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Resumo

A Epilepsia do Lobo Temporal Mesial (ELTM) associada a Esclerose Hipocampal (EH) é
um dos tipos mais frequentes e graves de epilepsia. Para estes pacientes, o procedimento
cirdrgico pode ser indicado como uma alternativa terapéutica, uma vez que esses
apresentam resisténcia ao tratamento medicamentoso. A metilagdo do DNA é um dos
mecanismos epigenéticos que atuam no controle da expressdo génica, podendo estar
envolvida nos processos moleculares que levam a doengas, incluindo as epilepsias.
Atualmente, o Whole-genome bisulfite sequencing (WGBS) é considerado o padrao-ouro
para analise global de metilagdo do DNA (metiloma). Isso posto, o objetivo desse estudo
foi avaliar se existem regides diferencialmente metiladas (DMRs) no metiloma de
amostras teciduais cirdrgicas de pacientes com ELTM+EH, comparando-as com tecidos
de individuos controles; verificar se as alteracdes do metiloma progridem com o tempo
de duracao da doenga; bem como identificar genes candidatos com possivel efeito nos
mecanismos basicos da ELTM+EH. O DNA foi obtido a partir de tecido cerebral
(hipocampo e giro denteado) de 11 amostras de pacientes e quatro de controles
provenientes de autopsia. As amostras de pacientes foram distribuidas em dois grupos:
i) cinco pacientes com tempo de doenga menor que 20 anos; e ii) seis pacientes com
tempo de doenga maior do que 20 anos. O DNA foi convertido por bissulfito de sédio
e as amostras foram preparadas para o WGBS. Apds o sequenciamento, os dados foram
analisados com ferramentas de bioinformatica e estatistica. Foram realizadas trés
comparacgdes: “Grupo 1 versus Controle”, "Grupo 2 versus Controle”, "Grupo 1 versus
Grupo 2". Encontramos 3.772 DMRs, das quais foram selecionadas as 20 DMRs com
maior relevancia biolégica em cada comparacdo, totalizando 60 regides. Nas DMRs
selecionadas, procuramos por genes candidatos colocalizados a elas, levando em
consideragdo mecanismos relevantes nas epilepsias. Ao final identificamos quatro genes
candidatos: GRINZ2D, FAM168B, GRP88 e PDCD7. Com estes genes selecionados,
realizamos uma analise de interacao génica in silico que levou a identificacdo de mais
trés possiveis genes candidatos: MAP2K7, KCND3 e o RGS11. Em conclusdo i)
Encontramos uma diferenga no padrdo do metiloma no tecido cerebral de pacientes com
ELTM+EH, quando comparados aos controles; ii) Observamos que o padrdo de metiloma
dos pacientes varia com o tempo de evolugao da doenga; iii) Encontramos um total de

3.772 DMRs, sendo que ha um predominio de hipermetilagdo nos pacientes, quando



comparados aos controles; iv) Identificamos, colocalizados com as DMRs, quatro genes
putativamente relacionados com os mecanismos envolvidos em epilepsia. Através de
uma analise de interagdo génica, identificados mais trés possiveis genes candidatos. De
modo complementar, realizamos uma analise inicial de integragdo multidmica (metiloma
e RNA-Seq), identificando correlagdes que devem ser posteriormente confirmadas pela
andlise da expressdo génica em transcritos especificos. Desse modo, nosso estudo
produziu evidéncias de que alteracdo no padrdo de metilacdo do DNA é um mecanismo
que esta envolvido na fisiopatologia da ELTM+EH e na sua evolu¢do com o tempo.
Portanto, estudos futuros com o objetivo do conhecimento sobre os mecanismos basicos
envolvidos na ELTM+EH podem ser realizados com base nos dados que produzimos

nesse trabalho.



Abstract

Mesial temporal lobe epilepsy (MTLE) with hippocampal sclerosis (HS) is one of the most
frequent and severe types of epilepsy. For patients with refractory MTLE, epilepsy surgery
may be a useful therapeutic alternative. DNA methylation is one of the several epigenetic
mechanisms and may modulate gene expression. Thus, alterations in DNA methylation
may be involved in the underlying mechanisms of disease. This work aims to investigate
whether there are differences in the whole-genome DNA methylation pattern, also called
methylome, in tissue obtained from patients with refractory MTLE who underwent
epilepsy surgery. In addition, we want to investigate if the DNA methylation pattern
changes with the increased duration of the disease. To achieve these objectives, we
performed whole-genome bisulfite sequencing (WGBS), which is currently considered is
the gold-standard approach to determine global DNA methylation. We included tissue
samples from 11 patients with MTLE+HS, five belonging to patients with less than 20
years of disease duration (Group 1), and six samples from patients with more than 20
years of disease (Group 2). Also, we used four control samples from autopsy material.
DNA samples were extracted from the tissue samples (hippocampus and dentate gyrus)
using the phenol-chloroform protocol. DNA was converted by sodium bisulfite, and the
samples were prepared for whole-genome bisulfite sequencing. Sequencing data were
analyzed using bioinformatics and statistics tools. We performed three different
comparations: Group 1 versus Controls, Group 2 versus Controls, and finally, Group 1
versus Group 2. Overall, we found a total of 3,772 differentially methylated regions
(DMRs). We selected the 20 DMRs displaying the greats biological relevance for each
comparison and performed further analysis. First, we searched for candidate genes
presenting functions that have been previously associated with epilepsy in each of the
60 DMRs selected, and we found four candidate genes: GRIN2D, FAM168B, GRP88, and
PDCD7. Subsequently, we performed intergenic network analysis and identified three
additional candidate genes: MAP2K7, KCND3, and RGST1. In conclusion, i) we found
significant differences in the genomic methylation pattern of brain tissue from patients
with MTLE+HS, compared to controls, ii) we also observed that the methylome pattern
changed with an increased duration of the disease, suggesting that the tissue injury in

patients with MTLE+HS progresses over the time, iii) we found a total of 3,772 DMRs and



observed a predominance of hypermethylation in patients as compared to controls, iv)
we identified four candidate genes which mapped within the DMRs identified, and v) in
silico gene interaction analysis identified three additional candidate genes. Additionally,
we performed a preliminary analysis integrating the methylome and RNA Sequencing
data and found correlations that need further confirmation by quantitative RT-PCR
performed in specific transcripts. Altogether, we have found evidence that differential
DNA methylation is a relevant mechanism that should be further explored in future
studies aiming to unravel the underlying mechanisms leading to disease as well as the

progression of the tissue lesion in MTLE+HS.
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1. INTRODUGCAO

1.1 Epilepsia do lobo temporal mesial e a esclerose hipocampal

A epilepsia € uma das condi¢des neuroldgicas mais frequentes no mundo,
acometendo cerca de 70 milhdes de pessoas (1). Sua prevaléncia é maior em paises em
desenvolvimento e se torna mais relevante conforme ha um aumento da idade (a partir
dos 50 anos) (2). A Liga Internacional Contra a Epilepsia (International League Against
Epilepsy — ILAE), periodicamente, € responsavel por revisar a classificacdo e a defini¢do
dos diferentes tipos de epilepsias (3). Os pacientes com este distlrbio apresentam a
capacidade de gerar crises espontaneamente — processo epileptogénico - (4), sendo as
epilepsias classificadas como focais e generalizadas, preponderantemente. A etiologia
dos diferentes tipos de epilepsias é diversa: genética, estrutural, metabdlica, imunolégica

e desconhecida (1).

As epilepsias focais se iniciam de forma localizada em regides especificas do
cortex cerebral, podendo ocorrer no cortex do sistema limbico ou no neocortex (5). A
epileptogénese caracteriza-se pelo desbalanco entre redes neurais excitatorias e
inibitorias, resultando no mal funcionamento entre as sinapses (6). A etiologia das
epilepsias focais é estrutural para maior parte dos pacientes, no entanto, os aspectos
genéticos e epigenéticos também estdo sendo relacionados a caracterizagdo e

progressao das epilepsias focais (7,8).

A Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) € um dos tipos de epilepsias focais em
adultos. Uma de suas formas é a Epilepsia de Lobo Temporal Mesial (ELTM), sendo essa
a mais frequente dentre os tipos de ELT. ELTM comete regides mediais, como hipocampo,
giro para-hipocampal, giro denteado e amigdala (9). Tais regides estdo relacionadas as
fungdes do sistema limbico, alterando aspectos cognitivos, como memoria, aprendizado
e linguagem (9). Pacientes com ELTM apresentam, na maioria das vezes, resisténcia ao
tratamento  medicamentoso com  drogas  anticonvulsivantes  tradicionais
(farmacorresisténcia), sendo, entdo, encaminhados ao procedimento cirdrgico, com a
resseccao da estrutura candidata ao foco epiléptico (1,9). O achado histopatologico mais

frequente nos espécimes cirurgicos € a Esclerose Hipocampal (EH) (10).
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O hipocampo humano é uma das estruturas da formacdo hipocampal, sendo
constituido de quatro porgdes distintas: Cornu Ammonis 1 (CA1), Cornu Ammonis 2
(CA2), Cornu Ammonis 3 (CA3), Cornu Ammonis 4 (CA4). O giro denteado (GD) é mais
uma regido importante dentro da formacdo hipocampal, estando relacionadas as

funcdes fisiologicas do hipocampo, como a memoria (Figura 1A) (11).

Figura 1: Microscopia anatémica do tecido cerebral contendo as estruturas do hipocampo (CAT - CA4) e do
giro denteado (GD). A: Microscopia do hipocampo humano provindo de autépsia, corado pela técnica de Luxol
Fast Blue - Cresyl-Violeta. As proximas figuras sdo referentes aos diferentes tipos de esclerose hipocampal (EH).
B: EH Tipo 1 — grave perda neuronal e gliose predominante em CAT e CA4. C: EH Tipo 2 — predominante perda
de células neuronais e gliose em CA1. D: EH Tipo 3 — predominante perda de células neuronais e gliose em
CAA4. E: espécime cirtrgico provindo de um paciente com ELT que néo apresenta EH, porém encontra-se gliose
no tecido (sem-EH). As figuras B — E foram coradas com NeuN, pela técnica de imuno-histoquimica, juntamente
com hematoxilina. Legenda: “CAT — CA4" sdo os setores dos Cornu Ammonis; "DG" refere-se ao giro denteado
(sigla em inglés — dentate gyrus); “"Sub” refere-se ao subiculo. Barra de escala em A = 1000 um (aplica-se
também para B - E). Figura adaptada de Bliimcke, I. et al. 2013 (11)

A ELTM associada a EH é caracterizada, no ambito histolégico, pela morte celular
de neurdnios excitatorios e inibitorios, reinervacdo axonal, reorganizacao sinaptica, bem
como alteragdes nas funcdes e estruturas das células gliais (11,12). Além disso, a EH
classifica-se em quatro tipos distintos (Figura 1B — 1E) (11), sendo a EH do Tipo 1 a mais
frequente (Figura 1B). Mediante a perda celular, observa-se a reducdo do volume
hipocampal (Figura 1B — 1C), sendo ela mensurada por ressonancia magnética. Estudos
mostram que existe uma diferenca no volume hipocampal, comparado individuos

saudaveis aos pacientes com ELT, acreditando que esse aspecto possa corroborar com a
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hipotese dessa regido ser o foco epiléptico nos pacientes (13,14). Além disso, a reducdo
do volume ao longo do tempo, bem como a perda das estruturas anatomicas internas

do hipocampo, sugerem que a EH possa ser uma lesdo cerebral progressiva (15,16).

1.2 Epigenética: a metilacao do DNA

O termo "epigenética” foi descrito por Waddington, em 1942, pela primeira vez e
foi conceituado como mudangas que ocorrem no fendtipo sem alteracdo no gendétipo
(17). Na atualidade, epigenética refere-se as alteragdes quimicas que ocorrem no DNA,
nao modificando a sequéncia dos nucleotideos, porém que remodelam o padrao da
expressao génica (18). Tais mecanismos promovem a compactacdo e descompactacdo
da cromatina, como as marcacdes presentes nas caudas das histonas; o aumento ou
diminuicdo da expressao génica, a exemplo da metilacdo do DNA e dos microRNAs (19).
Os processos epigenéticos ja foram associados aos estagios do neurodesenvolvimento,
relacionados aos disturbios neuroldgicos e apresentam como caracteristica a
reversibilidade do processo — uma vez realizada uma reagdo quimica epigenética, ela
pode ser desfeita. Além disso, sabe-se que os mecanismos epigenéticos sofrem
alteracbes mediante exposicdo a fatores internos e externos — a exemplo da microbiota,
dieta, estilo de vida, estresse, passagem do tempo —, resultando em uma modificagdo na
expressao génica positiva ou aberrante, sendo que as aberrantes podem ser relacionadas

ao desenvolvimento de doencas (20).

A metilagdo do DNA consiste na adicdo covalente de um metil-grupo (CHs-),
provindo de uma S-adenil metionina, a um nucleotideo. Esta adicdo ocorre
preponderante no carbono 5 de uma citosina, transformando-a em um 5-metilcitosina
(5mC), sendo essa reacdo catalisada por uma familia de enzimas, as DNA
metiltransferases (DNMT). Existem diferentes tipos de DNMTs, sendo as mais estudadas:
DNA metiltransferase 1 (DNMT1) que é responsavel pela manutencao do padrdao de
metilagdo durante as replicagdes do DNA; e a DNA metiltransferase 3 (DNMT3),

responsavel pela metilagdo de novo (21) (Figura 2).
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Figura 2: Bioquimica da metilacdo do DNA. A familia de enzima DNA-metiltransferases (DNMTs) atuam na
adicdo do grupo metil na S-adenil metionina no carbono 5 de uma citosina, tornando-a uma 5-metilcitosina
(5mC). (@) As DNMT3a e DNMT3b catalisam a metila¢do de novo em uma fita de DNA sem metilagGo — esferas
coradas em vermelho séo os grupos metil. (b) A DNMT1 mantém o padréo de metilacéo da fita-molde durante
a replicacdo do DNA — esferas cinzas sdo os grupos metil da fita-molde; os vermelhos, grupos das fitas-filhas.
(Figura retirada do Moore et al. 2013 (21))

Os mecanismos de desmetilacgdo do DNA apresentam-se de modo ativo ou
passivo. O processo passivo ocorre quando a DNMT1 ¢é inibida ou apresenta alguma
disfuncao, durante o ciclo celular. Ao ndo exercer sua fungado, o padrdo de metilagdo nao
se mantém, de modo a reduzir a assinatura epigenética nessas células-filhas. A
desmetilagdo ativa acontece independente do momento do ciclo celular, no entanto,

necessita de uma reacao enzimatica para a remocao do radical metil (21).

A metilacdo do DNA é presente, preferencialmente, em citosinas que precedem
uma guanina (citosina-fosfato-guanina [CpG]), porém também tem-se estudado a
relevancia da metilagdo em citosinas combinadas a outras bases nitrogenadas (non-
CpG), sendo eles os contextos CHG e CHH, aonde a letra H equivale as bases adenina,
timina e citosina. (22). As CpGs encontram-se em todo o genoma, sendo que a metilacao
€ majoritaria nas ilhas CpGs. O conceito de ilha CpG consiste em regides de 1kpb as quais
apresentam uma maior densidade de CpG, quando comparadas as demais porcdes do
genoma (23), concentram-se, em maioria, nas regides promotoras e sdo responsaveis
pela regulacdo da condensacdo da cromatina, bem como da ligacdo de fatores de

transcricao (21).

Este mecanismo epigenético esta muito presente na literatura, uma vez que a

localizacdo da metilagdo ao longo do genoma traz uma versatilidade frente a regulacao
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da expressdo génica. A metilagdo do DNA quando ocorre na regido promotora esta
associada a redugao a expressao génica (24); nos éxons, ao aumento da expressao génica
(25); e nas regides intergénicas e intrOnicas, acredita-se que haja uma repressao da

expressao génica (21).

1.2.1 Sequenciamento de nova geracao para analise de metilacao global do DNA
(metiloma)

O estudo dos mecanismos epigenéticos ao longo de todo o genoma (epigenoma)
€ um campo em ascensao, bem como o desenvolvimento de técnicas capazes de
mensura-los. Dentro das possibilidade de avaliagdo da metilagdo do DNA global
(metiloma), podemos partir de duas abordagens: i) investigar regides ja catalogadas em
bancos de dados de metilagdo e ii) investigar regides que apresentam o padrao de

metilacao ainda pouco elucidado (26).

Uma das maneiras comerciais de distinguirmos as citosinas metiladas das nao
metiladas é realizando a conversdo do DNA com bissulfito de sédio. Nesta conversao, as
citosinas ndo metiladas sdao convertidas, quimicamente, em uracilas; as citocinas
metiladas permanecem intactas. Essa modificacao permite, durante o processo de reacao
da polimerase em cadeia realizada posteriormente, diferenciar as citosinas ndo metiladas

das metiladas, uma vez que elas serdo lidas como timinas pela enzima polimerase (Figura

3) 27).
@ @
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Figura 3: Conversdo do DNA por bissulfito de sédio, bem como a subsequente reacdo de PCR (polymerase
chain reaction). (Figura adaptada de McCarthy, M M et al. 2015 ((27))

O microarray de metilacdo € uma das técnicas possiveis para avaliacio do

metiloma, focando o olhar em CpGs. Utilizado desde 2008, os microarrays proporcionam
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uma verificagdo da metilacdo do DNA convertido por bissulfito de sédio, em nivel de
nucleotideo, sendo muito encontrada em estudos de tumores e medicina translacional.
No entanto, prioriza-se a escolha desta técnica na verificacdo de metilacdo em regides

com baixa densidade de CpGs e regides ja catalogadas em bancos de dados (28).

Neste contexto, o sequenciamento de nova geracao, partindo de um DNA
gendmico convertido por bissulfito de sddio (whole-genome bisulfite sequence — WGBS),
ascende como técnica padrdo-ouro na avaliacgdo do metiloma, uma vez que ele
proporciona informagdes mais sensiveis, com resolu¢do em nivel de nucleotideo, porém
sem o viés da observacdo de nucleotideos encontrados nas regides catalogadas (29).
Assim, utilizando o WBGS temos acesso a todas as por¢des do genoma, como as regioes

intergénicas, intrOnicas, corpo génico e regides regulatorias.

Além de acessarmos os niveis de metilacio em resolucdo de base-Unica,
podemos utilizar o WGBS em nivel de regido diferencialmente metilada (differentially
methylated regions — DMR). DMRs sao regides, ao longo do genoma, que apresentam
estados de metilagdo diferenciados, quando hd uma comparacdo entre diferentes
amostras. Tais estados podem ser de hipermetilagdo — quando a amostra alvo apresenta
um teor de metilacdo acima da amostra comparada — e hipometilagdo — contexto
contrario ao da hipermetilagdo. A identificacdo e quantificagdo dessas regides pode
compor o conjunto de variaveis capazes de complementar a compreensdo de um
fenotipo. As DMRs localizam-se nas diversas por¢des do genoma, como regides

regulatdrias e sitios de ligacao de fatores de transcricdo (30).

1.2.2 A metilacdo do DNA na epilepsia do lobo temporal mesial associada a
esclerose hipocampal

A metilagdo do DNA é associada a diversas doencas, como tumores e distUrbios
neurologicos, relacionando-a tanto ao desenvolvimento e progressao das doengas,
quanto ao prognostico dos pacientes (31). Apesar de sua etiologia estrutural, a literatura
mostra que a epigenética pode ser um dos fatores que contribuem para a
epileptogénese (20) na ELT, para a resisténcia ao tratamento medicamentoso (32) e

levanta-se o questionamento de como a uma analise com multiplas variaveis, como a
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epigenética, possa agregar na compreensao da possivel progressdo da EH ao longo do

tempo (16).

Apenas um estudo avalia a metilacdo do DNA em pacientes com ELTM associada
a EH, especificamente. Long e colaborares compararam o metiloma no sangue de
pacientes e controles, por meio do microarray, observando que os padrdes estavam
significantemente diferentes, além de se relacionarem com vias de atividade de
oxidorredugao, ligagdes de anions, regulagdo do crescimento e metabolismo de drogas.
Nesse estudo, os autores mostram que entre os pacientes com ELTM painéis de genes
diferencialmente metilados estdo relacionados com a duracdo da doenca, com a

resisténcia aos anticonvulsivantes e com a presenca da EH (33).

Atualmente, ndo ha na literatura estudos sobre o padrdo de metilacdo global do
DNA, no tecido cerebral obtido de pacientes com ELTM e comprovacdo da EH pelo
exame histopatolégico. A busca pela compreensdo dos mecanismos basicos desta
desordem neurologica no tecido cerebral candidato a epileptogénese torna-se
imprescindivel, sendo a epigenética um aspecto promissor frente ao entendimento da
complexidade etiolégica, farmacoldgica e genética envolvida com a ELTM associada a
EH, uma vez que a metilacdo do DNA pode alterar o padrao de expressao, bem como a

abundancia proteica, de elementos chaves na epileptogénese e farmacorresisténcia.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

- Caracterizar o padrdo da metilagdo do DNA ao longo de todo o genoma (metiloma)
em tecido cerebral (hipocampo e giro denteado) de pacientes com epilepsia do lobo

temporal mesial associada com esclerose hipocampal.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o metiloma do hipocampo e do giro denteado de pacientes, comparando-os

com amostras controle;

- Avaliar e comparar o metiloma do tecido dos pacientes em tempos diferentes de

duracao da doencga;
- Elencar regides diferencialmente metiladas (DMRs);

- Selecionar genes candidatos que possam estar relacionados a fisiopatologia da
epilepsia do lobo temporal mesial associada a esclerose hipocampal com base nas DMRs

identificadas.
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3. MATERIAIS E METODO

3.1 Definicao da casuistica

Os tecidos cerebrais (hipocampo e giro denteado) de pacientes utilizados neste
estudo sdo provenientes da cirurgia de amigdalohipocampectomia realizada para o
controle das crises em pacientes com epilepsia refrataria, realizada no Hospital de
Clinicas (HC) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) pela equipe do
departamento de Neurocirurgia, que pertence ao departamento de Neurologia chefiado
pelo Prof. Dr. Fernando Cendes, colaborador desse trabalho. Todas as cirurgias tém
indicagdo médica apds a extensa avaliagdo clinica (que inclui eletroencefalogramas
seriados e exame de ressonancia magnética de cranio), seguindo os protocolos
internacionais, para a investigacdo de pacientes com epilepsia refrataria ao tratamento
clinico. Os espécimes cirtrgicos estdo devidamente armazenados no Biorrepositério de
tecidos, vinculado ao projeto Biorrepositério de Doencas Neuropsiquiatricas, coordenado
pela Profa. Iscia Lopes-Cendes, orientadora do trabalho. Esse trabalho teve a aprovacao
do comité de ética em pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP

(FCM/UNICAMP), processo CAAE: 12112913.3.0000.5404 (Anexo 1).

Visando uma melhor avaliagdo temporal das modificagdes no padrdo de
metilacdo global do DNA na ELTM associada a EH, os pacientes foram distribuidos em
dois grupos, sendo o Grupo 1 com pacientes que apresentam um tempo de doenca de
até 20 anos e o Grupo 2, com tempo de doenca maior do que 20 anos. Tempo de doenca
consiste no intervalo (em anos) entre a primeira crise epiléptica do paciente e o dia da
cirurgia. Devido a falta de estudos correlacionando uma analise temporal da metilacao
de pacientes com ELTM ao longo dos anos da doenca, optamos por 20 anos de doenca
pois era uma idade com a qual foi possivel estabelecer dois grupos, mediante amostras
disponiveis no biobanco do nosso grupo de pesquisa. A casuistica apresentou 11
pacientes no total, sendo que o Grupo 1 consistiu em cinco pacientes e o Grupo 2, em

seis pacientes (Tabela 1).
Os critérios de inclusdo foram:

a. Apresentar idade igual ou maior do que 18 anos;
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b. Ser refratario ao tratamento com drogas anticonvulsivantes ao longo de seu
acompanhamento no Ambulatério de Neurologia do HC da UNICAMP;

c. Ter como indicacdo clinica a cirurgia para a remogao da regido de onde acredita-
se que se originam as crises;

d. Nao apresentar histdrico de neurocisticercose ou tumor cerebral;

e. Nao apresentar histérico familiar de doencas neurolégicas.

O grupo controle consistiu em quatro individuos (Tabela 1), sendo eles provindos
de autdpsias. O protocolo de coleta seguiu o recomendado e orientado pelo
Departamento de Patologia do HC da UNICAMP, sendo que a coleta foi realizada no

periodo de 6h a 20h, a partir do horario do 6bito. Os critérios de inclusdo foram:

a. Apresentar idade maior do que 18 anos;
b. Ser um tecido proveniente de autopsia;
c. Nao apresentar histérico de doenga neuroldgica;

d. Nao apresentar histérico de neurocisticercose ou tumor cerebral.

Todas as amostras de tecidos cerebrais presentes neste estudo foram avaliadas
pelo neuropatologista colaborador do trabalho Prof. Dr. Fabio Rogério, antes de

iniciarmos os procedimentos experimentais.
As comparagoes realizadas neste trabalho foram:

l. Pacientes versus Controle: visualizar as diferencas de metilacdo presentes entre

todos os pacientes e os individuos controles;

[Il. Pacientes Grupo 1 versus Pacientes Grupo 2: observar se a diferenca de tempo
de doenca entre cada grupo de paciente € suficiente para alterar o padrao de metilacéo

entre eles, tendo como base a mesma doenca.

Iniciamos a avaliacdo estatistica das variaveis "idade” e "tempo de doenga” com
o teste de normalidade Shapiro-Wilk em ambas. Mediante resultado do p-value,
seguimos com o Teste-t de Student na variavel “idade” e o teste de Wilcoxon, com
correcao de Benjamini-Hochberg, para "tempo de doenga”; para variavel “sexo”,

realizamos o teste de x° de Pearson (Tabela 2).



30

3.2 Preparo da biblioteca do DNA para sequenciamento de nova geracao (Whole-

Genome Bisulfite Sequencing - WGBS)

A fase das reagdes de preparo do DNA para o WGBS foi dividida em trés etapas:
corte do tecido (Etapa 1), extracao, purificacdo e quantificacdo do DNA (Etapa 2),
conversao por bissulfito de sddio e construgado da biblioteca para sequenciamento (Etapa

3).

a. Etapa 1: corte do tecido

Com o auxilio de um criostato, foram realizados quatro cortes, de 60 um cada, da
regiao do corpo do hipocampo e giro denteado congelados. Em seguida, colocou-se os
cortes em um tudo estéril de 1,5mL. Visando a preservagao tecidual, as amostras foram

armazenadas em freezer -80 °C até o momento da extracdo do DNA.
b. Etapa 2: extracao, purificacao e quantificacio do DNA

A extracdao do DNA foi adaptada com base no protocolo de extracao fenol-
cloroférmio descrito por Sambrook (34), padronizado pelo laboratério. Esta se inicia com
a lise mecanica e quimica do tecido congelado. Adicionar 700uL do tampao de lise
(50mM de Tris, 200mM de NaCl, 200mM de EDTA, SDS 1%, pH 8) e uma bead de ago
inox de 5mm ao tubo com os cortes de tecido e, com auxilio do Tissue Lyzer, promover
a fragmentacdo na velocidade de 20 oscilagdes/segundo, por 20 minutos. Em seguida,
adicionar 30puL de proteinase K (20mg/mL) e incubar por 3h, a 50 °C. Apds a incubacao,
adicionar 10pL de RNAse A e incubar, novamente, por 1h, a 37 °C. Apos a segunda
incubacao, utilizar 600uL de uma solucao de fenol : cloroférmio : alcool isoamilico
(25:24:1) para retirar possiveis proteinas de nossa amostra. Incubar as amostras, neste
momento, a -20 °C, por 20 minutos. Centrifugar a 4 °C, a uma velocidade de 12.000g,
separar a fase aquosa em um tubo novo. Repetir as etapas de adi¢cdo da solucao fenol :
cloroférmio : alcool isoamilico, incubacao a -20 °C, centrifugagdo e separacao da fase
aquosa. Adicionar 30uL de acetato de sédio 3M pH 5,2 e 600uL de etanol absoluto
gelado aos tubos com as fases aquosas. Incubar a — 20 °C por 30 minutos. Centrifugar a
12.000g, por 30 minutos, a 4 °C. Descartar o sobrenadante. Adicionar 500uL de etanol
70% e centrifugar, novamente, a 12.000g, por 5 minutos, a 4 °C. Remover, deixar o etanol

70% secar por completo e ressuspender em agua ultrapura ou em uma solucao de TE.
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A quantificagdo do DNA (Tabela 3) foi realizada com o reagente Qubit Broad
Range (Qubit ™ dsDNA BR Assay Kit — ThermoFisher), a verificacdo da integridade do DNA
foi realizada pelo equipamento EPOCH (Epoch Microplate Spectrophotometer -
Biotek/Agilent, ambos seguindo as recomendacdes dos fabricantes, e pela corrida em gel

de agarose 1% (Figura 6).

c. Etapa 3: conversao do DNA por bissulfito de sédio e construcao da biblioteca

para sequenciamento

Com o objetivo de diferenciar posteriormente citosinas metiladas e nao
metiladas, foi realizada a conversacdo do DNA por bissulfito de sédio, com a utilizacdo
do kit EZ DNA Methylation-Gold (Zymo Research), segundo recomendacdes do

fabricante.

Seguiu-se para a construcao das bibliotecas para sequenciamento utilizando o kit
Accel-NGS® Methyl-Seq DNA Library (Swift Biosciences™), mediante orientacdes do
fabricante. Fez-se a escolha por esse kit de biblioteca, uma vez que ele apresentou o
melhor rendimento, bem como a melhor performance no sequenciamento, quando
comparado aos demais kits para a mesma finalidade (35). Verificou-se a concentragéo
das amostras por PCR quantitativa (polymarese chain reaction - qPCR) e a validagdo das
bibliotecas foi realizada segundo o protocolo do Agilent TapeStation System (Agilent). As
concentragdes das bibliotecas, bem como o tamanho dos fragmentos sequenciados,

estdo sumarizadas na Tabela 3.

O sequenciamento WGBS foi realizado na plataforma NovaSeg600, da Illumina,

segundo orientacdes do fabricante.

3.3 Analise dos dados obtidos com o WGBS

A analise dos dados obtidos com o WGBS foi dividida em 4 etapas: identificacao
e chamada das CpGs (Etapa 1); organizagdo das CpGs e estatistica (Etapa 2); identificagdo
das regides diferencialmente metiladas (DMRs) (Etapa 3); anotagdo das DMRs, bem como

dos genes presentes nessas regides (Etapa 4).

a. Etapa 1: Identificacao e chamadas das CpGs



32

I. Trimagem: essa etapa consistiu na retirada de adaptadores colocados durante
a preparagao experimental da biblioteca, ficando somente o nosso inserto de DNA de
interesse;

Il. Alinhamentos dos dados brutos ao genoma de referéncia: para este
procedimento, utilizou-se o algoritmo Bismark (36) que, com o auxilio do alinhador
Bowtie 2, realizou o alinhamento das reads do sequenciamento ao genoma referéncia.
Este algoritmo é especifico para analise de metilacdo por conversdo de bissulfito de
sodio. O genoma de referéncia utilizado foi o GRCh38 (Genome Reference Consortium
Human Genome — montagem 38). Na Tabela 4 encontra-se as porcentagens de
alinhamento de cada amostra;

Ill. Deduplicacao: esta etapa promoveu a remogao de reads que apresentaram
alinhamento ambiguo ou que ndo se alinharam em nenhuma regido. A deduplicagdo é
importante, pois € um filtro para retirar os ruidos provindos da reagdo de polimerizacdo
do sequenciamento, bem com reads que foram amplificadas com algum erro e que
possam ser interpretadas erroneamente pelo alinhador. Na Tabela 4 encontra-se as

porcentagens de reads deduplicados de cada amostra.

b. Etapa 2: Organizacao das CpGs e estatistica

Para este estudo, foi realizada a analise do metiloma focando em citosinas em
contexto CpG. Na Tabela 4 encontram-se os valores de coberturas médias de

alinhamento das CpG para cada amostra.

I. Identificacao das nuvens de metilacao: a organizagdo das CpGs que foram
avaliadas iniciou-se com a identificacdo das nuvens, ou nuances, de metilagdo presentes
ao longo do genoma. Para isso, utilizou-se o algoritmo BSSeq (Biocondutor) (37). O BSSeq
apresenta em seu pipeline o smooth, que € o momento da analise aonde foram
identificadas as nuvens de metilagdo. Para considerarmos uma grande porcao do
genoma uma regido potencial que apresente uma nuvem de metilacao, ela precisava
apresentar no minimo 70 CpGs, tamanho minimo de Tkbp e uma distancia minima de
108pb entre uma nuvem e outra;

Il. Estatistica: em seqguida, fez-se o teste-t nas nuvens encontradas na etapa

anterior. Os critérios de selecdo da nuvem para a estatistica foram: cobertura minima das
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CpGs de 5x e o minimo de 3 réplicas biolégicas por grupo (38).

c. Etapa 3: Identificacao das regides diferencialmente metiladas (DMRs)

A identificacdo das DMRs foi realizada com o algoritmo dmrFinder, inserido no
pacote do BSSeq. Apos identificadas as nuvens de metilacdo, buscamos as regides
diferencialmente metiladas (DMR), propriamente ditas. Para isso, os critérios de selecao
foram: minima quantia de 3 CpGs por DMR, minima diferenca de metilacdo entre as
regides comparadas de 10% (0,1), p-value < 0,01. Os valores de “quantia de CpGs" e
“minima diferenca de metilagdo” foram baseados na sugestdo dos elaboradores do
pipeline, visando melhor aproveitamento das analises (39). Na Tabela 4 encontra-se as
porcentagens de metilacao observadas nas citosinas CpGs em cada amostra.

A anotacdo das DMRs foi realizada pelo The Gviz (Biocondutor) (40) e dos genes
presentes nas regides pelo Biomart (Bioconductor) (41). Uma vez finalizada as anotagdes
para todas as regides encontradas, realizamos a selecdo das 20 principais regides
oriundas de cada comparacao, a priori, totalizando 60 DMRs. Esta selecao se deu pela
combinacao de critérios:

a) Numero de CpGs presentes na DMR;

b) Tamanho da DMR (pb);

c) Estatistica-t de cada CpG inserida na DMR.

Essa combinacao foi realizada pelo BSSeq, que nos devolveu as DMR ordenadas,
considerando densidade de CpGs - observado pelo nimero de CpGs em conjunto como
pelo tamanho da DMR -, bem como a soma da significancia estatistica individual da CpG
dentro da regido. As informacdes detalhadas de cada DMR, dentre as 20 principais de
cada comparacao, estdo na Tabela 8, em Anexos.

Uma vez elencadas as principais regides, seguiu-se para a demonstracao grafica
das janelas genOmicas, aonde as DMRs de interesse estavam inseridas. Nesta
demonstragdo, trouxemos as informacgodes:

. Ilha CpG ja catalogada em bandos de dados;

. Transcrito ja catalogado no Genome Browser do UCSC (University of California
Santa Cruz) (42);

[ll. Nossa DMR de interesse, provinda do WBGS;

IV. Oscilagbes das porcentagens de metilagao presentes naquela regiao.
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Apos essa avaliagdo, fez-se a selecdo dos genes com possivel efeito fenotipico
para validagao da expressao, partindo da lista de genes colocalizados neste total de 60
regides avaliadas (Tabela 9, em Anexos). Esta escolha foi baseada em dois critérios:
relagdo ja descrita na literatura com a epilepsia e/ou pela funcao génica.

Com intuito de enriquecer a avaliagdo dos genes selecionados, realizamos uma
analise inicial de redes in silico, por meio do bando de dados HumanBase (43), filtrando
para redes génicas encontradas em tecido hipocampal. Além disso, foi realizado uma
verificagdo das fungdes dos genes no banco de dados UniProt (44), bem como da

classificacao dos processos biolégicos no Gene Ontology (45).

3.4 Analise preliminar integrativa: unidao de metiloma com o RNA-Seq

Visando uma melhor compreensdo do reflexo do metiloma no padrdo da
expressao génica dos pacientes, realizamos uma analise integrativa inicial, na qual

pareamos dois tipos de dados 6micos:

a. Metilacdo do DNA ao longo de genoma provinda de hipocampo e giro denteado,
por meio da técnica de WGBS, oriundo do trabalho aqui apresentado — analise a
nivel de transcrito;

b. Expressdo génica provinda de amostras teciduais de giro denteado
microdissecado de pacientes com ELTM associada a EH, por meio da técnica de
sequenciamento do RNA mensageiro (mMRNA) [RNA-Seq] — analise a nivel de

gene.

As comparacdes realizadas e a distribuicao dos pacientes em dois tempos de
doenca foram mantidas em ambas analises, bem como os critérios de inclusao e exclusao

na sele¢dao das amostras.

Os dados de RNA-Seq sao oriundos do trabalho de doutorado da aluna Amanda

Morato do Canto do nosso grupo de pesquisa.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacao das amostras

Na Tabela 1 encontram-se as informacdes acerca da casuistica avaliada: idade
(anos), tempo de doenca (anos), sexo, tipo de esclerose hipocampal, medicamentos e
doses em uso durante o periodo da cirurgia, frequéncias de crises pré e pos-cirdrgicas.
Os pacientes presentes na casuistica deste trabalham fizeram uso de politerapia durante
seu acompanhamento ambulatorial, sendo as drogas usadas no momento da cirurgia
carbamazepina (CBZ), clobazam (CLB), acido valpréico (VPA), clonazepam (CLN),
lamotrigina (LTG), gabapentina (GBP) e oxcarbamazepina (OXC). Para classificar a
resposta ao controle de crises pds-operatério, utilizou-se Escala Engel (Engel Epilepsy
Surgery Outcome Scale), sendo ela apropriada para acompanhamento pos-cirurgico de
pacientes com epilepsia refrataria (Tabela 7 — em anexo) (46).

A Tabela 2 contém a estatistica realizada em nossa casuistica, sendo as medianas
das idades * desvio padrao foram 27 + 6,66; 52,5 +3,56; 55,5 +1,79 para o Grupo 1,
Grupo 2 e Controles, respectivamente. Em relacdo ao tempo de doenca, as medianas

foram 19 £ 1,79 e 45,5 + 3,67, para os Grupos 1 e Grupo 2, respectivamente.

Tabela 1: Caracterizacéo da casuistica presente nesse projeto. Nesta tabela estGo sumarizadas informacoes
dos pacientes: de idade (em anos); tempo de doenca (sigla TdD — em anos); sexo; tipo de esclerose hipocampal
(EH) presente na histologia do tecido cerebral; medicamentos usados e suas dosagens (em mg) no periodo da
cirurgia; frequéncia de crises pré e pds-cirurgia. Em relacéo ao grupo controle: idade (em anos) e sexo. Legenda:
CBZ (carbamazepina); CLB (clobazam); VPA (dcido valpréico); CLN (clonazepam); LTG (lamotrigina); GBP
(gabapentina), OXC (oxcarbamazepina), CPS (crises sem alteracéo da percep¢do); CPC (crises com perda da
percepcdo).

Pacientes

Grupo 1 (Pacientes com menos 20 anos de doenca)

Medicamentos Frequéncia de crises
ID Idade | TdD Sexo Tipo de (sigla / dosagem (por més)
(anos) | (anos) EH 9 9 Pré- Pés-
em mg) e . ..
cirdrgica | cirdrgica
G214 26 19 F 1 Bz 101000 /CLB 3 CPC Engel IA
CBZ 1000 / CLB
G143 27 15 M 1 10 / VPA 1000 / 3 CPC Engel IA
CLN 3
G162 18 17 M 1 Bz 102053/&8 1 CPC Engel IA
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LTG 250 / CBZ
G137 36 19 F 1 1200 / CLN 1 8 CPC Engel 1A
CBZ 1200 / LTG
G144 31 19 M 1 300 / CLB 40 8 CPC Engel ID
Grupo 2 (Pacientes com mais 20 anos de doenca)
12 CPS/
G138 52 45 F 1 CBZ 800 / CLB 40 5 CPC Engel 1A
Informacgao
G163 53 46 M nao Bz 122(? /CLB 12 CPC Engel IA
disponivel
VPA 1000 / CBZ
G244 54 44 M 2 1000 / CLB 20 12 CPC Engel 1A
VPA 750 / GBP
G232 60 46 M 1 1200 / CLB 30 2 CPC Engel 1A
CLB 20 / LTG 300
G190 50 38 F 1 /VPA 1500 4 CPC Engel IIA
Informacao
G185 51 49 M 2 OXC 1800 /L8 1 CPC nao
50 . ,
disponivel
Grupo controle
Idade | TdD . Medicamentos Frequéncia de
ID Sexo Tipo de EH (dosagem em . A
(anos) | (anos) mg) crises (por meés)
G177 55 --- F ---
G181 66 --- F ---
G183 54 --- M ---
G180 56 --- F ---

A estatistica acerca da verificacdo da distribuicdo das variaveis “idade” apresentou

p-value > 0,05, portanto, seqguindo o teste de Shapiro-Wilk, elas apresentaram uma

distribuicdo normal; ja a variavel "tempo de doenca” do Grupo 1 apresentou p-value <

0,05, representando uma distribuicdo ndo normalizada. Mediante tais verificacdes,

optou-se pelo Teste-t de Student para variavel “idade” e o Teste Wilcoxon (correcdo

Benjamini- Hochberg), para “tempo de doenca” (Tabela 2).

Ao avaliar a variavel “idade”, verificamos diferencas significantes (p<0,05) nas

comparagoes "Grupo 1 versus Controle” (p=0,000153) e “Grupo 1 versus Grupo 2"

(p=0,000267) (Figura 4). Em relagdo ao "tempo de doenca”, também se observou

significancia na comparacgdo "Grupo 1 versus Grupo 2" (p=0,0074) (Figura 5) (Tabela 2).
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Ao mensurar a variavel "sexo”, em todas as comparacdes, foi observado que

nossas amostras se encontraram homogéneas frente esta variavel, uma vez que o p-value

nao foi significante.

Tabela 2: Sumarizacéo dos testes estatisticos aplicados as varidveis “idade”, “tempo de doenca” e “sexo”.
Nesta tabela encontram-se os p-values e os valores de x°. Legenda: GL = graus de liberdade.

Teste de Shapiro-Wilk
Variavel "Idade”

G1 G2 Controle
p-value 0,9285 0,1713 0,05094
Variavel "Tempo de doenca”
p-value 00495 | 02961 | -

Teste-t de Student
Variavel "Idade”

G1 x Controle | G2 x Controle | G1 x G2
p-value 0,0001533 0,223 0,000267
Teste Wilcoxon — Correcao Benjamini- Hochberg
Variavel “Tempo de doenca”

pvalue | - | | 0,0074
Teste x* de Pearson
Variavel "Sexo”
GL Valorde x> | p-value
G1 x Controle 1 1,1025 0,29
G2 x Controle 1,6667 0,19

|dade (anos)

CT G1
Casuistica

Figura 4: Representacéo grdfica da distribuicdo da varidvel "idade" de nossa casuistica. No eixo x tem-se os
grupos avaliados e no eixo y, a distribuicéo da idade em anos. Legenda: “CT" refere-se aos controles; “G1" aos

pacientes do grupo 1; “G2", aos pacientes do grupo 2.
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Figura 5: Representacdo grdfica da distribuicdo da varidvel "tempo de doenga" de nossa casuistica. No eixo x
tem-se os grupos avaliados e no eixo y, a distribuicdo do tempo de doenca em anos. Legenda: "G1” refere-se
aos pacientes do grupo 1, “G2”, aos pacientes do grupo 2.

4.2 Quantificacao das bibliotecas e os parametros de qualidade do

sequenciamento

As amostras de DNA genOmico apresentaram a concentracdo, bem como a
pureza, adequadas para a continuidade experimental (Figura 6). As bibliotecas
sequenciadas seguiram um cenario semelhante, de modo a apresentar as concentragdes
necessarias, bem como o tamanho dos fragmentos inseridos no intervalo adequado

(Tabela 3).

et et et Wt e Nt vt N it Nt N Nl et Nt

B28E B

T
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Figura 6: Gel de agarose 1% das amostras da Tabela 3.
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Tabela 3: Concentracbes dos DNAs genémicos (gDNA), bem como das bibliotecas para sequenciamento. Na
ultima coluna, tem-se o tamanho dos fragmentos (pb) sequenciados. Legenda: “ID" — cédigo de identificagdo
da amostra.

Biblioteca
D [ lgDNA [1 [1 Fragmentos

(ng/pL) (ng/uL) | (nM) (pb)

G214 19,7 3,01 10 463

G143 129 3,89 13 460

Grupo 1 G162 4,49 1,94 6,28 475
G137 78 2,8 9,3 464

G144 461 2,09 6,95 462

G138 108 2,15 7,12 464

G163 76,8 3,21 11,05 447

Grupo 2 G244 95,3 2,32 8,22 435
G232 127 2,68 9,09 453

G190 93,5 3,27 11,02 456

G185 72 2,84 9,72 450

G177 123 2,69 9,52 448

Controles G181 73,4 2,64 9 460
G183 114 2,62 9,14 441

G180 47,2 6,46 23,68 420

Os dados do sequenciamento apresentaram taxa média de alinhamento de 77%
e de deduplicacao de 25,2%. A quantia média de reads por amostra sequenciada foi de
490 milhdes, bem como a profundidade de cobertura média das CpGs foi de 7x. As
portagens medias de conteudo CG e de citosinas metiladas em CpGs foram 21,2% e 84%,
respectivamente. A Tabela 4 sumariza os valores dos parametros para cada amostra

analisada.
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Tabela 4: Sumarizacdo dos pardmetros de qualidade referentes a andlise do WGBS. Legendas: “ID” — cédigo de identificacdo da amostra; “%CG" — porcentagem do conteudo GC;
“%mCHG" — porcentagem de citosinas metiladas que estdo no contexto CHG,; “%mCHH" — porcentagem de citosinas metiladas que estdo no contexto CHH; "%mCpG” porcentagem
de citosinas metiladas que estdo no contexto CpG.

Quantidade

Alinhamento | Deduplicacao de Cobertura
ID A e das CpGs | % GC | %mCHG | %mCHH | %mCpG
(%) (%) sequéncias
(reads) ()
G214 77,9 24,9 494.870.063 7,16 21 1,2 1 84,5
G143 77,9 18,3 464.376.862 7,34 21 1,2 1,1 83,7
G162 73,5 333 508.092.554 6,44 22 1,6 1,3 84,2
G137 76,5 24,9 482.017.887 6,9 21 1,2 1 84,3
G144 73,2 314 453.744.315 5,82 22 1,5 1,3 85,3
G138 789 26,5 453.454.874 6,59 21 1,1 1 83,7
G163 76,2 23,1 480.940.561 7,08 22 1,5 14 84,7
G244 76,8 29,1 511.840.717 6,73 21 1,2 1.1 85,2
G232 76,2 23,2 504.060.677 7,4 21 1,3 1,3 84,5
G190 77,8 24,1 461.013.277 6,92 21 1,4 1,3 83,1
G185 76,2 29,3 507.345.782 6,77 21 1,1 1,2 84,7
G177 78,8 24,7 543.003.043 8,03 21 1,4 1,5 83,2
G181 80,1 23 546.209.539 8,31 21 1,1 1,2 82,7
G183 77,6 24 442.135.381 6,25 21 1,2 1,2 83.3
G180 77,9 18,5 505.332.671 8,09 21 1,2 1,2 834
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4.3 DMRs - Visao Geral

Obtivemos um total de 3772 DMRs. Dentro da comparagdo “Pacientes versus
Controles” de nossa casuistica, encontramos um total de 3028 DMRs, sendo que 2375
(78%) delas apresentaram-se hipermetiladas nos pacientes, quando comparadas aos
individuos controle. O mesmo cenario foi observado no “Grupo 1 versus Grupo 2": 744

DMRs totais, sendo 461 (62%) regides hipermetiladas (Tabela 5 e Figura 7).

Tabela 5: SumarizacGo do total de DMRs encontradas, bem como sua quantia absoluta de regibes
"hipermetiladas” e "hipometiladas”, em cada comparacéo realizada.

Comparacao Total encontradas Hipermetiladas Hipometiladas
Grupo 1 x Controle 1697 1353 344
Grupo 2 x Controle 1331 1022 309
Grupo 1 x Grupo 2 744 461 283

o CTXC2  —

(V)

2

[

S G2 (T ———

g— Hipometilada
(o] . .

O GiycT B Hipermetilada

0 500 1000 1500
DMRs encontradas (em unidade)

Figura 7: Representacdo esquemdtica da distribuicdo da quantia de DMRs encontradas em cada comparagdo.
Legenda: "G1" refere-se ao grupo 1 de paciente; “G2", ao grupo 2 de paciente; “CT", aos individuos controles.

4.4 Selecao das DMRs

4.4.1 Principais DMRs - Grupo 1 de pacientes versus Controles

As 20 principais DMRs presentes nesta comparagao foram provenientes de
diferentes cromossomos (em anexo, na Tabela 8), com média de tamanho de 389pb e
média de 43 CpGs por regido. Todas as 20 DMRs apresentaram-se hipermetiladas nos

pacientes (Figura 8).
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Figura 8: Representacdo das médias de metilacdo das 20 principais DMRs, na comparagdo “Grupo 1 versus
Controle”. No eixo x, temos as DMRs, numeradas de 1 a 20; eixo y, as médias de metilacéo de cada DMR, em
cada grupo avaliado.

4.4.2 Principais DMRs - Grupo 2 de pacientes versus Controles

As 20 principais DMRs presentes nesta comparacao foram provenientes de
diferentes cromossomos (em anexo, na Tabela 8), com média de tamanho de 313pb e
média de 40 CpGs por regido. De modo semelhante a comparacdo anterior, todas

apresentaram-se hipermetiladas nos pacientes (Figura 9).
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Figura 9: Representacdo das médias de metilacdo das 20 principais DMRs, na comparagéo “Grupo 2 versus
Controle”. No eixo x temos as DMRs, numeradas de 1 a 20; eixo y, as médias de metilacdo de cada DMR, em
cada grupo avaliado.

4.4.3 Principais DMRs - Grupo 1 de pacientes versus Grupo 2 de pacientes

As 20 principais DMRs presentes nesta comparagdao foram provenientes de
diferentes cromossomos (em anexo, na Tabela 8), com média de tamanho de 430pb e
média de 14 CpGs por regido. Diferente das comparacdes anteriores, encontramos

regides hipermetiladas, bem como hipometiladas, dentre as DMRs selecionadas,
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mostrando que a hipometilacdo pode ser relevante frente ao padrdo da expressdo

génica, quando avaliado os diferentes tempos de doenca (Figura 10).
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Figura 10: Representacdo das médias de metilacdo das 20 principais DMRs, na comparacéo “Grupo 1 versus
Grupo 2". No eixo x temos as DMRs, numeradas de 1 a 20; eixo y, as médias de metilacéo de cada DMR, em

cada grupo avaliado.

4.5 Selecao de genes candidatos para validacdao da expressao génica futura

Ao total, foram encontrados 35 genes colocalizados as 60 DMRs avaliadas, dentre

todas as comparagdes (anexo, Tabela 9). Existem genes em comum entre as comparagdes

“Grupo 1 versus Controle” e “Grupo 2 versus Controle” (Figura 11).

Ao avaliarmos genes presentes na comparacao “Grupo 1 versus Grupo 2",

somente um gene desta lista estd em comum com outra comparacao, no caso "Grupo 1

versus Controle” (anexo, Tabela 9).

Grupo 1 versus
Grupo 2

(15) nreersees

14

e i

Grupo 2 versus
Controle
- (14)
- ~ -

Grupo 1 versus
Controle
(13)

"o

Figura 11: Diagrama de Veenn dos genes provenientes das comparacées “Grupo 1 versus Controle”, “Grupo 2
versus Controle” e “Grupo 1 versus Grupo 2", bem como a quantia de genes em comuns a ambas.
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A partir de agora, abordaremos os genes com possiveis associagdes a

fisiopatologia da ELTM associada a EH para validacao da expressdo génica posterior.

4.5.1 Gene GRIN2D

O gene GRIN2D (glutamate ionotropic receptor NMDA type subunit 2D) foi
encontrado na comparacao “Grupo 1 versus Controle”, na DMR de coordenada chr19:
48394875-48444931, na banda g13.33, com um transcrito catalogado. A Figura 12 é a
representacdo grafica na janela gendmica avaliada. Para esse gene, a DMR esta inserida
majoritariamente em um exon do transcrito, com uma pequena porcao intronica, e

hipermetilada nos pacientes do Grupo 1.
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Figura 12: Representacdo grdfica da janela genémica a qual nossa DMR de interesse estd inserida, mediante
andlise do gene GRIN2D. Em azul escuro, temos a ilha CpG jd catalogada na literatura; em amarelo, o transcrito
do gene catalogado no UCSC; em verde, a nossa DMR; abaixo, porcentagens de metilacéo. Legenda: individuos
controle (CG) e pacientes do grupo 1 (G1).

4.5.2 Gene FAM168B

O gene FAM168B (myelin-associated neurite-outgrowth inhibitor) foi encontrado
na interseccao “Grupo 1 versus Controle” e "Grupo 2 versus Controle”, na DMR de
coordenada chr2: 131092952-131093587, na banda g21.1, com dois transcritos
catalogados. Para o FAM168B, a DMR esta inserida em diferentes regides nos transcritos
(promotor, éxon, intron) (Figura 13). Em ambos os grupos de pacientes, a DMR esta

hipermetilada, quando comparados aos controles.
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Figura 13: Representacéo grdfica da janela genémica a qual nossa DMR de interesse estd inserida, mediante
andlise do gene FAM168B. Em azul, temos a ilha CpG jd catalogada na literatura; em amarelo, o transcrito do
gene; em verde, a nossa DMR; abaixo, porcentagens de metilacdo. Legenda: individuos controle (CG), pacientes
do grupo 1 (G1) e pacientes do grupo 2 (G2).

4.5.3 Gene GPR88

O gene GPR88 (G protein-coupled receptor 88) foi encontrado na comparagao
“Grupo 1 versus Grupo 2", na DMR de coordenada chr1: 100539648-100539773, na
banda g21.22, com um transcrito. Para esse gene, a DMR esta inserida em um éxon do
transcrito, apresentando um maior nivel de metilacdo nos pacientes do Grupo 1 (Figura

14).
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Figura 14: Representacéo grdfica da janela genémica a qual nossa DMR de interesse estd inserida, mediante
andlise do gene GPR88. Em azul, temos a ilha CpG ja catalogada na literatura; em amarelo, o transcrito do
gene; em verde, a nossa DMR; abaixo, porcentagens de metilacdo. Legenda: pacientes do grupo 1 (G1) e
pacientes do grupo 2 (G2).
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4.5.4 Gene PDCD7

O PDCD7 (programmed cell death 7) foi encontrado na comparagdo “Grupo 1
versus Grupo 2", na DMR de coordenada chr15: 65123357-65133459, na banda g22.31,
com dois transcritos. A DMR esta inserida em lugares diferentes quando avaliamos os
transcritos, separadamente (Figura 15). No transcrito ENST00000204549.9, a DMR esta
inserida no éxon; no ENST00000560313.2, em sua provavel regido promotora. Além
disso, a DMR esta mais metilada nos pacientes do Grupo 1. Este gene foi selecionado
para avaliarmos se existe uma taxa de transcricdo preferencial presente em cada tempo

de doenca.

Chr15 o< =T W N s T e e

ENSTO0000204549.9
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Figura 15: Representacdo grdfica da janela genémica a qual nossa DMR de interesse estd inserida, mediante
andlise do gene PDCD7. Em azul, temos a ilha CpG jd catalogada na literatura; em amarelo, o transcrito do
gene; em verde, a nossa DMR; abaixo, porcentagens de metilacéo. Legenda: pacientes do grupo 1 (G1) e
pacientes do grupo 2 (G2).

4.5.5 Analise de interacao génica in silico

Em nossa andlise inicial de interagdo génica in silico, observamos que, dentre
nossos 4 genes selecionados, apenas dois interagem de modo direto — FAMT168B e o

PDCD7 - por meio da co-expressao (Figura 16).

Notamos que mais genes foram encontrados nessa rede: MAP2K7 (Mitogen-
Activated Protein Kinase Kinase 7), KCND3 (Potassium Voltage-Gated Channel Subfamily
D Member 3) e o RGS11 (Regulator Of G Protein Signaling 117) (Figura 16). Os trés genes
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adicionais demonstraram consideravel interacdo com nossos 4 genes iniciais, sendo essa

interacdo de co-expressao, bem como atrelada a agdo de fatores de transcrigao.

RGS11

KCND3

FAM168B

MAP2K7 POCD7

GRIN2D

GPR88

Figura 16: Rede de interacéo génica, usando com base o bando de dados HumanBase e o filtro para “tecido
hipocampal”.

4.6 Analise da integracao entre diferentes 6micas

Em nossa analise inicial de integracdo 6mica, os dados de metiloma foram
correlacionados com os transcritos identificados pela técnica de sequenciamento de RNA
(RNA-Seq). Os dados da RNA-seq foram analisados a nivel de gene. A Tabela 6 sumariza
as informagdes coletadas em ambas as abordagens, para cada gene candidato

identificado dentro das DMRs, bem como para os genes oriundo da analise de rede.

O GRIN2D apresenta um padrdo de expressao compativel com os resultados
encontrados no metiloma. No RNA-Seq, observou-se uma redugao da expressao no

Grupo 1, quando comparado aos controles.

O FAM168B mostra-se com mesmo contexto do gene anterior. O RNA-Seq

mostrou uma menor expressdao em ambos os grupos de pacientes.

Segundo observado no metiloma, o GPR88 apresentaria uma maior porcentagem
de metilagdo no Grupo 1, quando comparado ao Grupo 2. No entanto, a verificacdo da
expressao por RNA-Seq mostrou-se contraria e registrou uma maior expressao no Grupo

2.
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Quanto ao gene PDCD7, encontramos no RNA-Seq uma menor expressdo no
Grupo 2, quando comparado ao Grupo 1, e quando correlacionamos com os dados do
metiloma observamos que pode ter uma hiper- ou hipo-expressao, dependendo do

transcrito analisado.

Os genes provindos da analise de rede, ndo foram encontrados na verificacdo das
60 DMRs realizadas no primeiro momento deste trabalho. No entanto, eles foram
encontrados nos dados de RNA-Seq. O MAPK7 apresentou uma maior expressao nas
comparagoes "Pacientes versus Controle” e uma menor expressao no Grupo 2, quando
comparado ao Grupo 1, mediante tempo de doenca. No KCND3 verificou-se uma maior
expressao no Grupo 1, quando comparado aos Controles; uma redugdo na expressao no
Grupo 2 em duas comparagdes — contra Controles e contra Grupo 1. O RGS77 apresentou

o padrdo de expressao semelhante ao gene KCND3.
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Tabela 6: Sumarizacdo das observagdes a partir da integracéo inicial, bem como os resultados das diferentes 6micas, separadamente. Legenda: “meanDiff” é a diferenca de metilacdo
observada a partir da comparacéo realizada; "NA" representa que ndo ha valor para célula em questéo; “?" significa sugestdo de expresséo inconclusiva a partir da observacéo da
localizagéo da DMR; “G1” é grupo 1 de pacientes; “G2" é o grupo 2 de pacientes; “Cont” representa o grupo controle.

WGBS - hipocampo e giro denteado

— — RNA-Seq - Microdissecados (giro denteado)
Média de metilacao da DMR DMR Sugestio Observado
Grupo 1 Grupo 2 Controle meanDiff | Localizacio | Expressdo |log2FoldChange | p-value Comparacao
GRIN2D | 0,43035264 NA 0,14662656 | 0,28372607 mais de 1 ? -0,3 0,93 G1 x Cont Menor expressdao em G1
0,37264517 NA 0,07567522 | 0,29696995 -1,31 0,21 G1 x Cont 3
FAM168B mais de 1 ? Menor expressag nos
NA 0,33077183 | 0,07567522 | 0,25509661 -1,17 0,27 G2 x Cont pacientes
GPR88 | 0,38406178 | 0,18898548 NA 0,1950763 Exon Maior em G1 0,734 0,84 G2 x GT1 Maior expressao no G2
Exon Maior em G1
PDCD7 | 0,63099958 | 0,45536314 NA 0,17563645 — -0,908 0,61 G2 x G1 Menor expressdo no G2
Regulatoria ?

Genes encontrados na rede de interacdo génica

-0,066 0,94 G2 x G1 Menor expressao em G2
MAPK7 0,65 0,84 G1 x Cont Maior expressdo nos

0,59 0,85 G2 x Cont pacientes

-3,55 0,00759 G2 x G1 Menor expressao em G2
KCND3 2,19 0,0859 G1 x Cont Maior expressao em G

-1,35 0,308 G2 x Cont Menor expressao em G2

-0,68 0,8 G2 x G1 Menor expressao em G2
RGS11 0,55 0,83 G1 x Cont Maior expressao em G

-0,13 0,96 G2 x Cont Menor expressao em G2
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5. DISCUSSAO

O eixo principal deste trabalho foi a investigagdo do padrao de metilagdo do DNA
global em pacientes com epilepsia do lobo temporal mesial associada a esclerose
hipocampal, os quais apresentam resisténcia ao tratamento medicamentoso, sendo
encaminhados para cirurgia. O material biol6gico foi o DNA provindo do tecido cerebral
candidato ao foco epiléptico. Esse espécime cirurgico é uma rica fonte frente as possiveis
modificacbes moleculares que podem estar relacionadas a fisiopatologia da ELTM

associada a EH.

A epilepsia € um disturbio multifatorial, sendo a metilacdo do DNA um dos
possiveis fatores que pode contribuir frente aos mecanismos basicos, bem como na

sugestdo de possiveis novos alvos terapéuticos.

5.1 Metilacao do DNA no tecido cerebral de pacientes com epilepsia do lobo

temporal mesial associada a esclerose hipocampal

Nossa casuistica € composta por dois grupos de pacientes com ELTM associada
a EH e um grupo de tecidos controles provindos de autdpsia. Existe uma extensa
discussao a respeito de qual tecido se encaixaria como “controle” quando se avalia um
aspecto genético que sofrer modificagao mediante diversos fatores, como a epigenética.
Neste contexto, optamos pela escolha dos tecidos oriundos de autdpsias, uma vez que
na literatura sabe-se que o padrao de metilagdo do DNA se mantém estavel por até 72h
apo6s o ébito (47). A limitacao encontrada frente a casuistica se da na diferenca de idade
entre o grupo de pacientes mais jovens e os controles (Tabela 1, Tabela 2 e Figura 4). No
entanto, acreditamos que nossa analise € robusta, uma vez que priorizamos a qualidade
do DNA, a profundidade do sequenciamento realizado (Tabela 4), os filtros e p-values

aplicados na analise de bioinformatica.

Ao buscar relacionar a metilagdo do DNA as epilepsias focais, tem-se a ELT como
alvo de investigacao (48). Em nossa casuistica de ELTM associada a EH, encontramos
3772 DMRs (Tabela 5) pela técnica de WBGS, sendo que 75% esta hipermetilada (Figura
7). Estudos que buscaram avaliar o metiloma em ELT, utilizando a técnica de microarray
de metilacdo, também observaram um cenario semelhante, encontrando o

enriquecimento da hipermetilagdo global em regides promotoras (46, 47). O aumento da
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metilagdo ao longo do genoma e de regides promotoras ja foi associado com aspectos
histopatoldgicos, como a dispersdo celular (51), presente no hipocampo e giro denteado
com esclerose hipocampal. Genes da cascata de organizagdo laminar das células
granulares do giro denteado sdo responsaveis pelo crescimento de dentritos, bem como
pelo desenvolvimento e maturacao das sinapses. O maior nivel da metilagdo do DNA
nesta cascata leva a reducdo da expressdo dos genes deste processo bioldgico,
resultando na desorganizagdo anatdomica dos neurdnios, bem como contribuindo para o

aumento das crises e o desenvolvimento da ELT (16, 49).

Xiao e colaboradores, por meio de avaliagédo, validacdo da metilacdo em CpGs
unitarias e algoritmos de aprendizado de maquina (machine learning), estabeleceram um
modelo no qual, por meio de amostras de sangue periférico de pacientes com ELT
resistentes e responsivos ao tratamento medicamentoso, buscou a correlagao entre o
estado de metilacdo e a predisposicdo a farmacorresisténcia. Os autores ressaltaram que
o modelo ainda necessita de validagdes, porém sugeriram que a metilacdo do DNA tenha
um papel importante nos mecanismos que possam resultar na resisténcia aos
medicamentos, corroborando com a hipdtese de Kobow e colaboradores (28, 50).
Destacaram, ainda, que a metilacdo do DNA possa agregar a triagem clinica, uma vez

que poderia ser adotada em medicina de precisao (32).

5.1.1 A metilacao do DNA na comparacao “Pacientes versus Controle”

Poucos estudos remetem a analise da metilagdo global em pacientes com ELTM,
especificamente. Long e colaboradores, ao analisarem o metiloma no sangue periférico
de pacientes com ELTM pela técnica microarray, encontraram 216 sitios CpGs com
metilacao diferencial, sendo que 164 deles estavam hipermetilados e 52, hipometilados.
Dentre as CpGs com aumento da metilacdo, 39% foi observada em corpo génico; ja as
CpGs hipometiladas, 68% foram localizadas em regides promotoras. Além disso, ao
realizarem a analise de vias e alteracbes na expressao génica, eles sugeriram que as
diferengas no padrao de metilagdo encontradas parecem estar relacionadas com a
duracdo da doenga, resisténcia as drogas anticonvulsivantes, bem como com as

alteracOes de esclerose hipocampal observadas na ressonancia magnética (33).
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Dentro da comparacao "Pacientes versus Controles” de nossa casuistica, também
foi encontrado a predominancia da hipermetilagao, corroborando com o observado na
literatura. Em um primeiro momento, fez-se a avaliagdo mais detalhada das 40 principais
DMRs, sendo 20 provindas do “"Grupo 1 versus Controle” e outras 20, do “Grupo 2 versus
Controle”. Em todas as 40 DMRs, observamos um hipermetilacdo nos pacientes (Figura

8 e Figura 9).

O diferencial de nossos resultados estad na abrangéncia de CpGs e localizacdes
avaliadas, uma vez que utilizamos o sequenciamento total do genoma (WBGS). Com isso,
esperamos encontrar mais DMRs interessantes frente a regulagdo da expressdo, como
enhancers e sitios de fatores de transcricdo, bem como continuar a busca pela melhor
compreensao da resposta bioldgica da metilacdo do DNA em posicdes intergénicas e

intronicas.

5.1.2 A metilacao do DNA frente a variacao no tempo de doenca

Nao se tem registro na literatura a respeito da avaliagdo da metilagdo do DNA ao
longo da progressao da ELTM associada a EH, mediante a variavel “tempo de doenca”.
Ao separar os pacientes em dois grupos, temos como caracteristica histopatoldgica a
possivel diferenca na intensidade frente a reorganizacdo neuronal, bem como frente a
perda celular observada no espécime cirdrgico. Além disso, com os dois grupos de
pacientes, acreditamos na possibilidade da observacao de uma diferenca no padrao do
metiloma relacionado a possivel progressao da lesao cerebral — a EH (16). Portanto,
sugerimos que haja evolucdo agravante nas caracteristicas histopatoldgicas em
pacientes com maior tempo de doenca, uma vez que eles ficaram expostos a maior

recorréncia de crises, bem como as mudancas frente a administracdo medicamentosa.

O estudo de Miller-Delaney e colaboradores nao realizou uma divisao frente ao
tempo de doenca ou as idades dos pacientes, porém avaliou a metilacdo do DNA em
duas complexidades diferentes, mediante a esclerose hipocampal. Neste trabalho, os
autores buscaram diferencas na metilacito do DNA em dois tipos de esclerose
hipocampal na ELT: uma menos intensa (sem morte celular ou com um teor de gliose de
10%) e outra mais grave (com gliose e uma porcentagem de morte celular acima de 50%

em segmentos do CA1 e CA3/CA4, espalhando para CA2). Foi observada uma mudanca
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no padrao de metilacdo do DNA quando comparado os tipos de esclerose, bem como
nas vias biologicas encontradas. Na esclerose mais leve, notou-se uma metilacao
diferencial em genes de vias atreladas a adaptagdo anatomica, de modo a sugerir uma
possivel modelagem frente aos efeitos das crises. Ja na forma mais grave, observou-se o
aumento da metilacdo em genes relacionados ao processo de morte celular, genes esses
ndo observados na esclerose mais leve. De modo adicional, constataram, além da

prevaléncia da hipermetilagdo global, genes e regides com hipometilagao (49).

Em nosso trabalho, em contraste com a avaliacdo “Pacientes versus Controle”,
dentre as 20 primeiras regides avaliadas mediante o tempo de doenca, também foram

encontradas regides com reduc¢do no teor de metilagao (Figura 7, Figura 10).

Com nossos resultados, notamos que é possivel existir uma sugestdo a respeito
da modificacdo da metilacdo ao longo do tempo, podendo estar relacionada a diversos
fatores, tais como a progressdo da lesdo ou ao efeito do uso crénico de drogas
anticonvulsivantes. Pohlmann-Eden e colaboradores, em 2004, por meio de um estudo
de caso, avaliaram a progressao da desorganizacao do hipocampo de um paciente com
ELT ao longo de 16 semanas. Neste relato de caso, observou-se uma gradual redugdo no
volume hipocampal por meio da verificagdo com ressonancia magnética, além de
confirmar os achados histopalogicos caracteristicos da EH no hipocampo do mesmo
paciente. Com isso, o estudo sugere a hipdtese de que haja uma progressdao da EH
mediante prolongada atividade epiléptica (54). Caboclo e colaboradores, em 2012,
reafirmaram essa hipotese por meio da verificagcdo histopaldgica do tecido cerebral pés-
mortem de pacientes com ELT, bem como correlacionando com a evolucao clinica dos
pacientes. De modo adicional, neste estudo, os autores concluem que a reorganizacao

sinaptica presente no giro dentado pode ser um processo persistente nos pacientes (55).

Acido valpréico é um dos medicamentos usados para controle da crise e que é
sabidamente mediador de mecanismos epigenéticas, sendo conhecido por inibir
enzimas responsaveis pelas modificacdes das histonas (histonas deacetilases - HDAC),
bem como por promover a desmetilacio do DNA (51). Assim, torna-se ainda mais
interessante a avaliacdo da metilacdo do DNA, uma vez que ela, assim como Xio e

colaboradores sugeriram, pode ser uma peca-chave no tratamento individualizado dos
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pacientes com ELT, possivelmente, extrapolando também para os com ELTM associada a

EH, quando nos referimos a farmacorresisténcia caracteristica da doenga.

5.2 Genes candidatos identificados

A partir da avaliacao das 60 DMRs selecionadas, buscamos por genes presentes
nestas regides que possam contribuir na compreensdao molecular dos processos
biologicos presentes na ELTM associada a EH. Como representado no diagrama de Venn
(Figura 11) e na Tabela 9, em anexo, existem genes que estao presentes nas comparagoes

em isolado, bem como na interseccao.

O gene GRIN2D (glutamate ionotropic receptor NMDA type subunit 2D) tem sua
funcdo associada ao desenvolvimento neuronal, bem como aprendizado e memoéria. Ele
ja foi relacionado com a epilepsia da infancia e variantes nesse gene foram vistas em
pacientes com epilepsia, que apresentam resisténcia ao tratamento medicamentoso (56).
A DMR de interesse foi observada majoritariamente em um exon, com pequena parte
em regido intrénica, e o maior nivel de metilacdo encontrado em pacientes do com
menos de 20 anos de doenca, quando comparados aos controles (Figura 12). Suas
funcbes estdo relacionadas a regulacdo da plasticidade sinaptica (GO:0048167),
modulacdo da transmissdo sindptica quimica (GO: 0050804), potencial excitatorio pds-

sinaptico (GO:0060079) e transmissao sinaptica quimica excitatéria (GO:0098976).

O gene FAM168B (myelin-associated neurite-outgrowth inhibitor) tem sua funcao
associada a morfologia celular, bem como a funcédo neuronal. Acredita-se que ele possa
estar relacionado com as epilepsias, mediante um estudo de associacao (57). Estudos em
modelos animais revelam que sua fungdo esta atrelada as fibras axonais (GO:0030424),
exercendo uma acao inibitoria do seu crescimento. Além disso, sua expressao se da,
preferencialmente, em corpo neuronal e fibras axonais (58). Nossa DMR de interesse
localiza-se no éxon de dois transcritos deste gene, bem como em regides regulatorias
(Figura 13). O FAM168B é um gene comum aos dois grupos de pacientes frente a
comparagao com os controles, encontrando-se com maior porcentagem de metilacao

nos pacientes.

O GPR88 (G protein-coupled receptor 88) tem sua fungdo associada a

conectividade neuronal do hipocampo e da amigdala. Genes da familia GPR foram
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relacionados a homeostase do Zn**, que é um importante modulador da neurogénese
hipocampal pos-crise em modelos animais (59). Além disso, os genes GRP37 e GPR39
foram encontrados alterados em modelos animais de epilepsia (59,60). Ele ainda nao foi
observado em estudos de ELTM associada a EH em pacientes. O GPR88 tem relacdo com
a transdugao de sinal (GO:0007165) e com o potencial de agdo neuronal (GO:0019228).
Nossa DMR de interesse localiza-se no exon do transcrito e foi observada na comparagado
mediante o “tempo de doenga”. O maior nivel de metilagdo foi encontrado em pacientes

com menor tempo de doenga (Figura 14).

O PDCD7 (programmed cell death 7) ainda ndo foi relacionado as epilepsias,
porém sua funcdo apresenta relevancia frente ao fenétipo da ELTM associada a EH. Suas
acOes estao relacionadas ao processo de apoptose (GO:0006915) e splicing alternativo
de RNA mensageiro (mRNA), via spliciossomos (GO:0000398). A DMR foi encontrada em
dois locais, mediante a presenca de dois transcritos: éxon e possivel regido regulatéria
(Figura 15). Este gene apresentou um aumento da metilagdo em pacientes com menos
tempo de doenca e foi observado na comparacdo mediante “tempo de doenca”. A
verificagdo da expressdo deste gene é importante pois suas agdes podem estar
relacionadas ao aumento da morte neuronal, presente na EH, bem como relacionada as

cascatas de regulacao e maturacao dos mRNAs.

A alteracdao no padrao de metilacdo nos pacientes apresentou uma prevalente
hipermetilacdo, no entanto, quando realizamos a avaliagdo dos genes candidatos
individualmente, bem como o contexto genOmico em que eles se encontraram, ndo
bastou apenas observar o aumento ou a reducao da metilacdo do DNA, mas também

qual seria possivel resposta biologica relacionada a estes eventos (Tabela 6).

Notamos que, é possivel esperar o aumento da expressao do gene GPR88 nos
pacientes do Grupo 1, uma vez que a DMR foi encontrada no corpo génico e mostrou-
se superior, quando comparada aos pacientes do Grupo 2. J& quando avaliamos o
PDCD7, a sugestdo de expressao diferencial ndo esta tdo evidente, pois foi observado
um aumento no teor de metilacdo em pacientes com tempo de doengca menor do que
20 anos, em comparagao aos pacientes com tempo de doenca superior. Além disso, para
o PDCD7, encontramos mais de uma regiao na janela gendmica avaliada. Se observarmos

uma redugdo da expressao, poderemos sugerir que o transcrito mais abundante sera o
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que apresentou a DMR inserida em uma regido regulatoria; caso encontrarmos o
contrario, a DMR prevalente sera a localizada no corpo génico. O FAM168B e o GRIN2D
também apresentam uma sugestdo de expressao diferencial inconclusiva e semelhante
ao PDCD?7, a partir da verificagdo da localizagdo da DMR, uma vez que ela se encontra

em mais de um local, em ambos os genes nas comparacdes “Pacientes versus Controle”.

Os quatro genes listados e descritos acima foram selecionados para etapa de
validacdo da expressdo génica futura, uma vez que apresentam funcdes diretamente

relacionadas ao processo epiléptico na ELTM associada a EH.

5.2.1 Analise de interacao génica in silico

Além dos quatro genes descritos acima, outros trés apresentaram relevante
interacdo (Figura 16), de modo a enriquecer a busca pelos genes que possam estar
relacionados ao fendtipo: O MAP2K7 (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 7) codifica
uma proteina quinase relacionada a atividade catalitica atrelada aos processos
energéticos (GO:0005524), bem como aos apoptoéticos (GO:0006915); KCND3
(Potassium Voltage-Gated Channel Subfamily D Member 3) codifica para uma subunidade
de um canal de calcio voltagem-dependente; o RGS77 (Regulator Of G Protein Signaling
17) tem sua funcao relacionada a inibicdo da transducao de sinal (GO:0009968), mediante
o aumento da atividade GTPase de uma proteina G (GO:0005096). Ao prosseguirmos
com a anotagao demais DMRs, acreditamos que o MAP2K7, KCND3 e RGS11 podem ser
encontrados em nossa analise, entrando, portanto, em nossa lista de genes para a

validagdo da expressao futura.

5.3 A complexidade molecular presente na epilepsia do lobo temporal mesial

associada a esclerose hipocampal

Com este trabalho, pudemos observar a complexidade da avaliacdo da metilagao
do DNA, uma vez que localizacdo gendmica, bem como intensidade de metilacdo,
podem ser fatores importantes na modulagao da expressao génica. Mesmo que de modo
inicial, tivemos a oportunidade de enriquecer trabalho com a integracao entre diferentes
Omicas (Tabela 6) provindas de uma casuista com mesma desordem neuroldgica,

mesmos critérios de inclusao e exclusao, e mesmas comparacdes realizadas.
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Neste cenario, sugerimos que a metilagdo no DNA presente nas regides intrOnicas
e regulatorias mostrou-se com uma maior significancia biolégica nos genes GRINZ2D,
FAM168B, PCDC7 uma vez que se observou uma menor expressao génica. A posi¢do das
DMRs de tais genes podem estar atreladas a elementos da regulagdo em cis, como sitios
de ligacdo de fatores de transcricdo e silenciadores. E sabido que determinados fatores
de transcricdo apresentam repulsa a sitios de ligacdo que apresentam uma metilacdo
aberrante (61), e tal constatacdo pode ter intima conexdo com a menor expressao
observado nesses genes. O gene GPR88 apresentou resultados conflitantes mediante a
integragdo da metilacdo do DNA e RNA-Seq.

Esta integracao apresenta algumas limitacdes como i) as porcdes dos tecidos
avaliados sao diferentes, uma vez o metiloma partiu do hipocampo total e do giro
denteado e o RNA-Seq é proveniente somente do giro denteado microdissecado, ii) o
p-value do RNA-Seq mostra-se significante somente em uma comparacao do gene
KNCD?7, e iii) avaliamos a metilacao do DNA a nivel de transcrito e o RNA-Seq a nivel de
gene. No entanto, acreditamos que com as futuras validagdes de expressdo génica e das
DMRs, bem como com o possivel aumento da casuistica, poderemos sanar algumas
limitagdes, trazendo robustez e aprimorando a integracao proposta.

De modo adicional, a analise de redes de interagdo génica mostrou-se valorosa
frente ao esclarecimento da possivel relagcdo entre os genes, bem como dos processos
biolégicos apresentados.

O metiloma humano se tornou uma relevante ferramenta frente ao
desenvolvimento e caracterizacdo molecular de doencas. O uso da tecnologia de
sequenciamento de nova geracdo apresentou-se importante na descricao dos
mecanismos regulatorios capazes de elucidar a genética da epileptogénese, bem como
da resisténcia ao tratamento medicamentos, tdo marcantes no fendtipo do paciente com
ELTM associada a EH, além de reforcar a hipotese de que a EH pode ser um processo
que apresente uma evolucao - do ponto de vista molecular - com o passar o tempo de
doenca, podendo ser considerado um fator relevante ao prognostico do paciente.

A maior dificuldade enfrentada durante o desenvolvimento deste trabalho foi
acerca da padronizagdo experimental do protocolo do WGBS. Iniciou-se com a
abordagem de microdissec¢do do giro denteado, porém os kits comerciais especificos

para low imput de DNA ndo apresentaram uma performance de modo esperado. Com
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isso, optamos por trazer uma abordagem mais abrangente, do ponto de vista tecidual
(hipocampo e giro denteado), possibilitando a realizacdo de um WBGS segundo os
padroes de qualidade exigidos. Ambas as abordagens escolhidas sdao de grande
relevancia, uma vez que o material bioldgico em questdo é o tecido cerebral humano
com potencial foco epiléptico, material este rico, do ponto de vista molecular, e de dificil
obtencdo, uma vez que, necessita-se de um centro médico especializado e de uma

equipe capacitada.



59

6. CONCLUSOES

Com este trabalho, avaliamos o padrdao de metilagdo ao longo do genoma de
tecido cerebral (hipocampo e giro denteado) de pacientes com epilepsia do lobo

temporal mesial com esclerose hipocampal:

|. Encontramos uma diferenca no padrdo de metilagdo gendmica
(metiloma) nos pacientes com ELTM associada a EH, quando comparados aos controles;

ll. Observamos também uma diferenca no padrdo de metilacdo do DNA
dos pacientes, quando avaliamos diferentes tempos de doenca;

[1l. Encontramos um total de 3.772 DMRs, de modo que observamos uma
preponderante hipermetilagdo nos pacientes, quando comparados aos individuos
controle; porém, na comparagao levando em consideracao a duracao da doenca (Grupo
1 versus Grupo 2) o padrao de metilagdo diferencial foi mais heterogéneo;

IV. Identificamos os genes GRIN2D, GPR88, FAM168B e PDCD7 que
apresentam funcao relacionada a fisiopatologia das epilepsias e que se localizam dentro
das DMRs identificadas. Além desses, uma analise de interacdo génica nos levou a

identificar mais trés genes candidatos MAP2K7, KCND3 e RGST1.
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CEP quanto a descontinuagao, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao participante ou
quando constatar a superioridade de uma estratégia diagnéstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos
da pesquisa, isto é, somente em caso de necessidade de agao 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 aprovagao
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 aprovagao e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugao 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 Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_127759| 21/12/2018 Aceito
do Projeto 5 E10.pdf 16:28:16
Outros carta_emenda_10.pdf 21/12/2018 |Iscia Teresinha Aceito

16:26:47 | Lopes Cendes
Outros carta_anuencia_ HCFMB_UNESP.pdf 09/11/2018 |Iscia 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

Endereco: Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Barao Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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Justificativa de TCLE_HCFMB_UNESP.pdf 09/11/2018 |lscia 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/Termosde |TCLE_biorrepositorio_menores18.pdf 09/11/2018 |lIscia Teresinha Aceito

Assentimento / 10:22:36 |Lopes Cendes

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termosde |TCLE_biorrepositorio_maiores18.pdf 09/11/2018 |lscia Teresinha Aceito

Assentimento / 10:22:20 |Lopes Cendes

Justificativa de

Auséncia

TCLE/Termosde |[TALE711_8.pdf 09/10/2018 |Iscia Teresinha Aceito

Assentimento / 13:10:43 |Lopes Cendes

Justificativa de

Auséncia

TCLE/Termosde |TALE1217_8.pdf 09/10/2018 |Iscia Teresinha Aceito

Assentimento / 13:10:23 |Lopes Cendes

Justificativa de

Auséncia

TCLE/Termosde |TCLE_UFSC.pdf 09/10/2018 |Iscia Teresinha Aceito

Assentimento / 13:09:25 |Lopes Cendes

Justificativa de

Auséncia

Outros regulamento_biorrepositorio.pdf 13/08/2018 |Iscia Teresinha Aceito
15:49:58 |Lopes Cendes

Folha de Rosto folhaDeRosto.pdf 21/02/2013 Aceito
11:21:13

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

CAMPINAS, 11 de Fevereiro de 2019

Assinado por:
Maria Fernanda Ribeiro Bittar
(Coordenador(a))

Enderego: Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126
Bairro: Barao Geraldo

UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187

CEP: 13.083-887

E-mail: cep@fem.unicamp.br

Pagina 04 de 04

70



Anexo 2 - Tabela 7

71

Tabela 7: Escala de Engel para o acompanhamento da frequéncia de crises pds-operatdria em pacientes com
epilepsia refratdria (Engel Epilepsy Surgery Outcome Scale) — Tabela adaptada de H. G. Wieser et al. 2001

(46).

Engel Epilepsy Surgery Outcome Scale

Classe I: Livre de convulsées incapacitantes

A

Totalmente livre de convulsGes desde a
cirurgia

IB

Crises parciais simples ndo incapacitantes
apenas a partir da cirurgia

IC

Algumas convulsdes incapacitantes apés
a cirurgia, mas livres de convulsdes
incapacitantes por pelo menos 2 anos

ID

Convulsbes generalizadas apenas com
retirada da droga anticonvulsivante

Classe II: Convulsoes raras e incapacitantes ("quase livre de convulsoes")

Inicialmente livre de convulsbes
incapacitantes, mas apresenta convulsées

1A raras no periodo em que o paciente esta
sendo avaliado
B Convulsoes raras e inca‘pacitantes desde
a cirurgia
Mais do que raras convulsoes
I[@ incapacitantes apos a cirurgia, porém
raras convulsdes por pelo menos 2 anos
[ID Convulsdes noturnas apenas
Classe llI: Melhoria relevantes
A Reducao consideravel de convulsdes
Intervalos livres de crises prolongados
m totalizando mais da metade do periodo

de acompanhamento, porém nd@o menos
que 2 anos

Classe 1V: nenhuma

melhoria relevante

IVA Reducao significativa de convulses
IVB Nenhuma mudanca significativa
IVC Piora do quadro de crises




Anexo 3 - Tabela 8

Tabela 8: Sumarizacéo das 20 principais DMRs de cada grupo, bem como informagées sobre porcentagem de metilacdo de cada DMR, em cada grupo e a diferenca de metilagéo
entre os grupos.

Coordenada gen6émica DMR Metilacao
Cromossomo Inicio Fim Qu?:Glz de Ta'(';z;ho Grupo 1 (%) Co:\;r)ole lez)r/:)nga Estado
Grupo 1 versus Controle

DMR1 41184825405 | 184825891 57 487| 0,571067562 | 0,180377939 | 0,390689623 | Hiper
DMR2 1] 16693258 | 16693780 62 523| 0,545978844| 0,152825514| 0,39315333 | Hiper
DMR3 71140062599 | 140063084 21 486| 0,606483226| 0,164694383 | 0,441788843 | Hiper
DMR4 21127701691 | 127702170 77 480| 0,614339052| 0,320838432| 0,29350062 | Hiper
DMR5 6|143536878| 143537150 41 273 | 0,570714665 | 0,276390761 | 0,294323904 | Hiper
DMR6 71157010153 | 157010447 47 295| 0,568617499 | 0,332722014 | 0,235895485 | Hiper
DMR?7 5|178165431| 178165960 41 530| 0,906501742| 0,670990872| 0,23551087 | Hiper
DMR8 71140062636 | 140062898 39 263 | 0,621236859| 0,156008221| 0,465228638 | Hiper
DMR9 5|178165656 | 178165985 39 330| 0,906516111| 0,67203758| 0,234478532 | Hiper
DMR10 71140176972 | 140177170 39 199| 0,615607049| 0,28768996 | 0,327917088 | Hiper
DMR11 6|143536886 | 143537094 40 209| 0,571544957| 0,276315772| 0,295229185 | Hiper
DMR12 4| 56049037 | 56049254 38 218 0,60038106 | 0,233808028 | 0,366573032 | Hiper
DMR13 15| 25862814 | 25863224 52 411| 0,554735209| 0,204681877 | 0,350053333 | Hiper
DMR14 19| 48398297 | 48398761 66 465| 0,430352639]| 0,146626564 | 0,283726074 | Hiper
DMR15 22| 46262779 | 46263240 38 462 | 0,629630539| 0,435504475| 0,194126064 | Hiper
DMR16 21131092952 | 131093587 39 636| 0,372645172| 0,075675221| 0,296969951 | Hiper
DMR17 4| 56049038 | 56049232 23 195 0,61061305 | 0,244553564 | 0,366059487 | Hiper
DMR18 1] 38803866| 38804294 33 429| 0,553814574| 0,242080423 | 0,311734151 | Hiper
DMR19 1] 16693375| 16693645 38 271| 0,573202237| 0,153675425| 0,419526812 | Hiper
DMR20 19| 52451238| 52451854 36 617| 0,713481953| 0,399676949 | 0,313805004 | Hiper




Cromossomo Inicio Fim Quzl:éas de Ta'(::;ho Grupo 2 (%) Co:\;)r)ole le?or/:)nga Estado
Grupo 2 versus Controle

DMR1 71140062636 | 140062898 39 263 | 0,546394973| 0,156008221| 0,390386752 | Hiper
DMR2 71140176972 | 140177170 39 199| 0,598443025| 0,28768996 | 0,310753065 | Hiper
DMR3 71140062578 | 140062869 23 292 | 0,539249413| 0,174937347| 0,364312066 | Hiper
DMR4 6| 143536878 | 143537150 41 273 | 0,553557429| 0,276390761| 0,277166669 | Hiper
DMR5 4| 56049037 | 56049254 38 218 | 0,546436647 | 0,233808028| 0,312628619 | Hiper
DMR6 6| 143536886 | 143537094 40 209 | 0,554522794| 0,276315772| 0,278207022 | Hiper
DMR7 15| 25862856 | 25863224 48 369| 0,528152123| 0,206488192 | 0,321663931 | Hiper
DMR8 1] 38803866| 38804294 33 429 0,52444605 | 0,242080423 | 0,282365628 | Hiper
DMR9 21176130079 176130342 44 264 0,63277202 | 0,343463381| 0,289308639 | Hiper
DMR10 4| 56049038 | 56049232 23 195| 0,557498512| 0,244553564 | 0,312944948 | Hiper
DMR11 9| 38424164 | 38424562 25 399| 0,547255392| 0,232668308 | 0,314587084 | Hiper
DMR12 12121466619 | 121466921 50 303| 0,587366124 | 0,269899705 | 0,317466419 | Hiper
DMR13 9| 38424115 38424466 45 352| 0,567870965| 0,248924246| 0,31894672 | Hiper
DMR14 16| 56425305| 56425781 68 477| 0,674416284| 0,396141815| 0,278274469 | Hiper
DMR15 11108560010 | 108560338 34 329| 0,672042053 | 0,409441366 | 0,262600687 | Hiper
DMR16 1] 16693465| 16693736 41 272| 0,421548136| 0,147967584 | 0,273580551 | Hiper
DMR17 1] 26994045| 26994369 48 325| 0,724196561| 0,410070806 | 0,314125755 | Hiper
DMR18 19| 14073422| 14073672 49 251| 0,712096576 | 0,317085608 | 0,395010967 | Hiper
DMR19 7149497557 | 149497779 33 223 | 0,636149673| 0,308286519| 0,327863153 | Hiper
DMR20 21131092952 | 131093587 39 636| 0,330771832| 0,075675221| 0,25509661 | Hiper

Cromossomo | Inicio Fim Quz:tGlzde Tar(r:lnor;ho Grupo 1 (%) | Grupo 2 (%) D|f<(e:/:e)nga Estado

Grupo 1 versus Grupo 2

DMR1 31129003920 | 129004118 20 199| 0,553471187| 0,382050116 | 0,171421071 | Hiper
DMR2 11228212564 | 228212666 14 103 0,26521149| 0,46546749 -0,200256 | Hipo
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DMR3 15| 65133357 | 65133459 17 103| 0,630999583 | 0,455363138 | 0,175636445 | Hiper
DMR4 121132710851 | 132710956 10 106| 0,687883619| 0,486875428 | 0,201008192 | Hiper
DMR5 6| 42704295 42704647 16 353| 0,478860543 | 0,724496869 | -0,24563633 | Hipo
DMR6 8| 19757134 | 19757317 21 184| 0,705057727| 0,503711345| 0,201346382 | Hiper
DMR7 9| 76571498 | 76572241 3 744 0,48702592 | 0,370321537| 0,116704383 | Hiper
DMR8 16| 54931062 | 54931188 21 127 | 0,868393587| 0,623957686 | 0,244435901 | Hiper
DMR9 21129936134 129937103 11 970| 0,613939159| 0,855290704 | -0,24135155 | Hipo
DMR10 11| 19712747 | 19712868 19 122 0,690025911 | 0,468332002 | 0,221693909 | Hiper
DMR11 1] 11926034 | 11926123 16 90| 0,542665751| 0,359195857 | 0,183469894 | Hiper
DMR12 19| 52451504 | 52451665 11 162 | 0,716874092| 0,587232364 | 0,129641727 | Hiper
DMR13 6| 27213805 27213992 12 188 | 0,325041274| 0,511274897 | -0,18623362 | Hipo
DMR14 9| 10011964 | 10013295 7 1332| 0,771546246| 0,60307636| 0,168469887 | Hiper
DMR15 11100539648 | 100539773 16 126| 0,384061782| 0,188985478 | 0,195076304 | Hiper
DMR16 13| 39509142 | 39510395 10 1254 | 0,746838552 | 0,933409645| -0,18657109 | Hipo
DMR17 19| 17448325| 17448407 15 83 0,60986613 | 0436542726 | 0,173323404 | Hiper
DMR18 6| 3029809| 3030631 15 823 0,58983616 | 0,819217431| -0,22938127 | Hipo
DMR19 16| 11638942 | 11639955 12 1014| 0,811495447| 0,650243132| 0,161252315 | Hiper
DMR20 141102972461 | 102972987 10 527| 0,567372877| 0,80125887| -0,23388599 | Hipo
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Anexo 4 - Tabela 9

Tabela 9: Genes relevantes para o mecanismo de epilepsia e que estéo co-localizados nas 60 principais

DMRs avaliadas.

Sigla

Nome do gene

Comum as comparacoes "Grupo 1 versus Controle" e "Grupo 2 versus Controle

PARP12 Poly(ADP-ribose) polymerase family member 12
CRACD Capping Protein Inhibiting Regulator Of Actin Dynamics
ATP10A ATPase phospholipid transporting 10A (putative)
FAM168B Family with sequence similarity 168 member B

KDM7A Lysine demethylase 7A

PHACTR2 Phosphatase and actin regulator 2

Comum as comparacoes "Grupo 1 versus Controle" e "Grupo 1 versus Grupo 2"

ZNF534 Zinc finger protein 534
"Grupo 1 versus Controle”
ACSL1 Acyl-CoA synthetase long chain family member 1
GRIN2D Glutamate ionotropic receptor NMDA type subunit 2D
PKDREJ Polycystin family receptor for egg jelly
MNX1 Motor neuron and pancreas homeobox 1
WDR33 WD repeat domain 33
SFT2D3 SFT2 domain containing 3
"Grupo 2 versus Controle”
HOXDS8 Homeobox D8
IGFBPL1 Insulin like growth factor binding protein like 1
KDM2B Lysine demethylase 2B
AMFR Autocrine motility factor receptor
FAM102B Family with sequence similarity 102 member B
TRNP1 TMF1-regulated nuclear protein 1
MISP3 MISP family member 3
ZNF746 Zinc finger protein 746
"Grupo 1 versus Grupo 2"
EFCC1 EF-hand and coiled-coil domain containing 1
OBSCN Obscurin, cytoskeletal calmodulin and titin-interacting RhoGEF
PDCD7 Programmed cell death 7
PGAM5 PGAM family member 5, mitochondrial serine/threonine protein
phosphatase
PRPH2 Peripherin 2
CSGALNACT1 Chondroitin sulfate N-acetylgalactosaminyltransferase 1
GCNT1 Glucosaminyl (N-acetyl) transferase 1, core 2
IRX5 I[roquois homeobox 5
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NAV2 Neuron navigator 2

PTPRD Protein tyrosine phosphatase, receptor type D
GPR88 G protein-coupled receptor 88

LHFPL6 LHFPL tetraspan subfamily member 6
TMEM221 Transmembrane protein 221

CDC42BPB CDC42 binding protein kinase beta




