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Resumo

Introdugao: A epilepsia do Lobo Temporal associada a Esclerose
Hipocampal | (ELT-EH) € o tipo mais comum entre as epilepsias parciais em
individuos adultos. Caracterizada por um processo patoldégico complexo, que
envolve perdas neuronais, reorganizacdo das sinapses, inflamacdo e
molecularmente pela reorganizagao global da expresséo génica, além de uma
refratariedade de 30% dos pacientes as drogas antiepilépticas (DAE’s)
existentes. Muitos estudos de expressédo génica tanto em modelos animais,
como em humanos, procuram investigar as alteragbes moleculares subjacentes
ao processo epileptogénico, porém devido a heterogeneidade dos estudos se
fez necessario a realizagao de uma revisao sistematica criteriosa com o objetivo
de identificar os genes consistentes que participam do processo epileptogénico
em humanos com ELT-EH. Metodologia: Trata-se de uma revisédo sistematica
registrada no PROSPERO sob o numero ID: CRD42020180745, de acordo com
o protocolo descrito pelo prisma 2020. Realizamos a busca no dia 30 de janeiro
de 2021, utilizando-se os bancos de dados PubMed, LILACS, EMBASE e SIGLE,

open gray, com as palavras-chave: “Gene Expression” AND “Epilepsy”; “Gene
Expression” AND “Seizure”; “Protein Expression” AND “Seizure” AND “Human’;
“Protein Expression” AND “Epilepsy” AND “Human”. Os resultados analisados
tiveram um foco no dado de expressao génica, bem como tecido, moléculas e
técnicas avaliadas. Além disso, para os genes diferencialmente expressos e
consistentes em mais de um estudo, procedemos com analises de
bioinformatica, tais como avaliagao das categorias funcionais do Gene Ontology
(GO) e busca por reguladores da expressdo génica, tais como, microRNAs
(miRs) validados experimentalmente e analise de fatores transcricionais. Para
diminuir os vieses, todas as etapas foram executadas por trés pesquisadores de
forma independente e para elegibilidade dos estudos foram aplicados critérios
de inclusao e exclusdo. Resultados: 202 estudos preencheram os critérios de
elegibilidade com um total de 448 genes que estudaram em ELT-EH. 95 genes
foram estudados, pelo menos, duas vezes, desses, 47 apresentaram dados
consistentes. 34 genes foram superexpressos nos tecidos cerebrais, 7 genes
subexpressos e 6 genes nao apresentaram diferenga estatistica significativa. Os
41 genes foram submetidos a analise funcional no GO para obteng¢ao das vias
na fungéo molecular, componente celular e processo biolégico. Para analise das
vias ativadoras obtivemos sete genes com potencial de regulagao transcricional.
Quanto a analise de miRs, para os 34 genes superexpressos em tecido epiléptico
encontramos 105 miRs validados no total para os 7 genes com expressao
reduzida. Além disso, encontramos mais de trés miRs validados dos genes
superexpressos: BCL2, DNMT1, TLR4, BDNF, NFKB1, VEGFA, CASP3, TNF,
COX2 e dos genes regulados negativamente GSK3B E HCN2. Conclus&o: nosso
trabalho fornece um compilado de informagdes robustas de expressao génica
associada a ELT farmacorresistente, bem como de seus reguladores. Além
disso, subsidia dados preciosos para estudos futuros de descoberta e validacao



de novos alvos terapéuticos baseados na manipulacdo da expressédo génica em
mTLE.

Palavras- chave: epileptogénese, esclerose hipocampal, expressao
génica, farmacorresisténcia.



Abstract

Introduction: Temporal Lobe Epilepsy associated with Hippocampal
Sclerosis | (TLE-EH) is the most common type of partial epilepsy in adults.
Characterized by a complex pathological process, which involves neuronal
losses, reorganization of synapses, inflammation and molecularly by the global
reorganization of gene expression, in addition to a refractoriness of 30% of
patients to existing antiepileptic drugs (AEDs). Many gene expression studies,
both in animal models and in humans, seek to investigate the molecular
alterations underlying the epileptogenic process, but due to the heterogeneity of
the studies, it was necessary to carry out a careful systematic review with the
objective of identifying the consistent genes that participate of the epileptogenic
process in humans with ELT-EH. Methodology: This is a systematic review
registered in PROSPERO under the ID number: CRD42020180745, according to
the protocol described by prism 2020. We carried out the search on January 30,
2021, using the PubMed and LILACS databases. EMBASE and SIGLE, open
gray, with the keywords: “Gene Expression” AND “Epilepsy”; “Gene Expression”
AND “Seizure”; “Protein Expression” AND “Seizure” AND “Human”; “Protein
Expression” AND “Epilepsy” AND “Human”. The results extracted and analyzed
had a focus on gene expression data, as well as tissue, molecules, and
techniques evaluated. In addition, for genes that are differentially expressed and
consistent in more than one study, we proceed with bioinformatics analyses, such
asassessingg the functional categories of the Gene Ontology (GO) and searching
for regulators of gene expression, such as validated microRNAs (miRs)
experimentally and analysis of transcriptional factors. To reduce biases, three
researchers independently performed all steps and inclusion and exclusion
criteria were applied for study eligibility. Results: 202 studies met the eligibility
criteria, with 448 genes studied in ELT-EH. 95 genes at least twice, of which 47
showed consistent data. Thirty-four genes were up-regulated in the brain, seven
down regulated and six genes showed no statistically significant difference. The
41 genes were submitted to functional analysis in GO to obtain pathways in
molecular function, cellular component,s and biological processes. To analyzes
activating ways; we got seven genes with the potential for transcriptional
regulation. As for the analysis of miRs, for the 34 genes up-regulated in epileptic
tissue, we found 105 validated miRs in total for the seven genes with reduced
expression. Furthermore, we found more than three validated miRs from the
overexpressed genes: BCL2, DNMT1, TLR4, BDNF, NFKB1, VEGFA, CASP3,
TNF, COX2 and from the negatively regulated genes GSK3B AND HCN2.
Conclusion: In this sense, our work provides a compilation of vital information on
gene expression associated with drug-resistant ELT and its regulators. In
addition, it subsidizes precious data for future studies of discovering and
validating new therapeutic targets based on manipulating gene expression in
mTLE.

Keywords: epileptogenesis, hippocampal sclerosis, gene expression,
pharmacoresistance.
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1 Introdugao

Epilepsia € um disturbio neuroldgico caracterizado pela predisposigao
duradoura do cérebro a gerar crises, que geralmente, tém inicio nas areas do
hipocampo ou cortex cerebral. (BLUMCKE et al., 2017) resultantes de atividades
neuronais excessivas ou sincronas do cérebro, como descargas elétricas nao
provocadas.(PIRTTILA et al., 2005).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a epilepsia € uma das
doencgas neuroldgicas mais comuns, afetando em torno de 68 milhdes de
pessoas no mundo, com uma propor¢gdo de 4 a 10 casos para cada 1000
habitantes em paises desenvolvidos, e, em paises em desenvolvimento, essa
propor¢ao pode dobrar, a sugerir que a doenga tenha direta relagdo com fatores
sociais. (NGUGI et al., 2010).

A epilepsia do lobo temporal (ELT) é a mais frequente em individuos
adultos e compreende 50% de todas as epilepsias parciais, as quais surgem da
parte mesial da regido temporal, que inclui a amigdala e o hipocampo. (KIRMANI,
01/2012). A caracteristica histopatolégica mais comum em pacientes com ELT é
a esclerose mesial temporal, caracterizada por perda segmentar de neurénios
piramidais nos subcampos de cornu ammonis (CA) CA1, 3 e 4. Dessa forma,
grande parte dos pacientes com esclerose hipocampal, tem anormalidades
afetando as células do giro denteado (DGCs), incluindo dispersao de células
granulares (GCD) e brotamento de fibras musgosas. De acordo com essas
alteracbes, a esclerose hipocampal pode ser classificada em quatro tipos
(WIESER,; BLUMCKE et al., 2009; BLUMCKE et al., 2017).

Quanto a etiologia da esclerose mesial temporal, ela € incerta e
controversa. O mecanismo mais comum, implicado nessa patologia, envolve a
liberagdo em excesso do glutamato. O outro mecanismo envolvido, é a morte
neuronal induzida por convulsao e déficits do metabolismo energético, sugerindo
o envolvimento por expressao génica e vias sinalizadoras (KIRMANI, 01/2012;
EMRAH et al., 01/2011).
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Cerca de um tergo dos pacientes com ELT e com esclerose hipocampal
tem um fendtipo de multirresisténcia (MDR) as drogas antiepilépticas e
desenvolve epilepsia refrataria (RE). Esta refratariedade é atribuida a fatores
multifatoriais e tem levado a varias hipoteses como a) “transporter hypothesis,”
que resulta da superexpressdo de proteinas envolvidas no efluxo de drogas
através da barreira hemato encefalica como a superfamilia ABC, (PEROSA et
al., 2002; DOMBROSKI et al., 2020), b) “target hypothesis”, os mecanismos
basicos para o farmacorresistentes estdo envolvidas na mudanca da
sensibilidade nos alvos das drogas, c¢) “neuronal network hypothesis”, o excesso
de neurotransmissores, principalmente, o glutamato pode ser responsavel pela
MDR, d) “intrinsic severity hypothesis que sugere que fatores neurobiolégicos
podem ser responsaveis por convulsdes graves e as mesmas causar a MDR, e)
“genetic variant hypothesis”, que as variagbes nos genes que sdo responsaveis
pelo metabolismo das drogas alteram a farmacocinética e a farmacodinamica
dos alvos da drogas e predispondo o individuo a desenvolver multirresisténcia
(BRUXEL et al., 2022; FANG et al., 2011; ROGAWSKI; JOHNSON, ).

Além da multirresisténcia e da esclerose hipocampal, em um tergco dos
pacientes com ELT, o hipocampo € o local primario para a epileptogénese que
envolve o periodo de transi¢cao do cérebro “normal” para o cérebro com crises
epilépticas recorrentes e espontaneas, o qual envolve trés periodos: a) agudo b)
latente e c) crénico. As alteragdes fisiopatoldgicas ocorrem na zona lesionada na
fase aguda, que é seguida pelas alteragdes celulares, alteragdes moleculares na
fase latente e o aparecimento de crises recorrentes espontaneas (CRE’s) na fase
cronica (EMRAH et al., 01/2011).

Dentre as alteragdes no processo epileptogénico, a reorganizagao global
da expressao génica esta bem estabelecida (WANG et al,, 2010). Segundo
Butler-Ryan, (2019), um insulto, como uma convuls&o inicial, pode alterar os
padrdes de expressao génica e a funcao celular, o que leva a hiperexcitabilidade
neuronal e a epileptogénese, tornando o individuo mais suscetivel a novas
convulsdes. Multiplos genes de sinalizacdo de glutamato, e genes que codificam
o receptor AMPA podem ter influéncias mais fortes no processo epileptogénico.
(KIRMANI, 01/2012).
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O perfil de expresséo génica durante a epileptogénese permite uma maior
compreensao dos amplos mecanismos subjacentes ao processo, o qual tem
demonstrado mudancgas gendémicas especificas em todo o ambiente molecular,
abrindo caminhos para mais pesquisas sobre possiveis vias causais e funcdes
através de anotagdes de ontologias génicas de componentes celulares,

processos biolégicos e fungdes moleculares (WANG et al., 2010).

Embora, muitos estudos tenham descoberto a importancia do processo
transcricional na epileptogénese, é importante ressaltar que o processo pos
transcricional, também, tem contribuido de forma significante para elucidagao do
processo epileptogénico como a agao de pequenos RNAs nao codificantes, os
microRNAs (DIXIT et al., 2017; PARRAS et al., 2020). Araujo e colaboradores
em um estudo com modelos animais idetificaram 73 miRNAs que tiveram sua

expressao alterada durante o processo epileptogénico (ARAUJO et al., 2016).

Estudos com modelos animais para epilepsia tém sido uteis para a
compreensao de processos basicos epileptogénicos no painel transcricional, pos
transcricional e epigenético. Porém, as heterogeneidades no desenho
experimental, modelo, tempo de amostragem e tamanho da amostra tem gerado
muitos resultados inconsistentes e caracterizar os perfis de expressao génica e
identificar os principais genes reguladores sao cruciais para elucidar os
mecanismos de epileptogénese na ELT (WANG et al., 2010; LEE et al., 2007)

Neste contexto, a realizagao de estudos com tecidos humanos obtidos de
hipocampos de pacientes submetidos a processo cirurgico para remissao das
crises a fim de obter genes com expressao diferencial tém sido importantes para
a obtencdo de biomarcadores preditivos do processo epileptogénico, assim
como, a identificacdo de novos alvos terapéuticos. Todavia, devido a
inconsisténcias destes resultados o objetivo desta revisao foi analisar os estudos
com expressao génica diferencial, com epilepsia do lobo temporal e esclerose
hipocampal em humanos, a fim de obter um painel de genes diferencialmente
expressos para subsidiar estudos, com o escopo de identificar novos

mecanismos moleculares subjacentes a ELT associada a esclerose hipocampal.
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2 Materiais e Métodos

O estudo foi uma revisdo sistematica, registrado no PROSPERO sob o
numero de ID: CRD42020180745 e seguiu o protocolo descrito pelo prisma 2020
com todas as etapas realizadas por trés pesquisadores de forma independente.
Disponével em:

https://www.crd.york.ac.uk/prospero/display_record.php?ID=CRD4202018074
5

2.1 Estratégia de Busca para a Revisao Sistematica

Para identificar genes diferencialmente expressos em estudos com
epilepsia do lobo temporal e esclerose hipocampal. As bases de dados
selecionadas foram: PubMed, LILACS, EMBASE e SIGLE, open grey. As buscas
foram realizadas no dia 30 de janeiro de 2021, no mesmo dia em todas as
plataformas, utilizando as seguintes palavras-chave: 1) “Gene Expression” AND
“Epilepsy”; 2) “Expressao génica” AND “Apreensao”; 3) “Expresséo de Proteina”
AND “Apreensao” AND “Humano”; 4) “Expressao de proteinas” AND “Epilepsia”
AND “Humano”. Apos as buscas, todos os estudos foram exportados para a

plataforma Rayyan.
2.2 Critérios de Selegao

Foram incluidos estudos com expresséo génica diferencial em humanos
com epilepsia do lobo temporal e esclerose hipocampal. Para isso, os estudos
deveriam ser originais, com dados de expressao génica diferencial e validados
por técnicas individuais. Para isso, os artigos foram filtrados em sete etapas: |)
Foram excluidos estudos duplicados; Il) estudos com outro tipo de epilepsia que
nao epilepsia do lobo temporal; Ill) estudos ndo relevantes (com base nos
critérios de elegibilidade), como revisdes, simpoésios, relatos de casos e em
idioma diferente do inglés; IV) estudos com modelos animais; V) estudos com
outra metodologia sem analise de expressao génica; VI) exclusdo de estudos
com expressao génica nao validados por métodos individuais como RT-qPCR,
Western Blot, Northern Blot, hibridiza¢do in situ, imuno-histoquimica e Elisa; e
VII) foram excluidos estudos com epilepsia do lobo temporal que nao

apresentavam esclerose hipocampal.
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2.3 Extragcao de Dados

Trés pesquisadores independentes (Delma Holanda de Almeida, Pedro
Augusto Tiburcio Paulino e Maria Leticia Pereira Aquino) participaram das
buscas dos estudos e todos os critérios foram aplicados e cruzados para garantir
a consisténcia. Titulos, resumos e estudos completos foram selecionados
sequencialmente para serem aplicados os critérios de elegibilidade e quaisquer
discordancias foram resolvidas por um quarto pesquisador. Os dados extraidos
continham informagdes sobre: |) idade de inicio da epilepsia; |l) idade média de
epilepsia; lll) tipos de crises epilépticas; IV) frequéncia de crises epilépticas antes
e apos a cirurgia; V) drogas antiepilépticas utilizadas; VI) nimero de individuos
recrutados (epilepsia do lobo temporal e esclerose hipocampal); VII) numero de
individuos no estudo (controles) e o tipo de controle; VIlI) tipo de tecido e sub-
regiao analisada; IX) metodologia de analise da expressdo génica; X) gene
analisado; e Xl) gene de referéncia. Os genes foram considerados
significativamente expressos diferencialmente de acordo com os critérios de

corte e valor de p estabelecidos pelos autores de cada estudo.
2.4 Analise e Enriquecimento de Fungoes

A analise de enriquecimento de vias e processos foi realizada com as
seguintes fontes de ontologia: GO Processo biologico, fungdo molecular e
componente celular e TRRUST para fatores transcricionais. Todos os genes

consistentes foram usados como um fundo de enriquecimento.
2.5 Analise de microRNAs e Fatores de Transcrigao

Procuramos microRNAs reguladores de genes consistentemente
expressos diferencialmente. Para isso, utilizando a plataforma miRTarbase
(https://mirtarbase.cuhk.edu.cn), utilizamos a “pesquisa avangada” por genes-
alvo e selecionamos dados de “validagcdo forte”, que incluem microRNAs
validados experimentalmente por técnicas de RT-gPCR e ensaio reporter e
western blotting. O enriquecimento da lista de genes é identificado nas seguintes
categorias de ontologia: Cell Type Signatures, DisGeNET, PanGenBase,
TRRUST e transcription Factor Targets. Todos os genes do genoma foram

usados como um fundo de enriquecimento. Termos com um valor p < 0,01.

16



OBS: Todos os dados gerados ou analisados durante este estudo estao

incluidos como arquivos de Informagdes Suplementares.
3 Resultados

3.1. Visao Geral

Um total de 25.034 registros foram retornados dos parametros escolhidos.
A partir daqui, 9780 foram removidos como estudos duplicados. Quinze mil
duzentos e cinquenta e quatro foram analisados pelos critérios de excluséo
restantes 355 estudos. Destes trabalhos elegiveis, 145 foram excluidos porque
nao estavam envolvidos na marca registrada da esclerose hipocampal. Assim,
foram incluidos 202 registros nesta pesquisa, fornecendo dados de 448 analises
de expressao génica em pacientes com Epilepsia do Lobo Temporal com
Esclerose Hipocampal (ELT-HS) farmacorresistentes submetidos a cirurgia de
ressecgao (figura 1).
Figura 1 — Fluxograma de identificagao do estudo. De: Page MJ, McKenzie JE, Bossuyt
PM, Boutron I, Hoffmann TC, Mulrow CD, et al. A declaracdo PRISMA 2020: uma diretriz
atualizada para relatar revisdes sistematicas. BMJ 2021;372:n71. doi: 10.1136/bmj.n71.

Para obter mais informacoes, visite https://www.prisma-statement.org// * Numero de
registros identificados em cada banco de dados ou registro pesquisado.
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3.2 Nivel de Expressao de Genes Codificantes na Epilepsia do Lobo

Temporal com Esclerose Hipocampal.

Verificamos que 448 genes foram analisados. Noventa e cinco genes
foram estudados independentemente em pelo menos dois estudos. Analisamos
esses dados por expresséao tecidual (hipocampo, cértex, amigdala) e molécula
(RNA e-ou-proteina). Como esperado, verificamos que o tecido mais avaliado foi
o hipocampo (61%), cortex (34%) e amigdala (5%), respectivamente.
Comparando todos os tecidos juntos, 49,47% (47/95) eram genes
consistentemente repetidos. Trinta e quatro genes foram regulados
positivamente e sete regulados negativamente. 50,53% (48/95) dos genes
estavam up, down ou nao regulados em estudos independentes, apresentando

resultados inconsistentes (Figura 2 e Tabela Complementar 1)
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Figura 2 — Heatmap com genes investigados em estudos independentes. Em vermelho
estdo os genes super-expressos, em verde 0s sub-expressos € em preto 0s nao
significativos
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3.3 Expressao Génica dos Genes Consistentes por Tecido

Observamos, apenas, dados consistentes de diferentes estudos que
analisaram o mesmo gene independentemente, trinta e quatro genes (34/47,
72,3%) foram regulados positivamente. Os genes regulados positivamente
foram: GFAP BDNF, CX43, MTOR, MGLURS5, BCL-2, TNF, COX-2, TLR4,
MDR1, CASP3, NFKB1, p53, CREB, BCRP, CCL3, DNMT1, TGFB, VEGFR-2,
GRIK4, IL -1a, P-TAU, dinorfina, p70S6K, SCN1B, TNFRSF1A, TSPO, VEGF-A,
mcm2, MAP2, MCP1, Perk, BDNFIl, BDNFIV (Figura 3). Sete genes (7/47,
14,9%) foram regulados negativamente: AD65, CAMK2A, GS, GSK3b, HCN2,
SV2A, ocludina. Além disso, seis genes (6/47, 12,8%) estavam desregulados:
NGF, HSP70, GAT-1, SYP, BDNFVI e MBP (Figura 3).

Figura 3 — Heatmap com genes consistentes. Em vermelho, os genes regulados
positivamente e em verde os genes regulados negativamente.

T

= Ao BR-9a
- R =

- Uk regul aticn
Man estedied

T HLpd Al D -l - 28~
= K D K L} ] . ] [ ~IE —S ]

GEnes

Dawn regulation

DT -

Rk -

o0 %A g g 3 28
5o ~ o

L i e | U ELD
R R I e ek

20



Quatorze genes super-expressos (14/34, 41,2%) foram estudados apenas
no tecido hipocampal CX43, Mglur5, BCL-2, COX-2, NFKB1, p53, DNMT1,
TGFB, GRIK4, DYNORPHIN, p70S6K, MCM2, MAP2, MCP1. Observamos uma
sobreposicdo de dezenove genes (19/34, 55,9%) estudados no tecido
hipocampal e cértex: GFAP, BDNF, MTOR, PGP, TNF, TLR4, MDR1, CASP3,
CREB, BCRP, CCL3, VEGFR-2, IL - 2a, P-TAU, SCN1B, TNFRSF1A, TSPO,
VEGF-A, PERK, BDNFII; e apenas um gene (1/14, 2,9%) foi estudado no
hipocampo e na amigdala. 6 genes sub-expressos (6/7, 85,7%) foram estudados
apenas no tecido hipocampal: CAMK2A, GS, GSK3B, HCN2, SV2A, OCLUDIN.
Apenas um gene (1/7, 14,3%) foi estudado no tecido hipocampal, e na amigdala,
o GADG65. Embora a regidao do cortex tenha sido a segunda porcdo mais

estudada, ndo houve genes desregulados exclusivos. (Figura 2).

Dos seis genes nao regulados, 3 (3/6, 50%) foram estudados apenas no
hipocampo: HSP70, GAT-1, SYP, e trés genes (3/6, 50%) foram estudados no
tecido hipocampal e cortex: NGF, BDNFVI, MBP.

3.4 Expressao Génica dos Genes Consistentes por Moléculas

Ao nivel da transcri¢do, foram utilizados RT-qPCR, Northern blotting ou
hibridizagao in situ. A maioria das técnicas foram por western blotting, imuno-

histoquimica ou Elisa ao nivel da proteina.

Entre os genes regulados positivamente, GFAP, BCRP, BDNF, TLR4,
MDR1 e O CCL3 foram avaliados no nivel de transcricdo e proteina no
hipocampo e no cortex. Os genes NFKB1, DNMT1, TGFB, GRIK4, DYNORPHIN,
MCM2 e MCP1, COX-2 foram analisados em niveis de RNA e proteina apenas
no hipocampo. Os genes CX43, MGLURS5, BCL-2, CASP3, P70S6K, MAP2 e
P53 foram avaliados quanto aos niveis de expressao de proteinas no hipocampo.
MTOR e CREB foram estudados no nivel de proteina no hipocampo e RNA no
cortex. TNF, IL-1a e SCN1B, e TSPO foram analisados ao nivel de RNA e
proteina no hipocampo e apenas o perfil de expressao da proteina no cértex. Por
outro lado, VEGFR-2, P-TAU e VEGF-A foram avaliados quanto aos niveis de
proteina no hipocampo e coértex. PERK. Um avaliou o nivel de proteina no

hipocampo e RNA e proteina na amigdala. BDNFII foi avaliado no nivel de RNA
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no hipocampo e coértex. A expressdo de TNFRSF1A foi verificada em nivel de

RNA no hipocampo e proteina no cortex.

Dos genes sub-expressos, GADG5 foi avaliado por RNA e proteina no
hipocampo e apenas proteina na amigdala. O gene CAMK2A foi avaliado apenas
no nivel do RNA no hipocampo. GS, HCN2, SV2A nos niveis de RNA e proteina
no hipocampo. GSK3B e OCLUDIN avaliaram apenas o nivel de proteina no

hipocampo.
3.5 Identificagao dos genes expressos diferencialmente consistentes
3.5.1 Anadlise de enriquecimento na expressao génica diferencial

Realizamos a analise da ontologia genética para obter informacdes sobre
0s papéis e caminhos de genes diferenciais consistentes incluidos nesta revisao.
A Figura 4 mostra a distribuigédo total de termos significativamente enriquecidos
por processos biologicos, fungbes moleculares e categorias de compartimentos

celulares.

A analise GO mostra termos de moléculas predominantemente de ligagao
como ligacao de proteina idéntica, sinalizac&o de ligacdo de enzima, ligagao de
receptor, ligagdo de molécula insignificante, ligagdo de derivado de carboidrato,
regulador de fungdo molecular, transportador de atividade, ligagdo de adenil
ribonucleotideo de atividade e ligacdo de nucleotideo de adenil (Fig 4A).
Também descobrimos que os principais genes pertenciam a Membrana (10%),
seguido por membrana plasmatica (7%), periferia celular (7%), projegao
neuronal (5%), projecao celular (5%), proje¢ao celular membrana plasmatica
(5%), sinapse (4%), compartimento somatodendritico (4%) e vesicula
citoplasmatica (4%) (fig. 4B). Dos 836 processos bioldgicos enriquecidos, os
termos com maior numero de genes foram: processo celular (GO:0009987),
regulacdo biologica (GO:0065007), resposta a estimulo (GO:0050896),
regulagcédo de processo bioldgico (GO:0050789 ), regulagéo do processo celular
(GO:0050794), resposta a produtos quimicos (GO:0042221), resposta celular a
estimulos (GO:0051716), regulacdo da qualidade biolégica (GO:0065008),
processo do organismo multicelular (GO:0032501), regulagdo positiva do
processo bioldgico (GO:0048518) (Fig. 4C).
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Figura 4 — Resultados da Gene Ontology (GO). A Figura (A) mostra as vias
associadas na fungdo molecular, sendo a Figura (B) o componente celular e a Figura
(C) os processos bioldgicos da epilepsia.
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3.6 Fatores de Transcrigcao e Analise de microRNAs

Investigamos os potenciais reguladores de genes consistentemente
estudados (Fig. 5). A Figura 5 mostra o resultado da categoria TRRUST
relacionada aos fatores de transcricdo. NFKB1 € o melhor classificado e o mais
enriquecido, seguido por SP1, RELA, E2F1, JUN, ING4 e STAT3. Para os 34
genes consistentes com expressdo aumentada, a analise de microRNAs
validados (miRs) retornou 105 miRs no total e 86 unicos. Encontramos 14
microRNAs reguladores validados experimentalmente para sete genes com
expressao reduzida. Aléem disso, encontramos mais de trés microRNAs
validados de genes BCL2, DNMT1, TLR4, BDNF, NFKB1, VEGFA, CASP3, TNF,
COX2 regulados positivamente e de genes regulados negativamente GSK3B e
HCN2 (Tabela 1). Os miRs que regulam mais de dois genes codificadores desta
revisao estio coloridos na Tabela 1.

Figura 5 — Analise de enriquecimento no TRRUST. A andlise foi realizada por
metacaspe.
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Tabela 1: miRNA validados dos genes superexpressos e sub-expressos

GENE UP-REGULATED

GENE DOWN-REGULATED

BCL2 DNMT1 TLR4 BDNF NFKB1 VEGFA CASP3 TNF CcOX2 GSK3B HCN2
miR-34b-5p miR-148a-3p let-7i-5p miR-210-3p miR-146a-5p miR-98-5p miR-192-3p miR-143-5p miR-99b-3p miR-1-3p**
miR-21-5p miR-29b-3p° miR-1462-5p miR-204-5p° miR-210-3p miR-29b-3p° miR-138-5p miR-130%-3p miR-137 miR-675-5p miR-1332-3p
miR-204-5p* miR-152-3p miR-485-3p miR-16-5p* miR-16-5p* miR-421 miR-342-5p miR-26b-5p miR-92b-3p
miR-15%-5p° miR-342-3p miR-1-5p miR-199%-5p** miR-15%-5p° let-7b-3p miR-381-3p miR-132-3p
miR-15b-5p miR-23b-5p miR-508-3p miR-3782-3p miR-30c-5p miR-272-3p
miR-16-5p* miR-885-3p miR-202-3p miR-375 miR-1252-5p miR-582-5p miR-769-5p
miR-342-5p° miR-2162-5p miR-102-5p miR-361-5p miR-363-3p miR-1993-5p™
miR-17-5p miR-17-3p miR-329-3p miR-20b-5p miR-346
miR-29¢c-3p miR-145-3p miR-182-5p**
miR-29b-3p miR-1178-3p miR-145-5p miR-96-5p

miR-200b-3p* miR-183-5p
miR-34c-5p miR-262-5p
miR-195-5p miR-451b
miR-4492 miR-646
miR-200b-3p’ miR-374b-5p
miR-200c-3p miR-1-3p”
miR-429 miR-1252-3p
miR-7-5p miR-452-5p
miR-182-5p** miR-214-3p°
miR-143-3p miR-4316

miR-377-3p
miR-18a-5p
miR-497-5p
miR-1915-3p
miR-125a-5p
miR-503-5p
miR-211-5p
miR-139-5p
miR-214-3p°
miR-27a-5p
miR-188-3p

*colorido- os microRNAs que regulam dois ou mais genes.

**Em vermelho- os microRNAs reguladores para os super-expressos e sub-expressos. Todas as buscas foram com microRNA homo sapiens.
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4 Discussao

Esforgos tém sido feitos para identificar genes desregulados no mELT e
propor novas abordagens terapéuticas, no entanto, pouco progresso foi
alcancado devido a natureza complexa do processo epileptogénico, a
heterogeneidade intrinseca do paciente, ao padrdo de expressdo génica nas
fases do processo epileptogénico, e as diferentes abordagens de analise
metodoldgica tornam dificil estratificar o papel desses genes (GALANOPOULOU
etal., 2021). Além disso, um aspecto muito relevante do mTLE diz respeito a sua
refratariedade aos DAE’s existentes, e para esses casos, a ressecgao cirurgica
ainda é uma alternativa de escolha, o que torna a busca continua por tratamentos
alternativos. Para superar essa limitagdo, este trabalho realizou uma revisao
sistematica de literatura para rastrear dados de expressao génica que poderiam
ser uteis e mobilizados para a medicina translacional. Assim, no presente estudo,
revisamos os dados de 47 estudos elegiveis que abrangeram a expressao de
genes codificantes de pacientes submetidos a lobectomia e apenas daqueles
com HS. Noventa e cinco genes foram estudados independentemente em pelo
menos dois estudos, dos quais 48 mostraram inconsisténcia e 47 consisténcias
em seus dados de expressao. Destes, 34 foram regulados positivamente, 7

foram regulados negativamente e seis ndo apresentaram diferencga significativa.

A inconsisténcia nos dados de expressao génica pode ser explicada por
diferengcas nos produtos génicos avaliados (RNA ou proteina), diferentes
abordagens metodoldgicas, grupo controle e fatores intrinsecos dos pacientes,
como idade. Por exemplo, ja foi demonstrado que o tempo de coleta de tecido
post-mortem pode mascarar mudangas nos dados de expressao génica em um
modelo experimental (BORN et al., 2017). De fato, Leal e colaboradores (2017)
observaram niveis aumentados de IL-1B no RNA (RT-gPCR) e nivel de proteina
(Imunohistoquimica) usando controles de autépsia com um curto atraso post-
mortem (de 4 a 7 h) (LEAL et al., 2017). Em contraste, Kan e colegas (2012)
avaliaram apenas o nivel de proteina por meio de imunoensaio baseado em
esferas multiplex. Eles observaram que o grau desregulado de II-1B com um
grupo de controle com pH cerebral ou atraso post-mortem estava em
conformidade). Decidimos direcionar esta revisdo com foco em genes
consistentes (KAN et al., 2012).
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4.1 Processos epileptogénicos diferencialmente expressos no

hipocampo e cértex de pacientes com ELT-HS

GFAP (proteina glial fibrilar acida) foi o gene mais estudado com niveis
de expressao consistentemente mais elevados, independentemente do tecido a
partir do qual foi detectado no hipocampo, cortex e amigdala ou por molécula
(LEE et al., 2007; OZBAS-GERCEKER et al., 2006; LU et al., 2019; UYSAL et
al., 2003; GASSEN et al., 2008; STEFANITS et al., 2019; OH et al., 2008;
PAPAGEORGIOU et al., 2018; J.-J et al., 2006; FAHRNER et al., 2007).

Esta € uma proteina glial fibrilar acida, um filamento intermediario de
classe Il de astrécitos maduros comumente utilizado como um marcador dessas
células gliais (ENDICOTT et al., 2020). Como medida compensatéria da perda
neuronal na CA, o aumento de astrécitos € uma marca registrada na ELT-HS.
Sabe-se que os astrocitos atuam na recaptacao do glutamato na fenda sinaptica
reduzindo a produgdo da glutamina sintase, gerando excitotoxicidade
(PAJARILLO et al., 2019), seguindo nossos resultados. Quian e colegas (2022),
na abordagem protedmica, descreveram um aumento de GFAP e gliose tipica
no hipocampo do modelo animal Litio-pilo, corroborando a percepcao de que o
aumento de GFAP esta envolvido na gliose hipocampal e na epileptogénese
(QIAN et al., 2022). Curiosamente, um estudo de Yuehui e colaboradores (2020)
mostrou que o aumento da expressao de miR-15a reduziu a apoptose em células
epilépticas e os niveis de expressao de IL-1p3, IL-6 e TNF-a in vitro e in vivo pela
modulacdo de GFAP (FAN et al., 2020).

O BDNF e suas isoformas BDNF Il e BDNF |V foram consistentemente
superexpressos tanto no hipocampo quanto no cortex (COLLIGNON;
DESHPANDE et al., 2017; FONSECA; GREEN; NICHOLSON, 2002;
MARTINEZ-LEVY et al., 2018; MARTINEZ-LEVY et al., 2016). Um membro da
familia de proteinas do fator de crescimento nervoso foi observado no processo
epileptogénico, nos sinaptossomas do hipocampo em modelos crénicos de ratos
com ELT induzida por cainato e pacientes (EGBENYA et al., 2022) e pacientes.
Recentemente, uma revisdo mostrou estratégias para modular a sinalizagao de
BDNF/TrkB para prevenir a epilepsia. Por exemplo, a atenuagado do BDNF apés
convulsées em camundongos mutantes pode ter efeitos anti-epileptogénicos
(LIN et al., 2020a).
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O mTOR foi o terceiro gene mais estudado no hipocampo e no cértex. De
fato, a inibicdo da via através da modulagao pela rapamicina demonstrou efeitos
positivos em modelos animais de cainato e pilocarpina, mais especificamente na
supressao do surgimento de fibras musgosas (ZENG; RENSING; WONG, 2009;
BUCKMASTER; INGRAM; WEN, 2009) um substrato patologico no mTLE
envolvido na hiperexcitabilidade neuronal no circuito do hipocampo (KOYAMA;
IKEGAYA, 2004).Pesquisadores observaram que drogas que suprimem
mTORC1, como rapamicina e analogos, poderiam ser uma nova alternativa ao

tratamento anti-epileptogénico (TALOS et al., 2018).

O alvo mecanistico da rapamicina quinase (MTOR) tem ampla expressao
cerebral e codifica a proteina que pertence a familia das fosfatidil-inositol
quinase. Compondo dois complexos diferentes, mMTORC1 e C2, C1 regula a
sintese e proliferagdo de proteinas e € sensivel a rapamicina; e a segunda diz
respeito a manutengdo do citoesqueleto de actina, progressao do ciclo e

sobrevivéncia celular (CHI et al., 2017).

Talos e colegas (2018) mostraram que neurotransmissores podem
modular complexos como Glutamato e Gaba, fatores de crescimento como
BDNF e horménios como insulina e citocinas. A ativacdo de seus receptores,
portanto, recruta a sinalizacao intracelular PISBK/AKT e Ras/quinase, ativando
MmTORC 1 e 2, tornando-se assim um ponto de convergéncia entre eles (TALOS
et al.,, 2018). A sinalizacdo MTOR ¢ significativamente desregulada em ELT
humana associada a HS e em um modelo experimental (ZENG; RENSING,;
WONG, 2009).

Para obter informagdes sobre as fungdes sobrepostas de todos os genes
consistentes incluidos, exploramos os termos mais representativos da analise
dos genes expressos diferencialmente. Nossa analise bioinformatica GO foi
capaz de identificar, em cada uma das trés categorias funcionais enriquecidas,
um padrdo no grupo de genes do papel; por exemplo: na fungdo molecular,
destacaram-se as moléculas ligantes; no compartimento celular: membranas e
seus ramos salientes; finalmente, entre os processos celulares, observamos um
enriquecimento nos processos regulatorios. Faz sentido, algumas associagdes

GO na fungao/localizagao/processo de genes desregulados corroboram as da
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literatura, e outras que n&o foram analisadas anteriormente foram mencionadas
aqui (LIU et al., 2016).

As atividades que podem ser realizadas por genes ou produtos de
multiplos genes estdo relacionadas a categoria de ligagdo molecular (fungao
reguladora molecular (que inclui subunidades de enzimas multiméricas e canais)
e transportadora de atividade. parte pode ser explicada pela desregulagdo na
expressao de receptores acoplados a proteina G e canais idnicos controlados
por ligantes como AMPA e NMDA (HANADA, 2020). Além do processo
epileptogénico, a hipétese do transportador € uma das que sugere o mecanismo
de farmacoresistentes ligados a DAEs, tendo a proteina P-gp, um transportador
de efluxo da barreira hematoencefalica com niveis de expressao aumentados

em pacientes relatados aqui e outros (HARTZ et al., 2017).

Além disso, o local onde, estruturalmente, os produtos génicos aqui
encontrados atuam €&, em suma, nas membranas, na periferia celular, nas
projecdes/sinapses neurais e nas vesiculas citoplasmaticas. Curiosamente,
todos estes permitem a comunicagdo intercelular-intracelular. Seja para
promover o processo epileptogénico ou na tentativa de restaurar a homeostase
celular, essa comunicacgao € interrompida na epilepsia, por exemplo, brotamento
de fibras musgosas (DINGLEDINE; VARVEL; DUDEK, 2014), conteudo de
vesiculas exossomais potenciais bioelétricos de neurbnios excitatorios e
inibitérios (UPADHYA et al., 2020).

Em relagdo aos processos bioldgicos realizados por multiplas atividades
moleculares, os processos regulatorios representaram os mais diferentes
mecanismos de regulacdo da expressao génica, como fatores de transcricéo e
microRNAs (GHAFOURI-FARD et al., 2022).

Quanto a manipulagao da expressao génica como estratégia terapéutica,
focamos na bioinformatica de analise de microRNA. Como moduladores criticos
da expressao génica, muitos microRNAs ja foram investigados em um modelo
animal e/ou epilepsia humana do ponto de vista do perfil de expresséo
(KOROTKOV et al., 2017). A manipulagdo de miRs tem sido amplamente
utilizada em pesquisa basica e comegando em ensaios clinicos para outras

doencas neurodegenerativas, como a esclerose lateral amiotréfica. Do ponto de
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vista da modulagdo da expressdo génica, eles estdo usando a abordagem
sintética (KIM et al., 2022; CHAKRABORTY et al., 2021). RNAs, como mimics e
antagomiRs, e varios microRNAs ja foram estudados em modelos experimentais
de epilepsia (BHALALA; SRIKANTH; KESSLER, 2013).

Como um unico miR pode regular centenas de genes codificantes
(BARTEL, 2009), focamos nossa atenc&o nos miRs regulatorios de mais de um
gene codificador consistente em nossa analise, como miR-146, 155, 342; todos
ja foram estudados na abordagem de manipulagcdo em TLE (GHAFOURI-FARD
et al., 2022). A suplementacao e inibicdo do miR-146 foram capazes de reduzir
as convulsdes na fase aguda da epileptogénese e nas convulsdes espontaneas
e recorrentes nos modelos Pilo e cainato, evidenciando essa propriedade
anticonvulsivante (ZHANG et al., 2018); além disso, os mediadores inflamatdrios
estavam disponiveis por RT-qPCR apés mimetizar este microRNA, de modo que
os resultados foram implicados na reducéo da inflamagao (CHELESCHI et al.,
2019).

Além disso, o potencial terapéutico do miR-155 foi estudado no modelo
litiopilo, mostrando uma redugéo das convulsées na fase aguda do processo
epileptogénico. Curiosamente, o antagonista do miR-155 atua no SE regulando
diretamente a atividade do BDNF, aumentando seu nivel (CAl et al., 2016). Outra
molécula interessante € o miR-34a, Hu e colegas (2012) modularam essa
expressao pela injegdo de ant-miR-34 no ventriculo lateral no pilo-modelo,
resultando no aumento do numero de neurdnios sobreviventes (neuroprotegao)
e diminuicdo da morte neuronal em CA1 e CA2 (HU et al., 2012). A identificagédo

desses reguladores € essencial para projetar a manipulagao de genes.

miRs-199-5p, miR-1-3p e 182-5p aparecem como reguladores de genes
nos diferentes sentidos NFKb, VEGFA, GSK3B e HCN2, possivelmente porque
existem outros mecanismos além dos reguladores epigenéticos. Nesse sentido,
avaliamos também outro grupo de reguladores, os fatores transcricionais.
Curiosamente, a analise das vias de transcricdo usando o banco de dados
TRRUST com os genes consistentes do estudo resultou em NFKB1 como o
melhor classificado e o mais enriquecido, seguido por SP1, RELA, E2F1, STATS3,
JUN e ING4.
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O gene NFKB1 (nuclear factor kappa B subunit 1) é o principal gene
regulador da via transcricional para epilepsia, este gene é uma familia de fatores
de transcrigao responsaveis pela regulacdo de mais de 200 genes relacionados
a inflamacéo, resposta imune, diferenciagao celular, apoptose e outras funcoes
(BALTUS et al., 2021). Nesta revisdo, encontramos trés estudos com o gene e
isoformas (TOSCANO et al., 2021; LEE et al., 2007; TEOCCHI et al., 2013a).
Estudos afirmam que a inflamagdo desempenha um papel crucial na
epileptogénese das estruturas cerebrais, particularmente do hipocampo
(POHLENTZ et al., 2022; XIANG et al., 2022; ERISKEN et al., 2022). A ativagao
inadequada do NFKB tem sido associada a varias doencgas inflamatérias
(TEOCCHI et al., 2013b).

O gene SP1 foi 0 segundo gene que mais regula o processo transcricional,
exercendo forte influéncia na regulagao dos 47 genes consistentes. Os fatores
de transcricao SP1 estao ligados a manutencéao de ilhas CpG livres de metilagéo
(ZHANG et al, 2012) e estdo correlacionados com a diferenciagdo e
desenvolvimento celular (SHA et al., 2022). Um estudo de Feng (1999) com um
modelo animal de acido cainico (KA) levantou a hipétese de que o aumento na
atividade Sp-1 pode estar associado a mudancas de longo prazo na plasticidade

da fung¢do do hipocampo apds convulsdes induzidas por KA (WU et al., 2011).

O terceiro gene que mais controlou o processo transcricional de genes
consistentes foi o RELA (proto-oncogene, subunidade NF-kB) (ZHAO et al.,
2020). Um estudo com Status Epilepticus mostrou que o RELA atua na regulagao
durante a formacgao do edema vasogénico, que € o tipo mais comum de edema
cerebral devido ao rompimento da barreira hematoencefalica, o que resulta em
um aumento abrupto da presséao intracraniana, transporte hematoencefalico de
moléculas anormais de derivados séricos e excitabilidade neuronal favorecendo
o estado de mal epiléptico (KIM et al., 2019). O gene E2F1 é um fator de
transcricao, e a regulacao positiva desse gene tem sido associada a modificacédo
de histonas e regulagéo do ciclo celular na diferenciagédo neuronal e células
GABAérgicas (SCHUSTER et al., 2019).

STAT3 é um transdutor de sinal génico e ativador da transcricdo. Um
estudo de tecido cerebral ressecado cirurgicamente em pacientes com epilepsia
do lobo temporal e esclerose hipocampal encontrou perda neuronal mais
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significativa e cicatrizagdo glial associada ao aumento da expresséo de STAT3
em comparacéo com o controle da autépsia (AULICKA et al., 2022), com papel
vital e importante na manutencéo dos astrécitos (CEYZERIAT et al., 2016). Um
estudo de modelo experimental por pilocarpina com inibicdo de STAT3 reduziu
o estado epiléptico e as frequéncias de crises espontaneas, reduzindo os alvos
STAT3 a jusante da ciclina D1 e mcl-1, conhecidos por seus papéis na
progressao do ciclo celular e na sobrevivéncia celular (GRABENSTATTER et al.,
2014).

O gene ING4 também foi um gene que segundo a analise TRRUST é um
gene regulador dos genes consistentes analisados no estudo. E um gene que
faz parte de uma familia de proteinas inibidoras do crescimento. Ele codifica uma
proteina supressora de tumor que contém um dedo PHD, um motivo comum em
proteinas envolvidas na remodelagao da cromatina (NABBI et al., 2017). Muito
se tem estudado com o cancer, mas nao foi encontrado nenhum estudo que o
relacione com o processo epileptogénico. Esta envolvido com a ativagao do p53
na ativagdo tumoral (CHEN et al., 1999) e esta relacionado com a inibicdo da
proliferagcao celular através do NF-kB12(HOU et al., 2014). No entanto, seu papel
na proliferagao celular é controverso e necessita de mais estudos para ser
elucidado (TRINH et al., 2019).

O gene JUN é um fator de transcricdo AP-1 associado a vias inflamatdrias
com processo epileptogénico. No entanto, uma pesquisa com microRNA e
regulagao de citocinas pré-inflamatérias em COVID mostrou que o miR-155-5p
afeta a expressao de JUN (KHOKHAR; TOMO; PUROHIT, 2022). Ao analisar os
microRNAs validados para genes consistentes upregulated em epilepsia,
encontramos miR-155-5p regulando os genes BDNF e NFKB1. Portanto, abre
caminho para novos estudos com alvos terapéuticos em epilepsia do lobo

temporal com base na abordagem de expressao génica.
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5 Conclusao

Apoés a andlise do nivel de perfis de expressao dos trabalhos incluidos e
langamos um conjunto robusto de genes de codificagcdo expressos
diferencialmente na epilepsia humana mTLE. ldentificamos os sete genes
expressos diferencialmente mais comuns e consistentes, apesar da
inconsisténcia dos genes mais repetidos. A ontologia associada aos genes
revelou diferentes formas de observar o papel do conjunto de genes
consistentemente desregulados, interligando-se entre si por atuarem
predominantemente em membranas, associando-se a liga¢gdes e atuando como
reguladores de processos bioldgicos. Em relagao aos reguladores de expressao
no nivel transcricional da expressao, identificamos miRs direcionados a mais de
um gene rastreado aqui e fatores transcricionais, incluindo aqueles associados
a epileptogénese. Nesse sentido, o foco nos genes centrais aqui descritos
fornece informacgdes vitais para futuros estudos de descoberta e validagao de
novos alvos terapéuticos baseados na manipulagdo da expressdo génica em
mELT. Além disso, futuros estudos pré-clinicos baseados na manipulacado de
genes poderiam usar uma mistura de miRs 146, 155 e 34a e/ou siRNA contra
BDNF, GFAP e mTOR.
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Abstract

Juvenile myoclonic cpilepsy (JME) is the most
common genetic generalized epilepsy, representing
5% to 107 of all epilepsies. The genetic component
is an ypporant factor in the ctiology of IME. which
may show Mendelian or genectically complex
inheritance. Thercfore, the identification of
susceptibility genes for JIME has aroused the mterest
of researchers. In this context. the gene encoding for
the enzyme Catecholamime O-methyl Transferase
(COMT), whose function is the deactivation of
catecholamines in the synaptic cleft. 1s a strong
candidate. The dysregulation of these
neurotransmitters may contribute to the genecration
and modulation of seizures. Thus, the objective of
this case/control study is to investigate whether the
COMT  wvall538met  polymorphism  (rsd68(0) is
associated with JIME. Genotyping of 96 patients and
200 controls was performed by polymerase chain
reaction-restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLP) and the statistical analyzes were done
through the SNPStats platform. No significant
differences were observed in the genotype and allele
frequencies of this polymorphism between cases and
controls. The results present no evidence for an
association of COMT vall 58met with JME. Further
studies including other functional polymorphisms are
required to investigate the mvolvement of COMT
gene in the genetic susceptibility to JME.
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1. Introduction

Juvenile myoclonic epilepsy (JME) s the most
common form of genetic generalized epilepsy. The
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frequency of JME is 5-10% of all people with
epilepsy] (Jallon et al, 2005). IME typically
manifests during adolescence and is characterized by
arthythmic myoclonic seizures. also experiencing
generalized tonic-clonic seizures (GTCS) and, less
often, absence seizures (ILAE., 1989).

JME have a complex genetic inheritance, making it
difficult to identify susceptibility genes. In complex
disorders such as these, interactions between
different susceptibility genes may predispose 1o
disease. A specific set of alleles in cach determines
the genetic threshold of susceptibility to a particular
condition. In general, individuals with a high
susceptibility threshold to epilepsy do not present
epileptic  seizures even  when exposed to
epileptogenic disorders or precipitating factors of
seizures. On the other hand, individuals with low
susceptibility threshold present chronic or reactive
selzures when exposed, respectively, to epileptogenic
disorders or precipitating factors of seizures. In order
to obtam a synthetic view of the process of
epileptogenesis, based on the above discussion, we
can infer that epileptogenic disorders  and
precipitating factors, in a facilitating genetic
environment, induce alterations in specific molecular
pathways, which interfere, directly or indirectly, n
the cerebral circuits. and may lead to the onset of
epileptic serzures (Gitai et al., 2008).

Thus, the identification of susceptibility genes helps
to understand the genctic mechanisms involved in
epilepsy. COMT 15 an essential gene controlling
neural activity. This enzyme catalyzes the transfer of
a methyl grouping of S-adenosylmethionine to
catecholamines, which include dopamine,
epincphrine, and norepinephrine. This mechanism
mterrupts the synaptic transmission exerted by these
neurotransmitters, As epilepsy is related to

Apéndice A: Lack of association between COMT Val158met polymorphism and
Juvenile Myoclonic Epilepsy.
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Apéndice B: Artigo 2021- Clinical and genetic aspects of CADASIL
syndrome: A systematic review
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Abstract
CADASIL 1s a hereditary cercbrovascular disease,
caused by mutations in the NOTCH3 gene that leads
to an mncreased number of cysteines, causing
incorrect folding and aggregation in the walls of
small cerebral vessels, which result in several
clinical charactenstics related to the disease. The
objective of this study was to identify. through a
systematic review, the mutations and polymorphisms
involved with the disease and its main clinical
charactenstics. For this it was necessary to register
the review in PROSPERO and then search the data
platforms Pubmed. Embase, Scopus, Sciclo and

Cochrane library with the descriptors "Cognitive
Dysfunction” AND "CADASIL"; "Migraine” AND
"CADASIL"; "Disorder Moods" AND "CADASIL";
"NOTCH3" AND "CADASIL": "Stroke" AND
"CADASIL". All steps of the review were
independently carried out by two researchers. After
data extraction the main clinical features related to
CADASIL disease were Migrame, TIA/stroke,
cognitive  impairment,  psychiatne  disorders,
ischemic  stroke, migraine with aura, cercbral
hemorrhaging, seizures, motor syndrome. and
headache. The databases analyzed described 37
mutations, all in the NOTCH3 gene. Thus, through
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