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INTRODUCAO:

As epilepsias séo classificadas em dois tipos principais, de acordo com a origem das crises: focais
e generalizadas. Essa Ultima classe, por sua vez, corresponde a um terco de dos pacientes com
epilepsia (PANAYIOTOPOULOS, 2005 apud BETTING & GUERREIRO, 2008). Dentro das
epilepsias generalizadas, temos aquelas com crises de auséncia. As epilepsias de auséncia
infantil e de auséncia juvenil sdo classificadas como epilepsias generalizadas com crise de
auséncia (generalized epilepsy with absence seizures - GEAS) e tém sido associadas na literatura
com causas genéticas (URAK et al., 2006; TANAKA et al., 2008; WALLACE et al., 2001; HERON
et al., 2004; SANDER et al., 1997; HAUG et al., 2003; STOGMANN et al., 2006). Para estudar as
epilepsias com crises de auséncia, tém-se utilizado um modelo animal com muitas semelhancas
com as crises humanas, denominado GEAS (MATOS, 2013). Assim, o0 presente trabalho visa
investigar a expressao génica do modelo animal GEAS a fim de identificar diferencas entre ratos

com crises de auséncia e sem crises de auséncia a partir de microarranjos de DNA.

METODOS:

Analise de bioinformatica dos dados obtidos nos experimentos de microarranjo (ja
realizada)

Na primeira etapa do projeto foram analisados dados de expressédo de 10 animais (5 ratos
GEAS e 5 ratos Wistar, como controle), a partir da plataforma GeneChip® Rat Genome 230 2.0
Array (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, EUA), j& disponiveis no Laboratorio de Genética Molecular

do Departamento de Genética Médica e Medicina Genémica da FCM-UNICAMP. Estes dados
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foram processados e analisados por meio dos pacotes limma e affy dentro do programa R
(https://www.r-project.org/). O algoritmo RMA foi usado para a normalizagéo dos dados, ajuste de
background e transformacédo dos valores de intensidade de sinal. Os transcritos que nao
apresentarem valores de expressao em nenhuma das amostras foram removidos das analises
estatisticas. Para as analises estatisticas, foi utilizado modelos de regresséao linear pelo pacote
limma, estimando valores de expresséao (fold-change-FC) e valores de p (WASSERSTEIN et al.,
2016), os quais foram ajustados para multiplas comparacdes por meio de False Discovery Rate
(FDR) (RITCHIE et al., 2015).

Escolha de validagédo de transcritos diferencialmente expressos usando PCR quantitativo
(em curso)

Os transcritos que apresentaram valores de FC maiores ou menores do que 1,5 e valores
de FDR menores do que 0,05 foram considerados candidatos para validacdo por meio de PCR
guantitativo em tempo real. As mesmas amostras utilizadas na obtencao das intensidades de sinal
nos chips de expressao estdo sendo investigadas nas validacdes. Os experimentos de validagéo
por PCR em tempo real estédo sendo realizados por meio do iTag™ Universal SYBR® Green
Supermix kit (BIO-RAD Laboratories®, Hercules, California, USA), e as intensidades de sinal
estdo sendo obtidas pelo equipamento Applied 7500 real-time PCR (ThermoFisher Scientific®).
Os primers foram desenhados através do software Primer Blast® (Ye et al., 2012). A quantificacdo
relativa (RQ) esta sendo estimada pelo método 2—-ActAct utilizando os genes gapdh and hprt1
como referéncia. Os valores de RQ serao transformados em logaritmos para realizacdo de um
teste de regressao linear generalizado por meio de Generalized Estimating Equation (GEE)
(HALEKOH; HBJSGAARD; YAN, 2006), pelo pacote geepack no programa R, a fim de identificar
diferencas na expressao dos genes entre 0s ratos GEAS e controles Wistar, os quais serdo

comparados com os resultados encontrados pelas analises de microarranjos.

Para a validagéo por PCR, desenhamos primers por meio do software Primer BLAST® da

plataforma NCBI conforme mostram as tabelas 1 e 2 a seguir:

Tabela 1 — Primers selecionados ou desenhados para cada gene

Gene Forwardl Reversel Origem

Rtn4 5'- ATCCAAAGCGGGGCAGATTC - 3 5'- ATGATCTATCTGCACCTGATGCC - 3' Primer Blast
Trim2 5' - CGGAAGGGGGTCTCCTACTT - 3' 5'- CGACTGCAGCACTTTGTGTT - 3' Primer Blast
Ywhaq 5' - CACACTGGCTAAAACGGCTT - 3' 5' - TGCATAAGGAAACGCCCTGT - 3' Primer Blast
Rnf165 5' - GGCTATCTCGTGCTTCCAGT - 3' 5' - TCCTGGGGTCTTCGCTTCTT - 3' Primer Blast
NLGN2 5' - ACTTCGCCAAGACTGGTGAC - 3' 5' - TATAGTCGGGTGGACAGGCA - 3' Primer Blast
Gdi2 5' - TTCTCGCTCCCTTCTCTACG - 3' 5' - CAGGATACATTCCGTCAGGC - 3' Primer Blast
ADCY9 5' - TGAACTTCCCTCTGGAGCTG - 3' 5' - AACAGGTCAGGGGTACCTGG - 3' Primer Blast
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Tabela 2 — Primers selecionados ou desenhados para cada gene

Gene Forward2 Reverse2 Origem

Rtn4 5'- TTACCTGTCTTGACTGCC - 3' 5'- TACAGCTTAAACCACAATGG - 3' (Novak et al., 2002)
Trim2 5'- ACATCTGCTGACCCGCTGTAT - 3' 5'- CGATAGACCTTGAAGCAGTGG - 3' (Fang et al., 2016)
Rnfl65 | 5' - GCTATCTCGTGCTTCCAGTGT - 3' 5'- CCTGGGGTCTTCGCTTCTTAT - 3' Primer Blast
NLGN2 | 5' - CCAAAGTGGGCTGTGACC - 3 5' - CCAAAGGCAATGTGGTAGC - 3' (Kohl et al., 2013)
Gdi2 5'- TCGCTCCCTTCTCTACGGTG - 3 5' - ACAGGATACATTCCGTCAGGC - 3' Primer Blast
ADCY9 | 5'- AAGGCCTCCATCCAGAAAGC - 3' 5'- CCTCCAGAAGCCTTGGTGC - 3 Primer Blast

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Através da andlise de bioinforméatica, reunimos os 20 genes com maior diferencial de expresséo

no grupo GEAS em compara¢édo com o grupo Wistar, desses 10 sdo considerados como super-

expressos, e 10 sub-expressos para cada uma das regifes: hipocampo e cortex. A partir dessa

lista e dos valores obtidos de p ajustado (<0.05) e FDR, extraimos 0s genes que mais estariam

relacionados com a epilepsia por meio da pesquisa de suas funcdes. Assim, selecionamos 0s
genes RTN4, GDI2, TRIM2, YWHAQ, RNF165, NLGN2 e ADCY9 para os experimentos de

validacao por PCR em tempo real. As caracteristicas principais desses genes estdo descritas na

Tabela 3.

Tabela 3 — Genes selecionados com base em sua relacao fisiopatolégica com a epilepsia.

Gene Nome Funcéo Hipocampo | Coértex

RTN4 Reticulon 4 Secre¢do neuroendécrina e | Super- Super-
trafego de membrana em céulas | expresso expresso
neuroenddcrinas.

GDI2 Guanosine Diphosphate | Regula a reagdo de troca de GDP Super-
Dissociation Inhibitor 2 / GTP da maioria das proteinas expresso

Rab, inibindo a dissociagdo de
GDP e a subsequente ligagdo de
GTP as mesmas.

TRIM2 Tripartite Motif Containing 2 Tem papel neuroprotetivo e atua | Super- -

na degradacdo de proteinas | expresso
(ubiguitinacéo). Mutagbes podem

causar neuropatia axonal

precoce.

YWHAQ Tyrosine 3- | E super-expresso em pacientes | Super- Super-
Monooxygenase/Tryptophan 5- | com esclerose lateral amiotrofica | expresso expresso
Monooxygenase Activation | e participa da transducdo de
Protein Theta sinais através de sua ligagdo com

proteina com fosfoserina.

RNF165 Ring Finger Protein 165 Regulador do alongamento do | Sub- Sub-

ax6nio motor. expresso expresso

NLGN2 Neuroligin 2 Proteina de superficie de Sub-

neurdnios. Formacao e expresso
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remodelamento das sinapses no
sistema nervoso central.

ADCY9

Adenylate Cyclase Type 9

Enzima ligada & membrana que
catalisa a formacdo de AMP
ciclico a partir do ATP. E regulado
por uma familia de receptores
acoplados a proteina G,
proteinas quinases e calcio. E
amplamente distribuida e
estimulada pela ativacdo do
receptor beta-adrenérgico, mas é
insensivel a fosfocolina, calcio e
somatostatina.

Sub-
expresso

Fonte: National Center for Biotechnology Information (NCBI)[Internet]. Bethesda (MD): National Library of
Medicine (US), National Center for Biotechnology Information; [1988] — [citado em 10 Fev 2020]. Disponivel
em: [https://www.ncbi.nim.nih.gov/].

CONCLUSOES:

A validacdo dos transcritos com diferencas na expressdo génica usando técnicas de PCR

guantitativo ja esta sendo finalizada e esta sendo realizada com base nos dados obtidos do

microarranjos de DNA do tecido cerebral de ratos do modelo GEAS. Assim que terminarmos a

validacao, iremos comparar os dados gerados através da andlise com o PCR em tempo real com

aqueles encontrados pela analise em microarray. Esperamos que com esse trabalho possamos

contribuir no avanco do conhecimento a respeito dos mecanismos moleculares envolvidos nas

epilepsias generalizadas com crises de auséncia.
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