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RESUMO

A epilepsia idiopatica ¢ uma condi¢do neurologica recorrente em caes e cuja etiologia ainda nao
¢ totalmente compreendida, acreditando-se ter uma base genética. Os microRNAs (miRNAs)
sdo pequenos RNAs conhecidos por regular a expressdo génica poOs-transcricional e
desempenhar um papel crucial em processos celulares, incluindo diferenciagdo celular,
proliferagdo e apoptose. Este estudo tem como objetivo investigar o papel dos microRNAs na
epilepsia idiopatica canina, com énfase na expressao dos miRNAs 129 e 139 el181a, buscando-
se elucidar a relag@o entre tal expressao e a resposta ao tratamento medicamentoso. O estudo
analisou amostras de sangue de caes diagnosticados com epilepsia idiopatica e em tratamento,
incluindo aqueles que realizavam monoterapia e politerapia, bem como animais higidos para
comparagdo. A coleta de dados clinicos e de tratamento dos animais foi realizada, com
levantamento dos tipos de medicamentos utilizados. As amostras de plasma foram analisadas
por PCR para determinar os niveis de expressdo dos miRNAs 129, 139 e 181a. Os resultados
encontrados nesse estudo mostraram que animais epilépticos idiopaticos tendiam a ter o miRNA
129 mais hiperexpresso em relacao aos caes ndo epilépticos. Por sua vez, nao foram encontradas
diferengas entre os grupos controle e de animais epilépticos em relacdo aos miRNAs 139 e
181a, indicando a necessidade de mais estudos para elucidagao de sua possivel relagdo com a

epilepsia idiopatica em caes.

Palavras-chave: biomarcadores; caes; epilepsia; microRNAS.



ABSTRACT

Idiopathic epilepsy is a recurrent neurological disorder in dogs whose etiology is not yet fully
understood, although it is believed to have a genetic basis. MicroRNAs (miRNAs) are small
non-coding RNAs known to regulate post-transcriptional gene expression, playing a crucial role
in several cellular processes, including cell differentiation, proliferation, and apoptosis. This
study aimed to investigate the role of microRNAs in canine idiopathic epilepsy, with emphasis
on the expression of miRNAs 129, 139 and 181a, seeking to elucidate the relationship between
their expression and the response to pharmacological treatment. Blood samples from dogs
diagnosed with idiopathic epilepsy and undergoing treatment were analyzed, including animals
receiving monotherapy and polytherapy, as well as healthy dogs used as a control group.
Clinical and therapeutic data were collected, including information regarding the medications
used. Plasma samples were analyzed by PCR to determine the expression levels of miRNAs
129, 139 and 181a. The results demonstrated that dogs with idiopathic epilepsy tended to
present hyperexpression of miRNA 129 when compared to non-epileptic dogs. In contrast, no
significant differences were observed between the control and epileptic groups regarding
miRNAs 139 and 181a, indicating the need for further studies to better elucidate their possible
relationship with idiopathic epilepsy in dogs.

Keywords: biomarkers; dogs; epilepsy; microRNAs.
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1 INTRODUCAO

Os microRNAs (miRNAs) sao pequenas moléculas nao codificantes, com cerca de 19 a
20 nucleotideos, que regulam a expressdao génica no nivel pos-transcricional e participam de
diversos processos celulares, estando presentes tanto em tecidos normais quanto neoplasicos.
Vém sendo amplamente utilizados na medicina como biomarcadores, devido a sua
especificidade tecidual, alteracdes de expressao em diferentes doengas, resisténcia a
degradacao, baixo custo e facilidade de obten¢ao de amostras. Podem ser detectados em
diversos fluidos biologicos, como sangue, liquor, saliva, liquido amnidtico, urina e leite. Além
disso, t€ém sido investigados como fatores progndsticos, bem como potenciais alvos terapéuticos
e diagnosticos (TIWARI; PEARISO; GROSS, 2018; ANTONIO et al., 2019; KOEHLER et al.,
2020; NARITA et al., 2020; GHAFOURI-FARD et al., 2022; VLIET et al., 2024).

Os miRNAs atuam por meio da ligacdo complementar, total ou parcial, ao RNA
mensageiro, levando a inibi¢do da tradugdo proteica ou a sua degradacdo. Também
desempenham papel como moduladores epigenéticos, regulando enzimas-chave envolvidas em
processos como metilagdo do DNA e modificagdo de histonas. Dessa forma, estabelecem uma
relacdo de retroalimentagdo com mecanismos epigenéticos, influenciando processos como
diferenciagdo celular, proliferagao e apoptose (TIWARI; PEARISO; GROSS, 2018; YAO;
CHEN; ZHOU, 2019; RASHID et al., 2023; CHEN et al., 2024).

Os miRNAs possuem precursores, sendo o primeiro o pri-miRNA, que serd processado
pela Drosha no ntcleo para gerar outro precursor, o miRNA pré, que, por sua vez, serd
processado pelo Dicer para formar o miRNA ativo (SCHMITTGEN et al., 2008). Os pré-
miRNAs podem ter alteracdes de comprimento, além de diferengas na dimensdo do lago
terminal, incompatibilidades internas e protuberancias que influenciam diretamente no seu

reconhecimento e na exatidao da clivagem pelo Dicer (DING; WANG, 2025).

Na epilepsia, os miRNAs parecem desempenhar papel relevante ao participarem de
processos como apoptose, inflamacao, estresse oxidativo, autofagia e disfuncao de células da
glia. Além disso, influenciam diretamente a arquitetura neuronal, incluindo dendritos, axonios,
canais ionicos ¢ neurotransmissores (XIE et al., 2023; VLIET et al., 2024; EKER, 2026). A
desregulagdo astrocitaria, associada a progressao de doencas do sistema nervoso central,
também pode estar relacionada a agdo dos miRNAs, sugerindo seu potencial como alvo

terapéutico em epilepsia refrataria (MENG et al., 2025).
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A neuroinflama¢do desempenha papel central na epilepsia, envolvendo tanto
mecanismos periféricos quanto centrais, com comprometimento da barreira hematoencefalica
e aumento da excitabilidade neuronal. Esse processo pode levar a alteragdes estruturais, morte
neuronal e reorganizagdo sinaptica, além de contribuir para a recorréncia e a progressao das
crises (XIE et al., 2023; CHEN et al, 2024). Nesse contexto, os miRNAs também estdo
envolvidos em lesdes encefalicas agudas associadas a epilepsia, como alteragdes vasculares,
trauma encefalico e status epilepticus, refor¢gando seu potencial como possiveis biomarcadores
e alvos terapéuticos (TIWARI; PEARISO; GROSS, 2018; BRENNAN; HENSHALL, 2020;
XIE et al., 2023).

Estudos em modelos animais e em pacientes epilépticos ja identificaram mais de 100

miRNAs desregulados em sangue e tecido encefalico (TIWARI; PEARISO; GROSS, 2018).

O miRNA 129 esta associado a modulacdo da excitabilidade neuronal, atuando
principalmente na redugdio de sinapses excitatorias. E expresso em neurdnios hipocampais e
participa do controle de canais i6nicos de potéassio. Estudos demonstraram sua relacdo com
epilepsia refrataria, sendo identificado no plasma e em tecidos encefalicos de pacientes com
aumento da frequéncia de crises (RAJMAN et al., 2017; SUN et al, 2016; BRENNAN;
HENSHALL, 2020).

O miRNA 139, além de seu papel em neoplasias, ¢ associado a epilepsia do lobo
temporal, atuando na regulagdo de proteinas relacionadas & refratariedade medicamentosa. E
expresso em dendritos e sinapses, participando da maturagdo e sobrevivéncia neuronal. Em
algumas condi¢des neurologicas, incluindo epilepsia, pode apresentar expressdo reduzida.
Também estd envolvido na modulacdo de receptores NMDA, influenciando a plasticidade
sindptica e a excitabilidade neuronal (HUANG et al, 2014; ALSHARIF; XIA; LI, 2016;
SONAWANE; VSIANSKY; BRAZDIL, 2024).

O miRNA 181a apresenta expressao aumentada em contextos epilépticos e estd ligado
a inflamagdo, morte celular e ativagao de células gliais. Sua inibi¢ao foi associada a redugao da
apoptose e da ativagdo inflamatoria, possivelmente por meio da via SIRT1. Alteragdes desse
miRNA foram identificadas tanto no plasma quanto no hipocampo, sugerindo envolvimento na
epileptogénese e como potencial marcador prognéstico (TIWARI; PEARISO; GROSS, 2018;
KONG et al., 2020; FARD et al., 2022; RUAN et al., 2023; VASILIEVA et al., 2023; XIE et
al., 2023; MENG et al., 2025; EKER, 2026).
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As alteragdes neurologicas sdo frequentes na clinica de pequenos animais, sendo
relatado que 0,82% dos caes apresentam ao menos um episodio epiléptico ao longo da vida
(RUDEN et al., 2023). A epilepsia é caracterizada por descargas neuronais anormais e
recorrentes, resultantes de desequilibrio entre mecanismos excitatorios e inibitorios, podendo
causar alteracdes comportamentais, motoras e autondomicas (DE RISIO et al., 2015; PLONEK
et al., 2022; KAHN et al., 2023; SILVESTRINO et al., 2025).

As crises epilépticas podem ser classificadas como focais ou generalizadas, podendo a
forma focal evoluir para a generalizacdao. A epilepsia idiopatica ¢ definida pela auséncia de
causa estrutural ou metabolica identificavel, sendo o diagnostico baseado na exclusio de outras
etiologias (DE RISIO et al., 2015; PLONEK et al., 2022). Essa forma representa a causa mais
comum em caes, correspondendo a aproximadamente 53,8% dos casos (SILVESTRINO ef al,,
2025).

O diagnéstico baseia-se em avaliago clinica, exames laboratoriais e, quando necessario,
exames complementares como ressonancia magnética e analise de liquor. O tratamento ¢
indicado conforme a frequéncia e a gravidade das crises, sendo o fenobarbital, o brometo de
potéassio e o levetiracetam as principais op¢des terapéuticas (PODELL et al., 2016). Apesar
disso, até¢ 40% dos animais podem apresentar refratariedade ao tratamento, caracterizada pela
auséncia de controle adequado das crises mesmo com uso de multiplos farmacos (GARCIA-
GRACA et al.,, 2024; KADLER et al., 2025).

Atualmente, ndo ha terapias capazes de modificar a progressdo da doenca, sendo o
tratamento voltado ao controle das crises. Nesse contexto, a identificacdo de biomarcadores,
como os miRNAs, pode contribuir para melhor compreensao da doenca e desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas (RUDEN et al., 2023).

Até o momento, ha escassez de estudos avaliando a expressdao de miRNAs em cades com
epilepsia idiopatica, especialmente em relagdo ao uso de monoterapia e politerapia. Dessa
forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a expressdao dos miRNAs 129m 139 e 181a

em caes com epilepsia idiopatica submetidos a diferentes protocolos terapéuticos.
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2.1 INTRODUCAO

Estudos conduzidos em humanos e modelos experimentais em ratos demonstraram
alteragcdes na expressao de diferentes miRNAs durante a epileptogénese e na epilepsia cronica,
sugerindo seu potencial como biomarcadores diagndsticos, prognésticos ¢ até como alvos
terapéuticos. Entretanto, a expressao diferencial desses miRNAs e sua relagao com os diferentes
perfis clinicos da epilepsia ainda demandam maior investigacao (XIE et al., 2023; VLIET et
al., 2024; EKER, 2026).

A epilepsia idiopatica canina ¢ uma das doengas neurologicas cronicas mais frequentes
em caes, sendo ainda escassos os estudos que investigam a associagdo entre miRNAs e resposta
terapéutica. Até o0 momento, apenas o estudo de Garcia-Gracia et al. (2025) avaliou a relagao
entre refratariedade ao tratamento e miRNAs em cdes com epilepsia idiopatica. Os autores
investigaram os miRNAs 16, 21, 27, 93-5p, 132, 142 e 574, observando diferengas
significativas entre caes refratarios e o grupo controle para os miRNAs 16, 27, 93-5p, 142 e
574. Em cdes responsivos ao tratamento, apenas o miRNA 142 apresentou alteragdo
significativa em relacdo aos controles, enquanto os miRNAs 16, 93-5p, 132 e 574
demonstraram potencial prognostico na distingao entre caes responsivos e refratarios a terapia
antiepiléptica, sugerindo possivel aplicagdo futura como biomarcadores de refratariedade ao
tratamento nessa condi¢do neuroldgica.

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar, em cdes com epilepsia

idiopatica submetidos a diferentes protocolos terapéuticos, a expressao dos miRNAs 129, 139
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e 181la, os quais ja foram previamente identificados em ratos e em seres humanos como
envolvidos na epilepsia refratiria e na neuroinflamacdo (ALSHARIF; XIA; LI, 2016;
BRENNAN; HENSHALL, 2020; EKER, 2026; FARD et al., 2022; HUANG et al., 2014;
KONG et al., 2020; MENG et al., 2025; RAIMAN et al., 2017; RUAN et al., 2023;
SONAWANE; VSIANSKY: BRAZDIL, 2024 SUN et al., 2016; TIWARI; PEARISO; GROSS,
2018; VASILIEVA et al., 2023; XIE et al., 2023;).

2.2 METODOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNIP sob
protocolo niimero 2800080824 e a divulgacdo do estudo foi realizada por redes sociais,
principalmente por WhatsApp, para tutores ¢ médicos veterinarios.

Foram aceitos caes com idades entre 3 a 6 anos de idade, que realizavam tratamento
para controle de crises epilépticas de origem idiopatica, apresentando exame neuroldgico
interictal sem alteracdes, além de resultados de hemograma e exames de ureia, creatinina,
fosfatase alcalina, alanina-aminotransferase, bilirrubina, proteina total, albumina, colesterol,
triglicérides, acidos biliares, sddio, potassio, cloreto, calcio e urindlise dentro dos parametros
de normalidade, j& realizando acompanhamento com médico veterindrio especialista em
neurologia. Além disso foram aceitos caes fora dessa faixa etaria com 1 a 12 anos de idade que
possuiam ressonancia magnética comprobatoria de ndo terem outras causas que poderiam
desencadear a crise epiléptica. Todos esses animais faziam uso de monoterapia ou politerapia
para controle das crises, realizando a terapia medicamentosa com pelo menos a dose inicial
descrita em literatura ou tinham a mensuragdo sérica dos farmacos. Nao foram aceitos no
presente estudo caes com epilepsia estrutural e reativas.

Foram avaliados dois grandes grupos, os animais do grupo controle (n=14, Tabela 1) e
os animais do grupo de epilépticos idiopaticos (n=14). Dentro deste grupo, existiam individuos
que usavam monoterapia (n=5, Tabela 1) e politerapia (n=9, Tabela 1). O célculo minimo de
animais utilizados no estudo por grupo seria de 11 individuos, considerando a existéncia de 3

grupos.



Tabela 1. Dados referentes aos animais participantes do estudo.

Grupo Idade Raca Medicamentos
Controle 3 anos SRD Nenhum
Controle 3 anos SRD Nenhum
Controle 5 anos Poodle Nenhum
Controle 6 anos Maltés Nenhum
Controle 5 anos Golden Nenhum
Controle 4 anos SRD Nenhum
Controle 6 anos Yorkshire Nenhum
Controle 6 anos Yorkshire Nenhum
Controle 10 anos SRD Nenhum
Controle 7 anos SRD Nenhum
Controle 6 anos Yorkshire Nenhum
Controle 11 anos Fox Paulistinha Nenhum
Controle 12 anos SRD Nenhum
Controle 7 anos Cavalier Nenhum
Monoterapia 3 anos Cavalier Fenobarbital
Monoterapia 4 anos Déalmata Fenobarbital
Monoterapia 3 anos Dascshund Fenobarbital
Monoterapia 3 anos SRD Fenobarbital
Monoterapia 6 anos Border Collie Fenobarbital
Fenobarbital, Brometo de potassio,
Politerapia 4 anos SRD Levetiracetam.
lab6
Politerapia meses Pastor de Shetland Fenobarbital, Levetiracetam
Politerapia 12 anos Spitz Alemdo Fenobarbital, Levetiracetam
Welsh Corgi
Politerapia 3 anos Pembroke Fenobarbital, Levetiracetam
Fenobarbital, Brometo de potéassio,
Politerapia 3 anos Spitz Aleméo Levetiracetam.
Fenobarbital, Brometo de potéassio,
Politerapia 4anos Buldogue Inglés Levetiracetam.
Politerapia 2 anos Chihuahua Fenobarbital, Levetiracetam
Fenobarbital, Brometo de potéassio,
Politerapia 2 anos Border Collie Levetiracetam.
Politerapia 10 anos Lhasa Apso Fenobarbital, Levetiracetam

14

Os médicos veterindrios que indicaram pacientes para a presente investigacao assinaram

o termo de anuéncia, enquanto os responsaveis dos animais que aceitaram participar assinaram

o termo de consentimento livre esclarecido.
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Foi realizada a coleta de sangue do animal nas veias periféricas cefalica ou jugular, com
agulha hipodérmica e seringa de 3 mL. A amostra foi armazenada em tubos com EDTA de 2
mL, sendo centrifugados logo apds a coleta. Foi coletado 0,5 mL de sobrenadante, no caso o
plasma, e armazenado em microtubos tipo Eppendorf, os quais foram armazenados
primeiramente em freezer a temperatura de -20° C, para posterior congelamento a -80° C, com
subsequente extracdo do material.

Foram extraidos 0,250 mL de plasma de cada Eppendorf, colocados em novos
Eppendorfs, homogeneizado com Trizol ¢ mantido no gelo. Seguiu-se adicdo de 0,2 mL de
cloroférmio, com posterior centrifuga¢do do material a 12.000 g a 4° C por 15 minutos, sendo
coletado o sobrenadante. Em seguida, foram adicionados 0,8 mL de alcool isopropilico e
realizada nova centrifugacdo sob mesma velocidade e temperatura. Ao final da etapa, foi
possivel visualizar o pellet esbranquicado de RNA. Posteriormente, descartou-se o
sobrenadante e deixou-se o tubo com o pellet secar, sendo o RNA ressuspendido com 100
microlitros de 4dgua estéril e armazenado novamente em freezer a -80° C. As amostras foram
descongeladas em gelo para a realizacdo da mensuracdo por meio de espectrofotometro de
microvolume para RNA, com utilizagdo de 4gua ultrapura para a calibragem do aparelho e
depois feita a avaliagdo das amostras. Foi realizada a dilui¢ao dos miRNAs (Tabela 2) a serem
utilizados no PCR. As amostras de miRNAs diluidas foram pipetadas em novo Eppendorf com
adicao de agua. Foi realizado o PCR com um pool de amostras controles e miRNAs, além de
SYBR e 4gua ultrapura, sendo adicionados 2 microlitros de cDNA/plasma, 2 microlitros de
agua ultrapura, 1 microlitro de primer e 5 microlitros de SYBR em cada pogo da placa.
Primeiramente, colocou-se a 60° C no PCR para avaliar se iriam anelar com o pool de plasma;
apos isso, foram sendo rodadas as placas. O miRNA RNU6 foi utilizado como controle
enddgeno das amostras. Foram utilizadas placas de PCR de 96 pogos para a analise dos
miRNAs. O pré-miRNA 129 e sua forma ativa, assim como o pré-miRNA 139 e sua forma
ativa, apresentaram hibridizacdo a temperatura de 58 °C. O miRNA 181a ativo foi processado
a temperatura de 62 °C, enquanto o pré-miRNA 181a ndo apresentou hibridiza¢do em nenhuma
das temperaturas testadas. O miRNA RNU®6 foi utilizado como controle endogeno. A partir

desse processo, obteve-se a expressao relativa dos miRNAs.
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Tabela 2- Desenho dos miRNAs.

NUmer
Nome da Escala ode
sequéncia Sequéncia (nmol) bases
D - cfa-mir-
18lal- P/F AACATTCAACGCTGTCGGT 25 19
D - cfa-mir-
181al- P/R AATCAACGGTCGATGGTT 25 18
D - cfa-mir-
181al- A/F CGGCGGAACATTCAACGCTGTC 25 22
D - cfa-mir- CCACTCCAGCATAGGTCACGCTTATGGAGCCTGGGACGTGACC
181al- A/R TATGCTG 25 50
D - cfa-mir-129
1-PIF CTTTTTGCGGTCTGGGCTTG 25 20
D - cfa-mir-129
1- P/IR TACTTTTTGGGGTAAGGGCT 25 20
D - cfa-mir-129
1- A/IF CGGCGGCTTTTTGCGGTCTGGG 25 22
D - cfa-mir-129 GCAAGCAGCATAGGTCACGCTTATGGAGCCTGGGACGTGACCT
1- AIR ATGCTG 25 49
D - cfa-mir-139
-PIF AACCGTGGCTTTCGATTGTT 25 20
D - cfa-mir-139
-P/IR GCGACCATGGCTGTAGACTGTTAC 25 24
D - cfa-mir-139
- AlF CGGCGGGCGACCATGGCTGTAGA 25 23
D - cfa-mir-139 TAACAGCAGCATAGGTCACGCTTATGGAGCCTGGGACGTGACC
-A/R TATGCTG 25 50

A andlise estatistica foi realizada por meio do programa Grand Graph Prism, sendo
avaliada primeiramente a normalidade dos dados pelo método de Shapiro Wilk, utilizando-se o
nivel de significancia a igual a 0,05. Como p foi > 0,05, foi realizada analise por meio do teste
de Mann-Whitney para comparagdo de 2 grupos (controle e epiléptico). Para analises
envolvendo 3 grupos (controle, epilépticos com monoterapia e epilépticos com politerapia) foi
realizado o meétodo de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparacdo de Dunn,
considerando-se p < 0,05. Também foi realizada analise dos componentes principais (PCA)
utilizando o aplicativo PAST, no qual foram avaliados os valores de pré-miRNA 129, miRNA
129 ativo, pré-miRNA 139, miRNA 139 ativo ¢ miRNA 181a ativo, a fim de buscar a
simplificagdo das varidveis do estudo. Os resultados foram entdo transformados em log para

uma melhor analise.
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2.3 RESULTADOS

A expressao relativa dos miRNAs 129, 139 e 181a ¢ apresentada na Tabela 3.

Pelo teste de Shapiro-Wilk, os dados ndo apresentaram normalidade, sendo entdo
realizados testes ndo paramétricos de Mann-Whitney entre os grupos controle e de animais
epilépticos em relagdo ao pré-miRNA 129 e miRNA 129 ativo, bem como quanto a relagao
entre eles.

Nao foi observada diferenga entre o grupo controle e de caes epilépticos quanto a
expressao relativa do pré-miRNA 129 (p = 0,1818). Na expressao relativa do miRNA 129 ativo,
foi notada maior expressdo no grupo de caes com epilepsia (p = 0,0003) em comparagdo ao
grupo controle. Foi encontrada também maior relacdo da expressdo relativa entre 0 miRNA
ativo 129 e o pré-miRNA 129 nos cdes do grupo epiléptico em relagdo aos do grupo controle

(p <0,0001), com maior dispersao desses dados no grupo de epilépticos (Fig. 1).
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Tabela 3- Expressao relativa dos miRNAs 129, 139 e 181a em caes saudaveis e com

epilepsia idiopatica submetidos & monoterapia ou a politerapia.

pré- miRNA miRNA pré- ) miRNA miRNA

Amostra  mjRNA 129 129 ativo/ mMiRNA 12;\;:50 139 ativo/ 181a
129 ativo pré-miRNA 129 139 pré-miRNA 139 ativo

C1 1,06 1,13 1,07 0,72 1,00 1,39 1,28
C2 1,04 1,57 1,52 1,05 0,79 0,75 1,28
C3 0,92 1,18 1,29 0,60 1,17 1,93 0,71
C4 0,88 1,06 1,20 0,64 0,93 1,45 1,69
C5 1,89 1,59 0,84 111 0,70 0,63 1,14
C6 1,58 1,33 0,84 1,23 0,86 0,69 1,61
C7 0,76 1,33 1,75 0,75 0,92 1,23 0,52
C8 1,38 1,34 0,97 1,58 1,61 1,02 0,84
C9 1,21 0,52 0,43 1,46 1,96 1,34 0,77
C10 1,45 1,61 1,11 0,90 1,04 1,16 1,24
Ci11 0,65 0,77 1,18 1,70 0,75 0,44 1,33
Ci12 1,27 0,45 0,36 1,54 1,05 0,68 1,12
C13 0,92 0,93 1,01 1,15 1,33 1,16 0,84
C14 0,58 1,48 2,54 1,15 0,99 0,86 1,13
Al 0,96 1,17 1,21 1,00 0,45 0,44 0,77
A2 0,31 3,01 9,76 0,92 2,45 2,65 0,20
A3 4,24 26,10 6,16 3,67 2,18 0,59 6,94
A4 1,61 6,53 4,05 0,28 1,62 5,72 1,86
A5 4,45 16,03 3,60 1,13 6,44 5,72 3,79
Bl 0,36 0,63 1,78 0,39 0,76 1,93 0,40
B2 1,52 2,61 1,72 1,54 2,02 1,32 0,15
B3 0,78 1,53 1,97 0,20 0,33 1,63 0,43
B4 9,65 77,71 8,05 28,76 24,06 0,84 4,72
B5 4,53 58,19 12,84 46,47 34,35 0,74 3,51
B6 3,00 17,84 5,95 7,17 5,30 0,74 5,26
B7 0,59 1,67 2,81 0,38 0,62 1,63 0,86
B8 2,54 13,91 5,48 4,97 4,16 0,84 3,62
B9 1,21 2,56 2,11 0,42 0,68 1,63 0,59
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Figura 1. Expressao relativa do pré-miRNA 129, miRNA 129 ativo e a relag@o entre o ativo e

o pré nos cdes dos grupos controle e com epilepsia idiopatica. Mann-Whitney.

Nao foi verificada diferenca entre os grupos controle e com epilepsia idiopatica quanto
a expressao relativa do pré-miRNA 139 (p = 0,9909), bem como quanto a expressao relativa do

miRNA 139 ativo (p=0,1936) e a relagdo entre ambos (p = 0,2404) (Fig. 2).
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Figura 2. Expressao relativa do pré-miRNA 139, miRNA 139 ativo e a relagdo entre o ativo e

o pré nos cdes dos grupos controle e com epilepsia idiopatica. Mann-Whitney.

Somente o miRNA 181a ativo foi anelado, ndo sendo possivel realizar a analise do pré-
miRNA 181a e a determinacdo da relagdo entre eles. Quanto a expressdo relativa do miRNA
181a ativo, nao foi encontrada diferenca significativa entre os grupos controle e de cdes com

epilepsia idiopatica (p= 0,7089) (Fig. 3).
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Figura 3. Expressao relativa do miRNA 181a ativo nos caes dos grupos controle e com

epilepsia idiopatica. Mann-Whitney.

Ap6s andlise inicial considerando-se 2 grupos (com e sem epilepsia idiopatica), foi
considerada a existéncia de 3 grupos (controle, epilépticos com monoterapia e epilépticos com
politerapia). Novamente, foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para avaliar normalidade dos
dados, porém alguns grupos nao apresentaram normalidade. Com isso, foi realizado o teste de
Kruskal-Wallis e o pds-teste de Dunn para comparagao entre tais grupos.

Nao foi encontrada diferenca em relagdo a expressao relativa do pré-miRNA 129
(p=0,3980) e nem nas comparagdes entre grupos - controle versus monoterapia (p = 0,911);
controle versus politerapia (p = 0,7273); monoterapia versus politerapia (p > 0,9999).

A expressao relativa do miRNA 129 ativo foi maior nos grupos de caes com epilepsia
idiopatica em relagdo aos animais do grupo controle (p=0,0026), sendo p=0,0296 na
comparagao entre os submetidos a monoterapia e os controles e p=0,0082 entre os submetidos
a politerapia e os controles. Nao foi encontrada diferenca entre os caes epilépticos submetidos
a monoterapia e a politerapia (p > 0,9999). Dessa forma, o pré-miRNA 129 parece estar, de
forma geral, mais hiperexpresso nos cdes epilépticos, porém sem diferenca entre os que
realizam monoterapia ou politerapia.

Na avaliacdo da relagdo entre a expressao relativa do miRNA 129 ativo e do pré-miRNA
129 também se encontrou diferencga significativa (p=0,002), sendo p=0,0069 na comparacao
entre os submetidos @ monoterapia e os controles e p=0,0011 entre os controles e os submetidos
a politerapia. Nao foi encontrada diferenca entre os caes epilépticos submetidos a monoterapia

e a politerapia (p>0,9999) (Fig. 4).
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Figura 4. Expressao relativa do pré-miRNA 129, miRNA 129 ativo e a relagdo entre ativo e pré
nos caes dos grupos controle, com epilepsia idiopatica submetidos a monoterapia € com

epilepsia idiopatica submetidos a politerapia. Kruskal-Wallis, seguido por teste de Dunn.

Nao foi observada diferenca entre os grupos controle e com epilepsia idiopatica
submetidos a monoterapia e a politerapia quanto a expressdo relativa do pré-miRNA 139
(p=0,847), bem como entre os controles e os epilépticos submetidos a monoterapia e a
politerapia (p>0,9999). Na avaliagdo do miRNA 139 ativo também nao foi encontrada diferenga
entre grupos (p=0,3396) (Fig. 5), sendo p=0,4905 na comparacao entre os caes submetidos a
monoterapia e os controles e p>0,9999 entre os controles e os submetidos a politerapia.
Igualmente ndo houve diferencga significativa na relacdo entre a expressao relativa do miRNA
139 ativo e do pré-miRNA 139 nos caes dos grupos controle, com epilepsia idiopatica

submetidos a monoterapia e com epilepsia idiopatica submetidos a politerapia (p=0,4736) (Fig.
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5), sendo p=0,8930 entre os submetidos & monoterapia e os controles e p>0,9999 entre os

controles e os submetidos a politerapia (Fig. 5).
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Figura 5. Expressao relativa de pré-miRNA 139, miRNA 139 ativo e a relagdo entre ativo e pré
nos caes dos grupos controle, com epilepsia idiopatica submetidos a monoterapia € com

epilepsia idiopatica submetidos a politerapia. Kruskal-Wallis, seguido por teste de Dunn.

Conforme previamente mencionado, como apenas o miRNA 181a ativo foi anelado, ndo
foi possivel realizar a anélise do pré-miRNA 181a e a determinacdo da relagdo entre eles. Na
expressao do miRNA 181a ativo ndo houve diferenga entre os grupos (p=0,7373) (Fig. 6), sendo
p > 0,9999 na comparagdo entre controles e submetidos a monoterapia e entre controles e

submetidos a politerapia.
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Figura 6. Expressao relativa de miRNA 181a ativo nos cdes dos grupos controle, com epilepsia
idiopatica submetidos a monoterapia € com epilepsia idiopatica submetidos a politerapia.

Kruskal-Wallis, seguido por teste de Dunn.

Na andlise de PCA avaliando primeiramente os grupos controle, epilépticos com
monoterapia e epilépticos com politerapia quanto aos resultados do pré-miRNA 129, miRNA
129 ativo, pré-miRNA 139, miRNA 139 ativo e miRNA 181a ativo, foi visualizado uma

distribuicao mais concentrada do grupo controle se comparado aos epilépticos (Fig.7).
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Figura 7- Grafico de Scatter Plot, no qual os circulos verdes representam dados do grupo

controle, quadrados azuis representam dados do grupo epilépticos com monoterapia e asteriscos

vermelhos, epilépticos com politerapia.

2.4 DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste estudo referentes ao miRNA 129 ativo e a relacao entre

o ativo e o pré-miRNA em cées epilépticos mostram-se relevantes uma vez que corroboram os

achados no plasma e no tecido nervoso em humanos com epilepsia refrataria descritos por Sun

et al (2016). Nesse contexto, caes epilépticos parecem apresentar hiperexcitabilidade neuronal

relacionada a hiperexpressao do miRNA 129 em relagdo aos animais controles.

Por sua vez, a hipoexpressdo do miRNA 129 foi observada em pacientes humanos com

autismo e certos tipos de epilepsia, como a epilepsia do lobo temporal, sendo sugerido que tal

diminui¢do levaria a falhas no silenciamento de genes-alvo, o que resultaria na

hiperexcitabilidade caracteristica de tais condi¢des patologicas (BRENNAN; HENSHALL,

\

2020). Tal contradicdo em relacdo ao presente estudo poderia estar associada a isoforma
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avaliada e a diferenca do material analisado, ja que eles utilizaram a isoforma miRNA 129-2-
3p e no presente estudo foi utilizado o miRNA 129.

O miRNA 129-2-3p, em particular, parece contribuir para a epilepsia por meio da
regulagao da expressao da subunidade alpha 1 do receptor inibitorio GABA A (GABRAT1), mais
do que interferindo na expressdo de receptores de glutamato. No modelo experimental de
epilepsia induzida por acido kainico, verificou-se concomitante redugdo da expressdo de
receptores GABRA1 em neurdnios hipocampais primarios de ratos tratados com acido kainico
e aumento do nivel de miRNA 129-2-3p como visualizado no trabalho de WANG et al. (2021).

E descrito que o miRNA 129, especificamente o 129-5p e o 129-1-3p, atua como um
importante regulador da sinalizagdo glutamatérgica e da plasticidade neural, normalmente tendo
como alvo as subunidades de receptores NMDA (NMDARs) para modular neuroplasticidade,
memoria e declinio cognitivo. Sua relagdo com receptores glutamatérgicos ¢ geralmente
inibitdria no nivel pos-transcricional como visto por RAJAMAN et al (2017).

No presente estudo, entretanto, ndo se identificou diferenga na expressdo do miRNA
129 entre os grupos de caes epilépticos submetidos a monoterapia e a politerapia, o que talvez
esteja relacionado ao baixo nlimero de animais em cada grupo. Se a diferenca na expressao do
miRNA 129 ativo for comparada entre o grupo controle e os grupos de animais epilépticos, 0s
que realizam politerapia parecem apresentar uma expressao maior em relagao ao grupo controle
do que os que realizam monoterapia, sendo, portanto, necessario aumentar a amostragem,
principalmente na comparagdo entre os grupos, além da necessidade de avaliagdo de mais
informagdes clinicas da populacdo considerada, como clusters, status epilepticus e periodo
entre as crises.

Garcia-Garcia ef al. (2024) também analisaram miRNAs em caes epilépticos refratarios,
observando que o miRNA 132 demonstrou alta sensibilidade para o reconhecimento dos
animais refratarios ao tratamento em relacdo aos cdes sensiveis por estar hiperexpresso nos
primeiros. No estudo, foram utilizados 9 cdes sensiveis ao tratamento, 6 cdes com refratariedade
e 8 cdes higidos, com um n amostral inferior em relagdo a presente investigacao.

Em humanos e modelos animais refratarios a medicagdo, assim como na epilepsia do
lobo temporal, 0 miRNA 139 parece estar hipoexpresso, como descrito por Alsharafi et al.
(2016). Em nosso estudo, porém, ndo foram observadas diferengas significativas entre grupos
na expressdo do miRNA 139, podendo tal auséncia estar relacionada com a espécie animal
analisada e com o fato de que os animais epilépticos j4 estavam fazendo tratamento

medicamentoso para controle das crises. Além disso, ndo dispomos de informagdes sobre o
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quao refratarios esses caes realmente eram, avaliando internagdes, clusters, status epilepticus e
periodo interictal. Também deve ser considerado que a andlise foi feita por meio do plasma e
nao do tecido, o que pode interferir diretamente nos resultados obtidos pela expressdao de
padrdes distintos, como, por exemplo, tentativas do organismo de compensacdo mediante
liberagdo de miRNA 139 na circulagdo como estratégia de neuroprote¢ao do tecido encefalico
diante da queda desse miRNA na regido ap6s um quadro de hiperexcitabilidade.
Adicionalmente, a circulagdo periférica tem dinamicas diferentes do tecido encefalico, além de,
nem todo miRNA atravessar a barreira hematoencefalica e o plasma poder sofrer interferéncias
diante de quadros inflamatorios, hemolise e outras condi¢des do organismo. Brennan et al.
(2020) demonstraram que miRNAs plasmaticos alterados em modelos experimentais € em
pacientes com epilepsia do lobo temporal apresentavam provéavel origem em neurdnios e
micréglia, sugerindo que biomarcadores circulantes podem refletir alteracdes patoldgicas
encefalicas, pois estdo associados ao complexo Argonaute2- RISC em neurdnios e microglia,
corroborando essa tese.

Na analise estatistica realizada, mesmo retirando-se os resultados outliers, o miRNA
139 ndo apresentou aumento no valor de p. Com isso, pode-se acreditar que esse miRNA
realmente ndo esteja alterado nos caes epilépticos e nem nos animais que utilizam monoterapia
e politerapia. Entretanto, para tal hipdtese ser melhor embasada seria necessaria uma
amostragem maior de animais no estudo.

O miRNA 181la estd relacionado diretamente com a resposta neuroinflamatoria,
apresentando-se hiperexpresso no hipocampo de ratos epilépticos no estudo de Kong et al.
(2020). Observou-se em ratos epilépticos que a inibicdo do miRNA-181a-5p foi capaz de
reduzir a ativacdo astrocitaria e microglial, bem como o estresse oxidativo tecidual, por ativagao
de SIRT1. No presente estudo, a analise do plasma nao identificou alteragdes significativas na
expressdo do miRNA 181a ativo. Esse achado pode estar relacionado ao consumo do miRNA
no foco epileptogénico, ou seja, no tecido enceféalico, sem refletir em aumento direto no plasma.
Outra hipdtese € a ocorréncia de uma resposta compensatoria periférica, na qual o miRNA
estaria hiperexpresso no tecido encefalico para participag¢@o na resposta inflamatoria, enquanto
o organismo modularia sua expressdo periférica na tentativa de limitar o dano inflamatério.

Além disso, outros fatores podem interferir nesses resultados, como a fase da doenga e
a intensidade da resposta neuroinflamatéria apresentada por cada animal. Deve-se considerar
ainda que os cdes epilépticos incluidos no presente estudo utilizavam terapia medicamentosa

para controle das crises, com o objetivo de reduzir episddios de cluster e status epilepticus e,
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consequentemente, a neuroinflamacao associada a esses eventos. Por fim, até o momento, nao
existem estudos avaliando o miRNA 181a na espécie estudada, o que limita a comparacao dos
resultados e a definicdo de um padrao para esses animais.

Na andlise de PCA, observou-se maior dispersao dos animais epilépticos em politerapia
e monoterapia, do que no grupo controle, indicando possivel maior variabilidade bioldgica ou
molecular nos cdes epilépticos. Tal achado é um possivel indicativo de diferencas individuais
relacionadas a gravidade clinica, a refratariedade terapéutica, ao tempo de evolucéo ou a prépria
resposta aos anticonvulsivantes, fatores frequentemente associados a necessidade de multiplas
medicagdes, com isso exigindo uma anélise mais cuidadosa a partir de informaces adicionais.

Possivelmente, para estudos futuros, deve-se considerar 0 aumento do tamanho amostral
e a inclusdo de variaveis clinicas mais detalhadas, como historico de internacGes por crises em
cluster e/ou status epilepticus, assim como 0 momento da Ultima crise, uma vez que esses
fatores podem influenciar os perfis de expressdo de miRNAs, por conta da ocorréncia de
neuroinflamac&o, hiperexcitabilidade e até mesmo apoptose neuronal.

A diferenca apresentada entre a expressao do pré-miRNA e do miRNA ativo pode estar
diretamente relacionada a instabilidade dessas moléculas no plasma, uma vez que alteracdes
estruturais no prée-miRNA, como modificagbes na conformacdo da estrutura hairpin,
pareamentos imperfeitos de bases ou varia¢cdes na sequéncia nucleotidica podem interferir na
sua ligacdo com as proteinas transportadoras e, assim comprometer a sua estabilidade e
deteccdo, conforme descrito por Ding e Wang (2025). Essas variac6es estruturais podem reduzir
a estabilidade do miRNA maduro e dificultar sua hibridizacao eficiente com sequéncias-alvo
ou sondas utilizadas em andalises moleculares, contribuindo para diferencas nos niveis de
expressdo detectados entre o pré-miRNA e o0 miRNA ativo, conforme identificado no presente
trabalho.

A terapia anticonvulsivante também pode interferir diretamente nos perfis de expressdo
observados, uma vez que farmacos antiepilépticos, como o fenobarbital, podem aumentar a
acdo inibitéria do GABA no sistema nervoso central. Ja 0 brometo de potassio atua aumentando
a hiperpolarizacdo da membrana neuronal, a fim de reduzir a excitabilidade celular, e o
levetiracetam modula a liberagdo de neurotransmissores e, a0 mesmo tempo, reduz a

sincronizacao neuronal, podendo ocasionar interferéncia direta nos miRNAsS.
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2.5 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo mostram hiperexpressao do miRNA pré 129 e do miRNA
129 ativo nos caes com epilepsia idiopatica em relagdo aos caes saudaveis, tanto nos que
realizavam monoterapia quanto naqueles submetidos a politerapia, sugerindo possivel
envolvimento desse miRNA na fisiopatologia da doenga.

Nao foram encontradas, no entanto, diferencas entre caes epilépticos e ndo-epilépticos
em relagao aos demais miRNAs investigados (139 e 181a). Estudos adicionais com maior
tamanho amostral e melhor caracterizacao clinica dos animais s3o necessarios para confirmacao

de tais constatagoes.
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