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RESUMO

Os microRNAs s3o considerados biomarcadores em potencias devido a sua estabilidade em
fluidos corporais, como em plasma e soro, e sua associagdo com o diagnostico e estadiamento
de varias doencgas. Nas epilepsias, ¢ ainda um desafio identificar biomarcadores que auxiliem
no diagndstico e na predicdo ou acompanhamento da resposta ao tratamento medicamentoso.
Estima-se que ocorra diagnostico incorreto em cerca de 25% dos pacientes com epilepsia e a
resisténcia ao tratamento com drogas antiepilépticas pode atingir 30% dos casos. Assim, 0s
objetivos desse estudo foram 1) investigar se microRNAs circulantes podem ser usados como
biomarcadores no diagndstico de tipos especificos de epilepsia; ii) avaliar se microRNAs
circulantes podem ser usados como biomarcadores de resposta ao tratamento farmacologico
nas epilepsias. Nos analisamos os niveis de expressao dos microRNAs no plasma sanguineo
em diferentes tipos de epilepsia, incluindo 14 pacientes com Epilepsia de Lobo Temporal
Mesial (sete pacientes resistentes e sete responsivos as drogas antiepilépticas), sete pacientes
com Displasia Cortical Focal tipo II, sete com Epilepsia Genética Generalizada e sete
individuos controle usando o sequenciamento de alto desempenho de microRNAs pela
plataforma HiSeq2500 — Illumina. Nossos resultados indicaram que um total de 17
microRNAs circulantes estavam diferencialmente expressos (p-valor, < 0,01) sendo que 11
foram encontrados hiperexpressos hsa-miR-148-3p, hsa-miR-215-5p, hsa-miR-128-3p, hsa-
miR-182-5p, hsa-miR-627-5p, hsa-miR-502-3p, hsa-miR-32-5p, hsa-miR-96-5p, hsa-miR-
4508, hsa-miR-636, hsa-miR-141-3p e seis microRNAs estavam hipoexpressos (hsa-miR-
330-3p, hsa-miR-877-5p, hsa-miR-139-5p, hsa-miR-4435 e hsa-miR-101-5p) em pacientes
com epilepsia. Desses, 13 microRNAs mostraram-se relacionados a um tipo-especifico de
epilepsia, trés microRNAs eram comuns aos quatro grupos de epilepsias analisados (hsa-miR-

96-5p, hsa-miR-425-3p e hsa-miR-4508) e um microRNA foi diferencialmente expresso



quando comparamos pacientes responsivos e refratarios ao tratamento farmacoldgico — hsa-
miR-101-5p. Em conclusdo, demonstramos que ¢ possivel identificar microRNAs
diferencialmente expressos em diferentes tipos de epilepsia. Além disso, identificamos que
existem microRNAs diferencialmente expressos no plasma de pacientes de acordo com a
resposta ao tratamento medicamentoso. Portanto, nossos resultados podem ser uteis no auxilio
ao diagnoéstico e no manejo de pacientes com diferentes tipos de epilepsia.

Palavras-chave: microRNAs, biomarcador, epilepsia



ABSTRACT

MicroRNAs are potential biomarkers due to their stability in body fluids, such as plasma and
serum, and their association with diagnosis and staging of various diseases. In epilepsy, it is
still a challenge to identify microRNAs that improve the diagnosis of the disease and the
prediction of drug treatment. It is estimated that an incorrect diagnosis occurs in about 25% of
patients with epilepsy and resistance to treatment with antiepileptic drugs can reach 30% of
the cases. Thus, the objectives of this study were i) to investigate whether circulating
microRNAs can be used as biomarkers in the diagnosis of specific types of epilepsy; ii)
evaluate whether circulating microRNAs can be used as biomarkers of response to
pharmacological treatment in epilepsy. We analyzed the expression levels of microRNAs in
blood plasma in different types of epilepsy, including 14 patients with mesial temporal lobe
epilepsy, seven patients with focal cortical dysplasia type II, seven with generalized genetics
epilepsy and seven controls using high performance sequencing of microRNAs with
HiSeq2500 - Illumina Platform. Our results indicated a total of 17 circulating microRNAs
were differentially expressed (p-value, <0.01) which 11 microRNAs were found up-regulated
(hsa-miR-148-3p, hsa-miR-215-5p, hsa-miR-128-3p, hsa-miR-182-5p, hsa-miR-627-5p, hsa-
miR-502-3p, hsa-miR-32-5p, hsa-miR-96-5p, hsa-miR-4508, hsa-miR-636, hsa-miR-141-3p)
and six microRNAs were down-regulated in patients with epilepsy (hsa-miR-330-3p, hsa-
miR-877-5p, hsa-miR-139-5p, hsa-miR-4435 e hsa-miR-101-5p). Thirteen microRNAs were
related to type-specific of epilepsy, three microRNAs were found common in four different
types of epilepsy (hsa-miR-96-5p, hsa-miR-425-3p e hsa-miR-4508) and one microRNA was
found differentially expressed when comparing responsive and resistant patients to
pharmacological treatment - hsa-miR-101-5p. In conclusion, we demonstrated that it is

possible to identify microRNAs differentially expressed in different types of epilepsy. In



addition, we have identified microRNAs differentially expressed in plasma of patients
according to the response to drug treatment. Therefore, our results may be helpful in the
diagnosis and management of patients with different types of epilepsy.

Key words: microRNAs, biomarker, epilepsy
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1. INTRODUCAO

1.1 A epilepsia

A epilepsia ¢ um distirbio neurolégico cronico grave (1) que afeta
aproximadamente 50 milhdes de individuos em todo o mundo. E a cada ano, estima-se que de
2 2 4 milhdes de pessoas sdo diagnosticadas com a doenga (2).

Para a Liga Internacional Contra Epilepsia (The International League Against
Epilepsy - ILAE), a epilepsia ¢ definida como um distirbio neurologico caracterizada pela
predisposicdo persistente do cérebro em gerar crises epilépticas e pelas consequéncias
neurobioldgicas, cognitivas, psicossociais e sociais da condigdo de ao menos uma crise
epiléptica (3).

Contudo, a epilepsia ¢ uma doenga com diversos subtipos, e portanto,
heterogénea, ja que diversos fatores genéticos e fisiopatologicos, de forma isolada ou
combinada, podem contribuir para o aumento do risco de se desenvolver as crises epilépticas
(4), sendo essa caracteristica um dos maiores impedimentos ao aprimoramento do diagnostico
e do tratamento.

Apesar do tratamento medicamentoso adequado, um ter¢o dos pacientes
permanecem com crises epilépticas recorrentes (5). Esta condi¢do ¢ chamada de epilepsia
resistente as drogas antiepilépticas (ERD), caracterizada pela incapacidade de se tornar livre
de crises epilépticas apos ser testado o uso de duas drogas antiepilépticas (DAEs) em doses
adequadas (6) e as principais ERD sdo a Epilepsia do Lobo Temporal Mesial (ELTM) (7) e a

Displasia Cortical Focal (DCF) (8,9).
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1.1.1 Displasia Cortical Focal

A Displasia Cortical Focal (DCF) ¢ um tipo de malformacao do desenvolvimento
cortical caracterizada pela desorganizacdo da laminagdo do cortex cerebral (10). Representa a
causa mais prevalente de epilepsia resistente as drogas antiepilépticas em criangas (9) e pode
ser considerada a segunda ou terceira causa mais comum em adultos (8). Além disso, o
tratamento cirurgico pode ser considerado a Unica op¢do de tratamento desses pacientes,
embora a localiza¢do precisa da zona epileptogénica também seja um desafio, uma vez que
um ter¢o dos pacientes apresentem MRI (do inglés, Magnetic Resonance Imaging) normal
(11).

Segundo Bliimcke e colaboradores (10), a DCF tipo II ¢ definida como uma
malformagdo com deslaminacdo cortical e anormalidades citologicas especificas, sendo essa
ultima caracteristica o que diferencia a DCF tipo Ila - presenca de neurdnios dismorficos
sem c¢lulas em baldo - da DCF tipo IIb - presenca de neurdnios dismoérficos e células em
baldo. O presente trabalho se restringiu ao estudo da DCF do tipo II, correspondente a 29-39%

de todos os pacientes com DCF (12).

1.1.2 Epilepsia de Lobo Temporal Mesial (ELTM)

A Epilepsia de Lobo Temporal Mesial (ELTM) abrange um conjunto de
diferentes patologias e diversas etiologias, sendo a Esclerose Hipocampal (EH) o substrato
patologico mais comum da ELTM (ELTM-EH). Segundo a ILAE, ¢ definida como uma
epilepsia focal com caracteristicas semiologicas e eletroencefalograficas de crises epilépticas

que se iniciam nas regides temporais mesiais (13).
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Representa a epilepsia focal mais prevalente em adultos (7). No geral, pacientes
com ELTM-EH sdo prevalentes em centros clinicos, ¢ apesar do manejo adequado do
tratamento medicamentoso, que pode variar, em geral, de uma a trés drogas antiepilépticas
(14), pacientes com ELTM-EH possuem altos indices de resisténcia as drogas e sao
comumente indicados para o tratamento cirurgico, através da Lobectomia Temporal e da
Hipocampectomia (15).

Apesar do tratamento cirurgico para esta etiologia estar bem estabelecido, com
taxa de 60-70% (16) de remissdo das crises epilépticas, 15-38% dos pacientes possuem RMI
negativa para EH o que inviabiliza o tratamento cirirgico para esses casos. Com isso, existe a

necessidade urgente de outros marcadores para ELTM, além da presenga de EH.

1.1.3 Epilepsia Genética Generalizada (EGG)

A Epilepsia Genética Generalizada (EGG) também chamada de Epilepsia
Genética Idiopatica ¢ considerada uma epilepsia de contribui¢ao predominantemente genética
com heranga complexa (17).

A Epilepsia Mioclonica Juvenil (EMJ) ¢ uma das sindromes mais frequentes da
EEG e representa 5% de todos os diagndsticos de epilepsia (18), sendo o tipo mais comum
que acomete adolescentes (17).

E reconhecido que a EMJ ¢ uma sindrome muito bem controlada através do
tratamento medicamentoso, sendo que as DAEs mais usadas sdo acido valproico, lamotrigina,
levetiracetam, topiramato e zonisamida (19). Contudo, segundo Atakli e colaboradores (20), o
tempo necessario para a defini¢do do diagnostico clinico da EMJ ¢ de cerca de trés anos, e

apesar do aprimoramento de critérios para classificacdo da epilepsia e, mesmo quando as
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alteracdes tipicas do eletroencefalograma estdo presentes, os diagndsticos erroneos ainda

ocorrem em mais de 20% dos pacientes.

1.2 Desafios no Diagnostico e Tratamento da Epilepsia

O diagnéstico correto de epilepsia € um desafio. Estima-se que o diagndstico
incorreto pode ocorrer em 25% dos casos em adultos (21) e 39% dos casos pediatricos (22).

Um estudo realizado pelo National Institute for Clinical Excellence (NICE) na
Inglaterra, estimou que os custos diretos do diagndstico incorreto sdo em média de £100 000
000, 00 por ano (23).

Mais do que prejuizo monetario, o diagndstico incorreto contempla uma série de
consequéncias para o paciente, que incluem exposicao a drogas antiepilépticas inadequadas e
ineficazes, efeitos colaterais e as consequéncias sociais como estigma, limita¢ao do estilo de
vida, aumento de taxas de desemprego, e aumento de mortalidade (24).

Além da dificuldade do diagndstico correto, hd outro aspecto que afeta
substancialmente os pacientes com epilepsia: a resposta ao tratamento (25,26).

Como mencionado anteriormente, um ter¢o de todos os pacientes apresentam crises
epilépticas recorrentes, que ndo sdo bem controladas apesar do tratamento medicamentoso
adequado (5). Para esses pacientes, o tratamento mais adequado ¢ o cirurgico (27).

A Academia Americana de Neurologia (American Academy of Neurology) recomenda
que a cirurgia de epilepsia seja indicada precocemente para pacientes com resisténcia as
DAEs, a fim de evitar os impactos sociais e psicologicos (27).

No entanto, a indicagdo cirurgica ¢ um processo longo, decorrente de uma longa
investigacdo, seja ela devido a dificuldade de se localizar a regido epileptogénica, ou pela

presenga de MRI normal ou, at¢é mesmo por esta regido pertencer as areas funcionais do
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cortex cerebral. Um estudo realizado em 2006 mostrou que o atraso médio desde o inicio das
crises até indicagdo cirargica pode ultrapassar 20 anos (28).

Assim, torna-se urgente a busca por ferramentas que aprimorem a compreensao
dos diferentes tipos de epilepsia e resposta as intervengdes terapéuticas, contribuindo para um
diagnostico clinico preciso e para o desenvolvimento de tratamentos mais adequados e
individualizados a cada paciente (4).

Nesse sentido, o desenvolvimento de biomarcadores moleculares e nao-invasivos
para a epilepsia teria o beneficio de complementar informagdes a pratica clinica, e assim,
aprimorar o diagnoéstico clinico, a predicdo quanto a resposta as drogas antiepilépticas e o

\

prognostico quanto a resposta ao tratamento cirurgico, evolu¢ao ou resolucdo da doenga

(4,29).

1.3 microRNAs

Em 1993, o estudo de Victor Ambros e colaboradores com o modelo de
nematoide Caenorhabditis elegans (C. elegans) demostrou que um pequeno RNA nao
codificante era responsavel pela regulacdo negativa da expressao génica da proteina LIN-14 e,
desse modo, exercia fun¢do de regulacao do desenvolvimento larval de C. elegans.

Este microRNA, composto por 22 nucleotideos, recebeu previamente a
denominacdo de lin-4 (do inglés, lineage-deficient-4) em referéncia a seu gene codificador
(30). Contudo, a relevancia dessa descoberta apenas foi reconhecida em 2000, quando se
constatou que o microRNA let-7, também presente em C. elegans, era altamente conservado
entre as espécies (31).

A partir desses trabalhos, os microRNAs foram entdo definidos como pequenas

moléculas de RNA endégenos de fita simples ndo codificante de proteinas, medindo cerca de
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20 pares de bases, responsaveis pela regulacdo génica pos transcricional (32,33). Estima-se
que, em seres humanos, aproximadamente dois ter¢os dos genes codificadores sejam
modulados por microRNAs (34).

A biogénese (Figura 1) dessas moléculas inicia no nucleo celular: primeiramente
um gene ¢ transcrito em uma molécula denominada microRNA primério (pri-microRNA) pela
enzima RNA polimerase II; esse transcrito com estrutura em forma de grampo, ¢ clivado,
ainda no nucleo celular, pela RNase III — Drosha — e seu cofator — DGCRS, formando o
precursor do microRNA maduro (pré-microRNA) com cerca de 70 nucleotideos. A molécula
Exportina-5 transfere o pré-microRNA do nucleo para o citoplasma celular, onde ¢ feito o
processamento dessa molécula pela RNAse III, Dicer, em um microRNA maduro de fita
dupla com aproximadamente 20 pares de bases, o qual ¢ clivado na extremidade 5' pelo
conjunto enzimdatico RISC (do inglés, RNA-induced silence complex), resultando no
microRNA propriamente dito (32,33).

Os microRNAs maduros desempenham um papel na regulacdo da expressdo
génica pos-transcricional (28). Essas moléculas incorporadas ao complexo RISC interagem,
em geral, com a regido 3'UTR do RNA mensageiro alvo (mRNA), ora suprimindo a
expressdo génica através da repressao da tradu¢do ou levando a degradagdo do mRNA alvo
(32). Como demonstrado em outros estudos, a expressdo génica também pode ser regulada
através da interacdo de microRNAs com outras regides, como a regido 5'- UTR do mRNA
alvo, na sequéncia de codificacdo e em promotores de genes. E ainda, sob certas condic¢des, 0os
microRNAs podem ativar a expressao génica (33,35). Dessa forma, estima-se que cerca de

60% de todas as proteinas humanas sdo diretamente reguladas por microRNAs (36,37).
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Figura 1. Biogénese dos microRNAs e comunicagdo celular. No nucleo celular, os Pri-
microRNAs sdo transcritos pela RNA polimerase II e em seguida processados pela proteina
Drosha . Apds esse processamento essas moléculas sdo chamadas de Pre-microRNA. A
molécula Exportina-5 transfere o Pre-microRNA do nucleo para o citoplasma celular, onde é
feito o processamento do Pre-microRNA para o microRNA maduro pela proteina Dicer. Os
microRNAs maduros podem ser incorporados as microvesiculas, exossomos, a proteina Ago2
ou complexado com lipidios HDL. Apods o encapsulamento/ complexagdo, o microRNA

maduro € liberado para o meio extracelular e participa da comunicagdo celular. (Sohel et al.,
2016)

Os microRNAs possuem um relevante papel de regulagdo e modulagdo
orquestrada do desenvolvimento do cortex cerebral, incluindo as etapas de proliferacdo,
diferenciagdo, migra¢do e organizagdo celular (38,39). E demonstram ter o padrdo tempo e
tecido especificos (40). Assim, da 5" a 12 semana de gesta¢do em seres humanos, sabe-se que

os microRNAs hsa-let-7b, hsa-miR-9, hsa-miR-124, hsa-miR-137 e hsa-miR-184 participam
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da proliferagdo celular enquanto o hsa-miR-34a, hsa-miR-153, hsa-miR-181a e hsa-miR-324
atuam na diferencia¢do das células progenitoras em neurdnios, oligodendrdcitos e astrocitos.
Da 6" a 24" semana foi observado que os o hsa-miR-9, hsa-miR-134 e hsa-miR-137 atuam
durante a migragdo neuronal. E durante a 16" a 40" semana de gestagdo — fase de organizagéo
neuronal — participam o hsa-miR-125b e hsa-miR-137 (39). Desta mesma forma, inumeros
estudos tém associado a expressdo desregulada de microRNAs em tecidos aos estados de
doenga e fenotipo (48,49) e em destaque em cancer (35,41).

Além dos padrdes de expressdo em tecido, em 2007, surgiram os primeiros
indicativos que os microRNAs poderiam estar presentes no meio extracelular de forma
estavel. O trabalho de Valadi et al. (42), observou que células da linhagem dos mastdcitos
secretavam exossomos que continham mRNAs e microRNAs. Mais, Lawrie e colaboradores
(41) detectaram niveis aumentados de microRNAs no soro de pacientes com linfoma,
especialmente o hsa-miR-21, hsa-miR-155 e hsa-miR-210 e observaram que os niveis de
expressao do hsa-miR-21 estava relacionado ao tempo de sobrevida dos pacientes.

E desde entdo, o grande potencial dos microRNAs como biomarcadores
sanguineos tem surgido, com a expectativa de discriminacdo de assinaturas moleculares com

ampla aplicabilidade clinica, como diagnostico e progndstico de doencas (4,43).

1.3.1 microRNA circulantes como biomarcador molecular na epilepsia

MicroRNAs circulantes sdo moléculas delicadamente reguladas espago-
temporalmente, através do transporte de informacdes da célula doadora a célula receptora
através dos fluidos corporais. Evidéncias sugerem que moléculas circulantes, como os
microRNAs circulantes, podem ser usados como potenciais biomarcadores para doencas

neuroldgicas (33,34).
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No Sistema Nervoso Central (SNC), um conjunto de microRNAs extracelulares
pode ter origem a partir da liberag@o controlada dessas moléculas por secrecdo celular, através
de dano celular ou rompimento da barreira hematoencefalica, permitindo a passagem de
pequenas quantidades de microRNAs expressos no cérebro para biofluidos, como a corrente
sanguinea (29).

Esses microRNAs, sdo complexados com proteinas (Ago2), lipidios (HDL) ou
encapsulados em vesiculas extracelulares, como as microvesiculas e exossomos (Figura 1).
Ao serem secretados da célula doadora, circulam por algum tempo nos biofluidos corporais,
tais como plasma, soro, liquido cefalorraquidiano, urina e esperma (44,45), onde podem ser
detectados por meio de técnicas ndo invasivas, como a coleta de sangue (32).

Os microRNAs circulantes tém sido demonstrado serem biomarcadores
adequados para varios disturbios e doengas, incluindo a doenca de Parkinson (46) Esclerose
Multipla (47) e Doenga de Alzheimer (48).

Além disso, diferencas foram observadas na expressao de microRNAs em fluidos
corporais — plasma, soro e fluido cerebrospinal — em estudos sobre epilepsia, com padrdes de
expressdo distintos em relacdo as variaveis como: tipo de epilepsia (49), status epilepticus
(44) ou tratamento medicamento em uso (50), sugerindo uma oportunidade para
biomarcadores de diagnosticos, progndstico e predicdo quanto a resposta ao tratamento
farmacolodgico (29).

Recentemente, Wang e colaboradores (51) publicaram o primeiro trabalho com
um grupo clinicamente heterogéneo de pacientes com epilepsia em relagdo ao grupo controle.
Foi demonstrado que diversos microRNAs apresentavam niveis de expressdo anormais no
soro, incluindo o hsa-miR-106b-5p, hsa-let-7d-5p, hsa-miR-130a-3p, hsa-miR-146a-5p e hsa-

miR-194-5p. Seu pioneirismo foi relevante para a comunidade cientifica, contudo, a
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especificidade dos achados merecem consideragdes: sua casuistica heterogénea nado foi capaz
de criar um perfil de expressao de microRNAs tnico para etiologias especificas; além disso, o
perfil genérico de expressdao desses achados, embora estatisticamente significativo, ndo foram
comprovados serem biologicamente especificos para a epilepsia, j4 que as doencas
neuroldgicas possuem vias de expressao comum (4).

Um segundo estudo de Wang et al. identificou diferengas nos niveis de expressao
de microRNAs circulantes no soro comparando um grupo de pacientes resistente as drogas
antiepilépticas e pacientes responsivos as DAEs com epilepsia de etiologias diversas,
encontrando niveis de expressdao anormais de hsa-miR-301a como um bom candidato para
discriminar esses dois grupos.

Seu desenho experimental, apesar de mais restrito do que o anterior, ainda abrange
grupos heterogéneos de epilepsia, e considera que a expressdo de microRNAs em relacdo as
DAEs ndo homogéneas sdo similares entre as diversas etiologias e que as diferentes vias de
metabolismo de drogas ndo influenciaria na expressao dos microRNAs, o que foi contestado
em trabalhos futuros (4).

Inclusive, foi demonstrado em um dos estudos do autor (50), através da
observacdo dos niveis de expressdo do hsa-miR-134 no soro de pacientes com epilepsia antes
e apds a administracdo da DAE 4cido valproico, que os microRNAs circulantes podem ter
suas expressOes alteradas em relagdo a droga antiepiléptica administrada nos pacientes,
justificando o cuidado quanto a homogeneizacdo dos grupos de estudo e possiveis
divergéncias entre estudos de epilepsias com DAEs heterogéneas.

Além desses achados, em 2017, um estudo envolvendo a expressdo de
microRNAs em exossomos a partir de plasma sanguineo em pacientes com ELTM versus

individuos controles demonstrou que diferentes microRNAs mostravam expressdes anormais,
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destacando-se o hsa-miR-8071 e hsa-miR-197-5p (52). No mesmo ano, nosso grupo (49)
demonstrou que o hsa-miR-134 apresentava padrao de expressao anormal quando comparava-
se microRNAs circulantes no plasma de pacientes com ELTM e individuos controles,
independente da presen¢a de EH e da resposta ao tratamento.

Contudo, também foi observado que a compara¢dao de estudos com materiais
bioldgicos distintos, como plasma e soro ou selecdo de microvesiculas especificas (ex.:
exossomos) deve ser feita de forma cuidadosa, ja que os processamentos para obtengdo desses
materiais podem afetar na selecdo de um espectro de microRNAs circulantes distintos (53).

Considerando, ainda, o desafio em se estudar epilepsia como doenca heterogénea,
trabalhos recentes mostraram que o uso combinacional de multiplos microRNAs podem
oferecer maior sensibilidade e especificidade no diagndstico (4,54), tornando possivel a
realizacdo de um perfil abrangente de microRNAs circulantes na epilepsia.

Até o momento, cerca de 30 trabalhos foram publicados sobre biomarcadores para
epilepsia em humanos (4), dos quais aproximadamente dez abordam a analise de expressao
de microRNAs. Contudo, a maioria restringiu-se a busca por biomarcadores de diagndstico,
sendo poucos os trabalhos que exploraram biomarcadores preditivos quanto ao tratamento.

Mais, Pitkanen e colaboradores (4) em sua revisdo bibliografica argumentam que
a construcdo de estudos de biomarcadores relevantes e reprodutiveis para epilepsia s6 €
possivel a partir da inclusdo e comparagdo criteriosa de etiologias especificas e homogéneas,
além da comparagdo entre dados de epilepsia e outras doengas neuroldgicas, os quais nao

foram feitos até o presente trabalho.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivos:

1) investigar se microRNAs circulantes podem ser usados como biomarcadores no
diagnéstico de tipos especificos de epilepsia;

2) avaliar se microRNAs circulantes podem ser usados como biomarcadores de

resposta ao tratamento farmacoldgico de pacientes com epilepsia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Critérios éticos e cientificos para o estudo

Foi estudada uma coorte de pacientes acompanhados prospectivamente no
ambulatorio de Epilepsia de Dificil Controle no Hospital de Clinicas (HC) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP). Antes de serem submetidos aos procedimentos de
estudo, todos os pacientes e controles assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de
Campinas.

A avaliagdo clinica dos pacientes foi realizada por neurologista com experiéncia
no tratamento de pacientes com epilepsia. Todos os pacientes foram submetidos a exame
neuroldgico, eletroencefalogramas interictais seriados e ressondncia magnética de alta
resolucdo usando um protocolo especifico para epilepsia. A atrofia hipocampal, em pacientes
com ELTM, foi avaliada por andlise visual e as imagens foram classificadas como tendo
achados normais ou sinais de Esclerose Hipocampal (EH).

Além disso, antes da coleta de material bioldgico, todos os pacientes foram
entrevistados por meio de um questiondrio estruturado para coleta de informag¢des como idade
atual do paciente, idade de inicio da epilepsia, presenga de crise febril, histérico familiar de

epilepsia e identificacdo e/ou nimero de DAE’s utilizadas.
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3.2 Desenho Experimental

O desenho experimental deste trabalho consistiu no screening de microRNAs para
serem usados como biomarcadores no diagnoéstico de etiologias de epilepsia a partir da analise
dos niveis de expressdo de microRNAs sequenciados, seguido de multiplas comparagdes entre

grupos de pacientes com epilepsia de diferentes etiologias e individuos controles.

ﬂ Fase de investigagao www b. Anilise de dados do RN@

mie D
\_ ~/ J

Figura 2. Desenho experimental da coorte de estudo. a) fase de investigagdo: multiplas

comparagdes entre grupos de pacientes e controles; b) andlise de expressdo diferencial de
microRNAs sequenciados através do pacote DESeq2; G1: Epilepsia de Lobo Temporal Mesial
responsiva a farmacoterapia; G2: Epilepsia de Lobo Temporal Mesial resistente a
farmacoterapia; G3: Displasia Cortical Focal, G4: Epilepsia Genética Generalizada; GS5:

Individuos saudaveis

Para isso, foram recrutados 28 pacientes, sendo 14 pacientes com ELTM
classificados de acordo com critérios clinicos, eletroencefalograficos e de ressonancia
magnética [59] e divididos de acordo com a resposta ao tratamento medicamentoso sob uso de

Clobazam (CLB) e Carbamazepina (CBZ); sete pacientes classificados como responsivos as
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DAE’s (Figura 2, G1), definidos como pacientes livres de crises epilépticas por pelo menos
24 meses, e sete foram classificados como resistentes aos medicamentos (Figura 2, G2),
definidos como pacientes com qualquer frequéncia de convulsdes nos ultimos 24 meses, apos
o teste de pelo menos duas DAEs diferentes em doses ideais. Ainda, foram selecionados sete
pacientes com DCF tipo II, confirmado por andtomo-patoldgico e resistentes ao uso de
politerapia para DAE’s (Figura 2, G3), e sete pacientes com EGG sob o uso exclusivo da
droga acido valproéico (Figura 2, G4) e sete controles saudaveis, sem epilepsia (Figura 2, G5).
Os critérios de exclusdo para pacientes consistiram de presenca de dupla
patologia, epilepsia com causa conhecida ou presenca de comorbidades neuroldgicas; e para
individuos controles aqueles com menos de 18 anos, com doenga neuroldgica/ psiquiatrica ou

com historico familiar de doenca neurologica/ psiquiatrica.

3.3 Coleta de material bioldogico

Para a utilizagdo do plasma sanguineo, foi coletado sangue periférico (6 ml) em
tubos de EDTA mantidos em gelo por até trés horas. Os tubos foram submetidos a
centrifugacdo a 2000 rpm por 10 minutos, 4°C. Em seguida, aliquotas de 1 ml do plasma
foram transferidas para tubos de 1,5 ml e centrifugadas a 12 000 rpm por 10 minutos a 4°C
para sedimentar os debris celulares remanescentes. Subsequentemente, o sobrenadante foi
transferido para tubos novos e armazenado a -80°C.

A concentragdo de hemoglobina livre no plasma foi mensurada pelo método
espectrofotométrico (BioTek Instruments, E.U.A.) e as amostras com leitura A414> 0,2 foram

excluidas.
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3.4 Extracdo de microRNAs

A extracdo de microRNA circulante no plasma foi feita com o uso do kit de
isolamento de microRNA MirVana PARIS (Ambion, Austin, E.U.A) a partir de 625 pL de
plasma sanguineo, segundo o protocolo do fabricante com algumas otimizac¢des descritas a
seguir.

Na etapa de desnaturagdo, foi acrescentado 3,5 pL do microRNA exogeno, spike-
in control (Ce_miR-39 1, Qiagen, E.U.A) como normalizador para etapa de extragdo, bem
como 4 pL de acrilamida linear como carreador de microRNAs circulantes.

Ainda, apos a primeira centrifugacdo e coleta de 600 uL do material filtrado, o
material remanescente foi misturado com 600 pL de é4gua livre de RNAse e filtrado
novamente, sendo coletado desse segundo processo 600 uL. No final do processamento, foi
recuperado um total de 1200 pL de material filtrado.

Ao final da extra¢do de microRNAs circulantes, o material foi eluido em 35 pL de
agua livre de RNAse. E mensuragdes de concentragdo foram feitas usando o kit Qubit

microRNAs assay (Thermo Fisher, Brasil).

3.5 Preparo de biblioteca de cDNA e Sequenciamento de Nova Geracio

A biblioteca de cDNA a partir dos microRNAs extraidos foi feita com o uso do kit
lllumina Tru-Seq small RNA-Sequencing libraries (Illumina, San Diego, CA) e as amostras
foram indexadas utilizando o kit de preparag¢do 7TruSeq Small RNA Library Prep Kit -Set A, B,
C e D (Illumina, San Diego, CA).

As bibliotecas amplificadas e indexadas foram normalizadas por volume (25 uL)

e unidas, formando um pool de 875 pL, o qual foi fraccionado por tamanho, com intervalo de
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160-145 pb, utilizando géis de poliacrilamida 6%, a fim de descartar o excesso de adaptadores
e purificar a biblioteca de possiveis contaminantes.

O tamanho e a concentragdo das bibliotecas purificadas foram confirmados com o
kit Agilent High Sensitivity DNA (Agilent, E.U.A). E, por fim, a normaliza¢do da biblioteca a
2 nM para sequenciamento multiplex no sequenciador HiSeq 2500 (Illumina, Brasil) foi feita

através de qPCR com o kit KAPA Library Quantification (Kapa Biosystems, E.U.A).

3.6 Analise de Bioinformatica

A qualidade dos dados do sequenciamento foi avaliada com o FastQC (Babraham
Institute, versdo 0.11.7). A filtragem dos dados foi feita com o pacote do software Reaper,
removendo fragmentos menores que 15 nucleotideos (nds). Apds a filtragem, os fragmentos
foram convertidos em RNA (conversdo de arquivo FASTQ para FASTA) e alinhados contra o
banco de dados de microRNAs maduros e harpins (hsa, mirBase, versdo 22.1) através do
programa Bowtie (versdo 1.2.2, Johns Hopkins University). A contagem dos fragmentos
alinhados a cada microRNA maduro conhecido foi feita com o programa mirDeep?2
quantifier.pl (versdao 3, https://drmirdeep.github.io/mirdeep2 tutorial.html). E, por fim, a

analise da expressdo diferencial dos microRNAs entre os grupos do estudo utilizou o pacote

— miRBase
DESeq2
mirDeep2 > (version 1.22.1)
(version 3)
Differential Expression

DESeq?2 (Bioconductor, versdo 1.22.1) — Figura 3.

|
2 ==l
Data filtering

Analysis

Bowtie
(version 1.2.2)
Alignment step

Figura 3. Workflow de dados de sequenciamento (RNA-seq)
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3.7 Critérios definidos na analise de expressao diferencial de microRNAs

Para a andlise de expressdo diferencial de microRNAs foram feitas multiplas
comparagoes estatisticas utilizando grupo de paciente versus grupo controle (Figura 4 , lista 1)

e grupo de paciente versus grupo de paciente (Figura 4, lista 2).

Desenho da anilise estatistica por multiplas comparacées
1. Paciente versus controle 2. Paciente versus paciente
ELTM resistente (a) versus controle ELTM resistente (a) versus DCF (c)
ELTM responsivo (b) versus controle ELTM responsivo (b) versus EGG (d)
ELTM (atb) versus controle ELTM (a+b) versus EGG (d)
DCF (c) versus controle ELTM (a+b) versus DCF (c)
EGG (d) versus controle DCF (¢) versus EGG (d)
Epilepsia resistente (a+c) versus Epilepsia
Epilepsia (a+b+c+d) versus controle responsiva (b+d)
ELTM resistente (a) versus ELTM responsivo (b)

Figura 4. Desenho experimental da andlise de expressdo de microRNAs diferencialmente
expressos. 1) Grupo de paciente versus grupo de controle e 2) grupo de paciente versus grupo

de paciente

Ao final, os resultados foram organizados nos graficos a seguir para selecdo de
microRNAs exclusivos em cada um dos grupos de estudo (Figura 5, 6).

Para a selecio de microRNAs candidatos foram considerados os seguintes
parametros matematicos: (I) p-valor ajustado (padj) < 0,01; (II) p-valor < 0,01 e -1,5 <
log,FoldChage > 1,5. Ainda, as fungdes biologicas ja descritas de cada microRNAs foram
verificadas utilizando o banco de dados de interagdes entre microRNAs e alvos curados,

miRTarBase (atualizacdo de 2018).
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Figura 5. Desenho Grafico da andlise de expressdo diferencial de microRNAs por multiplas

comparagdes estatisticas entre grupos de pacientes com epilepsia e individuos controles
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Figura 6. Desenho Grafico (a, b) a partir da andlise de expressdo diferencial de microRNAs
por multiplas comparagdes estatisticas entre grupos de pacientes e individuos controles; a)
Analise de pacientes com ELTM resistente versus ELTM responsivo; b) Andlise de epilepsias

resistentes (grupos em azul claro) versus epilepsias responsivas (grupos em azul escuro)



4. RESULTADOS

4.1 Analise estatistica da coorte de estudo

Os dados desta coorte foram compilados no Quadro 1.

Quadro 1. Achados clinicos e neuropatologicos na coorte da fase de validagao
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Coorte de estudo

ELTM (n=14)
Resistente Responsivo Controle
Variavel (n=7) (n=7) EGG (n=7) DCF (n=7) (n=7) p-valor
Masculin
0 4 1 5 1 3
Feminin a
Género 0 3 6 2 6 4 0,1417
Mediana da Idade (anos) 55 (52-62) | 57(47-67) | 26 (17-60) | 18(5-38) | 51(30-63) | s5136-04"
Idade mediana do inicio das crises
(anos) 10 (1-23) 10 (3-22) 15 (6-18) 3(1-11) - 0,0786b
Mediana da Frequéncia de crises
- - - b
(mensais) 3 (2-45) 0 0 (0-90) 75 (30-150) 0 1,66 E-05
DAEs em uso CBZ, CLB CBZ,CLB VPA >2 DAEs Sem DAEs -
Sente o Sim > 3 = - - c
inicio Nao 1 1 - - - 1
Tipo de
crise Perda da Sim 4 2 - - -
(ILAE,2017) | consciéncia Nio 2 2 - - - 1
Sim 4 3 - - -
Generalizada Nio 2 1 - - - ¢
Sim 0 1 - - -
Crise Febril Nao 4 3 - - - 1©
Direita 2 1 0 0 0
Esclerose Esquerda 3 6 0 0 0
hipocampal Sim Bilateral 2 0 0 0 0
Niio 0 0 7 7 7 2,00E-06"
Sim 4 4 1 1 0
Historico familiar Nio 3 3 6 6 7 0.06461"
Cirurgia neurologica Sim 0 0 L 0 0 a
realizada Nio 7 7 6 7 7 1
Sim 0 0 0 - -
Crise durante o DCS Nao 7 7 7 - - 12
Sim 2 0 1 - i,
Crise 24h antes 0 DCS Nio 5 7 6 - - 0,7428é1
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ELTM: Epilepsia de Lobo Temporal Mesial; EGG: Epilepsia Genética Generalizada; DCF:
Displasia Cortical Focal; CBZ: Carbamazepina; CLB: Clobazam; VPA: Acido Valproico;
DAEs: Dogras Antiepilépticas; DCS: Dia de Coleta de Sangue; a: Teste y” de Person com p-
valor simulado (baseado em 1 000 000 replicatas); b: Teste de Kruskal Wallis; c: Teste de
Fisher

A coorte de estudo contempla quatro grupos de pacientes: ELTM resistente e
responsivos as DAEs, DCF tipo 11, EGG, e individuos controle.

Observamos que em pacientes com ELTM a maioria fez uso da combinagdo de
duas drogas antiepilépticas Clobazam e Carbamazepina, com isso, para homogeneizacao
desse tipo de epilepsia, definimos como critério de inclusdo adicional nessa fase de triagem
apenas pacientes que faziam uso dessas duas drogas antiepilépticas. E entre os grupos de
pacientes com EGG, foram recrutados para estudo sete individuos que estavam em uso
exclusivo da droga acido valproico.

Para o grupo de DCF, foram recrutados sete pacientes que tivessem o diagnostico
anatomo-patoldgico confirmado para DCF do tipo II. Para essa etiologia, ndo foi possivel
obter um grupo homogéneo com relacdo as DAE’s usadas devido a alta refratariedade dessa
condi¢do, e, portanto, a necessidade frequente de uso de politerapia.

De modo geral, foram priorizados pacientes que ndo tiveram crises epilépticas até
24 horas antes da coleta de material biolégico com o objetivo de ndo influenciar nos niveis de
microRNAs circulantes relacionados a crise espontanea recente.

Dentre as varidveis analisadas no conjunto de dados (Tabela 1), mostraram
diferengas significativas (p-valor <0,05) a média de idade e frequéncia de crises entre os
grupos estudados, evidenciadas em negrito.

Por meio do teste de Dunn com corre¢do de Bonferroni foi observada diferenca

significativa entre a idade de pacientes com DCF tipo II e pacientes com ELTM refratéario (p-
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valor = 0,005), responsivo (p-valor = 0,0024) e controles (p-valor = 0,04). Ainda, o mesmo
teste foi usado para comparar média de frequéncia de crises, indicando diferenga entre a
frequéncia de crises de pacientes ELTM resistente versus responsivo (p-valor = 0,02), ELTM
resistente vs. controles (p-valor = 0,03), ELTM responsivo vs. DCF (p-valor = 0,0002), EGG
vs. DCF (p-valor = 0,01) e DCF vs. controles (p-valor = 0,0002). Essas diferencas sao
esperadas, ja que as crises na DCF tém inicio mais precocemente, € s30 mais graves. Sabe-se
que pacientes com EGG em geral tem epilepsia mais benigna em relagdo aos outros grupos.
Assim, com base na frequéncia de crises epilépticas definiu-se como grupos de
epilepsia resistentes ao tratamento medicamentoso o grupo de ELTM resistente as DAEs e o
grupo de DCF, enquanto os grupos ELTM responsivo as DAEs e EGG foram definidos como

grupos de epilepsias responsivas ao tratamento com drogas antiepilépticas.

4.2 Analise dos perfis de microRNAs circulantes na coorte de estudo

A andlise qualitativa dos dados do sequenciamento ¢ apresentada a seguir. Os
fragmentos de microRNAs sequenciados (reads) atingiram uma média de dois milhdes de
reads, evidenciando com isso boa qualidade no sequenciamento de cada amostra, variando
entre os scores de pontuagdo maxima 30-40 (Figura 7).

Considerando o tamanho médio dos microRNAs de 20 pares de bases, esperava-se
que a distribui¢do dos comprimentos dos fragmentos sequenciados se concentrasse nesse pico.
Contudo, conforme a Figura 8, observou-se dois picos, o primeiro, com média em 15 pares de
bases e o segundo com 22 pares de bases. Removendo-se fragmentos menores que 15
nucleotideos, considerados adaptadores ou outras classes de pequenos RNAs, a quantidade

final de dados gerados foi de 20% de todas as reads sequenciadas.
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Control_167_18.fastq.gz -
Control_170_18.fastq.gz -
Control_40_18.fastq.gz -
Control_552_17.fastq.gz -
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Control_576_14.fastq.gz -
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DCF_1160_15.fastq.gz -
DCF_390_15.fastq.gz -
DCF_469_16.fastq.gz -
DCF_494 16.fastq.gz -
DCF_742_12.fastq.gz -
DCF_891_14.fastq.gz -
DCF_977_14.fastq.gz -
EGG_102_18.fastq.gz -
EGG_174_18.fastq.gz -
EGG_440 17.fastq.gz-
EGG_488 03.fastq.gz-
EGG_681_02.fastq.gz -
EGG_960_14.fastq.gz -
EGG_985_14.fastq.gz -
ELTMrefr_1502_05.fastq.gz -
ELTMrefr_299 13.fastq.gz -
ELTMrefr_469_15.fastq.gz -
ELTMrefr_494 17 fastq.gz -
ELTMrefr_574_11.fastq.gz -
ELTMrefr_897_14.fastq.gz -
ELTMrefr_987_12.fastq.gz -
ELTMrs_1265_13.fastq.gz -
ELTMrs_1712_06.fastq.gz -
ELTMrs_1755_06.fastq.gz -
ELTMrs_261_18.fastq.gz -
ELTMrs_645_ 10.fastg.gz -
ELTMrs_821_10.fastg.gz -
ELTMrs_85_13.fastq.gz -
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Figura 7. BoxPlot dos arquivos FASTQ. Representagdo da distribui¢do da qualidade média
das amostras sequenciadas. Cores representam grupos de estudo especificos. Mean Quality:

qualidade média; Filename: nome do arquivo; Group: grupo de estudo
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Figura 8. Distribui¢do total do tamanho dos fragmentos sequenciados. pb: pares de bases;

sequence length: tamanho da sequencia (read)

O sequenciamento total de microRNAs, organizados em um Diagrama de Venn,
(Figura 9) mostrou que 31 microRNAs foram identificados como diferencialmente expressos
com p-valor ajustado a 10%, dos quais, 28 microRNAs mostraram-se especificos para EEG,
um Unico microRNA especifico para DCF e os outros dois microRNAs ndo eram tipo-

especificos para as doengas estudadas.
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ELTM refratario vs Controle ELTM responsivo vs Controle

DCEF vs Controle EGG vs Controle

Figura 9. Diagrama de Venn da andlise de expressdo diferencial de microRNAs com p-valor

ajustado <0,1

Com o objetivo de encontrar potenciais microRNAs especificos também para os
subtipos de ELTM, os niveis de microRNAs foram considerados diferencialmente
significativos se seguissem os critérios: (I) p-valor ajustado (padj) < 0,01 ou (II) p-valor <
0,01 e -1,5 <logyFoldChage > 1,5.

Com base nos critérios estabelecidos, foram selecionados um total de 17
microRNAs circulantes, sendo 11 microRNAs hiperexpressos, hsa-miR-148-3p, -215-5p, -
128-3p, -182-5p, -627-5p, -502-3p, -32-5p, -96-5p, -4508, -636, -141-3p e seis microRNAs
hipoexpressos, hsa-miR-330-3p, -877-5p, -139-5p, -4435 e hsa-miR-101-5p, dois quais 13
microRNAs mostraram-se relacionados ao tipo-especifico de epilepsia, trés microRNAs
mostraram expressdo diferencial para todas as epilepsias em relagdo ao grupo controle e um

microRNA foi relacionado a resposta ao tratamento medicamentoso (Figura 10).
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A | Fcp | | GGE |
Dmg resistant hsa-mER-Q'l 5-5P hsa-miR'877'5p [Drug responsi've]
MTLE hsa-miR-128-3p hsa-miR-182-5p MTLE

hsa-miR-148a-3p

hsa-miR-96-5p
hsa-miR-425-3p
-miR-4508

[Epilepsy]
| MTLE |
B
| Feo |
[ Drug resistant ] Drug responsive
MTLE MTLE

hsa-miR-101-5p

Figura 10. Desenho grafico mostrando microRNAs circulantes diferencialmente expressos
nas diferentes etiologias de epilepsias estudadas (p < 0,01). A) microRNAs circulantes
associados a tipos especificos de epilepsia quando realizada multiplas comparagdes. B)
microRNAs circulantes associados ao tratamento medicamentoso em pacientes com epilepsia.
Os microRNAs circulantes encontrados hiperexpressos no plasma sanguineo estdo
apresentados em vermelho e hipoexpressos em preto. MTLE: Mesial Temporal Lobe Epilepsy
(Epilepsia de Lobo Temporal Mesial); FCD: Focal Cortical Dysplasia (Displasia Cortical
Focal); GGE: Genetic Generalized Epilepsy (Epilepsia Genética Generalizada); Drug
responsive MTLE (ELTM responsiva as drogas antiepilépticas); Drug resistant MTLE
(ELTM resistente as drogas antiepilépticas); Epilepsy (Epilepsia)
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A andlise estatistica da expressdo diferencial de microRNAs circulantes para a
ELTM em relagdo aos individuos controles resultou em oito microRNAs, sendo quatro
especificos para ELTM responsiva as DAEs, hsa-miR-627-5p, hsa-miR-502-3p, hsa-miR-32-
5p e hsa-miR-139-5p, um microRNA especifico para ELTM resistente as DAEs — hsa-miR-
330-3p e trés microRNA genéricos para ELTM, hsa-miR-4435, hsa-miR-636 e hsa-miR-141-
3p, justificados estatisticamente pelos valores de log,FoldChange, p-valor e p-valor ajustado

(Tabela 1).

Tabela 1. Analise estatistica da expressdo diferencial de microRNAs nos subtipos de ELTM

versus controle

Andlise Estatistica
microRNA log2FC p-valor padj Comparacio

hsa-miR-627-5p 2.4960 0.0032 0.3703 ELTM responsiva as DAESs versus controle
hsa-miR-502-3p 23524 0.0009 0.3473 ELTM responsiva as DAESs versus controle
hsa-miR-32-5p 1.4998 0.0115 0.5623 ELTM responsiva as DAEs versus controle
hsa-miR-139-5p -2.6953 0.0044 0.3703 ELTM responsiva as DAEs versus controle
hsa-miR-330-3p -1.5401 0.0121 0.9992 ELTM resistente as DAEs versus controle
hsa-miR-4435 -1.7277 0.0029 0.0964 ELTM versus controle

hsa-miR-636 3.0275 0.0002 0.0286 ELTM versus controle
hsa-miR-141-3p 1.7974 0.0038 0.1026 ELTM versus controle

log2FC: Logy,FoldChange; padj: p-valor ajustado; ELTM: Epilepsia de Lobo Temporal
Mesial; DAEs: Drogas antiepilépticas; log,FoldChange > 0: microRNAs hiperexpressos em
pacientes versus controle; log:FoldChange < 0: microRNAs hipoexpressos em pacientes

versus controle

A andlise estatistica de microRNAs circulantes diferencialmente expressos para a

DCF em relagdo aos individuos controles resultou em trés microRNAs: hsa-miR-148a-3p,



46

hsa-miR-215-5p e hsa-miR-128-3p, com base, respectivamente, nos valores de padj (0.0004),

p-valor (0,0043) com log,FoldChange (1,6810) e padj (0,0051) observados na Tabela 2.

Tabela 2. Analise estatistica da expressdo diferencial de microRNAs na DCF versus controle

Anailise Estatistica
microRNA log2FC p-valor padj Comparacio
hsa-miR-148a-3p 0.8908 4.00E-07 0.0004
hsa-miR-215-5p 1.6810 0.0043 0.6609
hsa-miR-128-3p 0.8429 9.51E-06 0.0051 DCF versus controle

log2FC: Log,FoldChange;  padj: p-valor ajustado; DCF: Displasia Cortical Focal;
logoFoldChange > 0: microRNAs hiperexpressos em pacientes versus controle;

logoFoldChange < 0: microRNAs hipoexpressos em pacientes versus controle

A andlise estatistica da expressdo diferencial de microRNAs circulantes para a
EGG (Tabela 3) em relagdo aos individuos controles resultou em dois microRNAs: hsa-miR-
877-5p e hsa-miR-182-5p com base, respectivamente, nos valores de padj (0.0083), e p-valor

(0,0032) com logaFoldChange (1.5614) apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Analise estatistica da expressdo diferencial de microRNAs na EGG versus controle

Analise Estatistica
microRNA log2FC p-valor padj Comparacio
hsa-miR-877-5p -2.4151 0.0001 0.0083
hsa-miR-182-5p 1.5614 0.0032 0.0561 EGG versus controle

log2FC: LogyFoldChange; padj: p-valor ajustado; EGG: Epilepsia Genética Generalizada;
logoFoldChange > 0: microRNAs hiperexpressos em pacientes versus controle;

log>FoldChange < 0: microRNAs hipoexpressos em pacientes versus controle
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A andlise estatistica da expressdo diferencial de microRNAs circulantes para a
epilepsia (ELTM + DCF + EGG) em relagdo aos individuos controles resultou em trés
microRNAs: hsa-miR-96-5p, hsa-miR-425-3p e hsa-miR-4508, com base, respectivamente,
nos valores de padj (0.0004), p-valor (0,000169) com log,FoldChange (-1,847) e p-valor

(0,00132) com logyFoldChange (1,8437), mostrados na Tabela 4.

Tabela 4. Analise estatistica da expressdo diferencial de microRNAs nas Epilepsias versus

controle
Anailise Estatistica
microRNA log2FC p-valor padj Comparacio
hsa-miR-96-5p 3.4387 1.20E-6 0.0004
hsa-miR-425-3p -1.847 1.69E-4 0.0145
hsa-miR-4508 1.8437 1.32E-3 0.0907 Epilepsia versus controle

log2FC: Log,FoldChange; padj: p-valor ajustado; log,FoldChange > 0: microRNAs
hiperexpressos em pacientes versus controle; logsFoldChange < 0: microRNAs hipoexpressos

em pacientes versus controle

Finalmente, a analise estatistica da expressdo diferencial de microRNAs em
relacdo a resposta ao tratamento farmacoldgico na epilepsia gerou um resultado: hsa-miR-
101-5p, o qual estd estatisticamente justificado na Tabela 5 pelo p-valor ajustado e

logoFoldChange.
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Tabela 5. Analise estatistica da expressdo diferencial de microRNAs em relacdo a resposta ao

tratamento medicamentoso na Epilepsia

Andlise Estatistica
microRNA log2FC p-valor padj Comparacio
Epilepsia resistente versus Epilepsias
hsa-miR-101-5p -2.4130 6.05E-5 0.0648 responsivas as DAEs
ELTM resistente versus ELTM responsivo as
hsa-miR-101-5p -2.9875 0.0020 0.9903 DAEs

log2FC: Log,FoldChange; padj: p-valor ajustado; ELTM: Epilepsia de Lobo Temporal

Mesial; DAEs: Drogas antiepilépticas; log,FoldChange > 0: microRNAs hiperexpressos em

pacientes versus controle; log,FoldChange < 0: microRNAs hipoexpressos em pacientes

resistentes as drogas antiepilépticas versus pacientes responsivos as drogas antiepilépticas
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5. DISCUSSAO

Este trabalho objetivou investigar se os microRNAs circulantes no plasma
sanguineo poderiam ser usados como biomarcadores no diagnostico de etiologias de epilepsia
e foi possivel identificar 13 microRNAs relacionados ao tipo-especifico da doenca (Figura
10a)

Oito microRNAs mostraram serem especificos para ELTM (Tabela 1). Para DCF
tipo II, foi possivel observar a presenca de trés microRNAs especificos (Tabela 2) e dois
microRNAs mostraram-se Unicos para a EEG (Tabela 3). Além disso, foi possivel identificar
trés microRNAs como biomarcadores de epilepsia em geral (Tabela 4).

O trabalho também teve como objetivo avaliar se os microRNAs circulantes
poderiam ser usados como biomarcadores preditivos quanto a resposta ao tratamento
farmacologico, sendo identificado um microRNA (Figura 10b, Tabela 5).

A epilepsia ¢ uma doenga heterogénea, na qual padrdes de expressdo
monogénicos nao sao esperados, mas sim a contribuicdo de uma cascata de sinalizacdo celular
complexa, incluindo a combina¢do de diversos microRNAs, contribuindo para um perfil de
expressdao de microRNAs especificos para determinada etiologia da doenga.

Pitkanen et al., (4) ressaltam a importancia do uso combinado de microRNAs
como biomarcadores na epilepsia para aumento de sua especificidade em relagdo as outras
doengas neurologicas, ja que essas possuem similaridades e vias de expressdo comum,
incluindo padrdes anormais de expressdo de microRNAs. E esse desafio, segundo os autores,
deve ser superado com a comparagdo de etiologias distintas na epilepsia e outras doencas

neuroldgicas (4,55).
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Nosso estudo abordou diferentes etiologias da epilepsia com o cuidado de
obtermos uma casuistica homogénea com relacdo as drogas antiepilépticas utilizadas por cada
grupo e a resposta ao tratamento medicamentoso, com o objetivo de selecionar biomarcadores
sensiveis e especificos para distingui-los, bem como para predizer a resposta as DAE’s

ministrada no inicio do tratamento.

5.1 Perfil de expressio de microRNAs circulantes presentes no plasma

sanguineo de pacientes com ELTM

A comparacao de microRNAs circulantes diferencialmente expressos no grupo de
pacientes com ELTM-EH em relagdo as outras etiologias de epilepsia e individuos controles
resultou em cinco microRNAs hiperexpressos hsa-miR-627-5p, hsa-miR-502-3p, hsa-32-5p,
hsa-miR-636 e hsa-miR-141-3p e trés hipoexpressos hsa-miR-139-5p, hsa-miR-4435, hsa-
miR-330-3p.

Quando comparado somente pacientes com ELTM, observou-se a presenca de
uma potencial assinatura molecular entre os grupos resistente e responsivo as DAE’s. Os
microRNAs hsa-miR-627-5p, hsa-miR-502-3p, hsa-32-5p e hsa-miR-139-5p apresentaram
diferencialmente expressos no plasma sanguineo de pacientes com ELTM-EH responsiva as
DAEs, enquanto que o hsa-miR-330-3p foi encontrado apenas no grupo de pacientes com
ELTM-EH resistentes as DAEs.

O perfil de expressdo dos microRNAs circulantes identificados nessa analise
corroborou com alguns dados ja descritos na literatura, a saber: em 2011, Jimenez-Mateos e
colaboradores (56) conduziram estudo de perfil de expressio de microRNAs usando
hipocampo de camundongos que desenvolveram status epilepticus 24 horas ap6s inducao por

acido cainico, e encontraram o miR-330-3p e outros 11 microRNAs hipoexpressos. Do
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mesmo modo, Bot et al. (57), em seu estudo de expressao de microRNAs no giro denteado a
partir de modelos de ratos com epilepsia de lobo temporal, encontraram 57 microRNAs
hipoexpressos, incluindo o miR-330-3p. Esses achados, ainda que limitados a modelos
animais, sugerem que o hsa-miR-330-3p pode ser um potencial biomarcador ndo invasivo
para a ELTM com crises recorrentes e espontaneas e pode ter papel na resposta as DAE’s.

Dentre os microRNAs demonstrados em nosso estudo como potenciais
biomarcadores para ELTM-HS responsiva as DAE’s, destaca-se o hsa-miR-502-3p. Wang e
colaboradores também identificaram o hsa-miR-502-3p hiperexpresso no soro de pacientes
com epilepsia responsiva as DAE’s (51), contudo, em um segundo trabalho este microRNA
foi encontrado hiperexpresso no hipocampo de pacientes com ELTM-EH resistente ao
tratamento medicamentoso (58).

Essa divergéncia no nivel de expressdo do hsa-miR-502-3p  pode estar
relacionada aos diferentes critérios de inclusdo de pacientes com epilepsia na casuistica de
cada estudo. No estudo de Wang et al. (51) foram estudadas diferentes etiologias de epilepsia,
incluindo a ELT, enquanto Kaalund et al. (58) restringiram seus estudos a pacientes com
ELTM resistente ao tratamento farmacoldgico com evidéncias de presen¢a de EH.

Da mesma forma, essa diferenga de expressdo também pode ser explicada pela
diferenca dos materiais bioldgicos analisados em ambos os estudos. Como se sabe,
microRNAs tém padrdo de expressdo tecido-especifico (40) o que pode explicar porque Wang
e colaboradores (51) encontraram o miR-502-3p hiperexpresso em soro de pacientes com
epilepsia responsiva ao tratamento e Kaalund et al. (58) hiperexpresso no hipocampo de
pacientes com ELTM-EH com resisténcia ao tratamento farmacologico.

Entretanto, os padrdes de expressdo desregulados de alguns microRNAs podem

estar diretamente relacionamento as condi¢des fisiopatoldgicas no organismo (32). Assim,



52

juntos, esses dois achados na literatura reforcam a importdncia do miR-502-3p para a
epilepsia, e estudos futuros com uma casuistica mais homogénea sdo necessarios na
associacao desse microRNA a resposta as DAE’s.

Os microRNAs, hsa-miR-139-5p e hsa-miR-32-5p também foram encontrados no
nosso estudo respectivamente hipo e hiperexpressos no plasma de pacientes com ELTM-EH
responsivos ao tratamento medicamentoso. O hsa-miR-139-5p ja foi encontrado hipoexpresso
em hipocampo de ratos apds status epilepticus (60), enquanto o hsa-miR-32-5p foi descrito
hiperexpresso em estudo com dor neuropatica (61) em modelo animal e associado com
autismo (62) e parece ndo ter um papel especifico relacionado a epilepsia, mas sua funcao
precisa ser mais investigada.

Dentre os microRNAs demonstrados em nosso estudo como potenciais
biomarcadores para ELTM-HS (resistentes e responsivos as DAE’s), destacam-se o hsa-miR-
4435 e hsa-miR-141-3p, ambos correlacionados aos estudos de Wang e colaboradores
(51,63), respectivamente hipo e hiperexpressos em soro de pacientes com diferentes etiologias
de epilepsia, o que corrobora com nossos achados em plasma sanguineo.

O hsa-miR-4435 também foi relacionado a esquizofrenia por predi¢cdo de alvos de
microRNAs no estudos de Costain et al. (2014), incluindo a predicdo génica GABRAI do
receptor de GABAA (64), responsavel pela mediagdo no neurotransmissor inibidor GABA
(acido gama-aminobutilico). Com base nesses estudos, o hsa-miR-4435 ndo ¢ um
biomarcador especifico para a epilepsia, mas pode estar relacionado com a expressdo génica
em doencas neurologicas.

Os microRNAs hsa-miR-627-5p e hsa-miR-636 encontrados nas analises de
amostras de plasma, respectivamente, de pacientes com ELTM-EH responsivo as DAE’s e

ELTM-EH em geral, ndo foram descritos na literatura relacionadas as doengas neuroldgicas.
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Com isso, podem ser considerados biomarcadores inéditos para o diagndstico da ELTM se
confirmarmos a presenca numa coorte de validacdo e se mais estudos forem realizados para
identificar sua fun¢do como biomarcador e/ou na epileptogénese deste tipo especifico de

epilepsia.

5.2 Perfil de expressio de microRNAs circulantes presentes no plasma

sanguineo de pacientes com DCF tipo 11

A comparacao de microRNAs circulantes diferencialmente expressos no grupo de
pacientes com DCF tipo II em relagdo as outras etiologias e individuos controles resultou em
trés microRNAs hiperexpressos, hsa-miR-148a-3p, hsa-miR-215-5p e hsa-miR-128-3p.

Em nossa andlise, o hsa-miR-148a-3p e hsa-miR-128-3p ndo apresentaram um
logFC significativo, contudo os p-valores ajustados foram < 0,05, o que demonstra que esses
microRNAs estdo diferencialmente expressos entre pacientes com DCF em relagdo a
individuos saudaveis e de forma singular em relagdo as outras etiologias.

No estudo de Ichi ef al. em 2010, o miR-148a-3p e outros trés microRNAs foram
identificados hiperexpressos em embrides de camundongos mutantes propensos a defeitos do
tubo neural em relagdo aos embrides selvagens.

Nesse trabalho, foi apresentado a hipdtese de que o miR-148a seria um dos
microRNAs responsaveis pela regulacdo genética pos-transcrional da enzima KDM6B, que
tem o papel na desmetilacdo da histona H3K27 (do inglés, lysine residue 27 of histone H3)
associada com os genes HES1 e NEUROG?2, que sdo essenciais para o desenvolvimento
correto do tubo neural. Desse modo, o aumento da expressdo do miR-148a implica de forma

indireta no aumento da metilacao da histona H3K27, alterando a atividade nos promotores dos
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genes HES1 e NEUROG2, o que prejudica a proliferagdo de células-tronco e causa
neurogénese prematura (65).

Em 2014, Hinton e colaboradores (66) fizeram a triagem da expressdo de
microRNAs durante a transi¢ao de células-tronco embrionarias humanas (hESCs) da fase de
pluripoténcia para endoderma definitivo. Nesse estudo, identificaram 40 microRNAs
hiperexpressos em células pluripotentes em relagdo aos endodermas, incluindo o hsa-miR-
148a-3p.

E em 2017, Veno et al., identificaram um perfil de microRNAs com expressao
altamente especifica ao longo do dobramento cortical do cérebro suino, dentre os quais incluia
o miR-148-3p, com aumento de expressao do inicio ao fim do dobramento cortical.

Esses achados juntos inferem que o miR-148a-3p, tanto em modelo animal como
em humano, possui padrdoes de expressdo tempo-especifico durante o desenvolvimento
cerebral, e sua modulagdo adequada ¢ essencial na regulagdo de uma cascata génica referente
a proliferacdo e diferenciacdo de células tronco relacionadas a neurogénese. Ainda, a
manuten¢do da hiperexpressao desse microRNA em adultos pode inferir a presenca de células
neuronais prematuras como, por exemplo, células em baldo, encontradas na DCF do tipo II.

O hsa-miR-128-3p, por sua vez, foi associado a excitabilidade neuronal em
camundongos com epilepsia (67) e foi encontrado no soro de pacientes com epilepsia
resistente as drogas antiepiléticas de modo geral (52). Apesar dos achados literarios nao
apontarem relacdo especifica desse microRNA a etiologia estudada, o hsa-miR-128-3p pode
contribuir na constru¢ao de um perfil de expressao de microRNAs na DCF.

Finalmente, o hsa-miR-215-5p, hiperexpresso em nossa analise, foi encontrado
hipoexpresso em hipocampo de ratos com epilepsia na fase aguda (68), o que demonstra a

importancia da validagdo de experimentos em humanos.
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5.3 Perfil de microRNAs circulantes na EGG

A primeira andlise apresentada na Figura 9 mostrou que em uma andlise estatistica
mais restritiva, considerando o p-valor ajustado em detrimento do p-valor padrdo, a EGG foi a
etiologia com maior probabilidade de apresentar microRNAs de expressdo anormal no plasma
sanguineo em comparagdo aos individuos controles.

Esses dados prévios podem ser explicados pela presenca de crises epilépticas de
carater generalizado, ou seja, com a presenca de crises que afetem o hemisférios cerebral de
modo abrangente. Como consequéncia a desregulacdo da expressdo de microRNAs nessa
etiologia parece abranger um espectro maior dessas moléculas em comparagdo a DCF e
ELTM.

Contudo, foi observado que o tamanho do efeito desses microRNAs para a doenga
eram pouco expressivos € a analise final resultou em dois microRNAs diferencialmente
expressos, o hsa-miR-182-5p e o hsa-miR-877-5p, no grupo de pacientes com EGG em
relacdo as outras etiologias e aos individuos controles (Tabela 3).

Em 2015, Wang e colaboradores (52) encontrou o hsa-miR-877-5p hipoexpresso
no soro de pacientes com epilepsia quando comparado pacientes responsivos e resistentes as
DAEs, corroborando com nosso achado em plasma sanguineo em pacientes com EGG
responsivos as drogas antiepilépticas.

E o hsa-miR-182-5p foi previamente descrito hiperexpresso em hipocampo de
pacientes com ELTM (69), uma etiologia diferente da EGG, refor¢ando a necessidade de

estudos de validagao futuros.



56

5.4 Perfil de microRNAs circulantes na epilepsia

A comparagdo de microRNAs circulantes diferencialmente expressos entre todos
os pacientes pertencentes a essa casuistica e individuos controles resultou em dois
microRNAs hiperexpressos, hsa-miR-96-5p e hsa-miR-4508, no plasma sanguineo e apenas
um microRNA hipoexpresso, hsa-miR-425-3p.

Em nossa analise, chamou-nos a aten¢@o a elevada expressdo do hsa-miR-96-5p
(logFC > 3,0) em pacientes com epilepsia quando comparada aos individuos saudaveis. Além
disso, esse microRNA parece ter grande relevancia no processo de epileptogénese, uma vez
que ja foi relacionado a morte neuronal, gliose e inflamagdo, como veremos a seguir.

Segundo Gan e colaboradores (70), em seu estudo sobre a fun¢do e alvos do miR-
96 no hipocampo de ratos prematuros quando expostos ao status epilepticus (SE), esse
microRNA mostrou regular negativamente as proteinas Atg7 (do inglés, Autophagy related 7)
e Atgl6L1 (do inglés, Autophagy related 16 like 1), responsaveis pela formacdo de
autofagossomos em neuronios e astrocitos respectivamente. Eles sugerem que a elevada
expressao do miR-96 previne o dano neuronal ocasionado pelo SE através da inibicao dessas
proteinas de formacao de autofagossomos no hipocampo, evidenciando a fun¢do protetiva
desse microRNA nas células neuronais durante e apds o status epilepticus e seu potencial
papel terapéutico na epilepsia.

Outro estudo realizado por Kinoshita et al. (71) com modelo animal, mostrou que
o miR-96-5p também regula negativamente a proteina EAAC1 (do inglés, cysteine
transporter excitatory amino acid carrier 1), responsavel pela sintese de glutationa (GSH, do
inglés Glutathione) — um antioxidante com fun¢do de neuroprote¢do cerebral. E nesse caso, a
hipoexpressdo do microRNA demonstrou aumentar os niveis do antioxidante GSH no cérebro

de camundongos.
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Com base nos dois estudos com modelo animal, podemos inferir que 0 miR-96-5p
parece ter papel importante no controle da exposi¢do das células neuronais a fatores de risco
como a oxidagdo ou morte celular. E por isso, os niveis de expressdo dessa molécula pode
estar diretamente relacionada a homeostase cerebral, e regulacdo da excitabilidade neuronal.

Além disso, um terceiro estudo (72) também realizado em camundongos, com o
objetivo de identificar a fun¢do e os reguladores da proteina Tbx1l (do inglés, T-box
transcription fator) na sindrome de DiGeorge ou sindrome da dele¢do 22q11.2, demonstrou
que o miR-96 possui um loop de regulacdo de feedback negativo com a proteina Tbx1, e que
ambos tém importante papel na regulagdo da taxa de proliferacdo de células progenitoras
dentais e no desenvolvimento craniofacial.

Acrescido ao fato de que o miR-96 desempenha papel de regulacio da
proliferacdo de células de origem ectodérmica como as dentais e neuronais, outros estudos
mostraram que pacientes com a sindrome de DiGeorge possuem alta frequéncia de desordens
do neurodesenvolvimento, como a esquizofrenia (73) e a epilepsia (74), reforcando a
relevancia do miR-96 como molécula reguladora de questdes do neurodesenvolvimento e
como potencial biomarcador no perfil de epilepsia.

O hsa-miR-425-3p foi descrito hipoexpresso em hipocampo de camundongo com
modelo de epilepsia de lobo temporal na fase aguda, o que corrobora com nosso achado (75).
E o hsa-miR-4508 nao foi previamente descrito na literatura relacionado as doengas

neuroldgicas e pode ser um potencial biomarcador inédito para diagnostico das epilepsias.
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5.5 Perfil de microRNAs circulantes na resposta ao tratamento

medicamentoso da epilepsia

Foi realizada a comparagdo de microRNAs circulantes diferencialmente expressos
entre pacientes resistentes e responsivos as DAE’s. A primeira andlise consistiu na
comparacdo de pacientes com ELTM resistente versus ELTM responsiva ao tratamento
medicamentoso (Figura 4a). A segunda analise (4b) consistiu na comparagdo do grupo de
pacientes com epilepsia resistente as drogas antiepilépticas (unido de pacientes com ELTM
resistente ¢ com DCF) em relacdo aos pacientes com epilepsia responsiva (unido dos
pacientes com ELTM responsiva e EGG).

Ambas as analises resultaram no hsa-miR-101-5p, encontrado hipoexpresso em
pacientes com epilepsia resistente as DAE’s em relagdo aos pacientes responsivos ao
tratamento farmacologico.

A comparacgao restritiva entre os pacientes com ELTM (Figura 4a), apesar de ndo
ser estatisticamente significativas pelo p-valor ajustado, corrobora com a andlise abrangente
de pacientes com diferentes etiologias (Figura 4b). Além disso, dois estudos na literatura sao
relevantes neste contexto.

O estudo de Wang et al. (2015) corrobora com nosso achado ao comparar soro de
pacientes com epilepsia e diferentes respostas as drogas antiepilépticas.

E em 2016, Lippi e colaboradores (76) avaliaram células de hipocampo em
modelo animal e mostraram que o miR-101 ¢ um dos microRNAs mais abundantes nos
primeiros estdgios de vida de camundongos, presentes em neurOnios piramidais e
interneuronios. Essa abundancia foi explicada por sua fun¢do: orquestrar o desenvolvimento
das redes neurais para atingir a excitabilidade otima no camundongo adulto. Assim, o

bloqueio precoce do miR-101, mesmo de forma transitoria, mostrou induzir
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hiperexcitabilidade ao longo prazo e a déficits persistentes de memoria no camundongo
adulto.

Juntos, esses dados fortalecem a hipotese de que os niveis de hsa-miR-101-5p sdo
relevantes na inducdo da hiperexcitabiliadde neuronal e na sensibilidade as drogas
antiepilépticas, e pode ser um relevante biomarcador preditivo ao tratamento farmacoldgico.

De modo geral, no nosso estudo, o perfil de expressdo de microRNAs tipo-
especifico de diferentes etiologias de epilepsia, incluindo a ELTM, DCF e EGG, demonstrou
muitas consisténcias e algumas inconsisténcias com os achados prévios na literatura.

Fatores como o estilo de vida de pacientes, drogas usadas previamente e
momento da coleta do material biolégico podem causar variabilidade na abundancia e
expressdo de microRNAs (51,52) Ainda, os niveis de microRNAs provenientes de amostras
com processamentos distintos, como o plasma e soro, ou de espécies distintas devem ser
correlacionados com cautela, pois podem ser fatores de variabilidade na anélise (4).

Estudos de validacdo técnica e biolodgica serdo necessarios para predizer a
reprodutibilidade dos dados, bem como a sensibilidade e especificidade desses microRNAs

como ferramentas de diagndstico/ predi¢ao na clinica médica.
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6. CONCLUSAO

1) O estudo evidenciou que 13 microRNAs s3o potenciais biomarcadores de
diagnostico para diferentes tipos especificos de epilepsia: hsa-miR-148a-3p, hsa-miR-215-5p,
hsa-miR-128-3p, hsa-miR-182-5p, hsa-877-5p, hsa-miR-627-5p, hsa-miR-502-3p, hsa-miR-
32-5p, hsa-miR-139-5p, hsa-miR-330-3p, hsa-miR-636, hsa-miR-141-3p e hsa-miR-4435.

2) O hsa-miR-101-5p foi identificado como um possivel biomarcador preditivo da

resposta ao tratamento farmacoldgico em pacientes com epilepsia.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa:BIORREPOSITQRIOESTUDOS DE GENETICA MOLECULAR EM DOENGAS
NEUROPSIQUIATRICAS - FASE |.

Pesquisador: Iscia Teresinha Lopes Cendes

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 20

CAAE: 12112913.3.0000.5404

Instituicdo Proponente: Hospital de Clinicas da UNICAMP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.141.975

Apresentacao do Projeto:

Solicitacdo de emenda ao projeto original.

Justificativa da Emenda:

Inclusdo de novos membros na equipe de pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

Inalterado.

Avaliacado dos Riscos e Beneficios:

Inalterado

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Inclusdo, na Plataforma Brasil (PB_INFORMAQOES_BASICAS_1 277595_E10.pdf 21/12/2018 ) de
responsaveis por centros coparticipantes e novos alunos na equipe de pesquisa.

Responsaveis por centros coparticipantes:

- Profa. Dra. Katia Lin e Prof. Dr. Roger Walz do HU-UFSC, e
- Prof. Dr. Luiz Eduardo Betting da HCFMB-UNESP

Novos alunos :

- Amanda Morato do Canto,
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- Danielle do Carmo Ferreira da Silva,
- Danyella Barbosa Dogini,

- Estela Maria Bruxel,

- Fabiana dos Santos Oliveira,

- Jaqueline Cruz Geraldis,

- Maria Carolina Pedro Athié,

- Mariana Martin,

- Marina Coelho Gonsales,

- Murilo Guimaréaes Borges,

- Pedro Henrique Mello Magalhaes,
- Vanessa Simao de Almeida,

- Welliton de Souza,

- Alexandre Barcia de Godoi e

- Douglas Cescon da Rosa.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
- carta_emenda_10.pdf 21/12/2018 : apresenta os nomes do novos incluido na Plataforma Brasil.
- PB_INFORMAGCOES_BASICAS_1277595_E10.pdf 21/12/2018 : justificativa da emenda.

Recomendacodes:

Solicitamos encaminhar, como NOTIFICACAO, em formulario do CEP, relatério de acompanhamento do
projeto.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:

Diante do exposto, o CEP —PRP — UNICAMP, de acordo com as atribui¢cdes definidas na Resolugdo CNS n°
466 de 2012 do CNS, manifesta-se pela aprovacdo da emenda proposta ao projeto de pesquisa.

Situacao: Emenda aprovada.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o
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pesquisador considerar a descontinuagao do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada ap6s
analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do
CEP quanto a descontinuagéo, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao participante ou
quando constatar a superioridade de uma estratégia diagnostica ou terapéutica oferecida a um dos grupos
da pesquisa, isto é, somente em caso de necessidade de acdo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovagéao
do CEP para continuidade da pesquisa.

- Em caso de projetos do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem
juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses ap6s a data deste
parecer de aprovacéo e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugéo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

-O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anos apés o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Béasicas| PB_LINFORMACOES_BASICAS_127759| 21/12/2018 Aceito
do Projeto 5 E10.pdf 16:28:16
Qutros carta_emenda_10.pdf 21/12/2018 |lscia Teresinha Aceito

16:26:47 [Lopes Cendes
Qutros carta_anuencia_ HCFMB_UNESP.pdf 09/11/2018 |lscia Teresinha Aceito
10:24:07 | Lopes Cendes
TCLE /Termosde |TCLE_HCFMB_UNESP.pdf 09/11/2018 |Iscia Teresinha Aceito
Assentimento / 10:23:25 | Lopes Cendes
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Justificativa de TCLE_HCFMB_UNESP.pdf 09/11/2018 |Iscia Teresinha Aceito
Auséncia 10:23:25 | Lopes Cendes

Projeto Detalhado / | projeto_biorrepositorio.pdf 09/11/2018 |Iscia Teresinha Aceito
Brochura 10:22:54 |Lopes Cendes
| Investigador

TCLE / Termos de | TCLE_biorrepositorio_menores18.pdf 09/11/2018 |Iscia Teresinha Aceito
Assentimento / 10:22:36 | Lopes Cendes

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_biorrepositorio_maiores18.pdf 09/11/2018 |Iscia Teresinha Aceito
Assentimento / 10:22:20 |Lopes Cendes

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TALE711_8.pdf 09/10/2018 |Iscia Teresinha Aceito
Assentimento / 13:10:43 |Lopes Cendes

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TALE1217_8.pdf 09/10/2018 |[Iscia Teresinha Aceito
Assentimento / 13:10:23 |Lopes Cendes

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_UFSC.pdf 09/10/2018 |lscia Teresinha Aceito
Assentimento / 13:09:25 |Lopes Cendes

Justificativa de

Auséncia

Outros regulamento_biorrepositorio.pdf 13/08/2018 |[lIscia Teresinha Aceito

15:49:58 [Lopes Cendes
Folha de Rosto folhaDeRosto.pdf 21/02/2013 Aceito
11:21:13

Situacao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
CAMPINAS, 11 de Fevereiro de 2019
Assinado por:
Maria Fernanda Ribeiro Bittar
(Coordenador(a))
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