM, repete-se este passo duas vezes, logo apOs retira-se o sobrenadante
agitando a placa por 1 minuto a 1000-1200 RPM para evaporar qualquer residuo
de etanol. Adiciona-se 50 pL pré-aquecido (50-60°C) de aRNA Elution Solution em
cada amostra agitando por 3 minutos a 1000-1200 RPM, apds esta etapa, incuba-
se na placa magnética por 5 minutos para que haja a captura das beads
transferindo o sobrenadante para novos tubos.

Apés estes passos, deve-se fazer a mensuragao da absorbancia a 260nm e
280nm para se determinar a concentragédo e a razao A260:A280, que deverd ser
maior que 1:8.

Fragmentagdo do cRNA: Prepara-se uma reagéo de 15 pg de aRNA, 5x
tampdo fragmentagdo (8 pL) e completa-se o volume com &gua livre de

nucleotideos para 40 pL. Incuba-se 94°C por 35 minutos.

4.2 Hibridizacao e Deteccao

Hibridizag&o: Prepara-se uma reagdo com volume final de 250 pl contendo:
aRNA fragmentado (12,5 jg), oligonucleotideo B2 (4,5 uL), controles de
hibridizagao (20 uL), DMSO (25 uL), tampao de hibridizacdo 2x (125 pL) e agua
DEPC (50 pL). Aquece-se por 5 minutos a 99°C. Incuba-se o array com o tampéo
de hibridizacdo por 10 minutos 45°C. Transfere-se a reag¢ao incubada a 99°C para
um bloco a 45°C por 5 minutos. Remove-se 0 tampéao do array e hibridiza-se com

a solucao em forno de hibridizacao por 16 horas a 45°C em rotacédo de 60 rpm.
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Lavagem e Deteccdo: Remove-se a solugédo do array e completa-se volume
com tampao de lavagem. Prepara-se 600 yL de Stain Cocktail 1 e 2, e 800 yL de
Stain Cocktail 3. Estas solucdes devem ser colocadas na estacao fluidica como

indicado pelo manual do fabricante para lavagem e deteccéo.

4.3. Aquisicao de imagem e analise dos dados

As imagens de cada array foram adquiridas com o GeneChip Scanner
3000. O processamento de dados foi feito usando o algoritmo MAS 5.0 da
Affymetrix, apos isto, foi feito em ambiente R com pacotes Affy e RankProd do
Bioconductor a avaliacdo da diferenca de expresséao, foi considerado significativo
valores de p<0,01 e pfp<0,05. A correlacdo e a interacdo de vias foram
identificadas com o programa MetaCore (Thomson Reuters®, New York, EUA) .
Este programa baseia-se na identificagdo dos genes diferencialmente expressos e
respectivos valores de fold change para gerar hipéteses das interacdes entre as
moléculas e vias de sinalizacdo ativas ou inativas, fornecendo informacédo do

contexto biol6gico das amostras analisadas.

5. Validacao dos resultados por PCR em Tempo Real

Para validar os resultados encontrados pela analise de expressao em larga

escala, utilizamos a técnica de PCR em tempo real que esta descrita abaixo.
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Foram escolhidos genes para os quais foi detectada uma expresséo diferencial
significativa e que, além disso, apresentam fungéo biolégica relevante no processo
de epileptogénese. Para a validagdo foram utilizadas as mesmas amostras usadas
nos experimentos de microarranjo. Além disso, foi utilizado para essa analise um

grupo de cinco animais WAR que nao passaram pela estimulagéo sonora.

5.1. Sintese do cDNA

A sintese de DNA complementar (cCDNA) necesséria para os experimentos
de PCR em tempo real foi realizada utilizando 3,5U da enzima High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, EUA). Um
micrograma de RNA total 250 ng de oligos randémicos, 2 yL de Tampao, 1 pL de
dNTP mix (10 mM) e agua para um volume de 14 pL, sendo as amostras
incubadas a 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos e 85°C por 15 minutos. O

cDNA foi estocado a -20°C.

5.2. Protocolo de PCR em tempo real

As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas pelo sistema
TagMan™ (Applied Biosystems, Foster City, EUA), que é constituido por um par
de primers e uma sonda marcada com um fluor6foro. Foram utilizados ensaios

dSM

otimizados e validados (Assays-on-Deman - Applied Biosystems) para os
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genes de interesse presentes em vermelho da tabela 2-4, os quais a empresa
mantém em sigilo a sequencia dos iniciadores. As sondas foram marcadas com o
fluoréforo FAM. O gene escolhido como controle endégeno para normalizar a
expressao dos genes de interesses nas diferentes amostras foi 0 Gdi2, a escolha
deste gene foi através de uma ferramenta desenvolvida pelo grupo de
bioinformatica do laboratério, que analisa o desvio padrao relativo de cada gene
ou probeset em todo o experimento (79).

Antes de se iniciarem o0s experimentos de quantificagdo relativa da
expressdo foi realizada a validagdo do sistema gene de interesse/controle
enddgeno, a fim de se verificar se as eficiéncias de amplificacdo de ambos os
genes sdo semelhantes e proximas a 100%. Esse passo € essencial para que o
controle enddgeno possa ser utilizado para normalizar os valores de expressao
relativa do gene de interesse. A validacao consiste na amplificacdo, tanto com os
primers do gene de interesse quanto do controle endégeno e dos cDNAs de
triplicatas de 7 concentragdes diferentes (diluicbes seriadas de 5 vezes) de uma
amostra escolhida aleatoriamente. Em seguida, foi construida uma curva padrao a
partir do logaritmo da concentracdo das amostras pelo Ct (Threshold Cycle: ciclo
em que cada curva de amplificacdo atravessa o limiar de deteccédo). Nessa curva
sdo obtidos os valores da inclinagdo (slope) da curva e da confiabilidade das
réplicas (R2). Dessa forma, a eficiéncia de um sistema é calculada através da
férmula: E = 10(-1/slope) -1.

Apbs o célculo das eficiéncias de amplificacdo do gene de interesse e do

controle endégeno foi construido um grafico de dispersdo, o qual tem por
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finalidade definir qual é a amplitude de concentragdes para as quais o sistema é
eficiente. Para a construgdo do grafico, sao utilizados os valores de logaritmo da
concentracdo das amostras no eixo X e a diferenca entre as médias do controle
enddgeno e as médias do gene de interesse para cada concentracdo no eixo Y. A
seguir, obtém-se uma linha de tendéncia para estes valores, a qual possui uma
equacao de reta na qual € possivel verificar o valor da inclinagao desta reta. Para
gue um sistema seja considerado eficiente, o valor da inclinagdo deve ser menor
que 0,1 (quanto mais préximo de zero for este valor, menor € a inclinagéo da curva
e, portanto, mais constante é a diferenca entre as médias dos Cts do gene de
interesse e do controle enddgeno). Os pontos no grafico, correspondentes as
concentragdes, que estiverem mais proximos a linha de tendéncia séo
considerados validados (o sistema tem 100% de eficiéncia nestas concentragdes).

Para a quantificagdo relativa do gene selecionado, as reagcées de PCR em
tempo real estdo sendo realizadas em ftriplicata a partir de: 6,25 yL de TagMan
Universal PCR Master Mix 2x, 0,625 yL da solugao de primers e sonda, 1,625 L
de agua e 4,0 pyL de cDNA (concentragdo de acordo com o experimento de
validagéo), sendo que no controle negativo, adicionara 4,0 uL de agua ao invés do
cDNA. As condicdes de ciclagem utilizadas serao: 50°C por 2 minutos, 95°C por
10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Os valores
da expressao génica relativa estdo sendo obtidos pela analise dos resultados no
programa 7500 System SDS Software (Applied Biosystems). As analises

estatisticas para a verificacdo da diferenga significativa na expressao do gene
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selecionado foi utilizado o teste Mann-Whitney—Wilcoxon, o qual é um teste nao

paramétrico, este foi realizado em ambiente R.

45



RESULTADOS

I I

N

46



1. Anadlise do perfil de expressao ¢génica dos animais epilépticos

comparados com controles Wistar

1.1. Normalizacao

A primeira etapa para andlise dos dados de microarranjo para expressao
diferencial é a realizagdo do pré-processamento, apos a aquisicado dos dados
brutos obtidos pelo escaneamento dos microarranjos, para isso foi utilizado o
algoritmo MAS 5.0 (Microarray Suite 5.0), o qual € um algoritmo estatistico usado
para avaliar a significancia dos dados e calculando o sinal através da diferenca
dos sinais perfect-match e mis-match, assim eliminado as hibridizagoes
inespecificas (80).

Os objetivos da etapa de pré-processamento de dados sao as corregdes do
background, seguida da normalizacao dos valores de expressdo dentro de cada
microarranjo e entre os microarranjos (para ajustar os valores de expressao pelos
microarranjos), removendo assim variantes da técnica e erros sistematicos, sem
alterar a variacado biol6gica dentro dos dados, assegurando assim que 0S
resultados apresentem altos niveis de acuracia. Para tanto sdo utilizados arquivos
*.CEL, ou seja, arquivos brutos gerados pela leitura do GeneChip Scanner 3000. A
tabela 1 apresenta o total de transcritos depois de realizada todas as etapas de
processamento e normalizagdo dos dados e excluidas as sondas que ndo foram

detectadas pelo algoritmo como nao expresso em todas as mostras. O algoritmo
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de deteccao considera a sonda como ndo expresso quando a diferenga entre

perfect-match e mis-match néo é significativo.

Tabela 1: Total de transcritos expressos em pelo menos uma amostra de cada
grupo: controle Wistar x WAR hipocampo; controle Wistar x WAR placa
quadrigémea; controle wistar x GEAS hipocampo; controle Wistar x GEAS cértex

somestésico.

Grupos Transcritos expressos

Controle Wistar x WAR Hipocampo 22259
Controle Wistar x WAR Placa quadrigémea 22090
Controle Wistar x GEAS Hipocampo 22034
Controle Wistar x GEAS Coértex somestésico 22280

A figura 2 permite observar os graficos de histograma para a placa
quadrigémea e hipocampo (A e B) e a figura 3 e 4 o box-plot para ambas as
regides (A e B) antes e pds normalizacéo e corregdo de background, das amostra
dos animais susceptiveis e dos controles, demonstrando o ajuste das intensidades
dos sinais. Os dados dos microarranjos do modelo GEAS tiveram o mesmo

tratamento descrito acima (figuras 5 e 6).
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Figura 2: Histograma dos arrays dos ratos WAR. (A) placa quadrigémea; (B) hipocampo, graficos a

esquerda: dados brutos e a direita: apds normalizacéo.
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Figura 3: Box-plot dos arrays da placa quadrigémea dos ratos WAR. (A) dados brutos e (B) apds
normalizacdo. CP, controle wistar placa quadrigémea; EP, animal experimental WAR placa

quadrigémea.
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Figura 4: Box-plot dos arrays do hipocampo dos ratos WAR. (A) dados brutos e (B) apos

normalizagdo. CH, controle wistar hipocampo; EH animal experimental WAR hipocampo.
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Figura 5: Box-plot dos arrays do cdrtex somestésico dos ratos GEAS. (A) dados brutos e (B)

normalizagdo. CC, controle wistar cortex; EC animal experimental GEAS cortex.
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Figura 6: Box-plot dos arrays do hipocampo dos ratos GEAS. (A) dados brutos e (B) apds

normalizagdo. CH, controle wistar hipocampo; EH animal experimental GEAS hipocampo.

A partir dos dados normalizados foi realizada a clusterizacdo das amostras,
por meio da analise de componentes principais, PCA (do inglés, Principal
Component Analysis), método que tem por finalidade basica a analise dos dados

usados visando sua redugao, eliminagéo de sobreposicoes e a escolha de formas
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mais representativas de dados a partir de combinagbes lineares das variaveis
originais. Com o uso do PCA pode-se observar o agrupamento das amostras de
microarranjo, ou detectar algum problema nestes agrupamentos, pois é esperado
que as amostras de um mesmo grupo aparegam proximas umas das outras no

grafico (81). As figuras 7-10 ilustram o grafico de PCA com os dados normalizados
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Figura 7: PCA demonstrando a estimativa da variancia da expressao génica entre ratos controles
Wistar e placa quadrigémea dos ratos WAR. Quanto mais préximos entre si, menor a variancia da
expressao génica. ContP, placa quadrigémea dos controle Wistar; P, placa quadrigémea do animal

experimental (WAR).
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Figura 8: PCA demonstrando a estimativa da variancia da expressao génica entre ratos controles
Wistar e Hipocampo dos ratos WAR. Quanto mais proximos entre si, menor a variancia da
expressdo génica. ContH, hipocampo do controle Wistar; Hi, hipocampo do animal experimental

(WAR).
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Figura 9: PCA demonstrando a estimativa da variancia da expressao génica entre ratos controles
Wistar e cortex somestésico dos ratos GEAS. Quanto mais préximos entre si, menor a variancia da
expressdo génica. ContC, cértex somestésico do controle Wistar; C, cértex somestésico do animal

experimental (GEAS).
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Figura 10: PCA demonstrando a estimativa da variancia da expressao génica entre ratos controles
Wistar e Hipocampo dos ratos GEAS. Quanto mais proximos entre si, menor a variancia da
expressdo génica. ContH, hipocampo do controle Wistar; H, hipocampo do animal experimental

(GEAS).

Apés a deteccado dos dados, os transcritos que estavam ausentes foram
removidos e as corre¢des estatisticas para valores de p<0,01 e pfp<0,05, tivemos
nos microarranjos dos animais WAR 1624 genes diferencialmente expressos na
placa quadrigémea e 1351 em comparagdo com 0s controles, nos microarranjos
dos animais GEAS foram 2282 genes diferencialmente expressos no cortex

somestésico e 2307 no hipocampo em comparagao com os controles. As tabelas a
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seguir mostram 0s genes com maior e menor expressao nos animais WAR e nos
animais GEAS, e os genes candidatos potencialmente envolvidos com o0 processo
de epileptogénese nestes modelos (em vermelho). Os valores de expressao de
cada gene gerado apoOs normalizacdo foram analisados utilizado o teste nao-
paramétrico Rank Product (RankProd) que possui um algoritmo para identificar
genes diferencialmente expressos ao basear-se no raciocinio biolégico e usar o
fold change das replicatas para o ranqueamento dos genes. Esta abordagem tem
se mostrado consistente e confiavel, mesmo em casos com altos ruidos de fundo

€ uma ferramenta poderosa para identificar mudancas de expressao (82).

1.2. Resultados WAR

Tabela 2: Genes diferencialmente expressos: Wistar controle X WAR placa
quadrigémea de ratos WAR. A tabela mostra na primeira coluna o ID Affymetrix,
segunda coluna é o fold change absoluto, o qual é a diferenca de expressao entre
o controle e o experimental, a terceira coluna € o fold change relativo, o qual € a
relacdo entres os espécimes analisados, quarta coluna € o simbolo do gene e
tecido, p<0,01 e pfp<0,05. Em vermelho sdo os genes que foram selecionados

para serem testados por PCR em tempo real.
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ID Fold change Fold cl?ange Gene Tecido
absoluto relativo
1388694_at 354,4848 4,907753125 RT1-T24-3 Placa
1396060_at 166,9726 3,509129854 Creg2 Placa
1395020_at 492,9976 3,174510335 Plekhh1 Placa
1391347_at 675,8321 3,01466906 Rab8b Placa
1371123_x_at 486,7101 2,603710297 RT1-S3 Placa
1396176_at 183,5179 2,513476275 Dbndd1 Placa
1369609 _at 371,6622 2,391971628 Cldn11 Placa
1388213_a_at 368,4855 2,339964171 RT1-S3 Placa
1370465_at 607,4756 2,337315948 Abcb1a Placa
1386909_a_at 1007,7105 1,826207203 Vdac1 Placa
1370559 _at 452,3182 1,607381648 Kenc2 Placa
1387185_at 184,9255 1,367711955 Apbb3 Placa
1371452_at 188,2269 1,337324665 ubl7 Placa
1369371_a_at 155,4658 1,32573713 Gabbr1 Placa
1369662_at 314,4649 1,31187967 Scn2a1 Placa

Continua
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1368572_a_at 156,8894 1,29199291 Grin1 Placa
1398860_at 1959,6906 1,25110323 Nedd8 Placa
1380828 _at 2334,7124 1,212309733 Gabrat Placa
1369933 _at 1818,3768 1,21229025 Vdac2 Placa
1368565_at 1986,8809 1,20900484 Sic1a3 Placa
1368401_at 715,1885 1,14578985 Gria2 Placa
1373351_at -675,127 -1,095978141 Ank2 Placa
1373605_at -214,2451 -1,097186574 Trak1 Placa
1387383 at -400,8431 -1,124122959 Gabbr2 Placa
1390814_at -385,2621 -1,340977464 Pel1 Placa
1368981_at -1385,9867 -1,690424344 Aqp4 Placa
1369665_a_at -125,6952 -1,601114616 1118 Placa
1390942_at -215,146 -2,124119865 Pel2 Placa
1381382_at -129,6344 -5,634671314 Atp6ap1l Placa
1383117_at -394,3858 -5,815543095 Pxmp4 Placa
1370830_at -149,6514 -6,948610861 Egfr Placa

Continua
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RT1-A2/// RT1-A3

J// RT1-EC2 Placa

1370428_x_at -417,0706 -11,7343333

1389734_x_at -298,0107 -30,18086744 RT1-T24-4 Placa

Tabela 3: Genes diferencialmente expressos: Wistar controle X hipocampo de

ratos WAR. A tabela mostra na primeira coluna o ID Affymetrix, segunda coluna &

o fold change absoluto, o qual é a diferenca de expressdo entre o controle e o

experimental, a terceira coluna € o fold change relativo, o qual é a relacao entres

0s espécimes analisados, quarta coluna é o simbolo do gene e tecido, p<0,01 e

pfp<0,05. Em vermelho s&o os genes que foram selecionados para serem

testados por PCR em tempo real.

Fold change  Fold change .

ID absoluto relativo Gene Tecido
1391347 _at 1467,3412 4,621109218 Rab8b Hipocampo
1388694 _at 275,5134 4,529879307 RT1-T24-3 Hipocampo
1395020_at 260,5809 3,236285148 Plekhht Hipocampo

1392965 _a_at 122,9916 3,150074606 Smoc2 Hipocampo
1393795 at 1813,7213 2,806937848 Zeb2 Hipocampo
1396060_at 209,7053 2,45469122 Creg2 Hipocampo

Continua
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1370465_at 389,844 2,255712416 Abcb1a Hipocampo
1388213_a_at 195,8921 1,94561694 RT1-S3 Hipocampo
1376211_a_at 295,1705 1,456980965 Kctd6 Hipocampo
1386728_at 338,777 1,298334005 Kend2 Hipocampo
1368565_at 4146,5734 1,297978319 Sic1a3 Hipocampo
1367706_at 870,2579 1,187930218 Vdac1 Hipocampo
1369662 _at 349,1376 1,138814136 Scn2at Hipocampo
1376892_at 534,5958 1,118772979 Gria3 Hipocampo
1387171_at 791,5656 1,111697241 Gria2 Hipocampo
1398860_at 738,0108 1,098009123 Nedd8 Hipocampo
1387288 at -389,145 -1,144681711 Neurod1 Hipocampo
1397614 _at -664,4033 -1,231295566 Gabra2 Hipocampo
1368981_at -383,014 -1,243554243 Aqgp4 Hipocampo
1368677_at -326,6514 -1,29312111 Bdnf Hipocampo
1388030_a_at -185,6646 -4,274398064 Gabbr1 Hipocampo
1378518 at -124,8461 -4,715320373 Ewsri Hipocampo
Fam107a ///
1373266_at -9234,7032 -4,747007798 LOCT 01036483 Hipocampo
1383117_at -439,1626 -4,963960261 Pxmp4 Hipocampo

Continua
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RT1-A2///

1370428 _x_at -204,6533 -5,592639412 RT1-A3// Hipocampo
RT1-EC2

1369415_at -197,8356 -5,819597305 Bhilhe40 Hipocampo

1390399_at -692,9615 -6,144245867 Crebl2 Hipocampo

1395419_at -112,9168 -7,670103786 Miir1 Hipocampo

1389734 _x_at -177,7485 -26,58418379 RT1-T24-4 Hipocampo

1.3. Resultados GEAS

Tabela 4: Genes diferencialmente expressos: Wistar controle X cértex
somestésico de ratos GEAS. A tabela mostra na primeira coluna o ID Affymetrix,
segunda coluna é o fold change absoluto, o qual é a diferenca de expressao entre
o controle e o experimental, a terceira coluna € o fold change relativo, o qual é a
relacdo entres os espécimes analisados, quarta coluna € o simbolo do gene e
tecido, p<0,01 e pfp<0,05. Em vermelho sao os genes que foram selecionados

para serem testados por PCR em tempo real.
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Fold change Fold change .

ID absoluto relativo Gene Tecido

1395630_at -2553,2721 32,22677495 Adcy9 Cortex
somestésico

1389900 _at 889,2605 10,34756675 Grin1 Cortex
somestésico

1370652_at 716,9581 10,27165008 Nitrk2 Cortex
somestésico

1384302_at 2392.587 1379969977  Slc6al7 Cortex
somestésico

1368401_at -2274,3916 -1,199846135 Gria2 Cortex
somestésico

1380828 _at 5131 5921 1,600600789  Gabrat Cortex
somestésico

1369210 _at -1548,9316 1,643998741 Scnia Cortex
somestésico

1397614 _at -733.3606 -1,5198189 Gabra2 Cortex
somestésico

1368170 _at  -3255,0472  -2,060588156  Slc6at Cortex
somestésico

1367978_at -1941,9676 -2,578590351 Adcy?2 Cortex
somestésico

1367977 _at -9132,6646 -8,675889886 Snca Cortex
somestésico

1368240 a at 23098242 76.91889838 Prikcb Cortex

somestésico
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Tabela 5: Genes diferencialmente expressos: Wistar controle X hipocampo de
ratos GEAS. A tabela mostra na primeira coluna o ID Affymetrix, segunda coluna é
o fold change absoluto, o qual é a diferenca de expressao entre o controle e o
experimental, a terceira coluna € o fold change relativo, o qual é a relacao entres
0s espeécimes analisados, quarta coluna € o simbolo do gene e tecido, p<0,01 e
pfp<0,05. Em vermelho sdo os genes que foram selecionados para serem

testados por PCR em tempo real.

Fold change

Fold change

D absolute relative Gene Tissue
1395630_at 656,4344 9,206744092 Adcy9 hipocampo
1368572_a_at 952,9836 2,187432035 Grin1 hipocampo
1368401_at 4593,9276 1,334179334 Gria2 hipocampo
1384302_at 1778,8151 1,375473181 Slc6a17  hipocampo
1397246_at 1689,1731 1,402249041 Ntrk2 hipocampo
1388039_a_at -2512,9813 -1,461319997 Gabbr1  hipocampo
1368170_at -2447,0217 -1,642616516 Sic6atl hipocampo
1380828_at -1060,6897 -1,139875608 Gabra1 hipocampo
1367978 _at -1114,0264 -1,825012305 Adcy2 hipocampo
1367977 _at -9454 1677 -4,159127263 Snca hipocampo
1368240_a_at -1456,5539 -65,1924276 Prkcb hipocampo
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1.4. Vias metabolicas

Depois de gerada a lista dos genes diferencialmente expressos foi utilizado
o programa MetaCore® para analisar as vias metabdlicas mais ativadas nos
animais WAR. Verificamos que as vias que utilizam a transmissdo gabérgicas e

glutamatérgica foram as mais ativas.
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Figura 11: Neurotransmissdao GABAergica: Figura gerada pelo Metacore® usando os dados dos
microarranjos do hipocampo dos animais WAR. A figura mostra as conexdes entres 0s genes
diferencialmente expressos no modelo. Setas verdes: ativagao; setas vermelhas: inibigao; setas
cinza: efeito inespecifico; setas verdes-largas: inicio da via. B= Binding (ligacdo), -P=
desfosforilagdo, +P= fosforilagdo, T= Transformacdo, Tn= Transporte, TR= regulagdao da
transcricdo, Z= Catalise. Termdmetros em vermelho indicam hiper-expressao e em azul hipo-
expressao; 1=WAR placa quadrigémea ; 2= WAR hipocampo.
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Figura 12: Processo neurofisiologico NMDA-dependente de potencializacdo de longo prazo
pds-sinaptica em neuronios na camada CA1 do hipocampo: Figura gerada pelo Metacore®
usando os dados dos microarranjos do hipocampo dos animais GEAS. A figura mostra as
conexdes entres os genes diferencialmente expressos no modelo. Setas verdes: ativagao; setas
vermelhas: inibigdo; setas cinza: efeito inespecifico; setas verdes-largas: inicio da via. B= Binding
(ligacéo), -P= desfosforilagédo, +P= fosforilagcdo, T= Transformagao, Tn= Transporte, TR= regulagao
da transcricdo, Z= Catdlise. Termdmetros em vermelho indicam hiper-expressao e em azul hipo-
expressao; 1=WAR placa quadrigémea; 2= WAR hipocampo.
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Figura 13: Neurotransmissao GABAergica: Figura gerada pelo Metacore® usando os dados dos
microarranjos do hipocampo dos animais GEAS. . A figura mostra as conexdes entres 0s genes
diferencialmente expressos no modelo. Setas verdes: ativagao; setas vermelhas: inibicdo; setas
cinza: efeito inespecifico; setas verdes-largas: inicio da via. B= Binding (ligagdo), -P=
desfosforilagdo, +P= fosforilagcdo, T= Transformacdo, Tn= Transporte, TR= regulagdo da
transcricdo, Z= Catalise. Termdmetros em vermelho indicam hiper-expressdo e em azul hipo-
expressao; 1=GEAS cortex somestesico; 2= GEAS hipocampo.
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Figura 14: Processo neurofisiolégico NMDA-dependente de potencializagdo de longo prazo
pos-sinaptica em neurénios na camada CA1 do hipocampo: Figura gerada pelo Metacore®
usando os dados dos microarranjos do hipocampo dos animais GEAS. . A figura mostra as
conexdes entres os genes diferencialmente expressos no modelo. Setas verdes: ativagao; setas
vermelhas: inibicdo; setas cinza: efeito inespecifico; setas verdes-largas: inicio da via. B= Binding
(ligagéo), -P= desfosforilagéo, +P= fosforilacdo, T= Transformagéo, Tn= Transporte, TR= regulagao
da transcrigdo, Z= Catalise. Termémetros em vermelho indicam hiper-expressdo e em azul hipo-
expressao; 1=GEAS cortex somestesico; 2= GEAS hipocampo.
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2. PCR em tempo real

A validagdo do sistema foi realizada utilizando sete concentragbes
diferentes de cDNA, iniciando as diluicées com 200 ng (dilui¢des seriadas de cinco
vezes). Com os dados da cinética de amplificacdo das amostras e utilizando o
programa 7500 System SDS Software, construiu-se uma curva padrao para cada
gene. Importante ressaltar que para esse experimento foram utilizadas as mesmas
amostras do microarranjos.

Para determinar a amplitude de concentracdes para as quais o sistema esta
validado, construiu-se um grafico do logaritmo das concentragcbes de cDNA
utilizadas (eixo X) pela diferenca das médias dos Cts do controle endégeno e de
cada um dos genes de interesse obtidas para cada concentragdao (eixo Y). Na
figura 12, esta exemplificada a curva de eficiéncia para o sistema //18/Gdi2 e a
equacao da reta correspondente a linha de tendéncia, mostrando que o ACt das

amostras ndo esté variando significativamente entre as diferentes diluicoes.
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Figura 15: Curva de Padronizagdo do PCR em Tempo Real. Podemos analisar a linha de
tendéncia obtida apds construcao do grafico, a partir da utilizagéo do logaritmo das concentragdes
pela diferenca entre as médias dos Cts do controle enddgeno e as médias dos Cts do gene de
interesse. Notar ao lado a equacao de reta da linha de tendéncia, a qual possui inclinagdo menor
do que 0,1, indicando que o sistema esta validado.

Dessa forma, prosseguiu-se com o0s experimentos utilizando 1,6 ng de
cDNA para todas as reacbes de PCR em tempo real. Os experimentos de
quantificacao foram realizados em triplicatas e, apds analise dos RQ para cada um
dos genes de interesse em relacdo ao controle enddgeno. Dos 11 genes
selecionados para a validagdo 4 genes dos modelo WAR foram validados e 3
genes do modelo GEAS foram validados, os resultados analisados séo mostrados

nas figuras abaixo.
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Figura 16: Quantificacio relativa da expressao dos genes Grin1, Sic1a3, Nedd8, 1118, por PCR em

tempo real, tecido placa quadrigémea de ratos WAR (cinza) e controles Wistar (cinza escuro).

Barras verticais indicam o desvio padrao. * p<0,05, confirmado por Mann-Whitney—Wilcoxon.

Depois de concluida a validacdo no modelo WAR comparamos os genes

validados com o grupo de ratos WAR naive (animais WAR sem estimulacao

sonora) para verificar a expressao dos genes validados nesse grupo.
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Figura 17: Quantificacéo relativa da expressao dos genes Grin1, Sic1a3, Nedd8, 1118, por PCR em
tempo real, tecido placa quadrigémea de ratos WAR (cinza claro), placa quadrigémea de ratos
WAR naive (cinza) e controles Wistar (cinza escuro). Barras verticais indicam o desvio padrédo. *
p<0,05, confirmado por Mann—Whitney—Wilcoxon.
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Figura 18: Quantificagéo relativa da expressao dos genes Grin1, por PCR em tempo real, tecido
cortex somestésico de ratos GEAS (cinza claro) e controles Wistar (preto). Barras verticais indicam
0 desvio padrao. * p<0,05, confirmado por Mann—-Whitney—Wilcoxon.
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Figura 19: Quantificacao relativa da expressdo dos genes Gabbri, Grini, Slc6al por PCR em
tempo real, tecido hipocampo GEAS (cinza claro), e controles Wistar (cinza escuro). Barras
verticais indicam o desvio padrédo. * p<0,05, confirmado por Mann—Whitney—Wilcoxon.
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Na analise inicial feita com a tecnologia de microarranjos de DNA obtivemos
nos animais WAR na placa quadrigémea e no hipocampo um total de 1624 e 1351
genes diferencialmente expressos respectivamente quando comparados com 0s
controles, nos animais GEAS obtivemos no cortex somestésico e no hipocampo
um total de 2282 e 2307 genes diferencialmente expressos respectivamente
quando comparados com os controles. Desses, selecionamos 11 genes em
ambas as linhagens para a validagcao pela segunda técnica quantitativa, sendo
que 4 genes apresentaram nas duas cepas. No modelo WAR foram validados 4
genes na placa quadrigémea (Grin1, Slc1a3, Nedd8 e 1118). No modelo de crise de
auséncia dos 11 genes foram validados 3, cértex somestésico (Grin1) e no
hipocampo (Gabbri, Grin1, Sic6at).

Depois de concluida a validacdo foi comparada a expressdo dos genes
validados com o grupo de animais WAR naive. Na figura 14 podemos observar
que a linhagem de ratos WAR apresenta uma menor expressao dos genes Grint,
Nedd8, 1118 e Slc1a3 naturalmente e quando ocorre a estimulagdo audiogénica ha
0 aumento da expressao.

Dos genes selecionados trés deles sédo receptores de GABA, o qual é o
principal neurotransmissor inibitério do SNC. Observa-se que o receptor Gabbr1
esta com a expressao aumentada na placa quadrigémea e hipoexpresso no
hipocampo dos animais com crise audiogénica e este gene em questdao também
apresenta expressao diminuida no hipocampo dos animais com crise de auséncia.
A na literatura descreve que polimorfismos desse gene como o G1465A tem sido

considerado como um fator de risco potencial para o desenvolvimento da epilepsia
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do lobo temporal (83; 84). O gene que codifica o receptor GABBR1 em humanos
foi mapeado no cromossomo humano 6p21.3, regi&o que abriga um lécus de
susceptibilidade para epilepsia generalizada idiopatica. Nesse estudo, a analise de
mutacdo em pacientes com epilepsia mioclénica juvenil revelou varios
polimorfismos de DNA de sequéncia, dois dos quais resultam em mudancgas de
aminodcidos que ocorrem em todos 0s membros afetados com epilepsia
generalizada idiopatica, nas familias estudadas (85). Como descrito anteriormente,
no modelo WAR ha uma reducédo nas correntes inibitérias GABAérgicas, essa
reducdo pode estar relacionada tanto a uma modificacdo endogena pos-sinaptica
no receptor GABAA, ou uma redugao na densidade de subunidades especificas
deste receptor (38). Vimos nos nossos resultados que no hipocampo os ratos
WARs ha uma diminuicdo da expressao nos receptores de GABA, como, Gabbr1
e 0 Gabra2, além disso, ambos Gabral e o 2 apresentam expressao diminuida no
cortex somestésico dos ratos GEAS e o Gabral esta diminuido no hipocampo.
Devido a diminuicdo gabérgica no modelo de crise de auséncia estudado
podemos sugerir que a diminuicdo de Slc6al, também conhecido como Gat-1
(transportador de GABA), seja uma consequéncia dessa diminuicdo. A figura 10
mostra a via de neurotransmissao gabérgica e deixa clara a diminuicao desta via.
O fator neurotrofico derivado do cérebro (Brain-derived neurotrophic
factor/Bdnf), um membro da familia de neurotrofinas, esta com a expressao
diminuida nos animais WAR. Este gene tem recebido muita atengdo como um alvo
terapéutico potencial para a epilepsia de lobo temporal (ELT). Nas areas cerebrais

onde se dao os insultos epileptogénicos, incluindo o hipocampo, o Bdnf é supra-
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regulado a medida que o desenvolvimento da epilepsia ocorre, induzindo um
colapso balanceado de excitagao e inibicdo, eventualmente resultando em efeitos
epilépticos (86). O Bdnf tem um papel modulador na epilepsia, e evidencias de
que ele é supra-regulado por crises e modula positivamente a excitabilidade
neuronal no hipocampo. Camundongos transgénicos que super-expressam Bdnf
apresentam crises mais severas em resposta ao acido kainico (87). Nos animais
WAR, aparentemente o Bdnf ndo demonstra estar participando no aumento da
excitabilidade no hipocampo desses animais, que talvez, esta regido ainda néo
esta participando macicamente no desenvolvimento da crise no modelo. No caso
dos animais WAR o0 gene em questdo aparentemente ndo estd participando no
desenvolvimento das crises agudas desses animais, sendo assim, o0 aparecimento
de crises pelo estimulo sonoro ndo aumenta a sua expressdo e talvez isso
explique a ndo participacdo do aumento da excitabilidade nesses animais. Apesar
deste gene nado ter apresentado diferenca de expressdo pela a técnica de
microarranjo nos animais GEAS, nota-se um aumento de expressao de seu
receptor, Nirk2 (neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 2), no coértex
somestésico e no hipocampo desses animais, indicando um possivel aumento da
ligacdo do Bdnf com o seu receptor.

O receptor de glutamato ionotrépico, AMPA 2, Gria2, também conhecido
com GIuR2 encontra-se com a expressao aumentada no hipocampo e na placa
quadrigémea dos ratos WAR e a mesma expressao foi encontrada nos ratos com
crise de auséncia, porém no cértex somestésico foi visto o oposto. De acordo com

Gitai et al. (39), em seu trabalho mostrou que este gene esta com a expressao
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alterada apenas no hipocampo desses animais. Dentre os receptores de
glutamato tem o gene Grin1 (sigla do inglés, glutamate receptor, ionotropic, N-
methyl D-aspartate 1) que também foi encontrado com a expressao alterada no
modelo audiogénico com super expressao na placa quadrigémea desses animais
e também encontra-se com a expressao aumentada em ambas regiées estudadas
no modelo de crise de auséncia, interessante ressaltar para ambos os modelos
este resultado é inédito. Devido este aumento da neurotransmissdo nos animais
GEAS o gene Sic6al7 encontra-se com a expressdo elevada em ambos 0s
tecidos analisados, sendo este gene responsavel pelo transporte de aminoacidos
neurotransmissores (88; 89). Outro gene encontrado com a expressao aumenta €
o Slc1a3 [sigla do inglés, Solute carrier family 1 (glial high-affinity glutamate
transporter), member 3], o qual, € um importante re-captador de glutamato, o qual
ja tinha sido descrito na literatura como induzido pelos niveis de interleucina-1
beta (//1b) em cultura de neurbnios de retina (90). Pascoal em sua tese de
doutorado, em 2010 mostrou que este gene é modulado pelos niveis de /l1b na
fase aguda do modelo de epilepsia. O aumento de expressdo desse gene pode
ser uma consequéncia do acumulo de glutamato na fenda sinaptica ocasionada
pelas crises audiogénicas.

Canais de sodio, potassio e célcio estao relacionados com diversos tipos de
epilepsia de causa genética, na literatura, temos dados de mutagdes nas regides
desses genes, porém h& poucos estudos de expressao sobre esses eles (91, 92,
93). Os resultados obtidos nessa andlise mostrou que o gene para o canal de

sodio ScnZ2al esta com a expressdo aumentada tanto na placa como no
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hipocampo dos animais audiogénicos do estudo. Além deste, a subunidade alfa 1
(Scnia) apresentou uma baixa expressao no hipocampo do animais GEAS. Em
estudos genéticos recentes em um grupo de pacientes epilépticos mostrou que
mutacdes no Scn2ail sdo importantes em tipos epilépticos mais severos, como
sindrome de Dravet (94; 95) e mutacbes na subunidade alfa 1 deste canal de
sédio esta relacionado com epilepsia generalizada febril .

Outro canal selecionado para validagdo foi o Vdacl (sigla do inglés,
voltage-dependent anion channel 1), este esta hiperexpresso em ambas as
regides estudadas. Este € um canal de voltagem mitocondrial que esta envolvido
na liberacao de proteinas apoptéticas com possivel associagdo com a doenga de
Alzheimer e pela técnica de western-blot foi mostrado que a proteina desse gene
esta com maior quantidade no hipocampo de pacientes com Alzheimer (96).

As aquaporinas (AQP) sdao uma familia de proteinas de membrana que
conduzem seletivamente agua para dentro e fora da célula (97; 98; 99). AQP4 tem
um interesse particular em neurociéncia, porque € expressa no cérebro e na
espinha cortical pelas células da glia (100; 101; 102; 103). No nosso estudo esta
aquaporina foi encontrada com a expressdo reduzida em ambos os tecidos
analisados. Estudos em humanos mostra um aumento na expressao e alteragao
da distribuicdo da AQP4 em tecido esclerdtico de pacientes com ELT (104; 105),
porém ainda nao esta claro na literatura da participacdo da Agp4 na
epileptogénese, se é causa ou consequéncia devido a morte celular, inflamagao
ou gliose (106). Em camundongos transgénicos com falta de Agp4 apresentam um

aumento do tempo da crise (107).
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Crises epilépticas induzem resposta inflamatoria no cérebro (108; 109). Em
modelos animais induzidos que apresentam status epilepticus (SE) ha um
aumento rapido das citocinas pro-inflamatérias no cérebro desses animais apds a
primeira crise e durante o SE (110; 111; 112; 113; 114; 115). A /18 é uma
interleucina pré-inflamatéria e induz a produgéo de interferon gama (IFN- gama)
(116) e segundo Jung et al. (117) a mesma esta aumentada no cértex piriforme
de ratos ap6s SE induzidos por pilocarpina, estudo anterior desse mesmo grupo
mostrou que esta interleucina juntamente com IFN- gama apresenta efeito protetor
sobre danos neuronais causados pelas crises apés SE (118). Nos resultados
apresentados néo foi encontrado alteracao de expressao de nenhuma interleucina
no hipocampo, porém na placa quadrigémea a //18 estd com a baixa expressao
em relacdo aos controles. Isso mostra claramente a diferenca da fase aguda do
modelo WAR em relagdao a modelos de kindling.

O gene pellino 2 (Peli 2) encontrado hipo-expresso na placa quadrigémea
ratos WAR, quando expressa sua proteina promove a ubitiquinacdo do IRAK1
(sigla em inglés, interleukin 1 receptor-associated kinase 1), porém a baixa
expressao desse gene ndo altera a ativagdo do fator de transcricao Nfkb (119).
Nedd8 (sigla do inglés, neural precursor cell expressed, developmentally down-
regulated 8) atua promovendo ubitiquinagao (120), algumas vias de sinalizacao
apoptoética podem ser através de ubiquitinas (121). Nossos resultados apontaram
que o Nedd8 esta hiper-expresso em ambos os tecidos estudados dos animais
com crise audiogénica. Portanto, & possivel correlacionarmos esses genes com a

epileptogénese, no caso do Nedd8 estando com a expressdo elevada pode
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aumentar as vias apoptoticas levando a uma morte neuronal maior nesses
animais.

As adenilato ciclases desempenham um papel importante catalisando a
conversdo de ATP a cAMP, o qual tem uma importante fun¢cao na transdugéo de
sinal e influéncia na fungdo de multiplos canais de ions (122). Duas dessas
ciclases estdo com a expressao alterada no modelo GEAS, Adcy9 e Adcy2, sendo
que a primeira esta com maior expressao nas duas regides cerebrais estudadas e
a ultima apresenta expressao diminuida nos dois tecidos. Um mau funcionamento
na regulagédo dos canais de ions dependentes de cAMP nos neurbnios talamo-
cortical contribui para o desenvolvimento de crises de auséncia no cepa de ratos
WAG/RIj (123). Importante ressaltar que este gene apresenta a maior expressao
nos dois tecidos, podendo este gene ser um dos responsaveis pelo
desenvolvimento do fendtipo de epilepsia de auséncia desses animais, mas para
confirmarmos isso este gene deve ser primeiramente validado por PCR em tempo
real e sdo necessarios testes funcionais para comprovarmos a predisposicao a
crises nesses animais.

A validacdo pela técnica de PCR em tempo real para os genes
selecionados nas tabelas 2, 3, 4 e 5 foi capaz de confirmar a expressao diferencial
identificada inicialmente nos experimentos de microarranjo de DNA para apenas
quatro genes (Grin1, Sic1a3, Nedd8 e 1/118) no modelo WAR e trés genes no
modelo GEAS (Gabbr1, Grin1 e Sic1ab). As possiveis explicacdes para esse fato
podem estar relacionadas principalmente com a observagdo do nao agrupamento

das amostras dos controles e dos animais WAR ja identificada na analise do PCA
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(figuras 7 e 8), indicando uma grande variancia/variabilidade dentro dos grupos.
Esse tipo de situagdo poderia talvez ser minimizada aumentando o numero de

animais estudados.
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Foi identificado um perfil de expressao génica diferencial nos animais WAR
em relacdo aos controles Wistar, sendo que foram validados como
diferencialmente expressos por PCR em tempo real os genes Grinli,

Slc1a3, Nedd8 e 1/18.

Os genes validados nos animais WAR tém como fungéo: receptor de
glutamato, re-captador de glutamato, ubiquitinagdo e protecao sobre danos

neuronais , respectivamente.

Os animais WAR Naive, apresentam menor expressao génica que 0s

animais WAR e Wistar

Foi identificado um perfil de expressao diferencial nos animais GEAS, em

relagdo aos controles Wistar, pendendo ainda a validagdo por PCR em

tempo real.

Foram identificadas vias GABAérgicas e glutamatérgicas comuns nos dois

modelos genéticos de epilepsia estudados.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAD ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos gue o Protocolo CEUA n® 25172012, relativo ao projeto intitulado
" Estudo da expressio génica em larga escala e analise funcional utifizando
a tecnologia da interferéncia por RVA (RNAQ) em um modefo de epilepsia”,
gue tem como responsavel(is) Ana Licia Bruniali Godard, est3({30) de acordo
com os Principios Eticos da Experimentacio Animal, adotados pelo Comits de Etica
am Experimentacio Animal (CETEAfUFMG), tendo sido aprovado na reunido de
26/00/2012.

Este certificado expira-se em 26/09/ 2017.

CERTIFICATE

We hercby certify that the Protocol CEUA n? 2512012, related to the project
entitled " Study of large-scale gene expression and firnctional analysis using
the technology of RNA interference (RNAJ) in 2 model of epilepsy in rats”,
under the supervisiors of Ana Lucia Brunialti Godard, is in agreement with the
Ethical Principles in Animal Experdmentation, adopted by the Etfiics Committee in
Animal Exparimentation (CETEA/UFMG), and was approved in September 26,
20132

This certificate expires in September 26, 2017.

Belo Horizonte; 27 de Setembro de 2012.
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da TUniversidade de Sdo Paulo, em 26.10.2010 APROVOU ad-
referendwm, o Protocolo de Pesquisa n® o038/10 intitulado: "Estudo da
prevalencia e distribuicio de crises epilepticas espontineas do tipo
aunséncia ao longo do desenvolvimento em um nove modelo
experimental”, apresentado pelo Departamento de Patologia.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar aoc CEP-FMUSP, o
relatorio final sobre a pesquisa, ( Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de
Animais - Lei No 11.794 -8 de outubro de 2008).

Pesquisador (a) Responsavel: Angela Cristina do Valle
Pesquisador (a) Executante: Elton Pallone de Oliveira

CEP-FMUSP, 26 de outubro de zo10.
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