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RESUMO

Objetivo: O objetivo desse trabalho foi caracterizar e comparar o perfil genético de dois modelos de epilepsia em
roedores (Wistar Audiogenic Rat — WAR e generalized epilepsy with absence seizures — GEAS) através da anélise da
expressdo génica em larga escala. Métodos: Para a anlise do perfil de expressao génica foi utilizada a técnica de
microarranjos de DNA (microarray). Resultados: Na linhagem WAR a anilise do perfil de expressdo mostrou
que dentro os genes mais hiperexpressos estd o Neurodl, envolvido com o desenvolvimento do ducto coclear.
Além desse encontramos também diferencas significativas na expressio dos genes Apbb1, Foxgl e ScnlA. Jd nos
animais GEAS os genes com maior expressdo diferencial foram aqueles relacionados com o desenvolvimento
do sistema nervoso central, além de genes envolvidos com a via da MAPK, fatores de transcricdo, migragio
neuronal e apoptose. Conclusio: Esta andlise pode ajudar a esclarecer o mecanismo molecular subjacente que
leva a predisposicio a crises nesses animais. Até 0 momento, nossos resultados apontam para a ativagio de vias
moleculares distintas em ambos os modelos.

Unitermos: Rato Wistar audiogénico, microarranjos, modelos animais.

ABSTRACT

Gene expression profiling in genetic animal models of provide elements to unweil the molecular mechanisms
underlying epileptogenesis in rodents

Objective: The objective of this study was to characterize and compare the genetic profile of two rodent
models of epilepsy (Wistar Audiogenic Rat — WAR and rats with generalized epilepsy with absence seizures-
GEAS) using gene expression analysis Methods: We used microarray technology for gene expression analysis.
Results: The analysis of gene expression profiles in WAR showed among genes up-regulated Neurod, involved
in the development of the cochlear duct. In addition, we found significant differences in gene expression of
Apbbl, Foxgl and ScnlA. GEAS rats had differentially expressed genes related to the development of central
nervous system, as well as genes involved in the MAPK pathway, transcription factors, neuronal migration and
apoptosis. Conclusion: This study may help to clarify the underlying molecular mechanism that leads to the
predisposition to seizures in these animals. Our results indicate the activation of distinct molecular pathways
in both models.
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A caracterizacio do perfil de expressdo génica em larga escala ...

INTRODUCAO

A utilizagdo de modelos experimentais de epilepsia
tem contribuido para um melhor entendimento da fisio-
patologia das epilepsias seja in wvitro quanto in vivo. Nos
modelos genéticos em roedores sio geralmente necessarios
pelo menos dois fatores combinados para a ocorréncia de
crise. O primeiro seria uma predisposi¢io geneticamente
determinada [mutagio(6es) em gene(s)] resultando em uma
anormalidade em sistemas esséncias para a manutencio do
balango excitagio-inibigio no sistema nervoso central (ex.
anormalidade em neurotransmissores associados com os
sistemas colinérgico, catecolaminérgico, serotoninérgico
e/ou de aminoacidos). O segundo fator que pode ou nio
estar envolvido (dependendo da magnitude do efeito
genético), também chamado de iniciador, inclui estimulos
do meio ambiente tais como: luz intermitente, som,
hipertermia, infeccdes, alteragdes neuroquimicas endégenas
ou um desequilibrio hormonal (Jobe et al., 1981). Portanto,
para o aparecimento de uma crise epiléptica, em modelos
genéticos, é geralmente necessirio (mas nio obrigatdrio)
uma predisposi¢do inata a crise somada a um ou mais
iniciadores exégenos ou endégenos. Dentro desse modelo
¢ possivel que um animal nunca venha a sofrer uma crise
epiléptica devido i) a falta de predisposicio (genética) ou
ii) do(s) estimulo iniciador(es) (Aicardi et al., 1980).

A linhagem WAR (Wistar Audiogenic Rat) é susceptivel
a crises audiogénicas depois de estimulagdes sonoras de alta
intensidade (Garcia-Cairasco e Sabbatini, 1983; Doretto et
al., 2003; Mesquita et al., 2005; Gitaf et al., 2010). Apds
essas estimulagdes os animais apresentam crises do tipo
tOnico-clonicas generalizadas, que se caracterizam por
episddios de corridas, pulos e quedas atonicas, seguidas
de convulsio tdnica, convulsdes clonicas parciais e
generalizadas e espasmos clonicos, tais eventos fazem parte
das crises audiogénicas agudas. Apds a repeticdo continua
dos estimulos sonoros, novas 4reas do cérebro comegam
a ser integradas e os animais passam a apresentar crises
limbicas (Moraes et al., 2000).

Outro modelo genético, recentemente identificado, que
apresenta epilepsia generalizada do tipo auséncia com crises
espontineas (generalized epilepsy with absence seizures, GEAS)
(Valle, em preparagio), mostra padrio comportamental e
eletroencefalogréfico distinto de outros modelos ja descritos
(Bruno-Neto et al. 1999a,b; Nunes et al. 1999; André et al.
1999). Nesses animais, também nio foi identificado até o
momento nenhum fator iniciador para as crises.

O objetivo do presente estudo foi caracterizar e
comparar o perfil genético dessas duas linhagens através da
analise da expressdo génica em larga escala. Pretendemos
com esse estudo identificar vias moleculares envolvidas nos
mecanismos de predisposicdo a epilepsia (epileptogénese)
nesses animais.

51

METODOS

Foi obtido 0 RNA total de cinco WAR susceptiveis
(hipocampo e placa quadrigémia), e dois WAR resistentes,
bem como hipocampo de trés ratos GEAS e trés Wistar
controles. Para analise do perfil de expressio génica
foi utilizado o Gene Chip® Rat Genome 230 2.0 Array
(Affymetrix™), que contém 31.042 transcritos de modo a
cobrir todo o genoma transcrito do rato. Além das [Aminas
mencionadas, foram usados os kits One-Cycle Target Labeling
and Control e Hybridization Wash and Stain para a obtencéo
do ¢cDNA, cRNA, marcagio, hibridizagio, deteccio e
lavagem. A leitura dos chips foi feita através do Gene Chip
Scanner 3000 (Affymetrix™) e o processamento de dados
foi feito em ambiente R com pacotes Affy e Rank Prod do
programa Bioconductor. A anélise da representacéo génica
foi realizada através do programa DAVID e a correlagio e
a interagio de vias moleculares foram identificadas com o
programa Ingenuity Pathways Analysis.

RESULTADOS

O enriquecimento génico ontolégico identificou na
linhagem WAR genes envolvidos com o desenvolvimento
neuronal, regulacio da transmissdo sindptica, projecio
neuronal e sinalizacdo celular. As vias de sinalizagio
mais ativas foram a de desenvolvimento do ducto coclear
(gene Neurodl hiperexpresso) e receptor de sinalizagdo
GABA (gene Gabra6 hiperexpresso). Os principais genes
com a expressdo alterada e possivel papel bioldgico na
epileptogénese foram Apbbl, Foxgl e ScnlA.

Nos animais GEAS foram identificados 45 genes
expressos diferencialmente, entre eles estio aqueles
relacionados com o desenvolvimento do sistema nervoso
central, genes envolvidos com a via da MAPK, fatores de
transcrigdo, migracio neuronal e apoptose como Nrsnl,
Hspbl, Fos, Twist]l e Krtl8. As principais categorias do
enriquecimento ontolégico inclufram genes ligados a
sinalizacdo peptidica, regido extracelular e processamento
e apresentagio do antigeno. As vias de sinalizacio mais
ativadas foram as denominadas como doencas do sistema
enddcrino, doencas gastrointestinais, ciclo celular e
desenvolvimento do sistema nervoso, as quais incluem os

genes, Prlr, Hspb1, Igfpb2, CD74 e Fos.

DISCUSSAO

Nossos resultados indicam algumas vias moleculares e
gene de interesse diferencialmente expressos nos modelos
estudados. Entre eles podemos destacar o gene Foxgl
(Forkhead Box G1) que tem sua expressio aumentada
(foldchange = 2,8583) vezes na placa quadrigémea dos
animais WAR susceptiveis em comparagio com os
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controles. Interessantemente, em publicacio recente
Brunetti-Pierri (2011), relatou que duplicagio na regido
cromossdmica onde o homélogo humano desse gene est4
localizado produz manifestacdo clinica caracterizada por
déficit cognitivo e epilepsia, sendo que em alguns casos o
diagnéstico sindrdmico foi de sindrome de Rett. Outro gene
que deve ser discutido é o Beta2/Neurodl, que também se
encontra com a expressio aumentada em WAR quando
comparado com o grupo controle (foldchange =1,8166).
Este tem sido envolvido com neurogénese, diferenciacdo e
manutencio neuronal (Cho and Tsai, 2004).

Nos animais GEAS observou- se que o gene Fos (FB]
osteosarcoma oncogene) estd com a expressio alterada no
hipocampo (foldchange = -16,035). E digno de nota que
Kovacs e cols. (2007), trabalhando com a linhagem de
ratos Wistar Albino Glaxo/Rijswijk (WAG/Rij), também
considerada um modelo genético de epilepsia auséncia
obervou alteragdes na expressdo do gene Fos.

CONCLUSAO

Acreditamos que o tipo de anélise global realizada aqui
pode ajudar a esclarecer de maneira mais compreensiva o
mecanismo molecular subjacente que leva a predisposicio
a crises nesses animais. Vias identificadas em nosso
estudo podem ser subsequentemente estudadas mais
profundamente. Além disso, a interacio entre os diversos
mecanismos moleculares identificados podem fornecer
um panorama mais realista da complexidade envolvida na
epileptogénese. E interessante notar que nossos resultados
apontam claramente para ativagio de vias moleculares
distintas nos modelos estudados.
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