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RESUMO 

 

Os microRNAs são considerados biomarcadores em potencias devido a sua estabilidade em 

fluidos corporais, como em plasma e soro, e sua associação com o diagnóstico e estadiamento 

de várias doenças. Nas epilepsias, é ainda um desafio identificar biomarcadores que auxiliem 

no diagnóstico e na predição ou acompanhamento da resposta ao tratamento medicamentoso. 

Estima-se que ocorra diagnóstico incorreto em cerca de 25% dos pacientes com epilepsia e a 

resistência ao tratamento com drogas antiepilépticas pode atingir 30% dos casos. Assim, os 

objetivos desse estudo foram i) investigar se microRNAs circulantes podem ser usados como 

biomarcadores no diagnóstico de tipos específicos de epilepsia; ii) avaliar se microRNAs 

circulantes podem ser usados como biomarcadores de resposta ao tratamento farmacológico 

nas epilepsias. Nós analisamos os níveis de expressão dos microRNAs no plasma sanguíneo 

em diferentes tipos de epilepsia, incluindo 14 pacientes com Epilepsia de Lobo Temporal 

Mesial (sete pacientes resistentes e sete responsivos às drogas antiepilépticas), sete pacientes 

com Displasia Cortical Focal tipo II, sete com  Epilepsia Genética Generalizada e sete 

indivíduos controle usando o sequenciamento de alto desempenho de microRNAs pela 

plataforma HiSeq2500 – Illumina. Nossos resultados indicaram que um total de 17 

microRNAs circulantes estavam diferencialmente expressos (p-valor, < 0,01) sendo que 11 

foram encontrados hiperexpressos hsa-miR-148-3p, hsa-miR-215-5p, hsa-miR-128-3p, hsa-

miR-182-5p, hsa-miR-627-5p, hsa-miR-502-3p, hsa-miR-32-5p, hsa-miR-96-5p, hsa-miR-

4508, hsa-miR-636, hsa-miR-141-3p e seis microRNAs estavam hipoexpressos (hsa-miR-

330-3p, hsa-miR-877-5p, hsa-miR-139-5p, hsa-miR-4435 e hsa-miR-101-5p) em pacientes 

com epilepsia. Desses, 13 microRNAs mostraram-se relacionados à um tipo-específico de 

epilepsia, três microRNAs eram comuns aos quatro grupos de epilepsias analisados (hsa-miR-

96-5p, hsa-miR-425-3p e hsa-miR-4508) e um microRNA foi diferencialmente expresso 



quando comparamos pacientes responsivos e refratários ao tratamento farmacológico – hsa-

miR-101-5p. Em conclusão, demonstramos que é possível identificar microRNAs 

diferencialmente expressos em diferentes tipos de epilepsia. Além disso, identificamos que 

existem microRNAs diferencialmente expressos no plasma de pacientes de acordo com a 

resposta ao tratamento medicamentoso. Portanto, nossos resultados podem ser uteis no auxílio 

ao diagnóstico e no manejo de pacientes com diferentes tipos de epilepsia.  

Palavras-chave: microRNAs, biomarcador, epilepsia   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

MicroRNAs are potential biomarkers due to their stability in body fluids, such as plasma and 

serum, and their association with diagnosis and staging of various diseases. In epilepsy, it is 

still a challenge to identify microRNAs that improve the diagnosis of the disease and the 

prediction of drug treatment. It is estimated that an incorrect diagnosis occurs in about 25% of 

patients with epilepsy and resistance to treatment with antiepileptic drugs can reach 30% of 

the cases. Thus, the objectives of this study were i) to investigate whether circulating 

microRNAs can be used as biomarkers in the diagnosis of specific types of epilepsy; ii) 

evaluate whether circulating microRNAs can be used as biomarkers of response to 

pharmacological treatment in epilepsy. We analyzed the expression levels of microRNAs in 

blood plasma in different types of epilepsy, including 14 patients with mesial temporal lobe 

epilepsy, seven patients with focal cortical dysplasia type II, seven with generalized genetics 

epilepsy and seven controls using high performance sequencing of microRNAs with 

HiSeq2500 - Illumina Platform. Our results indicated a total of 17 circulating microRNAs 

were differentially expressed (p-value, <0.01) which 11 microRNAs were found up-regulated  

(hsa-miR-148-3p, hsa-miR-215-5p, hsa-miR-128-3p, hsa-miR-182-5p, hsa-miR-627-5p, hsa-

miR-502-3p, hsa-miR-32-5p, hsa-miR-96-5p, hsa-miR-4508, hsa-miR-636, hsa-miR-141-3p) 

and six microRNAs were down-regulated in patients with epilepsy (hsa-miR-330-3p, hsa-

miR-877-5p, hsa-miR-139-5p, hsa-miR-4435 e hsa-miR-101-5p). Thirteen microRNAs were 

related to type-specific of epilepsy, three microRNAs were found common in four different 

types of epilepsy (hsa-miR-96-5p, hsa-miR-425-3p e hsa-miR-4508) and one microRNA was 

found differentially expressed when comparing responsive and resistant patients to 

pharmacological treatment - hsa-miR-101-5p. In conclusion, we demonstrated that it is 

possible to identify microRNAs differentially expressed in different types of epilepsy. In 



addition, we have identified microRNAs differentially expressed in plasma of patients 

according to the response to drug treatment. Therefore, our results may be helpful in the 

diagnosis and management of patients with different types of epilepsy. 

Key words: microRNAs, biomarker, epilepsy 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 A epilepsia  

 

A epilepsia é um distúrbio neurológico crônico grave (1) que afeta 

aproximadamente 50 milhões de indivíduos em todo o mundo.  E a cada ano, estima-se que de 

2 à 4 milhões de pessoas são diagnosticadas com a doença (2). 

Para a Liga Internacional Contra Epilepsia (The International League Against 

Epilepsy - ILAE), a epilepsia é definida como um distúrbio neurológico caracterizada pela 

predisposição persistente do cérebro em gerar crises epilépticas e pelas consequências 

neurobiológicas, cognitivas, psicossociais e sociais da condição de ao menos uma crise 

epiléptica (3). 

Contudo, a epilepsia é uma doença com diversos subtipos, e portanto, 

heterogênea, já que diversos fatores genéticos e fisiopatológicos, de forma isolada ou 

combinada, podem contribuir para o aumento do risco de se desenvolver as crises epilépticas 

(4), sendo essa característica um dos maiores impedimentos ao aprimoramento do diagnóstico 

e  do tratamento. 

Apesar do tratamento medicamentoso adequado, um terço dos pacientes 

permanecem com crises epilépticas recorrentes (5). Esta condição é chamada de epilepsia 

resistente às drogas antiepilépticas (ERD), caracterizada pela incapacidade de se tornar livre 

de crises epilépticas após ser testado o uso de duas drogas antiepilépticas (DAEs) em doses 

adequadas (6) e as principais ERD são a Epilepsia do Lobo Temporal Mesial (ELTM) (7) e a 

Displasia Cortical Focal (DCF) (8,9).  
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1.1.1 Displasia Cortical Focal  

 

A Displasia Cortical Focal (DCF) é um tipo de malformação do desenvolvimento 

cortical caracterizada pela desorganização da laminação do córtex cerebral (10). Representa a 

causa mais prevalente de epilepsia resistente às drogas antiepilépticas em crianças (9) e pode 

ser considerada a segunda ou terceira causa mais comum em adultos (8). Além disso, o 

tratamento cirúrgico pode ser considerado a única opção de tratamento desses pacientes, 

embora a localização precisa da zona epileptogênica também seja um desafio, uma vez que 

um terço dos pacientes apresentem  MRI (do inglês, Magnetic Resonance Imaging) normal  

(11). 

Segundo Blümcke e colaboradores (10), a DCF tipo II é definida como uma 

malformação com deslaminação cortical e anormalidades citológicas específicas, sendo essa 

última característica  o que diferencia a DCF tipo IIa  - presença de neurônios dismórficos 

sem células em balão - da DCF tipo IIb - presença de neurônios dismórficos e células em 

balão. O presente trabalho se restringiu ao estudo da DCF do tipo II, correspondente à 29-39% 

de todos os pacientes com DCF (12).  

 

1.1.2 Epilepsia de Lobo Temporal Mesial (ELTM) 

 

A Epilepsia de Lobo Temporal Mesial (ELTM) abrange um conjunto de 

diferentes patologias e diversas etiologias, sendo a Esclerose Hipocampal (EH) o substrato 

patológico mais comum da ELTM (ELTM-EH). Segundo a ILAE, é definida como uma 

epilepsia focal com características semiológicas e eletroencefalográficas de crises epilépticas 

que se iniciam nas regiões temporais mesiais (13). 
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Representa a epilepsia focal mais prevalente em adultos (7). No geral, pacientes 

com ELTM-EH são prevalentes em centros clínicos, e apesar do manejo adequado do 

tratamento medicamentoso, que pode variar, em geral, de uma a três drogas antiepilépticas 

(14), pacientes com ELTM-EH possuem altos índices de resistência às drogas e são 

comumente indicados para o tratamento cirúrgico, através da Lobectomia Temporal e da 

Hipocampectomia (15). 

Apesar do tratamento cirúrgico para esta etiologia estar  bem estabelecido, com 

taxa de 60-70% (16) de remissão das crises epilépticas, 15-38% dos pacientes possuem RMI 

negativa para EH o que inviabiliza o tratamento cirúrgico para esses casos. Com isso, existe a 

necessidade urgente de outros marcadores para ELTM, além da presença de EH. 

 

1.1.3 Epilepsia Genética Generalizada (EGG) 

 

A Epilepsia Genética Generalizada (EGG) também chamada de Epilepsia 

Genética Idiopática é considerada uma epilepsia de  contribuição predominantemente genética 

com herança complexa (17). 

A Epilepsia Mioclônica Juvenil (EMJ) é uma das síndromes mais frequentes da 

EEG e representa 5% de todos os diagnósticos de epilepsia (18), sendo o tipo mais comum 

que acomete adolescentes (17). 

É reconhecido que a EMJ é uma síndrome muito bem controlada através do 

tratamento medicamentoso, sendo que as DAEs mais usadas são  ácido valpróico, lamotrigina, 

levetiracetam, topiramato e zonisamida (19). Contudo, segundo Atakli e colaboradores (20), o 

tempo necessário para a definição do diagnóstico clínico da EMJ é de cerca de três anos, e 

apesar do aprimoramento de critérios para classificação da epilepsia e, mesmo quando as 
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alterações típicas do eletroencefalograma estão presentes, os diagnósticos errôneos ainda 

ocorrem em mais de 20% dos pacientes. 

  

1.2 Desafios no Diagnóstico e Tratamento da Epilepsia  

 

O diagnóstico correto de epilepsia é um desafio. Estima-se que o diagnóstico 

incorreto pode ocorrer em 25% dos casos em adultos (21) e 39% dos casos pediátricos (22).  

Um estudo realizado pelo National Institute for Clinical Excellence (NICE) na 

Inglaterra, estimou que os custos diretos do diagnóstico incorreto são em média de £100 000 

000, 00 por ano (23). 

Mais do que prejuízo monetário, o diagnóstico incorreto contempla uma série de 

consequências para o paciente, que incluem exposição a drogas antiepilépticas inadequadas e 

ineficazes, efeitos colaterais e as consequências sociais como estigma, limitação do estilo de 

vida, aumento de taxas de desemprego,  e aumento de mortalidade (24). 

Além da dificuldade do diagnóstico correto, há outro aspecto que afeta 

substancialmente os pacientes com epilepsia: a resposta ao tratamento (25,26).  

Como mencionado anteriormente, um terço de todos os pacientes apresentam crises 

epilépticas recorrentes, que não são bem controladas apesar do tratamento medicamentoso 

adequado (5). Para esses pacientes, o tratamento mais adequado é o cirúrgico (27).  

A Academia Americana de Neurologia (American Academy of Neurology) recomenda 

que a cirurgia de epilepsia seja indicada precocemente para pacientes com resistência às 

DAEs, a fim de evitar os impactos sociais e psicológicos (27). 

No entanto, a indicação cirúrgica é um processo longo, decorrente de uma longa 

investigação, seja ela devido à dificuldade de se localizar a região epileptogênica, ou pela 

presença de MRI normal ou, até mesmo por esta região pertencer às áreas funcionais do 
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córtex cerebral. Um estudo realizado em 2006 mostrou que o atraso médio desde o início das 

crises até indicação  cirúrgica pode ultrapassar 20 anos (28). 

Assim, torna-se urgente a busca por ferramentas que aprimorem a compreensão 

dos diferentes tipos de epilepsia e resposta às intervenções terapêuticas, contribuindo para um 

diagnóstico clínico preciso e para o desenvolvimento de tratamentos mais adequados e 

individualizados a cada paciente (4). 

Nesse sentido, o desenvolvimento de biomarcadores moleculares e não-invasivos 

para a epilepsia teria o benefício de complementar informações à prática clínica, e assim, 

aprimorar o diagnóstico clínico, a predição quanto à resposta às drogas antiepilépticas e o 

prognóstico quanto à resposta ao tratamento cirúrgico, evolução ou resolução da doença 

(4,29). 

 

1.3 microRNAs 

 

Em 1993, o estudo de Victor Ambros e colaboradores com o modelo de 

nematoide Caenorhabditis elegans (C. elegans) demostrou que um pequeno RNA não 

codificante era responsável pela regulação negativa da expressão gênica da proteína LIN-14 e, 

desse modo, exercia função de regulação do desenvolvimento larval de C. elegans.  

Este microRNA, composto por 22 nucleotídeos, recebeu previamente a 

denominação de lin-4 (do inglês, lineage-deficient-4) em referência a seu gene codificador  

(30). Contudo, a relevância dessa descoberta apenas foi reconhecida em 2000, quando se 

constatou que o microRNA let-7, também presente em C. elegans, era altamente conservado 

entre as espécies (31).   

A partir desses trabalhos, os microRNAs foram então  definidos como pequenas 

moléculas de RNA endógenos de fita simples não codificante de proteínas, medindo cerca de 
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20 pares de bases, responsáveis pela regulação gênica pós transcricional (32,33). Estima-se 

que, em seres humanos, aproximadamente dois terços dos genes codificadores sejam 

modulados por microRNAs (34). 

A biogênese (Figura 1) dessas moléculas inicia no núcleo celular: primeiramente 

um gene é transcrito em uma molécula denominada microRNA primário (pri-microRNA) pela 

enzima RNA polimerase II; esse transcrito com estrutura em forma de grampo, é clivado, 

ainda no núcleo celular, pela RNase III – Drosha – e seu cofator – DGCR8, formando o 

precursor do microRNA maduro (pré-microRNA) com cerca de 70 nucleotídeos. A molécula 

Exportina-5 transfere o pré-microRNA do núcleo para o citoplasma celular, onde é feito o 

processamento dessa molécula pela RNAse III, Dicer, em um microRNA maduro de fita 

dupla com aproximadamente 20 pares de bases, o qual é clivado na extremidade 5' pelo 

conjunto enzimático RISC (do inglês, RNA-induced silence complex), resultando no 

microRNA propriamente dito (32,33). 

Os microRNAs maduros desempenham um papel na regulação da expressão 

gênica pós-transcricional (28). Essas moléculas incorporadas ao complexo RISC interagem, 

em geral, com a região 3´UTR do RNA mensageiro alvo (mRNA), ora suprimindo a 

expressão gênica através da repressão da tradução ou  levando a degradação do mRNA alvo 

(32). Como demonstrado em outros estudos, a expressão gênica também pode ser regulada 

através da interação de microRNAs com outras regiões, como a região 5´- UTR do mRNA 

alvo, na sequência de codificação e em promotores de genes. E ainda, sob certas condições, os 

microRNAs podem ativar a expressão gênica (33,35). Dessa forma, estima-se que cerca de 

60% de todas as proteínas humanas são diretamente reguladas por microRNAs (36,37). 
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da proliferação celular enquanto o hsa-miR-34a, hsa-miR-153, hsa-miR-181a e hsa-miR-324 

atuam na diferenciação das células progenitoras em neurônios, oligodendrócitos e astrócitos. 

Da 6a à 24a semana foi observado que os o hsa-miR-9, hsa-miR-134 e hsa-miR-137 atuam 

durante a migração neuronal. E durante a 16a à 40a semana de gestação – fase de organização 

neuronal – participam o hsa-miR-125b e hsa-miR-137 (39). Desta mesma forma, inúmeros 

estudos têm associado a expressão desregulada de microRNAs em tecidos aos estados de 

doença e fenótipo (48,49) e em destaque em  câncer (35,41). 

Além dos padrões de expressão em tecido, em 2007, surgiram os primeiros 

indicativos que os microRNAs poderiam estar presentes no meio extracelular de forma 

estável. O trabalho de Valadi et al. (42), observou que células da linhagem dos mastócitos 

secretavam exossomos que continham mRNAs e microRNAs. Mais, Lawrie e colaboradores 

(41) detectaram níveis aumentados de microRNAs no soro de pacientes com linfoma, 

especialmente o hsa-miR-21, hsa-miR-155 e hsa-miR-210 e observaram que os níveis de 

expressão do hsa-miR-21 estava relacionado ao tempo de sobrevida dos pacientes.   

E desde então, o grande potencial dos microRNAs como biomarcadores 

sanguíneos  tem surgido, com a expectativa de discriminação de assinaturas moleculares com 

ampla aplicabilidade clínica, como diagnóstico e prognóstico de doenças (4,43). 

 

1.3.1  microRNA circulantes como biomarcador molecular na epilepsia 

 

MicroRNAs circulantes são moléculas delicadamente reguladas espaço-

temporalmente, através do transporte de informações da célula doadora à célula receptora 

através dos fluidos corporais. Evidências sugerem que moléculas circulantes, como os 

microRNAs circulantes, podem ser usados como potenciais biomarcadores para doenças 

neurológicas (33,34). 
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No Sistema Nervoso Central (SNC), um conjunto de microRNAs extracelulares 

pode ter origem a partir da liberação controlada dessas moléculas por secreção celular, através 

de dano celular ou rompimento da barreira hematoencefálica, permitindo a passagem de 

pequenas quantidades de microRNAs expressos no cérebro para biofluidos, como a corrente 

sanguínea (29).  

Esses microRNAs, são complexados com proteínas (Ago2), lipídios (HDL) ou 

encapsulados em vesículas extracelulares, como as microvesículas e exossomos (Figura 1). 

Ao serem secretados da célula doadora, circulam por algum tempo nos biofluidos corporais, 

tais como plasma, soro, líquido cefalorraquidiano, urina e esperma (44,45), onde  podem ser 

detectados por meio de técnicas não invasivas, como a coleta de sangue (32). 

Os microRNAs circulantes têm sido demonstrado serem biomarcadores 

adequados para vários distúrbios e doenças, incluindo a doença de Parkinson (46) Esclerose 

Múltipla (47) e Doença de Alzheimer (48). 

Além disso, diferenças foram observadas na expressão de microRNAs em fluidos 

corporais – plasma, soro e fluido cerebrospinal – em estudos sobre epilepsia, com padrões de 

expressão distintos em relação às variáveis como: tipo de epilepsia (49), status epilepticus 

(44) ou tratamento medicamento em uso (50), sugerindo uma oportunidade para 

biomarcadores de diagnósticos, prognóstico e predição quanto à resposta ao tratamento 

farmacológico (29). 

Recentemente, Wang e colaboradores (51) publicaram o primeiro trabalho com 

um grupo clinicamente heterogêneo de pacientes com epilepsia em relação ao grupo controle. 

Foi demonstrado que diversos microRNAs apresentavam níveis de expressão anormais no 

soro, incluindo o hsa-miR-106b-5p, hsa-let-7d-5p, hsa-miR-130a-3p, hsa-miR-146a-5p e hsa-

miR-194-5p. Seu pioneirismo foi relevante para a comunidade científica, contudo, a 
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especificidade dos achados merecem considerações: sua casuística heterogênea não foi capaz 

de criar um perfil de expressão de microRNAs único para etiologias específicas; além disso, o 

perfil genérico de expressão desses achados, embora estatisticamente significativo, não foram 

comprovados serem biologicamente específicos para a epilepsia, já que as doenças 

neurológicas possuem vias de expressão comum (4). 

Um segundo estudo de Wang et al. identificou diferenças nos níveis de expressão 

de microRNAs circulantes no soro comparando um grupo de pacientes resistente às drogas 

antiepilépticas e pacientes responsivos às DAEs com epilepsia de etiologias diversas, 

encontrando níveis de expressão anormais de hsa-miR-301a como um bom candidato para 

discriminar esses dois grupos.  

Seu desenho experimental, apesar de mais restrito do que o anterior, ainda abrange 

grupos heterogêneos de epilepsia, e considera que a expressão de microRNAs em relação às 

DAEs não homogêneas são similares entre as diversas etiologias e que as diferentes vias de 

metabolismo de drogas não influenciaria na expressão dos microRNAs, o que foi contestado 

em trabalhos futuros (4). 

Inclusive, foi demonstrado em um dos estudos do autor (50), através da 

observação dos níveis de expressão do hsa-miR-134 no soro de pacientes com epilepsia antes 

e após a administração da DAE ácido valproico, que os microRNAs circulantes podem ter 

suas expressões alteradas em relação à droga antiepiléptica administrada nos pacientes, 

justificando o cuidado quanto a homogeneização dos grupos de estudo e possíveis 

divergências entre estudos de epilepsias com DAEs heterogêneas. 

Além desses achados, em 2017, um estudo envolvendo a expressão de 

microRNAs em exossomos a partir de plasma sanguíneo em pacientes com ELTM versus 

indivíduos controles demonstrou que diferentes microRNAs mostravam expressões anormais, 
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destacando-se o hsa-miR-8071 e hsa-miR-197-5p (52). No mesmo ano, nosso grupo (49) 

demonstrou que o hsa-miR-134 apresentava padrão de expressão anormal quando comparava-

se microRNAs circulantes no plasma de pacientes com ELTM e indivíduos controles, 

independente da presença de EH e da resposta ao tratamento. 

Contudo, também foi observado que a comparação de estudos com materiais 

biológicos distintos, como plasma e soro ou seleção de microvesículas específicas (ex.: 

exossomos) deve ser feita de forma cuidadosa, já que os processamentos para obtenção desses 

materiais podem afetar na seleção de um espectro de microRNAs circulantes distintos (53). 

Considerando, ainda, o desafio em se estudar epilepsia como doença heterogênea, 

trabalhos recentes mostraram que o uso combinacional de múltiplos microRNAs podem 

oferecer maior sensibilidade e especificidade no diagnóstico (4,54), tornando possível a 

realização de um perfil abrangente de microRNAs circulantes na epilepsia.  

Até o momento, cerca de 30 trabalhos foram publicados sobre biomarcadores para 

epilepsia em humanos (4), dos quais aproximadamente dez  abordam a análise de expressão 

de microRNAs. Contudo, a maioria restringiu-se à busca por biomarcadores de diagnóstico, 

sendo poucos os trabalhos que exploraram biomarcadores preditivos quanto ao tratamento.  

Mais, Pitkanen e colaboradores (4) em sua revisão bibliográfica argumentam que 

a construção de estudos de biomarcadores relevantes e reprodutíveis para epilepsia só é 

possível a partir da inclusão e comparação criteriosa de etiologias específicas e homogêneas, 

além da comparação entre dados de epilepsia e outras doenças neurológicas, os quais não 

foram feitos até o presente trabalho.  
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2. OBJETIVOS 

 

O presente estudo teve como objetivos:  

1) investigar se microRNAs circulantes podem ser usados como biomarcadores no 

diagnóstico de tipos específicos de epilepsia;  

2) avaliar se microRNAs circulantes podem ser usados como biomarcadores de 

resposta ao tratamento farmacológico de pacientes com epilepsia.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Critérios éticos e científicos para o estudo 

 

Foi estudada uma coorte de pacientes acompanhados prospectivamente no 

ambulatório de Epilepsia de Difícil Controle no Hospital de Clínicas (HC) da Universidade 

Estadual de Campinas (UNICAMP). Antes de serem submetidos aos procedimentos de 

estudo, todos os pacientes e controles assinaram um Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE) aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade de 

Campinas.  

A avaliação clínica dos pacientes foi realizada por neurologista com experiência 

no tratamento de pacientes com epilepsia. Todos os pacientes foram submetidos à exame 

neurológico, eletroencefalogramas interictais seriados e ressonância magnética de alta 

resolução usando um protocolo específico para epilepsia. A atrofia hipocampal, em pacientes 

com ELTM, foi avaliada por análise visual e as imagens foram classificadas como tendo 

achados normais ou sinais de Esclerose Hipocampal (EH). 

 Além disso, antes da coleta de material biológico, todos os pacientes foram 

entrevistados por meio de um questionário estruturado para coleta de informações como idade 

atual do paciente, idade de início da epilepsia, presença de crise febril, histórico familiar de 

epilepsia e identificação e/ou número de DAE’s utilizadas.  
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DAE’s (Figura 2, G1), definidos como pacientes livres de crises epilépticas por pelo menos 

24 meses, e sete foram classificados como resistentes aos medicamentos (Figura 2, G2), 

definidos como pacientes com qualquer frequência de convulsões nos últimos 24 meses, após 

o teste de pelo menos duas DAEs diferentes em doses ideais. Ainda, foram selecionados sete 

pacientes com DCF tipo II, confirmado por anátomo-patológico e  resistentes ao uso de 

politerapia para DAE’s (Figura 2, G3), e sete pacientes com EGG sob o uso exclusivo da 

droga ácido valpróico (Figura 2, G4) e sete controles saudáveis, sem epilepsia (Figura 2, G5). 

Os critérios de exclusão para pacientes consistiram de presença de dupla 

patologia, epilepsia com causa conhecida ou presença de comorbidades neurológicas; e para 

indivíduos controles aqueles com menos de 18 anos, com doença neurológica/ psiquiátrica ou 

com histórico familiar de doença neurológica/ psiquiátrica.  

 

3.3 Coleta de material biológico 

 

Para a utilização do plasma sanguíneo, foi coletado sangue periférico (6 ml) em 

tubos de EDTA mantidos em gelo por até três horas. Os tubos foram submetidos a 

centrifugação a 2000 rpm por 10 minutos, 4°C.  Em seguida, alíquotas de 1 ml do plasma 

foram transferidas para tubos de 1,5 ml e centrifugadas a 12 000 rpm por 10 minutos à 4°C 

para sedimentar os debris celulares remanescentes. Subsequentemente, o sobrenadante foi 

transferido para tubos novos e armazenado à -80°C. 

A concentração de hemoglobina livre no plasma foi mensurada pelo método 

espectrofotométrico (BioTek Instruments, E.U.A.) e as amostras com leitura A414 > 0,2 foram 

excluídas. 

 



34 

 

 

3.4 Extração de microRNAs 

 

A extração de microRNA circulante no plasma foi feita com o uso do kit de 

isolamento de microRNA MirVana PARIS (Ambion, Austin, E.U.A) a partir de 625 µL de 

plasma sanguíneo, segundo o protocolo do fabricante com algumas otimizações descritas a 

seguir. 

Na etapa de desnaturação, foi acrescentado 3,5 µL do microRNA exógeno, spike-

in control (Ce_miR-39_1, Qiagen, E.U.A) como normalizador para etapa de extração, bem 

como 4 µL de acrilamida linear como carreador de microRNAs circulantes.  

Ainda, após a primeira centrifugação e coleta de 600 µL do material filtrado, o 

material remanescente foi misturado com 600 µL de água livre de RNAse e filtrado 

novamente, sendo coletado desse segundo processo 600 µL. No final do processamento, foi 

recuperado um total de 1200 µL de material filtrado.  

Ao final da extração de microRNAs circulantes, o material foi eluído em 35 µL de 

água livre de RNAse. E mensurações de concentração foram feitas usando o kit Qubit 

microRNAs assay (Thermo Fisher, Brasil). 

 

3.5 Preparo de biblioteca de cDNA e Sequenciamento de Nova Geração 

 

A biblioteca de cDNA a partir dos microRNAs extraídos foi feita com o uso do kit 

Illumina Tru-Seq small RNA-Sequencing libraries (Illumina, San Diego, CA) e as amostras 

foram indexadas utilizando o kit de preparação TruSeq Small RNA Library Prep Kit -Set A, B, 

C e D (Illumina, San Diego, CA).  

As bibliotecas amplificadas e indexadas foram normalizadas por volume (25 µL) 

e unidas, formando um pool de 875 µL, o qual foi fraccionado por tamanho, com intervalo de 
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3.7 Critérios definidos na análise de expressão diferencial de microRNAs 

 

Para a análise de expressão diferencial de microRNAs foram feitas múltiplas 

comparações estatísticas utilizando grupo de paciente versus grupo controle (Figura 4 , lista 1) 

e grupo de paciente versus grupo de paciente (Figura 4, lista 2).  

 

Desenho da análise estatística por múltiplas comparações 

1. Paciente versus controle 2. Paciente versus paciente 

ELTM resistente (a) versus controle ELTM resistente (a) versus DCF (c) 

ELTM responsivo (b) versus controle ELTM responsivo (b) versus EGG (d) 

ELTM  (a+b) versus controle ELTM (a+b) versus EGG (d) 

DCF (c) versus controle ELTM (a+b) versus DCF (c) 

EGG (d) versus controle DCF (c) versus EGG (d) 

Epilepsia (a+b+c+d) versus controle 
 

Epilepsia resistente (a+c) versus Epilepsia 
responsiva (b+d) 

ELTM resistente (a) versus ELTM responsivo (b) 

Figura 4.  Desenho experimental da análise de expressão de microRNAs diferencialmente 

expressos. 1) Grupo de paciente versus grupo de controle e 2) grupo de paciente versus grupo 

de paciente 

 

Ao final, os resultados foram organizados nos gráficos a seguir para seleção de 

microRNAs exclusivos em cada um dos grupos de estudo (Figura 5, 6). 

Para a seleção de microRNAs candidatos foram considerados os seguintes 

parâmetros matemáticos: (I) p-valor ajustado (padj) ≤ 0,01; (II) p-valor ≤ 0,01 e -1,5 ≤ 

log2FoldChage ≥ 1,5. Ainda, as funções biológicas já descritas de cada microRNAs foram 

verificadas utilizando o banco de dados de interações entre microRNAs e alvos curados, 

miRTarBase (atualização de 2018). 





38 

 

 

4. RESULTADOS  

 

4.1 Análise estatística da coorte de estudo  

 

Os dados desta coorte foram compilados no Quadro 1.  

 

Quadro 1. Achados clínicos e neuropatológicos na coorte da fase de validação 

Coorte de estudo 

Variável 

ELTM (n=14) 

EGG (n=7) DCF (n=7) 
Controle 

(n=7) p-valor 
Resistente 

(n=7) 
Responsivo 

(n=7) 

Gênero 

Masculin
o 4 1 5 1 3 

0,1417
a
 

Feminin
o 3 6 2 6 4 

Mediana da Idade (anos) 55 (52-62) 57 (47-67) 26 (17-60) 18 (5-38) 51 (30-63) 5,13E-04
b

 

Idade mediana do início das crises 
(anos) 

10 (1-23) 10 (3-22) 15 (6-18) 3 (1-11) - 
0,0786

b
 

Mediana da Frequência de crises 
(mensais)  

3 (2-45) 0 0 (0-90) 75 (30-150) 0 1,66 E-05
b

 

DAEs em uso CBZ, CLB CBZ, CLB VPA >2 DAEs Sem DAEs - 

  Sente o 
início 

Sim 5 3 - - - 

1
c
   Não 1 1 - - - 

Tipo de 
crise Perda da Sim 4 2 - - - 

1
c
 (ILAE,2017) 

 
consciência  Não 2 2 - - - 

  

Generalizada 

Sim  4 3 - - - 

1
c
   Não 2 1 - - - 

Crise Febril 

Sim 0 1 - - - 

1
c
 Não 4 3 - - - 

  

Sim 

Direita 2 1 0 0 0 

2,00E-06
a

 

Esclerose Esquerda 3 6 0 0 0 
 

hipocampal Bilateral 2 0 0 0 0 

  Não 0 0 7 7 7 

Histórico familiar  

Sim 4 4 1 1 0 

0.06461
a
 Não 3 3 6 6 7 

Cirurgia neurológica 
realizada 

Sim 0 0 1 0 0 

1
a
 Não 7 7 6 7 7 

Crise durante o DCS 

Sim 0 0 0 - - 

1
a
 Não 7 7 7 - - 

Crise 24h antes o DCS 

Sim 2 0 1 - - 

0,7428
a
 Não 5 7 6 - - 
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ELTM: Epilepsia de Lobo Temporal Mesial; EGG: Epilepsia Genética Generalizada; DCF: 

Displasia Cortical Focal; CBZ: Carbamazepina; CLB: Clobazam; VPA: Ácido Valpróico; 

DAEs: Dogras Antiepilépticas; DCS: Dia de Coleta de Sangue; a: Teste  χ2 de Person com  p-

valor simulado (baseado em 1 000 000 replicatas); b: Teste de Kruskal Wallis; c: Teste de 

Fisher 

 

A coorte de estudo contempla quatro grupos de pacientes: ELTM resistente e 

responsivos às DAEs, DCF tipo II, EGG, e indivíduos controle.  

Observamos que em pacientes com ELTM a maioria fez uso da combinação de 

duas drogas antiepilépticas Clobazam e Carbamazepina, com isso, para homogeneização 

desse tipo de epilepsia, definimos como critério de inclusão adicional nessa fase de triagem 

apenas pacientes que faziam uso dessas duas drogas antiepilépticas. E entre os grupos de 

pacientes com EGG, foram recrutados para estudo sete indivíduos que estavam em uso 

exclusivo da droga ácido valpróico. 

Para o grupo de DCF, foram recrutados sete pacientes que tivessem o diagnóstico 

anatomo-patológico confirmado para DCF do tipo II. Para essa etiologia, não foi possível 

obter um grupo homogêneo com relação às DAE’s usadas devido à alta refratariedade dessa 

condição, e, portanto, a necessidade frequente de uso de politerapia.  

De modo geral, foram priorizados pacientes que não tiveram crises epilépticas até 

24 horas antes da coleta de material biológico com o objetivo de não influenciar nos níveis de 

microRNAs circulantes relacionados à crise espontânea recente.  

Dentre as variáveis analisadas no conjunto de dados (Tabela 1), mostraram 

diferenças significativas (p-valor <0,05) a média de idade e frequência de crises entre os 

grupos estudados, evidenciadas em negrito.  

Por meio do teste de Dunn com correção de Bonferroni foi observada diferença 

significativa entre a idade de pacientes com DCF tipo II e pacientes com ELTM refratário (p-
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valor = 0,005), responsivo (p-valor = 0,0024) e controles (p-valor = 0,04). Ainda, o mesmo 

teste foi usado para comparar média de frequência de crises, indicando diferença entre a 

frequência de crises de pacientes ELTM resistente versus responsivo (p-valor = 0,02), ELTM 

resistente vs. controles (p-valor = 0,03), ELTM responsivo vs. DCF (p-valor = 0,0002), EGG 

vs. DCF (p-valor = 0,01) e DCF vs. controles (p-valor = 0,0002). Essas diferenças são 

esperadas, já que as crises na DCF têm início mais precocemente, e são mais graves. Sabe-se 

que pacientes com EGG em geral tem epilepsia mais benigna em relação aos outros grupos.  

Assim, com base na frequência de crises epilépticas definiu-se como grupos de 

epilepsia resistentes ao tratamento medicamentoso o grupo de ELTM resistente às DAEs e o 

grupo de DCF, enquanto os grupos ELTM responsivo às DAEs e EGG foram definidos como 

grupos de epilepsias responsivas ao tratamento com drogas antiepilépticas.  

 

     4.2 Análise dos perfis de microRNAs circulantes na coorte de estudo  

 

A análise qualitativa dos dados do sequenciamento é apresentada a seguir. Os 

fragmentos de microRNAs sequenciados (reads) atingiram uma média de dois milhões de 

reads, evidenciando com isso boa qualidade no sequenciamento de cada amostra, variando 

entre os scores de pontuação máxima 30-40 (Figura 7).  

Considerando o tamanho médio dos microRNAs de 20 pares de bases, esperava-se 

que a distribuição dos comprimentos dos fragmentos sequenciados se concentrasse nesse pico. 

Contudo, conforme a Figura 8, observou-se dois picos, o primeiro, com média em 15 pares de 

bases e o segundo com 22 pares de bases. Removendo-se fragmentos menores que 15 

nucleotídeos, considerados adaptadores ou outras classes de pequenos RNAs, a quantidade 

final de dados gerados foi de 20% de todas as reads  sequenciadas.  
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5. DISCUSSÃO 

 

Este trabalho objetivou investigar se os microRNAs circulantes no plasma 

sanguíneo poderiam ser usados como biomarcadores no diagnóstico de etiologias de epilepsia 

e foi possível identificar 13 microRNAs relacionados ao tipo-específico da doença (Figura 

10a) 

Oito microRNAs mostraram serem específicos para ELTM (Tabela 1). Para DCF 

tipo II, foi possível observar a presença de três microRNAs específicos (Tabela 2) e dois 

microRNAs mostraram-se únicos para a EEG (Tabela 3). Além disso, foi possível identificar 

três microRNAs como biomarcadores de epilepsia em geral (Tabela 4). 

O trabalho também teve como objetivo avaliar se os microRNAs circulantes 

poderiam ser usados como biomarcadores preditivos quanto à resposta ao tratamento 

farmacológico, sendo identificado um microRNA (Figura 10b, Tabela 5). 

A epilepsia é uma doença heterogênea, na qual padrões de expressão 

monogênicos não são esperados, mas sim a contribuição de uma cascata de sinalização celular 

complexa, incluindo a combinação de diversos microRNAs, contribuindo para um perfil de 

expressão de microRNAs específicos para determinada etiologia da doença.  

Pitkanen et al., (4) ressaltam a importância do uso combinado de microRNAs 

como biomarcadores na epilepsia para aumento de sua especificidade em relação às outras 

doenças neurológicas, já que essas possuem similaridades e vias de expressão comum, 

incluindo padrões anormais de expressão de microRNAs. E esse desafio, segundo os autores, 

deve ser superado com a comparação de etiologias distintas na epilepsia e outras doenças 

neurológicas (4,55). 
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Nosso estudo abordou diferentes etiologias da epilepsia com o cuidado de 

obtermos uma casuística homogênea com relação às drogas antiepilépticas utilizadas por cada 

grupo e à resposta ao tratamento medicamentoso, com o objetivo de selecionar biomarcadores 

sensíveis e específicos para distingui-los, bem como para predizer a resposta às DAE’s 

ministrada no início do tratamento.  

 

5.1 Perfil de expressão de microRNAs circulantes presentes no plasma 

sanguíneo de pacientes com ELTM 

 

A comparação de microRNAs circulantes diferencialmente expressos no grupo de 

pacientes com ELTM-EH em relação às outras etiologias de epilepsia e indivíduos controles 

resultou em cinco microRNAs hiperexpressos hsa-miR-627-5p, hsa-miR-502-3p, hsa-32-5p, 

hsa-miR-636 e hsa-miR-141-3p e três hipoexpressos hsa-miR-139-5p, hsa-miR-4435, hsa-

miR-330-3p. 

Quando comparado somente pacientes com ELTM, observou-se a presença de 

uma potencial assinatura molecular entre os grupos resistente e responsivo às DAE’s. Os 

microRNAs hsa-miR-627-5p, hsa-miR-502-3p, hsa-32-5p e hsa-miR-139-5p apresentaram 

diferencialmente expressos no plasma sanguíneo de pacientes com ELTM-EH responsiva às 

DAEs, enquanto que o hsa-miR-330-3p foi encontrado apenas no  grupo de pacientes com 

ELTM-EH resistentes às DAEs. 

O perfil de expressão dos microRNAs circulantes identificados nessa análise 

corroborou com alguns dados já descritos na literatura, a saber: em 2011, Jimenez-Mateos e 

colaboradores (56) conduziram estudo de perfil de expressão de microRNAs usando 

hipocampo de camundongos que desenvolveram status epilepticus 24 horas após indução por 

ácido caínico, e encontraram o miR-330-3p e outros 11 microRNAs hipoexpressos. Do 
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mesmo modo, Bot et al. (57), em seu estudo de expressão de microRNAs no giro denteado a 

partir de modelos de ratos com epilepsia de lobo temporal, encontraram 57 microRNAs 

hipoexpressos, incluindo o miR-330-3p. Esses achados, ainda que limitados à modelos 

animais, sugerem que o hsa-miR-330-3p pode ser um potencial biomarcador não invasivo 

para a ELTM com crises recorrentes e espontâneas e pode ter papel na resposta às DAE’s. 

Dentre os microRNAs demonstrados em nosso estudo como potenciais 

biomarcadores para ELTM-HS responsiva às DAE’s, destaca-se o hsa-miR-502-3p. Wang e 

colaboradores também identificaram o hsa-miR-502-3p hiperexpresso no soro de pacientes 

com epilepsia responsiva às DAE’s (51), contudo, em um segundo trabalho este microRNA 

foi encontrado hiperexpresso no hipocampo de pacientes com ELTM-EH resistente ao 

tratamento medicamentoso (58). 

Essa divergência no nível de expressão do hsa-miR-502-3p  pode estar 

relacionada aos diferentes critérios de inclusão de pacientes com epilepsia na casuística de 

cada estudo. No estudo de Wang et al. (51) foram estudadas diferentes etiologias de epilepsia, 

incluindo a ELT, enquanto Kaalund et al. (58) restringiram seus estudos a  pacientes com 

ELTM resistente ao tratamento farmacológico com evidências de presença de EH. 

Da mesma forma, essa diferença de expressão também pode ser explicada pela 

diferença dos materiais biológicos analisados em ambos os estudos. Como se sabe, 

microRNAs têm padrão de expressão tecido-especifico (40) o que pode explicar porque Wang 

e colaboradores (51) encontraram o miR-502-3p hiperexpresso em soro de pacientes com 

epilepsia responsiva ao tratamento e Kaalund et al. (58) hiperexpresso no hipocampo de 

pacientes com ELTM-EH com resistência ao tratamento farmacológico.  

Entretanto, os padrões de expressão desregulados de alguns microRNAs podem 

estar diretamente relacionamento às condições fisiopatológicas no organismo (32). Assim, 
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juntos, esses dois achados na literatura reforçam a importância do miR-502-3p para a 

epilepsia, e estudos futuros com uma casuística mais homogênea são necessários na 

associação desse microRNA à resposta às DAE’s. 

Os microRNAs, hsa-miR-139-5p e hsa-miR-32-5p também foram encontrados no 

nosso estudo respectivamente hipo e hiperexpressos no plasma de pacientes com ELTM-EH 

responsivos ao tratamento medicamentoso. O hsa-miR-139-5p já foi encontrado hipoexpresso 

em hipocampo de ratos após status epilepticus (60), enquanto o hsa-miR-32-5p foi descrito 

hiperexpresso em estudo com dor neuropática (61) em modelo animal e associado com 

autismo (62) e parece não ter um papel específico relacionado à epilepsia, mas  sua função 

precisa ser mais investigada. 

Dentre os microRNAs demonstrados em nosso estudo como potenciais 

biomarcadores para ELTM-HS (resistentes e responsivos às DAE’s), destacam-se o hsa-miR-

4435 e hsa-miR-141-3p, ambos correlacionados aos estudos de Wang e colaboradores 

(51,63), respectivamente hipo e hiperexpressos em soro de pacientes com diferentes etiologias 

de epilepsia, o que corrobora com nossos achados em plasma sanguíneo.  

O hsa-miR-4435 também foi relacionado à esquizofrenia por predição de alvos de 

microRNAs no estudos de Costain et al. (2014), incluindo a predição gênica GABRA1 do 

receptor de GABAA (64), responsável pela mediação no neurotransmissor inibidor GABA 

(ácido gama-aminobutílico). Com base nesses estudos, o hsa-miR-4435 não é um 

biomarcador específico para a epilepsia, mas pode estar relacionado com a expressão gênica 

em doenças neurológicas.   

Os microRNAs hsa-miR-627-5p e hsa-miR-636 encontrados nas análises de 

amostras de plasma, respectivamente, de pacientes com ELTM-EH responsivo às DAE’s  e 

ELTM-EH em geral, não foram descritos na literatura relacionadas às doenças neurológicas. 
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Com isso, podem ser considerados biomarcadores inéditos para o diagnóstico da ELTM se 

confirmarmos  a presença numa coorte de validação e se mais estudos forem realizados para 

identificar sua função como biomarcador e/ou na epileptogênese deste tipo especifico de 

epilepsia. 

 

5.2 Perfil de expressão de microRNAs circulantes presentes no plasma 

sanguíneo de pacientes com DCF tipo II 

 

A comparação de microRNAs circulantes diferencialmente expressos no grupo de 

pacientes com DCF tipo II em relação às outras etiologias e indivíduos controles resultou em 

três microRNAs hiperexpressos, hsa-miR-148a-3p, hsa-miR-215-5p e hsa-miR-128-3p. 

Em nossa análise, o hsa-miR-148a-3p e hsa-miR-128-3p não apresentaram um 

logFC significativo, contudo  os  p-valores ajustados foram < 0,05, o que demonstra que esses 

microRNAs estão diferencialmente expressos entre pacientes com DCF em relação à 

indivíduos saudáveis e de forma singular em relação às outras etiologias.  

No estudo de Ichi et al. em 2010, o miR-148a-3p e outros três microRNAs foram 

identificados hiperexpressos em embriões de camundongos mutantes propensos à defeitos do 

tubo neural em relação aos embriões selvagens.  

Nesse trabalho, foi apresentado a hipótese de que o miR-148a seria um dos 

microRNAs responsáveis pela regulação genética pós-transcrional da enzima KDM6B, que 

tem o papel na desmetilação da histona H3K27 (do inglês, lysine residue 27 of histone H3) 

associada com os genes HES1 e NEUROG2, que são essenciais para o desenvolvimento 

correto do tubo neural. Desse modo,  o aumento da expressão do miR-148a implica de forma 

indireta no aumento da metilação da histona H3K27, alterando a atividade nos promotores dos 



54 

 

 

genes HES1 e NEUROG2, o que prejudica a proliferação de células-tronco e causa 

neurogênese prematura (65). 

Em 2014, Hinton e colaboradores (66) fizeram a triagem da expressão de 

microRNAs durante a transição de células-tronco embrionárias humanas (hESCs) da fase de 

pluripotência para endoderma definitivo. Nesse estudo, identificaram 40 microRNAs 

hiperexpressos em células pluripotentes em relação aos endodermas, incluindo o hsa-miR-

148a-3p.  

E em 2017, Veno et al., identificaram um perfil de microRNAs com expressão 

altamente específica ao longo do dobramento cortical do cérebro suíno, dentre os quais incluía 

o miR-148-3p, com aumento de expressão do início ao fim do dobramento cortical. 

Esses achados juntos inferem que o miR-148a-3p, tanto em modelo animal como 

em humano, possui padrões de expressão tempo-específico durante o desenvolvimento 

cerebral, e sua modulação adequada é essencial na regulação de uma cascata gênica referente 

à proliferação e diferenciação de células tronco relacionadas à neurogênese. Ainda, a 

manutenção da hiperexpressão desse microRNA em adultos pode inferir à presença de células 

neuronais prematuras como, por exemplo, células em balão, encontradas na DCF do tipo II. 

O hsa-miR-128-3p, por sua vez, foi associado à excitabilidade neuronal em 

camundongos com epilepsia (67) e foi encontrado no soro de pacientes com epilepsia 

resistente às drogas antiepiléticas de modo geral (52). Apesar dos achados literários não 

apontarem relação específica desse microRNA à etiologia estudada, o hsa-miR-128-3p pode 

contribuir na construção de um perfil de expressão de microRNAs na DCF.  

Finalmente, o hsa-miR-215-5p, hiperexpresso em nossa análise, foi encontrado 

hipoexpresso em hipocampo de ratos com epilepsia na fase aguda (68), o que demonstra a 

importância da validação de experimentos em humanos.  
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5.3 Perfil de microRNAs circulantes na EGG 

 

A primeira análise apresentada na Figura 9 mostrou que em uma análise estatística 

mais restritiva, considerando o p-valor ajustado em detrimento do p-valor padrão, a EGG foi a 

etiologia com maior probabilidade de apresentar microRNAs de expressão anormal no plasma 

sanguíneo em comparação aos indivíduos controles.  

Esses dados prévios podem ser explicados pela presença de crises epilépticas de 

caráter generalizado, ou seja, com a presença de crises que afetem o hemisférios cerebral de 

modo abrangente. Como consequência a desregulação da expressão de microRNAs nessa 

etiologia parece abranger um espectro maior dessas moléculas em comparação à DCF e 

ELTM. 

Contudo, foi observado que o tamanho do efeito desses microRNAs para a doença 

eram pouco expressivos e a análise final resultou em dois microRNAs diferencialmente 

expressos, o hsa-miR-182-5p e o hsa-miR-877-5p, no grupo de pacientes com EGG em 

relação às outras etiologias e aos indivíduos controles (Tabela 3). 

Em 2015, Wang e colaboradores (52) encontrou o hsa-miR-877-5p hipoexpresso 

no soro de pacientes com epilepsia quando comparado pacientes responsivos e resistentes às 

DAEs, corroborando com nosso achado em plasma sanguíneo em pacientes com EGG 

responsivos às drogas antiepilépticas. 

E o hsa-miR-182-5p foi previamente descrito hiperexpresso em hipocampo de 

pacientes com ELTM (69), uma etiologia diferente da EGG, reforçando a necessidade de 

estudos de validação futuros. 
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5.4 Perfil de microRNAs circulantes na epilepsia  

 

A comparação de microRNAs circulantes diferencialmente expressos entre todos 

os pacientes pertencentes a essa casuística e indivíduos controles resultou em dois 

microRNAs hiperexpressos, hsa-miR-96-5p e hsa-miR-4508, no plasma sanguíneo e apenas 

um microRNA hipoexpresso, hsa-miR-425-3p. 

Em nossa análise, chamou-nos a atenção a elevada expressão do hsa-miR-96-5p 

(logFC > 3,0) em pacientes com epilepsia quando comparada aos indivíduos saudáveis. Além 

disso, esse microRNA parece ter grande relevância no processo de epileptogênese, uma vez 

que já foi relacionado a morte neuronal, gliose e inflamação, como veremos a seguir.  

Segundo Gan e colaboradores (70), em seu estudo sobre a função e alvos do miR-

96 no hipocampo de ratos prematuros quando expostos ao status epilepticus (SE), esse 

microRNA mostrou regular negativamente as proteínas Atg7 (do inglês, Autophagy related 7) 

e Atg16L1 (do inglês, Autophagy related 16 like 1), responsáveis pela formação de 

autofagossomos em neurônios e astrócitos respectivamente. Eles sugerem que a elevada 

expressão do miR-96 previne o dano neuronal ocasionado pelo SE através da inibição dessas 

proteínas de formação de autofagossomos no hipocampo, evidenciando a função protetiva 

desse microRNA nas células neuronais durante e após o status epilepticus e seu potencial 

papel terapêutico na epilepsia.  

Outro estudo realizado por Kinoshita et al. (71) com modelo animal, mostrou que 

o miR-96-5p também regula negativamente a proteína EAAC1 (do inglês, cysteine 

transporter excitatory amino acid carrier 1), responsável pela síntese de glutationa (GSH, do 

inglês Glutathione) – um antioxidante com função de neuroproteção cerebral. E nesse caso, a 

hipoexpressão do microRNA demonstrou aumentar os níveis do antioxidante GSH no cérebro 

de camundongos. 
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Com base nos dois estudos com modelo animal, podemos inferir que o miR-96-5p 

parece ter papel importante no controle da exposição das células neuronais à fatores de risco 

como a oxidação ou morte celular. E por isso, os níveis de expressão dessa molécula pode 

estar diretamente relacionada à homeostase cerebral, e regulação da excitabilidade neuronal.  

Além disso, um terceiro estudo (72) também realizado em camundongos, com o 

objetivo de identificar a função e os reguladores da proteína Tbx1 (do inglês, T-box 

transcription fator) na síndrome de DiGeorge ou síndrome da deleção 22q11.2, demonstrou 

que o miR-96 possui um loop de regulação de feedback negativo com a proteína Tbx1, e que 

ambos têm importante papel na regulação da taxa de proliferação de células progenitoras 

dentais e no desenvolvimento craniofacial.  

Acrescido ao fato de que o miR-96 desempenha papel de regulação da 

proliferação de células de origem ectodérmica como as dentais e neuronais, outros estudos 

mostraram que pacientes com a síndrome de DiGeorge possuem alta frequência de desordens 

do neurodesenvolvimento, como a esquizofrenia (73) e a epilepsia (74), reforçando a 

relevância do miR-96 como molécula reguladora de questões do neurodesenvolvimento e 

como potencial biomarcador no perfil de epilepsia.  

O hsa-miR-425-3p foi descrito hipoexpresso em hipocampo de camundongo com 

modelo de epilepsia de lobo temporal na fase aguda, o que corrobora com nosso achado (75). 

E o hsa-miR-4508 não foi previamente descrito na literatura relacionado às doenças 

neurológicas e pode ser um potencial biomarcador inédito para diagnóstico das epilepsias.  
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5.5  Perfil de microRNAs circulantes na resposta ao tratamento 

medicamentoso da epilepsia 

 

Foi realizada a comparação de microRNAs circulantes diferencialmente expressos 

entre pacientes resistentes e responsivos às DAE’s. A primeira análise consistiu na 

comparação de pacientes com ELTM resistente versus ELTM responsiva ao tratamento 

medicamentoso (Figura 4a). A segunda análise (4b) consistiu na comparação do grupo de 

pacientes com epilepsia resistente às drogas antiepilépticas (união de pacientes com ELTM 

resistente e com DCF) em relação aos pacientes com epilepsia responsiva (união dos 

pacientes com ELTM responsiva e EGG).  

Ambas as análises resultaram no hsa-miR-101-5p, encontrado hipoexpresso em 

pacientes com epilepsia resistente às DAE’s em relação aos pacientes responsivos ao 

tratamento farmacológico.  

A comparação restritiva entre os pacientes com ELTM (Figura 4a), apesar de não 

ser estatisticamente significativas pelo p-valor ajustado, corrobora com a análise abrangente 

de pacientes com diferentes etiologias (Figura 4b). Além disso, dois estudos na literatura são 

relevantes neste contexto. 

O estudo de Wang et al. (2015) corrobora com nosso achado ao comparar soro de 

pacientes com epilepsia e diferentes respostas às drogas antiepilépticas. 

E em  2016, Lippi e colaboradores (76) avaliaram células de hipocampo em 

modelo animal e mostraram que o miR-101 é um dos microRNAs mais abundantes nos 

primeiros estágios de vida de camundongos, presentes em neurônios piramidais e 

interneurônios. Essa abundância foi explicada por sua função: orquestrar o desenvolvimento 

das redes neurais para atingir a excitabilidade ótima no camundongo adulto. Assim, o 

bloqueio precoce do miR-101, mesmo de forma transitória, mostrou induzir 
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hiperexcitabilidade ao longo prazo e a déficits persistentes de memória no camundongo 

adulto.  

 Juntos, esses dados fortalecem a hipótese de que os níveis de hsa-miR-101-5p são 

relevantes na indução da hiperexcitabiliadde neuronal e na sensibilidade às drogas 

antiepilépticas, e pode ser um relevante biomarcador preditivo ao tratamento farmacológico.  

De modo geral, no nosso estudo, o perfil de expressão de microRNAs tipo-

específico de diferentes etiologias de epilepsia, incluindo a ELTM, DCF e EGG, demonstrou 

muitas consistências e algumas inconsistências com os achados prévios na literatura. 

 Fatores como o estilo de vida de pacientes, drogas usadas previamente e 

momento da coleta do material biológico podem causar variabilidade na abundância e 

expressão de microRNAs (51,52) Ainda, os níveis de microRNAs provenientes de amostras 

com processamentos distintos, como o plasma e soro, ou de espécies distintas devem ser 

correlacionados com cautela, pois podem ser  fatores de variabilidade na análise (4). 

Estudos de validação técnica e biológica serão necessários para predizer a 

reprodutibilidade dos dados, bem como a sensibilidade e especificidade desses microRNAs 

como ferramentas de diagnóstico/ predição na clínica médica.  
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6. CONCLUSÃO 

 

1) O estudo evidenciou que 13 microRNAs são potenciais biomarcadores de 

diagnóstico para diferentes tipos específicos de epilepsia: hsa-miR-148a-3p, hsa-miR-215-5p, 

hsa-miR-128-3p, hsa-miR-182-5p, hsa-877-5p, hsa-miR-627-5p, hsa-miR-502-3p, hsa-miR-

32-5p, hsa-miR-139-5p, hsa-miR-330-3p, hsa-miR-636, hsa-miR-141-3p e hsa-miR-4435. 

2) O hsa-miR-101-5p foi identificado como um possível biomarcador preditivo da 

resposta ao tratamento farmacológico em pacientes com epilepsia. 
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Lopes Cendes

Aceito

TCLE / Termos de
Assentimento /

TCLE_HCFMB_UNESP.pdf 09/11/2018
10:23:25

Iscia Teresinha
Lopes Cendes

Aceito
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(19)3521-8936 E-mail: cep@fcm.unicamp.br

Endereço:

Bairro: CEP:

Telefone:

Rua Tessália Vieira de Camargo, 126
Barão Geraldo
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UNICAMP - CAMPUS
CAMPINAS

Continuação do Parecer: 3.141.975

CAMPINAS, 11 de Fevereiro de 2019

Maria Fernanda Ribeiro Bittar
(Coordenador(a))

Assinado por:

Justificativa de
Ausência

TCLE_HCFMB_UNESP.pdf 09/11/2018
10:23:25

Iscia Teresinha
Lopes Cendes

Aceito

Projeto Detalhado /
Brochura
Investigador

projeto_biorrepositorio.pdf 09/11/2018
10:22:54

Iscia Teresinha
Lopes Cendes

Aceito

TCLE / Termos de
Assentimento /
Justificativa de
Ausência

TCLE_biorrepositorio_menores18.pdf 09/11/2018
10:22:36

Iscia Teresinha
Lopes Cendes

Aceito

TCLE / Termos de
Assentimento /
Justificativa de
Ausência

TCLE_biorrepositorio_maiores18.pdf 09/11/2018
10:22:20

Iscia Teresinha
Lopes Cendes

Aceito

TCLE / Termos de
Assentimento /
Justificativa de
Ausência

TALE711_8.pdf 09/10/2018
13:10:43

Iscia Teresinha
Lopes Cendes

Aceito

TCLE / Termos de
Assentimento /
Justificativa de
Ausência

TALE1217_8.pdf 09/10/2018
13:10:23

Iscia Teresinha
Lopes Cendes

Aceito

TCLE / Termos de
Assentimento /
Justificativa de
Ausência

TCLE_UFSC.pdf 09/10/2018
13:09:25

Iscia Teresinha
Lopes Cendes

Aceito

Outros regulamento_biorrepositorio.pdf 13/08/2018
15:49:58

Iscia Teresinha
Lopes Cendes

Aceito

Folha de Rosto folhaDeRosto.pdf 21/02/2013
11:21:13

Aceito

Situação do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciação da CONEP:

Não

13.083-887

(19)3521-8936 E-mail: cep@fcm.unicamp.br

Endereço:

Bairro: CEP:

Telefone:

Rua Tessália Vieira de Camargo, 126

Barão Geraldo

UF: Município:SP CAMPINAS

Fax: (19)3521-7187
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