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RESUMO

A SUMOilacéo é uma modificacdo pos-traducional (MPT) que, através
da ligagdo covalente de SUMO a proteina alvo, pode alterar as interagfes
moleculares destes substratos proteicos e, consequentemente, modular
sua atividade, estabilidade e/ou localizacdo subcelular. Recentemente esta
MPT foi identificada como um mecanismo crucial para regulagdo da
permeabilidade dos canais ibnicos e, também foi demonstrado que
poderia desempenhar papel no inicio das crises espontaneas e da morte
stbita na epilepsia. A epilepsia é uma doenga neuroldgica de alta
prevaléncia, afetando milhdes de pessoas em todo o mundo. Esta
condicdo é caracterizada pela desregulacdo nos mecanismos que
controlam a atividade e/ou disparo neuronal. O tipo de epilepsia mais
comum em adultos é a epilepsia do lobo temporal (ELT), e entre os
pacientes com ELT, ha o subtipo mesial relacionado a esclerose do
hipocampo (ELTM-EH). Esses pacientes apresentam resisténcia a drogas,
comprometimento psiquiatrico e alteracdes neuroquimicas. Desta forma,
sdo normalmente encaminhados para cirurgia na qual é realizada a
retirada do foco epileptogénico, na tentativa de conter as crises
epilépticas. Ha pouca informacao sobre os mecanismos desta patologia e
as intervencBes disponiveis atualmente apresentam apenas efeito na
contencdo das crises epilépticas ja estabelecidas, ao invés de prevenir o
desenvolvimento da epilepsia. Portanto, é necessario compreender a
patogénese da doenga e caracterizar processos que possam contribuir para
o desenvolvimento e/ou participar desta patologia. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi determinar os perfis de SUMOilacdo, em um
modelo animal de ELTM-EH e em amostras de pacientes com ELTM-
EH, além de caracterizar o perfil transcricional de SUMOilacao nestas
condicdes. Nossos resultados demonstraram que é necessario utilizar o
inibidor da deSUMOilacdo, NEM para estudar esta MPT. Também foi
encontrado que o perfil de SUMOilagéo ndo difere entre as estruturas
(cortex, amigdala, hipocampo) obtidas da lobectomia temporal anterior-
mesial de pacientes com ELTM-EH. Foram caracterizadas as proteinas
gue sdo passiveis de serem SUMOiladas no cérebro humano. No modelo
in silico, encontramos genes diferencialmente expressos que codificam
proteinas que sdo passiveis de serem SUMOiladas, e que SUMO-1,
SUMO2/3 e enzimas que compde este processo estariam aumentados
nesta doenga. Portanto, nossos resultados apresentam evidéncias de que a
SUMOilacdo poderia estar alterada na epilepsia, podendo ser (til para o
desenvolvimento de novos farmacos e/ou identificacdo da doenca.



Palavras-chave: Alteragdes neuroquimicas. Epileptogénese.
Modificacdo pos-traducional.



ABSTRACT

SUMOylation is a post-translational modification (PTM) that through the
covalent attachment of SUMO to the target protein can alter molecular
interactions of substrates and, consequently, modulate their activity,
stability and/or subcellular localization. Also, it has recently been
identified as a crucial mechanism regulating the permeability of ion
channels and to play a role in the onset of spontaneous crises and sudden
death in epilepsy. Epilepsy is a common neurological condition that
affects millions of people worldwide characterized by a breakdown in the
mechanisms that normally constrain neuronal activation and/or firing.
The most common type of epilepsy in adults is the temporal lobe epilepsy
(TLE) and among TLE patients there is the mesial subtype related to
hippocampal sclerosis (MTLE-HS). These patients show drug resistance,
psychiatric impairment and neurochemical changes. Thus, they are
usually subjected to surgery in order to remove the epileptogenic focus in
an attempt to contain epileptic seizures. There is little information about
the mechanisms underlying this pathology and the currently available
interventions act to restrain epileptic seizures in an already established
fashion, rather than preventing the development of epilepsy. Therefore, it
is necessary to understand the pathogenesis of epilepsy and characterize
processes that may contribute to the development and / or that participate
in this pathology. Thus, our goal is to determine the SUMOylation
profiles in an animal model of MTLE-HS and human samples from
patients suffering from MTLE-HS, as well as characterizing the
transcriptional profile of SUMOylation in these conditions. Our results
demonstrated that it is necessary to use the deSUMOylation inhibitor,
NEM to study this PTM. It has also been found that the SUMOylation
profile does not differ significantly between the structures (cortex,
amygdala, hippocampus) obtained from the anterior-mesial temporal
lobectomy of patients with MTLE-HS. Proteins that are likely to be
SUMOylated in the human brain have been characterized. In the in silico
model, we found differentially expressed genes that encode proteins that
are likely to be SUMOylated, and that SUMO-1, SUMO2/3 and enzymes
of the SUMOylation pathway could be increased in this disease.
Therefore, our results provide evidence that SUMOylation could be
altered in epilepsy, and may be useful for the development of new drugs
and/or in order to identify the disease.

Keywords: Epileptogenesis. Neurochemical changes. Post-translational
modification.






LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Tipos de crises epiléptiCas. .........cccccvvvrereivniesiesereeiese s 22
Figura 2 - Definigdo de epilepsia refrataria............c.cccceevvivreieninnienennns 28
Figura 3 - Via da SUMOIIACA0. ........cccoceiiriiiiiiiree e 32
Figura 4 - Eletroforese, eletrotransferéncia e imunodeteccéo. ............. 42
Figura 5 - Perfil de SUMOilacédo de proteinas em amostras de hipocampo
de pacientes com ELTM-EH utilizando do inibidor NEM.................... 45
Figura 6 - Andlise das membranas incubadas com SUMO-1 e SUMO-2/3
de pacientes cOmM ELTM-EH.........ccccccooviiiiiiniiie e 46
Figura 7 - Analise das ontologias enriquecidas para 0s genes up-
FEQUIAAOS. . .. 51
Figura 8 - Analise das ontologias enriquecidas para os genes down-
FEQUIAAOS. ... e 53
Figura 9 - Niveis globais da SUMOilacéo de proteinas no modelo crénico
de epilepsia induzido pela pilocarpina. ........c.ccoovevevieviesieerese e 89

Figura 10 - Utilizagdo do inibidor NEM e alteragdo no perfil de
SUMOilacéo de proteinas em amostras de hipocampo de animais....... 90

Figura 11 - O inibidor NEM previne a deSUMOilagéo. ...........ccccveneee. 91
Figura 12 — Perfil total e estratificado da SUMOilac¢do por SUMO-1 na
amigdala, cortex e hipocampo de pacientes com ELTM-EH................ 93

Figura 13 - Perfil total e estratificado da SUMOilag¢&o por SUMO-2/3 na
amigdala, cortex e hipocampo de pacientes com ELTM-EH................ 94






LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Lista de anticorpos utilizados para WB.........ccccccocvveveeennnnn. 42
Tabela 2 - Perfil de SUMOila¢do por SUMO-1 das estruturas de
pacientes ELTM-EH farmacos-reSistentes. .........ccooevvvenereneeniennsienens 47
Tabela 3 - Perfil de SUMOila¢do por SUMO-2/3 das estruturas de
pacientes ELTM-EH farmacos-reSistentes. .......c.cccvevveivvererieinsesnsennns 48
Tabela 4 - Ontologias enriquecidas para os genes up-regulados........... 50

Tabela 5 - Ontologias enriquecidas para os genes down-regulados..... 52


file:///C:/Users/le_13/Desktop/Dissertação%20corrigir/Leticia%20Coelho%20Silva.docx%23_Toc509263189
file:///C:/Users/le_13/Desktop/Dissertação%20corrigir/Leticia%20Coelho%20Silva.docx%23_Toc509263189
file:///C:/Users/le_13/Desktop/Dissertação%20corrigir/Leticia%20Coelho%20Silva.docx%23_Toc509263190
file:///C:/Users/le_13/Desktop/Dissertação%20corrigir/Leticia%20Coelho%20Silva.docx%23_Toc509263190
file:///C:/Users/le_13/Desktop/Dissertação%20corrigir/Leticia%20Coelho%20Silva.docx%23_Toc509263191
file:///C:/Users/le_13/Desktop/Dissertação%20corrigir/Leticia%20Coelho%20Silva.docx%23_Toc509263192




LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AMPA — Acido a-amino-3-hidréxido-5-metil-4-isoxazol-propidnico
BDZ - Benzodiazepinico

CASK - Caélcio/Calmodulina-dependente de serina quinase (do inglés,
Calcium/calmodulin-dependent serine protein kinase)

DAE - Drogas antiepilépticas

EEG — Registros eletroencefalograficos

ELT — Epilepsia do lobo temporal

ELTM — Epilepsia do lobo temporal mesial

ELTM-EH — Epilepsia do lobo temporal mesial associada & esclerose do
hipocampo

GABA — Acido gama aminobutirico

GO - Ontologia Génica (do inglés, Gene Ontology)

ILAE — Liga Internacional Contra a Epilepsia (do inglés, International
League Against Epilepsy)

KA — Acido cainico

LTD — Depressdo de Longa Duragdo (do inglés, Long-term Depression)
LTP —Potenciacédo de Longa Duracéo (do inglés, Long-term Potentiation)
MAGUK - Guanilato quinase associada a membrana (do inglés,
Membrane-associated guanylate kinase)

MEF2A — Fatores de transcricdo ativadores de midcito 2 (do inglés,
Myocyte-enhancer factor 2)

MPTs — Modificagdes pds-traducionais

NIIDS — Instituto Nacional de Desordens Neuroldgicas e acidente
vascular encefalico (do inglés, National Institute of Neurological
Disorders and Stroke)

NMDA — N-metil-D-aspartato

RIMIlo— Molécula de interacdo com a Rab3a

SE — Estado de Mal Epiléptico (do inglés, Status Epilepticus)

SENP — Sentrina-protease (do inglés, Sentrin-specific proteases)
SNARE - Proteinas de Ligacdo ao Fator Sollvel Sensivel a N-
Etilmaleimida (do inglés, N-ethylmaleimide sensitive factor-attachment
protein receptor)

SNC — Sistema nervoso central

SUMO - Pequena proteina similar a ubiquitina (do inglés, Small
ubiquitin-like modifier)

SYNIA — Sinapsina la (do inglés, Synapsin la)






SUMARIO

1 INTRODUGAO.......oovoiinrnrriiissnrniiesnee s 19
1.1 EPILEPSIA: HISTORICO E CLASSIFICACAO................. 20
1.2 ICTOGENESE E EPILEPTOGENESE ......coeeeveeeeeen, 23
1.3 TRATAMENTO FARMACOLOGICO ...cocveveeveeeeeee, 26
1.4 EPILEPSIA REFRATARIA: HISTORICO E DEFINICAO 27
1.5 EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL .....coovveveeeeeeeerens 29
1.6 SUMOILACAO .....coieeeteteeeeeeeeieeeeevssen s, 30
1.7 SUMOILACAO E FUNCAO SINAPTICA ...c.cooovvevrrrenen. 33
2 JUSTIFICATIVA .ot 37
3 HIPOTESE ..ot eeen e 37
4 OBUIETIVOS. ..ottt e e ee e 37
4.1 OBUIETIVO GERAL: .ottt 37
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS: ...oovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 37
5 METODOLOGIA ..ottt 38
5.1 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS....coovveeeeeeeenn 38
5.1.1 F AN 8110 0T UL URRRPRRRRTT 38
5.1.2 PaCIENTES. ...t 38
52 ANALISES NEUROQUIMICAS........oieeeeiieeeeeee e 39
521 Preparo das amostras ........cccoeovvveveneneseeie e 39
5.2.2 Eletroforese e eletrotransferéncia.........c..cccooeeeeeeveeeeeinenns 40
523 IMUNOTETECCED. ....c.vveieiicie e 40
5.3 ANALISE ESTATISTICA ..o 42
5.4 ANALISE IN SILICO DO PERFIL DE SUMOILACAO
PROTEICA EM HUMANOS ..o 43
55 ANALISE DE GENES DIFERENCIALMENTE
EXPRESSOS QUE PODEM SER SUMOILADOS E IDENTIFICACAO
DE ONTOLOGIAS ... oottt en e 43
6 RESULTADOS...........oomormrvviennenrieiesneesiissnesssien U 45
6.1 AVALIACAO DO PERFIL DE SUMOILACAO EM

AMOSTRAS DE CORTEX, AMIGDALA E HIPOCAMPO DE
PACIENTES COM ELTM-EH......ccoiiiiii e 45



6.2 ANALISE IN SILICO ..o 49

6.2.1 Andlise in silico do perfil de SUMOilagdo proteica em
humanos 49

6.2.2 Andlise de genes diferencialmente expressos que codificam
proteinas que podem ser SUMOiladas e identificacdo de ontologias

49
7 DISCUSSAO .....ovviiieieiesiesiesise s 54
8 CONCLUSAO.......oovirrieineiesiseeississssesesesassssssssssssnas 58
9 PERSPECTIVAS ...t 58
REFERENCIAS.........cooiiieietetevesesee e 59
APENDICE A — Modelo experimental da ELTM: utilizacéo
da PIlOCArPINA.......coii e 87

APENDICE B — Perfil de SUMOilagdo por SUMO-1 e
SUMO-2/3 das estruturas de pacientes ELTM-EH

FArMaACOS-TESISTENTES....c.veieree ettt rree e 93
APENDICE C - Proteinas SUMOiladas no cérebro
UMAN0 ..ttt e e et e e s e e e reraene s 95
APENDICE D - Genes diferencialmente expressos na
ELTMAEH oottt 96

ANEXO A — Artigo cientifico relacionado a dissertacédo. 97



19

1 INTRODUCAO

Estima-se que o sistema nervoso central (SNC) de um individuo
adulto seja composto por aproximadamente 86 bilhes de neurbnios
(Azevedo et al., 2009). A propagagdo da informagdo e comunicagédo
neuronal é predominantemente feita através da sinapse quimica (Stdhof,
1995). As sinapses quimicas sdo caracterizadas pela transducéo de sinais
através de mediadores quimicos, sendo eles excitatorios (com o glutamato
como o principal neurotransmissor excitatorio) ou inibitdrios (com o
acido gama aminobutirico, GABA, como o principal neurotransmissor
inibitério) (Fogarty et al., 2016).

Acredita-se que ocorram 100 trilnGes de sinapses no cérebro
humano (Azevedo et al., 2009). Cada sinapse corresponde a uma juncdo
especializada na qual a célula pré-sinaptica conta com uma maquinaria
para liberacdo do neurotransmissor e a célula pds-sinaptica recruta
componentes para receber e integrar este sinal (Sudhof, 2013). E um
processo de alta organizagéo e complexidade que engloba o envolvimento
de diversas proteinas e estruturas que devem ser precisamente reguladas
(Katz e Miledi, 1967; Rizzoli e Betz, 2005; Wilhelm et al., 2014).

De maneira geral, para que a neurotransmissdo ocorra € necessario
a propagacao do potencial de acdo através do neurdnio pré-sinaptico. O
potencial de acdo origina-se devido a uma perturbacdo do estado de
repouso da membrana celular, com consequente fluxo de ions por meio
da membrana e alteracdo da concentracdo idnica nos meios intra e
extracelular (Eccles, 1990). Ao atingir o terminal pré-sinaptico, o
potencial de agcdo promove a abertura dos canais de célcio (Ca?")
dependentes de voltagem (Stdhof, 1995; Rizzoli e Betz, 2005; Sldhof,
2013). A entrada de Ca?* possibilita a fusdo das vesiculas sinapticas
contendo neurotransmissores com a membrana pré-sinaptica. O
complexo de proteinas de ligacdo ao fator sollvel sensivel a N-
etilmaleimida (SNARE, do inglés N-ethylmaleimide sensitive factor-
attachment protein receptor) auxilia nesta fusdo, consequentemente
permitindo liberagdo do conteldo para a fenda sinéptica (Stidhof, 1995).

Desta forma, as vesiculas sinapticas estdo em constante e dindmico
ciclo de fusdo com a membrana plasmatica neuronal e endocitose, para
manter a integridade estrutural e funcional dos terminais pré-sinapticos
em que residem. Assim, garantem a rapida transmissdo de informacéo
requerida pela atividade cerebral (Katz, 1969; Rizzoli e Betz, 2005). Este
processo também exibe plasticidade, na qual ocorre modificacdo da
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funcdo sinaptica juntamente com as estruturas envolvidas na sinapse em
resposta a atividade (Katz e Miledi, 1967). Desta forma, a plasticidade
sindptica corresponde a capacidade de modificacdo na eficiéncia da
neurotransmissdo, em resposta a atividade neural gerada por estimulos,
seja pelo aumento ou diminuicdo da resposta pos-sinaptica (Citri e
Malenka, 2008).

Em um modelo de sinapse tridimensional, foi possivel estimar
cerca de 300.000 proteinas compondo este evento bioldgico (Wilhelm et
al., 2014). Estas proteinas modulam tanto os eventos de neurotransmissdo
como de plasticidade sinaptica. Desta forma, exigem uma rapida e precisa
regulacdo das interacOes entre elas, normalmente coordenadas por
modifica¢des pds-traducionais (MPTs) (Yokoi et al., 2012).

As MPTs referem-se a alteragfes quimicas que podem ocorrer na
proteina apds sua traducdo (Walsh et al., 2005). Estas modificages séo
predominantemente catalisadas por enzimas que reconhecem sequéncias
consenso em residuos de aminoacidos em alvos especificos (Knorre et al.,
2009; Prabakaran et al., 2012). Ap6s o reconhecimento da proteina a ser
modificada, ocorre a ligagcdo covalente seja de grupamentos quimicos,
lipidios, acUcares ou outras proteinas levando a diversas consequéncias e
alteragdes na proteina alvo (Deribe et al., 2010; Duan e Walther, 2015).
Estas alteracfes envolvem desde a regulacdo da estrutura da proteina
(Henley et al., 2014) a cascatas de sinalizagdo (Yang, 2004) e degradacéo
(Hershko e Ciechanover, 1998). Este tipo de modificacdo permite o
controle rapido e de baixo gasto energético, pois além de algumas MPTs
serem facilmente reversiveis pela agdo de enzimas de desconjugacdo
especificas, um controle similar por degradacdo proteica e sintese
consumiria mais tempo e demandaria um maior investimento
bioenergético (Walsh et al., 2005). Desta forma, estas MPTs sdo
consideradas cruciais para a regulacdo da funcdo proteica de forma
espacial e temporal (Kaminski e Henley, 2007).

A perda ou alteragdes estruturais da sinapse podem resultar em
disfuncdo na neurotransmissao e consequentemente implicar em diversos
distarbios neuroldgicos, como por exemplo, a epilepsia (Chung e Raingo,
2013). Desta maneira, o presente trabalho teve como objetivo investigar
o perfil de uma MPT especifica conhecida como SUMOilagdo em
pacientes, e no modelo experimental de epilepsia do lobo temporal mesial
(Apéndice A).

1.1 EPILEPSIA: HISTORICO E CLASSIFICAGAO
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A epilepsia é caracterizada como uma das doencas neuroldgicas de
maior prevaléncia, atingindo cerca de 65 milhdes de pessoas no mundo
(Ngugi et al., 2010). A palavra epilepsia tem origem grega, derivada do
verbo "epilambanein”, cujo significado é “ser agarrado”, “ser atacado” ou
“ser tomado por”, devido as consequéncias comportamentais nos
individuos que acomete. A primeira descri¢do formal da epilepsia como
doenca ocorreu em 400 a.C. por Hipdcrates (Hippocrate, 1849). Apenas
por volta do século XIX houve melhor entendimento da epileptologia
(causas e consequéncias da epilepsia), com os trabalhos de John
Hughlings Jackson (Chaudhary et al., 2011).

Em 2005, a definicdo de epilepsia foi proposta pela Liga
Internacional Contra a Epilepsia (ILAE, do inglés International League
Against Epilepsy) como uma perturbacao cerebral caracterizada por uma
predisposicdo persistente a crises epilépticas, e pelas consequéncias
neurobioldgicas, cognitivas, sociais e psicologicas desta condigdo (Fisher
et al., 2005). Esta definicdo preconiza a ocorréncia de, pelo menos, uma
crise epiléptica em associacdo com alteracBes cerebrais que predispdem
ao inicio de outras crises (Fisher et al., 2005).

E comumente aceito que as crises epilépticas surgem a partir do
desequilibrio entre excitacdo e inibicdo da neurotransmissao, favorecendo
a excitacdo neuronal. Apesar da etiologia ndo ser totalmente elucidada e
depender de diversos mecanismos, as crises epilépticas sdo caracterizadas
pela alteracdo encefalica resultante das descargas excessivas de potenciais
de acdo e consequente disparo neuronal exacerbado (Scharfman, 2007).
Desta forma, a crise epiléptica é definida pela ILAE como “ocorréncia
transitoria de sinais efou sintomas secundarios & atividade neuronal
cerebral anormal excessiva ou sincrona” (Fisher et al., 2005). Ainda nao
é possivel classificar as crises epilépticas apenas com base em critérios
cientificos, devido a falta de dados e conhecimento sobre 0s mecanismos
desta doenca (Fisher, 2017; Fisher et al., 2017). Segundo a mais nova
proposta da ILAE, as crises epilépticas podem ser classificadas em crises
focais, crises generalizadas e crises de inicio desconhecido (Figura 1)
(Engel, 2006; Berg et al., 2010; Fisher et al., 2017).

As crises de inicio focal sdo assim nomeadas, pois correspondem
ao comprometimento de uma regido delimitada de um hemisfério cerebral
(Fisher et al., 1981; Fisher, 2017; Fisher et al., 2017). Os sintomas
apresentados pelo individuo correspondem & érea cerebral afetada. Desta
forma, variam conforme a regido do encéfalo onde as crises se originam.
Por exemplo, no caso do envolvimento de estruturas do lobo frontal pode
ocorrer prejuizo em fungBes executivas (cognigdo, planejamento), e
meméria no caso temporal (hipocampo, cortex entorrinal, perirrinal e
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temporal), podendo ocorrer ainda perda de consciéncia. Portanto, este tipo
de crise ainda pode ser subdividido em crise focal perceptiva e crise
focal disperceptiva com comprometimento ou ndo da percepgdo,
respectivamente. Posteriormente, podem ainda ser classificadas de acordo
com sintomas motores (caso ocorra primeiramente sintomas motores
durante a crise, como por exemplo, automatismos) e ndo motores (ocorre
primeiramente mudancas nas sensacfes, emogoes), refletindo o primeiro
sinal ou sintoma da crise. Ainda podem ser classificadas como focal
evoluindo para tonico-clénico bilateral. Este tipo caracteriza-se pelo
inicio em um hemisfério, ou seja, inicia de forma focal, e se propaga para
ambos os hemisférios.

Ja as crises generalizadas correspondem ao comprometimento
simultaneo de ambos os hemisférios cerebrais, havendo comumente perda
da consciéncia, pois 0 comprometimento ocorre em todo o encéfalo,
inclusive na formacéo reticular. Logo, sdo divididas apenas em crises
motoras (ténico-clbnicas, outros tipos) e ndo motoras (auséncia). O
termo popular convulsdo, refere-se a observacdo da atividade motora
durante uma crise. Normalmente é associada a crise ténico- (contracdo
muscular mantida durante segundos a minutos) clénica (depois de cada
contracdo muscular ha relaxamento, ocasionando abalos musculares
sucessivos) (Fisher et al., 2017).

As crises de inicio desconhecido podem ser classificadas por
caracteristicas adicionais ao seu desenvolvimento, incluindo motoras,
nao motoras ou ndo classificadas devido a informacéo inadequada ou
impossibilidade de inseri-las em outras categorias (Fisher et al., 1981;
Fisher, 2017; Fisher et al., 2017).

x ™ : Focal evoluindo
Crises de &1[ N Perceptiva para tonico-
inicio Focal ‘Ik"'{" \)‘* Disperceptiva clonico bilateral
Crises de 1C¥ Inicio

inicio v Mg
z AL M Inicio
Generalizado P e Nio- Motor

:;siifo € : @ N Nio classificadas
Desconhecido e ‘}f

Figura 1 - Tipos de crises epilépticas. As crises epilépticas podem ser divididas
em crises de inicio focal, generalizado e desconhecido. A crise de inicio focal
ainda pode ser subdividida em perceptiva/dispercetiva, inicio motor/inicio ndo-
motor e focal evoluindo para tdnico-clénico bilateral (linha alaranjada). A crise
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de inicio generalizado pode ser subdividida em inicio motor/inicio ndo-motor
(linha amarela). As crises de inicio desconhecido podem ser classificadas em
inicio motor/inicio ndo-motor, ou ndo classificadas (linha esverdeada). Adaptado
de Siegel e colaboradores (2017).

A falta de compreensdo a respeito de diversos aspectos desta
doenca, como diagnostico, tratamento e fisiopatologia, caracteriza-a
como de alta complexidade (Keezer et al., 2016). Pode-se perceber que
as crises epilépticas ndo partilham da mesma patogénese apesar de
culminarem no desequilibrio da excitabilidade neuronal. Desta forma, os
diferentes tipos de epilepsia podem ser agrupados em diferentes
sindromes de acordo com um grupo de caracteristicas clinicas que
ocorrem simultaneamente com tipos de crises similares, idade do
aparecimento das crises, registros eletroencefalograficos (EEGS),
genética, prognostico e resposta a drogas antiepilépticas (DAES),
refletindo em diferentes padrBes de sua fisiopatologia (Fisher et al.,
2017).

Em 2014, com o objetivo de facilitar o diagnoéstico clinico, o
conceito de epilepsia foi redefinido para prética clinica como uma doenca
cerebral caracterizada por uma das seguintes condic¢des: pelo menos duas
crises ndo provocadas por estimulo externo, ou duas crises reflexas
ocorrendo em um intervalo superior a 24 h; uma crise ndo provocada ou
uma crise reflexa quando ha chance de ocorréncia de uma nova crise
estimada em pelo menos 60%, ou quando diagnosticada uma sindrome
epiléptica (Fisher et al., 2014). A ocorréncia da crise reflexa refere-se a
crise provocada por estimulo especifico (seja ele simples como um
lampejo luminoso, ou elaborado como uma mausica) ou atividade do
individuo (também podendo ser desde um simples movimento, a uma
atividade complexa como jogar xadrez, ou ambos, como ler em voz alta)
(Blume et al., 2001).

Assim, ndo ha como generalizar os conhecimentos obtidos a
respeito de um tipo de epilepsia para os demais tipos existentes (Berg et
al., 2010; Stafstrom e Carmant, 2015).

1.2 ICTOGENESE E EPILEPTOGENESE

O termo ictogénese refere-se ao mecanismo de aparecimento de
crises epilépticas (Scharfman, 2007). Como discutido no topico anterior,
estas podem apresentar diversas causas, porém surgem quando ha uma
ruptura de mecanismos que normalmente criam um equilibrio entre
excitacdo e inibi¢do da neurotransmissdo (Somjen, 2002). Apesar deste
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conceito se apresentar de forma facil e aplicavel, sabe-se que o0s
mecanismos de geracao das crises epilépticas ndo foram completamente
caracterizados. A dificuldade em elucidar este processo consiste na falta
de compreensédo do equilibrio da comunicacdo neuronal. Esta regulacdo
parece ocorrer em diferentes “niveis” do SNC, compreendendo desde
moléculas basicas, como proteinas e componentes de membranas, a
células e circuitos/sinapses, até complexas redes neuronais de grande
escala (Scharfman, 2007).

Faz-se importante ressaltar a funcdo dos gradientes quimicos e
elétricos para manutencdo da atividade elétrica, a nivel proteico e de
membrana celular. A permeabilidade da membrana a diferentes ions,
principalmente sddio (Na*) e potéssio (K*) e a acdo dos canais dependente
de voltagem, juntamente com a bomba de Na*/K* ATPase permitem a
manutencdo dos diferentes gradientes e a capacidade de répida
despolarizacdo e repolarizacdo neuronal (McCormick e Huguenard,
1994). A regulagdo dos canais envolvidos no controle das correntes de
Ca®* também demonstra extrema importancia, dado que esse ion é
importante tanto modulando diversas vias celulares como segundo
mensageiro, quanto exercendo um papel principal no desencadeamento
de eventos como a excitotoxicidade glutamatérgica (Armijo et al., 2005).
As disfuncbes destas etapas podem levar ao desequilibrio e atividade
neuronal anormal em diversas maneiras (Somjen, 2002). O bloqueio da
bomba Na*/K* ATPase pode levar a atividade convulsiva (Grisar et al.,
1992; Vaillend et al., 2002). O aumento do K* extracelular pode
desencadear a despolarizacdo neuronal exacerbada. Além disso,
anormalidades nos canais de Na* podem levar a uma diminuicdo do limiar
para um potencial de acdo (Meisler et al., 2010). Mutacdes em alguns
destes genes, como SCN1A, que codifica o canal de sddio dependente de
voltagem Navl.1 (responsavel por regular a troca de sddio entre espagos
intra- e extracelulares), tém sido relacionadas com sindromes especificas
(Meisler et al., 2001; Meisler et al., 2010). Também ja foi demonstrado,
que animais knock-out para os canais de Ca?* dependente de voltagem do
tipo Cay2.3, sdo resistentes para o desenvolvimento de crises epilépticas
induzidas pela administracdo de cainato (Weiergréber et al., 2007; Dibué-
Adjei et al., 2017).

Em relacdo a manutencdo das sinapses, temos importante atuacéo
dos principais neurotransmissores que participam da transmissdo
sindptica excitatoria e inibitéria no SNC, os aminoécidos glutamato e
GABA, respectivamente (Bloom, 1999). O GABA exerce as suas a¢des
inibitérias especialmente através dos receptores GABAA ionotrépico e
GABAg metabotropico. Ja os efeitos excitatorios do glutamato sdo



25

mediados pelos receptores ionotropicos: acido a-amino-3-hidroxido-5-
metil-4-isoxazol-propidnico (AMPA), acido cainico (KA, do inglés
kainic acid) e N-metil-D-aspartato (NMDA), e por receptores
metabotropicos (Sanderson e Dell'acqua, 2011). A neurotransmissdo
mediada pelos receptores ionotropicos afeta diretamente o fluxo de ions
e 0 estado eletroquimico da membrana pés-sinaptica, portanto é realizada
de forma rapida (Bowie, 2008). E possivel a existéncia de diversos
subtipos de receptores conforme a combinacdo das diferentes
subunidades que os formam. Esta variacdo confere distintas
funcionalidades para os diversos tipos de receptores, pois apresentam
permeabilidades diferentes aos ions (Bowie, 2008; Weilinger et al.,
2013). Ja os receptores metabotropicos coordenam a resposta pos-
sinaptica de forma mais lenta, pois sdo acoplados a proteinas G e
participam dos mecanismos de resposta intracelular através da ativagéo
de segundos mensageiros (Pinheiro e Mulle, 2008). Desta forma, qualquer
mudanca estrutural e/ou entre neurotransmissdo mediada por GABA ou
glutamato favorecendo a excitacdo neuronal, pode desencadear crises
epilépticas. As respostas auto-imunes e a inflamacdo, também tém sido
cada vez mais relacionadas em desempenhar importante papel na geracéo
e propagacdo das crises. Diversos auto-anticorpos para 0s canais ibnicos
envolvidos na excitacdo e inibicdo neuronal, incluindo canais de K*e Ca?*
dependente de voltagem (Mcknight et al., 2005), receptores NMDA
(Niehusmann et al., 2009) e receptores GABAg foram identificados em
pacientes com crises epilépticas de etiologia desconhecida (Lancaster et
al., 2010).

A sincronizagdo das redes neuronais complexas nas crises
epilépticas pode ocorrer de diversas formas, desde a propagacao através
das jungBes comunicantes entre os neurdnios e células gliais (Traub et al.,
2004; Voss et al., 2009), falhas no circuito inibitério (Cobb et al., 1995)
ou através das proprias alteragdes plasticas que ocorrem em individuos
com epilepsia (Sutula e Dudek, 2007). Cabe ressaltar esse ultimo
exemplo, pois essas mudangas e reorganizacBes sindpticas ndo so
contribuem com a sincronizacéo das redes neuronais, como também com
0 processo de epileptogénese, que consiste no processo de modificacéo
de um cérebro saudavel para aquele que inicia o desenvolvimento da
epilepsia (Sutula e Dudek, 2007).

Diferindo do conceito anterior de ictogénese, a epileptogénese
caracteriza-se pela reorganizagdo dos circuitos cerebrais que, com o
decorrer do tempo, transformam-se em um foco gerador de descargas
epilépticas (Scharfman, 2007). Por exemplo, ap6s certo tempo da
ocorréncia de lesdes do tecido cerebral (como traumatismo ou acidente
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vascular), alguns individuos poderdo desenvolver epilepsia. Assim, a
epileptogénese é o processo pelo qual um cérebro previamente
assintomatico torna-se capaz de gerar crises epilépticas espontaneas
(Silva e Cabral, 2008).

Os mecanismos envolvidos neste processo ndo sdo completamente
elucidados. Porém, resultam em hiperexcitabilidade e morte neuronal e
incluem diversos marcadores como gliose e reorganizagdo da rede neural
(Sloviter, 1999; Pitkanen et al., 2002; Shapiro et al., 2008). Da mesma
forma, a hiperexcitabilidade ¢é obtida e instalada através do excesso de
despolarizagdo neuronal, o que resulta em liberacdo anormal de
neurotransmissores e excessivas descargas de potenciais de acdo
(Scharfman, 2007). Sugere-se que 0 estresse oxidativo e a disfuncdo
mitocondrial também contribuam para o surgimento destes processos
(Waldbaum e Patel, 2010).

1.3 TRATAMENTO FARMACOLOGICO

Até metade do século XIX o tratamento para a epilepsia baseava-
se principalmente no uso de substancias fitoterapicas, e pouco era
conhecido sobre algumas substancias quimicas (Adams et al., 2012). Em
1857, foi identificado o efeito sedativo e anticonvulsivante do brometo de
potassio (Sieveking, 1857). Apesar da sua toxicidade, ele foi utilizado até
1912, quando foi observado o efeito do fenobarbital na reducdo da
frequéncia das crises epilépticas (Hauptmamm, 1912). A acéo
anticonvulsivante da fenitoina, que foi demonstrada primeiramente em
animais de laboratério, ao contrario do brometo de potassio e do
fenobarbital, ocorreu em 1937. Assim, com a utilizagdo de modelos
experimentais, foi possivel o desenvolvimento de metodologias de
inducdo de crises e aprimoramento da busca de farmacos associados ao
efeito anticonvulsivante (Krall et al., 1978).

Em 1975, com o surgimento do Programa de Desenvolvimento de
Drogas Antiepilépticas pelo Instituto Nacional de Desordens
Neurolégicas e acidente vascular encefalico (National Institute of
Neurological Disorders and Stroke, NIIDS), nos Estados Unidos, iniciou-
se a era moderna da elaboracdo de farmacos antiepilépticos. A partir deste
momento, diversos medicamentos tém surgido, partilhando de
mecanismos de acgdo similares que visam promover a diminuigdo da
excitacdo ou o aumento da inibicdo neuronal. Os processos
farmacoldgicos desses medicamentos, incluem a modulagdo de canais
ibnicos dependente de voltagem, aumento da atividade GABAGérgica,
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inibicdo da transmissdo glutamatérgica e modificacdo da liberacdo de
neurotransmissores (Kwan e Brodie, 2007).

Alguns farmacos como valproato, lamotrigina, carbamazepina,
fenitoina, oxcarbazepina e eslicarbazepina atuam de forma a manter o
canal de Na* no estado inativado. O farmaco lacosamida parece afetar
seletivamente a inativagdo lenta do canal de Na*, enquanto que, outros
blogueadores0 do canal de Na* modulam a inativacao rapida (Beydoun et
al., 2009). Apesar do mecanismo néo ser elucidado, as drogas felbamato,
topiramato, zonisamida e rufinamida também parecem atuar em canais de
Na* (Rogawski e Loscher, 2004; Brodie et al., 2009). Outros
antiepilépticos como etosuximide, gabapentina e pregabalina atuam
inibindo os canais de Ca®* dependente de voltagem, desta forma
prevenindo a despolarizagdo e liberacdo do neurotransmissor
(Korinthenberg et al., 2007; Meldrum e Rogawski, 2007). A lamotrigina,
topiramato, levetiracetam e zonisamida também parecem interagir com o0s
canais de Ca?* (Martin et al., 2002; Meldrum e Rogawski, 2007). Ainda,
podem atuar no receptor GABAA,, de forma a aumentar acdo do receptor
(barbituricos, benzodiazepinicos), alterar sintese (valproato de sodio),
metabolismo (vigabatrina) ou recaptacdo sinaptica de GABA (tiagabina)
(Sills e Brodie, 2001; Kwan e Brodie, 2006). Ja os farmacos felbamato,
topiramato e zonisamida ainda podem atuar em subtipos do receptor de
glutamato, levando & reducdo da neurotransmissdo excitatoria rapida
(Meldrum e Rogawski, 2007).

Enquanto, os farmacos permitem o controle sintomético das crises,
a epilepsia permanece incuravel, em parte devido a ma compreensao das
bases moleculares e eletrofisiologicas de seu desenvolvimento. Além
disso, 30% dos individuos que apresentam epilepsia sdo refratarios ao
tratamento farmacoldgico (Fisher et al., 2014). Dessa forma, avangos na
compreensdo dessa patologia sdo cruciais para a descoberta de
tratamentos eficazes, ndo sé para a epilepsia como para distirbios
cerebrais relacionados.

1.4 EPILEPSIA REFRATARIA: HISTORICO E DEFINIGAO

Entende-se por epilepsia refrataria, aquela caracterizada por crises
epilépticas persistentes que, mesmo com a utilizacdo de
anticonvulsivantes, a auséncia de crises é improvavel de ser obtida. Com
intuito de facilitar a pesquisa, encontrar um tratamento eficaz e
direcionado as caracteristicas particulares dos pacientes, a ILAE publicou
a definicdo consenso de epilepsia farmaco-resistente. A determinagdo
deste conceito, também possibilita a identificacdo e delimitacdo das
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sindromes associadas com resisténcia aos medicamentos (Kwan et al.,
2010).

Esta nova definicdo de epilepsia resistente ao tratamento abrange
dois niveis hierarquicos. O nivel 1 fornece uma abordagem geral para
categorizar as intervengfes, sejam elas farmacoldgicas ou ndo. Desta
forma é possivel analisar e categorizar quanto: a liberdade de crises
epilépticas (ou seja, a auséncia de crises), falha no tratamento, ou
indeterminado (caso a intervencdo ndo seja adequada em relacdo ao
tempo de uso, ou dose utilizada; e apropriada, referindo-se a droga efetiva
para o tipo de epilepsia do paciente). Assim, o nivel 1 fornece a base para
as determinacdes de nivel 2, que formam a definicdo do nudcleo de
epilepsia resistente aos medicamentos baseado na relagdo de tratamentos
que resultaram em falha (Figura 2). Desta forma, a resisténcia ao
tratamento fica definida como falha do tratamento adequado de dois
antiepilépticos toleraveis e escolhidos apropriadamente e, utilizados em
monoterapia ou combinacgdo, para atingir auséncia duradoura de crises
(Kwan et al., 2010). Sendo importante ressaltar que o principal resultado
clinico esperado ao se tratar um paciente com epilepsia, € a auséncia de
crises epilépticas ao longo da vida, sem efeitos adversos (Vickrey et al.,
1995; Sillanpaa et al., 2004; Jacoby et al., 2007; Téllez-Zenteno et al.,
2007).

Liberdade
de
Crises

Falha
no
Tratamento

Intervencao

Indeterminada

Epilepsia Refratiria

Figura 2 - Definicdo de epilepsia refrataria. A epilepsia refrataria pode ser
categorizada de acordo com: liberdade de crises epilépticas, falha no tratamento,
ou indeterminado, representando o nivel 1. De acordo com a pontuagao obtida no
nivel 1, pode ser definida pelo nivel 2, e diagnosticado como epilepsia refrataria.
Adaptado de Kwan e colaboradores (2010).
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Como discutido anteriormente, a histéria e o tratamento da
epilepsia foram relatados ha cerca de cinco milénios (Bidzinski, 1998).
Acredita-se que 0 primeiro procedimento neurocirdrgico utilizado
constituia-se de uma abertura no cranio, pratica denominada trepanacéo,
encontrada nos restos humanos pré-histéricos do periodo Neolitico
(Bidzinski, 1998). Dado que, em 1928 a invengéo do eletroencefalograma
auxiliou no diagndstico e tratamento desta doenca (Bidzinski, 1998), os
primeiros procedimentos de lobectomia temporal para tratamento da
epilepsia refrataria foram reportados por Penfield e Flanigin em 1950
(Penfield e Flanigin, 1950). Apenas a partir de 1953 as consequéncias
poOs-operatdrias comegaram a ser discutidas, por meio da observagdo do
comprometimento acentuado da memoria de um paciente (H.M.) ap6s
resseccdo do lobo temporal mesial bilateral (Scoville e Milner, 1957).
Outros relatos foram observados a partir deste caso (Serafetinides e
Falconer, 1962). Em 1978, 70% dos pacientes que apresentaram epilepsia
do lobo temporal (ELT) e passaram pela cirurgia experimentaram
cessacdo completa ou redugdo quase completa das crises. A tomografia
computadorizada e o video-EEG haviam sido inventados e tornaram-se
disponiveis e importantes neste periodo. Os sistemas de monitoramento
video-EEG revolucionaram o entendimento das crises e sua correlacao
com o monitoramento pelo EEG (Rasmussen, 1980). O desenvolvimento
da tecnologia de ressonancia magnética (MRI), ocorrido durante as
décadas de 1970 e 1980, também contribuiu para o0 melhor entendimento
das crises (Castillo, 2014).

Apesar dos tratamentos disponiveis, necessita-se compreender
melhor a doenca. A nivel global, aproximadamente 60 milhdes de pessoas
sdo acometidas por epilepsia (WHO, 2017). Em 70% dos casos € possivel
controlar as crises epilépticas utilizando os medicamentos disponiveis,
porém 30% ainda apresenta epilepsia refrataria (Varotto et al., 2012). E
importante ressaltar que pacientes que apresentam o quadro de epilepsia
refrataria ao tratamento sofrem de comorbidades (Trinka, 2003; Gaitatzis
et al., 2004), disfuncéo psicolégica (Mccagh et al., 2009), estigma social
(Spatt et al., 2005), qualidade de vida reduzida, aumento do risco de
mortalidade (Lhatoo et al., 2001; Mohanraj et al., 2006; Trinka et al.,
2013) e, em Gltima instancia, diminuigdo da expectativa de vida (Gaitatzis
et al., 2004; Gaitatzis et al., 2012).

1.5 EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL

Ha indicios de casos da ELT desde o antigo Egito, obtidos a partir
de relatos sobre farads da décima oitava dinastia (Ashrafian, 2012). E o
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tipo mais comum de epilepsia refrataria, correspondendo a
aproximadamente 60% das epilepsias focais e pelo menos 40% de todos
0s casos de epilepsia (Engel, 2001). De acordo com a origem e semiologia
das crises ainda pode ocorrer a subdivisdo da ELT em mesial e
neocortical. Sendo que a mesial (ELTM) corresponde a 60% dos casos
das ELT e estd relacionada com maior resisténcia ao tratamento
farmacoldgico (Wiebe et al., 2001; Asadi-Pooya et al., 2017). E
comumente caracterizada por esclerose do hipocampo (epilepsia do lobo
temporal mesial associada a esclerose do hipocampo, ELTM-EH) e crises
parciais provenientes do lobo temporal (Engel, 2001; Schmidt e Léscher,
2005). As manifestacbes sintomaticas aparecem quando ha propagacdo
de dano irreversivel no cértex entorrinal (Bartolomei, Khalil, et al., 2005),
hipocampo (Mathern et al., 2002) e cértex perirrinal, que apresentam
papel fundamental na disseminacdo de crises limbicas (Biagini et al.,
2013; Centeno et al., 2014)

Desta forma, as principais caracteristicas da ELT sdo: a presenca
frequente de uma "lesdo precipitante inicial™ precedendo o aparecimento
da ELT (Mathern et al., 2002); a localizacdo dos focos de crises no
sistema limbico, particularmente no hipocampo, no cortex entorrinal e na
amigdala (Bartolomei, Trébuchon, et al., 2005); um periodo latente,
correspondente a um periodo sem crises ap0s a lesdo precipitante; e uma
alta incidéncia de esclerose mesial no hipocampo, tipicamente causada
por perda neuronal e gliose (Mathern et al., 1997). Essas caracteristicas
patoldgicas da ELT reduzem a possibilidade de abordagens terapéuticas
bem-sucedidas, muitas vezes tornando a doenca refrataria. A dificil
abordagem clinica e farmacolégica da ELT, juntamente com a falta de
entendimento do mecanismo da doenga, e a taxa de sucesso limitada das
abordagens cirtrgicas, aumentam a natureza incapacitante deste
transtorno epiléptico especifico (Di Maio, 2014).

1.6 SUMOILACAO

As MPTSs representam um mecanismo celular rapido para regular
a fungdo proteica em resposta aos sinais intra e extracelulares. Existem
diversos tipos de MPTs desde envolvendo pequenas modificagcBes na
proteina alvo, e adicdo de grupos funcionais (por exemplo: fosforilacéo,
acetilacdo, metilacdo e glicosilacdo) até adicao de outras proteinas como
a ubiquitina e proteinas semelhantes & ubiquitina (ubiquitin-like proteins
- Ubls), como a SUMO (small ubiquitin-like modifier) (Watts, 2013). Ha
aproximadamente duas décadas, a proteina SUMO foi descoberta
concomitantemente e de forma independente por quatro grupos de
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pesquisa (Boddy et al., 1996; Matunis et al., 1996; Okura et al., 1996;
Shen et al., 1996). Esta proteina consiste em 97 residuos de aminoacidos
e atua como uma MPT se ligando de forma covalente aos residuos de
lisina em proteinas-alvo. Na maioria dos casos, a SUMO se conjuga a
proteina através do reconhecimento da sequéncia consenso: y-K-x-D/E,
na qual y corresponde a um residuo hidrofébico grande, K representa a
lisina a qual a SUMO ira conjugar, x qualquer aminoécido, e D/E sdo
residuos acidos de glutamato ou aspartato, respectivamente (Rodriguez et
al., 2001; Sampson et al., 2001). Foram identificadas mais de 1000
proteinas que podem ser SUMOQiladas in vitro (Hendriks et al., 2014).

A SUMOilacdo é um processo de controle extremamente
importante em todas as células eucaridticas, uma vez que atua regulando
a funcdo de milhares de proteinas em diversas vias (Hay 2005; Dohmen
2004). Existem cinco isoformas descritas para esta proteina. As SUMO-
1-3 sdo expressas em todos os tecidos, ja as isoformas SUMO-4 e SUMO-
5 diferem por serem tecido-especificas (Bohren et al., 2004; Guo et al.,
2004; Liang et al., 2016). Estudos prévios demonstraram que a SUMO-4
pode ser expressa no rim e no pancreas (Wang e She, 2008; Chen et al.,
2014), enquanto que a SUMO-5 parece ter papel na formacdo e
degradac&o dos corpusculos nucleares de leucemia pré-mielocitica (Liang
et al., 2016). Ainda ha necessidade de avaliar se sdo traduzidas em
proteinas considerando que inicialmente foram descritas como
pseudogenes (Liang et al., 2016; Pichler et al., 2017). As isoformas
SUMO-2 e SUMO-3 diferem em apenas trés residuos de aminoacidos N-
terminais, desta forma ndo ha ainda um anticorpo disponivel que as
reconheca de forma isolada, sendo frequentemente denominadas por
SUMO-2/3 (Saitoh e Hinchey, 2000; Tatham et al., 2001). Estas
partilham aproximadamente apenas 50% da sua sequéncia de
aminoacidos com a SUMO-1. Como esperado, as diferentes isoformas
parecem atuar de forma diferente, por exemplo, em situacdes de
homeostase celular e fisiolégica, a SUMO-1 € constitutivamente
conjugada a substratos, enquanto que todas as outras isoformas
apresentam-se conjugadas em situacdo de estresse (Saitoh e Hinchey,
2000; Wei et al., 2008; Liang et al., 2016).

A via da SUMOilagdo envolve uma série de etapas similares a
ubiquitinacdo (Figura 3). As isoformas sdo expressas como precursores
imaturos. Logo, a primeira etapa deste processo consiste na clivagem por
isopeptidades para expor o dominio di-glicina (GG) C-terminal, essencial
para a conjugacdo. Subsequentemente, em uma reacdo dependente de
ATP, a SUMO ¢ ativada por adenilagdo, permitindo que se forme uma
ligacdo tioéster rica em energia com a cisteina catalitica da enzima
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heterodimérica E1, composta pelas subunidades SAE1/SAE2 (SUMO-
activating enzyme, subunidades 1 e 2) (Schulman e Harper, 2009). Em
seguida, a SUMO é transferida para a cisteina catalitica da enzima de
conjugacdo E2 (ubiquitin-conjugating enzyme 9, Ubc9), resultando
novamente em uma ligacdo tioéster (Lois e Lima, 2005; Wang et al.,
2010). Desta forma, a Ubc9 é capaz de conjugar a SUMO com a proteina
alvo, seja de maneira dependente ou independente da enzima ligase E3.
Quando transferida, a SUMO forma uma ligagdo isopeptidica com o
residuo de lisina da proteina alvo (Matunis et al., 1996; Johnson e Blobel,
1997; Mahajan et al., 1998). A desconjugacdo ocorre através das mesmas
familias de proteases que promovem a maturacdo. Todas as SUMO
isopeptidases/proteases identificadas sdo cisteinas proteases (Nayak e
Muiller, 2014). Elas compartilham um mecanismo catalitico similar mas
pertencem a diferentes superfamilias, as quais sdo diferenciadas pela
conformagdo de seus respectivos dominios cataliticos, sendo as SENPs
(sentrin-specific proteases) as proteases melhor caracterizadas (Bergink
e Jentsch, 2009; Nayak e Muller, 2014). Na deSUMOilac¢do ocorre a
clivagem da ligagcdo isopeptidica entre a SUMO e o0 seu substrato,
definindo assim um equilibrio entre as proteinas conjugadas, bem como
um pool de SUMO livre para se ligar a outros substratos. Este processo
labil permite a resposta celular rapida e dindmica frente a diversos
estimulos (Di Bacco et al., 2006; Cheng et al., 2007).
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Figura 3 - Via da SUMOilagéo. O inicio da via da SUMOilag&o ocorre através da
maturacdo da isoforma da SUMO pela agdo das enzimas proteases SENPSs.
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Posteriormente, ha a ativacdo pela enzima E1 (SAE1/SAE?2), e entdo conjugacdo
do substrato com a SUMO através do auxilio da enzima conjugadora E2 (Ubc9)
de maneira dependente ou ndo da enzima de ligagdo E3. O processo termina com
a acdo das SENPs promovendo desconjugacdo da SUMO do substrato. Adaptado
de Martin e colaboradores (2007).

A SUMOilacéo foi descrita primeiramente como modificadora de
proteinas nucleares, por seu envolvimento direto nos processos de
transcricdo (Hay, 2005; Geiss-Friedlander e Melchior, 2007).
Recentemente, demonstrou-se que a SUMO também afeta proteinas
citoplasmaticas e de membrana, incluindo canais idnicos e receptores
(Wilkinson et al., 2010; Luo et al., 2013; Silveirinha et al., 2013; Coelho-
Silva et al., 2017). Assim, a SUMOQilagcdo cumpre papéis importantes no
nucleo como também atua em diversos processos celulares, incluindo a
sinalizacdo celular, a despolarizagdo da membrana plasmatica e a
transducdo de sinal, fatores importantes que estdo envolvidos na patologia
da epilepsia (Hay, 2005; Anckar e Sistonen, 2007).

1.7 SUMOILACAO E FUNCAO SINAPTICA

A distribuicdo da maquinaria da SUMOilagdo durante o
desenvolvimento cerebral de roedores foi relatada por trés grupos
distintos (Watanabe et al., 2008; Loriol et al., 2012; Hasegawa et al.,
2014). No cérebro de roedores adultos foram identificados diversos
substratos para a proteina SUMO dentro de compartimentos sinapticos
(Loriol et al., 2012), sendo que, ap6s a despolarizacdo parece haver
redistribuicdo da maquinaria da SUMOilacéo dentro e fora das sinapses.
Esta redistribuicdo enzimatica afeta os niveis sindpticos da SUMO (Loriol
et al., 2013). Desta forma, o processo da SUMOilacdo parece ser
importante tanto para o desenvolvimento cerebral, quanto para a
maturacao de células neuronais e consequente funcao sinaptica (Schorova
e Martin, 2016). Ha relatos sobre a SUMOQilacéo de fatores transcricionais
e proteinas envolvidas na fungdo cerebral como na pré/pos-sinapse e
plasticidade sinaptica (Pichler et al., 2017).

Uma familia de fatores transcricionais para a qual a SUMOilacédo
ja estd bem descrita é a familia dos fatores de transcricdo ativadores de
midcito 2 (MEF2s, do inglés myocyte-enhancer factor 2). Esses fatores
estdo  envolvidos em  diversos processos importantes  do
neurodesenvolvimento incluindo diferenciacdo celular, morfogénese
dendritica, formac&o e plasticidade sinaptica. Também s&o expressos em
areas cerebrais envolvidas com fungBes cognitivas como cdrtex,
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hipocampo, amigdala e estriado (Rashid et al., 2014). MutagGes nos genes
MEF2 tém sido implicadas em diversas patologias, incluindo epilepsia
(Flavell e Greenberg, 2008; Li et al., 2008; Yin et al., 2012). Membros
desta familia parecem ser SUMOilados, como por exemplo o MEF2A.
Quando ha a troca da SUMOilac¢do pela acetilacéo na lisina K403, ocorre
ativacdo do MEF2A e inibicdo da diferenciacdo dendritica e prejuizo
sindptico (Shalizi et al., 2006). Desta forma, a SUMOilacdo promove a
repressdo do MEF2A no cortex cerebral em desenvolvimento. Também
foi demonstrado que a conjugacdo da SUMO-1 ao MEF2A participa na
diferenciacdo cerebral de roedores (Yamada et al., 2013).

A Ca?"'Calmodulina-dependente de serina quinase (CASK, do
inglés calcium/calmodulin-dependent serine protein kinase) é um
membro da familia da guanilato quinase associada a membrana
(MAGUK, do inglés membrane-associated guanylate kinase) e ambas
sdo conhecidas por interagir com diversas proteinas envolvidas na
espinogénese (Chao et al., 2008). Foi demonstrado que a CASK pode ser
conjugada a SUMO-1 no residuo de lisina K679 contribuindo para a
espinogénese (Chao et al., 2008).

Na pré-sinapse, diversas proteinas parecem ser moduladas pela
acdo da SUMO. Através da utilizacdo de sinaptossomos, foi demonstrado
que o aumento da SUMOilagdo por SUMO-1 reduz o influxo de Ca?* e,
consequentemente, a liberagdo de glutamato (Feligioni et al., 2009).
Diversas proteinas envolvidas no transporte de mRNAs ao longo do
axo6nio, como a proteina La, quando SUMOiladas favorecem o transporte
retrogrado  (Van Niekerk et al.,, 2007). Como também, proteinas
envolvidas no complexo SNARE, por exemplo sinapsinas e sintaxinas.
As sinapsinas estdo envolvidas no estabelecimento, agrupamento e
liberacdo de vesiculas pré-sinapticas (Cesca et al., 2010). A sinapsina la
(SYNIA) é SUMOilada no residuo K687 o que potencializa sua
associacdo com vesiculas sinapticas participantes no agrupamento e
ancoramento destas vesiculas no elemento pré-sindptico (Tang et al.,
2015). Ja a prevencdo da conjugacdo da SUMO-1 nas lisinas K252, 253
e 256 da sintaxina 1A, proteina importante para a reciclagem das
vesiculas sinépticas (Watanabe et al., 2013), reduz a interago com outras
proteinas do complexo SNARE e interfere com o balango de vesiculas
sinapticas para endo/exocitose favorecendo o aumento da endocitose
(Craig et al., 2015).

A molécula de interacdo com a Rab3a (RIM1a) interage direta ou
indiretamente com a maioria das proteinas da zona ativa na pré-sinapse.
E importante para montagem e preparo das vesiculas sinépticas (Deng et
al., 2011), pois modula o influxo de Ca?* através da regulacéo dos canais
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de Ca?* dependentes de voltagem (Kaeser et al., 2011; Girach et al.,
2013). A SUMOilacdo por SUMO-1 na lisina K502 da RIM1a, parece ser
crucial para liberagdo do neurotransmissor (Girach et al., 2013). Desta
forma, ha indicios de que a SUMOilagdo exerga um importante papel na
homeostase do Ca?*, os quais podem ser verificados em nossa revisao no
Anexo A (Coelho-Silva et al., 2017). Trabalhos prévios do grupo sugerem
que os canais de Ca?* podem ser SUMOilados por SUMO-1 aumentando
as correntes de célcio (dados ndo publicados).

Os canais de K* dependente de voltagem formam poros seletivos
para este ion que atravessam a membrana plasmatica e sdo essenciais para
a geracao de potenciais de acdo e o controle da excitabilidade neuronal
(Dodson e Forsythe, 2004). Os canais Kyl.1 sdo abundantemente
expressos no cérebro e localizados em grandes axdnios onde formam
tetrAmeros com subunidades Ky1.2. Desta forma, estes canais regulam o
potencial de acdo, propagacdo, disparo neuronal e liberacdo de
neurotransmissores (Dodson e Forsythe, 2004). Muta¢Ges do gene que
codifica o Ky1.1 tém sido associadas com um tipo de epilepsia em seres
humanos (Zuberi et al., 1999). Assim como em animais, também foi visto
gue mutacbes do receptor Kyl.1 levam a hiperexcitabilidade no
hipocampo, epilepsia grave e morte prematura (Glasscock et al., 2007).
Em animais deficientes da SUMO protease SENP2, importante para a
promogdo da desconjugacdo da SUMO, ocorre hiper-SUMOQilacdo de
Kvl.1l e Ky7.2/Ky7.3 em neurbnios hipocampais (Qi et al., 2014). A
familia Kv7 parece regular a excitabilidade celular (King et al., 2014). No
entanto, a SUMOilacéo do Kv1.1 néo afeta significativamente a atividade
do canal. Notavelmente, a hiper-SUMOilacdo de Kv7.2/Kv7.3 diminui
significativamente a corrente M, que é principalmente responsavel pela
regulacdo da hiperexcitabilidade neuronal (Qi et al., 2014). Assim como,
a SUMOilacdo do canal Ky1.5 pode inativar esses canais de K* em
odcitos e midcitos de Xenopus. Ja a SUMOilagdo de Ky2.1, canal que
exerce funcdo importante especialmente na determinagdo da
excitabilidade neuronal intrinseca (Misonou et al., 2005), aumenta a
excitabilidade dos neurénios hipocampais (Rajan et al., 2005; Benson et
al., 2007; Plant et al., 2010; Plant et al., 2011).

Na pos-sinapse, a subunidade GluK2 do receptor de cainato,
guando conjugada a SUMO-1 na lisina K868, promove a internalizacdo
do receptor (Martin et al., 2007; Konopacki et al., 2011; Chamberlain et
al., 2012). Algumas proteinas envolvidas na plasticidade sinaptica de
longa duracdo, também parecem ser SUMOiladas (Schorova e Martin,
2016). A plasticidade sinéptica de longa duracao € caracterizada por gerar
alteragdes que duram horas ou até dias e envolve dois mecanismos
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principais: a depresséo de longa duracdo (long-term depression, LTD) e
a potencializacdo de longa duracgdo (long-term potentiation, LTD) (Bliss
e Gardner-Medwin, 1973; Zucker e Regehr, 2002). Eventos estes que
estdo comprometidos na epilepsia e que precisam ser melhores elucidados
(Reid e Stewart, 1997; Schorova e Martin, 2016).



37

2 JUSTIFICATIVA

A necessidade de entender a fisiopatologia da epilepsia, bem como
a busca de tratamentos para individuos resistentes ao tratamento é de
extrema importancia. Com este trabalho buscamos investigar pela
primeira vez processos biolégicos relevantes, tais como a SUMOQilagédo
proteica, envolvidos na epileptogénese, utilizando para isto 0 modelo
experimental da pilocarpina, o tecido cerebral de pacientes com ELTM-
EH e no modelo in silico.

O entendimento destes e outros processos bioldgicos pode
contribuir para a descoberta de alvos de fundamental importancia para o
desenvolvimento de novas estratégias de tratamento dos pacientes com
epilepsias refratarias.

3HIPOTESE

A anélise do perfil de SUMOilacdo de proteinas nas estruturas
envolvidas na ELTM-EH pode proporcionar melhor compreensdo acerca
do surgimento das crises epilépticas, contribuindo para a descoberta de
novos alvos farmacoterapicos.

4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL:

- Determinar o perfil de SUMOilacdo global de proteinas na
epilepsia do lobo temporal mesial

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Determinar o perfil de SUMOilacdo de proteinas em:

1) Ratos submetidos ao modelo de ELTM in vivo (hipocampo)

I) Pacientes com ELTM submetidos a lobectomia temporal
anterior-mesial (cortex, amigdala, hipocampo)

- Criar banco de dados através da analise in silico para identificar
proteinas SUMOQiladas em:

1) Cérebro de humanos saudaveis

I1) Pacientes com ELTM

1) Identificar as ontologias génicas enriquecidas em pacientes
com ELTM
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5 METODOLOGIA
5.1 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
5.1.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos (280-350 Q)
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). Os animais foram agrupados em 4 por caixa e mantidos
com livre acesso a agua e ragdo, ciclo claro/escuro (12/12 h), em sala de
temperatura controlada (22 + 2°C). Ao realizar o manuseio dos animais
foram seguidos os cuidados e normas de acordo com o “Guide for the
care and use of laboratory animals” (NIH, 8" edition, 2011) e sob
aprovagdo do Comité de Etica de Uso de Animais da UFSC
(CEUAJUFSC; www.ceua.ufsc.br, protocolo PP00772). A inducdo do
modelo experimental de pilocarpina foi realizada pelo Dr. Mark William
Lopes, em colaboracdo com o Nucleo de Pesquisas em Neurologia
Experimental e Clinica (NUPNEC) da UFSC, coordenado pelo Prof. Dr.
Roger Walz, de acordo com a metodologia previamente publicada
(Cavalheiro et al., 1991). Para inducdo do modelo, uma dose
intraperitoneal de pilocarpina (300 mg/kg) foi administrada em 16
animais. Com o intuito de minimizar os efeitos colinérgicos periféricos e
a mortalidade, os animais foram tratados com metilnitrato de
escopolamina (1 mg/kg) 30 minutos antes da administracdo de
pilocarpina e com diazepam (5 mg/kg) 2 horas apds o inicio das crises.
Cerca de 40-80 minutos ap6s a administracdo de pilocarpina, os animais
apresentaram crises generalizadas. Visando reduzir o nimero de mortes,
e aprimorar o quadro clinico geral dos animais, estes também foram
alimentados e hidratados durante o periodo de recuperacdo. Apenas um
animal ndo desenvolveu SE e a taxa de mortalidade foi de 18,75% (3
animais). Os animais sobreviventes formaram o grupo crénico, 0s quais
desenvolveram crises espontaneas e foram eutanasiados 60 dias apds a
inducdo de SE (n = 12). Os animais controles (n = 12) receberam
metilnitrato de escopolamina, salina e diazepam e foram eutanasiados 60
dias apds. Inicialmente, apenas 4 animais de cada grupo foram utilizados
para as analises bioguimicas relacionadas ao perfil de SUMOilacéo.

5.1.2 Pacientes

Os procedimentos experimentais foram realizados em
conformidade com o Codigo de Etica da Associagdo Médica Mundial
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(Declaragdo de Helsinki, 2013) para experimentos envolvendo seres
humanos e sob aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CEPSH-UFSC), processo 365-FR304969. O consentimento
dos pacientes foi coletado antes da submiss&o ao protocolo experimental.

Foram incluidos neste estudo 16 pacientes adultos com ELTM-EH
farmaco-resistentes, tratados cirurgicamente entre fevereiro de 2009 a
dezembro de 2017 no Centro de Epilepsia de Santa Catarina (CEPESC).
Todos os pacientes apresentavam crises epilépticas com perda de
consciéncia pelo menos uma vez ao més, mesmo fazendo o tratamento
adequado com pelo menos 2 DAEs. Os seguintes dados: histérico médico
completo, semiologia das crises, exames neuroldgicos, avaliacdo
neuropsicoldgica e psiquidtrica, analise dos picos interictal e ictal através
de video-EEG e os resultados de imagem de ressonancia magnética
consistentes com diagnostico de ELTM-EH, foram obtidos a partir de
todos os pacientes. Os critérios de excluséo foram: (1) diagnostico de uma
outra sindrome epiléptica diferente da ELTM-EH unilateral (2)
anormalidades neurol6gicas focais no exame fisico (3) atraso mental
expresso como disfuncdo cognitiva considerada pela avaliagdo
neuropsicolégica e avaliacdo psiquiatrica e (4) picos interictais extra
temporais ou generalizados identificados no EEG. As variaveis clinicas
controladas foram: sexo, raga, lado da esclerose hipocampal, idade,
duracdo da doenca (em anos), idade do inicio da epilepsia (crises
recorrentes), comorbidades psiquiatricas e qualidade de vida. Os
pacientes foram considerados sob monoterapia se estivessem usando
apenas uma DAE. As DAEs utilizadas foram carbamazepina,
fenobarbital, difenilhidantoina, 4&cido valpréico, lamotrigina ou
topiramato. Os pacientes que utilizavam duas ou mais DAEs (associadas
ou ndo com benzodiazepinicos (BDZs)) foram classificados como
tratamento politerapico. Os BDZs utilizados foram clobazam ou
clomazepam.

5.2 ANALISES NEUROQUIMICAS
5.2.1 Preparo das amostras

O perfil de SUMOilacdo global foi avaliado através da utilizacdo
da técnica de Western blotting (WB). Para isto, hipocampo (dorsal e
ventral) e cortex temporal dos animais submetidos ao modelo
experimental, foram dissecados a 4°C em solucéo contendo sacarose 110
mM, NaCl 60 mM, KCI 3 mM, KH2PO4 1,25 mM, CaCl, 0,5 mM,
Mg.SO4 7 mM, glicose 5 mM e HEPES 25 mM, pH 7,4. A seguir, as
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estruturas foram colocadas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C
até o uso. Estas amostras foram homogeneizadas mecanicamente em 400
pL de tampéo de homogeneizacdo contendo Tris 50 mM (pH 7,0), EDTA
1 mM, NaF 100 mm, PMSF 0,1 mM, NazVO4 2mM, Triton X-100 1%,
glicerol 10% e cocktail inibidor de proteases.

As amostras de tecido cerebral humano (neocortex, amigdala e
hipocampo) foram pesadas e homogeneizadas mecanicamente na
propor¢do 1/4 (p/v) do tampdo de homogeneizacdo descrito acima.
Importante ressaltar que, no tampado de homogeneizacéo para preparacdo
das amostras dos pacientes foi utilizado o inibidor de deSUMOilagéo, N-
etilmaleimida (NEM) na concentracéo de 20 mM. Este procedimento ndo
foi possivel nas amostras dos animais pois ja haviam sido preparadas.

Os lisados de todas as amostras foram centrifugados (10.000 x g
por 10 min, a 4°C) para eliminar os restos celulares, e 0s sobrenadantes
diluidos 1/1 (v/v) em solucdo de amostra contendo Tris 100 mM (pH 6,8),
EDTA 4 mM, SDS 8% e fervidos a 100°C por 5 min. As proteinas foram
determinadas conforme metodologia de dosagem descrita por Peterson
(Peterson, 1983). Posteriormente, o tampdo de diluicdo 25:100 (v/v),
contendo glicerol 40%, Tris 100 mM (pH 6,8), azul de bromofenol e f3-
mercaptoetanol (concentracdo final 8%) foi adicionado as amostras.

5.2.2 Eletroforese e eletrotransferéncia

As proteinas (60 pg por pogo) foram isoladas através de SDS-
PAGE (eletoforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
sodio - SDS). Foi utilizado gel de separacdo com concentragdo de 12% de
acrilamida para as amostras de humanos para visualizagédo da SUMO livre
(~10-15 kDa), e 10% para as amostras de animais. Foi utilizado o gel de
5%. A eletroforese foi realizada com voltagem fixa de 90 V durante
aproximadamente 3 horas. Apds a corrida, os géis foram submetidos ao
processo de eletrotransferéncia e as proteinas transferidas para membrana
de PVDF usando um sistema semi-dry (1,2 mA/cm?; 1,5 horas) como
descrito por Bjerrum e Heegard (1988) (Figura 4).

5.2.3 Imunodeteccéo

Apos a eletrotransferéncia as membranas foram bloqueadas com
5% de albumina do soro bovino (bovine serum albumin, BSA) diluida em
solucdo salina tamponada, com Tris e tween 20 (tris-buffered saline and
Tween 20, TBS-T) contendo Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20
0,05% (pH 7,5) por 1 hora. Ap6s 3 lavagens com TBS-T, foram



41

incubadas overnight (4°C) com os anticorpos contra SUMO-1 (Cell
Signalling, 1:1000) e SUMO-2/3 (Cell Signalling,1:1000) diluidos em
TBS-T e BSA 2%. Para detecgdo dos complexos imunes, as membranas
foram incubadas por 1 hora (temperatura ambiente) com anticorpo
secundario anti-rabbit ou mouse (ligados a peroxidase, horseradish
peroxidase, HRP). Posteriormente, foram colocadas em contato com o
substrato de peroxidase para quimioluminescéncia (enhanced
chemiluminescent substrate, ECL, Thermo Scientific Pierce, 1:1) por 1
minuto. A visualizagdo das bandas de proteinas através do sistema de
detecgdo enzimatica por quimioluminescéncia, no qual os anticorpos
conjugados com HRP catalisam a oxidacdo do luminol em presenca do
peroxido o que resulta na emissdo de luz captada no fotodocumentador,
foi feita utilizando o ChemiDoc™ MP. Posteriormente, as membranas
foram incubadas com o anticorpo anti-GAPDH (Abcam, 1:10000) como
controle de carregamento do gel, ou seja, para verificar se a concentracdo
de proteina aplicada no gel foi a mesma para todas as amostras. A
SUMOilacéo foi determinada pela razdo entre a densidade 6ptica (D.O.)
das bandas das proteinas alvos e a D.O. do GAPDH (Tabela 1), as quais
foram quantificadas utilizando o software Image Lab.

Para as amostras dos pacientes ELTM-EH farmaco-resistentes, foi
necessario que se adotasse 0 uso de uma amostra denominada balizador
(BLZ). O BLZ consiste de uma amostra, considerada padrao, de cdrtex
de um paciente, a qual foi homogeneizada da mesma forma que as
amostras experimentais. Normalmente utiliza-se um pool de amostras,
porém devido a quantidade de material disponivel apenas um cortex foi
utilizado como BLZ. Este procedimento foi necessario devido a
inexisténcia de um grupo controle para as respectivas areas cerebrais
analisadas, a impossibilidade de usar tecido post-mortem como grupo
controle em um estudo de vias de sinalizagdo celular e visando minimizar
0s vieses inter-dias que possam ocorrer nas etapas do WB. Portanto, o
BLZ foi aplicado em todas as eletroforeses realizadas, sempre no poco
gue antecedia as trés estruturas analisadas de cada paciente. A D.O. do
BLZ obtida para cada alvo especifico foi sempre considerada 100%.
Sendo assim, as D.O. de todas as amostras foram determinadas e
relativizadas em porcentagem do BLZ. Esta estratégia além de diminuir
0 erro experimental entre as analises permite fazer comparacGes e
correlagBes entre os alvos analisados nas estruturas cerebrais (Lopes et
al., 2016).
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Figura 4 - Eletroforese, eletrotransferéncia e imunodeteccdo. (a) A eletroforese
das amostras foi feita em gel de poli-acrilamida de concentracdo 12%. (b) A
seguir, foi feita a transferéncia das proteinas do gel para a membrana de PVDF.
As membranas (c) foram entdo incubadas com os anticorpos especificos para o
resultado requerido para imunodeteccéo (d). (e) A captura das imagens foi feita
através do  equipamento  fotodocumentador = ChemiDoc™.  Fonte:
https://mindthegraph.com/

Tabela 1 - Lista de anticorpos utilizados para WB

Anticorpo Fabricante (n° catalogo) Diluicao
Anti-mouse 1gG

HRP- linked Abcam (ab6728) 1:5000
Anti-rabbit 1IgG

HRP-linked Cell Signalling (#7074S) 1:5000
Anti-SUMO-1 Cell Signalling (#4930) 1:1000
Anti-SUMO-2/3 Cell Signalling (#49715S) 1:1000
GAPDH Abcam (ab8248) 1:10000

5.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da
média (E.P.M) e foi empregado o teste t de Student quando comparados
apenas dois grupos. Também foi utilizada a andlise de variéncia
(ANOVA) de uma via, seguida pelo post-hoc de Tukey. Em casos que 0s
dados ndo sdo modelados pela distribuicdo normal, conforme verificado
pelo teste de Shapiro-Wilk, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. Os
valores de p < 0,05 foram considerados significativos. Os testes
estatisticos foram realizados utilizando o software GraphPadPrism®
versdo 7.0 (San Diego, CA, USA).
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5.4 ANALISE IN SILICO DO PERFIL DE SUMOILAGCAO
PROTEICA EM HUMANOS

O proteoma humano atualizado com as sequéncias de referéncias
foi obtido através do banco de montagem de dados do NCBI (National
Center for Biotechnology Information, Genome Reference Consortium
Human Build 38 patch release 12, GRCh38.p12, 21/12/2017). Através do
Software R (http://www.r-project.org/), versdo 3.4.3, foi possivel separar
as proteinas por nome, sequéncia (utilizando o pacote biostrings) e peso
molecular (entre 5 a 150 kDa, utilizando os pacotes peptides e tidyverse).
Foram retiradas as sequéncias preditivas e repetidas. Apos, foi obtido o
perfil de expressdo proteica em tecidos humanos baseado em
imunohistoquimica por microarranjo tecidual
(https://www.proteinatlas.org/). Destes, foram selecionados apenas 0s
tecidos do SNC relacionados a pesquisa (cOrtex cerebral e hipocampo).
Devido a auséncia de dados sobre a amigdala no The Human Protein, a
mesma nao foi incluida. Desta forma, foi feito um subconjunto da tabela
completa do proteoma humano (com sequéncias e valores de peso
molecular) com as proteinas expressas no cérebro. A partir da inser¢éo
destes dados no software GPS-SUMO 1.0., foram obtidas as sequéncias
gue podem ser SUMOiladas, utilizando a opg¢do de maior estringéncia
estatistica do algoritmo.

5.5 ANALISE DE GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS
QUE PODEM SER SUMOILADOS E IDENTIFICACAO DE
ONTOLOGIAS

A andlise de expressdo diferencial foi realizada utilizando dados
submetidos ao banco de dados do Gene Expression Omnibus (GEO,
#GSE25453) do NCBI. Foi possivel acessar os perfis de expressao génica
de amostras de pacientes que foram diagnosticados com ELTM-EH,
através do grupo de dados dos experimentos realizados por VVenugopal e
colaboradores (Venugopal et al., 2012). Desta forma, os dados utilizados
foram obtidos do experimento de microarranjo de duplo canal contendo
10 amostras com RNA de &reas com manifestacGes ictais e areas que ndo
apresentavam atividade, mas que também foram retiradas durante a
lobectomia. O processamento dos dados foi realizado no ambiente do
software R, com pacotes do projeto Bioconductor. O pacote Linear
Models for Microarray Data (LIMMA) (Ritchie et al., 2015) foi utilizado
para corrigir o ruido e normalizar os valores de intensidade de expresséo
em log2. A anélise estatistica utilizando Bayes Empirico foi realizada
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com LIMMA para detectar os genes diferencialmente expressos (GDE).
A lista de GDE identificados é baseada nos valores de corte do valor de p
< 0,05 e fold-change absoluto > 1,2 ou < -1,2, possuindo rigorosidade
estatistica, porém considerando a importancia bioldgica. As sequéncias
de referéncia humanas dos GDE identificados foram submetidas ao
software GPS-SUMO para predizer suas capacidades de serem
SUMOilados. Os valores de corte para consideracdo no GPS-SUMO
foram os definidos como altos pelos desenvolvedores, com acuracia de
96% e especificidade de 98% (Zhao et al., 2014). Desta forma, utilizando
o0s dados obtidos foi realizada uma andlise de enriquecimento de termo de
ontologia (GO, gene ontology), utilizando a ferramenta DAVID 6.8 para
encontrar classes funcionais de genes especificamente associados com a
ELTM-EH e SUMOilacéo (Huang et al., 2009). A analise estatistica para
identificaclo e a selecdo de termos foi obtida pelo teste de Fisher p < 0,1,
realizada pela prépria ferramenta DAVID 6.8.
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6 RESULTADOS

6.1 A\[ALIA(;AO DO PERFIL DE SUMOILAGCAO EM AMOSTRAS
DE CORTEX, AMIGDALA E HIPOCAMPO DE PACIENTES COM
ELTM-EH

De acordo com os resultados obtidos através da analise do modelo
animal (Apéndice A), foram preparadas amostras de hipocampo de
paciente com ELTM-EH para averiguar o perfil de SUMOilagdo na
auséncia e presenca do NEM (Figura 5). Também observamos diferenca
no perfil e na intensidade de algumas das bandas do WB tanto para
SUMO-1 (Figura 5a), como para SUMO-2/3 (Figura 5b).

a SUMO-1 b SUMO-2/3
NEM -+ Ponceau NEM -+ Ponceau
MW (kDa) MW (kDa)

250-
150-
100-

Figura 5 - Perfil de SUMOilagdo de proteinas em amostras de hipocampo de
pacientes com ELTM-EH utilizando do inibidor NEM. Imagens representativas
de WB para SUMO-1 (a) e SUMO-2/3 (b) realizados utilizando hipocampo de
um paciente com ELTM-EH. n=1.

A partir destes resultados, todas as amostras dos 16 pacientes
foram preparadas na presenca do NEM. As quantificages foram feitas
conforme demonstrado na figura 6. O objeto da andlise foi verificar
diferencas no perfil de SUMOilacdo entre as diferentes estruturas
analisadas, tanto por SUMO-1 (Tabela 2), quanto por SUMO-2/3 (Tabela
3). No entanto, ndo foram observadas diferencas significativas em
nenhuma das amostras analisadas quando comparadas as estruturas dos
diferentes pacientes (Tabelas 2 e 3; Apéndice B).
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SUMO-1

MW (kDa) Bz (Ctx Amg Hip
250-
150-
100- == = _— —A

75-
50- - = w» #» —B

o AR '_E
20- -3"
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GAPDH e o .

SUMO-2/3

MW (kDa) Blz Ctx Amg Hip
250- "
150- —A

100-
75- —B

50-
37-

25-
20-

15-

10-

D e e

Figura 6 - Analise das membranas incubadas com SUMO-1 e SUMO-2/3 de
pacientes com ELTM-EH. Imagens representativas de WB para SUMO-1 (a) e
SUMO-2/3 (b) realizados utilizando amostras de individuos com ELTM-EH. Foi
feito a andlise do perfil de SUMOilagdo total, e por bandas. Assim como, foi feito
a segregacdo de alto (250-25 kDa) e baixo (10 a 20 kDa) peso molecular. Blz=
Balizador; ctx= cortex; amg= amigdala; hip= hipocampo.
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6.2 ANALISE IN SILICO

6.2.1 Andlise in silico do perfil de SUMOilacdo proteica em
humanos

Para a determinacdo e obtencdo dos dados das proteinas
possivelmente SUMOiladas no tecido cerebral, foi obtido o proteoma de
referéncia humano. Foi possivel construir uma tabela utilizando as
proteinas selecionadas (0-150 kDa) que poderiam ser potencialmente
SUMOiladas (Apéndice C). Posteriormente estes dados podem ser
correlacionados com as variaveis clinicas dos pacientes.

6.2.2 Analise de genes diferencialmente expressos que codificam
proteinas que podem ser SUMOiladas e identificacdo de ontologias

Foi possivel identificar 3619 genes de regides com manifestacdes
ictais (GO, #GSE25453) a partir da analise de genes diferencialmente
expressos (Apéndice C). Destes, 1772 estavam up-regulados, sendo que
546 podem codificar proteinas que podem ser SUMOiladas, e 1847 down-
regulados, sendo que 675 podem codificar proteinas que podem ser
SUMOiladas. Para obtengdo destes resultados, foram consideradas todas
as lisinas das proteinas codificadas que poderiam ser modificadas pela
SUMO, e diferentes isoformas destas proteinas. Estes genes foram
utilizados para andlise de enriquecimento de GO. Este termo refere-se a
um vocabulario compartilhado, o qual representa uma ferramenta da
bioinformatica de termos definidos para representar propriedades
especificas do produto génico, ou seja, corresponde a representacdo
computacional de sistemas bioldgicos (Schuurman e Leszczynski, 2008).
As GO utilizadas foram analisadas a partir da categoria de processos
biologicos. Foram selecionados os termos de GO considerados de
extrema importancia bioldgica para a patogénese e fisiopatologia da
ELTM-EH, separando a busca entre genes up-regulados (Tabela 4; Figura
7a) e genes down-regulados (Tabela 5; Figura 8) envolvidos
majoritariamente na regulacédo proteica e sinalizagéo celular. Dentre estes,
foram identificados os genes que poderiam ser SUMOilados (Figuras 7b),
através do programa GPS-SUMO 1.0.
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a Analise de Ontologia
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Figura 7 - Analise das ontologias enriquecidas para os genes up-regulados. Foram
identificadas as GO enriquecidas para os genes up-regulados em amostras de
pacientes com ELTM-EH e foram ordenadas de acordo com a maior correlacdo
com a patologia, e envolvimento na GO (a). Destes dados, foi representada a
relagdo entre os genes diferencialmente expressos e 0s genes passiveis de serem
SUMOilados (barra cinza-escuro) (b).
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Anédlise das ontologias enriquecidas para os genes down-regulados.

Foram identificadas as GO enriquecidas para os genes down-regulados em
amostras de pacientes com ELTM-EH e foram identificadas de acordo com a
maior correlagdo com a patologia, e envolvimento na GO.
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7 DISCUSSAO

A ELTM-EH apresenta caracteristicas semelhantes nos individuos
gue acomete (Thom et al.,, 2010). A rede envolvida na geragéo,
modulacdo e disseminacdo das crises compreende diversas areas, além da
regido de origem (Norden e Blumenfeld, 2002). A partir do inicio da
pratica cirurgica e controle das crises, foi possivel determinar as regides
mesiais temporais importantes para geracdo destas crises (Bartolomei,
Trébuchon, et al., 2005). Desta forma, ha interesse em determinar o papel
gue estas estruturas criticas desempenham. Nossos resultados parecem
apoiar a hipotese que pressupde que todas as regides poderiam estar
auxiliando na geracéo das crises. Por isso estariam com 0 mesmo padréo
de atividade e consequentemente 0 mesmo perfil de SUMOQilacdo, visto
que, através da andlise e comparacdo das estruturas removidas dos
pacientes ELTM-EH farmaco-resistentes tratados cirurgicamente, ndo
observamos diferenca significativa do perfil de SUMOQilacdo tanto de
forma global, quanto analisando as bandas individualmente (Tabelas 2,
3). Através da utilizacdo de eletrodos, alguns trabalhos demonstraram que
a geracdo das crises pode envolver a sincronizacdo de varias regides
limbicas (So, 1991; Spencer e Spencer, 1994; Bertram, 1997). Ainda, foi
demonstrado que estas estruturas (hipocampo, cortex entorrinal,
amigdala, cdrtex piriforme) sdo capazes de iniciar as crises e envolver as
demais regides em um modelo de kindling, o qual consiste na indugéo das
crises epilépticas por constante estimulacdo elétrica de estruturas
cerebrais especificas. Assim, é possivel observar a capacidade de cada
estrutura limbica em gerar crises e sincronizacdo (Goddard et al., 1969).
Foi possivel ainda, observar em modelos animais que também ha
excitabilidade aumentada em neurdnios tanto do cortex (Chabardés et al.,
2005; Bonilha et al., 2012) quanto da amigdala (Faber-Zuschratter et al.,
2009), consequentemente, apresentando limiares mais baixos para inicio
de potenciais de acdo. Também foi demonstrado que a remocéo de todas
as estruturas apresenta melhor eficacia em prevencéo e diminuicdo do
nimero de crises (Thom et al., 2010; Thom e Bertram, 2012). Apesar
dessas evidéncias, diversos fatores devem ser considerados ao
caracterizar o perfil de SUMOilacao global nas amostras estudadas. Um
exemplo é a auséncia de controle, que neste caso é inevitavel pois nao é
possivel comparar os resultados com tecidos post mortem para analise de
vias de sinalizagdo celular. Devemos também considerar a sobreposicao
de diversas proteinas nas bandas vistas no WB. Assim como, 0 nimero
de amostras e a variabilidade entre os pacientes. Como podemos observar
tanto nas tabelas 2 e 3 quanto no apéndice B, algumas amostras parecem
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ter um perfil de SUMOQilagéo diferenciado. Um exemplo seriam as bandas
de 10-15 kDa que apresentam maior intensidade na amigdala e
hipocampo de alguns pacientes (Figuras 6a e b), o que eleva o erro padréo
da média encontrado nas bandas L e K (Tabelas 2 e 3) para SUMO-1 e
SUMO-2/3, respectivamente. Estes dados poderdo ser analisados
posteriormente, correlacionando e agrupando estes individuos de acordo
com as variaveis clinicas (como, por exemplo, o tempo de doenca, o
nimero de crises e o tratamento utilizado) para melhor entendimento
deste tipo de variagdo encontrada. Em trabalho similar, foi encontrado
gue a administracdo de uma Unica dose de dexametasona na amigdala de
pacientes com ELTM-EH causa diminuicdo de fosforilacdo do sitio
GluA1-Ser831 do receptor AMPA (Lopes et al., 2016). Desta forma, este
tipo de andlise sera de extrema importancia para identificacdo do papel da
SUMOilacdo em pacientes com ELTM-EH. Caso seja encontrada
correlagdo com alguma variavel clinica e/ou histoldgica, serd possivel
predizer um possivel alvo com os dados obtidos no apéndice C. Isto
permitira também que sejam utilizados modelos experimentais para
moldar estes parametros e identificacdo das proteinas, efou vias
importantes que se encontram alteradas.

Assim, ainda seria necessario caracterizar o perfil de SUMOilacéao
de maneira independente da auséncia do controle, e, de forma a eliminar
a sobreposicao de diversas bandas que analisamos por WB. Para isso,
obtivemos através da andlise do proteoma de referéncia humano e
utilizacdo do programa GPS-SUMO 1.0, as proteinas presentes no
cérebro humano que poderiam ser SUMOQiladas (Apéndice C). Conforme
mencionado anteriormente, devido a auséncia de dados sobre a amigdala
no The Human Protein, a mesma nao foi incluida na construcédo da tabela
(Apéndice C). Podemos observar e confirmar que algumas proteinas e
alguns fatores de transcricdo como, por exemplo, MEF2 e CASK
discutidos anteriormente e no artigo de revisdo (Anexo A), podem ser
SUMOiladas em humanos. Da mesma forma, genes que codificam canais
importantes para a excitabilidade neuronal e liberagdo do
neurotransmissor, também podem ser alvos da SUMOilagdo. Como o
KCNMAL, que codifica canais de potéssio de grande condutancia
ativados por célcio, KCal.l (Lietal., 2018), e que parece possuir diversas
regides que podem ser reconhecidas pela SUMO (Apéndice A). Este
canal é ativado pela despolarizacdo da membrana, aumento de Ca?* ou
Mg?* no citosol, promovendo a saida de K*. Portanto, quando ativo
controla os eventos excitatorios, contribuindo para a repolarizacdo do
potencial de membrana (Romanenko et al., 2007; Li et al., 2018). Foi
demonstrado que a diminuicdo na expressdo destes canais pode
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desempenhar um papel critico na patogénese da ELTM (Ermolinsky et
al., 2008; Li et al., 2018). Desta forma, os dados obtidos demonstram
proteinas que sdo passiveis de ser SUMOiladas em um cérebro saudavel,
as quais sugerimos papéis na ELTM-EH. Estes dados poderdo auxiliar em
futuras interpretacBes e a identificar os possiveis alvos, caso haja
correlagdo clinica com a SUMOQilacdo das estruturas analisadas, como
mencionado acima.

Para melhor compreensdo do papel da SUMOilacao na epilepsia,
foi analisada a expressdo diferencial de genes de pacientes que foram
diagnosticados com ELTM-EH submetidos ao banco de dados do GEO
(#GSE25453) (Apéndice D). Posteriormente, foi realizada também a
analise de enriquecimento de GO (Figuras 7 e 8; Tabelas 4 e 5). Foram
comparadas as regies com manifestacdes ictais e areas que ndo
apresentavam atividade, do mesmo paciente. Este tipo de controle permite
gue as amostras tenham sido expostas a0 mesmo ambiente e, a0s mesmos
agentes, como farmacos (Jamali et al., 2006). Além disso, diversos
estudos demonstraram que ha um ndmero muito limitado de genes que
apresentam expressao diferencial consistente entre duas regides cerebrais
(Sandberg et al., 2000; de Chaldée et al., 2003). Os termos da GO
selecionados foram associados principalmente a regulacéo proteica. Foi
possivel identificar diversas GO enriquecidas ja demonstradas por outros
trabalhos tanto para genes up-regulados como processos sinapticos
(Winden et al., 2015; Griffin et al., 2016), como para os down-regulados
como vias de sinalizacdo (Lukasiuk e Pitk&nen, 2004) e regulacéo
ibnica (Castaldo et al., 2002; Subramanian et al., 2005).

Um fator importante encontrado e ainda ndo discutido na literatura
foi o enriquecimento da SUMOilacéao de proteinas (GO:0016925). Entre
0s genes up-regulados desta GO, observamos as isoformas SUMO-1 e
SUMO-2 e enzimas importantes no processo de SUMOilacdo, a E3
enzima ligase, PIAS4, e a SENP5 que pode promover a deSUMOilacéo
mas também pode participar da maturagdo da SUMO (Nayak e Miiller,
2014). Talvez este aumento esteja contribuindo para a desregulacéo das
outras GO analisadas, sendo que ja foi demonstrado que a hiper-
SUMOilacéao pode levar a hiperexcitabilidade neuronal (Qi et al., 2014).
Podemos observar que tanto as GO enriquecidas para genes up-regulados
(Figura 7), como down-regulados (Figura 8) apresentam grande
guantidade de proteinas que podem ser SUMOiladas.

Em algumas GO enriquecidas de genes down-regulados esta
proporcao pode chegar a 100%, como a saida dos ions sodio das células
(GO:0036376), e a homeostase do ion potassio (GO:0030007),
caracterizando dois eventos fundamentais para despolarizagéo celular e
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inicio de potenciais de acdo (McCormick e Huguenard, 1994). Além
disso, dentre os genes da GO:0030007 encontramos 0 KCNMA1 down-
regulado como anteriormente descrito (Ermolinsky et al., 2008), e
encontrado no apéndice B.

No caso da GO de resisténcia a drogas, encontramos
enriquecimento de genes up- e down-regulados, podendo indicar tentativa
de compensacdo bioldgica. Por exemplo, dentre os genes up-regulados
temos 0 SLC1A2, que codifica o transportador EAAT2 que exibe extrema
importancia para depuragéo do glutamato da fenda sinéptica (Tanaka et
al., 1997; Kim et al., 2011). Foi demonstrado que o0 EAATZ2, quando
SUMOilado, permanece em compartimentos intracelulares ao invés de se
alojar no citoplasma para exercer sua funcéo (Foran et al., 2014).

A GO transporte de aminoacido enriquecida por genes up-
regulados apresenta alta correlagdo com a patogénese da ELTM-EH,
sendo altamente importante para a regulagdo do transporte de
neurotransmissores. Um dos genes encontrados nesta GO é o SLC38A1,
que codifica o transportador de glutamina, a qual atua como precursora
para a sintese de glutamato, e também de GABA em neurbnios
gabaérgicos no ciclo glutamina-glutamato-GABA (Eid et al., 2012). Esta
proteina pode ser SUMOQilada, porém ainda ndo foram descritas as
consequéncias deste processo.

As GO enriquecidas para 0s genes down-regulados basicamente
podem ser agrupados em regulacdo proteica, transporte iénico (Castaldo
et al., 2002; Subramanian et al., 2005), sinalizagdo celular (Lukasiuk e
Pitkdnen, 2004; Salman et al., 2017) e funcdo astrocitaria (Coulter e
Steinhduser, 2015; Dossi et al., 2018), todas caracterizadas na ELTM-EH.
Porém, o papel da SUMOQilacdo nestes genes, precisa ser melhor
elucidado apesar de estar tdo presente.

Desta forma estes, dados iniciam uma discussdo que deve ser
experimental e amplamente explorada.
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8 CONCLUSAO

A SUMOilacdo parece exercer papel na patogénese e
fisiopatologia da epilepsia. A caracterizagdo da analise tanto no modelo
experimental quanto em pacientes se faz necessaria, e contribuiria para
melhor entendimento da ELTM-EH. E de fundamental importancia
realizar outros experimentos para demonstrar de fato que esta MPT exerce
papel na epilepsia, e caracterizac¢do desta funcdo. A correlagdo dos dados
obtidos e construidos com as variaveis clinicas dos pacientes com ELTM-
EH seria de extrema importancia e inovacdo. Desta forma, poderia
contribuir com o entendimento desta doenca e poderia servir de possivel
tratamento. Sendo que, para uma patologia multifatorial se faz
interessante analisar um processo que pode modular diversas vias, ao
invés de apenas alvos restritos.

9 PERSPECTIVAS

Pretendemos explorar o modelo in vivo para determinag&o do perfil
de SUMOilacao, pois devido a limitag8es técnicas nao foi possivel defini-
lo neste modelo. Quanto aos resultados obtidos a partir do Western
blotting dos pacientes com ELTM, faz-se interessante correlaciona-los
com os dados das variaveis clinicas. Assim como, identificar quais sdo as
proteinas com perfil de SUMOilacdo alterado por protedmica. Os dados
in silico serdo importantes para tentar identificar possiveis alvos da
SUMOilacédo em modelos de ELTM.
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APENDICE A — Modelo experimental da ELTM: utilizagio da
pilocarpina

A utilizacdo de modelos experimentais para o entendimento e
estudo das doencas é imprescindivel. O modelo de administracdo de
pilocarpina em animais ¢é altamente isomorfico (caracteristicas
bioguimicas, comportamentais, eletrofisiologicas, farmacoldgicas e
histologicas) com o quadro encontrado na ELT em humanos (Turski et
al., 1983). A pilocarpina é um agonista colinérgico, e parece também
provocar as crises através da ativacdo do receptor muscarinico M1, pois
animais knock-out para este receptor ndo desenvolvem o status
epilepticus (SE) (Hamilton et al., 1997), que é definido como crises
prolongadas sem recuperacdo da consciéncia por mais de 30 minutos
(Delgado-Escueta et al., 1983; Scott, 2014). Também foi demonstrado
que a pilocarpina pode provocar desregulagdo entre excitacao e inibi¢do
através destes receptores in vitro (Priel e Albuguerque, 2002). A resposta
a esta substancia pode ser dividida em trés periodos distintos: agudo,
latente e crénico.

Inicialmente ha o periodo agudo, que evolui rapidamente para o
SE, que dura aproximadamente 8-24 horas (Curia et al., 2008). O SE
conduz & morte celular e reorganizacéo sinaptica do circuito hipocampal,
provocando mudancas epileptogénicas permanentes (Fernandes, 2013).
Esta fase inicial parece depender da agdo potente em M1, pois o
antagonista muscarinico atropina pode prevenir o SE (Turski et al., 1983).
No entanto, outros mecanismos também parecem contribuir, pois perante
a manutencdo das crises, a atropina se torna ineficaz (Clifford et al., 1987;
Khan et al., 2000). Desta forma, outro mecanismo sugerido seria através
de descargas originadas em neurénios hipocampais devido ao bloqueio
das correntes de K* transmembranar. Este mecanismo explicaria a macica
ativacdo dos neurénios hipocampais durante o SE induzida pelo modelo.
Assim, o efeito excitotoxico envolvendo os receptores glutamatérgicos e
influxo de fons Ca?* parece induzir a lesdo neuronal (Fernandes, 2013).

Tem sido demonstrado que a taxa de mortalidade atinge 30-40%
durante os primeiros dias apds administracdo intraperitoneal de
pilocarpina (300 a 400 mg/kg) (Curia et al., 2008). Nos animais que
sobrevivem, o dano neuronal é observado na formacdo hipocampal,
cortex piriforme e entorrinal, tdlamo, amigdala neocortex e substancia
negra (Turski et al., 1989; Curia et al., 2008). Apoés este evento inicial, é
estabelecido o periodo latente, cuja duracdo é de aproximadamente 14-25
dias, e representa 0 processo epileptogénico (Curia et al., 2008). A
transicdo do periodo latente para o cronico parece ser paralela a alteragdes
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na expressao dos picos interictais e oscilagdes de alta frequéncia no cdrtex
entorrinal e na regido CA3 (Salami et al., 2014). Mecanismos adaptativos
adicionais também ocorrem durante este periodo e culminam em crises
epilépticas espontaneas e recorrentes, cuja frequéncia pode variar de 2-5
crises por semana (Turski et al., 1989; Curia et al., 2008). Desta forma, é
possivel observar alteracdes neurofisioldgicas e comportamentais em
ratos adultos que receberam pilocarpina semelhantes a ELT em pacientes
(Cavalheiro, 1995).

9.1 A UTILIZACAO DO INIBIDOR NEM NO PREPARO DA
AMOSTRA E NECESSARIO PARA ANALISAR PROTEINAS
SUMOILADAS

A administragdo sistémica do agonista muscarinico pilocarpina em
ratos promove alteragcbes comportamentais e eletrogréaficas similares ao
observado em pacientes com ELTM (Scorza et al., 2009). Foram
analisados o perfil de SUMOila¢do por SUMO-1 e SUMO-2/3 em tecido
hipocampal de animais submetidos ao modelo cronico da pilocarpina.
Néao houve diferenca significativa entre o grupo tratado e o controle
(Figura 9). Cabe ressaltar que, utilizamos amostras preparadas na
auséncia do NEM, inibidor da deSUMOilagdo.
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Figura 9 - Niveis globais da SUMOilacdo de proteinas no modelo crénico de
epilepsia induzido pela pilocarpina. Imagens representativas de Western blotting
para SUMO-1 (a) e SUMO-2/3 (b). C = controle, P = pilocarpina. Ndo houve
diferenca significativa no hipocampo dorsal ou no hipocampo ventral. n = 4,
Teste t de Student, p < 0,05.

Desta forma, foram preparadas amostras de hipocampo de ratos
Wistar com 3 meses de idade com (Figura 10a) e sem NEM (Figura 10b),
para averiguar se haveria alteracdo no perfil de SUMOilacdo. De fato,
houve alteragdes principalmente nos conjugados de SUMO-1 e SUMO-
2/3, bem como na SUMO-2/3 livre.
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Figura 10 - Utilizag&o do inibidor NEM e alteragdo no perfil de SUMOilagdo de
proteinas em amostras de hipocampo de animais. Imagens representativas de WB
para SUMO-1(a) e SUMO-2/3 (b) em amostras de hipocampo de ratos Wistar
controle preparadas com ou sem NEM. n = 5.

O proposito inicial do trabalho foi analisar o perfil de SUMOQilag&o
em animais submetidos ao modelo de inducdo de SE utilizando a
pilocarpina. Este modelo se apresenta altamente isomérfico com a ELT
em humanos (Hamilton et al., 1997; Priel e Albuquerque, 2002).
Entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s
grupos de estudo (Figura 9). Cabe ressaltar, que as amostras utilizadas
ndo foram preparadas com o inibidor da deSUMOilagdo, NEM, como
seria de maior interesse, nessa situacdo. O NEM atua estabilizando os
conjugados de SUMO modificando covalentemente o grupamento tiol da
cisteina catalitica em proteases especificas de SUMO. Também pode
atuar em qualquer residuo de cisteina reduzido que esteja disponivel para
conjugacdo (Suzuki et al., 1999) (Figura 11).

As amostras de animais haviam sido preparadas para avaliar outros
pardmetros neurogquimicos do modelo, em outro estudo. O estado
SUMOilado de proteinas é transitério devido as isopeptidases como, por
exemplo, as SENPs, que estdo envolvidas no processo de deSUMOilacéo
(Geiss-Friedlander e Melchior, 2007). Além disso, geralmente apenas
uma pequena fragdo de proteinas é SUMOilada (Hay, 2005). Diversos
trabalhos tém discutido a importancia do uso do NEM para bloquear a



91

atividade das SENPs e estudar o processo da SUMOilagéo (Suzuki et al.,
1999; Eloranta e Hurst, 2002; Feligioni et al., 2009; Kanakousaki e
Gibson, 2012; Sommer et al., 2013; Zhang et al., 2017). Em um estudo
prévio foi demonstrada perda na deteccdo de bandas de alto peso
molecular de conjugados de SUMO na auséncia do NEM durante o
preparo da amostra para WB (Kanakousaki e Gibson, 2012). Também foi
recentemente relatado diminuicéo na intensidade das bandas e dificuldade
na deteccdo da SUMOilagdo por WB em amostras preparadas sem o NEM
(Zhang et al., 2017). Outro estudo mostrou ainda ndo ser possivel a
detecgdo da SUMO na auséncia destes inibidores de protease no preparo
de lisado celular (Eloranta e Hurst, 2002).

a b NEM
"Gy
é //q‘lea:;ao isopeptidica O‘(Z_,w//o

Desconjugagio

Q‘(}O‘ //O 5.
RWES T @
,yS

Figura 11 - O inibidor NEM previne a deSUMOilacdo. Representacdo
esquematica do mecanismo pelo qual a proteina SUMO ¢é desconjugada do seu
substrato alvo, processo este que pode ser prevenido pelo uso do inibidor NEM.
(@) O grupamento tiol do residuo de cisteina presente no sitio catalitico das
enzimas SENP promove a clivagem precisa da ligagdo isopeptidica (representada
pela linha vermelha pontilhada) entre o terminal diglicina de SUMO (-GG) e o
residuo de lisina da proteina alvo (-K). (b) O NEM é um inibidor irreversivel de
todas as isopeptidases de cisteina, reagindo com o grupamento tiol do sitio ativo
da SENP, e permitindo que a proteina SUMO mantenha-se conjugada ao
substrato (Adaptado de Nayak e Miiller, 2014).

Desta forma, verificamos que ao adicionar o inibidor NEM no
preparo tanto das amostras dos animais (Figura 10), quanto no preparo
das amostras dos pacientes (Figura 5), houve alteragdo dos perfis globais
de SUMOilag&o de proteinas.
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Como pdde ser observado no perfil de conjugacdo da SUMO-1 em
hipocampo de animais controle, houve um aumento da intensidade de
diversas bandas na presenca do NEM. Principalmente a regido entre 25-
50 kDa encontra-se alterada, podendo indicar a conjugacdo da SUMO-1
a proteinas alvo. Poderia também ser considerado a alteracdo do perfil
devido a interagcbes com proteinas de baixa peso molecular mais
suscetiveis a atividade das enzimas, uma vez que a diferenca de algumas
bandas aparenta ser menor do que a SUMO-1 livre (~12 kDa) (Figura 6a).
Ja para os conjugados de SUMO-2/3 houve perda da intensidade da banda
de aproximadamente 37 kDa, para as amostras em que ndo se utilizou o
NEM, bem como o surgimento de uma banda acima de 250 kDa, quando
adicionado o inibidor. Esta poderia ser justificada pela presenca da
conjugacdo de uma, ou mais SUMOs, considerando que a SUMO-2/3
pode formar cadeias de poliSUMOQilacdo (Tatham et al., 2001). Também
foi possivel observar um aumento da banda entre 15 a 20 kDa na auséncia
do NEM, podendo indicar a SUMO livre como demonstrado em outros
trabalhos (Smith et al., 2004; Kanakousaki e Gibson, 2012) ( Figura 6b).

Da mesma forma, observamos alteragdes no perfil de SUMOilacéo
na amostra de hipocampo de paciente com ELTM-EH. Ha tanto aumento
da intensidade, como aparecimento de bandas de maior peso molecular
na presenca do NEM. Para SUMO-1, por exemplo, h& a banda acima de
250 kDa (Figura 5a), e para SUMO-2/3 a banda entre 75-100 kDa (Figura
5b). As bandas observadas que ndo se alteram mediante a presenga ou
auséncia do NEM, tanto nas amostras dos animais como nas de pacientes,
podem representar proteinas conjugadas a SUMO extremamente estaveis
ou apenas bandas nao especificas (Kanakousaki e Gibson, 2012).

O preparo da amostra constitui uma etapa fundamental na técnica
de WB. Desta forma, é de extrema importancia que seja feito da maneira
correta para garantir confiabilidade e reprodutibilidade na producéo dos
dados cientificos e, consequentemente, para evitar a interpretacdo errnea
dos resultados.
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APENDICE B - Perfil de SUMOilag&o por SUMO-1 e SUMO-2/3
das estruturas de pacientes ELTM-EH farmacos-resistentes
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Figura 12 — Perfil total e estratificado da SUMOilagdo por SUMO-1 na
amigdala, cortex e hipocampo de pacientes com ELTM-EH. Representacdo
grafica da comparacéo entre as diferentes estruturas de pacientes com ELTM-EH,
do perfil da SUMOilacéo por SUMO-1.: total (a), acima de 20 kDa (b), abaixo de
20 kDa (c), e das bandas indicadas na membrana regido A (d), B (e), C (f), D (g),
E (h), F (i), G (), H (k), I (1), J (m), K (n), L (0). N&o houve diferenca significativa.
n = 16, Teste Kruskal-Wallis, p<0,05.
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Figura 13 - Perfil total e estratificado da SUMOilagdo por SUMO-2/3 na
amigdala, cortex e hipocampo de pacientes com ELTM-EH. Representacéo
grafica da comparacéo entre as diferentes estruturas de pacientes com ELTM-EH,
do perfil da SUMOilagdo por SUMO-2/3: total (a), acima de 20 kDa (b), abaixo
de 20 kDa (c), e das bandas indicadas na membrana regido A (d), B (e), C (f), D
(9), E (h), F (i), G (j), H (k), I (1), J (m), K (n). N&o houve diferenca significativa.
n = 16, Teste Kruskal-Wallis, p<0,05.
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b

Small ubiguitin-like modifiar (SUMO) conjugation {or SUMOylation) is a post-transiational
protein modification implicated in alterations to protein expression, localization and func-
tion. Despite 8 number of nuclear roles for SUMO being well characterized, thiz process
lhas only started to be explored in relation to membrane proteins, such as ion channels. Cal-
cium ion (Ca®™) signalling is crucial for the normal functioning of cells and is also invohed
in the pathophysiclogical mechanisms wnderlying relevant neurclogical and cardiovascu-
lar diseases. Intracallular Ca®* levels are fightly regulated; at rest, most Ga® is retained
in organelles, such as the sarcoplasmic reticulum, or in the extracellular space, whersas
depolarization triggers a series of events leading to Ca™ entry, followed by extrusion and
reuptake. The mechanisms that maintain Ca® homosostasis are candidates for modulation
at the post-translational level. Hare, we review the effects of protein SUMOyilation, including
Ca™ channels, their protecme and other proteins sssociated with Ca®* signalling, on vital
callular functions, such as neurotransmission within the central nervous system (CHS) and
iin additicnal systems, most prominently hers, in the cardiac system.

Introduction

The small ubiquitin-like modifier (SUMO) was first described as targeting nuclear proteins that regu-
late transcription factors, gene expression and DMA integrity [1]. Experiments with knockout mice for
the sale SUMO conjugating enzyme, ubiquitin-like conjugating enzyme 9 {Ubc?), demonstrated msclear
dysfunction and embryonic lethality, confirming that SUMOvlation is physiologically indispensable [2].
Reports that are more recent have shown that SUMO can also target cylosolic and membrane proteins,
including ion channels, to regulate crucial cellular functions, such as plasma membrane depolarization
and neurotransmission [3,4]. So far, the majority of studies have focused on SUMOylation of podassium
(K*) channels, which are involved in setting the duration and firing pattern of action potentials [5). For
example, SUMOylation can modulate both two-pore domain K* (K2F) channels [3,6-9], responsible for
the regulation of background leak currents, and voltage-dependent K* (Ky) channels [ 10-13] that repolar-
ize cell membrane during action potential input. However, there is also recent evidence that voltage-gated
Ca™ channels (VGCCs) [14] and transient receptor potential (TRP) channels [15], both of which can
mediate Ca™ influx, are SUMO targets. Considering the utmost relevance of Ca™ in physiological and
pathophysiclogical processes, and the growing evidence that SUMO can modify ion channels, our review
frcused on the potential roles of SUMOylation of Ca?* channels and proteins related with Ca®* signalling
with a fecus on the central nervous system (CNS) and, also, the cardiac system.

Zf:ﬂf ﬁ!zn?;? SUMOylation pathways
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