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RESUMO 

 

Khaled NA. Estudo temporal integrado de redes de co-expressão gênica e microRNAs em 

um modelo experimental de convulsão febril induzida por hipertermia [tese]. São Paulo: 

Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2018. 

 

As convulsões febris complexas durante a infância representam um fator de risco relevante 

para o desenvolvimento da epilepsia. Apesar desse fato, as alterações moleculares 

induzidas por essas crises febris, que tornam o cérebro susceptível ao processo de 

epileptogênese, ainda são pouco conhecidas. Nesse contexto, a utilização de modelos 

animais de crises febris induzidas por hipertermia (HS) permite o estudo das alterações 

moleculares a partir de uma análise temporal desse processo. Assim, neste trabalho foram 

investigadas as alterações temporais nos perfis de microRNAs e de expressão gênica em 

explantes da região CA3 hipocampal de ratos Wistar obtidas em quatro intervalos de tempo 

após o insulto hipertérmico no décimo primeiro dia pós-natal (P11). Os intervalos temporais 

foram selecionados para avaliar as fases aguda (P12), latente (P30 e P60) e crônica (P120). 

A análise transcriptômica consistiu na construção de redes de co-expressão gênica, 

permitindo a identificação de módulos de genes e sua relação com os grupos experimentais 

e intervalos de tempo selecionados. Os genes também foram caracterizados 

hierarquicamente, identificando-se genes que conferem robustez às redes de co-expressão 

gênica (hubs). Além disso, foram avaliados o perfil de expressão diferencial de microRNAs 

e feita a análise integrada da expressão de microRNAs e expressão gênica dos hubs. Os 

resultados deste trabalho mostraram que: i) o insulto hipertérmico leva a alterações 

importantes no desenvolvimento e funcionamento cerebral ii) essas alterações estão 

associadas a uma assinatura temporal, presumivelmente da epileptogênese à readaptação 

do cérebro frente ao insulto precipitante inicial; iii) isso envolve um mecanismo de regulação 

das redes de co-expressão gênica por microRNAs. Esses resultados sugerem que as 

alterações transcricionais desencadeadas pelo insulto febril podem levar à reprogramação 

neuronal e ao remodelamento da cromatina, tornando o cérebro susceptível ao processo 

epiléptico crônico. Como nas epilepsias humanas por insulto febril, o modelo em rato reflete 

um processo que vai da epileptogênese à cronificação na fase adulta. Como muitos dos 

casos de epilepsia por insulto febril são refratários a drogas anticonvulsivantes, o 

entendimento temporal dos mecanismos moleculares envolvidos nesse tipo de epilepsia é 

relevante para se identificar alvos terapêuticos e desenvolver drogas anti-epileptogênicas. 

 

Descritores: hipocampo; epilepsia; convulsões febris; redes reguladoras de genes; 

microRNAs; biologia computacional. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Khaled NA. Integrated temporal study of gene co-expression networks and microRNAs in an 

experimental model of febrile seizure induced by hyperthermia [thesis]. São Paulo: 

“Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2018. 

 

Complex febrile seizures during childhood represent a relevant risk factor for the 

development of epilepsy. Despite this fact, the molecular alterations induced by febrile 

seizures that make the brain susceptible to the process of epileptogenesis are still poorly 

understood. In this context, the animal models of febrile seizures induced by hyperthermia 

(HS) allow the study of the molecular alterations from a temporal perspective. Thus, we 

investigated the temporal alterations in the profiles of gene expression and microRNAs in 

explants of the hippocampal CA3 region of Wistar rats, here obtained at four-time intervals 

after the hyperthermal insult on the eleventh postnatal day (P11). Time intervals were 

selected to evaluate the acute (P12), latent (P30 and P60) and chronic (P120) phases. 

Transcriptomic analysis consisted of constructing gene co-expression networks, allowing the 

identification of gene modules related to selected time intervals. Genes were also 

characterized hierarchically identifying those that control the robustness of gene co-

expression networks (hubs). In addition, the differential expression profile of microRNA and 

the integrated analysis of microRNA expression and hub’s gene expression were evaluated. 

The results of this work showed that: i) hyperthermic insults lead to important changes in 

cerebral development and functioning related to febrile seizures; ii) each time interval shows 

a transcriptomic signature, probably reflecting the process from epileptogenesis to brain 

readaptation after the initial precipitating insult; iii) this process involves a mechanism of 

regulation of gene co-expression networks by microRNAs. These results suggest that 

transcriptional changes triggered by febrile insults may lead to neuronal reprogramming and 

chromatin remodeling, making the brain susceptible to the chronic epileptic process. Human 

epilepsy triggered by febrile insults in childhood is related to resistance to antiepileptic drugs 

and no anti-epileptogenic drug was developed so far. Therefore, a better understanding of 

the temporal mechanisms involved in the development of chronic epilepsy is mandatory in 

order to discover new therapeutic targets and, eventually, anti-epileptogenic drugs. 

 

Descriptors: hippocampus; epilepsy; seizures, febrile; regulatory networks; microRNAs; 

computational biology. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Epilepsia 

 

A epilepsia caracteriza-se pela recorrência crônica de crises convulsivas, 

constituindo um grupo de desordens neurológicas que acomete, em seu 

conjunto, cerca de 50 milhões de pessoas no mundo [Meyer et al., 2010]. Essas 

crises derivam de episódios transientes de atividade neuronal sincrônica ou 

excessiva [Steinlein et al., 2004; Fisher et al., 2005]. As crises epilépticas podem 

ser generalizadas, envolvendo amplas áreas de ambos os hemisférios cerebrais, 

ou focais, envolvendo apenas uma parte do cérebro [Blair, 2012]. A 

epileptogênese consiste em uma sequência de eventos que converte o cérebro 

normal em um cérebro com populações neuronais hiperexcitáveis, portanto 

propensas a descargas sincrônicas e excessivas [Scharfman, 2007]. 

As formas mais comuns de epilepsia são multifatoriais: seu 

patomecanismo usualmente envolve susceptibilidade individual a fatores 

ambientais precipitantes, como febre ou trauma, que levam à liberação de 

mediadores de inflamação, perda celular e alterações na circuitaria neuronal 

[Marchi et al., 2014]. Esses processos são dirigidos por alterações coordenadas 

na expressão de centenas de genes em determinadas áreas do cérebro [Bando 

et al., 2011; Bando et al., 2013]. As formas genéticas e monogênicas de epilepsia 

são raras, representando cerca de 1-2% dos casos [Pandolfo et al., 2011]. 

Mesmo com o desenvolvimento de diferentes drogas antiepilépticas 

(anticonvulsivantes), diversos estudos mostram que cerca de 30% dos 

indivíduos com epilepsia são resistentes às drogas atualmente disponíveis, o 

que representa 80% dos custos relacionados à doença [Meyer et al., 2010].  

 

1.2 Epilepsia do lobo temporal mesial 

 

A epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM), na qual as crises se originam 

de estruturas mesiais do lobo temporal - como hipocampo, amígdala ou giro 

hipocampal - é a forma mais comum de epilepsia focal na população adulta 

[Téllez-Zenteno e Hernandez-Ronquillo, 2012]. Na ELTM é comum a esclerose 

hipocampal, caracterizada pela perda neuronal nas regiões CA1 e CA3, com 
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perda e dispersão das células granulares do giro denteado (GD) [Bae et al., 

2010]. Em caso mais graves, além da esclerose do hipocampo ocorre perda 

neuronal em outras regiões, como o córtex entorrinal, amígdala e cerebelo 

[Guedes et al., 2006]. 

Estudos retrospectivos mostram que 13% dos pacientes com epilepsia e 

25-30% dos casos de ELTM têm como insulto precipitante inicial (IPI) crises 

febris convulsivas prolongadas (CFs) no início da infância [Baulac et al., 2004; 

Ahmad e Marsh, 2010] e cerca de 40% dos pacientes com ELTM e histórico de 

CF apresentam epilepsia resistente ao tratamento farmacológico [Chungath e 

Shorvon, 2008]. Nesses pacientes com ELTM e refratários às drogas 

anticonvulsivantes a melhor abordagem terapêutica atualmente disponível é a 

cirúrgica, com ressecção da área cerebral que está produzindo as crises. No 

entanto, em todo o mundo apenas uma minoria dos pacientes chega a ser 

encaminhada para cirurgia de epilepsia - cerca de 1% nos Estados Unidos - e, 

muitas vezes, tardiamente para prevenir as incapacitações derivadas da doença 

[Engel et al., 2012]. Isso demonstra claramente a necessidade de: i) melhor 

conhecimento do mecanismo molecular da epilepsia refratária e do papel do IPI 

febril na refratariedade; ii) desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas 

com base nesses conhecimentos.  

 

1.3 Crises febris e ELTM 

 

Aproximadamente 80% dos casos de crises convulsivas infantis, que 

correspondem a 1% das emergências pediátricas, têm como agente precipitante 

a febre [Jones e Jacobsen, 2007].  

As crises febris prolongadas no início da infância estão associadas à 

ELTM e à esclerose hipocampal, mas a relação causal entre elas foi estabelecida 

apenas recentemente, com base em dados epidemiológicos e de imagem 

(principalmente MRI), bem como em estudos com modelos animais [Patterson 

et al., 2014]. As CFs podem causar danos ao hipocampo: a febre aumenta o 

disparo neuronal e causa o aumento da produção de moléculas inflamatórias, 

como IL-1β e TNF-α, levando à excitabilidade neuronal e à epileptogênese 

[Vezzani, 2014]. Estudos em modelos animais demonstram que apenas um 

episódio de crise convulsiva (induzida por cainato) em ratos neonatos leva a 
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alterações permanentes – histológicas e funcionais - na região CA1 do 

hipocampo [Cornejo et al., 2007]. Por outro lado, estudos prospectivos e 

sequenciais de MRI em crianças que tiveram um episódio de CF prolongada 

entre seis e 72 meses de vida - estudo FEBSTAT - mostraram alterações 

persistentes no hipocampo: detectou-se aumento de volume logo após insulto e 

posterior redução do crescimento hipocampal [Lewis et al., 2014].  

Para melhor compreender os mecanismos celulares e moleculares 

envolvidos na ELTM, nosso laboratório realizou diversos estudos comparativos 

entre pacientes com ELTM refratária (ELTMR) que tinham histórico de CFs na 

infância (pacientes FS) e aqueles que não sofreram esse insulto precipitante 

(pacientes NFS). Esses trabalhos envolveram análises por MRI de alta resolução 

e estudos de genômica funcional e foram realizados em material do hipocampo 

obtido de cirurgia de epilepsia. Os estudos de MRI, envolvendo análise de 

textura, mostraram que os pacientes FS possuíam alterações distintivas no giro 

denteado (perda celular aumentada, p ex.) em relação aos NFS [Alegro et al., 

2012]. Mais ainda, a assinatura transcricional da região CA3 do hipocampo de 

pacientes FS era diferente da observada nos pacientes NFS [Bando et al., 2011]. 

Posteriormente, análises de redes de co-expressão, tanto para genes 

diferencialmente expressos como para o transcriptoma total de CA3, mostraram 

mais detalhadamente que a ELTMR com insulto febril representava um fenótipo 

molecular distinto [Bando et al., 2013; Moreira-Filho et al. 2015], o que permitiu 

identificar genes importantes tanto para a hiperexcitabilidade neuronal como 

para os mecanismos compensatórios decorrentes da ELTM no hipocampo.  

Esses dados sugerem, em tela com estudos como o FEBSTAT, que na ELTM 

alterações epigenéticas podem ser determinadas pelo insulto precipitante inicial.   

Entretanto, o estudo com explantes do hipocampo humano obtidos em 

cirurgia de epilepsia tem limitações para a investigação do mecanismo molecular 

da ELTM. Por exemplo: o processo de epileptogênese ocorre muito antes da 

cirurgia (a maioria das cirurgias é realizada ao final da adolescência e na vida 

adulta, como última alternativa de tratamento). Mais ainda, o estudo de explantes 

do hipocampo de pacientes submetidos à cirurgia de epilepsia não permite 

comparativo com controles que não apresentam a doença. 

Para possibilitar a investigação experimental dos mecanismos envolvidos 

nas crises convulsivas e na epileptogênese, diversos modelos animais foram 
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desenvolvidos. Alguns desses modelos são baseados no uso de drogas 

promotoras de hiperexcitabilidade neuronal, como a pilocarpina [Scorza et al., 

2009] e o cainato [Lévesque et al., 2013]. Nesses modelos, a administração 

sistêmica ou intracerebral da droga promove, além de crises convulsivas 

espontâneas parciais, esclerose do hipocampo e perda neuronal em CA3 e no 

giro denteado, num quadro similar ao encontrado em pacientes com ELTM. Para 

o estudo da epilepsia associada ao IPI febril, o modelo animal de convulsão febril 

induzida por hipertermia tem sido amplamente utilizado [Dubé et al., 2006; Dubé 

et al., 2010]. Esse modelo, descrito a seguir, já permitiu diversos avanços na 

compreensão dos mecanismos de epileptogênese associada à febre [Dubé et 

al., 2012]. 

 

1.4 Modelo experimental de indução de convulsão febril por hipertermia 

 

O modelo animal de indução de convulsão febril por hipertermia foi 

proposto pela pesquisadora Tallie Z. Baram e seus objetivos iniciais eram 

determinar a melhor idade para o insulto e o tempo adequado de hipertermia 

(exposição a ar aquecido), necessários para induzir crises convulsivas em ratos 

neonatos e lactentes, evitando a mortalidade desses animais para permitir um 

estudo prospectivo pós-insulto [Baram et al., 1997]. 

Esse estudo pioneiro mostrou que 90% dos ratos submetidos à 

hipertermia no décimo dia de vida - idade na qual o desenvolvimento do 

hipocampo de ratos é semelhante aos de crianças lactentes [Avishai-Eliner et 

al., 2002] - apresentam crises convulsivas no período de uma hora pós-indução. 

Após 30 minutos de hipertermia, com temperatura corporal de 42.8º ± 0.7ºC, 

esses animais de 10 dias de vida apresentavam crises convulsivas (apenas 10% 

não sobreviviam ao insulto hipertérmico). A avaliação das crises nesses animais 

foi realizada por EEG e análise comportamental. No EEG, feito a partir da 

implantação por estereotaxia de eletrodos na amígdala e na região do 

hipocampo, constatou-se uma atividade neuronal sincrônica e excessiva, como 

na epilepsia. Pela análise comportamental, os animais apresentavam 

movimentos estereotipados semelhantes às crises convulsivas, como extensão 

do dorso e clonia de patas e cabeça [Baram et al. 1997; Dubé et al. 2006].  
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Esses movimentos associados à convulsão podem ser quantificados de 

acordo com a escala de Racine (Tabela 1) [Racine et al., 1969]. São 

considerados com crise convulsiva apenas os animais que apresentam os 

comportamentos entre os estágios 2 e 5 dessa escala [Baram et al., 1997; Dubé 

et al., 2006]. 

 

 Estágio Comportamento 

Escala de 

Racine 

1 Movimentos oromastigatórios 

2 Clonia de cabeça 

3 Clonia de patas anteriores 

4 Perda de equilíbrio e extensão do dorso 

5 Perda de equilíbrio e queda 

  

Tabela 1. Escala comportamental de Racine para modelos de epilepsia 

[Adaptado de Racine, 1969]. 

  

 O modelo de hipertermia revelou similaridades interessantes com a 

epilepsia associada ao insulto febril. Com efeito, 35% dos animais submetidos à 

hipertermia por 20 minutos e 45% daqueles que foram mantidos nesse estado 

por 60 minutos apresentaram crises convulsivas, mostrando que a duração das 

CFs é determinante para a instalação das crises. Após um período de latência 

(o que também é comumente observado em pacientes com ELTM e histórico de 

insulto febril) os animais passaram a ter crises recorrentes e espontâneas no 

período entre 90 e 180 dias de vida, apresentando movimentos estereotipados 

e atividade epileptiforme no hipocampo (observada em 88% dos animais que 

apresentavam crises convulsivas) quando avaliados por EEG [Dubé et al., 2006; 

Dubé et al. 2010]. O aumento na atividade sináptica de células das regiões CA1 

[Kamal et al., 2006] e CA3 [Notenboom et al., 2010] dos animais com crises 

convulsivas também foi observado. Esses dados mostram que o modelo 

experimental de hipertermia apresenta grande semelhança com o quadro 

observado em humanos, nos quais apenas uma parte das crianças com histórico 

de crises febris convulsivas prolongadas passa a ter crises recorrentes e 

espontâneas na região hipocampal após um período de latência. Assim, o 
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modelo de hipertermia é útil para o estudo do processo epileptogênico na ELTM 

[McClelland et al., 2011; Dubé et al., 2012; Azevedo et al., 2018]. 

 Para entender como as crises febris levam ao desenvolvimento da ELTM, 

estudos sobre o papel da inflamação no desenvolvimento da epilepsia por IPI 

febril foram também realizados, já que a febre leva ao aumento da produção de 

moléculas inflamatórias. Camundongos knockout para o receptor de IL-1β (IL-

1R1−/−) foram utilizados. Esse receptor promove hiperexcitabilidade neuronal por 

diferentes mecanismos, como o aumento do cálcio intracelular que passa pelos 

receptores glutamatérgicos [Viviani et al., 2003; Balosso et al., 2008]. Assim 

animais IL-1R1−/− são mais resistentes ao desenvolvimento de crises convulsivas 

quando comparados aos animais com receptores íntegros [Dubé et al., 2005].  

Por outro lado, a administração de IL-1β nos ventrículos laterais do cérebro 

aumenta a frequência de crises convulsivas, enquanto que o uso de antagonistas 

de seus receptores leva a uma diminuição ou supressão das crises [Heida e 

Pittman, 2005]. Foi também detectado aumento de IL-1β no hipocampo de 

animais que apresentavam crises convulsivas recorrentes após insulto por 

hipertermia [Dubé et al., 2010]. Esse conjunto de dados revelou que a inflamação 

está relacionada ao desenvolvimento da ELTM. Posteriormente, diversos 

estudos em pacientes e modelos experimentais demonstraram de maneira 

convincente a associação entre epilepsia e inflamação no cérebro: citocinas 

inflamatórias, como IL-1β, TNF-α e IL-6, e moléculas associadas ao processo de 

resposta à injúria e estresse celulares, como HGMB1 e S-100β, tem expressão 

aumentada no tecido epileptogênico, principalmente em células da glia [Vezzani, 

2014]. 

  Em seu conjunto, os estudos em modelos animais contribuíram para o 

entendimento do papel da febre na epileptogênese. No entanto, ainda é 

necessário um melhor conhecimento sobre os mecanismos moleculares e 

genômicos pelos quais CFs podem levar à ELTM. Uma abordagem experimental 

importante nessa direção é constituída pelos estudos de genômica funcional em 

explantes do hipocampo de pacientes submetidos à cirurgia de epilepsia [Wang 

et al., 2010; Bando et al., 2011; Bando et al., 2013; Moreira-Filho et al. 2015] ou 

obtidos de modelos animais de epilepsia [Okamoto et al, 2010; Winden et al. 

2011]. 
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1.5 Genômica e epilepsia 

  

Os estudos de genômica funcional têm servido para esclarecer o 

mecanismo molecular de diversas doenças causadas pela interação genótipo-

ambiente. Nessa linha, são particularmente importantes os estudos de redes de 

co-expressão gênica, que permitem investigar a transição entre estados 

funcionais de células e tecidos, a influência do ambiente sobre o funcionamento 

gênico e as transições saúde-doença [Barabási et al., 2011; Moreira-Filho et al. 

2014a].  

 

1.5.1 Redes de co-expressão gênica 

  

As redes de co-expressão gênica - ou GCNs, do inglês Gene 

Coexpression Networks - são usualmente construídas a partir de dados de 

expressão gênica obtidos por tecnologia de DNA microarrays. Para a construção 

de GCNs os níveis de expressão gênica são comparados par-a-par e os pares 

de genes acima de um determinado limiar (cutoff threshold) são conectados, 

gerando uma rede de interação gene-gene [Weirauch, 2011; Moreira-Filho et al., 

2014a]. As GCNs, assim como as redes de interação proteína-proteína e as 

redes metabólicas, e similarmente às redes sociais e à internet, são redes livres 

de escala [Barabási e Oltvai, 2004; Newman, 2010]: elas apresentam uma 

distribuição não uniforme do número de ligações entre seus nós/genes, ou seja, 

um pequeno número de genes tem muitas ligações com os demais, enquanto 

que a maioria dos genes têm poucas ligações. As propriedades topológicas e 

dinâmicas dessas redes fornecem importantes elementos para a compreensão 

da organização funcional de células e tecidos [Barabási e Oltvai, 2004; Zhu et 

al., 2007; Barabási et al., 2011; Bando et al., 2013].  

 Em GCNs os nós altamente conectados (ou hubs) são responsáveis pela 

manutenção da arquitetura da rede. Esses genes estão associados a funções 

biológicas essenciais e quando sua expressão varia a expressão de diversos 

outros genes também é modificada [Barabási et al., 2011]. Por outro lado, nas 

GCNs existem genes que apresentam poucas ligações, mas que interagem 

preferencialmente com hubs sendo chamados de VIPs, um termo adotado dos 

estudos de redes sociais [McAuley et al., 2007]. Os VIPs, também chamados 
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date-genes [Zhu et al., 2007] servem como conectores entre os módulos 

atuando, portanto, em uma hierarquia de controle uma alta, uma vez que os hubs 

estão sob sua influência. Existem ainda genes que apresentam um status VIP, 

ligando-se apenas a hubs, mas com um grande número de conexões com hubs, 

sendo assim chamados de high-hubs [Bando et al., 2013]. Os high-hubs 

representam a mais alta hierarquia de controle em uma rede de interação 

transcricional. 

 Redes livres de escala, como as GCNs, são resistentes a ataques: a 

estrutura da rede (conectividade, topologia) se mantem mesmo com a remoção 

de certo número de nós, o que é denominado robustez da rede [Albert et al., 

2008]. Assim, quando, por exemplo, um fator ambiental interfere na expressão 

de genes altamente conectados - o que equivale à remoção de nós, ou alteração 

de sua hierarquia na rede – ocorrem modificações estruturais na rede, com 

alteração de sua topologia e funcionalidade [Moreira-Filho et al., 2014a]. Essas 

modificações nas GCNs refletem, em muitos casos, a modificação de estados 

funcionais de células e tecidos, retratando assim a transição saúde-doença 

[Vidal et al., 2011; Bando et al., 2013].  

 

Conectividade e comunidades em GCNs - A conectividade (k) de uma rede 

livre de escala é expressa por k = 2L/N, sendo L o número de ligações totais e N 

o número de nós. A conectividade é uma medida da robustez da rede [Costa et 

al., 2013]. A maior ou menor conectividade em GCNs reflete incremento ou perda 

de ligações entre módulos transcricionais, também denominados comunidades 

[Barabási et al., 2011; Moreira-Filho et al., 2014b]. Em GCNs as comunidades 

são constituídas por grupos de genes altamente interconectados e com menor 

ligação com os demais genes da rede, que frequentemente estão relacionados 

a uma mesma função biológica [Barábasi e Oltvai, 2004; Zhu et al., 2007; Vidal 

et al., 2011; Chaussabel e Baldwin, 2014, Moreira-Filho et al., 2014b]. Os 

integrantes de um módulo, ou comunidade, estão conectados por genes de alta 

hierarquia, como high-hubs, e os módulos frequentemente se conectam por 

VIPs, ou date-genes [Yu et al., 2007; Zhu et al., 2007]. A detecção de 

comunidades em GCNs é muito relevante devido à associação entre 

comunidades e funções biológicas [Chaussabel e Baldwin, 2014].   

Matematicamente, a detecção de comunidades numa rede livre de escala é 
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usualmente feita pela descoberta da estrutura modular da rede que otimiza a 

medida de modularidade [Moreira-Filho et al., 2014b]. A modularidade pode ser 

determinada considerando a relação entre o número de ligações dos genes 

dentro de uma comunidade comparadas às conexões entre genes de 

comunidades diferentes, o que se conhece como algoritmo de Newman-Girvan 

[Newman e Girvan, 2004, Newman, 2010].   

 Dada a importância funcional das comunidades em GCNs, é essencial 

entender como diferentes comunidades de interconectam numa rede, isto é, 

quais as comunidades que apresentam maior número de conexões entre si e 

como esse perfil pode variar na transição de estados funcionais em células e 

tecidos. Utilizando-se métodos de teoria da informação, como a compressão do 

fluxo de informação entre comunidades [Rosvall e Bergstrom, 2008], é possível 

rearranjar as redes considerando apenas as relações entre as comunidades, o 

que é chamado de coarse-grained community structure. Essa estrutura é gerada 

a partir da contração de todos os nós/genes de cada comunidade em um único 

nó. As arestas entre esses nós são também reduzidas a uma conexão e 

graficamente representadas por diferentes espessuras de acordo com a 

quantidade de conexões presentes anteriormente [Moreira-Filho et al., 2015].  

 

1.5.2 Estudo de GCNs na epilepsia 

 

Para investigar os mecanismos moleculares relacionados à ELTM, 

diversos autores conduziram estudos do perfil de expressão gênica em 

explantes obtidos do hipocampo e córtex entorrinal de pacientes submetidos à 

cirurgia de epilepsia [Arion et al., 2006; Jamali et al., 2006; Ozbas-Gerçeker et 

al., 2006; van Gassen et al., 2008]. Esses estudos geraram uma grande 

quantidade de resultados, mas os dados dos diferentes laboratórios mostraram 

muitas divergências. Numa extensa revisão desses trabalhos, Wang e 

colaboradores (2010) concluíram que os estudos de perfil gênico precisariam ser 

feitos em regiões específicas do hipocampo.  

Além da delimitação precisa das regiões hipocampais a serem estudadas, 

era também mandatório considerar o histórico dos pacientes, identificando, por 

exemplo, os casos com histórico de crises febris prolongadas, devido à 

importância do IPI no desenvolvimento da ELTM. Assim, em nosso laboratório 
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foram conduzidos estudos de expressão gênica da região CA3 do hipocampo 

utilizando explantes cirúrgicos obtidos de pacientes que apresentavam (FS) ou 

não (NFS) insulto precipitante febril. 

Em um primeiro estudo [Bando et al., 2011], foram analisadas apenas as 

GCNs dos genes diferencialmente expressos entre os grupos FS e NFS, 

observando-se, para cada grupo, uma diferente topologia de rede e diferentes 

conjuntos de genes alta hierarquia (aqui identificados apenas pelo maior número 

de ligações gene-gene). Num segundo estudo comparativo entre pacientes FS 

e NFS, foi adotada uma nova metodologia de visualização e análise de redes 

que permitiu: i) a categorização hierárquica dos genes (hubs, VIPs e high-hubs); 

ii) a obtenção de redes completas, isto é, incluindo todos os transcritos válidos 

em CA3, na ordem da dezena de milhares, e não apenas dos diferencialmente 

expressos, cerca de algumas centenas [Bando et al., 2013]. Nessa análise, as 

redes obtidas a partir de genes diferencialmente expressos apresentavam genes 

de alta hierarquia mais relacionados à transmissão sináptica e excitabilidade 

neuronal, enquanto que muitos dos genes de maior hierarquia nas redes 

completas estavam associados a mecanismos compensatórios, como 

homeostase e neuroproteção. 

Esses dois trabalhos revelaram que a ELTM com IPI febril representa um 

fenótipo molecular distinto, o que já havia sido indicado por estudos 

epidemiológicos [Heuser et al., 2011] e foi também confirmado por estudos de 

MRI de alto campo e análise de textura, realizados por nosso grupo de pesquisa 

[Alegro et al., 2012]. Mais ainda, alguns dos genes de alta hierarquia 

identificados podem ser possíveis alvos terapêuticos, devidos ao seu papel na 

excitabilidade neuronal [Bando et al., 2011; Bando et al., 2013]. É interessante 

notar que o grupo FS apresentou maior perda celular no giro denteado, verificado 

por MRI [Alegro et al. 2012] e histopatologia [Bando et al., 2013].  

No entanto, os estudos com explantes cirúrgicos obtidos de pacientes 

apresentam duas importantes limitações: i) não há possibilidade de 

comparações com tecido normal; ii) não é possível uma análise temporal, uma 

vez que o acesso ao transcriptoma ocorre somente no momento da ressecção 

cirúrgica do explante. Assim, para uma análise dos processos biológicos que vão 

do insulto precipitante febril até o desenvolvimento da epilepsia é preciso utilizar 

modelos animais – como o de hipertermia - que “mimetizam” a epilepsia com IPI 
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febril [Dubé et al., 2010]. Esses modelos também são importantes para a 

investigação de mecanismos epigenéticos: havendo o insulto precipitante 

ambiental (febre, trauma), esses mecanismos atuam na alteração de estados 

funcionais nas diferentes regiões do hipocampo e de outras partes do cérebro, 

participando da transição saúde-doença através da modificação das GCNs.  

 

1.5.3 Epilepsia e Epigenética  

 

As alterações epigenéticas, que modificam a expressão gênica de forma 

transiente ou duradoura em resposta a estímulos ambientais, envolvem diversos 

mecanismos: acetilação/desacetilação de histonas, metilação do DNA em sítios 

promotores, e ação de RNAs não codificantes, como os lncRNAs [Szyf, 2015]. 

Evidências recentes têm mostrado que essas modificações ocorrem nos 

processos de epileptogênese e epilepsia [Qureshi e Mehler, 2010, Miller-

Delaney, 2015]. 

A análise da metilação do DNA obtido da região CA3 do hipocampo de 

ratos após a indução de crises febris prolongadas mostrou uma alteraçào no 

perfil de metilação global [Kobow et al., 2013] e hiper ou hipometilação de 

seqüências promotoras de muitos genes relacionados à tolerância ao insulto ou 

à injúria hipocampal [Miller-Delaney et al., 2012]. Esse fato também foi 

observado em pacientes com ELTM: há hipermetilação de genes relacionados à 

dispersão das células granulares [Kobow et al., 2009] e alterações do perfil de 

metilação em mais de uma centena de genes associados à esclerose 

hipocampal, neste caso acompanhada de modificações na expressão de 

diversos microRNAs [Miller-Delaney et al., 2015]. 

 

1.5.4 Epilepsia e microRNAs  

 

Os microRNAs promovem a regulação pós-transcricional de seus genes 

alvo por se ligarem a região 3’-não traduzida do RNA mensageiro (mRNA), 

levando à sua degradação [Bartel, 2004; Zhang et al., 2015]. Diferenças na 

expressão de centenas de microRNAs já foram identificadas em diferentes 

modelos experimentais de ELTM que utilizaram excitadores neuronais (como 

pilocarpina) ou estimulação elétrica [Hu et al., 2012; Bot et al., 2013]. Esses 
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microRNAs se relacionam a diferentes vias, como proliferação e 

desenvolvimento neuronal, inflamação e apoptose. Muitos desses trabalhos 

identificaram alterações nos mesmos microRNAs, como miR-34a com papel 

indutor de morte neuronal [Hu et al., 2011; Hu et al., 2012], miR-132 relacionado 

a respostas inflamatórias [Hu et al., 2011; Jimenez-Mateos et al., 2011] e miR-

146a que se relaciona ao aumento da secreção de IL-1β [Aronica et al., 2010; 

Omran et al., 2012]. 

Estudos do perfil global de microRNAs em tecido hipocampal obtido de 

pacientes com ELTM ou de autópsia de controles normais igualmente 

identificaram alterações na expressão de centenas de microRNAs [Kan et al., 

2012; McKieman et al., 2012], incluindo a hiperexpressão de microRNAs, como 

o miR-132 e o miR-146a, também observada nos modelos animais 

anteriormente mencionados.  

 

1.5.5 microRNAs e GCNs 

 

A tecnologia de DNA microarrays possibilita a obtenção de dados globais 

de expressão de microRNA, permitindo estudar as alterações na expressão dos 

microRNAs em diferentes condições experimentais, ou nos estados de saúde e 

doença, comparativamente ao perfil de expressão dos genes nessas mesmas 

condições. Esse estudo comparativo envolve, usualmente, o emprego de bancos 

de dados de microRNAs que listam seus genes alvo, preditos ou confirmados 

experimentalmente, e a visualização e análise de GCNs. Para compreender as 

relações entre microRNAs e as GCNs, identificam-se quais microRNAs 

diferencialmente expressos interagem com os genes em cada rede. Em redes 

completas, isto é que incluem todos os transcritos válidos, se consideram apenas 

as interações com genes de alta hierarquia, como os hubs, enquanto que para 

redes de genes diferencialmente expressos podem ser considerados todos os 

genes. Uma análise mais elaborada pode envolver a construção de uma rede 

regulatória bipartida microRNA-mRNA a partir da análise do coeficiente de 

correlação par-a-par entre os perfis de expressão de microRNAs e mRNAs [Li et 

al., 2013].  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

  

Avaliar em modelo experimental de convulsão febril induzida por 

hipertermia as alterações temporais nos perfis de microRNAs e de expressão 

gênica em explantes da região CA3 hipocampal e do córtex entorrinal. 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

- Obter, por tecnologia de microarrays, o perfil de expressão diferencial de 

microRNAs e a expressão gênica global (mRNA), em diferentes intervalos de 

tempo (um, 19, 49 e 109 dias pós-insulto) da região CA3 ventral dos seguintes 

grupos de animais: controle (CTL) e submetidos á hipertermia sem posterior 

desenvolvimento de crises convulsivas espontâneas (HS);  

 - Construir redes de co-expressão gênica para os grupos A e B, acima 

descritos, e para os diferentes intervalos de tempo pós-insulto, com 

caracterização hierárquica dos genes para identificar a interação entre módulos 

transcricionais e suas alterações; 

 - Obter os perfis de expressão diferencial de microRNA para os grupos A 

e B nos diferentes intervalos de tempo pós-insulto; 

 - Análise integrada da expressão de microRNA e expressão gênica. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

  

Os protocolos experimentais aqui utilizados obedeceram aos critérios 

éticos do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). O protocolo 

para o modelo experimental foi aprovado pela Comissão de Ética em Pesquisa 

da Faculdade de Medicina da USP sob o n°460/13. 

 

3.1 Protocolos Experimentais 

 

3.1.1 Animais 

  

Nesse projeto foram utilizados ratos Wistar, machos e fêmeas, 

provenientes do Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo. Os animais foram mantidos no biotério em estantes 

individuais, respeitando o período claro/escuro de 12h a temperatura controlada 

de 23 ± 1ºC. Os animais foram acasalados em caixas com 3 fêmeas e 1 macho 

e a gravidez avaliada por 4 dias subsequentes. A partir do 17º dia de gravidez 

as fêmeas foram isoladas e, a partir do 20º dia, o nascimento dos filhotes é 

verificado.  

 Ao nascimento dos animais (P0), a ninhada é reduzida a oito filhotes 

(sacrifício por decapitação) para evitar desnutrição e, no dia posterior (P1), foi 

feita a sexagem. Os machos e as fêmeas foram separados após o desmame. 

 

3.1.2 Modelo Experimental de Convulsão Febril 

  

No décimo primeiro dia de vida (P11) os animais foram submetidos ao 

protocolo de convulsão febril induzida por hipertermia [Baram et al, 1997; revisto 

em Dubé et al., 2010]. Inicialmente, os animais foram pesados e depois expostos 

em uma caixa de vidro, com duas lâmpadas incandescentes de 40W 220V 

(Figura 1), a temperatura média de 39,5 a 42°C, até atingirem a temperatura 

corporal de 39,5 – 41°C, medida via oral por um termômetro específico a cada 

15 minutos. Após esse período, os animais foram mantidos a essa temperatura 

por um período de 45 minutos [Baram et al., 1997; Dubé et al., 2000; Dubé et al., 

2006; Azevedo et al., 2018]. 
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 Passados 45 minutos de hipertermia, os animais foram novamente 

pesados, hidratados e monitorados por um período de uma hora (período pós-

indução) por uma câmera para análise comportamental. O grupo controle não foi 

exposto ao calor, mas também foi mantido na caixa utilizada para indução febril.  

 

 

Figura 1. Caixa para indução de hipertermia, adaptada do modelo original 

de Dubé (2006). 

 

3.1.3 Grupos experimentais 

  

Para o posterior estudo das alterações genômicas decorrentes da indução 

febril, os animais foram separados em três grupos: controle (CTL) e submetidos 

à hipertermia sem posterior desenvolvimento de crises convulsivas espontâneas 

(HS). A separação dos grupos sem crises e com crises foi feita de acordo com a 

escala de Racine. Em todos esses grupos foram incluídos animais em diferentes 

períodos (dias) pós-insulto (P12, P30, P60 e P120). No grupo de animais 

submetidos ao insulto hipertérmico cerca de 45% apresentaram crises 

convulsivas entre 2 e 5 na escala de Racine. 

 Os períodos para a análise temporal foram escolhidos de acordo com os 

seguintes critérios: P12 – Avaliação da alteração aguda pela escala de Racine, 

um dia após o insulto hipertérmico; P30 – Análise  do primeiro período de latência 

entre a hipertermia e o início das crises (ver abaixo); P60 – Período de 

susceptibilidade a crises não recorrentes induzidas por cainato (ver abaixo); 

P120 – Período de crises recorrentes [Dubé et al., 2006; Dubé et al., 2010]. Em 
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P30 os ratos submetidos previamente ao insulto hipertérmico mostram-se 

resistentes à droga pro-convulsivante pentilenotetrazol (PTZ) [Gonzalez-

Ramirez et al., 2009] Inversamente, em P60 esses animais mostram-se 

susceptíveis a doses sub-convulsivantes da droga cainato [Zhao et al., 1985]. 

 

3.1.4 Microdissecção do hipocampo 

 

A microdissecção foi realizada após decapitação [Gorter et al., 2006]. A 

região CA3 ventral do hipocampo dos animais foi removida por incisão na parte 

ventrocaudal abaixo da fissura rinal.  

As amostras de CA3 foram estocadas em tubos Eppendorf contendo RNA 

laterTM (Qiagen) para posterior extração do RNA total. 

 

3.2 Obtenção de microRNA 

 

3.2.1 Extração do RNA total   

 

As amostras microdissecadas de CA3 foram homogeneizadas com o 

TissueRupter (Qiagen, catálogo #9001272, Valencia, CA, EUA) e o RNA total foi 

extraído utilizando-se o kit RNeasy Lipid Tissue (Qiagen, catálogo #74804, 

Valencia, CA), de acordo com especificações do fabricante. A integridade desse 

material foi avaliada no Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, 

CA, EUA) por meio do valor RIN (RNA Integrity Number). Apenas amostras com 

RIN≥7, isto é, com mais de 70% de moléculas integras, foram utilizadas nos 

experimentos posteriores de marcação e hibridação. 

 

3.2.2 Amplificação e marcação fluorescente do RNA 

 

O kit Low Input Quick Amp Labeling (Agilent Technologies) foi utilizado na 

geração do cRNA (RNA complementar) para as etapas de marcação e 

hibridização. O protocolo consiste da transcrição reversa de uma alíquota de 

100ng de RNA total em cDNA. Esse, por sua vez, é sintetizado em cRNA, 

marcado com o corante fluorescente Cy3 e purificado por colunas pelo kit Illustra 

RNAspin Mini RNA Isolation (GE Healthcare, catálogo #25-0500-71, Alemanha). 
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A qualidade do cRNA foi calculada com base em medidas espectrofotométricas 

obtidas no equipamento Nanovue (GE Healthcare, Milwaukee, WI, EUA). Foram 

consideradas qualificadas para uso nos experimentos as amostras que 

apresentaram rendimento superior a 1.65 µg e atividade específica de Cy3 maior 

que 9 ρmol por µg de RNA. 

Para as lâminas de microRNA foi utilizado o kit miRNA Complete Labeling 

and Hyb (Agilent Tecnologies, catálogo #5190-0456, Santa Clara, CA, EUA) para 

as etapas de marcação e hibridação. 

 

3.2.3 Microarrays de mRNA e microRNA 

 

Os experimentos para análise de expressão gênica e de microRNAs 

foram realizados na plataforma da Agilent Technologies, seguindo os protocolos 

fornecidos pelo fabricante. Para expressão gênica foram utilizadas lâminas de 

microarrays de mRNA, com oligonucleotídeos de 60 bases contendo 44.000 

transcritos do genoma de rato (Agilent whole rat genome 4X44K v3 

oligonucleotide microarrays, G2519F-028282). Para expressão de microRNAs 

foram utilizadas lâminas de microarrays com oligonucleotídeos de 15 bases 

contendo 719 transcritos de microRNAs de rato (Agilent Rat miRNA Microarray, 

Release 19.0, 8x15K, G4471A-046066). 

 

3.2.4 Hibridização das lâminas de microarrays e aquisição dos dados 

 

As lâminas de mRNA foram incubadas a 65°C por 17 horas e as lâminas 

de microRNA foram incubadas a 55°C por 20 horas, ambas em uma câmara de 

hibridização e submetidas às etapas de lavagem de acordo com o protocolo da 

Agilent versão 6.5 (maio de 2010), para as lâminas de mRNA, e o protocolo da 

Agilent versão 2.4 (setembro de 2011), para as lâminas de microRNA. Após a 

hibridização, as imagens foram capturadas pelo leitor Agilent Bundle (Agilent 

Technologies G2505C) e extraídas pelo software Feature Extraction versão 

10.7.3 (Agilent Technologies), para que os valores de expressão fossem obtidos 

a partir do parâmetro de sinal processado (gProcessedSignal). A qualidade 

dessas lâminas foi analisada pelo relatório de controle de qualidade gerado pelo 
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software. As médias das intensidades das sondas de cada gene foram obtidas e 

em seguida, foi calculado o logaritmo na base 2 (log2) dos valores encontrados. 

 

3.3 Bioinformática 

 

3.3.1 Análise das redes de co-expressão gênica (WGCNA) 

 

Construção de redes e identificação de módulos - Todos os genes anotados 

em GO (23.786 genes para CTL e HS) foram usados para weighted gene 

coexpression network analysis (WGCNA). As redes foram construídas usando o 

pacote de software WGCNA R. O coeficiente de correlação de Pearson foi 

utilizado para a obtenção de medidas de similaridade de co-expressão gênica e 

para a construção subsequente de uma matriz de adjacência utilizando matriz 

de poder brando e de sobreposição topológica (TOM). O processo de soft 

threshold transforma a matriz de correlação para imitar a topologia sem escala. 

O TOM é usado para filtrar conexões fracas durante a construção da rede. A 

identificação do módulo é baseada no TOM e no clustering hierárquico de linkage 

médio. Mantendo-se o critério de topologia livre de escala, a potência (soft 

threshold) β = 12 foi considerada para ambas as redes (Figura 2). Por fim, um 

algoritmo de corte (dynamic tree cut) foi usado para a seleção de ramos do 

dendrograma.  

O módulo eigengene (ME) é definido como o primeiro componente 

principal de um determinado módulo, que pode ser considerado um 

representante dos perfis de expressão gênica em um módulo. A associação ao 

módulo (MM), também conhecida como conectividade baseada em eigengene 

(kME), é definida como a correlação de cada perfil de expressão gênica com o 

módulo eigengene de um determinado módulo.  

A conectividade do nó intramodular foi calculada considerando: i) kTotal, 

toda a conectividade de rede de cada gene; ii) kWithin, conexões genéticas com 

outros genes no mesmo módulo [Langfelder & Horvath, 2008]. 
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Figura 2. Análise de topologia de rede para grupos CTL e HS. Os 

ráficos no lado direito mostram o índice de ajuste livre de escala (eixo y) como 

uma função da potência de Soft Threshold (eixo x) para grupos CTL (a) e para 

HS (b). Os gráficos no lado esquerdo mostram o Mean Connectivity (eixo y) como 

uma função de Soft Threshold (eixo x). 

 

Associação de module-traits - Primeiro obteve-se a Significância do Gene 

(GS), que é um valor da correlação entre a característica (intervalos de tempo) 

de cada grupo e os valores de expressão gênica. O GS médio para um módulo 

particular é considerado como uma medida de significância do módulo (MS). Os 

valores de GS foram obtidos usando a correlação de Pearson e para atribuir um 

valor p à significância do módulo, usamos o teste t de Student. Os módulos, que 

apresentaram alto valor de correlação |r| ≥ 0,5 e p <0,01 foram selecionados para 

análise funcional biológica de genes modulares. 
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Análise intramodular para seleção de hubs - kTotal e kWithin foram usados 

para categorização do gene. Genes apresentando alto kTotal e kWithin foram 

considerados como hubs no módulo. Nós plotamos todos os valores genéticos 

em um gráfico kTotal vs kWithin. 

 

Análise de preservação de módulo (análise de rede por consensus) - Por 

fim, foi realizada uma análise de rede de consenso para avaliar a preservação 

do módulo na rede HS quando a redes de consenso, uma rede comparativa entre 

os módulos HS e CTL. Esta preservação é obtida calculando as sobreposições 

de cada par de módulos de consenso HS usando o teste exato de Fisher para 

atribuir um valor p a cada uma das sobreposições entre pares [Langfelder & 

Horvath, 2008]. 

 

Construção e visualização das sub-redes de co-expressão gênica – As sub-

redes de co-expressão gênica para os três módulos positivamente e 

significativamente correlacionados ao período P120 do grupo HS foram 

construídas utilizando threshold de 0.10, o qual considera apenas conexões com 

sobreposição topológica (TOM) acima desse valor. A visualização das conexões 

das sub-redes entre os genes mais conectados de cada módulo foi realizada 

utilizando o software Cytoscape (versão 3.1.0, www.cytoscape.org). Além disso, 

os miRNAs altamente correlacionados aos genes dos hubs foram integrados 

nessas sub-redes. 

 

3.3.2 Análise do perfil de microRNAs nas redes de co-expressão 

 

Os miRNAs diferencialmente expressos (DE) ao longo dos intervalos de 

tempo selecionados para cada grupo (CTL ou HS) foram identificados usando o 

teste ANOVA (p <0,05) no software TMeV (TIGR MultiExperiment Viewer). Os 

miRNAs abundantemente expressos para cada grupo e intervalos de tempo 

foram selecionados a partir de um ponto de corte acima do desvio padrão (SD) 

das médias das amostras. 

A expressão dos hubs também foi avaliada ao longo dos intervalos de 

tempo para cada grupo (CTL ou HS) utilizando o teste ANOVA (p <0,05) no 

TMeV para identificar os genes dos polos DEs. 

http://www.cytoscape.org/
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As interações do miRNA com hubs foram avaliadas pela correlação de 

Pearson em software R para identificar a correlação negativa (r ≤ -0,75) que 

mostra a interação biológica entre os genes do miRNA.  
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4. RESULTADOS  

 

4.1 Análise comparativa de miRNAs 

 

Duas análises globais de miRNA foram realizadas: uma análise temporal 

para identificar os miRNAs diferencialmente expressos (DEs) ao longo dos 

intervalos de tempo para cada grupo (CTL e HS) e outras análises pontuais para 

identificar os miRNAs abundantemente expressos para cada intervalo de tempo 

no grupo CTL ou HS. 

Na primeira análise foram encontrados 20 miRNAs DE específicos para o 

grupo CTL, 13 específicos para o grupo HS e 20 miRNAs comuns para ambos 

os grupos, conforme descrito na Tabela 2. 

 

 

Tabela 2. Análise comparativa de miRNAs diferencialmente expressos 

(DE) entre os grupos CTL e HS. 

 

Na identificação dos miRNAs abundantemente expressos foram 

encontrados um total de 12 miRNAs (Tabela 3), todos identificados como DE em 

um ou ambos os grupos experimentais. Quatro miRNAs abundantes - let-7b-5p, 

let-7c-5p, miR-1224, miR-125b-5p - são comuns a todos os grupos e intervalos 

de tempo e os outros são abundantemente expressos apenas em um grupo e/ou 

intervalos. 

 

Group DE miRNA 

CTL and HS 

(20 miRNAs) 

let-7a-5p, let-7b-5p, let-7c-5p, let-7d-5p, let-7e-5p, miR-125a-5p,  

miR-128-3p, miR-149-5p, miR-190a-3p, miR-190a-5p, miR-223-3p,  

miR-328a-3p, miR-329-3p, miR-342-3p, miR-369-3p, miR-374-3p,  

miR-434-3p, miR-494-3p,miR-539-3p, miR-98-5p 

CTL                 

(20 miRNAs) 

let-7f-5p, let-7i-5p, miR-1-5p, miR-1224, miR-125b-5p, miR-186-5p, 

miR-190b-5p, miR-191a-3p, miR-196c-5p, miR-204-5p, miR-221-3p, 

miR-29a-3p, miR-331-5p, miR-338-3p, miR-365-3p, miR-376b-5p, miR-

466b-2-3p, miR-466b-3p, miR-6216, miR-7b 

HS                  

(13 miRNAs) 

miR-126a-5p, miR-129-2-3p, miR-136-5p, miR-144-5p, miR-16-3p,  

miR-32-3p, miR-3473, miR-376c-5p, miR-384-3p, miR-466b-5p,       

miR-672-5p, miR-99a-5p, miR-9a-5p 

 



Resultados  

 

31 
 

 
Tabela 3. Análise comparativa dos miRNAs DE abundantemente 

expressos nos grupos CTL e HS. 

 

 

4.2 Análise das redes de co-expressão gênica por WGCNA 

 

Redes globais de expressão gênica foram obtidas por WGCNA para cada 

grupo CTL e HS. Após a adotar um valor de corte, o dendrograma de 

agrupamento hierárquico identificou 14 módulos genéticos distintos para CTL e 

12 para HS. O tamanho do módulo variou de 105 (módulo salmon) a 1.369 

(módulo turquoise) para o grupo CTL e de 93 (módulo green yellow) para 2.205 

(módulo turquoise) para o HS. A análise integrativa do gene miRNA mostrou que 

os miRNAs são restritos em relação a um grupo específico e/ou intervalo de 

tempo. 

 

4.2.1 Rede CTL  

 

A análise das relações módulo-trait identificou nove módulos - blue, 

magenta, pink, black, green, red, greenyellow, turquoise, brown, yellow - 

significativamente associados (p <0,05) a pelo menos um intervalo de tempo 

(Figura 3a).  

 

 

 

 

abundantly P12 P30 P60 P120 

miRNAs  CTL HS CTL HS CTL HS CTL HS 

let-7a-5p   X X X X X X X 

let-7b-5p X X X X X X X X 

let-7c-5p X X X X X X X X 

let-7d-5p     X 

 

    X X 

let-7e-5p     

  

    X X 

miR-1224 X X X X X X X X 

miR-125a-5p     

 

X   X 

  miR-125b-5p X X X X X X X X 

miR-128-3p     

  

    

 

X 

miR-29a-3p               X 

miR-328a-3p     

  

X   

  miR-494-3p X X 

  

X X 

 

X 
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Figura 3. WGCNA do grupo CTL (a) Heatmap para a relação entre 

módulos e cinco características: sexo e os intervalos de tempo P12, P30, P60 e 

P120. A barra de cores indica os valores de significância do módulo (MS) que 

variam de 1 a -1. No heatmap, os números indicam os valores de correlação do 

módulo e os números entre parênteses indicam p-valores. Nove módulos - 

magenta, pink, black, green, red, green yellow, turquoise, brown and yellow - 

estão positivamente e altamente associados a pelo menos um intervalo de tempo 

(p <0,05). (b) Dendrograma dos módulos obtido para o grupo CTL. As caixas 

vermelhas indicam os sub-meta-módulos com hubs que têm alta correlação com 

miRNAs. miRNAs em negrito são DE apenas no grupo CTL. * miR-125b-5p é 

abundantemente expresso apenas no grupo CTL. 
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Como esses módulos apresentaram valores de correlação altos e 

positivos, categorizamos os genes desses módulos por meio de medidas de 

conectividade intramodular para identificar os hubs, ou seja, os nós da rede que 

apresentam kTotal alto e kWithin (Figura 4).  

 

 

 

Figura 4. Categorização de hubs para o grupo CTL. Gráficos de 

dispersão entre conectividade de rede (eixo x) e conectividade intramodular (eixo 

y) dos genes presentes nos módulos blue, magenta, pink, black, green, red, 

turquoise, brown, and yellow da rede CTL. As cores dos pontos identificam os 

hubs selecionados. 

 

Todos os hubs são genes DE e suas funções biológicas aparecem 

descritas na Tabela 4. 
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Tabela 4. Rede CTL: Processo biológico dos hubs em módulos 

positivos e altamente associados a intervalos de tempo (vermelho escuro 

ou verde escuro) e co-variação da expressão DE miRNA-gene. ✓ indica hubs 

que apresentam alto valor GS associado a intervalos de tempo; genes em negrito 

também são genes centrais na rede HS; miRNAs em negrito são DE apenas no 

grupo CTL; e *miR-125b-5p é abundantemente expresso. As cores da coluna 

vermelha ou verde indicam, respectivamente, genes expressos em hiper ou hipo 

em intervalos de tempo. 

 

O dendrograma do módulo CTL eigengene apresentou dois meta- 

módulos principais, aqui designados como a e b (Figura 3b). É interessante notar 

que o meta-módulo a engloba dois sub-meta-módulos: a1 e a2 que estão 

relacionados aos intervalos P12 e P30, respectivamente. Os módulos black e 

green estão intimamente associados com P12 e P30, respectivamente. O meta-

módulo b engloba dois sub-meta-módulos: b1 e b2 que estão relacionados aos 

intervalos P120 e P60, respectivamente. Além disso, os módulos brown e yellow 

estão intimamente associados ao intervalo P60 e ao módulo turquoise com o 

P120. 

 

Módulos e genes associados ao intervalo P12 - O intervalo P12, relacionado 

ao sub-meta-módulo a1, está mais associado aos módulos blue, magenta, pink, 

green, red e black. Neste intervalo de tempo, cinco miRNAs DE - miR-1-5p, miR-

186-5p, miR-196c-5p, miR-223-3p, miR-374-3p - regulam a expressão da maior 

parte dos hubs neste intervalo. 

O módulo magenta possui três hubs com funções relevantes para 

desenvolvimento cerebral. O hub Tspan6 está envolvido na transmissão 

sináptica no hipocampo e na plasticidade neuronal [Salas et al., 2017]. Os hubs 

Smg6 e Tmco3 estão relacionados ao processo sináptico e são importantes para 

o crescimento neuronal [Long et al., 2010; Duan et al., 2018a]. 

O módulo pink engloba também três importantes hubs. O gene Dynlt1 

regula a gênese de neurônios a partir de precursores corticais [Gauthier-Fisher 

et al., 2009]. O Gtf2a2 é um gene alvo de p53 envolvido no processo apoptótico 

[Girardot et al., 2015], assim como Ptrh2, que atua na sobrevivência celular 

durante o desenvolvimento cerebral [Hu et al., 2014]. 
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O módulo black apresenta quatro hubs importantes. O gene Apod está 

relacionado à motilidade neuronal [Rickhag et al., 2006], diferenciação neuronal 

e ao impulso nervoso [García-Mateo et al., 2018]. O gene Dok4 está relacionado 

à diferenciação neuronal [Grimm et al., 2001], mielinização celular e 

axonogênese [Blugeon et al., 2011]. Outro hub, Cd302, está relacionado à 

migração de células dendríticas e à fagocitose [Lo et al., 2016]. O hub Rac3 está 

associado ao desenvolvimento de interneurônios gabaérgicos nas regiões 

cortical e hipocampal [de Curtis, 2014]. 

O módulo green apresenta três hubs relevantes – Crebl2, Nkiras2 e Pycr1 

- todos também são hubs no grupo HS. O gene Crebl2 está relacionado a 

apoptose e proliferação celular [Ma et al., 2015]. O gene Nkiras2 está relacionado 

ao estresse oxidativo [Luna et al., 2009]. O hub Pycr1 está associado ao 

desenvolvimento neural e à autofagia [Zaki et al., 2016]. 

O módulo red abriga o hub Clpx, [Al-Furoukh et al., 2015], que codifica 

uma enzima mitocondrial essencial para a proteostase em células de mamíferos. 

 

Módulos e genes associados ao intervalo P30 - O intervalo P30, incluído no 

sub-meta-módulo a2, está significativamente associado a três módulos - salmon, 

tan e green yellow - sendo este último o único módulo significativamente 

correlacionado com P30. Neste intervalo de tempo, quatro miRNAs DE - miR-

125a-5p, miR-125b-5p (esses dois também abundantemente expressos neste 

período), miR-7a-5p, miR-186-5p - regulam a expressão de muitos hubs nesses 

módulos.  

O módulo green yellow engloba diversos genes envolvidos com apoptose, 

uma função relevante para o desenvolvimento cerebral. Dos nove hubs 

pertencente a este módulo, três deles - Cacna1g, Fgd1 e Hmox1 - estão 

relacionados à apoptose e transmissão neural. O Cacna1g é um gene que 

codifica uma subunidade de um canal de cálcio ativado de baixa voltagem, 

relacionado à ativação do potencial de ação [Calderón-Rivera et al., 2015], 

aumentando a convulsão espontânea na epilepsia quando mutado [Calhoun et 

al., 2016]. O gene Fgd1 está relacionado a diversas vias de desenvolvimento 

neuronal [Bottani et al., 2007] e o gene Hmox1 está associado à 

neuroplasticidade e vias de sobrevivência celular [Schipper & Song, 2015]. 
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Módulos e genes associados ao intervalo P60 - O intervalo P60, relacionado 

ao sub-meta-módulo b2, é altamente associado aos módulos brown, yellow e 

purple e os hubs associados a este período são regulados por três miRNAs DE: 

miR-1-5p, miR-128-5p e miR-329-5p.  

O módulo brown possui onze hubs, sendo um deles, Dstyk, altamente 

expresso no cérebro de ratos jovens (2 semanas) e adultos (100 dias). Esse 

gene atua indução de apoptose por vias dependente e independente de caspase 

e sua ablação experimental reduz a capacidade de aprendizado e memória em 

roedores [Li et al., 2014]. O módulo yellow possui dois hubs relevantes: o gene 

Atrn - também hub no grupo HS - está relacionado aos processos de mielinização 

e mutações neste gene levam à hipomielinização neuronal [Izawa et al., 2010]; 

o gene Qsox1 se relaciona à apoptose e ao estresse oxidativo [Morel et al., 

2007], processos importantes para a manutenção neuronal. 

 

Módulos e genes associados ao intervalo P120 - Por fim, o intervalo P120, 

associado ao submeta-módulo b1, está mais relacionado ao módulo turquoise 

que apresenta três hubs regulados por miR-125b-5p, miRNA DE 

abundantemente expresso neste intervalo de tempo. Um desses hubs, Irs1, é 

um fator neurotrófico para os neurônios do hipocampo [Zheng & Quirion, 2004]. 

Resumidamente, os módulos significativos no grupo CTL abrangem 

muitos hubs envolvidos em funções relevantes para o desenvolvimento do 

cérebro, tais como apoptose, transmissão neural e vias de sinalização. 

 

4.2.2 Rede HS  

A análise das relações módulo-trait identificou oito módulos - greenyellow, 

blue, red, brown, green, black, magenta, and purple - que foram 

significativamente (p <0,05) associados a pelo menos um intervalo de tempo 

(Figura 5a).  
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 Figura 5. WGCNA do grupo HS (a) Heatmap para a relação entre 

módulos e cinco características: gênero e intervalos de tempo P12, P30, P60 e 

P120. Barra de cores indica os valores de significância do módulo (MS) que 

variam de 1 a -1. No heatmap, os números indicam os valores de correlação do 

módulo e os números entre parênteses indicam p-valores. Oito módulos - green 

yellow, blue, red, brown, green, black, magenta and purple - estão positivamente 

e altamente associados a pelo menos um intervalo de tempo (p <0,05). (b) 

Dendrograma do módulo obtido para o grupo HS. Caixas vermelhas indicam os 

sub-meta-módulos com hubs que têm alta correlação com miRNAs. miRNAs em 

negrito são DE apenas no grupo HS. 

 

Comparativamente ao grupo CTL, em HS todos os módulos têm, além de 

hubs envolvidos em funções importantes para o desenvolvimento cerebral, 

vários outros hubs relevantes envolvidos com funções relacionadas a epilepsia, 

tais como remodelamento da cromatina, estresse oxidativo e inflamação. Como 

oito módulos apresentaram os valores de correlação mais altos e positivos com 
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pelo menos um intervalo de tempo, categorizamos os hubs desses módulos por 

meio de conectividade intramodular (Figura 6).  

 

 

 

 

Figura 6. Categorização de hubs para o grupo HS. Gráficos de 

dispersão entre conectividade de rede (eixo x) e conectividade intramodular (eixo 

y) dos genes presentes nos módulos green yellow, blue, red, brown, green, black, 

magenta, and purple da rede HS. As cores dos pontos identificam os hubs 

selecionados. 

 

As funções biológicas desses hubs estão listadas na Tabela 5.  
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Tabela 5. Rede HS: Processo biológico dos hubs em módulos 

positivos e altamente associados a intervalos de tempo (vermelho escuro 

ou verde escuro) e co-variação da expressão DE miRNA-gene. ✓ indica  hubs 

que apresenta, alto valor GS associado a intervalos de tempo; genes em negrito 

são também hubs na rede CTL; miRNAs em negrito são DE apenas no grupo 

HS. As cores da coluna vermelha ou verde indicam, respectivamente, genes 

expressos em hiper ou hipo em intervalos de tempo. 

 

O dendrograma do módulo HS apresentou dois meta-módulos principais, 

aqui designados como a e b (Fig. 5b). É interessante notar que o meta-módulo 

a engloba dois sub-meta-módulos: a1 e a2, que estão relacionados aos 

intervalos P30 e P12, respectivamente. Os módulos red e green yellow estão 

intimamente associados com P12 e P30, respectivamente. O meta-módulo b 

engloba dois sub-meta-módulos: b1 e b2 que estão relacionados aos intervalos 

P60 e P120, respectivamente. Além disso, os módulos black e yellow estão 

fortemente associados ao intervalo P60 e o módulo green ao intervalo P120. 

Todos os intervalos de tempo apresentam muitos hubs relacionados a três 

miRNAs DE: miR-384-3p, miR-190a-5p e miR-144-5p. 

 

Módulos e genes associados a P12 - O intervalo P12, relacionado ao sub-

meta-módulo a2, está significativamente associado aos módulos red, blue, 

brown e turquoise. 

O módulo red tem sete hubs, sendo três deles possivelmente relevantes 

na reação ao insulto hipertérmico. Com efeito, um deles, o gene Amd1 está 

relacionado à regulação da diferenciação de precursores neurais [Zhang et al., 

2012]. O hub Dhcr7 está associado a alterações nas transmissões 

serotoninérgicas quando mutado em camundongos [Trent et al., 2014]. O 

Nkiras2, também hub em P12 no grupo CTL, está relacionado ao estresse 

oxidativo [Luna et al., 2009]. 

O módulo blue possui oito hubs, dois deles relacionados à transmissão 

neural e um deles relacionado à resposta inflamatória. O polimorfismo do hub 

Adora2a está relacionado ao estado epiléptico febril e convulsões [Shinohara et 

al., 2013]. O hub Kctd9 é um membro da família dos genes Kctd, que está 

relacionado à epilepsia mioclônica com curso grave, sendo diferencialmente 
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expresso em pacientes com epilepsia do lobo temporal farmacologicamente 

resistentes [Van Bogaert et al., 2007]. O gene Gpsm3 está relacionado ao 

inflamassoma [Giguère et al., 2014] e regula Nlrp3, um gene envolvido na 

atividade epiléptica e convulsões [Meng et al., 2014]. 

O módulo brown tem dez hubs e quatro deles, sendo dois hubs também 

no grupo CTL, têm funções relevantes no cérebro. O gene Crebl2 está 

relacionado a apoptose e proliferação celular [Ma et al., 2015]. O hub Mtss1 

regula o crescimento de neuritos [Yu et al., 2016]. O gene Sdc1 atua na 

proliferação e manutenção de células progenitoras neurais [Wang et al., 2012] e 

está relacionado à via Wnt [Yu et al., 2017], importante no processo de 

epileptogênese na epilepsia do lobo temporal [Huang et al., 2015]. O hub Pycr1 

está associado ao desenvolvimento neural e à autofagia [Zaki et al., 2016]. 

 

Módulos e genes associados a P30 - O intervalo P30, associado ao submeta-

módulo a1, é altamente relacionado ao módulo green yellow e nenhum DE 

miRNA foi associado à regulação da expressão dos hubs desse módulo. O 

módulo green yellow possui seis hubs, sendo dois deles relacionados à 

transmissão neuronal: o gene Atrn, já descrito na rede CTL, está relacionado à 

mielinização; e o gene Pth2 está relacionado à transmissão glutamatérgica 

excitatória [Dobolyi et al., 2010] e à crises tardias quando expresso em níveis 

não adequados [Dimitrov & Usdin, 2010]. O gene Samd4b se relaciona à 

diferenciação celular durante a neurogênese em mamíferos [Amadei et al., 

2015]. 

 

Módulos e genes associados a P60 - O intervalo P60, relacionado ao sub-

meta-módulo b1, é altamente associado aos módulos black e yellow. O módulo 

black possui onze hubs, três deles relacionados à transmissão neural. O gene 

Cdk1 quando mutado leva à epilepsia associada a lesões glioneuronais [Schick 

et al., 2007]. A regulação positiva de Plp1 está relacionada à atividade elétrica 

na epilepsia do lobo temporal [Arion et al., 2006]. O gene Tead2 regula a 

proliferação celular durante o desenvolvimento neocortical [Vied et al., 2014]. O 

hub Lgi3 foi relacionado ao funcionamento alterado de canais iônicos na 

epilepsia do lobo temporal lateral [Gu et al., 2002]. 
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Módulos e genes associados a P120 - O intervalo P120, associado ao 

submeta-módulo b2, está mais relacionado a quatro módulos – green, pink, 

magenta e purple - que apresentam hubs fortemente correlacionados com os 

miRNAs DE - miR-384-3p, miR-190a-5p e miR-144-5p - expressos em todos os 

intervalos de tempo, e ao miR-342b-3p, um miRNA DE expresso somente neste 

intervalo. A análise de enriquecimento neste módulo mostrou que muitos dos 

seus genes estão envolvidos em funções como transmissão neural, fagocitose, 

apoptose e resposta imune/inflamatória. 

O módulo green apresenta onze hubs, quatro deles relacionados à 

transmissão neural, vias de sinalização relevantes na epilepsia, e apoptose. O 

hub Gpx7 está relacionado ao estresse oxidativo e é hiperexpresso na convulsão 

induzida por cainato em ratos jovens [Friedman et al., 2013]. O gene Gskip está 

relacionado à apoptose e à via Wnt, via atuante na epileptogênese na ELTM 

[Huang et al., 2015]. O gene Socs2, que regula os processos apoptóticos, é 

diferencialmente expresso no hipocampo do rato após convulsão induzida por 

pilocarpina [Rosell et al., 2003]. 

O módulo magenta possui onze hubs, três dos quais relacionados à 

funções neurais e outros dois relacionados à resposta imune/inflamatória. O hub 

Actl6b, alias Baf53b, regula a plasticidade sináptica, que é diminuída na sua 

hipoexpressão [White et al., 2016]. O hub Atp13a2 está relacionado à regulação 

do metabolismo de ferro no cérebro [Hayflick et al., 2018]. O metabolismo de 

ferro no cérebro é alterado pelo estado inflamatório induzido pela epilepsia de 

insulto febril e isso está sendo avaliado como um potencial biomarcador na 

epilepsia [Auvin et al., 2017]. O hub Cab39 está relacionado à regulação da via 

PI3K/AKT na epilepsia do lobo temporal [Duan et al., 2018b) e na epilepsia 

experimental no rato [Mazumder et al., 2018]. O hub Cdkn2aip, ou CARF, é uma 

proteína que se liga ao DNA e tem função relevante no desenvolvimento 

sináptico e na função neuronal [West, 2011]. O gene Cptp, está envolvido na 

geração de eicosanoides pro-inflamatórios [Simanshu et al., 2013]. O hub Lig4 

codifica uma proteína com forte efeito neuroprotetor por inibir o canal de cálcio 

TREK-1 [Wang et al., 2018].  

O módulo purple tem sete hubs, sendo três deles claramente relacionados 

a excitação neuronal e epilepsia, como descrito a seguir. O gene Frs2 está 

relacionado à maturação neuronal no giro denteado e à sinaptogênese 
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excitatória [Nandi et al., 2018]. O gene Glo1 tem variantes polimórficas em 

humanos [Tao et al., 2016] e em camundongos [Distler et al., 2013] que se 

relacionam à epilepsia de início tardio, refratariedade a drogas 

anticonvulsivantes e susceptibilidade aumentada a crises convulsivas. Por fim, o 

gene Hspa13 está relacionado à via ERAD (Endoplasmic-Reticulum-Associated 

Protein Degradation), um marcador da epilepsia associada a crises febris 

convulsivas [Todd et al., 2014]. 

Considerando- se apenas os três módulos altamente correlacionados ao 

período P120 em HS, foram construídas as sub-redes desses módulos (Figura 

7). Investigou-se a correlação entre miRNAs DE e os hubs dessas sub-redes. 

Nota-se aqui que o módulo green não apresentou, no threshold adotado (0.10) 

ligações com os demais módulos. Por correlação de Pearson, verificou-se que, 

no módulo green, o miR-384-3p interage com o hub Nrn1l. Nos módulos magenta 

e purple, o miR-190a-5p liga-se aos hubs: Cyb5a e Sec62, ambos de alto GS, e 

Cab39, em magenta e ao hub de alto GS Golga4 em purple. O miR-144-5p 

interage também com Golga4. Finalmente, miR-342-3p interage com o hub de 

alto GS Hspa13 no módulo purple. A descrição funcional destes hubs foi feita 

nos parágrafos anteriores e o papel dos três módulos aqui considerados será 

analisado na seção de Discussão. 

É importante mencionar que todos os hubs em HS são genes DE com 

variação temporal e que grande parte possui um alto valor de GS. Este resultado 

indica que módulos contendo genes HGS como hubs estão relacionados a 

funções variáveis ao longo de todos os intervalos de tempo ou a funções 

associadas a estágios agudos (P12) ou crônicos (P120). 

Em resumo, os módulos significativos no grupo HS abrangem, além de 

hubs envolvidos em funções importantes para o desenvolvimento do cérebro, 

muito outros hubs que estão associados a funções relacionadas ao processo de 

epileptogênese, como inflamação, neurogênese e excitação neuronal. 
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Figura 7. Sub-redes para os três módulos HS associados a P120 e 

miRNAs altamente correlacionados a hubs. Genes e miRNAs são 

representados como nós circulares e vee, respectivamente. Os nós estão 

coloridos de acordo o módulo: green, magenta e purple. Os hubs são 

identificados pela cor da borda do nó: azul para hubs e amarelo para hubs com 

alto valor de GS. As linhas cinzas indicam ligações gene-gene e linhas cinzas 

escuro indicam interações gene-miRNA altamente correlacionados (r ≤ -0,75). 
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4.2.3 Análise do consenso do grupo HS  

 

A análise da rede HS com a rede consenso entre os grupos CTL e HS 

mostrou que os módulos significativos e mais preservados – brown, green e 

black - estão relacionados a funções associadas ao desenvolvimento cerebral, 

como homeostase celular transmissão neural. Por outro lado, os módulos 

significativos, mas menos preservados – green yellow, blue, red, magenta e pink 

- estão mais associados aos estágios agudo (P12) e crônico (P120) (Figura 7). 

Conclui-se assim que os módulos menos preservados constituem uma 

assinatura genômica funcional que caracteriza o insulto precipitante inicial em 

P12 e a instalação do período de crises crônicas em P120. 

 

 

Figura 8. Análise comparativa de módulos HS e módulos de 

consenso HS-CTL. Os números na tabela indicam as contagens de genes na 

interseção dos módulos de consenso correspondentes. A barra de cores 

gradiente de branco a vermelho indica o valor log (p) (teste exato de Fisher). 

Correspondence of HS set−specific and Consensus modules

0

10

20

30

40

50

C
on

s 
tu

rq
uo

is
e:

 2
16

1

C
on

s 
br

ow
n:

 4
98

C
on

s 
ye

llo
w
: 4

06

C
on

s 
bl
ue

: 5
37

C
on

s 
gr

ee
n:

 3
07

C
on

s 
gr

ey
: 1

51
5

HS greenyellow: 93

HS blue: 625

HS red: 164

HS turquoise: 2205

HS brown: 510

HS green: 219

HS pink: 151

HS yellow: 409

HS black: 160

HS magenta: 148

HS purple: 138

HS grey: 602

0 13 0 12 4 64

368 8 0 5 108 136

2 19 57 69 2 15

1626 256 51 6 49 217

78 79 203 37 0 113

69 0 0 21 89 40

7 2 0 8 0 134

2 1 78 206 10 112

0 0 0 102 19 39

1 53 1 16 2 75

1 61 15 28 0 33

7 6 1 27 24 537



Discussão  

 

47 
 

5. DISCUSSÃO 

 

 O estudo dos mecanismos celulares e moleculares evolvidos na 

epileptogênese constitui um assunto de grande interesse, uma vez que o melhor 

entendimento desse processo poderia levar a novas alternativas terapêuticas e 

à descoberta de drogas anti-epileptogênicas. Nesse contexto, é preciso 

considerar que na epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM), a forma mais 

comum da doença em adultos, o insulto precipitante, febril ou não-febril, 

determina o subtipo da ELTM, o que inclui características clínicas, como a 

refratariedade a drogas anti-convulsivantes, período silente e, muito importante,  

o mecanismo molecular da doença [Bando et al., 2011; Engel et al., 2012;  Bando 

et al., 2013; Moreira-Filho et al., 2015].  Boa parte dos estudos sobre o 

mecanismo molecular da ELTM utilizou explantes de hipocampo obtidos em 

cirurgia de epilepsia. Embora esses estudos tenham contribuído muito para o 

conhecimento da ELTM refratária, não há aqui possibilidade de comparações 

com tecido normal, ou de observação temporal do desenvolvimento da doença. 

Como abordado na seção de Introdução, o recurso a modelos animais é uma 

boa alternativa para contornar as limitações dos estudos com explantes 

cirúrgicos. Assim, neste trabalho conduzimos uma investigação temporal 

integrada de redes de co-expressão gênica e microRNAs em um modelo 

experimental de convulsão febril induzida por hipertermia, utilizando ratos Wistar 

[Azevedo et al., 2018]. 

Estudos genômicos comparativos foram conduzidos na região CA3 

ventral do hipocampo de animais submetidos a insulto hipertérmico (HS) e 

controles (CTL), nos intervalos de tempo P12, P30, P60 e P120 (ver Métodos). 

Diferenças significativas entre os grupos HS e CTL foram primeiramente 

observadas na análise dos níveis de expressão de miRNA. Essa análise revelou 

cinquenta e três miRNAs expressos diferencialmente (DE), dos quais vinte 

estavam presentes tanto no grupo HS como no grupo de controle. Vinte miRNAs 

eram DE no grupo CTL, treze miRNAs eram DE no grupo HS, no qual os animais 

desenvolveram crises convulsivas após o tratamento hipertérmico. Para melhor 

compreender o papel desses miRNA ao longo dos intervalos de tempo nos 

grupos CTL e HS, conduzimos o estudo da variação da expressão gênica global 

em CA3 por WGCNA - nos mesmos intervalos de tempo e grupos de 
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comparação - e integramos esses resultados aos dados de miRNA em módulos 

transcricionais selecionados, conforme apresentado na seção anterior. 

O modelo de insulto por hipertermia utilizado nesse trabalho revelou 

similaridades interessantes com a epilepsia do lobo temporal medial associada 

ao insulto febril. Com efeito, 45% dos animais apresentaram crises convulsivas 

após o insulto hipertérmico. Crianças que sofrem uma crise febril prolongada até 

quatro anos de idade têm risco entre 23 e 42% risco desenvolver epilepsia 

[Shinnar et al., 2008; Hesdorffer et al., 2016], com o aumento do risco associado 

à ocorrência de status epilepticus. Além disso, os animais passaram a ter crises 

recorrentes e espontâneas após 120 dias de vida - isto é, após um período de 

latência - o que também é comumente observado em pacientes que 

desenvolvem ELTM após insulto febril no início da infância [Moreira-Filho et al., 

2015]. Mais importante ainda, a análise temporal do perfil transcricional e de 

miRNA dos dois grupos, CTL e HS, ao longo de quatro intervalos de tempo 

revelou um quadro indicativo do mecanismo molecular da doença, indo do insulto 

precipitante inicial (IPI) até o início das crises convulsivas crônicas. Esse quadro 

é a seguir discutido, comparando-se os resultados obtidos em cada intervalo de 

tempo entre os grupos CTL e HS. 

 

Intervalo P12 – No intervalo P12, os animais do grupo CTL apresentaram 

um perfil de expressão gênica em CA3 caraterizado por módulos e hubs 

majoritariamente associados a funções relevantes para o desenvolvimento 

cerebral, o que é esperado em se tratando de aninais jovens que não foram 

submetidos ao insulto hipertérmico (ver Tabela 4). Assim, observou-se no grupo 

CTL que o módulo magenta se relaciona à plasticidade neuronal e ao processo 

sináptico, com destaque para os genes Tmco3, Tspan6 e Smg6 [Long et al., 

2010; Salas et al., 2017; Duan et al., 2018a]. O módulo pink está associado à 

gênese neuronal e à apoptose, enquanto o módulo black se associa à 

diferenciação, motilidade e migração celular no hipocampo. Apod, um hub desse 

módulo, altamente expresso e significante em P12, está associado à 

diferenciação motilidade e transmissão do impulso nervoso em neurônios 

[García-Mateo et al., 2018]. O módulo green se relaciona à apoptose, estresse 

oxidativo e autofagia envolvendo, respectivamente, os genes Crebl2, Nkiras2 e 

Pycr1 [Luna et al., 2009; Ma et al., 2015; Zaki et al., 2016].  
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Já no grupo HS, em que P12 corresponde ao intervalo imediatamente pós 

insulto, o perfil de expressão gênica associa-se principalmente a funções 

relacionadas ao impacto do insulto precipitante no tecido da região CA3. Esse 

impacto traduz-se em alterações na transmissão sináptica e na resposta 

inflamatória (ver Tabela 5). Realmente, foi observado em HS nesse intervalo que 

o módulo red possui genes relacionados ao estresse oxidativo e alterações em 

transmissões sinápticas, respectivamente, com os hubs Nkiras2 e Dhcr7 [Luna 

et al., 2009; Trent et al., 2014]. Já o módulo brown se associa à apoptose, 

proliferação celular e vias de sinalização em epilepsia, como Wnt, importante no 

processo de epileptogênese no lobo temporal, principalmente com os genes 

Crebl2 e Sdc1 [Ma et al., 2015; Yu et al., 2017]. E, por fim, o módulo blue 

apresenta hubs fortemente associados a características distintivas da epilepsia, 

como convulsões, resistência a drogas anticonvulsivantes e atividade do 

inflamassoma, respectivamente, com os hubs Nlpr3 e Adora2a, Kctd e Gpsm3 

[Van Bogaert et al., 2007; Shinohara et al., 2013; Giguère et al., 2014; Meng et 

al., 2014]. 

 

Intervalo P30 – No intervalo P30, os animais do grupo CTL apresentaram 

um perfil de expressão gênica por WGCNA caracterizado por um único módulo, 

green yellow, o qual contém hubs associados a funções do desenvolvimento 

cerebral (ver Tabela 4). Nesse módulo se destacam os genes: Cacna1g, 

associado a transmissão neuronal [Calderón-Rivera et al., 2015]; Fgd1, atuante 

em diversas vias de desenvolvimento neuronal e [Bottani et al., 2007]; Hmox1, 

relacionado à plasticidade neuronal [Schipper & Song, 2015]. 

No grupo HS, P30 é primeiro intervalo do período silente, isto é, do 

período de latência entre o insulto inicial e o aparecimento de convulsões 

recorrentes. O módulo significativamente relacionado a esse intervalo é o green 

yellow, que se caracteriza por apresentar um perfil de expressão gênica 

associada à neurogênese, com o hub Samd4b [Amadei et al., 2015], e à 

transmissão neuronal, com os genes Atrn, envolvido na mielinização e também 

hub no grupo CTL, e Pth2, envolvido na regulação da transmissão 

glutamatérgica [Dimitrov & Usdin, 2010]. Cabe lembrar que nesse primeiro 

intervalo silente os aninais apresentam resistência a convulsões induzidas por 

PTZ [Gonzalez-Ramirez et al. 2009]. 
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Intervalo P60 – No intervalo P60, os animais do grupo CTL apresentaram 

um perfil de expressão gênica em CA3 caraterizado por módulos e hubs 

relacionados principalmente à manutenção neuronal. Assim, observou-se no 

grupo CTL que os módulos brown e yellow apresentam, respectivamente, como 

principais hubs os genes Dstyk e Qsox1, relacionados a processos apoptóticos 

e de resistência ao estresse oxidativo, importantes para o desenvolvimento 

cerebral [Morel et al., 2007; Li et al., 2014]. 

Já no grupo HS o segundo intervalo do período silente tem o módulo black 

como significativamente associado. Esse módulo se caracteriza por um perfil de 

expressão gênica relacionado a alterações na transmissão neural relacionadas 

ao processo de início das crises convulsivas recorrentes. Nesse módulo, como 

detalhado na seção de Resultados, diversos hubs estão associados a alterações 

cerebrais que ocorrem em processos epilépticos: lesões de células neuronais, 

atividade elétrica e alterações em canais iônicos na epilepsia do lobo temporal, 

respectivamente, com os genes Cdk1, Plp1 e Lig3 [Gu et al., 2002; Arion et al., 

2006; Schick et al., 2007]. 

É interessante notar que em P60 já há uma susceptibilidade do cérebro a 

convulsões, o que é evidenciado pelo fato de que, nesse intervalo, animais 

previamente insultados têm convulsões quando submetidos a doses sub-

convulsivantes de cainato [Zhao et al. 1985]. 

 

Intervalo P120 – No intervalo P120, os animais do grupo CTL 

apresentaram um perfil de expressão gênica por WGCNA caracterizado por um 

único módulo, o turquoise, o qual contém hubs associados a funções como 

silenciamento da cromatina e estimulo neurotrófico (ver Tabela 4).  Irs1, um hub 

desse módulo, altamente expresso e significante em P120, é um fator 

neurotrófico para neurônios hipocampais [Zheng & Quirion, 2004].  

Já no grupo HS, no qual P120 corresponde ao intervalo de início das 

crises convulsivas recorrentes, o perfil de expressão gênica associa-se 

principalmente a funções provavelmente relacionadas ao processo de 

recorrência das crises convulsivas. Esse processo traduz-se, principalmente, em 

alterações na transmissão neural, fagocitose, apoptose e resposta 

imune/inflamatória. Realmente, foi observado em HS nesse intervalo que o 
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módulo green possui genes relacionados ao estresse oxidativo, à apoptose e 

vias de sinalização em epilepsia, como Wnt, importante no processo de 

epileptogênese no lobo temporal [Huang et al., 2015]. Esse módulo também 

inclui os genes Gpx7 e Socs2, os quais são diferencialmente expressos em 

modelos de convulsões induzidas farmacologicamente, sendo o Socs2 um hub 

altamente expresso e significante em P120 [Rosell et al., 2003; Friedman et al., 

2013]. O módulo magenta apresenta genes relacionados à plasticidade sináptica 

e neuroproteção envolvendo, respectivamente, os genes Actl6 e Lig4, ambos 

altamente expressos e significantes em P120 [White et al., 2016; Wang et al., 

2018]. Nesse módulo, também se destacam dois outros genes significantes e 

altamente expressos nesse período: Atp23a2 e Cptp, relacionados à processos 

inflamatórios [Simanshu et al., 2013; Hayflick et al., 2018]. Por fim, o módulo 

purple possui genes relacionados ao estímulo neuronal excitatório e à epilepsia. 

Nesse módulo, merecem destaque o gene Fr2, associado ao processo de 

excitação neuronal, o gene Glo1, no qual variações polimórficas se relacionam 

à susceptibilidade a crises e à refratariedade farmacológica, e o gene Hspa13, 

relacionado a crises febris convulsivas [Todd et al., 2014; Tao et al., 2016; Nandi 

et al., 2018]. Esses três genes são significantes e altamente expressos no 

intervalo P120. 

 

Em síntese, o estudo genômico temporal aqui conduzido num modelo de 

insulto hipertérmico em ratos, que mimetiza a epilepsia do lobo temporal mesial 

de insulto precipitante febril [Dubé et al. 2012; Azevedo et al. 2018], permitiu: 

identificar perfis de expressão gênica e de miRNA que caracterizam os períodos 

imediatamente sequentes ao insulto precipitante, os período silente, ou de 

latência, e o período de início das crises convulsivas recorrentes.  

É interessante notar que esse modelo animal recapitula a epileptogênese 

por insulto precipitante febril, do insulto ao início da fase crônica. Os resultados 

da análise temporal aqui apresentados - não possíveis de serem obtidos no 

estudo de explantes cirúrgicos de pacientes com ELTM refratária, muitos dos 

quais tiveram insulto precipitante febril – constituem uma contribuição à 

descoberta de potenciais alvos terapêuticos que sirvam, no futuro, ao 

desenvolvimento de drogas antiepileptogênicas. 
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6. CONCLUSÕES 

 

1) O modelo animal de insulto hipertérmico em ratos mostrou ser adequado para 

a investigação dos mecanismos moleculares associados epilepsia do lobo 

temporal mesial induzida por insulto precipitante febril. 

 

2) A adoção de uma metodologia de análise temporal da expressão gênica e de 

miRNAs na região CA3 do hipocampo permitiu identificar eventos moleculares 

associados à resposta ao insulto precipitante hipertérmico, ao período silente 

pós-insulto, bem como ao período em que se instalam as convulsões 

recorrentes. 

 

3) A identificação de genes e miRNAs associados à resposta ao insulto, período 

silente e período de crises recorrentes é uma contribuição para a identificação 

de potenciais alvos terapêuticos. Para isso, futuramente, devem ser realizados, 

neste mesmo modelo animal, estudos complementares de histopatologia do 

cérebro e condução de estudos em outras áreas além de CA3, tais como 

amigdala e córtex. 
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