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RESUMO

PEREIRA, Adriana Lis. Expressdo dos microRNAs: miR-27a, miR-636, miR-1229
associados a memdria em amigdalas, hipocampos e sangue de pacientes com
diagnostico de epilepsia. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

INTRODUCAO: A epilepsia é uma doenca cronica do sistema nervoso central (SNC), que
gera consequéncias neurobioldgicas, cognitivas e psicossociais, afetando mais de 70 milhdes
de pessoas em todo o mundo. O tipo mais comum de epilepsia focal € a do lobo temporal com
esclerose hipocampal, caracterizada pela perda celular e gliose no hipocampo e amigdala.
Varios estudos tém demonstrado a presenca de déficit de memodria em pacientes com
epilepsia de dificil controle. Entretanto, pouco se sabe sobre os aspectos moleculares
envolvidos no processo das alteragBes da funcdo cognitivas dos pacientes com epilepsia.
Neste contexto, a literatura atual tem demonstrado que pequenas moléculas de RNA
denominadas microRNAs regulam vias moleculares importantes na epileptogénese. Portanto,
identificar possivel modulacdo de alvos moleculares associados a meméria pelos microRNAs
pode contribuir para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas assim como
ferramentas que auxiliem no seu diagnostico e prognostico da doenca. JUSTIFICATIVA: A
epilepsia de lobo temporal tem sido associada a disfungdes cognitivas, especialmente a
disturbios de memdria de curta e de longa durac¢é@o. Muitos estudos demonstram a presenca
de déficit de memoéria em pacientes epilépticos de dificil controle. A identificacdo de alvos
moleculares associados a perda memdria pode contribuir para o desenvolvimento de novos
alvos terapéuticos assim como para o desenvolvimento de novas ferramentas que auxiliem
no diagnostico e progndstico da doenca. HIPOTESE: Nossa hipétese é que microRNAs
reguladores de alvos moleculares associados a memoéria podem estar envolvidos no
progndstico dos pacientes farmacoresistentes apés tratamento cirdrgico. OBJETIVO: Analisar
a expressao dos microRNAs: miR-27a, miR-636, miR-1229 reguladores de alvos associados
a memoéria em amigdalas, hipocampos e sangue de pacientes com diagnéstico de epilepsia.
METODOS: Amostras de hipocampo e sangue de 20 pacientes com ELTM, foram analisadas,
sendo 10 com boa evolugdo poés-operatéria (Engel 1) e 10 com evolugdo poés-operatdria
insatisfatéria (Engel 1l e V). Hipocampos de necropsias e sangue de individuos saudaveis,
foram utilizados para controle. A andlise de expressao dos miRNAs foi feita utilizando a técnica
de RQ-PCR. RESULTADOS E CONCLUSOES: O microRNA-27a apresentou-se
diferencialmente expresso entre o grupo controle e o grupo epilepsia tanto no hipocampo
quanto no sangue. Entretanto, o mesmo ndo foi observado em amigdalas. Também
apresentou-se diferencialmente expresso entre Engel | e Il e IV tanto no sangue quanto em
amigdalas e hipocampos. Entretanto, o padrao de expressao foi inverso, ou seja, em
amigdalas o0 miR-27a apresentou niveis de expressao mais altos no grupo controle quando
comparado com o grupo epilepsia e no hipocampo e sangue 0s niveis de expressado deste
microRNA foram mais altos no grupo epilepsia. O microRNA-636 apresentou-se
diferencialmente expresso quando observada a classificacdo de Engel em amigadas. O
microRNA-1229 n&o apresentou-se diferencialmente expresso entre os grupos estudados em
amigadas. A importancia de mais estudos a cerca da participacao desses microRNAs e sua
elucidacao de sua correlacao com possiveis efeitos nocivos as funcdes cognitivas, devem ser
investigados na epilepsia, afim de contribuir para novas descobertas

Palavras-chave: Epilepsia, Memaria, microRNAS.



ABSTRACT

PEREIRA, Adriana Lis. Expression of microRNAs: miR-27a, miR-636, miR-1229
associated with memory in tonsils, hippocampus and blood of patients diagnosed with
epilepsy. 2023. Thesis (Doctorate). Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, University of S&o
Paulo. Ribeirdo Preto — SP, 2023.

INTRODUCTION: Epilepsy is a chronic disease of the central nervous system (CNS), which
generates neurobiological, cognitive and psychosocial consequences, affecting more than 70
million people worldwide. The most common type of focal epilepsy is temporal lobe epilepsy
with hippocampal sclerosis, characterized by cell loss and gliosis in the hippocampus and
amygdala. Several studies have demonstrated the presence of memory deficits in patients with
difficult-to-control epilepsy. However, little is known about the molecular aspects involved in
the process of changes in the cognitive function of patients with epilepsy. In this context,
current literature has demonstrated that small RNA calls called microRNAs regulate molecular
pathways important in epileptogenesis. Therefore, identifying possible modulation of molecular
targets associated with memory by microRNAs can contribute to the development of new
therapeutic approaches as well as tools that help in the diagnosis and prognosis of the disease.
JUSTIFICATION: Temporal lobe epilepsy has been associated with cognitive dysfunctions,
especially short- and long-term memory disorders. Many studies have demonstrated the
presence of memory deficits in difficult-to-control epileptic patients. The identification of
molecular targets associated with memory loss can contribute to the development of new
therapeutic targets, as well as to the development of new tools that aid in the diagnosis and
prognosis of the disease. HYPOTHESIS: Our hypothesis is that regulatory microRNAs of
molecular targets associated with memory may be involved in the prognosis of drug-resistant
patients after surgical treatment. OBJECTIVE: To analyze the expression of microRNAs: miR-
27a, miR-636, miR-1229 that control targets associated with memory in tonsils, hippocampus
and blood of patients diagnosed with epilepsy. METHODS: Hippocampus and blood samples
from 20 patients with TLE were prognoses, 10 with good postoperative evolution (Engel 1) and
10 with unsatisfactory postoperative evolution (Engel IlI and 1V). Hippocampus from
necropsies and blood from healthy individuals were used as controls. The expression analysis
of the mIiRNAs was performed using the RQ-PCR technique. RESULTS AND
CONCLUSIONS: The microRNA-27a was differentially expressed between the control group
and the epilepsy group both in the hippocampus and in the blood. However, the same was not
observed in the tonsils. It was also differentially expressed between Engel | and 11l and IV both
in the blood and in the tonsils and hippocampus. However, the expression pattern was inverse,
that is, in the tonsils, miR-27a showed higher expression levels in the control group when
compared to the epilepsy group and in the hippocampus and in the blood, the expression levels
of this microRNA were higher in the epilepsy group. MicroRNA-636 was differentially
expressed by observing the Engel classification in nuclei. microRNA-1229 was not differentially
expressed between the groups studied in tonsils. The importance of further studies on the
participation of these microRNAs and the elucidation of their correlation with possible
deleterious effects on cognitive functions should be investigated in epilepsy, in order to
contribute to new discoveries.

Keywords: Epilepsy, Memory, microRNAs.
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1 INTRODUCAO
1.1 EPILEPSIA

A epilepsia € uma doenca crénica do sistema nervoso central (SNC), que
pode afetar pessoas de todas as idades, sexos, ragas, grupos de renda e localizagdes
geograficas, gerando consequéncias neurobioldgicas, cognitivas e psicossociais. E
caracterizada pela predisposicdo a crises epilépticas espontaneas e afeta mais de 70
milhdes de pessoas em todo o mundo, apresentando maior incidéncia em paises de
baixa e média renda (DEVINSKY et al., 2018; THIJS et al., 2019; GBD 2016;
EPILEPSY COLLABORATORS, 2019). Pode ser letal, principalmente devido a
consequéncias diretas como estado de mal epilético (crise com duragao = 30 minutos),
morte subita inesperada na epilepsia e acidentes (por exemplo quedas, queimaduras
e acidentes automobilisticos), ou devido a consequéncias indiretas das convulsdes,
tais como: suicidio, pneumonia por aspiracéo e efeitos adversos de medicamentos
(DEVINSKY et al., 2018; THIJS et al., 2019; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2019).

A epilepsia é definida como “uma ocorréncia transitéria de sinais e/ou
sintomas devido a atividade neuronal excessiva ou sincrona anormal no cérebro” de
acordo com a ultima atualizacéo da Liga Internacional Contra a Epilepsia (International
League Against Epilepsy - ILAE) (FALCO-WALTER; SCHEFFER; FISHER, 2018;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). Trés situagbes sé@o consideradas no
diagndstico de epilepsia: ocorréncia de pelo menos duas crises ndo provocadas por
uma causa imediata ou com mais de 24 horas de intervalo; uma crise ndo provocada
com alta probabilidade de recorréncia (260% nos proximos 10 anos); ou um
diagnoéstico de sindrome epiléptica (FALCO-WALTER; SCHEFFER; FISHER, 2018;
THIJS et al., 2019; GBD 2016; EPILEPSY COLLABORATORS, 2019).

A classificagdo de convulsdes e epilepsia foi originalmente descrita em
1981 por uma comissdo da ILAE, e continua sendo utilizada atualmente, sendo
revisada e atualizada ao longo dos anos. Os niveis de classificacdo incluem o tipo de
convulsao, o tipo de epilepsia e sindrome epiléptica. O primeiro nivel, € baseado nos
tipos de convulsdes: focal (origem em um hemisfério cerebral); generalizada (origem

em ambos hemisférios cerebrais simultaneamente); ou de inicio desconhecido (na
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falta de informacéao suficiente para classificar a convulsdo como focal ou generalizada)
(THIJS et al., 2019; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019; PERUCCA et al.,
2020). O segundo nivel, consiste na classificacdo de 4 tipos de epilepsia: focal,
generalizada, focal e generalizada combinadas e epilepsia desconhecida. O terceiro
nivel, visa delinear a sindrome epiléptica, se baseando na etiologia da epilepsia, que
pode ser dividida nas seguintes categorias: estrutural (inclui um deteccdo em exame
de neuroimagem concordante com achados clinicos); genética (histérico familiar
relevante ou uma variacdo especifica em um gene, considerada patogénica para
epilepsia); infecciosa (refere-se a um paciente com epilepsia, ndo a um paciente com
convulsdes devido a uma infeccdo aguda); metabdlica (epilepsia provocada por um
desequilibrio metabdlico); imunolégica (quando uma doencga autoimune é responsavel
pelo surgimento da epilepsia); e desconhecida (pacientes em que a etiologia
permanece incerta) (FALCO-WALTER; SCHEFFER; FISHER, 2018; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2019; PERUCCA et al, 2022; NABBOUT;
KUCHENBUCH, 2020; RINEY et al., 2022). Além disso, €é importante o
reconhecimento de comorbidades associadas, que incluem sintomas
neurocomportamentais, neuropsiquiatricos (transtorno do espectro autista,
depresséao), cognitivos (deficiéncia intelectual e de aprendizagem) e motores (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2019; PERUCCA et al, 2022; NABBOUT;
KUCHENBUCH, 2020).

A classificacado apropriada e a identificacdo da etiologia da doenca, tem
contribuido para a melhor compreensdo dos mecanismos patofisiolégicos, assim
como de biomarcadores especificos associados, o que permitird o delineamento de
estratégias de tratamento mais eficazes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019;
NABBOUT; KUCHENBUCH, 2020).

A epilepsia do lobo temporal com esclerose hipocampal (ELT-EH) € o tipo
mais comum de epilepsia focal, caracterizado pela perda celular e gliose no
hipocampo e amigdala (principais estruturas mesiais do lobo temporal) (MOURA et
al., 2012; HAMAMOTO et al., 2020; GATTAS et al., 2022).

O desenvolvimento de estudos histopatolégicos e analises de
neuroimagem através de amostras de tecidos epiléticos de humanos apos a remogao
cirdrgica, ou tecidos obtidos de modelos animais epilépticos, tém permitido a melhor
compreensao dos principais genes, mecanismos fisioldgicos e vias envolvidas no

surgimento e avanco da doenca. Apés autopsia e andlise de tecidos de 26 pacientes
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com epilepsia do lobo temporal, foram identificadas anormalidades multifocais
afetando principalmente o hipocampo (85%), cerebelo (46%) e amigdala (42%)
(HAMAMOTO et al., 2020; HERMANN et al., 2021).

O processo no qual um cérebro normal gradualmente desenvolve epilepsia
€ chamado de epileptogénese, que pode ser dividida em trés fases:

1- AlteracBes cerebrais iniciam ap0s um breve insulto (como traumatismo

craniano ou acidente vascular cerebral).

2- Periodo latente: inicia imediatamente ap6s o insulto (traumatismo
craniano ou acidente vascular cerebral) ou devido a um tumor ou
encefalite, e persiste até a ocorréncia de convulsées crbnicas nao
provocadas.

3- Convulstes recorrentes (alteracdes celulares e moleculares exacerbam
a gravidade da doenca).

Esse processo causa varias alteracdes bioldgicas, tais como: gliose,
inflamacé&o descontrolada, neurodegeneracdo, alteracdes nos circuitos neurais,
deterioracdo da barreira hematoenceféalica, reprogramacédo epigenética e alteracbes
estruturais e funcionais em receptores, canais ibnicos, transportadores e enzimas
responsaveis pela neurotransmissao excitatoria e inibitéria (PATEL et al., 2019).

O controle da excitabilidade neuronal é conduzido pelo glutamato e GABA,
que respectivamente controlam a neurotransmissao excitatoria e inibitéria no cérebro.
Os receptores de glutamato podem ser ionotrépicos (AMPA, NMDA e cainato), ou
metabotropicos (mMGIuR). O aumento dos niveis de glutamato extracelular é observado
em tecidos epilépticos animais e humanos. A neurotoxicidade e morte neuronal
excitotoxica é causada principalmente pela ativacdo excessiva de receptores NMDA
e subsequente acumulo intraneuronal de calcio, como resultado da interrupcéo da
homeostase gerada pelas convulsées (MOURA et al., 2012; PATEL et al., 2019;
HAMAMOTO et al., 2020; RHO; BOISON. 2022). O neurotransmissor GABA, interage
com 0s canais idnicos por meio dos receptores GABAA (GABAA-Rs), e promove
hiperpolarizagdo neuronal através da regulagédo do fluxo de cloreto nas células
(PATEL et al., 2019; HAMAMOTO et al., 2020).

Os astrocitos, mediados por vias de sinalizagdo inflamatorias, podem
promover a epileptogénese e recorréncia de convulsdes, pois estdo envolvidos na
degradacéao de redes perineuronais em torno de neurénios inibitérios e sinaptogénese

excitatoria reativa, favorecendo a hiperexcitabilidade neuronal. Portanto, os astrocitos
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tém a capacidade de interferir na cadeia de suprimento do glutamato vesicular e do
GABA, afetando os niveis de glutamato extracelular, o suprimento de GABA e
glutamato e a fungéo sinptica (VEZZANI; BALOSSO; RAVIZZA., 2019; PATEL et al.,
2019; VEZZANI et al., 2022).

Apesar dos avanc¢os na medicina com a descoberta de medicamentos anti-
epilépticos, o tratamento continua sendo um desafio. as drogas utilizadas atualmente,
principalmente para epilepsia aguda, ndo sdo capazes de agir com eficiéncia na
epileptogénese (HAMAMOTO et al., 2020). Além disso, aproximadamente 40% dos
casos de epilepsia sdo resistentes aos medicamentos. Esses pacientes devem ser
direcionados a centros especializados, para analise e direcionamento a outras op¢cées
de tratamento, tais como: cirurgia e terapias de neuromodulacdo. No entanto, o
tratamento cirargico ndo é aplicavel a todos os pacientes e depende da natureza e
localizacéo da area epileptogénica no cérebro (THIJS et al., 2019).

A Escala de Engel, tem sido amplamente utilizada para avaliar o resultado

apoés o tratamento cirargico, dividindo os pacientes em quatro classes (I - IV):

Engell - ndo apresenta crises convulsivas;
Engel Il - apresenta raras crises convulsivas, < 2 vezes ao ano;
Engel lll - reducdo significativa da frequéncia de crises convulsivas

(reducéo maior que 90%));

Engel IV -ndo apresenta reducdo do numero de crises convulsivas, ou

nao apresenta melhorias significativas.

Engel | € considerado como bom progndstico, enquanto Engel II-IV séo
considerados como mal progndsticos. Aproximadamente 10% dos casos apresentam
pouca ou nenhuma melhora no controle das crises (SHIH et al., 2011; ANTONIO et
al., 2019; GATTAS et al., 2022; YAO et al., 2022).

Devido as dificuldades encontradas para definicAo do diagndstico e
prognostico da doenga, assim como na escolha de abordagens terapéuticas
adequadas a condicdo, é de extrema importancia a identificacdo de potenciais

biomarcadores para o delineamento de estratégias de tratamento mais eficazes.

1.2 EPILEPSIA E MEMORIA
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A memoria ndo € apenas a retencdo do conhecimento, mas sim a
capacidade do ser humano em conservar e relembrar mentalmente conhecimentos,
conceitos, vivéncias, fatos, sensacdes e pensamentos experimentados em tempo
anterior. E uma funcdo primordial que permite codificar, armazenar e recordar
informacéo externa, potencialmente Gtil, permitindo ao ser vivo uma adaptacao ao
meio através do aumento do conhecimento deste. Os processos de codificacéo,
formados pela representacdo do mundo no cérebro através do ajuste de sinapses nas
redes neuronais, incluem trés etapas: retencdo, armazenamento e recuperagao da
mesma.

Consiste também na capacidade do ser humano em conservar e relembrar
mentalmente conhecimentos, conceitos, vivéncias, fatos, sensacdes e pensamentos
experimentados em tempo anterior. A memoria refere-se a retengcéo de habilidades
adquiridas ou de informacé&o e em situacdes cotidianas, os adultos, especialmente 0s
idosos, podem ter algumas dificuldades de recuperacao de memoria. Mesmo sendo
consequéncia do envelhecimento, a diminuicdo da eficiéncia da memaria é também
influenciada por questdes como genética, fatores ambientais, vivéncias, habitos
linglisticos, carater e personalidade. A perda da memoéria esta relacionada com a
degeneracéo dos neurdnios cerebrais tanto por envelhecimento quanto por alteracées
decorrentes de patologias, traumas e déficits neurolégicos adquiridos ou congénitos,
como epilesias, aonde ha uma perda evolutiva dessas células nervosas, afetando
assim a capacidade de memorizacdo (RODRIGUES; MARQUES, 2006; VALENTI, et
al., 2022).

Existem varios tipos de memodria, pois ha diversas fontes de
armazenamento de dados em nossa mente e ndo limitado em uma area determinada
de nosso cérebro. Alguns estudos, referem-se a Memaoria Sensorial por exemplo, ou
seja, as transitérias, as que duram segundos ou até menos.

Os precursores dos estudos de memdéria Logie (1986, 1995) e Baddeley
(2000, 2007) conceituam a memoria humana em relagdo ao tempo. Referem-se,
portanto, a Memoéria de Curto Prazo e Memoéria de Longo Prazo. Memoaria Imediata ou
Memoaria de Curto Prazo é a que podemos reté-la cerca de 20 segundos se prestarmos
atencao a informacao sensorial que nos chega. Memdéria de Longo Prazo € a memaria
duradoura.

A informacdo que se torna uma representacdo detalhada na memoria é

considerada uma memoria permanente. Para se transformar em Memoaria de Longo
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Prazo temos anteriormente a Memoria de Trabalho. E a meméria que proporciona o
tempo e o0 espaco para trabalhar a informacdo que é necessaria para tarefas
cognitivas complexas. A memdria de trabalho pode reter a informacgéo por dias ou até
semanas. Para se transformar em Memoria de longo prazo, precisa de algum modo
se tornar significativa, ou seja, tém que ser feitas conexdes entre a nova informacéo
e a ja armazenada (GALERA; PEREIRA de SOUZA, 2010; NEVES, 2015).

A memodria de trabalho tem a funcéo de armazenar a informacéo recebida
do ambiente, transforma-la e relaciona-la as informagdes relevantes armazenadas na
memoria de longo prazo.

No modelo proposto por Baddeley (2000, 2007), a memdéria de trabalho
envolve quatro subsistemas funcionais distintos, sendo trés armazenadores e um
processador central. O lago fonoldgico, que armazena a informacao verbal e auditiva,
€ composto por um armazenador passivo e por um sistema de recitacao articulatoria,
gue fortalece os tracos de memodria. A informacéao referente aos objetos e as relacbes
espaciais entre eles, seja informagdo presente no ambiente ou gerada pela
imaginacdao visual, € armazenada pelo esboco visuoespacial. O buffer episddico teria
a funcdo de integrar e armazenar temporariamente, em representagdes complexas,
as informac¢Bes armazenadas nos outros subsistemas, assim como aquela recuperada
da memoria de longo prazo. O executivo central teria a funcdo de controle e
coordenacao dos subsistemas de armazenamento em uma vasta gama de tarefas,
principalmente naquelas que apresentam alguma novidade para o sujeito. A existéncia
de um sistema especializado para o processamento da informacdo verbal ou
fonoldgica € bem determinado. A independéncia entre os sistemas responsaveis pelo
armazenamento da informacéo fonoldgica e visuoespacial foi estabelecida em
estudos comportamentais com sujeitos normais, em estudos neuropsicologicos, e em
estudos que utilizam técnicas de imagens funcionais do cortex (ROLAND; FRIBERG,
1985; GALERA; PEREIRA de SOUZA, 2010).

Em estudo realizado por Galera e Pereira de Souza (2010), em criancas
normoclinicas, foi explorada a relacdo entre a memoria para posicdes espaciais
codificadas a partir da visdo e a partir da informacdo cinestésica produzida pela
movimentagao passiva da méo para posi¢cdes no espaco. A suposicao inicial deste
trabalho, era que a representacdo espacial baseada na informacdo cinestésica

(afetada em casos de déficits neurologicos) poderia ser diferenciada da representacao
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espacial baseada na informacédo visual através de taxas de desenvolvimento
diferenciadas para esses dois tipos de informacéao.

Os resultados mostraram que, quando considerada a extensédo das séries
memorizadas ou 0 nimero de cruzamentos no teste aplicado para este tipo de
avaliacdo da memaéria motora (Blocos de Corsi), o desempenho tende a melhorar com
a idade numa taxa maior para a informacéo visual do que para a informag¢do motora,
mas esta diferenca néo é estatisticamente significativa.

Os autores constatam que os resultados obtidos ndo permitiram afirmar de
maneira conclusiva a existéncia de um sistema motor independente de um sistema
espacial, mas sim a despertar a aplicacéo clinica de correcdo motora em desordens
neurofuncionais, como epilepsia, utilizando o raciocinio de que a porcentagem de
respostas corretas esta correlacionada as duas modalidades de memoria (visual e
cinestésica).

Importante ressaltar que esta pesquisa abre a possibilidade de se avaliar a
memoria espacial a curto prazo em deficientes visuais, campo ndo muito explorado e
que pode contribuir para melhora da qualidade de vida em pessoas com lesao
neuroldgica, como na epilepsia, visto o treino motor ser crucial para a reabilitacdo nos
casos afetados por condi¢cdes de déficit neuromotor aonde a plasticidade neuronal
pode ser estimulada.

A plasticidade cerebral refere-se a capacidade de reorganizacdo estrutural
e funcional das redes neurais em resposta a desafios externos. Além do aprendizado
e da memoria, que permitem a adaptacdo ao ambiente em mudanca, a
neuroplasticidade é necesséria para a recuperagdo apoOs disturbios e lesdes. A
plasticidade cerebral se manifesta em muitos niveis no sistema nervoso, variando de
eventos moleculares, como alteracdes na expressao génica, disponibilidade e funcao
de proteinas, a fisiologia celular e ao comportamento. No nivel celular, a plasticidade
é suportada por modificagdes dindmicas na conectividade neural e na excitabilidade
gue sao impulsionadas por mudancgas moleculares nas sinapses, entre neurdnios e
células gliais (THOM, 2014; RATHOUR; NARAYANAN, 2019).

O hipocampo é a regido cerebral mais amplamente estudada na epilepsia
humana e experimental. Atualmente, a esclerose do hipocampo é uma das patologias
mais comuns, na epilepsia em programas cirargicos para o tratamento resistente a
medicamentos. Pode ser observada juntamente com outras sindromes epiléticas, mas

destaca-se sua elevada associagdo a sindrome da epilepsia do lobo temporal mesial,
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com incidéncia em grandes séries cirurgicas de epilepsia, entre 30,5% e 45% de todas
as sindromes epilépticas e em 56% com a sindrome do lobo temporal mesial (THOM,
2014).

As alteragbes celulares e moleculares que tornam o hipocampo
epileptogénico, a identificacdo de biomarcadores que podem ser preditivos do
resultado apds a cirurgia, bem como a correlacdo com outras comorbidades
associadas as convulsdes constituem nos dias atuais, o foco de pesquisa de muitos
pesquisadores, com intuito de promover eficazes diagndsticos neuropatolégicos.

Partindo do questionando de como a capacidade de mudar, através da
sinaptogénese, € um ingrediente essencial para armazenar novas informacdes
recebidas, ou se a degeneracdo poderia manter o equilibrio entre os objetivos
aparentemente contraditérios da necessidade de mudar, regenerar, para a codificacéo
e a necessidade de resistir a mudanca para manter a homeostase, catalogaram
sistematicamente linhas de evidéncias, abrangendo multiplas escalas de analise, que
apontam para a expressao de degeneracgéo na fisiologia e plasticidade do hipocampo;
0s autores Rastogi et al. (2022), avaliaram o potencial de degeneracdo como uma
estrutura para alcancar os objetivos conjuntos de codificacdo e homeostase sem
interferéncia cruzada.

Através da hipotese de que a complexidade biologica, envolvendo
interacOes, pode estabelecer caminhos diversos para atingir objetivos conjuntos.
Essas rotas dispares fornecem varios graus de liberdade para o sistema de
homeostase de codificacdo executar suas tarefas de maneira dependente de entrada
e estado. Em concluséo, a expressdo da degeneracdo abrangendo mdultiplas escalas
aparentemente contraditorias oferece uma regeneracéo sinaptica ideal e constituem
apenas rotas alternativas que o sistema pode recrutar para a realizacdo de seus
objetivos (RASTOGI et al., 2022).

Como no caso de déficit de memdéria motora recente, de pacientes com
epilepsia, pesquisas fornecem informacdes sobre a neurociéncia da memoria
humana. Nestes casos, € observado a possibilidade de aprendizado de novas
informacdes, porém dificuldade em recordar eventos de anos anteriores. Os
processos envolvidos no comprometimento da memoaria recente ndo sdo claros e
resultando da interacdo de multiplos fatores, incluindo a disfuncéo do hipocampo, o

qual desempenha um papel continuo no armazenamento de memaria episodica e
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semantica recente ao longo do tempo. Pacientes com epilepsia do lobo temporal
mesial apresentam um risco particular de déficits hipocampais (RASTOGI et al., 2022).

Beroun et al. (2019), em modelos animais, demonstraram que as
metaloproteinases de matriz (MMPSs), grupo de mais de vinte proteases, com funcao
de clivar componentes da matriz extracelular, moléculas de adesé&o celular, bem como
citocinas e fatores de crescimento, desempenham um papel fundamental em
processos fisiolégicos e patoldgicos cerebrais, especialmente processos de
aprendizagem e memoria, em distdrbios neuropsiquiatricos, como esquizofrenia,
varios tipos de vicios, epilepsia, sindrome do X fragil e depressdo. Uma possivel
ligacdo conectando todas essas condicdes € a plasticidade sinaptica fisioldégica onde
algumas MMPs, por exemplo, MMP-9, contribuiram para a reorganizacéo estrutural e
funcional das sinapses excitatorias localizadas nas espinhas dendriticas. Outro tema
comum que liga as condi¢des patoldgicas acima mencionadas é a neuroinflamacao e

as MMPs também demonstraram ser importantes mediadores das respostas imunes.

1.3 Epilepsia e microRNAs

A epilepsia é um disturbio cerebral cronico definido como pelo menos duas
convulsdes ndo provocadas em 24 horas. A doenca afeta aproximadamente 50
milhdes de pessoas de todas as idades em todo o mundo. De acordo com a
classificacdo da Liga Internacional Contra a Epilepsia, as crises sao divididas em
focais, generalizadas e desconhecidas (ASADI-POQOYA et al., 2017). As crises focais
sao mais comuns do que as crises generalizadas em criancas e adultos, e a epilepsia
do lobo temporal é o subtipo de doenca focal mais comum. Além disso, a ELT € o tipo
mais comum de epilepsia resistente a medicamentos. Recentemente, o papel dos
microRNAs (miRNAs) na fisiopatologia da epilepsia também foi descrito como
biomarcadores da epilepsia e novas abordagens terapéuticas (JOHNSON, 2019).
Curiosamente, variacdes de nucleotideos Unicos em sequéncias miRNAs ou seus
genes-alvo da regido 3' ndo traduzida podem afetar o risco de epilepsia e a expressao
de seus genes-alvo, aumentando assim a suscetibilidade a doencgas, incluindo a
epilepsia (YAN et al., 2019).

1.3.1 microRNAs
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MicroRNAs (miRNAs) sao pequenos RNAs nao codificantes que regulam a
expressao génica no nivel pés-transcricional, degradando ou inibindo a traducéo de
moléculas que sédo alvos de RNA mensageiro (MRNA). Os miRNAs estao envolvidos
na maioria das principais fungdes celulares, incluindo proliferagéo, diferenciagéo,
apoptose, resposta ao estresse e regulacdo da transcricdo. Tem demonstrado sua
funcdo na via de degradacdo do mRNA ou sua repressao translacional. As funcdes
dos miRNAs foram inicialmente determinadas em amostras de tecidos primarios
(ZHANG; QU; WANG, 2019). Estudos recentes mostrando &cidos nucleicos fetais
circulantes no plasma materno e deteccdo de miRNAs extracelulares circulantes no
sangue sugerem ampla oportunidade para o desenvolvimento do uso de miRNAs
circulantes como biomarcadores para diagnéstico molecular ndo invasivo (LU;
ROTHENBERG, 2018).

Os miRNAs circulantes permanecem bastante estaveis mesmo apos
sofrerem condi¢cBes adversas, tais como temperaturas extremas, acidos ou alcalis
fortes e uma preservacao a longo prazo. Além disso, as fun¢des dos miRNAs também
estdo envolvidas na modulacdo de uma variedade de processos celulares e
fisiopatologia, como sobrevida neuronal, diferenciacdo, metabolismo, morte /
apoptose, canceres e até mesmo doencas cerebrais (LIU et al., 2019b; XIAO et al.,
2019).

1.3.2 Biogénese dos microRNAs

A biogénese dos miRNAs ocorre a partir da transcrigcdo no nucleo celular,
a partir a transcricdo do DNA para um RNA primario (pri-miR), na grande maioria dos

7

casos, a transcricdo de miRNAs é mediada pela RNA polimerase IlI, enzima que
também é responséavel pela transcricdo de genes codificadores de proteinas. Os
nucleotideos do miRNA primario (pri-miRNA) sdo transcritos e formam estruturas
secundarias, como a regiao "tronco", onde os dois segmentos de RNA se pareiam
com seus complementos, e a regido "loop"”, onde as bases se pareiam com seus nao
complementares, formando assim um anel ciclico (estrutura em grampo). No nucleo,
os pri-miRNAs sdo processados por um complexo que inclui enzimas Drosha e
proteinas de ligacdo ao RNA de fita dupla. As estruturas resultantes, denominadas
MiRNAs precursores (pré-miRNAS), sdo exportadas para o citoplasma pela exportina-

5. No citoplasma, os pré-miRNAs s&o processados por Dicer, que remove as al¢as na
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estrutura em grampo, formando assim os duplexes de RNA. Este duplex de RNA é
integrado ao complexo de silenciamento induzido por complexo (RISC), onde as duas
fitas de RNA sdo separadas. Uma dessas fitas permanece associada ao RISC e
constitui o miRNA maduro, enquanto a fita complementar sofre degradagéo. O miR
maduro esta associado a um complexo ou conjunto de enzimas chamadas complexo
de silenciamento induzido por RNA (RISC) e suprime ou inibe a sintese de proteinas
por clivagem de RNAs mensageiros (mMRNAS) ou impedindo a traducdo de mRNAs,
inibindo a producéo de proteinas (WINTER et al., 2009) (Figura 1).

Figura 1 - Biogénese dos microRNAs (adaptado de Winter et al., 2009).
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1.3.3 Os microRNAs como biomarcadores na Epilepsia

Nos ultimos anos, o interesse em usar miRNAs como biomarcadores
aumentou. Seus papéis na regulacdo de mdultiplos alvos tornam esses pequenos
RNAs ferramentas promissoras para auxiliar na deteccéo precoce de doencas, que
podem ser exploradas em diagndsticos, progndésticos e novos alvos terapéuticos.
Outra vantagem de usa-lo € que, em comparacdo com o mRNA, o miRNA é mais
estavel e menos suscetivel & modificagdo quimica e degradacdo pela RNAse. No
entanto, o uso de miRNAs Unicos como biomarcadores é limitado devido a falta de
especificidade e sensibilidade (CAO; LI; CHAN, 2016; EYILETEN et al., 2021).

A andlise da expressao alterada de um painel de miRNAs é necessaria para
usar esses pequenos RNAs como biomarcadores MicroRNAs (miRNAs) podem
desempenhar papéis importantes na patogénese de doencas neurolégicas. O
pareamento de bases ocorre entre 0 miR e 0 gene alvo, geralmente dentro do 3'-UTR
do mRNA, levando ao recrutamento de outros fatores que levam a degradacédo do
MRNA ou repressao traducional (GONG; HUANG; CHEN, 2022). Nos mamiferos, 60%
dos mMRNAs tém sequéncias de sementes de ligacdo a miR conhecidas; assim, no
cérebro, os miRs sdo particularmente abundantes e controlam a neurogénese. No
modelo de camundongo Dicer knockout, a biogénese do miR é bloqueada, levando a
perda neuronal e a morte prematura dos animais (SUN et al., 2022).

A pesquisa sobre epilepsia mostrou que muitos miRNAs especificos estéo
desregulados nessa sindrome, o que pode ter implicacdes na etiologia e no tratamento
da epilepsia. Muitos miRs, como o0 miR-124, sdo altamente expressos em células
cerebrais, mas indetectaveis em outros tecidos. Além disso, neurdnios excitatorios e
inibitérios, astrocitos, microglia e oligodendrécitos expressam miRs especificos
(MARTINEZ; PEPLOW, 2023). Por outro lado, a perda de miRs individuais também
pode ser suficiente para produzir fenétipos do SNC, como perda de miR-9, perda de
miR-124 levando a defeitos no desenvolvimento do cérebro que resulta em
neurodegeneracdo do hipocampo (SANUKI et al., 2011), e a delecdo pos-natal de
miR-128 de neurdnios dopaminérgicos resulta em epilepsia (TAN et al., 2013).

Atualmente, o papel dos miRs na fisiopatologia da epilepsia tem sido
descrito na estrutura e funcdo sinaptica (miR-134, miR-128, miR-203 e miR-139),

neurogénese e migracdo neuronal (MiR-134, miR-128, miR-124 e miR-137),
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inflamacéo (miR-146 e miR-22), transcricdo (miR-132, miR-124 e miR-199) e morte
celular (miR-34a e miR-184) (BRENNAN; HENSHALL, 2020).

O miR-25a (miR-25a-3p) consiste em 22 nucleotideos (CAUU GCAC
UUGU CUCG GUCU GA) e tem 1163 transcricbes de mRNA alvo previstas com
conservadas sites (TargetScanHuman verséo 7.1). O miR-25a pertence a familia de
sementes miR25a-3p/32-5p/92-3p/363-3p/367-3p amplamente conservada
evolutivamente e tem os mesmos alvos de mRNA previstos como 0 outro miRNA
membros desta familia de sementes. O miR-25a (miR-25a-5p) consiste em 22
nucleotideos (AGGC GGAG ACAC GGGC AAUU GC) e tem 1868 transcricdes de
MRNA previstas; no entanto, esses alvos previstos sdo principalmente falsos
positivos. O miR-25a tem se demonstrado como um importante regulador em eventos
de desenvolvimento celular, atuando como um regulador negativo do crescimento do
musculo cardiaco e desenvolvimento de células cardiacas (GO:0055022), podendo
atuar na hipertrofia cardiaca e insuficiéncia cardiaca em condi¢fes fisiopatoldgicas
(SARKOZY; KAHAN; CSONT, 2018).

Além disso, muitas das moléculas-alvo do miR25a podem ser encontradas
entre células extracelulares componentes da matriz e receptores de membrana. Sob
condicdes fisiopatoldgicas, 0 miR-25a também € um miRNA oncogénico bem descrito,
tendo um papel importante no desenvolvimento e disseminacdo de muitos tipos de
tumores, incluindo tumores cerebrais, pulmdo, mama, ovario, préstata, tiredide,
canceres de esbfago, gastrico, colorretal, hepatocelular, etc. (MENG et al., 2015).

Outros grupos de moléculas alvo do miR-25a sdo importantes reguladores
da apoptose, autofagia, estresse oxidativo, inflamacédo, manipulagdo de calcio, etc.
Esses mecanismos podem ser fatores-chave na patogénese do infarto do miocardio,
insuficiéncia cardiaca, diabetes mellitus, nefropatia diabética, nefropatia
tubulointersticial, asma broénquica, lesédo cerebral por isquemia/reperfusdo, doencas
neurodegenerativas, esquizofrenia, esclerose mdltipla, etc (SARKOZY; KAHAN;
CSONT, 2018).

Para Pan et al.,, 2015, em um estudo, o miR-25a foi reprimido em um
modelo de privacdo de oxigénio-glicose por 48 horas e 48 horas reperfusdo em
neuroblastoma humano SH-SY5Y e células IMR-32. O aumento da expressao do miR-
25a apresentou-se protegida contra a apoptose induzida por privacao/reperfuséo de
oxigénio-glicose, possivelmente pela via Fas/FasL. Este efeito protetor do miR-25

contra a apoptose nas células de neuroblastoma humano SH-SY5Y e IMR-32, que
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demonstrou o benéfico da estimulagdo magnética transcraniana associada a
superexpressido do miR-25a e a represséo de sua acgéo direta alvo p57 (CDKN1C). E
um membro dos inibidores da quinase independente da ciclina (CDK) que bloqueiam
o ciclo celular na fase G1/S.

Em contraste, a expressdo de miR-125a-5p apresentou regulado
negativamente no hipocampo de ratos epilépticos induzidos por pentilenotetrazol (LIU
et al., 2019a). O aumento da expressdo do miR-125a-5p atenuou a epilepsia e
diminuiu niveis de fator no hipocampo suprimindo a proteina quinase IV independente
de calmodul (CAMK4), sugerindo que o miR125a-5p pode representar um novo
tratamento para a epilepsia (VIJAYAN; REDDY, 2016; LIU et al., 2019a).

A importancia de regular os niveis de miRNA foi demonstrada em uma
infinidade de estudos, com niveis desregulados sendo associados a varias doencas,
como Doenca de Alzheimer (DA), Sindrome de Down e muitos canceres. Tem sido
proposto que a formacéao de estruturas secundarias alternativas em pré-miRNAs pode
afetar seu processamento pela Dicer e, assim, a producéo de miRNA maduro dentro
da célula. Estudos de bioinformética concluiram que 13-16% de todos os pré-miRNA
humanosas sequéncias contém regides ricas em guanina (ricas em G) que tém o
potencial de formar G-quadruplex (GQ) estruturas. GQs séo estruturas secundarias
nao candnicas formadas pelo empilhamento de dois ou mais arranjos ciclicos e
planares de quarteto G de quatro residuos de guanina e estabilizados por tipo
Hoogsteen ligagdes de hidrogénio, interagcdes de empilhamento 1T-1m e cations
monovalentes intercalantes. A formacédo dessas estruturas GQ dentro de pré-miRNAs
ricos em G foi proposto para inibir seu processamento por Dicer devido a falta de um
loop de haste terminal. Entre os pré-miRNAs com sequéncias ricas em G que tém
potencial para formar estruturas GQ € o pré-miRNA-1229, cujo produto miRNA
maduro, mMiIRNA-1229-3p, recentemente demonstrou controlar diretamente a
expressdo de SORLI1. Além disso, neste estou foi realizado um GWAS que
demonstrou que o alelo guanina para adenina rs2291418 variante (citosina para uracil
no RNA) dentro do pré-miRNA-1229 esta associada com doenca neurodegenerativa
e o0 polimorfismo de nucleotideo tnico (SNP) aumenta a producdo de miRNA-1229-3p
e diminui a niveis de SORL1. Neste estudo, utilizamos varias técnicas para mostrar
gue uma estrutura GQ se forma em pré-miRNA-1229 que coexiste em equilibrio com

a estrutura em grampo estendida canbnica e que esse equilibrio € deslocado na
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variante rs2291418, favorecendo a estrutura em grampo estendido (GHANBARI et al.,
2016; NISHIBEPPU et al., 2020).

Com relagdo o miR-636, verificou-se que a regulagédo da expressao de
proteinas foi examinada usando uma abordagem computacional que previu 0 3'-UTRs
de mRNA de IL1R1, RANK, IKBKB e FAM13A para conter regides de sementes que
sao reconhecidas por uma variedade de miRNAs incluindo miR-636 (MORISHITA et
al., 2018).

Em um estudo, a expressdo de miRNA e mRNA em ar-liquido culturas de
células de interface (ALI) e em amostras brénquicas de Pacientes com Fibrose Cistica
(FC) e individuos saudaveis sem FC. NOs também realizamos modulagéo
experimental in vitro da expressao de miR-636 para elucidar a regulacédo de quatro
alvos diferentes (IL1R1, RANK, IKKB e FAM13A), determinado por bioinformatica
analise e confirmada pela andlise funcional, no contexto de CF. Finalmente,
determinamos um papel potencial para neutrofilos miR636 e biomarcadores

plasmaticos de inflamacao em pacientes com FC (BARDIN et al., 2019).

1.4 EPILEPSIA, MEMORIA e microRNASs

A epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM) é caracterizada como um
distarbio neuroldgico cronico, no qual pode afetar cerca de 65 milhdes de pessoas em
todo mundo (BRENNAN; HENSHALL, 2018).

As epilepsias genéticas envolvem mutacfes em genes neuronais cruciais
como KCC2 e HCN1, e ainda, as epilepsias adquiridas normalmente evoluem de
diversas patologias resultantes da perda neuronal, mudanca de metabolismo
neuronal, inflamac&o cronica e outras, podendo ser a origem de convulsbes
espontaneas recorrentes (BRENNAN; HENSHALL, 2018).

Sao as alteracbdes nas propriedades dos neurdnios e outras células
presentes no sistema nervoso central (SNC), controlam o desenvolvimento da
hiperexcitabilidade e consequente atividade convulsiva da epilepsia. Por exemplo, as
alteracdes genéticas podem alterar as atividades neuronais, bem como mudancas na
expressdo génica, interrompendo a fungdo reguladora transcricional e pos-
transcricional (BRENNAN; HENSHALL, 2018).

Durante o processo pelo qual um cérebro normal torna-se epilético

(epileptogénese), diversos mecanismos regulatérios transcricionais e poés
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transcricionais demonstraram-se alterados, funcionando de forma aberrante
(BRENNAN; HENSHALL, 2018).

A epileptogénese é definida pelo periodo assintomatico entre o estimulo
subito, como por exemplo, uma lesdo cerebral por trauma, e a primeira convulsar
apresentada pelo doente de forma espontanea. A relacdo desse espaco de tempo
ainda é discutida na comunidade cientifica, uma que a primeira crise detectavel, sendo
este considerado o fim da epileptogénese, pode ser precedida por crises convulsivas
nao detectaveis. E ainda, a epilepsia pode apresentar-se de forma progressiva, onde
o periodo da epileptogénese pode ndo terminar no momento da primeira crise,
resultando na evolugcdo da frequéncia e gravidade das crises (BRENNAN;
HENSHALL, 2018).

Como caracteristica patoldgica do processo da epileptogénese é possivel
observar processos de neuroinflamacdo crbénica, morte neuronal (processo
apoptotico), alteracdo da neurogénese, processos epigendmico além de outros
eventos (BRENNAN; HENSHALL, 2018).

Os microRNAs sdo pequenas moléculas de fita simples ndo codificantes
formados por cerca de 19 a 20 nucleotideos. Seu papel é atuar como importante
regulador da expressédo génica a nivel pds-transcricional.

Dado a importancia da participacdo dessas pequenas moléculas na
regulacao de diversas funcdes bioldgicas extremamente importantes, a participacéo
dos microRNAs em eventos patolégicos que medeiam a epileptogénese ja vem sendo
explorado (BRENNAN; HENSHALL, 2018).

Por exemplo, 0 miR-146a um dos microRNA regulado positivamente em
astrocitos de ratos epiléticos e em amostras cerebrais de pacientes adultos com ELT.
Esses astrocitos superexpressando o miR-146a foram associados a areas de
esclerose hipocampal, fendtipo frequentemente encontrado em pacientes
farmacoresisténtes, caracterizado pela perda neuronal e gliose. Desde modo, 0 miR-
146a demostrou mediar as respostas neuroinflamatorias por agédo de IL-18 na
epileptogénese, demostrando uma atividade pro-excitatéria. Esse mesmo
comportamento em relagdo a expressdo do miR-146a e o0s eventos da
epileptogénese, também foram observados em criangcas com ELTM e experimentos
com murinos (BRENNAN; HENSHALL, 2018).

Outro evento importante durante a epileptogénese é a neurodegeneracao.

No hipocampo, a perda progressiva de neurbnios € marca conhecida da
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epileptogénese, contribuindo para a formacdo de uma rede hiperexcitavel,
desequilibrando a inibicdo do processo de excitacdo e os efeitos na reorganizacéo
sinptica entre os neurdnios restantes. Quando ocorre atividade convulsiva de forma
progressiva, ocasiona a perda progressiva de neurdnios de forma predominante nas
regides CAl e CA3 do hipocampo, além da perda de granulos denteados e neurénios
hiliares, mantendo uma pequena preservacdo da regido CA2. Diversos microRNAs
participam da regulacdo dos processos apoptoéticos envolvidos, como por exemplo, 0s
microRNAs: miR-132, miR-34a, miR-184 e outros (BRENNAN; HENSHALL, 2018).

O referido estudo analisou a expressdo diferencial de microRNAs no
hipocampo, amigdala e sangue de pacientes com ELTM, demonstrando a potencial
utilizacdo dos microRNAs como marcadores e biomarcadores de ELTM em amostras
biolégicas distintas, com capacidade de auxiliar no diagndstico e prognéstico dos
doentes (BRENNAN; HENSHALL, 2018).

Junto ao hipocampo, a amigdala representa outro componente chave do
sistema limbico, que desempenha papel critico na emocéao, aprendizado e memoria,
e as interconexdes dos nucleos amigdalares e regiées hipocampais sdo complexas, e
estdo envolvidas com as disfuncbes da doenca de Alzheimer, transtorno pés
traumatico e ELTM (MCDONALD; MOTT, 2017).

A amigdala basolateral, em especial a porcdo anterior do nucleo
basolateral, é capaz de modular a consolidacdo da memaria causa por experiéncias
emocionalmente excitantes, através de suas projecdes e interconexdes para outras
regides, como a regido do hipocampo. Em experimentos animais, os efeitos da
modulacdo da memoria do hipocampo, dependem de vias diretas ou indiretas
conectadas a amigdala basolateral ao hipocampo. Em humanos, as interacbes
amigdala-hipocampo sdo essenciais para o aprimoramento da memoria explicita em
eventos emocionalmente excitantes (MCDONALD; MOTT, 2017).

A integridade do hipocampo e amigdala é importante para o funcionamento
da memoaria, e em ELTM, observa-se uma intensa desregulacao das interconexdes da
fungcdo amigdala-hipocampo, que além de contribuir para os eventos a cerca da
epileptogénese, a disfungdo dessas estruturas contribui para o déficit cognitivo de
memoria declarativa e espacial. Em especial, observa-se um déficit especifico na
codificacdo do aprimoramento da memoaria impulsionada pela emocéao através do eixo
amigdala-hipocampo (MCDONALD; MOTT, 2017).
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Quando a convulsdo acontece em uma determinada regido, rapidamente
outra regido excitada a participar da convulsdo. Essas atividades neuronais
decorrentes das interconexdes entre hipocampo-amigdala resultam na perda neuronal
em ambos (MCDONALD; MOTT, 2017).

As alteracdes cognitivas na ELTM abrangem ndo somente déficits de
memoria, mas também uma vasta gama de alteracdes cognitivas incluindo linguagem,
funcdo executiva, atencéo e velocidade de processamento, entretanto, alteragdes de
memoéria sao recorrentes em parte dos pacientes com ELTM resistentes a
medicamentos (MCDONALD; MOTT, 2017).

Mecanismos associados a neurodegeneracdo durante a epileptogénese
podem ser responsaveis pelas alteragcbes cognitivas. Pacientes com epilepsia cronica
resistente terapéutica apresentam caracteristicas de envelhecimento cerebral
avangado, com uma carga aumentada de B-amildides2 e expansdo ventricular
acelerada, bem semelhante as caracteristicas que acometem pacientes com
distarbios neurodegenerativos, como doenca de Alzheimer (CHANG; SHAO; MUCKE,
2021).

A proteina Tau associada a microtubulos (gene MAPT) € uma proteina
desordenada encontrada abundantemente nos axénios, com duracdo de interacao
com microtUbulos curta e caracterizada como um processo rapido. Em doenca de
Alzheimer, a base molecular e celular para as alteracbes cognitivas é um acumulo
progressivo da proteina Tau hiperfosforilada (p-Tau), presente em emaranhados
neurofibrilares, produzindo espécies neurotéxicas de B-amil6ides2, como amiloide
insuluvel- B56 e o acumulo de B4 em placas de amiloides insoliveis (MCDONALD;
MOTT, 2017). A produgdo de [-amildides2 acontece pelo processamento
amiloidogénico da proteina precursora amiloide (APP) e enzimas de clivagem. A
fosforilacdo da proteina Tau é um pré-requisito para agregacado e toxicidade, e é
regulada por diversas proteinas quinases e fosfatases (GOURMAUD et al., 2020).

Caracteristicas de processos neurodegenerativos como o0 aumento da
expressao de APP, placas amiloides e emaranhados neurofibrilares foram observados
em pacientes com ELTM resistentes ao tratamento, associados a convulsdes e
comprometimento cognitivo (GOURMAUD et al., 2020; MCDONALD; MOTT, 2017). A
excitacao neuronal também é capaz de promover regulacdo de Tau promovendo sua
liberacdo extracelular e fosforilacdo, onde seu aumento rapido e persistente pode ser

associado a ativacdo neuronal patolégica. Em modelos animais de epilepsia cronica
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e convulsao resultaram na fosforilagcdo de Tau prolongada e possivel associagdo com
o déficit cognitivo (GOURMAUD et al., 2020).

Desse modo, redes hiperexcitdveis podem desempenhar alteracbes
neurodegenerativos, e vias moleculares associadas podem estar implicadas na
epileptogénese e seus alteragdes cognitivas. Logo, a reducao da proteina Tau pode
prevenir ou diminuir a sinalizacao celular aberrante, e consequentemente, disfuncdes
da rede neuronal, como por exemplo, atividade epilética (GOURMAUD et al., 2020).

Pouco se sabe sobre o0s aspectos moleculares envolvidos no processo da
epileptogénese e alteracdes da funcédo cognitivas nos pacientes com ELMT. O miR-
27a demonstrou ser um regulador da proteina Tau, e quando hiperexpresso, se
correlacionou a neurodegeneracdo e neuroinflamacéo, processos caracteristicos da
epileptogénese. O miR-27a também se correlacionou com crises epiléticas em um
estudo experimental, onde correlacionou-se com uma classificacdo de crises grau
[1I/IV com alta descarga epilética no hipocampo (SU et al., 2022).

O neurotransmissor acido y-aminobutirico (GABA) esté associado a déficits
da memoria de trabalho e alteragBes cognitivas em diversas patologias (LETT et al.,
2016). E um dos principais neurotransmissores inibitérios derivados de glutamato, cujo
desempenha papel critico na sinalizacao do sistema nervoso central (SNC) e também
em outros tipos celular ndo neuronal. O glutamato é convertido em GABA através da
acdo da enzima glutamato descarboxilase (GAD), presente em duas isoformas
GADG67 E GADG65, sendo estes produtos de dois diferentes genes: GAD1 e GAD2
respectivamente. Entre esses, o GAD67 encontra-se constitutivamente ativo e é
responsavel por mais de 90% do neurotransmissor GABA no SNC, por outro lado,
GADG65 possui ativagdo transitoria (NEURAY et al.,, 2020); GAD1 possui papel
importante na neurotransmissdo GABAérgica da memoria de trabalho (LETT et al.,
2016).

Mutacbes em GAD1 levam a um desequilibrio de GABA no SNC, e foi
observado que convulsbes eram uma caracteristica comum em pacientes jovens
apresentando um desequilibrio de GABA, demonstrando o importante papel de da
funcdo GABAérgica na inducado de convulsdes. Essa disfuncdo GABAérgica pode ser
ocasionada tanto pela sintese anormal de GABA (disfuncdo de GAD1) quanto por
sinalizacado anormal como mau funcionamento do seu receptor (LETT et al., 2016).

Em um experimento animal, demonstrou que animais com GAB ausente ou

em determinada subunidade do seu receptor GABA-A, apresentaram-se propensos
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ao desenvolvimento de crises epiléticas espontaneas. Em cérebro de pacientes
epiléticos, ocorre uma reducdo de neurdnios GABAEérgicos, sustendo a hipotese de
que as convulsdes diminuem ainda mais a liberagcdo de GABA no cérebro (LETT et
al., 2016; NEURAY et al., 2020).
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2 JUSTIFICATIVA

A epilepsia de lobo temporal tem sido associada a disfungdes cognitivas,
especialmente a distlirbios de memoria de curta e de longa duracdo. Muitos estudos
demonstram a presenca de déficit de memdria em pacientes epilépticos de dificil
controle. A identificacdo de alvos moleculares associados a perda memoria pode
contribuir para o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos assim como para o
desenvolvimento de novas ferramentas que auxiliem no diagnéstico e progndstico da

doenca.
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3 HIPOTESE

Nossa hipotese é que microRNAs reguladores de alvos moleculares
associados a memoria podem estar envolvidos no prognoéstico dos pacientes

farmacoresistentes apos tratamento cirargico.
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4 OBJETIVO

Analisar a expressdo dos microRNAs: miR-27a, miR-636, miR-1229
reguladores de alvos associados a memadria em amigdalas, hipocampos e sangue de

pacientes com diagnostico de epilepsia.
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5 PACIENTES E METODOS

Este estudo foi desenvolvido junto ao Laboratério de Biologia Molecular, do
Departamento de Cirurgia e Anatomia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
da Universidade de Séo Paulo (FMRP-USP).

5.1 Selecao dos Alvos

Os microRNAs envolvidos no presente estudo (miR-27a, miR-1229 e miR-
636) foram selecionados confirmacdo em plataformas de bioinformatica como
Targetscam e Mirwalk, e através da busca na literatura em artigos cientificos.

5.2 Pacientes e Amostras

Em nosso estudo, analisamos as amostras de 20 pacientes com o
diagnéstico de ELTM, atendidos na divisdo de Neurocirurgia do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo, em suas
respectivas areas de hipocampo, amigdala e sangue. Destes, 10 pacientes
pertenciam a classificacdo de Engel | e 10 a classificacao de Engel IlI/IV. Devido aos
trabalhos ja realizados anteriormente por nosso grupo de trabalho com a tematica de
epilepsia e amigdala e ao esgotamento de algumas amostras do nosso biobanco, no
grupo de amostras provenientes de amigdala, nosso numero amostral foi de 7
pacientes classificados em Engel | e 8 pacientes classificados em Engel 11l/1V (Figura
2).
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Figura 2 - Delineamento Experimental

Andlises Teciduais e Plasmdticas

Hipocampo Amigdala Sangue Periférico
Controle: 10 amostras Controle: 8 amostras Controle: 10 amostras
Engel I: 10 amostras Engel I: 7 amostras Engel I: 10 amostras
Engel I1I/IV: 10 amostras Engel Ifi/1V: & amostras Engel lIl/1V: 10 amaostras

Created in BioRender.com bivo

Fonte: Elaboragdo Propria (BioRender.com).

As amostras teciduais dos dois grupos controles (10 amostras para
hipocampo e 8 amostras para amigdala) foram obtidas de pecas cadavéricas
provenientes de autépsias realizadas no Centro de Medicina Legal (CEMEL), oriundas

de individuos saudaveis sem histdrico médico de doencas.
5.3 Extracdo do RNA Tecidual

As amostras foram adicionados 250pl de PBS (phosphate-buffered saline)
e 750ul de Trizol® (Invitrogen, EUA). Ap0s permanéncia em temperatura ambiente
por 5 minutos, foram acrescentados 200ul de cloroférmio, agitando-se vigorosamente
por 15 segundos. A solucao final foi centrifugada a 4°C por 15 minutos a 14.000 rpm,
e a fase agquosa (superior) de cada frasco foi transferida para novos tubos. O RNA
sera precipitado com 500ul de alcool isopropilico 100% e permaneceu a -20°C por
pelo menos 12 horas.

No dia seguinte, a amostra foi centrifugada a 4°C por 15 minutos a 14.000
rpm, desprezando-se o0 sobrenadante a seguir. Foi acrescentado, entdo, 1000ul de
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etanol 75% seguido novamente de centrifugacao refrigerada por 15 minutos, a 14.000
rpm. A fase superior foi desprezada e o precipitado seco dissolvido com agua tratada
com DEPC (dimetil pirocarbonato) por pelo menos 15 minutos. Esse material foi, em
seguida, identificado e armazenado a ~80°C.

Para verificacdo da integridade do RNA obtido, cada amostra foi, ao final
da etapa descrita acima, submetida a eletroforese em gel de agarose a 1% para RNA.
Também foi utilizado um equipamento chamado Thermo Scientific NanoDrop 2000,
um espectrofotdbmetro que fornece a concentracdo de RNA em uma amostra de 1 a
2ul. Além da concentracdo, este aparelho nos fornece valores de uma razao
referentes a integridade das amostras (razédo 260/280).

Para valores menores do que 1,6 considera-se que o material esteja
degradado, e para valores maiores do que 2,0 pode ter havido interferéncia do
cloroférmio. A faixa ideal a ser obtida € de 1,7 a 1,9, porém consideramos uma

amostra boa na faixa de 1,61 a 1,99.

5.4 Extragcdo do RNA do Plasma

A extracdo do RNA foi realizada utilizando o RNeasy Mini Kit (QIAGEN),
com protocolo adaptado a partir das orientagcdes do fabricante. Em um tubo falcon
estéril e livre de RNase de 15mL, adiciona-se 4mL de Trizol LS Reagent® (Invitrogen,
EUA) a 400uL de plasma, homogeneiza e deixe o material de repouso por 5 min em
temperatura ambiente. Adicionou-se 800ul de cloroférmio (proporcdo 1:5 com a
guantidade de Trizol® inicial), misturando vigorosamente por 30 segundos. O material
foi deixado em repouso por 3 minutos em temperatura ambiente e posteriormente
centrifuga-se por 15 minutos a 12.000g a 4°C. Ao final da centrifugacdo houve um
sistema de 3 fases: incolor=RNA, branco=DNA, vermelho=proteina.

A fase incolor foi transferida para outro falcon de 15 ml, adicionou-se 1,5
vezes 0 volume conseguido da fase incolor de etanol 100% e agite vigorosamente a
amostra. Em seguida, adicionou-se 700ul dessa solugéo na coluna RNeasy MinElute
Spin®, centrifugando a > 8000g por ao menos 15 seg. O liquido resultante foi
descartado e repetido o passo anterior com o resto da solugéo até o final da mesma,
sempre descartando o liquido resultante. Posteriormente, adicionado 700ul de
Tampao RWT (Buffer RWT do Kit) em cada coluna, centrifugando também a > 8000g

por ao menos 15 segundos, sempre descartando o liquido resultante.
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Foram adicionados 5001 de Tampédo RPE (Buffer RPE do Kit) em cada
coluna, centrifugando também a > 8000g por ao menos 15 segundos, e descartando
liguido resultante. Serdo adicionados 5001 de Tampao RPE (Buffer RPE do Kit) em
cada coluna, centrifugando também a > 8000g, desta vez por 2 minutos, descartando,
o liquido resultante. Foi centrifugado com o maximo da centrifuga por 1 minuto,
descartando liquido resultante. Foi trocado o coletor da coluna e sera adicionado 30pl
de dgua RNA-free.

Foi centrifugado a > 8000g por 1 minuto e transferido para um Eppendorf
o liquido resultante, congelando-o a -80°C imediatamente. Para a verificacdo da
integridade do RNA obtido, as amostras foram analisadas em Bioanalyzer 2100
(Agilent Technologies) com RNA 6000 Pico chip.

Também foi utilizado s um equipamento chamado Thermo Scientific
NanoDrop 2000, um espectrofotdmetro que fornece a concentracdo de RNA em uma
amostra de 1 a 2ul. Além da concentragao, este aparelho nos fornece valores de uma
razdo referentes a pureza das amostras (razao 260/280). A faixa ideal a ser obtida
para essa razao é de 1,70 a 2,00.

5.5 Sintese de DNA complementar (cDNA)

Para a sintese do DNA complementar (cDNA) do microRNA, a transcricdo
reversa foi feita utilizando o kit comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems). Para cada 5ng de RNA, foram adicionados 0,75ul de RT Buffer,
seguido de 0,075ul de dNTP’s, 1,5ul de primers especificos (MiIRNAs e controles
endogenos), e 0,5yl da enzima MultiScribeTM, 0,094yl de RNase out (1.9U),
completando com agua DEPC o volume final de 7,5pl, e sendo as amostras incubadas
no termociclador por 30 min a 16 o C, 30 min a 42 oC,5 min a 85 o C e, em seguida,
a 4°C. Para o PCR em tempo real, foram utilizados 4,5uL do cDNA das amostras

diluido 1:4 em um volume final de reagéao de 10uL.
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5.6 Reacdo de PCR em Tempo Real

O método de PCR em tempo real é utilizado para a confirmacdo da
expressao diferencial de microRNAs. A partir do cDNA obtido das amostras, €
realizada a amplificacdo por Reacdo em Cadeia de Polimerase, traducéao literal de
Polymerase Chain Reaction (PCR), quantitativa em tempo real (RQ-PCR), com a
utilizacao do reagente TagMan Master Mix (Applied Biosystems).

Para a andlise quantitativa da expressdo de microRNAS, sao utilizados os
sistemas disponiveis comercialmente TagMan Assay-on-demand, compostos por
oligonucleotideos e sondas (Applied Biosystems). Considerando-se as diferencas
causadas por quantidades distintas de cDNA utilizadas nas reacdes, os valores de CT
determinados para as diferentes amostras, sdo normatizados. O CT determinado para
uma amostra (para um determinado microRNA) é subtraido do CT determinado para
um gene house-keeping (neste caso, a média do U6) na mesma amostra, originando
o chamado ACT. Os valores de ACT podem, para um mesmo gene, ser comparados
de maneira diferente, obtendo-se uma quantificacéo relativa da expressao deste gene
em diferentes amostras. A cada ciclo, 0 nimero de copias em uma reacao de PCR
duplica. Assim, o numero de ciclos que separa o ACT de uma amostra do ACT do
calibrador, neste caso, utilizou a média das amostras do grupo controle, tendo como
resultado AACT. Esta diferenga, em termos de nivel de expresséo génica relativa, é
obtida de forma aproximada, aplicando a formula 2- AACT.

Realizamos a quantificacdo relativa dos microRNAs, nas quais as reacoes
de PCR em tempo real forma realizadas em duplicata, utilizando o reagente Tagman
Master Mix (Applied Biosystems, EUA). A amplificacao foi feita em um volume final de
10pl, utilizando 5ul do reagente especifico Tagman Master Mix, 0,5ul de cada sonda
especifica e 4,5ul de cDNA.

Utilizou-se um aparelho de deteccao de PCR em tempo real 7500 Real
Time PCR System (Applied Biosystems), juntamente com o software Sequence
Detection System para a obtencdo dos valores de CT. Os dados foram, entdo,
exportados para planilhas do software Excel para calculo dos valores de ACT.

As condic¢fes padrao de amplificacao serdo 95°C por 10 minutos, seguidos
por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto (anelamento e extensao
simultanea). Todas as reacdes foram realizadas em duplicata e analisadas no

aparelho 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems). Os dados foram
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constantemente coletados durante o PCR e analisados em ABI-7500 SDS “software

package”.
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6 RESULTADOS

6.1 Expressé&o dos microRNAs miR-27a, miR-1202, miR-1225-5p

A expressao dos microRNAs miR-27a, miR-636, miR-1229 foi analisada em
todas as amostras de amigdala, hipocampo e sangue dos pacientes com epilepsia,

também foi analisado os seus respectivos grupos controles.

6.1.1 microRNA - miR-27a

Os resultados dos célculos estatisticos dos valores de expressédo do miR-
27a quando comparados amigdalas de necropsia (controle) com amigdalas de

pacientes com epilepsia estéo ilustrados na figura 3.

Figura 3 - Representacdo da média (+ desvio padréo) da expressdo do miR-27a em amigdalas de
necropsia (controle) e amigadas de pacientes com epilepsia. O miRNA-27a ndo apresentou diferenca
estatistica significativa entre os dois grupos (p=0,4069, teste Mann Whitney).
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A comparacgao entre amigdalas de necropsia (controle) com amigdalas de
pacientes Engel | e com amigdalas de pacientes Engel Il e IV estao ilustrados na

figura 4.

Figura 4 - Representacdo da média (+ desvio padrédo) da expressdo do miR-27a em amigdalas de
necropsia (controle) comparadas com amigdalas de pacientes Engel | e com amigdalas de pacientes
Engel Il e IV. (p=0,0387, teste Kruskal-Wallis).
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Na figura 5, estdo ilustrados os resultados dos célculos estatisticos dos
valores de expressdo do miR-27a quando comparados hipocampo de necropsia

(controle) com hipocampos de pacientes com epilepsia.

Figura 5 - Representacdo da média (+ desvio padréo) da expressao do miR-27a em hipocampo de
necropsia (controle) e hipocampo de pacientes com epilepsia. (p=0,0016, teste Mann Whitney).
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A comparacéo entre hipocampo de necropsia (controle) com hipocampo de
pacientes Engel | e com hipocampo de pacientes Engel Ill e IV estdo ilustrados na
figura 6.

Figura 6 - Representacdo da média (+ desvio padrédo) da expressdo do miR-27a em hipocampo de
necropsia (controle) comparadas com hipocampo de pacientes Engel | e com hipocampo de pacientes
Engel Il e IV. (p=0,0099, teste Kruskal-Wallis).
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Na figura 7, estéo ilustrados os resultados dos calculos estatisticos dos
valores de expressdo do miR-27a quando comparados amostra sangue de pacientes

(controle) com amostra de sangue de pacientes com epilepsia.

Figura 7 - Representacdo da média (+ desvio padrdo) da expressdo do miR-27a no sangue necropsia
(controle) e sangue de pacientes com epilepsia. (p=0,0001, teste Mann Whitney).
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A comparacédo entre amostra de sangue (controle) com amostra de sangue
de pacientes Engel | e com amostra de sangue de pacientes Engel Ill e IV estdo

ilustrados na figura 8.

Figura 8 - Representacdo da média (+ desvio padrdo) da expressdo do miR-27a em sangue de
necropsia (controle) comparadas com sangue de pacientes Engel | e com sangue de pacientes Engel
Il e IV. (p=0,0001, teste Kruskal-Wallis)
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Na figura 9 observa-se a comparacdo das amostras dos grupos Controle,
Engel | e Engel lll e IV em relacdo as amostras de pacientes com amigdala, hipocampo

e de sangue.

Figura 9 - Representacédo da média (+ desvio padrdo) da amigdala, hipocampo e sangue nos grupos
controle, Engel | e Engel lll e IV. (p=0,0001, teste Kruskal-Wallis).
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6.1.2 microRNA - miR-636

Os resultados dos calculos estatisticos dos valores de expressédo do miR-
636 quando comparados amigdalas de necropsia (controle) com amigdalas de
pacientes com epilepsia estéo ilustrados na figura 10.

Figura 10 - Representacdo da média (+ desvio padrdo) da expressao do miR-636 em amigdalas de
necropsia (controle) e amigdalas de pacientes com epilepsia. (p=0,0911, teste Mann Whitney)
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A comparacao entre amigdalas de necropsia (controle) com amigdalas de
pacientes Engel | e com amigdalas de pacientes Engel Ill e IV estdo ilustrados na

figura 11.

Figura 11 - Representacdo da média (+ desvio padrdo) da expressao do miR-636 em amigdalas de
necropsia (controle) comparadas com amigdalas de pacientes Engel | e com amigdalas de pacientes
Engel lll e IV. (p=0,0018, teste Kruskal-Wallis)
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6.1.3 microRNA - miR-1229

Os resultados dos célculos estatisticos dos valores de expresséo do miR-
1229 quando comparados amigdalas de necrépsia (controle) com amigdalas de

pacientes com epilepsia estéo ilustrados na figura 12.

Figura 12 - Representacao da média (+ desvio padrao) da expressdo do miR-1229 em amigdalas de
necropsia (controle) e amigadas de pacientes com epilepsia. (p=0,2042, teste Mann Whitney).
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A comparacao entre amigdalas de necropsia (controle) com amigdalas de
pacientes Engel | e com amigdalas de pacientes Engel Ill e IV estdo ilustrados na
figura 13.

Figura 13 - Representacédo da média (+ desvio padréo) da expressdo do miR-1229 em amigdalas de
necropsia (controle) comparadas com amigdalas de pacientes Engel | e com amigdalas de pacientes
Engel lll e IV. (p=0,0671, teste Kruskal-Wallis)
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Na figura 14 observa-se a comparacao das amostras dos grupos Controle,
Engel | e Engel Ill e IV em relacdo as expressdes miR-27a, miR636 e miR-1229 de

amostras de pacientes com amigdala.

Figura 14 - Representacdo da média (+ desvio padréo) da expressédo do miR-27a, miR-636, miR-1229
em amigdalas de necropsia (controle) comparadas com amigdalas de pacientes Engel | e com
amigdalas de pacientes Engel Il e IV. (p=0,0387, teste Kruskal-Wallis)
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Na figura 15 observa-se a comparacéo das expressdoes miR-27a, miR-636

e miR-1229 em relacdo a pacientes com epilepsia.

Figura 15 - Representacao da média (+ desvio padrédo) na expressao do miR-27a, miR-636, miR-1229
em pacientes com epilepsia. (p=0,4647, teste Kruskal-Wallis)
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Na figura 16 representacdo na expressao do miR-27a, miR-636, miR-1229 em

pacientes com epilepsia.

Figura 16 - Representacdo da média (+ desvio padrédo) na expresséao do miR-27a, miR-636, miR-1229
em pacientes com epilepsia. (p=0,4647, teste Kruskal-Wallis)
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7 DISCUSSAO

O tratamento cirargico deve ser indicado aos pacientes com diagndstico de
epilepsia focal ou generalizada resistentes ao tratamento farmacoldgico. Alguns
fatores podem interferir nos resultados apds a cirurgia, dentre eles as caracteristicas
histopatolégicas e biomoleculares, a idade do paciente, duracdo da epilepsia e
localizagéo anatomica da cirurgia. Esses fatores podem alterar a estrutura normal do
cérebro, o metabolismo e diversas fungbes cerebrais, consequentemente resultando
em déficit cognitivo, considerado a comorbidade mais frequente a longo prazo. A
frequéncia e duracao prolongadas das crises afetam negativamente a cognigao, e se
relacionam com um mal prognostico (ALLONE et al, 2017; LAMBERINK et al, 2020).
A memoria € o dominio mais comumente prejudicado dentro da comorbidade cognitiva
em pacientes com epilepsia do lobo temporal, e se relaciona com a atrofia do
hipocampo (ALLONE et al, 2017).

Foi observada a presenca de epileptogénese residual a partir do
acompanhamento a longo prazo do controle de crises convulsivas apds resseccao
cirirgica. Uma meta-analise identificou que de 70 pacientes com epilepsia do lobo
frontal, 21 (30%) mantiveram o controle completo das crises apds 5 anos e de 371
pacientes com epilepsia do lobo temporal, 197 (53%) tiveram o controle completo das
crises em 10 anos. Além disso, observaram a recorréncia de convulsdes em 50% dos
pacientes do segundo ao sexto més, e a maioria das falhas no controle das crises
ocorreram dentro de 1 ano apds a cirurgia. Apesar de alguns pacientes se
beneficiarem com a cirurgia, ha uma dificuldade de identificar todas as regides
epileptogénicas (SPENCER; GERRARD; ZAVERI, 2018).

Para Lu et al., 2019, em um estudo verificou o efeito e o mecanismo do
mMiRNA-27a-3p) na epilepsia. Foi avaliado em modelos in vivo e in vitro de epilepsia
induzidos usando acido cainico (KA). A expressao de miR-27a-3p no hipocampo de
ratos epilépticos comparado ao grupo controle ou células neuronais foram detectadas
por meio de PCR-RT juntamente com o nivel de crises epiléticas. O nivel da expressao
deste miRNA foi significativamente maior no hipocampo de ratos epilépticos e em
neurénios induzidos por KA. Juntamente, foi verificado que a inibicdo de miR-27a-3p
aliviou convuls@es, inibiu a apoptose de neurénios do hipocampo, reduziu os niveis

de expressao de interleucina-1b (IL-1b), IL-6 e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) em
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tecidos hipocampais em ratos epilépticos, aumentando a expresséao de Bcl2 e diminuiu
a expressdo de Bax e Caspase3. Portanto, estes resultados indicaram que a inibicao
de miR-27a-3p protegeu contra a resposta inflamatéria induzida por epilepsia e a
apoptose neuronal do hipocampo.

Estima-se que aproximadamente 60% de todas as proteinas humanas
sejam diretamente reguladas por miRNAs. Um unico miRNA pode ter dezenas de
alvos, regulando multiplos genes em uma unica via ou um Unico gene em multiplas
vias. Por exemplo, a perda de expressdo do gene miR-128 no cérebro do camundongo
resultou na regulacao positiva de mais de 1.000 transcritos de mRNA, 154 dos quais
eram miR-128, com mais de 25 alvos previstos caindo na quinase 1 regulada por sinal
extracelular /2 (ERK1/2). No entanto, também aumenta o potencial de efeitos
colaterais indesejados ou imprevistos de qualquer terapia baseada em miRNA. O
primeiro banco de dados de miRNA em epilepsia - EpimiRBase sendo que este banco
de dados disponivel publicamente fornece as informacfes sobre alteracbes na
expressao de miRNA no cérebro e no sangue (HENSHALL et al., 2016).

Os microRNAs (miRNAs) sao descritos como reguladores na patogénese
da epilepsia do lobo temporal (ELT) e desempenhando um papel importante nos
processos inflamatdrios e imunoldgicos. Um estudo avaliou a expressao dinamica de
miR-183 e miR-135a especificos do cérebro, miR-125b e miR-128 e miR-30c e miR-
27a relacionados a inflamagé&o. Ratos foram induzidos ao estado epilético através da
administrac@o de pilocarpina. A analise de PCR-RT foi realizada no hipocampo de
ratos 2 horas, 3 semanas e 2 meses ap0s o status epilepticus representando as fases
aguda, latente e crdnica, respectivamente. Também o0s niveis de expressdo dos
mMiRNAs foram quantificados no hipocampo obtido de pacientes com ELT e controles
normais. No modelo animal, os miR-183, miR-135a e miR-125b foram mais expressos
durante as fases aguda e crbnica em compara¢ado aos controles, mas ndo durante a
fase latente. Ja os miR-30c e miR-27a-3p foram regulados positivamente nas fases
aguda e crbnica da ELT. Por outro lado, 0 miR-128 demonstrou-se significativamente
diminuido em todas as fases do desenvolvimento da ELT. Em pacientes com ELT,
miR-183, miR-135a, miR-125b, miR-30c e miR-27a foram apresentaram niveis de
expressdo mais altos, enquanto miR-128 apresentou niveis de expressao mais baixos
(ALSHARAFI; XIAO, 2015).

Conforme comentando anteriormente no presente estudo, o hipocampo e

a amigdala constituem estruturas do sistema limbico, cujo apresenta papel crucial



7 Discussao 68

para o aprendizado, emocdes e também memoaria. As interconexdes formadas pelas
regides hipocampais e nucleos amigdalares sdo extremamente complexas, e em
diversas patoldgicas, podemos observar o comprometimento dessas estruturas, como
por exemplo, na doenga e Alzheimer e ELTM (MCDONALD; MOTT, 2017).

Por exemplo, na doenca de Alzheimer ocorre um declinio clinico com perda
progressiva de memoria, alteracbes no comportamento e alteracdes cognitivas. Nos
achados histopatolégicos da doenca de Alzheimer, observamos a presenca e placas
neuriticas, formadas através do acumulo fibrilar do peptideo beta-amiloide (AB) e dos
emaranhados neurofibrilares, cujo formado pela proteina TAU. Quando ocorre a
hiperfosforilagdo da proteina TAU acontece a desestabilizacdo dos microtabulos do
citoesqueleto, ocasionando anormalidades no transporte axonal e morte neuronal
(TORAL-RIOS et al., 2020)

Foi demonstrado que a relacdo da proteina TAU com a excitabilidade &
importante, ao passo que observou-se um aumento na incidéncia de convulsées nao
provocadas em pacientes portadores da doenca de Alzheimer, podendo ser este, um
resultado das alteragdes de circuitos neuronais e neurodegenerativos (TORAL-RIOS
et al., 2020).

Na doenca de Alzheimer os circuitos neuronais afetados envolvem areas
relacionadas com a epileptogénese, como hipocampo e amigdala, que estdo
relacionadas diretamente a ELTM. Histologicamente, em pacientes com ELTM
observou-se a presenca de agregados da proteina TAU hiperfosforilada. Com isso,
fica evidente a relacdo da proteina TAU com a hiperexcitabilidade e convulsdes, e sua
contribuicdo para acelerar os processos de desenvolvimento do comprometimento
cognitivo dos doentes, como por exemplo, a perda de memoéria (TORAL-RIOS et al.,
2020).

Em nosso estudo, nas amostras correspondentes a area de amigdala, ndo
encontramos diferenca estatistica ao analisar a expressdo do miR-27a ao comparar o
grupo controle com o grupo epilepsia, entretanto, quando analisamos a expressao do
miR-27a em relacdo ao grupo controle e a classificacdo de Engel, observamos uma
expressao diferencial do miR-27a no grupo Engel lll e IV, onde 0 mesmo apresentou-
se hiperexpresso.

Por outro lado, nas amostras correspondentes as regides do hipocampo
observamos a hiperexpresséo no grupo epilepsia em relacédo ao grupo controle, bem

como a hiperexpressao dos pacientes Engel I. Nas amostras de sangue periférico,
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também encontramos um aumento na expressao diferencial do miR-27a no grupo
epilepsia em relacdo ao controle. Pacientes classificados em Engel | também
apresentaram hiperexpressao do miR-27a.

Com base nas plataformas de bioinformatica identificamos a participacao
do miR-27a com a regulacéo a expresséao da proteina TAU, entretanto, até o presente
momento, poucos estudos correlacionam a expressao do referido microRNA e a
expressao da proteina TAU.

Em um estudo experimental de Su et al (2022), o miR-27a foi
correlacionado a crises epiléticas e com pacientes classificados em Engel lll e IV, cujo
possuiam alta hiperexcitabilidade e descarga epilética no hipocampo. Além disso, a
hiperexpressdo do miR-27aa correlacionou-se com processos caracteristicos da
epileptogénese como a neurodegeneracédo e neuroinflamacao (SU et al., 2022).

Em outro estudo, os autores sugeriam a participacdo do miR-27a como
potencialmente util no diagndstico da ELTM, uma vez que o miR-27a é capaz de inibir
a apoptose neuronal em regides do hipocampo, ao promover a expressao da proteina
antiapoptotica Bcl-2 e diminuir expressao de proteinas pro-apoptéticas como Bax e
caspase-3. Ainda neste estudo, o0 miR-27a apresentou uma expressao diferencial no
sangue de pacientes com epilepsia em comparacéo ao grupo controle (RAOOF et al.,
2018).

Observou-se em outro estudo, que inibidores do miR-27a poderiam
prevenir a resposta inflamatdria durante a epileptogénese, induzida pela apoptose
neuronal no hipocampo (LU et al., 2019).

Com isso, 0 aumento da expressdao do miR-27a em nosso estudo nas
amostras de amigdala, hipocampo e sangue, poderia correlacionar-se possivelmente
a uma expressao exacerbada da proteina TAU, também aos eventos criticos da
epileptogénese, como a neurodegeneracao e neuroinflamacgéo, que contribuem para
os efeitos do acumulo desta proteina.

Nesse cenario, a expressao diferencial do miR-27a regulando a expressao
da proteina TAU, poderia ser envolvido com as alteracdes cognitivas dos pacientes,
em especial, com a perda de memoria. Visto que a proteina TAU associou-se a
eventos de hiperexcitabilidade, comuns durante o estado epilético, e que contribui
acelerando o comprometimento cognitivo dos pacientes.

Alguns estudos demonstram o eixo do desenvolvimento da doenca de

Alzheimer em pacientes com ELTM, ao sofrerem um declinio cognitivo, apresentando
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pontuacdes cognitivas baixas, como por exemplo, em testes de memoéria verbal. De
modo nao surpreendente, devido aos eventos de neurodegeneracéo, pacientes com
idade superior a 50 anos com ELMT refrataria, tornou-se um fator de risco para o
declinio cognitivo rapido e subsequente perda de memoria (TAl et al., 2016).

Uma série de estudos tem sido proposta para demonstrar a prevaléncia da
relacdo da epilepsia com a deméncia e doenca de Alzheimer, sendo este um forte
ponto onde a participagdo do miR-27a e da proteina TAU também merece ser
investigada, pois o eixo da regulacdo do miR-27a e proteina TAU foi pouco explorado
na literatura, e estdo associados diretamente a eventos de neurodegeneracdo e
deficiéncia cognitiva.

Para Lu et al., 2019, verificaram o papel do miRNA-27a-3p na epilepsia
utilizando modelos in vivo e in vitro. A expressdo de miR-27a-3p no hipocampo de
ratos epilépticos comparado ao grupo controle ou células neuronais foram detectadas
por meio de PCR-RT juntamente com o nivel de crises epiléticas. O nivel da expressao
deste miRNA foi significativamente maior no hipocampo de ratos epilépticos e em
neurénios induzidos por acido cainico (KA). Também foi verificado que a inibicdo de
miR-27a-3p aliviou convulsdes, inibiu a apoptose de neurdnios do hipocampo, reduziu
0s niveis de expressado de interleucina-1b (IL-1b), IL-6 e fator de necrose tumoral-a
(TNF-a) em tecidos hipocampais em ratos epilépticos, aumentando a expressao de
Bcl2 e diminuiu a expressao de Bax e Caspase3. Portanto, estes resultados indicaram
que a inibicdo de miR-27a-3p protegeu contra a resposta inflamatoria induzida por
epilepsia e a apoptose neuronal do hipocampo.

Outro estudo investigou o papel de miR-27a-3p, miR328-3p e miR-654-3p
como biomarcadores circulantes no diagnostico da epilepsia e possivel progndéstico
da intervencéo cirurgica na coorte hipocampal ELTM Esclerose (MTLE-HS), incluindo
pacientes com bom prognastico cirargico (Engel I) e aqueles com baixo progndstico
cirargico (Engel IlI-IV).O miR-27a-3p nao foi validado como um marcador circulante
para diagnéstico ou prognostico. No entanto, o miR-328-3p pode-se verificar a
diferenciacdo do Controle, Controle Engel I, Controle Engel llI-IV e niveis para
diagnéstico do paciente Engel I+Engel llI-IV Sdo 90,3%, 96,8% e 93,5%,
respectivamente. Além disso, o miR654-3p foi verificado a diferenca dos grupos
controles em pacientes com Engel I, comparados aos pacientes Engel IlI-IV devido o
baixo nivel de prognostico (IORIATTI et al., 2020).
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Para He et al., 2022, analisaram os niveis de NEAT1 em soro e liquido
cefalorraquidiano em pacientes com Doenca de Alzheimer, onde esses foram
negativamente correlacionados com o0s niveis do miR-27a-3p, no estudo foi
demonstrado o local que havia sitios de ligacao entre NEAT1 e miR27a-3p, e também
haviam sitios de ligacao entre BACE1 e miR-27a-3p. Observou-se que o NEAT1 pode
ter como alvo o miR-27a-3p para regular a expressédo de BACE1. O autor ainda relata
que o BACE1 €& uma enzima chave sintetizada para AB e tornando-se um alvo
importante para o tratamento medicamentoso da DA, o que verificando os niveis de
NEATL, que foram hiperexpressos no cérebro de pacientes com DA e puderam manter
a estabilidade de BACE1 e promovendo sua expressao adsorvendo miR27a-3p, de
modo a promover a producéo e sedimentacido de AR em pontos no cérebro, resultando
em degeneracgao neural.

Com relacdo ao microRNA-636, o papel deste na regulacéo da expressao
da proteina foi avaliada por Bardin et al.,, (2019), usando uma abordagem
computacional que previu que os 3'-UTRs de IL1R1, RANK, IKBKB e FAM13A mRNA
contém regides de semente que sdo reconhecidas por uma variedade de miRNAS,
incluindo miR- 636, onde verificaram informacdes nos transcritos humanos modulando
de IL1R1, RANK, IKBKB e FAM13A, pela ligacdo aos seus 3'UTRs, regulando
mediadores inflamatorios.

Estudos demonstram que alteragdes induzidas por BDNF no perfil de
mMiRNA néo definidos em Células Progenitoras endoteliais (CPE), uma vez tratadas
com BDNF. O miR-3928 demonstrou estimular proliferacdo de células de
osteossarcoma e miR-636 e miR-485-5p demonstraram inibir a proliferacéo de células
cancerigenas. Embora neste estudo o BDNF apresente o miR-3928 regulado, miR-
636 regulado positivamente e miR-485-5p, os efeitos desses miRNAs no endotélio a
formacao de colbnias ainda precisa ser determinada (HE et al., 2018).

Para Albanel et al. (2019), em uma revisdo sistematica verificou que o0s
miroRNAs hsa-miR-7974, miR-3619-5p, miR-455-3p, miR-3176, miR-3187-3p, miR-
636 e miR-454-5p foram regulados negativamente apds exposicdo das
metaloproteinases, o que sugere que seu padrao de desregulagcdo pode contribuir
para o comprometimento da viabilidade celular.

Para Ma; Zhou; Chen (2019), em seu estudo, verificaram que o miR-636
teve uma hipoexpressao em tecidos e células de pacientes com céancer de colo

cervical de utero associado com a sinalizacdo na via Hedgehog e marcadores na
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transicao epitélio-mesenquimal. Também foi observado a superexpressdo do miR-636
na fase de maior taxa de proliferacdo e migracdo celular do ciclo celular induzido
parada na fase GO/G1 em céancer ovariano. Uma vez que o miR-636 foi silenciado, a
proliferagdo celular e a migracdo foram significativamente aumentadas, bem como
aumento de Vimentina e diminuicdo da E-caderina, o que indica a promocao do
processo de transicdo epiélio-mesénquima. Nesse estudo, os autores validaram que
0 MiR-636 inibiu crescimento tumoral e EMT de OVC in vivo.

Ao analisarmos a expressdo do miR-636 em amostras de amigdala, nao
encontramos diferencas em relacdo ao grupo controle e epilepsia, entretanto,
observamos uma hipoexpressao do miR-636 em relacéo aos pacientes Engel | e Engel
[l e IV, comparado a expressao do grupo controle.

Em relacdo a expressdo miR-1229 analisado também em amostras de
amigdalas, ndo encontramos diferencas em relacdo a expresséo do grupo controle e
epilepsia, e em comparacédo ao grupo controle e Engel | e Engel lll e IV.

Para Ghanbari et al. (2016), em um de seus estudos detectaram uma
associacao entre o precursor do miR-1229 e risco de Doenca de Alzheimer. O pré-
miR-1229 é precursor de dois miRNAs maduros (miR-1229-3p e miR1229-5p),
entretanto, 0 MiRNA 3p tem se demonstrado o produto predominante. Indicam que o
alelo mutante melhora a estabilidade da estrutura em grampo do pré-miR-1229. Em
seu estudo analisou que o alelo mutante aumenta a estabilidade ou o processamento
do miR-1229-3p maduro. O risco do alelo deste microRNA no SNP foi demonstrado
para aumentar a expressao de miR-1229-3p, diminuindo assim a expressdo de
SORL1, um gene associado a Doenca de Alzheimer. Além disso, entre mais de 42.000
variantes em regides de ligagdo a miRNA, 10 variantes no 3' UTR de nove genes
foram associados a esse disturbio. Foi verificado que o miR-1229-3p regula SORL1 e
que a diminuicdo da expressdo SORL1 estd envolvida na causa da Doenca de
Alzheimer.

Com base em uma pesquisa minuciosa realizada em plataformas de
bioinforméatica, identificamos como alvo dos miR-636 e miR-1229 os genes GAD1 e
GADZ2, cujo quais estao envolvidos com o eixo da neurotransmissao GABaérgica da
memoria de trabalho, associados também a crises convulsivas. As anormalidades
GABeérgicas sdo encontradas principalmente em regifes consideradas importantes

para a memoria declarativa e de curto prazo (WANG et al., 2022)
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Até o presente momento, nenhum estudo demonstrou a participacao direta
do eixo da regulacéo dos miR-636 e miR-1229 com GAD1 e GAD2 na epilepsia e seu
impacto no déficit cognitivo desses pacientes, como a perda de memoria (WANG et
al., 2017).

O gene GAD1 é responsavel pela codificacdo da proteina GAD67, o
principal contribuindo para producdo de GABA no sistema nervoso central (SNC),
além de ser a principal isoformas embrionaria e desempenhar papel importante
durante a sinaptogénese e desenvolvimento neuronal (NEURAY et al., 2020).

Uma caracteristica associada a GAB1 é o desenvolvimento de convulsdes,
demonstrando que anormalidades nas funcées GABaérgicas resultam na inducéo de
convulsBes. Em cérebros de epiléticos, foi demonstrado uma reducdo de neurbnios
GABaérgicos, ou seja, as proprias convulsdes diminuem a liberacdo de GABA no
cérebro (NEURAY et al., 2020).

A cognicdo e as emocOes estdo associadas aos circuitos GABaérgicos
principalmente nas regides mesocorticaislimbicas, como amigdala e hipocampo,
sendo GABA um receptor fundamental do sistema limibico (WANG et al., 2022).

Em um estudo de pacientes com esquizofrenia, notou-se que alteracdes na
expressdo do gene GADL1 altura como modificador da estrutura cerebral e das funcdes
cognitivas, afetando o desempenho da memdéria de trabalho (LETT et al., 2016).

A expressao diferencial dos miR-636 e do miR-1229 em nosso estudo,
possivelmente poderia se correlacionar com a reduzida de GAD1 e GAD2 em
pacientes epiléticos, e ainda, ser relacionada a piora do déficit cognitivo de memoaria
nesses pacientes. A importancia de novos estudos a cerca da participagdo desses
microRNAs e sua relagcdo com a regulacao da expressao dos genes GAD1 e GAD2,
bem como a elucidacéo do seus possiveis efeito nocivos as fungdes cognitivas, devem

ser investigados durante a epileptogénese, afim de contribuir para novas descobertas.
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8 Conclusao

O microRNA-27a apresentou-se diferencialmente expresso entre o grupo
controle e o grupo epilepsia tanto no hipocampo quanto no sangue. Entretanto, o
mesmo nao foi observado em amigdalas. Também se apresentou diferencialmente
expresso entre Engel | e Il e IV tanto no sangue quanto em amigdalas e hipocampos.
Entretanto, o padrdo de expressao foi inverso, ou seja, em amigdalas o miR-27a
apresentou niveis de expressao mais altos no grupo controle quando comparado com
0 grupo epilepsia e no hipocampo e sangue os niveis de expressao deste microRNA
foram mais altos no grupo epilepsia.

O microRNA-636 apresentou-se diferencialmente expresso quando
observada a classificacdo de Engel em amigadas. O microRNA-1229 ndo se

apresentou diferencialmente expresso entre 0s grupos estudados em amigadas.
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