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PREFACIO

Esse trabalho foi realizado com o objetivo de obtermos mais informagdes sobre o
papel dos microRNAs (miRNAs) no sistema nervoso central em camundongos € em
humanos.

Os miRNAs sdao pequenos RNAs ndo codificadores que regulam de modo
sequéncia-especifica e pos-transcricionalmente a expressao génica por inibir a tradugao ou
por degradar o RNA mensageiro do gene alvo. Os miRNAs estdo envolvidos em varios
processos como diferenciagdo celular, apoptose e neurogénese. Muito pouco se conhece
sobre o papel dos miRNAs nas doengas de origem neurologica e isso nos levou a pesquisar
a importancia desses pequenos RNAs reguladores no desenvolvimento do sistema nervoso
central e na epilepsia de lobo temporal mesial.

No primeiro capitulo, apresentamos uma revisao bibliografica detalhada sobre a
descoberta dos miRNAs, bem como sobre sua biogénese. Mostramos o que a literatura nos
apresenta sobre a funcdo dos miRNAs em vérios organismos € modulando varios processos
bioldgicos.

No segundo capitulo sdo apresentados os resultados da investigacdo da regulacao
dos miRNAs durante o desenvolvimento do sistema nervoso central de camundongos,
através do estudo de cérebros em diferentes idades. Esse trabalho gerou um artigo

publicado no periddico Journal of Molecular Neuroscience.
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No terceiro capitulo, mostramos os resultados de expressao dos miRNAs em tecido
hipocampal de pacientes que sofreram cirurgia para controle de crises epiléticas refratarias
a medicamentos e comparamos com tecido hipocampal obtido através de autdpsia. No final
da tese sdo apresentadas as conclusdes gerais sobre os trabalhos.

Os estudos com miRNAs sdo recentes € mostram a grande variedade de processos
nos quais eles estdo envolvidos. Nossos estudos contribuem para esclarecer e acrescentar,
provavelmente, mais uma funcdo aos miRNAs: de reguladores de genes envolvidos no

desenvolvimento e na epilepsia de lobo temporal.
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RESUMO

MicroRNAs sao moléculas recém-descobertas de RNA nao-codificadores que
possuem de 21 a 24 nucleotideos e que regulam a expressao apos a transcri¢ao dos genes
alvo. Essa regulacdo pode ser realizada através da inibicao da traducdo ou da degradagdo do
RNA mensageiro. Os miRNAs estdo envolvidos em varios processo biologicos como,
diferenciagdo celular e desenvolvimento embrionario, além de apresentarem expressao
tecido e tempo-especifica. Eles podem regular a expressao de pelo menos 1/3 de todos os
genes humanos e estdo envolvidos com a regulagdo do metabolismo e da apoptose. Os
miRNAs sdo a chave como reguladores pos-transcricionais da neurogénese; estudos
mostram que eles possuem a expressao associada com a transi¢do entre proliferacdo e
diferenciagdo e também tem expressao constitutiva em neurdnios maduros, evidenciando o
envolvimento dessas moléculas com o desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC).
Outros miRNAs estdo sendo estudados e verifica-se que eles agem como reguladores de
genes envolvidos em doengas como Alzheimer, Parkinson e, provavelmente, também
devam possuir um papel na regulacdo das epilepsias. No primeiro trabalho, apresentado no
segundo capitulo, investigamos o papel dos miRNAs no desenvolvimento do SNC através
da quantificacdo de 104 miRNAs em cérebros em desenvolvimento de camundongos. No
segundo trabalho, apresentado no terceiro capitulo, para analisarmos o papel dos miRNAs
na epilepsia de lobo temporal, verificamos se havia presenga de miRNAs com expressao
diferenciada entre tecidos removidos de pacientes que se submeteram a cirurgia de

hipocampectomia e tecidos normais provenientes de autopsias.
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Para ambos os experimentos, foram extraidos os RNAs dos tecidos e quantificados por
PCR em tempo real com o kit MicroRNA Assay baseado em iniciadores com estrutura em
stem loop. Nos camundongos, analises de bioinformatica encontraram quatro cluster de
acordo com a expressao dos miRNAs. Um cluster (C1) com 12 miRNAs (miR-9; miR-17-
5p; miR-124a; miR-125a; miR-125b;miR-130a; miR-140; miR-181a; miR-199a; miR-205;
miR-214; miR-301) apresentou expressdo com diferenga significativa durante o
desenvolvimento. Nos tecidos dos pacientes, apos a andlise de bioinformatica, encontramos
trés miRNAs com expressao diferenciada entre pacientes e controle (miR-29b, miR-30d e
let-7). Em ambos os experimentos analisamos os possiveis genes alvo desse miRNAs. Nos
camundongos, nossos resultados sugerem a presenca de um padrao especifico de expressao
no cluster C1, indicando que esses miRNAs possam ter um papel na regulacdo de genes
envolvidos na neurogénese. Nos tecidos humanos, os genes alvo encontrados estdao
envolvidos, principalmente, em proliferacdo celular, neurogénese e apoptose, indicando
uma provavel atuacdo dos miRNAs na regulacio de genes que estdo envolvidos na

epilepsia de lobo temporal.
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ABSTRACT

MicroRNAs are a new class of small RNA molecules (21-24 nucleotide-long) that
negatively regulate gene expression either by translational repression or target mRNA
degradation. It is believed that about 30% of all human genes are targeted by these
molecules. MiRNAs are involved in many important biological processes including cell
differentiation, embryonic development and central nervous system formation, besides they
showed specific temporal-space expression. They can regulate 1/3 of human genes and are
involved in metabolism and apoptosis. miRNAs are the key as neurogenesis pos-
transcriptional regulation; studies previous indicates miRNA expression associate with
proliferation and differentiation in development of central nervous system (CNS) and
housekeeping expression in mature neurons. They are involved in several diseases as
Alzkeimer’s and Parkinson and may have a role in epilepsy regulation. In second chapter,
we analyze the miRNA expression in mouse brain during four stages of CNS development;
in third chapter, we analyze hippocampal tissue of four patients who underwent selective
resection of the mesial temporal structures for the treatment of clinically refractory
seizures. In addition we used control samples from autopsy (n=4) for comparison. In both
experiments, total RNA was isolated from tissues and used in real-time PCR reactions with
TagMan™ microRNA assays (Applied Biosystems) to quantify 104 (mouse brain) or 157
(human tissue) different miRNAs. In mouse brain analysis, we were able to identified four
different clusters (C1, C2, C3 and C4) of miRNAs expression. Significant differences in
expression during development were observed only in miRNAs included in C1. Our results

suggest the presence of a specific expression pattern in C1, indicating that these miRNAs

Abstract 27



could have an important role in gene regulation during neurogenesis. We found a
significant decrease (p<0,05) in expression of 12 miRNAs (miR-9; miR-17-5p; miR-124a;
miR-125a; miR-125b;miR-130a; miR-140; miR-181a; miR-199a; miR-205; miR-214; miR-
301) belonging to cluster C1 in latter stages of development. Computational target
identification showed that 10 of the 12 miRNAs present in C1 could be involved in
neurogenesis. In human tissues, bioinformatics analyzes identified three miRNAs species
which were differently expressed in patients as compared to controls: let7a was over
expressed in patients (4 fold increased), miR-29b and miR-30d were down-regulated in
patients (2.5 fold and 0.5 fold decreased, respectively). Possible target genes for let-7a are
NMEG6 and NCAM1 (which would be down-regulated in patients); for miR-29b is MCL-1
and for miR30d are CTNND2, LGII and SON (which would be up-regulated in patients).
We have identified three different miRNA species differently expressed in hippocampal
sclerosis. Gene functions related to the possible miRNA targets are involved mainly with
cell proliferation, neurogenesis, cell adhesion and apoptosis. Our results indicate new
molecular targets which should be explored in additional studies addressing miRNA

regulation in hippocampal sclerosis.
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1.1 — RNAs nao codificadores

Iniciado em 1990, o Projeto Genoma tinha como um dos objetivos identificar todos
os genes da espécie humana (Collins et al., 1998). O numero estimado de genes era em
torno de 100.000 ou mais e ao final do projeto, os dados revelaram a existéncia de 20.000 -
25.000 genes. Esses numeros representam 1,5% do genoma e revelou-se uma surpresa para
todo o meio académico. O restante do genoma, cerca de 98%, foi considerado “DNA-lixo0”,
pois era representado por regides regulatorias ou geradoras de transcritos nao codificadores
de proteinas e assim nao desempenhavam um papel importante nas células (Lander et al.,
2001). Essas conclusdes se basearam no Dogma Central da Biologia Molecular (Crick,
1958), onde toda informagdo contida no DNA deve ser transcrita em RNA mensageiro
(mRNA) e, posteriormente, ser traduzida em proteina. Assim, a questdo era porque tanta
informacdo em um genoma extenso, se essa informagdo nao era utilizada? J& era de
conhecimento académico que os RNA eram divididos em duas classes: RNAs que eram
traduzidos em proteinas ¢ os RNAs ndo codificadores (ncRNAs), como o RNA
transportador ¢ o RNA ribossomico. Através do estudo denominado “RN&mico
experimental” verificou-se que os RNAs ndo codificadores sdo mais numerosos do que o
esperado (Hiittenhofer et al., 2005); através da analise desse estudo de Escherichia coli a
Homo sapiens obteve-se varios ncRNAs, mas a fun¢do desses RNAs continuava incognita.
Através da figura 1 podemos verificar a porcentagem do genoma de vérios organismos que
corresponde a RNA transcrito e traduzido, RNA transcrito e nao traduzido, predito para ser

transcrito ¢ sem evidéncia de transcri¢ao (Hiittenhofer ez al., 2005).
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Figura 1: Divisao do genoma de varios organismos em porcentagem de acordo com
a transcrigdo e traducdo. Figura modificada de Hiittenhofer e colaboradores, 2005.

Os ncRNAs possuem de 21 a 100000 nucleotideos (nt) e podemos dividi-los em
longos ou grandes RNAs, como o RNA transportador, o RNA ribossémico e o XIST RNA
e os pequenos RNAs (small ncRNAs), como os siRNA (small interfering RNA), o rasiRNA
(repeat associated small interfering RNA), snoRNA (small nucleolar RNA), snRNA (small
nuclear RNA), os piRNA (piwiRNA) e os miRNAs (microRNAs).

O XIST RNA possui 17kb e esta envolvido no start para a inativagdo do
cromossomo X (Pauler et al., 2007). Esse RNA s6 ¢ encontrado em determinado momento
do desenvolvimento em células embriondrias iniciais e em progenitores especificos da

hematopoiese (Pauler et al., 2007).
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Os siRNAs possuem cerca de 21nt e sdo produzidos pela quebra de duplas-fitas de
RNA pela enzima DICER. Eles formam complexos com as proteinas argonautas e estao
envolvidos na regulagdo génica, controle de transposon e defesa contra virus (Malone et al.,
2009; Ghildiyal et al., 2009). Os rasiRNAs possuem cerca de 24-27nt e direcionam a
formacdo da heterocromatina nos centromeros (Theurkauf et al., 2006; Josse et al., 2007).
Os snoRNAs possuem cerca de 80nt e guiam uridilagdes e/ou metilagdes sitio-especificas
nos RNAs ribossémicos maduros (Dieci et al., 2009; Taft et al., 2009), mas ha evidéncias
que também possam desempenhar um papel como reguladores de gene (Matera et al.,
2007). Os snRNAs estdo envolvidos com o complexo do spliciossomo (Tazi et al., 2008;
Peters ¢ Robson, 2008) e catalisam a remocdo de introns dos pré-RNA mensageiros
(Valadkhan, 2005). Os piRNAs possuem de 26 a 30nt, sdo restritos a células germinativas e
células somaticas que ficam ao redor das germinativas, sdo associados com as proteinas da
classe PIWI da familia das argonautas, regulam a atividade de transposon e o estado da
cromatina (Malone et al., 2009; Ghildiyal et al., 2009) e tem sua expressdo aumentada em
mamiferos na fase de paquiteno (Megosh et al., 2006). Os miRNAs serdo objetos de estudo
desse trabalho. A figura 2 apresenta a estrutura secundaria de quatro RNAs: RNA
mensageiro, RNA transportador, RNA ribossomico ¢ de um microRNA, evidenciando a

diferenca de complexidade entre eles.
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Figura 2: Estrutura secundaria de: A) microRNA; B) RNA ribossomico; C)RNA
transportador e D) RNA mensageiro.

1.2 — Descoberta dos microRNAs

MicroRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs endogenos nao codificadores que
regulam a expressdo génica pods-transcricionalmente de forma seqiiéncia — especifica
(Bartel, 2004).

Em 1993, Victor Ambros e colaboradores cultivando Caenorhabditis elegans,
notaram uma linhagem mutante que perdia a capacidade de formar a vulva, assim como
também apresentava falhas durante as fases de desenvolvimento de larva para o animal

adulto. Quando esses mutantes geravam ovos, 0s mesmos nao conseguiam sair e eclodiam
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dentro do animal, o consumindo em seguida. Aprofundando os estudos sobre esses
mutantes, Ambros e colaboradores denominaram o gene responsavel pelas alteracdes de
lin-4 e verificaram que esse gene possuia dois transcritos, um mais abundante de 22nt e
outro de 61nt, e ndo codificava proteina alguma, além de estar numa regido intronica do
genoma do animal. Posteriormente, foi demonstrado pelo mesmo grupo, que o transcrito de
22nt pareava por complementaridade com a regido 3’ nao traduzida (3’UTR) do gene /in-14
e regulava de forma negativa a expressao deste gene. Esse gene codifica uma proteina
nuclear que participa da regulacdo da transi¢ado do primeiro (L1) para o segundo (L2)
estagio larval do C. elegans (Lee et al., 1993; Ruvkun e Giusto, 1989). Essa descoberta nao
teve muita repercussao, uma vez que os cientistas acreditavam ser caracteristica somente de
C. elegans. Em 2000, outro grupo clonou outro miRNA, também em C. elegans,
denominado de let-7 (Reinhart et al, 2000). Esse novo miRNA tinha a mesma
caracteristica de se parear a regido 3’UTR, mas de outro gene, o /in-4/ e inibir sua
tradu¢do. A sequéncia do /et-7 mostrou-se ser altamente conservada na maioria dos
organismos (Pasquinelli ef al., 2000), o que evidenciava a ndo exclusividade dos miRNAs
aos nematoides.

Agora se sabe da importancia desses pequenos RNAs ndo codificadores e de sua
existéncia em insetos e mamiferos (Ambros, 2001; Lagos-Quintana et al., 2003; Ambros et
al., 2003; Mattick, 2005). Atualmente, o banco de dados de miRNAs registra mais de
10.000 sequéncias descritas em 32 organismos entre vertebrados, invertebrados, plantas e

virus (http://www.mirbase.org/).
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1.3- Biogénese dos miRNAs

A maioria dos miRNAs estd em regides intergénicas (Lagos-Quintana et al., 2001;
Lau et al., 2001), mas cerca de 25% dos miRNAs descritos em humanos estdo localizados
em introns de pré-RNA mensageiros € no mesmo sentido de transcricdo, isto €, esses
miRNAs podem utilizar a regido promotora destes RNAs mensageiros para serem
transcritos (Aravin et al., 2003; Lai et al., 2003).

A via utilizada para a biogénese dos miRNAs para regular a tradu¢ao e/ou pos-
transcricdo dos mRNAs ¢ a via utilizada pelas células como defesa contra 4cidos nucléicos
intrusos, ou seja, a via de silenciamento génico pods-transcricional (PTGS) (Fire et al.,
1998), onde fitas duplas de RNAs (dsRNA) levam a clivagem ou inibi¢do da traducao de
RNAs mensageiros (Hamilton e Baulcombe, 1999). Esses dsRNAs sdao clivados em
moléculas menores, denominadas small interfering RNA (siRNA) e esses siRNAs
agrupados ao complexo protéico RISC leva ao silenciamento génico. Foi de extrema
importancia o conhecimento da via de silenciamento génico dos siRNAs para o
entendimento mais profundo da atuagdo dos miRNAs.

Os miRNAs sdo transcritos pela RNA polimerase Il a partir de genes MIRs em
moléculas com estrutura em hairpins (figura 3, parte A) denominados pri-miR. Assim
como os RNAs mensageiros, esses transcritos sofrem o capeamento da extremidade 5’ e
poliadenilacdo da extremidade 3’ (Cai et al., 2004; Lee et al., 2002; Kim, 2005). Diferente
da maioria dos RNAs, a maturagdo dos miRNAs comeca no nlcleo e termina no
citoplasma. Em animais, o processamento no nucleo comeca com a atividade

endonucleolitica da DROSHA, uma enzima tipo RNAse III, que em associa¢do com
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PASHA (Lee et al., 2003), reconhece a estrutura hairpin do pri-miR e o cliva gerando o
pré-miR que possui de 60nt a 70nt (figura 3, parte B). Através da Exportina-5 e do co-fator
Ran-GTP (Yi et al., 2003; Lund et al., 2004; Shibata et al., 2006) os pré-miRs sao
transportados para o citoplasma (figura 3, parte C) onde sdo clivados pela enzima DICER
(figura 3, parte D), que gera dimeros de miRNAs com 22nt denominados miRNA:miRNA*
(Hutvagner et al., 2001). Mamiferos, normalmente, codificam um unico tipo de DICER
para gerar varias classes de pequenos RNAs; a excecdo sao as drosofilas e C. elegans que
codificam dois tipos de DICER cada (Lee ef al., 2004). Por outro lado, as plantas precisam
de varias DICERs. Por exemplo, Arabidopsis e arroz possuem quatro e seis diferentes
DICER-like (Dcl), respectivamente. Em Arabidopsis, Dcl 2, 3, 4 estdo envolvidas na
formacdo de diferentes espécies de siRNAs enquanto a Dcl 1 ¢ unicamente responsavel
pela biogénese dos miRNAs. (Bernstein et al., 2001). A atividade de cada DICER produz
siRNAs com tamanho especificos, por exemplo, Dcl2, Dcl3 e Dcl4 formam siRNAs com
22, 24 e 21nt, respectivamente (Deleris et al., 2006; Blevins et al.,2006; Xie et al., 2005).

As clivagens realizadas pela DROSHA e pela DICER definem as extremidades do
dimero miRNA:miRNA*; a fita que possuir a menor energia livre na extremidade 5° sera
incorporada pelo complexo RISC (RNA-Induced Silencing Complex), a outra fita sera
degradada (Khvorova et al., 2003). O miRNA incorporado a estrutura RISC ¢ guiado para o
RNA mensageiro que contenha sequéncias complementares; se o pareamento for completo
haverd a clivagem do mRNA, se o pareamento for parcial, haverd a inibi¢do da traducdo
(Cannell et al., 2008).

Um dos aspectos mais interessantes ¢ observar que um microRNA pode regular a

transcri¢do de varios mRNAs e um mRNA pode ter sua transcri¢do regulada por varios
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miRNAs (Yanaihara et al. 2006). Em C. elegans, por exemplo, o miRNA lin-4 além de
regular a expressao do gene lin-14, também regula a expressao do gene heterocronico lin-
28. Homologos desse gene existem em animais, como camundongo ¢ humanos. E esse gene
¢ alvo dos miRNAs miR-125a e let-7b (Moss e Tang, 2003).

Uma das primeiras fungdes associada aos microRNA foi como reguladores do
timing do desenvolvimento. Como descrito acima, o primeiro miRNA descoberto foi o lin-4
como um pequeno RNA que tem complementaridade com o gene lin-14 (Lee et al., 1993;
Wightman et al., 1993). A regulagdo pos-transcricional de maneira negativa do lin-14 pelo
miRNA lin-4 ¢ essencial para a formagao de um gradiente temporal da proteina Lin-14 para
garantir a correta transicdo entre os estdgios larvais de C. elegans. O segundo miRNA
descoberto, o let-7, também mostrou-se como um controlador-chave no padrao de
desenvolvimento temporal em C. elegans (Abrahante et al., 2003; Grosshans et al., 2005;
Lin et al., 2003); outros miRNA pertencentes a familia do let-7 desempenham um papel no

controle da via do destino celular (Li et al., 2005).
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Figura 3: Biogénese dos microRNAs. A) Transcricdo do gene MIR gerando o pri-
miRNA com estrutura secundéria em hairpin; B) Formacdo do pré-miRNA pela clivagem
do pri-miRNA pela DROSHA; C) Transporte do pré-miRNA pela exportina-5 para o
citoplasma; D) Clivagem pela DICER dos pré-miRNAs formando o complexo
miRNA:miRNA*.
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Recentemente, um novo e emergente conceito para a biogénese dos miRNAs vem
sendo proposto em animais. Nesse novo modelo, sequéncias de introns sao capazer de
produzir miRNAs. Essa hipotese surgiu através da analise derivada de pool de sequéncias
de células em fase S2 do ciclo celular de drosofilas, onde alguns duplex miR:miR* foram
mapeados. MiRNAs originados de introns sdo denominados mirtrons (Okamura et al.,
2007; Ruby et al., 2007). Catorze miRNAs de drosoéfilas e quatro miRNAs de C. elegans
foram identificados até agora. Sabe-se que tanto o gene que codifica proteina como os que
ndo codificam possuem introns, entdo ¢ suposto que mais de 80% dos miRNAs sejam
derivados dessas sequéncias (Rodriguez et al., 2004; Kim e Kim, 2007).

A formag¢dao de mirtrons diferencia-se da biogénese conhecida dos miRNAs,
principalmente, por ela ndo utilizar as proteinas DROSHAs, que removem as sequéncias
proximas a regido principal do pri-miRNA (Han et al., 2006; Wang et al., 2007). Esse
achado vai na contra-mao das observacdes correntes onde a enzima DROSHA foi
demonstrada por agir no intron antes do seu splicing (Kim e Kim, 2007). Estudos com
expressdo demonstram que introns podem originar miRNA maduros, assim como os genes
dos miRNAs. Além disso, assim como os miRNAs, os mirtrons precisam de AGO 1 para

maturagdo e tém a expressao especifica para cada tipo de célula (Okamura et al., 2007).
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1.4- Funcao dos miRNAs

Os miRNAs apresentam expressao tecido e tempo-especifica, ou seja, eles t€ém suas
fungdes especificas em determinadas orgdos e tecidos e em determinadas épocas do
desenvolvimento (Lagos-Quintana et al., 2002; Lagos-Quintana et al., 2003; Liu et al.,
2005; Mehler e Mattick, 2006; Schratt et al., 2006). Os miRNAs podem regular a expressao
de pelo menos 1/3 de todos os genes humanos e sdo conhecidos por terem grande
importancia em uma variedade de processos biologicos incluindo: regulacdo do ciclo
celular, apoptose, diferenciacdo celular e desenvolvimento embrionario entre outros
(Ketting et al., 2001; Ambros, 2004; Bartel, 2004; Wienholds e Plasterk, 2005; Wienholds
et al., 2005; Lee et al., 2004). Os miRNAs estdo, frequentemente, associados a regulagao
do cancer em humanos (Lu et al. 2008; Volinia et al. 2006) e podem ativar tanto potenciais
oncogenes como genes supressores de tumores (Esquela-Kersher et al. 2006).

Por serem altamente conservados e terem um padrao de expressdo especifico, fica
claro que os miRNAs desempenham um papel importante no desenvolvimento e,
certamente, animais sem miRNAs ndo conseguiriam viver ou se reproduzir. (Bernstein, et
al. 2003 Ketting et al., 2001; Wienhold et al., 2003). Camundongos deficientes em DICER
morrem com sete dias e meio de vida embrionaria e perdem a pluripoténcia de suas
células—tronco (Bernstein et al., 2003). Experimentos com drosoéfilas mutantes em DICER-
1 mostram que a via dos miRNAs ¢ essencial para a divisdo celular e para a passagem da
fase G1 para a fase S do ciclo celular (Hatfield et al, 2005).

Ha evidéncias do envolvimento dos miRNAs no metabolismo e na apoptose. Em

moscas, 0 miRNA bantam acelera a proliferacdo e previne a apoptose através da regulagdo
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do gene proapoptotico hid (Brennecke et al., 2003). Similarmente, hd o miR-14 que ¢ um
supressor da morte celular, embora seu alvo ainda ndo seja conhecido. Entretanto, em
moscas mutantes do miR-14 ha o aparecimento de outro fendtipo: elas sdo obesas e tém
elevado nivel de triacilglicerol, evidenciando o papel desse miRNA no metabolismo de
gorduras (Xu et al., 2003). Em vertebrados, o miR-375 ¢ expresso nas ilhotas pancreaticas e
suprime a secrecao de insulina que ¢ induzida pela glicose (Poy et al., 2004). Outro papel
importante desempenhado pelos miRNAs estd no seu envolvimento na miogénese e na
cardiogénese. O miR-1 tem sua sequéncia conservada desde vermes até mamiferos; ele ¢
altamente expresso nos musculos de moscas ¢ nos musculos e coracdo de camundongos
(Aboobaker et al., 2005; Zhao et al., 2005). Mas, de forma interessante, o efeito knockdown
desse miRNA em Drosofila ndo afeta a formagao e a fun¢ao da musculatura larval, mas a
ma formagdo dos musculos e a morte ¢ provocada somente durante o crescimento, no
animal ja adulto (Sokol e Ambros, 2005). Assim, alguns miRNAs podem nao ser essenciais
para a formacdo de um tipo de tecido, mas sdo fundamentais para o subsequente
crescimento € manutengdo do mesmo.

Os estudos sobre miRNAs comegaram com mais for¢a em pesquisas relacionadas ao
cancer. Uma das evidéncias iniciais de que os miRNAs desempenhavam um papel junto aos
oncogenes, veio dos estudos em leucemia linfocitica cronica. (Calin et al., 2002). Estudos
seguintes, mostram que uma caracteristica comum dos miRNAs humanos ¢ sua localizacao
em regides do genoma envolvidas no cancer, como regides de breakpoint e sitios frageis
(Calin et al., 2004). Depois de varios estudos, ficou claro que a expressdo diferencial dos
miRNAs esta associada com a formagao do tumor (Calin et al., 2004, 2005; Michael et al.,

2003; Lu et al., 2005). Lu e colaboradores verificaram em 2005 que tanto o estado de
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diferenciagdo quanto a linhagem de desenvolvimento do tumor sdo refletidos no padrdao de
expressdao dos miRNAs; outro achado interessante desse estudo foi a evidéncia de que a
maioria dos miRNAs tém seus niveis de expressao baixo nos tecidos com o tumor em
relacdo aos tecidos normais. Pode-se dizer que a redugdao dos niveis de expressao dos

miRNAs esta associada com a perda da diferenciacao celular (Calin et al., 2004).
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1.5 — Os miRNAs no Sistema Nervoso Central (SNC)

O sistema nervoso central ¢ um dos sistemas mais complexos do corpo humano.
Para entender o SNC, cientistas vém investigando uma variedade de moléculas como,
proteinas, lipideos e varias pequenas moléculas. A origem da diversidade celular durante o
desenvolvimento requer coordenacao da regulacao da expressdo génica tanto positiva como
negativamente em nivel pos-transcricional (Wienholds e Plasterk, 2005; Kloosterman e
Plasterk, 2006). Assim, ¢ aceitavel dizer que os miRNAs atuam de forma temporal-espacial
no padrao de expressao gé€nica e possivelmente desempenham um papel importante na
morfogénese do cérebro e no destino das células nervosas, processos que sdo chaves no
desenvolvimento do sistema nervoso central (Mansfield et al., 2004; Nelson et al., 2004;
Vo et al., 2005; Krichevsky et al., 2003; Krichevsky et al., 2006; Conaco et al., 2006;
Wulczyn et al., 2007).

A neurogénese ¢ definida como um processo no qual héa a proliferacdo das células
precursoras e diferenciacdo dessas células em neurdnios que sdo capazes de se conectar
num circuito nervoso funcional. Depois de completado o desenvolvimento embriondrio
inicial, a neurogénese fica restrita & zona subventricular dos ventriculos laterais e a zona
subgranular do hipocampo (Keller 2005; Zhao et al. 2008a). A presenca da neurogénese
nessas duas regides persiste durante a idade adulta e tem sido demonstrada em muitas
espécies incluindo os primatas (Kornack and Rakic 2001; Pencea et al. 2001) e humanos

(Curtis et al. 2007; Eriksson et al. 1998).
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Os trés principais tipos de células no SNC sao originados a partir das células-tronco
neurais numa sequéncia temporal definida, iniciada pelo aparecimento dos neuronios,
seguidos dos astrécitos e entdo dos oligodendrécitos (Temple, 2001). Células-tronco
neurais sao encontradas em varias regides do cérebro (Palmer et al., 1997). Varios estudos
vém sendo realizados para mostrar o controle molecular dessa sequéncia. Fatores de
transcricao (Gritti et al. 1999) e metilagdo do DNA (Shimozaki et al. 2005) sdao alguns
elementos que estdo envolvidos nesse processo. Experimentos sugerem que as células-
troncos neurais sao originadas, na sua maioria, a partir do neuroepitélio embrionario.

Vérios estimulos intrinsecos e extrinsecos podem afetar a neurogénese, como:
hormonios, (Cameron et al. 1998), fatores de transcricdo como o TIx (Shi et al. 2004) e
Sox2 (Ferri et al. 2004; Graham et al. 2003) e doengas incluindo as epilepsias (Parent et al.
1997), acidente vascular-cerebral (AVC) (Jin et al. 2006; Sun et al. 2005) e depressao
(Kempermann and Kronenberg 2003).

Em uma revisdo realizada por Liu e Zhao em 2009, eles relatam que nos ultimos
anos, varios RNAs ndo codificadores foram identificados no cérebro e exibem diversos
papéis no desenvolvimento e nas fungdes do cérebro normal. Entre eles, os miRNAs sdo os
melhores estudados e, provavelmente, sdo a chave como reguladores pds-transcricionais da
neurogénese. A supressdo da biogénese dos miRNAs pelo knockdown da enzima DICER
em zebrafish é a primeira evidéncia de que os miRNAs sdo necessarios para o
desenvolvimento do sistema nervoso central. (Giraldez et al., 2005). Um grande numero de
miRNAs foi isolado do cérebro e de linhagens de células neuronais (Lagos-Quintana et al.
2002). Experimentos usando zebrafish como modelo mostram que os miRNAs tém uma

diversidade de padrao de expressdo em células neuronais, incluindo a expressao em
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precursores neuronais (como o miR-92b); expressdo associada com a transicdo entre
proliferagdo e diferenciagdo e expressdo constitutiva em neurénios maduros (como o miR-
124) e expressao especifica por tipo de célula (como o miR-218a que tem a expressao
predominantemente em neur6nios motores; miR-26 ¢ o miR-29 com expressdao nos
astrocitos) (Kapsimali e al. 2007). Estudos confirmam a presenca de miRNAs especificos
do sistema nervoso central como o miR-29b, que pertence a uma familia de miRNAs que
esta ausente nos tecidos embriondrios, mas € altamente expresso no cortex adulto. Muitos
desses miRNAs estdo envolvidos com polirribossomos, sugerindo uma ligacdo no
envolvimento desses miRNAs com a regulacao de proteinas associadas a tradugado (Fiore et
al. 2008).

Kawase-Koga e colaboradores (2009) mostraram em cultura de células humanas,
que a retirada da funcao dos miRNAs, através da delegao de DICER, afeta a sobrevivéncia
e diferenciagdo dos progenitores cortical resultando em paredes corticais estreitas e
ventriculos largos; o mesmo experimento realizado em camundongos, mostrou que o0s
oligodendrocitos no cordao espinal ficaram muito reduzidos durante o estidgio de
gliogénese final. Assim esses resultados identificam o papel essencial da DICER no
desenvolvimento do SNC. Recentemente, Maller Schulman e colaboradores verificaram
que a perda do gene alvo do let-7, o Mlin-41, causa defeitos no tubo neural em
camundongos, indicando um papel no fechamento do tubo neural nesse modelo animal
(Maller Schulman et al., 2008)

Uma revisdo atualizada feita por Kocerha e colaboradores (2009) menciona que
alteracdes na expressdo dos miRNAs podem ter consequéncias diretas nas doencas ou

podem acontecer como resultado da perda da especificidade de uma populacao de células
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(Wang et al., 2008a; Kim ef al., 2007). A expressdo alterada de miRNAs tem sido
observada na Doencga de Alzheimer (Cogswell et al., 2008), na doenca de Parkinson (Wang
et al., 2008b), na doenga de Huntington (Packer et al., 2008) e em neurodegeneracdes
induzidas por prions (Saba et al., 2008). Varios estudos tém se concentrado na regulacao de
miRNAs especificos na Doenca de Alzheimer (DA). Em um dos trabalhos, Lukiw e
colaboradores (2008) verificaram que o miRNA miR-146a (que apresenta alta expressao no
cérebro) tem a expressao aumentada em cérebros com DA e essa regulagdao ¢ mediada pela
cascata do sinalizador NF-kB. Respostas inflamatorias como essa mediada pela cascata de
sinalizacdo NF-kB ¢ uma patologia classica caracteristica de cérebros com DA (Sastre et
al., 2008). Foi mostrado que o miR-146a pode influenciar na resposta inflamatoria presente
na doenca pela ligacdo a regido 3’UTR do RNAm do fator complemento H (CFH). Esse
fator tem sua expressao significantemente reprimida em células neurais humanas injuriadas
com peroxido de hidrogénio, uma substincia quimica produzida durante a resposta
inflamatoria.

Um estudo recente montou um perfil com 224 miRNAs de cérebros de pacientes
com doenca de Parkinson e encontrou varios miRNAs com expressao alterada, consistente
com um grande papel desempenhado pelos miRNAs na fungdo e patogénese do sistema
nervoso central (Kim ez al., 2007). O miRNA miR-133b, que tem expressdo elevada em
neurdnios do mesencéfalo, foi identificado como um dos miRNAs com expressao
significantemente reduzida em tecidos de pacientes com doenga de Parkinson. Um estudo
recente indica que 0 miRNA miR-9 e miR-29a sdo expressos diferentemente em cérebros

de pacientes que faleceram pela doenca de Huntington (Packer et al., 2008).
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Outros processos relacionados as doengas, como inflamagdo, também alteram a
expressao dos miRNAs e podem ser um caminho para terapia mediada por manipulagao
desses miRNAs (Urbich et al., 2008; Sheedy et al., 2008). Doencas como depressao e
distarbios mentais como esquizofrenia também parecem envolver alteracdes da expressao
de miRNAs (Beveridge et al., 2008). Nesse estudo, o miR-181b tem a expressao elevada
nos tecidos analisados e esse miRNA pode regular a expressao de varios genes alvo com
potencial significativo para o desenvolvimento da doenga.

Até o presente momento, ndo temos conhecimento de estudos na area das epilepsias
com presenca de atrofia hipocampal e sua regulacao pelos miRNAs. Nosso grupo estuda
pacientes com epilepsia de lobo temporal com especial interesse nos pacientes que
apresentam refratariedade medicamentosa e sdo submetidos a cirurgia de remocdo do

hipocampo para controle das crises.
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ABSTRACT

MicroRNAs (miRNAs) regulate gene expression in a post-transcriptional sequence-
specific manner. In order to better understand the possible role of miRNAs in central
nervous system (CNS) development, we examined the expression profile of 104 miRNAs
during murine brain development. We obtained brain samples from animals at embryonic
days (E) E15, E17 and postnatal days (P) P1 and P7. Total RNA was isolated from tissue
and used to obtain mature miRNAs by reverse transcription. Our results indicate that there
is a group of 12 miRNAs that show a distinct expression profile, with the highest
expression during embryonic stages and decreasing significantly during development. This

profile suggests key roles in processes occurring during early CNS development.

Keywords: miRNA, quantitative RT-PCR, mouse, brain development.
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INTRODUCTION

MicroRNAs (miRNAs) are a class of small endogenous noncoding RNAs that
negatively regulate gene expression in a post-transcriptional sequence-specific manner
(Bartel et al., 2004). In drosophila, miRNAs associate with argonaute proteins in complexes
that repress protein synthesis by a double interaction with target messenger RNA (Peters
and Meister, 2007). MiRNAs are predicted to regulate expression of at least one-third of all
human genes and are known to be of great importance in a wide variety of biological
processes, including cell cycle regulation, apoptosis, cell differentiation, maintenance of
stemness and imprinting (Ketting et al., 2001; Ambros, 2004; Bartel, 2004; Wienholds and
Plasterk, 2005; Wienholds et al., 2005; Lee et al., 2004).

Generation of cellular diversity during development requires coordination of gene
expression mediated by both positive and negative post-transcriptional regulation
(Wienholds and Plasterk, 2005; Kloosterman and Plasterk, 2006). Therefore, it is
reasonable to predict that miRNAs characteristic temporal- and spatial-restricted expression
pattern probably plays a role in brain morphogenesis and neuronal fate, which are key
biological processes in central nervous system (CNS) development (Mansfield et al., 2004;
Nelson et al., 2004; Vo et al., 2005; Krichevsky et al., 2003; Krichevsky et al., 2006;
Conaco et al., 20006).

In order to investigate the possible role of miRNAs in murine CNS development, we

examined the expression profile of 104 miRNAs during this process.
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MATERIALS AND METHODS

Programmed matings were carried out using specific pathogen free BALB/c/UNI
mice (Mus musculus), in order to obtain embryos at specific developmental stages. Brains
of three animals at the following ages were collected and frozen in liquid nitrogen:
embryonic day (E) E15, E17, postnatal day (P) P1 and P7. The project was approved by the
Ethics Committee on Animal Experimentation at the University of Campinas (Campinas,
Brazil).

Total RNA was isolated from tissue using Trizol™ (Invitrogen, Carlbad, USA) and
pools of three samples were used for each age studied. We obtained mature miRNAs by
stem-loop reverse transcription as previously described (Chen et al., 2005), using the

Human Panel Early Access™ kit (Applied Biosystems - Foster City, USA), which contains

104 of the 489 miRNAs listed in Sanger miRBase database (www.microrna.sanger.ac.uk).
This kit uses stem-loop primers to produce cDNAs from each expressed miRNA, by
annealing to their specific 7-nucleotide seed regions. The glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (Gapdh) gene was used as an endogenous control and all experiments were
performed in duplicates. An overview of the methodology is illustrated in figure 1.

The relative quantification (RQ) of the miRNAs expression was calculated by the
comparative threshold cycle, which is determined using the equation RQ = 2 24} (Livak
and Schmittgen, 2001). The values of relative gene expression were dispersed in a Gauss
curve and the ANOVA test was used to access differences in gene expression among
different developmental stages. Statistical analysis was carried out using the BioEstat 3.0

software (Ayres et al., 2003).
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Bioinformatics studies were performed using two cluster analysis tools: the self-
organizing map (SOM) (Rojas, 1996) and the hierarchical cluster, both using R - The R
Project for Statistical Computing (R Development Core Team, 2007). The SOM represents
the result of a vector quantization algorithm that places a number of reference vectors into a
high-dimensional input data space to approximate to its data sets in an ordered fashion and
it is used to visualize metric ordering relations of input samples (Kohonen, 1997). In
hierarchical clustering the data are not partitioned into a particular cluster in a single step,
but instead a series of partitions takes place, which may run from a single cluster containing
all objects to n clusters each containing a single object (Herrero & Dopazo, 2002).

Prediction of potential mammalian miRNAs targets was carried out using three
different programs simultaneously (TargetScans, miRanda and PicTar, in
http://www.diana.pcbi.upenn.edu/cgi-bin/TargetCombo.cgi, Sethupathy et al., 2006). Only

targets identified in the three programs used were recorded.
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RESULTS

We determined the expression profile of 104 miRNAs during four stages of murine
CNS development (table 1). Values are presented as the fold change in gene expression
normalized to the endogenous control and relative to the calibrator (Livak and Schmittgen,
2001), which was chosen arbitrarily in our study as the expression of let7a sample in E15
stage.

Subsequently, we used the raw data obtained in the quantitative RT-PCR
experiments to sort miRNAs according to their expression profile by hierarchical cluster
programs. They classified them into three distinct groups depicted in figure 2. At the
bottom section of figure 2, five miRNAs with the highest expression during embryonic
stages can be found: miR214, miR130a, mil125a, miR9 and miR125b. In the mid-portion of
figure 2 miRNAs with low expression in all developmental stages are depicted; the top
section comprises miRNAs whose relative expression is not as high as the group
represented at the bottom, but is higher than those represented in the middle section:
miR301, miR200a, miR205, miR199a, miR17-5p, miR181a, miR140 and miR124a.

The SOM analysis identified four distinct clusters of miRNA according to their
expression profile (C1, C2, C3 and C4, figure 3). However, only cluster C1 showed a
significant difference (p < 0.01) in relative expression among the different ages examined.
Cluster C1, which has 12 miRNAs (miR-9; miR-17-5p; miR-124a; miR-125a; miR-
125b;miR-130a; miR-140; miR-181a; miR-199a; miR-205; miR-214; miR-301), has a very
specific expression profile, showing high expression during embryonic stages (E15),

decreasing progressively as the animals reach more mature posnatal stages (P7). The
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predicted mammalian targets for the 12 miRNAs in cluster 1 as well as data on their

expression during development are summarized in table 1.
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DISCUSSION

Post-transcriptional mechanisms such as alternative mRNA splicing, mRNA
trafficking and translational control are believed to play important roles in the regulation of
neural gene expression (Tiedge et al., 1999; Musunuru & Darnell, 2001; Manatis & Tasic,
2002; Steward & Schuman, 2003). It is becoming clearer that miRNAs are an important
part of a novel regulatory pathway which needs further exploration.

The nervous system is a rich source of miRNAs that are involved in regulation of
biological processes in neuronal cell culture (Krichevsky et al., 2006; Miska et al., 2004).
A specific region of embryonic cells first assumes a neuronal identity at the stage known as
neural induction. There is still little evidence that miRNAs are involved in this early stage
of neural induction (Zhang et al., 2006). Nevertheless, the specific expression of certain
miRNAs in stem cells, where they might have a role in differentiation by negatively
regulating the expression of key genes, suggests that neural induction might be a rich
development point for more studies (Kosik, 2006; Kosik and Krichevsky, 2005). Following
neural induction, the evidence for a role of miRNAs in the development of the nervous
system is rather strong (Zhang et al., 2006; Kosik, 2006).

We reported here the expression profile of 104 miRNAs, which are distributed
according to specific temporal expression patterns during murine brain development. We
want to draw special attention to the 12 miRNAs identified in cluster C1, due to their
distinct expression pattern: high expression during embryonic stage and decreasing as the
brain develops. This profile is indicative of possible key roles in processes occurring during

early CNS development. Many of these miRNAs, such as miR-124a and miR-125a, have
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already been reported to be up-regulated during neuronal maturation. Smirnova et al.
(2005) verified in embryonic stem cells significant differences in the temporal expression
pattern of a panel of highly expressed neural miRNAs. They have shown that neuron-
specific miRNAs (miR-124a, miR-125a and miR-128) gradually accumulated in parallel to
neuronal maturation.

During oogenesis, the egg is loaded with several messenger RNAs which are needed
for early development of the embryo. MiR-430 is the only abundant miRNA in the first 4-8
hours after fertilisation, promoting the down-regulation of maternal transcripts and
allowing the zygotic genome expression. Lack of this miRNA causes a mix between the
two sets of transcripts (maternal and zygotic), leading to the generation of embryos with
subtle defects in gastrulation and brain morphogenesis (Cohen and Brennecke, 2006).
These abundant and early expressions of miR-430 are conserved among vertebrates and
indicate that miR-430 function in the maternal-zygotic transition may be a feature of
vertebrate embryogenesis.

Strauss et al. (2006) show for the first time that cells express a miRNA signature
characteristic of their developmental stage. Using RNA from mouse embryonic stem cells
(ES), embryoid bodies (EBs), day 11 mouse embryos and mature somatic tissues (heart,
brain, kidney, liver, lung), they showed that both ES/EB present a less complex miRNA
expression signature than do cells that are developmentally advanced and highly restricted.
They observed that the brain expressed the most complex miRNA signature and liver the
least one. Since the miRNA expression signature is correlated to a particular stage of
differentiation, it seems that specific miRNA expression signatures reflect commitment to

particular developmental lineages.
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Computational analysis for target identification revealed that 10 of the 12 miRNAs
present in cluster C1 have been reported to be involved in related processes as cell
differentiation and cell adhesion. However, neurogenesis is a major biological process
which was identified in our target search and is directly related to CNS development.
According to table 1, 10 of the 12 miRNAs in CI1 are predicted to regulate genes whose
functions could be related to different pathways involved in neurogenesis. It is interesting
to note that the decrease in expression of the 12 miRNAs in cluster C1 in the latter stages of
development correlate with the increase in expression of the target genes listed in table 1.

Nevertheless, it is important to point out that although the evidence exists, no clear
functional role for miRNAs in mammalian neurogenesis has been proved at the
experimental level. In 2006, Krichevsky et al. demonstrated simultaneous high expression
of miR-9 and miR-124a induced in the transition from neural precursor (NP) to neural
differentiation (ND) cell stage transition. Since miR-124a is preferentially expressed in
embryonic neurons, whereas miR-9 is expressed in both neurons and glia, these results
suggest that early overexpression of miR-124a in NPs prevents gliogenesis, whereas miR-9
expression contributes to neurogenesis. In addition, an inhibition of miR-9 alone or in
combination with miR-124a caused a reduction of neuronal differentiation from precursor
cells. These observations are indications that indeed miRNAs could be important in gene
regulation at this early neuronal differentiation stage.

It is also important to consider that miRNAs that are induced during CNS
development could have multiple targets and interconnected combinatorial effects. In
addition, several miRNAs may cooperatively target mRNAs with similar functions, and

these events may imply unlimited number of regulatory combinations created by a network
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of co-expressed miRNAs that contribute to a highly complex cell response. By contrast, it
is also conceivable that some of these miRNAs could have the same target gene (Kim,
2005).

In conclusion, we identified a cluster of 12 miRNAs with a specific expression
profile in CNS during mouse development. Further studies should be carried out addressing
the specific role of these miRNAs in gene regulation of biological processes involved in

CNS development.
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TABLE AND FIGURES LEGENDS

Figure 1: Overview of the methodology used for microRNA quantification. Each
stem loop RT primer amplifies a specific miRNA using a 7-nucleotide complementary

sequence. Generated cDNAs are quantified through Real Time PCR.

Figure 2: Results of hierarchical cluster analysis with dendrogram. Each column
represents an age: E15 (embryonic day 15); E17 (embryonic day 17); P1 (postnatal day 1);
P7 (postnatal day 7). MiRNAs with the highest relative expression at E15 are at the bottom
section. MiRNAs with low relative expression in all developmental stages are represented
in the middle portion and miRNAs whose expressions are not as high as the bottom group,

but higher than those represented in the middle section, are on the top section.

Figure 3: Results of self organization map (SOM) which generated four different
clusters of miRNA expression: A) cluster 1 (12 microRNAs); B) cluster 2 (21 miRNAs); C)
cluster 3 (13 miRNAs); D) cluster 4 (57 miRNAs). The standard deviation (SD) curve is
represented in red (1SD).

Table 1: Putative biological functions to target genes for microRNAs in cluster C1,
according to three different programs (TargetScans, miRanda and PicTar -
http://www.diana.pcbi.upenn.edu/cgi-bin/TargetCombo.cgi). Only targets identified in the

three programs used were recorded.

This paper was supported by the National Council for Scientific and Technological

Development (CNPq) and the State of Sao Paulo Research Foundation (FAPESP).
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Table 1 Putative biological functions to target genes for microRNAs in cluster C1, according to three different programs (TargetScans,
miRanda and Pic Tar — http://www.diana.pcbi.upenn.edu/cgi-bin/TargetCombo.cgi)

miRNA

Possible target gene

Targeted gene functions

Expression profile

miR-124a

NEUROD1
(Neurogenic differentiation factor 1)

Cell differentiation;
neurogenesis.

During cortical development (Przyborski, 2000); in
humans, peak expression occurs in gestational week 19
(Franklin et al., 2001).

miR-125a

MYT1
(Myelin transcription factor 1)

Transcription factor activity;
neurogenesis.

Restricted to the developing nervous system - marker of
primary neurogenesis
(Bellefroid et al., 1996).

miR-125b

BAI1
(Brain-specific angiogenesis inhib. 1)

Inhibition of angiogenesis
and neuronal differentiation;
neurogenesis.

Peak level in postnatal day 10, expressed in most
neurons of cerebral cortex and hippocampus.
(Koh et al., 2001).

miR-130

GAP43
(Axonal membrane protein GAP-43)

Regulation of cell growth;
neurogenesis.

High expression in developing and regenerating nerve
cells (Margolis et al., 1991).

miR-140

JAG1
(Jagged-1 precursor)

Regulation of cell migration;
neurogenesis; control of cell
specification and
differentiation; DNA binding
protein.

In granule/germinate layer of neonatal mice
(Gazit et al., 2004).

miR-205

NCAM1
(Neural cell adhesion molecule 1)

Cell-cell signaling; cell
adhesion; neurogenesis.

In neuronal precursor cells
(Shanley et al., 2007).

miR-9

CNTFR
(Ciliary neurotrophic factor rec. alpha)

Enhances adult CNS
neurogenesis; signal
transduction: cvtokine

Throughout the adult nervous system
(Emsley and Hagg, 2003).

miR-181a

SEMA4G
(Semaphorin-4G precursor)

Cell differentiation; receptor
activity; neurogenesis.

During developing central and peripheral nervous
systems as well as in several somatic tissues
(Li et al., 1999).

miR-199a

ATXN?7
(Spinocerebellar ataxia type 7 protein)

Nuclear organization; histone
acetylation; neurogenesis.

In adult mouse tissues, high expression level in brain
(Strom et al., 2002)

miR-301

SNAP25
(Synaptosomal-associated protein 25)

Neurotransmitter uptake and
secretion; neurogenesis.

Highly expressed in adult brain
(Zhao et al., 1994)
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CAPITULO 3

Expressdo de MicroRNAs em tecido
hipocampal de pacientes com epilepsia
de lobo temporal mesial
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3.1-INTRODUCAO

3.1.1 — A EPILEPSIA

A epilepsia ¢ um grupo de doencas que possui como caracteristica comum a
ocorréncia de crises (Zielinski, 1988; Fisher et al., 2005). E uma sindrome classificada
como doenga neuroldgica cronica e ocorre em funcao das alteragdes cerebrais associadas ou
ndo a outras patologias neurologicas. Por terem uma grande variedade de manifestagdes
clinicas as epilepsias podem ser tratadas como uma sindrome ou como um grupo de
doencas (Guerreiro et al., 2000). As crises epiléticas sdo manifestagdes clinicas que
refletem disfungdes temporarias de um conjunto de neurdnios de parte do encéfalo ou de
area mais extensa envolvendo os dois hemisférios cerebrais (Guerreiro et al., 2000).

A epilepsia possui alta prevaléncia na populacdo geral, cerca de 1,5% a 2% e ¢
considerada um problema de saude publica por causar grande impacto social e econdmico
(Gomes, 1994; Gomes, 1997; Hauser,1996, Annegers et al., 1996, Borges et al., 2004). Um
fato que contribui para a gravidade da epilepsia ¢ a refratariedade ao tratamento com drogas
anti-epilépticas (DAE).

Segundo classificagdo da International League Against Epilepsy (ILAE), em relagao
ao tipo de crise, as epilepsias sdo classificadas em focais, generalizadas ou nao-
classificadas. As crises focais sdo aquelas nas quais, em geral, as primeiras manifestacdes
clinicas e eletroencefalograficas indicam ativagdo de um sistema neuronal limitado a uma
parte de um hemisfério cerebral. Quando a descarga epilética envolve a totalidade do cortex

cerebral em ambos os hemisférios, a crise ¢ denominada generalizada (ILAE, 1989). Em
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relacdo a etiologia, a classificacdo das epilepsias ¢ baseada nas semelhangas em relagao ao
tipo de crise, idade de inicio, sinais clinicos ou neuroldgicos associados, historia familiar,
achados eletroencefalograficos e prognostico (Guereiro et al., 2000). Dessa forma, as
epilepsias podem ser divididas em trés categorias: idiopaticas, que sdao aquelas transmitidas
geneticamente; sintomaticas, que possuem etiologias conhecidas, e criptogénicas, que sao

as epilepsias de presumivel base organica, mas sem etiologia definida (ILAE, 1989).

3.1.2 — Epilepsia de lobo temporal mesial

A epilepsia de lobo temporal (ELT) ¢ uma alteracao neuroldgica comum. O controle
completo das crises, com tratamento medicamentoso, ¢ alcancado em menos de 50% dos
pacientes (Sander, 1993; Mattson, 1994).

A forma mais comum de ELT ¢ a epilepsia de lobo temporal mesial (ELTM), que
sera objeto de estudo deste trabalho e tem os sintomas gerados pelo acometimento das
estruturas mediais do lobo temporal (Engel, 2001b). A resisténcia ao tratamento
medicamentoso ¢ um problema crucial nos pacientes com ELTM e a cirurgia para retirada
da éarea afetada representa, em muitos casos, uma estratégia terapéutica de sucesso. Os
espécimes retirados na cirurgia mostram duas patologias principais: esclerose hipocampal e
lesdes focais (Thom, 2004). A esclerose hipocampal ¢ o achado neuropatoldgico mais
comum nos pacientes com ELTM que se submetem aos procedimentos cirirgicos para
controle da ELTM refrataria (figura 4). A esclerose hipocampal ¢ a tnica condi¢do
patologica com caracteristicas neuropatoldgicas especificas. Os critérios minimos para o

diagnéstico da esclerose hipocampal estdo resumidos pela Liga Internacional contra a
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Epilepsia (ILAE), e incluem principalmente perda seletiva de neurdnios e gliose na regiao
CA1 (Wieser 2004). Outras alteragdes sao dispersao das células granulares do giro dentado,
neurogénese das células granulares e reorganizagao sinaptica das fibras musgosas (Thom
2004). Lesoes focais e ma formacao do desenvolvimento cortical (displasia cortical)
representam outros achados em pacientes com refratariedade medicamentosa com ELTM

(Blumcke et al., 2002; Thom 2004).

Figura 4: Imagem da atrofia no tecido hipocampal a esquerda (seta) de um pacientes com

epilepsia de lobo temporal. Imagem coronal adquirida em T1.

A ELTM pode ser classificada em: epilepsia de lobo temporal mesial familial
(ELTMF), quando ha recorréncia na familia ou epilepsia de lobo temporal esporadica
(ELTME), quando o paciente for o primeiro a apresentar os sintomas da sindrome.

A principio acreditava-se que somente as epilepsias ditas generalizadas poderiam ter

etiologia genética, contudo, foram os estudos clinicos e eletrencefalograficos realizados por
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Andermann nos anos 70 que chamaram a aten¢do para o envolvimento de fatores genéticos
também nas epilepsias focais (Andermann, 1982).

Embora a epilepsia de lobo temporal tenha sido considerada uma condigdo
adquirida, cresce a evidéncia que indica que uma predisposi¢do genética pode ser um
importante fator causal para a ELT (Ottman, 1989). Nessa linha, aumenta o reconhecimento
de que a ELTM seja transmitida através de heranga dominante autossomica e penetrancia
incompleta (Secolin et al., 2009) e recentemente tenha sido incluida na nova proposta de
classificagcdo das sindromes epiléticas da ILAE (Engel, 2001).

Nao ¢ possivel reconhecer diferencas clinicas entre pacientes com ELTM familial
ou esporadica; somente o historico familiar permite o correto diagndstico. Entretanto, ¢
possivel que muitos casos denominados esporadicos, isto ¢, quando o paciente ¢ o primeiro
na familia com os sintomas, possam nao ser, uma vez que os pacientes nao sabem que ha
outros casos na familia (Gambarella, 2009).

Baseando-se na semiologia das crises, no background genético e nos exames de
ressonancia magnética, duas principais sindromes sdo identificadas na epilepsia de lobo
temporal: a mesial (ELTM) e a lateral (ELTL)(ILAE).

Com o avango dos estudos em biologia molecular e em genética, varios loci e
alguns genes ja foram identificados para as epilepsias idiopaticas. Os genes identificados
até o momento, em sua maioria, referem-se aos componentes moleculares da sinalizagdo
neuronal, como os canais ionicos (Lerche et al., 2001; Meisler et al., 2001). E também
interessante notar que a forma de ELTL, também conhecida como epilepsia autossomica
dominante parcial com caracteristicas auditivas, foi associada com mutagdes no gene LGI/

no cromossomo 10 (Kalachikov et al., 2002). Por outro lado, em nenhuma familia com
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ELTM familiar foram encontradas mutagdes do gene LG/ (Striano et al., 2008), o que nos
leva a acreditar que a ELTL e a ELTM familiar sdo sindromes genéticas distintas. Cabe
aqui ressaltar que o gene LG/ nao estd ligado a canais i6nicos, 0 que sugere novos rumos
na pesquisa de genes responsaveis por epilepsias idiopaticas, pois corrobora a hipotese que
outras regides cromossomicas além daquelas que codificam componentes i6nicos podem

conter o gene responsavel pela expressao da doenca (Ribeiro et al., 2008).

3.1.3 - Estudos de expressdo génica em tecido hipocampal

Na maioria das cirurgias para tratamento de epilepsias refratarias, o tecido
hipocampal ¢ a regido retirada. Assim, este material tem sido usado em estudos
moleculares, tais como: PCR em tempo real, SAGE (Serial analysis of gene expression) e
microarrays. Essas técnicas permitem a analise simultdnea de um grande numero de
transcritos possibilitando uma visdo global da expressdo génica.

Becker e colaboradores (2002) através da técnica de microarrays analisaram
amostras de tecidos hipocampais de pacientes submetidos a cirurgia e tecidos controle
(amostras de pacientes sem atrofia hipocampal — pacientes com lesdo extra hipocampal) e
obtiveram 21 de 588 genes com expressdo alterada entre os dois tecidos. Esses genes
tinham a funcdo relacionada a morte celular, gliose e plasticidade neuronal. Em 2005, de
Lanerolle e Lee estudaram amostras da regido CA1 do hipocampo de pacientes com atrofia
hipocampal e tecidos controle (pacientes com lesdo extra hipocampal) e encontraram 18 de
14500 genes com expressdo alterada entre os tecidos. Esses genes tinham suas fungdes

envolvidas com gliose e resposta imune. Em 2006, Ozbas-Gerceker e colaboradores usaram
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amostras de tecido hipocampal e tecidos controle (hipocampo sem historico de crises —
autopsia) e através da técnica de SAGE encontraram 143 de 9599 genes com expressao
diferenciada. Suas fungdes estavam relacionadas com sintese de proteinas, transducao de
sinal, plasticidade sinaptica, gliose e metabolismo de ferro.

Atualmente, ndo existem na literatura relatos sobre estudos do papel da regulacao
génica por miRNAs nas epilepsias. Portanto, este trabalho ¢ pioneiro no sentido de
formular e explorar as relagdes entre os microRNAs e seus genes alvo no contexto das
epilepsias, principalmente na epilepsia de lobo temporal mesial. Acreditamos que nossos
resultados poderdo ajudar a fornecer uma visao mais global do padrao de expressao génica

nos tecidos obtidos de pacientes com epilepsia de lobo temporal refrataria.
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3.2 - OBJETIVOS

- Determinar o perfil de expressao de miRNAs em tecido hipocampal de pacientes com
epilepsia de lobo temporal mesial familial comparado com tecidos normais provenientes de

autopsia.

- Identificar os genes alvo regulados pelos miRNAS diferencialmente expressos no tecido

hipocampal de pacientes com ELTM familiar em relagdo aos controles.
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3.3 - MATERIAIS E METODOS

3.3.1 — Tecidos humanos

Os tecidos de pacientes com epilepsia de lobo temporal foram obtidos através da
cirurgia de amigdalahipocampectomia realizada no Hospital das Clinicas da UNICAMP.
Todas as cirurgias tiveram indicagdo clinica feita pela equipe de Cirurgia de Epilepsia
chefiada pelo Prof. Dr. Fernando Cendes, apos a investigagcao clinica completa (que inclui
EEG seriados e exame de ressonancia magnética de cranio) seguindo o protocolo local para
a investigacdo de pacientes com epilepsia refrataria ao tratamento clinico. Foram utilizados
espécimes cirargicos de quatro pacientes com ELTM familiar e quatro espécimes de tecido
normal provenientes de autdopsia. A ELTM familiar foi definida seguindo critérios
previamente estabelecidos pelo nosso grupo (Kobayashi et al., 2001).

A tabela 1 mostra resumidamente alguns dados dos pacientes incluidos nesse
estudo. A lateralizacdo da atrofia hipocampal foi obtida pela avaliagdo clinica pré-
operatéria dos pacientes e confirmada pelos exames de ressonancia magnética pela
presenca de atrofia hipocampal. As cirurgias dos pacientes portadores de epilepsia foram
todas realizadas por neurocirurgides (Prof. Dr. Evandro Pinto da Luz de Oliveira e/ou Prof.
Dr. Elder Tedeschi) com amplo treinamento e experiéncia em cirurgia de epilepsia e na
técnica de amigdalohipocampectomia seletiva (Oliver, 2000). A tabela 2 mostra os dados
dos espécimes provenientes de autdpsia. A causa de Obito dos pacientes cujo material foi
obtido na autdpsia, ndo foi relacionada a evento neuroldgico ou trauma no sistema nervoso

central. A autopsia em todos os casos foi realizada menos de 10 horas apds o 6bito, por um
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neuropatologista experiente, o Prof. Dr. Luciano Queiroz.
Este projeto teve a aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa de nossa institui¢ao
(processo 470/2003 — Anexo I) e os pacientes assinaram um termo de consentimento livre e

esclarecido (modelo no Anexo II).

Tabela 1: Dados dos pacientes que se submeteram a cirurgia para controle da epilepsia de
lobo temporal mesial.

Paciente Sexo Idade na data | Lateralizacido da atrofia hipocampal
da cirurgia (AH)
P1 masculino 37 AH esquerda
P2 masculino 48 AH esquerda
P3 masculino 32 AH direita
P4 feminino 40 AH direita

Tabela 2: Dados dos tecidos provenientes de autopsia.

Amostra Idade
C1 58
C2 55
C3 60
C5 45

Imediatamente ap6s a retirada do tecido pelo neurocirurgido no centro cirargico, o
mesmo foi acondicionado em nitrogénio liquido e mantido em freezer a -70°C até sua
utilizacdo para a extragdo de RNA. O mesmo procedimento foi realizado nos tecidos

extraidos pelo patologista.
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3.3.2. Extracdo de RNA e PCR em Tempo Real

O RNA total das células foi extraido com o reagente Trizol (Invitrogen) seguindo o
protocolo descrito pelo fabricante. A determinagdo da concentragdo e pureza do material foi
realizada com o auxilio do aparelho GeneQuant pro (Amersham Biosciences). A qualidade
dos RNAs obtidos foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1,0% corado com
SYBR Safe (Invitrogen). O miRNA maduro foi obtido por transcri¢ao reversa do RNA
através do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit e de iniciadores em stem
loop como descrito por Chen et al., 2005. A reagdo era feita com 100ng/ul de DNA para o
controle endégeno e 2ng/ul de DNA dos tecidos estudados. As reacdes de PCR em Tempo
Real foram realizadas utilizando-se o sistema TaqMan™ (Applied Biosystems), que ¢
constituido por um par de iniciadores e uma sonda marcada com um fluor6éforo. Para ambas
as reacoes foram utilizados o Human Panel Early Access™ kit (Applied Biosystems), que
contém 157 dos 721 miRNAs humanos listados no banco de dados de microRNAs
(www.mirbase.org). O gene 18S (TagManTM-Applied Biosystems) foi escolhido como
controle endogeno das reagdes e todos os experimentos foram feitos em duplicata.

A quantificacao relativa da expressao dos miRNAs foi calculada da comparagao do
valor do C; (Threshold cycle), que ¢ determinado pela equagao RQ 4 2 AACT (Livak and
Schmittgen, 2001). Os valores da quantificacdo relativa estavam dispersos na curva de
Gauss e o teste t foi realizado para a verificagdo de miRNAs que possuissem a expressao
diferenciada entre tecido hipocampal de pacientes e tecido hipocampal normal.

3.3.3. Analises in silico
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Analises de bioinformatica foram realizadas usando duas ferramentas: o SOM (self-
organizing map) e o cluster hierarquico, ambos usando o R—The R Project for Statistical
Computing (R Development Core Team 2007).

A predicdo de alvos potenciais para os miRNAs foi realizada através de trés
diferentes programas: TargetScans (Lewis et al., 2005), miRanda (Griffiths-Jones et al.,
2006) e PicTar (Krek et al, 2005), no link http://www.diana.pcbi.upenn.edu/cgi-
bin/miRGen/v3/Targets.cgi, (Sethupathy et al., 2006). Somente os alvos identificados nos

trés programas simultaneamente foram usados.
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3.4 - RESULTADOS

Comparamos a expressao de 157 miRNAs no tecido hipocampal de pacientes com
ELTM familiar e tecido hipocampal normal. O resultado dessas expressdes € a comparagao
entre tecido normal e tecido com epilepsia estdo resumidos na figura 5. Podemos notar
neste dendograma que os miRNAs estdo agrupados conforme seus padrdes de expressao.
Os miRNAs com baixa expressao estdo em azul e os que t€ém maiores niveis de expressao
estdo em rosa. Esta figura nos fornece pouca informagao a respeito da diferenga entre
tecido normal e tecido dos pacientes e seria necessario um maior numero de miRNas
analisados para que tivéssemos um padrao (assinatura molecular) definido para o tecido
normal e patolédgico.

Apo6s a realizagdo da andlise estatistica com o teste t, encontramos apenas trés
miRNAs diferentes: miR-29b, miR-30d e let-7. Eles apresentaram expressao
significativamente diversa nos tecidos hipocampais de pacientes em comparacdo com 0s
tecidos hipocampais controle. Essas diferengas de expressdo entre os miRNAs estdo
representadas na figura 6. Nesse grafico, notamos que os miRNAs miR-29b e let-7
apresentam aumento da expressao no tecido hipocampal dos pacientes em relagdo ao tecido
normal; ja o miRNA miR-30d apresenta diminui¢do da expressao no tecido dos pacientes.

Apoés a andlise para detectarmos os possiveis genes alvo para esses trés miRNAs
diferencialmente expressos nos pacientes, resumimos os genes alvos na tabela 3.
Selecionamos os genes alvo que poderiam apresentar maior relevancia bioldgica para o
processo fisiopatoldgico envolvido na ELTM, principalmente, a esclerose mesial temporal.

Para os miRNAs miR-29b e let-7, que tiveram aumento da expressao no tecido dos
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pacientes, conseqlientemente os genes alvo tém a expressao diminuida nos tecidos dos
pacientes. Para o miR-30d que tem a expressdao diminuida, seus genes alvo t€ém a expressao
aumentada.

Podemos observar que as fungdes dos genes alvo selecionados foram mais

comumente relacionadas com apoptose, neurogénese e sinalizagao celular.
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Figura 5: Cluster hierdrquico da expressao dos
miRNAs em tecido humano.

Cada coluna representa um tecido especifico:

Cl1, C2, C3 e C4 sao tecido hipocampals de autdpsia;
P1, P2, P3 e P4 sao tecido hipocampals de pacientes
que foram submetido a cirurgia para remog¢ao

das atrofias hipocampais.
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Figura 6: Expressdao dos trés miRNAs que apresentaram diferenca significativa
estatisticamente entre pacientes e controles.
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Tabela 3: Possiveis genes alvo para os trés miRNAs com expressdao significativa diferente entre controles e pacientes com
ELTM, de acordo com trés diferentes programas: TargetScans, miRanda and PicTar - http://www.diana.pcbi.upenn.edu/cgi-

bin/TargetCombo.cgi.
microRNA Provavel Gene Alvo Provavel Funciao do Gene
NMEG6 Inibidor do p53, um indutor de apoptose alfa (IPIA-alfa).
Nucleoside diphosphate kinase 6
T let-7d NCAM1 Diferenciacao celular; Sinalizador célula-célula; ligante de proteina;
Neural cell adhesion molecule 1, 120 kDa transmissor de sinapse.
isoform precursor
CTNND2 Regulador da transcrigao; adesao neuronal; transdugdo de sinal;
Catenin delta-2 (Delta-catenin) (Neural citoesqueleto.
plakophilin-related ARM-repeat protein)
l miR-30d LGI1 Proliferagdo celular; neurogénese.
Leucine-rich glioma-inactivated protein 1
precursor
SON Ligante dupla-fita de RNA; ligante de DNA; anti-apoptose.
SON protein (SON3) (Negative regulatory
element-binding protein
Mcl-1 Anti-apoptotico da familia BCL-2.
T miR29b Myeloid leukemia cell differentiation
protein (Bcl-2- related protein EAT/mcl1)
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3.5 - DISCUSSAO

Apesar do crescente reconhecimento da importante participagdo dos miRNAs na
regulagao génica de inimeros processos bioldgicos, nao existem ainda estudos investigando
o papel dessas moléculas na ELTM. Apesar de ndo podermos determinar se existe ou nao
uma assinatura molecular distinta em tecido hipocampal removido de pacientes com ELTM
familiar em relagdo ao tecido de controles, nds identificamos trés miRNAs diferentemente
expressos no tecido hipocampal dos pacientes, sao eles: let-7d, miR-30d e miR29b. Esses
trés miRNAs regulam pelo menos seis genes alvo de acordo com trés programas
computacionais utilizados: NME6, NCAMI, CTNND2 LGII, SON ¢ MCL-1. As fungdes
biologicas relacionadas a esses alvos estdo, principalmente, envolvidas com proliferacao
celular, neurogénese, adesao celular e apoptose.

A epilepsia de lobo temporal mesial (ELTM) ¢ a mais freqliente sindrome de
epilepsia, afetando de um quarto a um terco de todos os pacientes com epilepsia e a
esclerose hipocampal estd presente na maioria desses pacientes (Gloor, 1991). Varios
pacientes com ELT apresentam um historico familiar de recorréncias das crises de
epilepsia, indicando a participagdo de fatores genéticos nessa sindrome (Andermman, 1982;
Cendes et al., 1998). Nosso grupo caracterizou a ETLM familiar (ELTMF) através do
estudo de 68 pacientes de 22 familias, onde pelo menos dois individuos tinham o
diagnostico de ELTM. A andlise dos heredogramas evidenciou um padrdo de heranga
autossomica dominante com penetrancia incompleta (Kobayashi et al., 2001) que foi
posteriormente também evidenciado pela andlise de segregagdo (Secolin et al., 2010). Em

um estudo recente, a presenga de um componente genético na determinagdo da ELTMF foi
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confirmado, pois nosso grupo identificou um locus no cromossomo 18p para a ELTMF
associada a atrofia hipocampal (Maurer-Morelli ef al., 2007).

Inicialmente demos prioridade para os experimentos em espécimes de pacientes
com ELTMF dada a linha de pesquisa seguida em nosso laboratorio. Porém existem hoje
varias evidéncias apontando para um mecanismo fisiopatologico diferencial agindo na
ELTMF e nos casos esporadicos. Em um estudo recente, nosso grupo mostrou que ha
diferenca de expressao génica entre pacientes com ELTMF e ELTME (Maurer-Morelli et
al., 2009). Além disso, existem observacdes prévias que demonstram diferencas
histoquimicas em tecido coletado de pacientes com ELTM com recorréncia familial e
daqueles sem esses antecedentes (casos esporadicos) (Andrade-Valenca ef al., 2008).

Apesar de nao totalmente esclarecidos os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos
na esclerose mesial temporal (Pollard ef al., 1994; Wasterlain et al., 2002), sabe-se que do
ponto de vista celular dois mecanismos celulares podem contribuir para a perda neuronal: a
necrose e¢ a apoptose (Pretel et al, 1997). A apoptose ¢ um processo determinado
geneticamente e ¢ essencial para a diferenciagdo celular. Ela ¢ caracterizada por mudangas
morfoldgicas no nucleo e citoplasma, por quebra da cromatina em sitios regulares e quebra
por endonucleases do DNA gendmico (fragmentacio do DNA). Esse modo de morte
celular serve como equilibrio para a mitose regular o tamanho de tecidos e mediar
processos patoldgicos associados ao crescimento de tumores (Morrison ef al.,2003). A
apoptose ¢ um processo bioquimico extremante complexo e tem a participagdo do P53, que
¢ um importante gene supressor de tumores e pode induzir a apoptose (Bedi e Mookeriee,
1998; Morrison et al.,2003). Estudos experimentais tém demonstrado que crises podem

induzir a expressdo do gene P53 em modelos animais (Tan ef al., 2002; Araki et al., 2004).

Capitulo 3 — Expressdo de miRNAs em tecido hipocampal de pacientes com Epilepsia 179
de Lobo Temporal



Xu e colaboradores (2007) observaram células com alta expressdao de P53 em espécimes
com esclerose hipocampal.

Alguns experimentos com modelos animais mostram a presenga de células neurais
apoptoticas no tecido hipocampal (Araki et al., 2002; Zang et al., 1998), assim como a
presenca da expressao alterada de genes apoptoticos como o Bcel-2, P53 e Fas (Liu ef al.,
1993; Tan, 2001; Ananth et al., 2001). Entretanto, se ocorre apoptose na esclerose
hipocampal ainda ndo ha evidéncia sdlida. Experimentos em modelos animais mostram que
uma unica crise, crises intermitentes e status epileticus estdo todos envolvidos com
apoptose (Bengzon et al., 1997; Bengzoc et al., 2002; Pretel et al., 1997); outros trabalhos
mostram que o status epileticus resulta apenas em necrose neuronal (Fujkawa et al., 1999 e
2000). Em humanos, Ulysal e colaboradores (2003), utilizando a técnica de TUNNEL, nao
observaram apoptose nas células neuronais de amostras com esclerose hipocampal retirada
de 15 pacientes. Xu e colaboradores (2007) obtiveram o mesmo resultado analisando
amostras com esclerose hipocampal de 24 pacientes, com a técnica de TUNNEL. Porém
nos experimentos com eletromicroscopia, eles encontraram células com alteragdes
morfoldgicas, indicando apoptose em trés pacientes.

Utilizando uma abordagem mais molecular, nossos resultados podem contribuir para
as discussdes resumidas acima, ja que a demonstracao da regulacdo através de miRNAs de
vias de sinalizagdo envolvidas em necrose e/ou apoptose e sua subsequente validacdo em
cultura celular podem contribuir para refor¢car ou refutar essas teorias. Nesse sentido, a
interpretacdo preliminar dos nossos achados ja levanta algumas hipdteses interessantes. Em
especial a regulagdo do gene Mcl-1 que ¢ um gene anti-apoptdtico da familia do Bcl-2.

Estudos mostram a provavel regulacdo da expressdo do gene Mcl-1 pelo miRNA miR-29b
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(Mott et al., 2007). Um proéximo passo nos nossos estudos, seria a verificagcdo da regulagao
da expressao do gene Mcl-1 pelo miR-29b em nivel de RNA mensageiro, através de
experimentos com cultura de células e moléculas anti-miR para promover a diminui¢ao da
expressao do miRNA miR-29b.

Nosso interesse recai também no gene alvo LGI1, um gene muito estudado por
nosso grupo tanto em nivel molecular (Ribeiro et al., 2008) como protéico (Torres, 2008)
por ter sido descrito como o gene responsavel pela epilepsia de lobo temporal lateral
(Kalachikov et al., 2002). Também pretendemos estudar a regulacio do miR-30d sobre a
expressao desse gene através de experimentos de anti-miR e anélises com PCR em tempo
real.

Quase nada se conhece sobre a regulagao dos miRNAs nos genes envolvidos com as
epilepsias de lobo temporal. Nossos resultados mostram que alguns miRNAs tem a
expressao diferenciada entre tecidos normais e tecidos hipocampais com atrofia e essa
diferenga, provavelmente, modula a expressdo dos genes alvos. Esses genes alvos estdo
envolvidos, principalmente, com diferenciacdo celular, neurogénese e apoptose. Assim,
esses resultados indicam possiveis alvos que devem ser explorados em estudos posteriores
para a verificacdo da regulagdo dos miRNAs sobre genes que coordenam 0s processos que

direcionam a formagao da esclerose hipocampal.
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4 — Conclusoes Gerais

Conclusdes Capitulo 2:

O cluster Cl1 (miR124a; miR125a; miR125b; miR130a; miR140; miR17-5p;
miR181a; miR199a; miR205; miR214; miR301; miR9) apresenta um padrao de expressao
especifico e pelo menos 10 desse miRNAs estdo, possivelmente, regulando genes
envolvidos na neurogénese. A redu¢do na expressao dos miRNAs deste cluster durante o
desenvolvimento indica que seus genes alvos deixam de sofrer regulacdo negativa (via

miRNA) e passam a atuar no desenvolvimento do sistema nervoso central no embrido.

Conclusdes Capitulo 3

Nossos estudos vem para acrescentar informagdes sobre a atuagdo dos miRNAs na
epilepsia de lobo temporal mesial familiar. Com esse resultados podemos indicar trés
miRNAs com expressdo diferenciada entre tecidos hipocampais com atrofia e tecidos
normais: o miR-29b; miR-30d e let-7. Os possiveis genes alvos desses miRNAs t€m suas
funcdes envolvidas na neurogénese, diferenciacdo celular e apoptose, sendo que essas
funcdes parecem ser relevantes na esclerose mesial temporal que ocorre na epilepsia de

lobo temporal mesial familiar.
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

CEP, 28/04/09.
(PARECER CEP: N° 470/2003)

PARECER

I - IDENTIFICACAO:

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

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Cl4udia Vianna Maurer Morelli

II - PARECER DO CEP.

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprovou a Emenda que inclui a aluna de doutorado Danyella Barbosa
Dogini, a andlise da expressdo génica em larga, nos mesmos espécimes cirtrgicos de
pacientes com (ELTM). Também serd incluido para analise da expressdo génica, pacientes
com displasia cortical e que serfio submetidos a excisdo da regido displasica como forma de
tratamento. Os espécimes obtidos nestas condi¢Ges serdo usados para a quantificagdo dos
microRNAS. Para essa quantificagdo de microRNAS utilizaremos a técnica de PCR em
tempo real, realizado com o Kit Human Panel Early Access™. Além do tecido controle de
autépsia para os hipocampos, seré utilizado também uma fragfo de tecido cortical para fins
de comparagao com o tecido displésico, referente ao protocolo de pesquisa supracitado.

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sfo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nfo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

III - DATA DA REUNIAO.

Homologado na IV Reunifo Ordinaria do CEP/FCM, em 28 de abril de 2009.

wen Silvia Bertuzzo
E ETICA EM PESQUISA
FCM/UNICAMP

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua; Tessalia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas —~SP cep@fem.unicamp.br

Péagina 1 de 1

Anexo

207



ANEXO II

Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido

Anexo Il 209



N

g, Universidade Estadual de Campinas

Ya Departamento de Genética Médica
UNICAMP

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pagina 1 de 3

Titulo do projeto: Caracterizacdo neuropatoldgica da epilepsia de lobo temporal mesial
familiar

Investigadores principais:

Profa. Claudia V. Maurer Morelli, Prof. Dr. Luciano de Souza Queiroz, Prof. Dr. Fernando
Cendes e Profa. Dra. Iscia Lopes Cendes

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidado (a) a participar em um projeto de pesquisa
envolvendo pacientes e familias de individuos com epilepsia. O objetivo geral do estudo ¢
comparar se a lesdo do tecido nervoso cerebral encontrada em pacientes com epilepsia
familiar sdo iguais aquelas encontradas em pacientes com epilepsia na forma esporadica
(sem antecedentes familiares). Esse estudo pode eventualmente melhorar o diagnostico e
levar a um melhor tratamento dessa doenca. Tanto as amostras de tecido nervoso como a
informacao médica a meu respeito, bem como a respeito de minha familia que forem
obtidas para esse estudo, poderdo ser compartilhadas com outros pesquisadores que
trabalham com epilepsia. O sigilo sera mantido em todos os estudos colaborativos através
da utilizagdo de um niimero de co6digo para a identificagdo dos individuos participantes.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo, que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores
participantes fardo perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e familiais. O meu
consentimento se refere ao uso do material que serd retirado durante a cirurgia para a
realizacio de estudos cientificos. E importante lembrar que a cirurgia mencionada acima,
faz parte do tratamento médico. A pesquisa laboratorial utilizando as amostras de tecido
podera ser feita durante um periodo maximo de 30 anos apds a coleta. Apds o término desta
pesquisa com prazo de duracdo de cerca de 4 anos, pretende-se armazenar este material
durante no maximo 30 anos caso haja a necessidade de se dar continuidade a pesquisas
complementares. Neste caso sera feito novo protocolo para submissdo a aprovacao do
Comité de Etica em Pesquisa local e se necessario ao Conselho Nacional de Etica em
Saude (CONEP).

RISCO E DESCONFORTO:

Nao ha quaisquer riscos ou prejuizos adicionais para os sujeitos da pesquisa,
ja que o material utilizado para a pesquisa (pequena amostra de tecido nervoso) sera obtido
de pacientes submetidos a retirada cirtrgica do tecido lesado, como forma de tratamento.
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Universidade Estadual de Campinas
Departamento de Genética Médica

Titulo do projeto: Caracterizagdo neuropatologica da epilepsia de lobo temporal mesial
familiar

Investigadores principais:

Profa. Claudia V. Maurer Morelli, Prof. Dr. Luciano de Souza Queiroz, Prof. Dr. Fernando
Cendes e Profa. Dra. Iscia Lopes Cendes

VANTAGENS:

Eu entendo que ndo terei nenhuma vantagem pessoal com a participagdo neste
estudo e que o diagndstico e o tratamento de possiveis familiares com a epilepsia familiar
ou esporadica ndo serdo modificados. Contudo, os resultados desse estudo podem, em
longo prazo, oferecer vantagens para os individuos com epilepsia e suas familias,
possibilitando um melhor diagnéstico € um tratamento mais adequado. Caso, no futuro,
pesquisas com o material venham a trazer resultados com algum tipo de beneficio aos
familiares envolvidos, estes serdo prontamente informados.

SIGILO:

Eu entendo que toda informag¢ao médica, assim como os resultados dos estudos
decorrentes desse projeto de pesquisa, serdo submetidos aos regulamentos do HC-
UNICAMP referentes ao sigilo da informagdo médica, o que garante que os dados pessoais
dos participantes ndo serdo de livre acesso.

Se os resultados ou informagdes fornecidas forem utilizados para fins de publicagao
cientifica, nenhum nome sera revelado.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:

Eu entendo que posso requisitar informagdes adicionais relativas ao estudo a
qualquer momento. A Dra. Iscia Lopes Cendes, tel (019) 3788-8907 estard disponivel para
responder minhas questdes e preocupacdes. Em caso de recurso, diividas ou reclamagoes
contactar a secretaria da comissao de ética da Faculdade de Ciéncias Médicas-UNICAMP,
tel. (019) 3788-7232.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participacdo ¢ voluntaria e que eu posso me recusar a
participar ou retirar meu consentimento e interromper a minha participagdo no estudo a
qualquer momento sem comprometer os cuidados médicos que recebo atualmente ou
receberei no futuro no HC- UNICAMP. Eu reconhegco também que a Dra. Iscia Lopes
Cendes pode interromper a minha participacdo nesse estudo a qualquer momento que
julgarem apropriado.
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Universidade Estadual de Campinas
Departamento de Genética Médica

Titulo do projeto: Caracterizagdo neuropatologica da epilepsia de lobo temporal mesial
familiar

Investigadores principais:

Profa. Claudia V. Maurer Morelli, Prof. Dr. Luciano de Souza Queiroz, Prof. Dr. Fernando
Cendes e Profa. Dra. Iscia Lopes Cendes

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

Nome do participante ou responsavel

Assinatura do participante ou responsavel data

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

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

Nome do pesquisador ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado data
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