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RESUMO

A epilepsia canina é a doenca neurolégica mais comum na Medicina Veterinéria.
O diagnostico clinico de pacientes com epilepsia idiopatica requer exame
neuroldgico, juntamente com exames laboratoriais e de imagens. No entanto, o
diagnéstico errbneo da epilepsia ocorre com frequéncia na rotina clinica.
microRNAs circulantes representam importantes biomarcadores de doencas
cerebrais. Examinamos cinco microRNAs, miR-34a, -134, -132, -382 e -26a, para
a escolha de um alvo e de um microRNA endogeno calibrador. MiR-26a e miR-
382 foram os melhores candidatos a alvo e a calibrador, respectivamente. Em
seguida, testamos nosso protocolo de RT-gPCR em um grupo de individuos
epilépticos (N = 10) em comparagao com individuos saudaveis (N = 10). Caes
epilépticos mostraram tendéncia de aumento de 1,45 vezes no conteudo de miR-
26a no plasma em comparacdo aos animais sadios (P = 0,2749). Essa
assinatura foi encontrada em 70% dos cées com epilepsia idiopatica, revelando
a sensibilidade do método. Também verificamos satisfatéria especificidade, uma
vez que apenas 20% dos animais controles saudaveis foram falsos positivos. A
acuracea foi estimada mediante determinacéo da area sob a curva (AUC, area
under the curve) de acordo com analise de curva ROC (Receiver operating
characteristic), obtendo-se o valor de 0,61. Este resultado sugere que miR-26a
tem potencial para uso em combinacdo com outros microRNAs que oferecam
maiores valores de AUC, as denominadas assinaturas de mdultiplos alvos, mas
nao como um biomarcador Unico para a epilepsia canina. O presente trabalho
padronizou um método de RT-gPCR capaz de identificar microRNAS expressos
aberrantemente em amostras de plasma de cdes diagnosticados com epilepsia
idiopatica. Nosso estudo também revelou um calibrador estavel para ensaios
futuros de RT-gPCR com cées epilépticos, miR-382, e um potencial alvo para

assinaturas de microRNAs ligados a epilepsia canina, miR-26a.

Palavras chave: epilepsia canina, microRNA, biomarcador, cao, plasma.



ABSTRACT

Canine epilepsy is the most common neurological disease in Veterinary
Medicine. Clinical diagnosis in patients with idiopathic epilepsy requires a
neurological examination along with laboratory exams and brain imaging.
However, misdiagnosis of epilepsy frequently occurs in the clinic routine.
Circulating microRNAs represent valuable biomarkers of brain diseases. The
present work set up a RT-gPCR method capable to identify microRNAs aberrantly
expressed in plasma samples of dogs diagnosed with idiopathic epilepsy. We first
examined five microRNAs, miR-34a, -134, -132, -382, and -26a, for choosing a
target and a calibrator endogenous microRNAs. We found miR-26a and miR-382
the best candidates for target and calibrator, respectively. Then we tested our
RT-gPCR scheme in a group of epileptic individuals (N=10) in comparison with
healthy subjects (N=10). Epileptic dogs tended to show a 1.45 fold increase of
miR-26a plasma content compared to controls (P=0,2749). This signature was
found in 70% of dogs diagnosed with epilepsy, revealing the sensitivity of the
method. Specificity was also satisfactory, as only 20% of healthy control animals
were false positives. Accuracy was measured by the ROC (Receiver operating
characteristic) analysis, which revealed an AUC (Area under the curve) value of
0.61. This value points this target might be used in combination with other
microRNAs in signatures with increased accuracy, but not as a unique biomarker
for canine epilepsy. In conclusion, the present work set up a straightforward
method for identification of aberrantly expressed microRNAs in plasma dog
samples. We also revealed a stable calibrator for further RT-gPCR studies with
epileptic dogs, miR-382, and a potential target for microRNAs signatures of dog

epilepsy, miR-26a.

Keywords: canine epilepsy, microRNA, biomarker, dog, plasma.
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1. INTRODUCAO

1.1.EPILEPSIA

Crises epilépticas séo definidas como manifestacdes da atividade
epiléptica sincronica, excessiva e geralmente autolimitante dos neurdnios
cerebrais. A epilepsia € uma doenca cerebral decorrente da predisposicao
persistente do cérebro a gerar crises epilépticas, e acomete seres humanos e

animais (1, 2).

Nos seres humanos a epilepsia esta entre as doencas neuroldgicas mais
frequentes e, devido a sua complexidade, pode ndo responder a terapia com
antiepilépticos (3). Aléem disto, a eficacia e a tolerabilidade dos farmacos
anticonvulsivantes utilizados para o controle dos disturbios sao fatores limitantes

em muitos casos (4).

O diagnéstico das epilepsias deve ser realizado com base no histérico do
paciente, exame fisico, analise de exames complementares de imagem,
filmagens das crises, e eletroencefalograma (5). Associado aos dados
anteriores, deve-se levar em consideracdo aspectos como: idade do paciente,
caracteristicas motoras, situacdo de ocorréncia, manutencdo ou perda da
consciéncia, fatores desencadeantes, padrées de ocorréncia dos eventos e
posterior classificacdo das crises epilépticas. O conjunto destas informacdes ira
assim nortear o diagnostico clinico da epilepsia, além de projetar um possivel
prognostico e condutas terapéuticas (6).

O detalhamento dos varios tipos de crises convulsivas e seus componentes
etiopatogénicos ultrapassa o escopo do presente estudo. Porém, cabe informar
sobre um tipo especial de crise, a epilepsia do lobo temporal (TLE), que tem
provido informacdes relevantes sobre mecanismos subjacentes de
neuropatogénese, aspecto de importancia para esta investigacao. A epilepsia do
lobo temporal (TLE) acomete o hipocampo, a amigdala ou ambas as estruturas,
sendo considerada o tipo mais comum de epilepsia focal resistente & medicagéo

(7). Neste tipo de epilepsia, o hipocampo apresenta focos de degeneracdo
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conhecidos como esclerose hipocampal, com intensa proliferacdo de células
gliais (gliose) e morte neuronal. Além disto, em estudos com modelos
experimentais de epilepsia em roedores, o hipocampo mostra significativa
reorganizacdo de células neuronais, evidenciada por brotamento axonal de
fibras musgosas (sprouting) e sinaptogénese (8). Ensaios com animais de
laboratério mostram também que tais alteracdes neuropatologicas durante a
epileptogénese estdo associadas a padrées aberrantes de RNAs regulatorios,
conforme sera abordado posteriormente (9).

O cao é também considerado modelo viavel para estudos fundamentais
sobre a neurobiologia desta doenca, havendo marcada similaridade entre a
patogénese das sindromes epilépticas que acometem o homem e o céao (10-14).
Neste sentido, destaque-se: (i) cdo e homem podem apresentar crises
convulsivas recorrentes e espontaneas, e manifestar, também quadros de status
epilepticus (15); (ii) alteracdes genéticas presentes em caes epilépticos podem
ser evidenciadas também no homem (10); (iii) casos de epilepsia refrataria a
varios medicamentos existem em ambas as espécies (10) e; (iv) caes, mais do
gue animais de laboratério, representam um modelo natural para estudo da
epilepsia humana poés-traumatica, considerando-se aqui que 0s traumatismos
cerebrais sao fatores de risco para a epileptogénese em ambas as espécies (16-
18).

Assim sendo, estudos em cédes contribuem com a elucidacdo da
patogénese da doenca em seres humanos, além de apresentar potenciais alvos
terapéuticos para validacdo futura. Em sintese, a contribuicdo dos varios
modelos animais de epilepsia é essencialmente importante para ampliar o
conhecimento acerca desta doenca neuroldgica de dificil terapéutica,
projetando-se ganhos qualitativos para a clinica veterinaria e medicina humana
(4, 19).

1.2.EPILEPSIA NO CAO

Trata-se de distlrbio neuroldgico prevalente na clinica de pequenos

animais, acometendo cerca de 1% da populagéo geral de cées (1, 2, 20, 21). A
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epilepsia canina € uma doenca encefalica complexa, onde se manifestam sinais
clinicos resultantes de disfuncdes cerebrais, que, por sua vez podem advir de
variadas afeccdes (2, 7).

As crises epilépticas podem ter origem genética ou serem desencadeadas
apos insulto inicial (traumas craniocefalicos, neoplasias, doencas infecciosas e
inflamatérias), e se desenvolvem de forma progressiva durante o periodo
‘latente” ou de “epileptogénese” (22). Os casos de epilepsias puramente
genéticas, com comprovada alteracdo de canais idnicos, por exemplo, sédo
afeccdes raras nos caes (2, 3).

No sentido finalistico, tais alteracées neuropatolégicas irdo convergir para
a ocorréncia das denominadas crises convulsivas recorrentes e espontaneas no
paciente epiléptico, cujas manifestacdes ictais variam de acordo com as areas
encefalicas afetadas (2). Crise convulsiva, neste sentido, € a manifestacéo
clinica comportamental de focos de hiperatividade sincrénica de grupos de
células neuronais (23).

O diagnoéstico preciso da epilepsia em cées € aspecto fundamental na
abordagem clinica dos pacientes. Deve ser realizado a partir de cuidadosa
anamnese e questbes especificas relativas a caracterizacdo das crises e
anormalidades pré e pds-ictais, videos do paciente no momento das crises,
seguidos de exame fisico criterioso e exames complementares. Hemograma,
urinalise e bioquimicos, além de sorologias para doencas infecciosas, sao
fundamentais para descartar possiveis distirbios metabdlicos ou sistémicos,
uma vez que nuMerosos eventos paroxisticos podem mimetizar crises epiléticas
(24). A eletroencefalografia auxilia na caracterizacdo das crises, porém este
exame tem uma série de limitacdes técnicas que reduz a viabilidade de sua
utilizacdo na medicina veterinaria. Exames de imagem, especialmente
ressonancia magnética, sado importantes para determinar alteracdes estruturais
gue podem ser a causa das crises, porém 0s mesmos nao estdo disponiveis

facilmente e séo de alto custo (24).

Caes entre seis meses a seis anos, com crises epiléticas bem
caracterizadas, exames interictais e exame neuroldgico sem alteracbes e nos

guais excluem-se causas metabdlicas, téxicas e infecciosas, podem ter o
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diagndstico presuntivo de epilepsia idiopatica. A exclusdo de danos estruturais e
histérico familiar de crises epiléticas suportam o diagnéstico (24).

A conduta terapéutica inclui a administracdo de anticonvulsivantes, porém
cerca de 75% a 85% dos cades ainda apresentardo crises, e cerca de 25%
apresentam refratariedade a terapia medicamentosa (25-27). Ademais, falhas de
resposta terapéutica podem advir da falta de acompanhamento ou falha dos
tutores na administracdo do medicamento. Infelizmente, tais inconsisténcias
podem acarretar em baixa qualidade de vida do animal, morte natural, ou mesmo

eutanasia (28).

1.3.MICRORNAS — CONCEITO E BIOGENESE

MicroRNAs (miRNAs) sdo RNAs pequenos, ndo codantes, que regulam a
expressdo de RNAs mensageiros — fendbmeno denominado de interferéncia de
RNA pelos pesquisadores Fire e Melo, cuja descoberta Ihes rendeu o prémio
Nobel de Medicina e Fisiologia em 2006 (29-31). Este processo biolégico ocorre
naturalmente no organismo, é dependente de varias proteinas acessorias
(Drosha, Dicer, Argonauta-2), e tem como alvo de regulacao a regidao 3’-UTR dos
RNAs mensageiros (32). O resultado final? A reducdo do contetudo do respectivo
RNAm alvo — que contenha sequéncias complementares ao microRNAS,
processo referido como knockdown ou silenciamento génico (33).

A biogénese dos microRNAs baseia-se no processo celular envolvendo
duas etapas, que se inicia no ndcleo e finaliza no citoplasma (Figura 1). Tem
inicio a partir da geracdo de um transcrito priméario, onde uma longa molécula de
microRNAs com estrutura em formato de grampo de cabelo (hairpin) é
processada ainda no ndcleo pela enzima Drosha e posteriormente exportada ao
citoplasma pela proteina exportina 5. Neste novo compartimento celular, o
microRNA sera processado pela enzima Dicer e, em seguida, ir4 se associar a
proteinas celulares formando o complexo RISC (RNA-induced silencing
complex). Uma enzima presente no complexo irA remover uma das fitas

(denominada de passenger, sense), sendo que a remanescente (fita guide,
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antisense) permanecera ligada ao complexo RISC para guia-lo até o RNAm alvo
gue contenha sequéncias complementares. A ligacdo do complexo RISC ao
RNAm ira impedir a tradug&o ribosomal da mensagem em proteinas e/ou causar
perda de estabilidade, resultando finalmente em silenciamento génico (31, 34).
Com base no exposto, conclui-se que microRNAs devem ser
adequadamente expressos para o bom funcionamento do organismo, seja para

0 seu desenvolvimento embrionério ou a propria manutengdo da vida (31).

DNA pri-miRNA

=

pre-miRNA

Citoplasma

Exportina 5

\

Dicer PACT

TREP (oo
\ miRISC

AGO
miRNA i — Degradagdo _y yy i
duplex \ da fita sense
miRISC
AGO
Fita guide ~m ‘mmm
miRISC
AGO
- [T
RNAmM
CDS 3’-UTR

J Tradugdo ou instabilidade do RNAm

Figura 1. Biogénese dos microRNAs. A transcricdo dos microRNAs primarios (pri-miRNA) se
inicia no ndcleo da célula e é realizada pela RNA polimerase II. O pri-miRNA sofre
processamento pelo complexo Drosha/DGRS8, formando os pre-miRNAs. A seguir, a proteina
exportina 5 transporta o pre-miRNA para o citoplasma, sendo na sequéncia submetido a clivagem
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pela Dicer para a formag&o dos microRNAs maduros (miRNA duplex). O complexo RISC se liga
ao miRNA duplex eliminando a fita sense e direcionando a fita guide para o RNA mensageiro
alvo. Neste momento, o miRNA em fita simples acopla-se de forma parcial a regido 3’UTR do
RNAmM mediante formacédo de pontes de hidrogénio, diminuindo sua traducdo ou estabilidade.
Tal fenébmeno é denominado silenciamento génico. (Adaptado de Titze-de-Almeida et al., 2018).
AGO - Proteina Argonauta; DGCR8 — Proteina nuclear; PACT — Proteina de ligacdo; TRBP —
Proteina de ligacdo; UTR: Untranslated Region;

1.4 PAPEL DOS MICRORNAS NA EPILEPTOGENESE

Centenas de genes alvos sao regulados por um unico microRNA (34). Nos
perguntamos entdo: estariam tais RNAs regulatérios definitivamente ligados a
patogénese dos disturbios neurolégicos?

Expressdes aberrantes de microRNAs foram descritas em varios disturbios
neurodegenerativos, incluindo Alzheimer e Parkinson (35-37). As epilepsias —
foco do presente estudo, seguem a mesma tendéncia. Foi identificado que
mudancas no contetdo de alguns microRNAs, em humanos epiléticos, podem
culminar com as alteracdes patoldgicas progressivas ao longo do periodo latente
ou de epileptogénese, resultando em degeneracdes permanentes do sistema
nervoso (22). Desta forma, as epilepsias constituem exemplo concreto do papel
gue determinados microRNAs exercem na fisiopatologia de um disturbio
neuroldgico cronico e degenerativo, apresentando assim relevancia cientifica,
valor heuristico (38-40).

Considerando-se o cérebro de dado individuo epiléptico, microRNAs
aberrantemente expressos contribuem para eventos criticamente importantes da
patologia em curso, tais como: neurodegeneracao, neurogénese, proliferacao de
células da glia, lesdo axonal e brotamento dendritico (sprouting), plasticidade
neuronal, lesdo da barreira hematoencefalica, neuroinflamacdo, bem como
reorganizacao da arquitetura molecular das células neuronais (17, 22, 38).

Trabalhos pioneiros vinculam microRNAs a patogénese da epilepsia,
mostrando suas expressdes aberrantes em tecidos cerebrais, sejam estes
ressectados de pacientes humanos com epilepsia refrataria a anticonvulsivantes,
e também em modelos murinos desta doenca (39, 41). O papel de microRNAs
na patogénese das epilepsias foi confirmado por testes de “proof-of-concept”.

Neste sentido, a inibicAo de certos microRNAs ligados a epileptogénese,
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mediante uso de oligonucleotideos antisense sintéticos (AntimiRs), foi capaz de
impedir o desenvolvimento da epilepsia experimental. Por exemplo, o tratamento
com AntimiRs para miR-134 mostrou-se eficaz no controle de alteragdes criticas
da epileptogénese, incluindo morte neuronal, gliose, e as proprias crises
convulsivas, conforme resultados obtidos em véarios modelos experimentais,
incluindo acido cainico, pilocarpina, pentilenotetrazol, e também estimulacao da

via perfurante (9, 42, 43).

1.5 MICRORNAS DE RELEVANCIA PARA O PRESENTE ESTUDO

O atual estudo pré-selecionou trés alvos para analise no plasma de caes
epilépticos, com base em estudos usando modelos de epilepsia e outras
doencas neurodegenerativas (38, 44, 45). Sao eles: miR-34a, miR-134, e miR-
26a.

O microRNA 34a pertence a denominada familia miR-34, composta por
miR-34a, miR-34b e miR-34c. Foram primeiramente descritos como supressores
tumorais (46, 47), sendo parte de uma rede de supressédo do desenvolvimento
de tumores ligada a proteina p53 (48). Mir-34a sofre regulacéo direta de p53, e
sua hiperexpressao causa apoptose, bloqueio do ciclo celular e senescéncia (49-
51). A morte de células em distarbios neurodegenerativos também esta
relacionada com este eixo p53 — mir-34 (52). Estudos com Drosophila
melanogaster, mostram que a expressao de miR-34a aumenta com o
envelhecimento dos individuos (47, 53, 54). Ademais, animais modelos da
doenca de Alzheimer, também apresentam niveis superiores de miR-34a (55).
Alteracbes cerebrais dependentes da idade também foram relacionadas a
aumentos nos niveis plasmaticos de miR-34a (47). Nosso grupo recentemente
reportou que miR-34a foi o0 microRNA com maior expressdao em regido de
marcada morte neuronal, o estriado de ratos, no parkinsonismo experimental
induzido por rotenona (44). Também ja foi relatado que células dopaminérgicas
SH-SY5Y expostas a esta mesma toxina mostram aumento deste microRNA, e

gue a inibicdo do mesmo atenua a injuria celular (56).
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Quanto as epilepsias, miR-34a apresentou expressdo aumentada no
hipocampo de ratos e camundongos apds convulsdes induzidas por acido
cainico e litio-pilocarpina (40, 57). Para vincular este achado com a patogénese
da doenca, autores mostraram que inibidores do miR-34a injetados no cérebro
podem prevenir a morte neuronal no hipocampo induzida pelas crises
convulsivas (40).

No que se refere a miR-134, trata-se de microRNA com papel no
desenvolvimento do sistema nervoso, no controle da neuritogénese e
crescimento medular (58). Contribui para a plasticidade neuronal ao exercer
papel regulatério sobre a atividade pdés-sinaptica dos neurbnios (59). Estudo
mostra — de maneira conclusiva — que miR-134 participa da epileptogénese nas
epilepsias do lobo temporal em camundongos (9). Novamente, a hipotese foi
confirmada mediante uso de inibidores especificos de miR-134, que
conseguiram reduzir a densidade de ramificacdes dendriticas de células
piramidais da regido CA3 do hipocampo, alteracdo celular diretamente
relacionada aos eventos da epileptogénese. Houve paralela diminui¢cao da injuria
de CA3 do hipocampo e controle das crises convulsivas induzidas pela injecéo
intra-amigdalar de acido cainico (9).

Finalmente, miR-26a. Nosso grupo havia observado aumento significativo
deste microRNAs no referido estudo sobre degeneracdo cerebral do estriado
induzida pela toxina rotenona (44). Além disto, miR-26a mostrou-se
hiperexpresso em células sanguineas mononucleares em pacientes com
Parkinson em relacéo a controles sadios (60). Este microRNA também suprime
a expressdo de um importante fator neurotréfico, BDNF (brain-derived
neurotrophic factor), ao exercer RNAI sobre a regido 3-UTR deste RNAm alvo
(61).

Quanto as epilepsias, ha resultados de aumento ou de diminui¢cdo deste
alvo em areas cerebrais de ratos submetidos a modelos de epilepsia (39). Além
disto, trabalhos anteriores mostram o potencial de miR-26a como biomarcador
de diversas doencas, incluindo cardiacas, hipertensdo arterial pulmonar,

tumores cerebrais, entre outras (62-64).

1.6 MICRORNAS COMO BIOMARCADORES
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O termo “biomarcador” se refere a mensuragdo acurada e reprodutivel
obtida de uma amostra biolégica do paciente que revela um determinado
processo biologico (65). Ou seja, um indicador de determinado processo
biolégico normal, processo patogénico, ou mesmo resposta farmacoldgica a uma
intervencdo terapéutica (66). Tais conceitos se aplicam perfeitamente as
doencas neurologicas (67, 68). Deve-se considerar, entretanto, a limitagédo de se
prospectar o status da degeneracao cerebral mediante biomarcadores, haja visto
gue doencas neurolégicas apresentam mecanismos de patogenicidade
complexos e ainda pouco compreendidos (69).

Recentemente, foi confirmado que os microRNAs circulantes podem ser
utiizados como biomarcadores de diversas doencas (70). Na Medicina
Veterinaria, os microRNAs circulantes tém emergido como biomarcadores
promissores para diferentes afecgbes, tais como cardiopatias em caes,
monitoracao de dor aguda associada a laminite em equinos (71, 72).

Quanto aos cées, poucos estudos avaliaram o potencial de microRNAs
como biomarcadores de disturbios neuroldgicos. As expressdes dos microRNAs
miR10b, miR-21, miR-19b miR-181c, mMIiR-633, mMiR-128-3p, miR-155-5p,
mMiR210, miR-922, miR-103a-3p, miR-194-5p, miR146, miR155 e miR124 foram
analisadas no liquido cefalorraquidiano de 20 cdes com doencas do sistema
nervoso central, mas apenas sete microRNAs foram detectados neste liquido:
mMiR-10b-5p, miR-19b, miR-21-5p, miR-30b-5p, miR-103a- 3p, miR-124 e miR-
128-3p (73).

Concluindo, novos estudos para identificacdo de microRNAs
diferencialmente expressos na epilepsia do cdo se fazem necessarios, como
método de apoio ao diagndstico clinico da doenca. Biomarcadores baseados em
microRNAs poderdo trazer auxilio e refinamento nos exames diagndsticos
voltados a epilepsia do céo, haja visto que em cerca de 1/3 dos casos tal doenca

€ mal diagnosticada (74, 75)
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o uso do gPCR em tempo real para identificar microRNAs com
expressao aberrante no plasma de caes epilépticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

() Realizar recrutamento de pacientes epilépticos e individuos sadios para
0S ensaios experimentais, respeitados os critérios de inclusédo e de exclusao;

(i) Padronizar condicdes ideais para a colheita de sangue e obtencéo de
plasma, visando preservar a integridade de microRNAs circulantes;

(i) Aprimorar protocolo para purificacdo de microRNAs contidos em
amostras de plasma de céo;

(iv) Quantificar por RT-qPCR os microRNAs miR-34a, -134, -132, -382, e -
26a, para escolha de um microRNAs alvo e um enddgeno calibrador;

(v) Padronizar metodologia de gPCR para quantificacdo de microRNAs
isolados do plasma de caes;

(vi) Testar a metodologia de RT-gPCR padronizada utilizando amostras de
caes epilépticos e caes clinicamente sadios;

(vi) Examinar a sensibilidade e especificidade do alvo, visando-se

caracterizar microRNAs diferencialmente expressos na epilepsia canina.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da
UnB (CEUA). No sentido metodolégico, empregou-se a seguinte estratégia
experimental para alcance dos objetivos propostos, dividida em trés etapas.
Inicialmente foram padronizados os critérios clinicos para recrutamento de
individuos controles e de caes epilépticos idiopaticos, bem como a metodologia
de RT-qPCR para quantificacdo de microRNAs em amostras de plasma. Na
segunda etapa, realizou-se ensaio-piloto para teste de trés microRNAs ligados a
epileptogénese, visando-se selecionar um unico alvo diferencialmente expresso
na epilepsia canina. Finalmente, quantificou-se a expressao deste microRNA no
plasma de animais controles e epilépticos, organizados em coortes de 10
individuos cada. Os resultados de expressao génica embasaram a analise de
desempenho deste potencial biomarcador, em termos de sensibilidade,

especificidade, e acuracia medida pelo método da curva ROC.

3.1 SELECAO DOS PACIENTES

A coleta de sangue total dos caes utilizados no presente estudo foi
realizada mediante autorizacdo do tutor. Foram organizadas duas coortes de
individuos (N=10/grupo), a de pacientes epilépticos e aquela de individuos
saudaveis que formaram o grupo controle. Pacientes epilépticos foram
recrutados por apresentarem historico de convulsdes e sinais clinicos de
alteracdes neuroldgicas.

A avaliacdo clinica realizada em todos o0s animais incluiu exame
neurolégico completo, com analise do estado mental/comportamento, postura do
tronco e cabeca, nervos cranianos, reflexos espinhais e segmentares.

O grupo de estudo foi composto por caes apresentando crises epilépticas

de provavel causa genética baseado em informagdes do consenso internacional
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de epilepsia veterinaria (24), para tanto, os critérios de inclusdo considerados
foram a idade de inicio dos sinais clinicos entre 1 a 6 anos, sorologia negativa
para toxoplasmose, neosporose, erlichiose e cinomose. O exame neuroldgico
sem alteracdes entre as crises e auséncia de outras doencas neuroldgicas
concomitantes também foram obrigatérios. O grupo controle incluiu 0 mesmo
namero de cdes da mesma faixa etaria, sem sinais neuroldgicos ou historico de

doencas neurologicas prévias.

3.2 COLHEITA DE AMOSTRAS DE SANGUE

Foi coletado volume de 2 ml pela puncéo da veia jugular de caes saudaveis
e epilépticos, com seringa descartavel e estéril BD Plastipak™ de 3ml e agulha
hipodérmica estéril 25 x 0,7 mm, transferido imediatamente para um tubo BD
Vacutainer® contendo EDTA K2 (acido etilenodiaminotetracético K») jateado na
parede interna do tubo. Sangue e EDTA foram homogeneizados mediante dez
procedimentos de inversdo do tubo em angulacbes de 180°. A amostra de
sangue foi mantida a 4 °C até a centrifugacéo, estabelecido intervalo maximo de

uma hora entre a colheita e a centrifugacao.

3.3 OBTENCAO DE PLASMA POR CENTRIFUGACAO E
ARMAZENAMENTO

O plasma foi obtido mediante centrifugacdo das amostras a 1.300 x g
durante 10 minutos, a temperatura de 4 °C. Ap6s a primeira centrifugacao, o
material foi novamente centrifugado a 3.000 x g, mesmo tempo e temperatura
(10 minutos, 4 °C), para se eliminar possiveis plaquetas residuais.

O plasma foi armazenado em aliquotas de 250 microlitros em microtubos
tipo eppendorf de 1,5mL, para evitar ciclos de congelamento e descongelamento
gue viessem a degradar os microRNAs. As aliquotas foram armazenadas a - 80

°C ou imediatamente utilizadas para extracdo dos microRNAs.
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As amostras que apresentaram sinais de hemdlise, detectados por
inspecao visual (cor rosada ou avermelhada), foram descartadas. Neste caso,
houve, nova coleta e extragcao do plasma, como descrito anteriormente no item
3.2.

3.4 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DOS MICRORNAS
CIRCULANTES

Os microRNAs presentes no plasma, de caes sadios e epilépticos foram
extraidos usando-se o kit miRNeasy mini kit, conforme protocolo descrito pelo
fabricante (Qiagen) e utilizado em publicacbes anteriores (76, 77). A
guantificacéo foi realizada por fluorometria (Qubit® 2.0 firmwares 3.11; Thermo

Fisher Scientific, Inc).

3.5 TRANSCRICAO REVERSA (RT) E PCR QUANTITATIVO EM TEMPO
REAL (RT-QPCR)

A obtencdo do DNA complementar (cDNA) dos microRNAs foi realizada por
transcricdo reversa com uso do kit comercial TagMan MicroRNA Reverse
Transcription kit (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.). A
guantificacdo dos microRNAs foi realizada por PCR quantitativo em tempo real
(RT-gPCR), utilizando sondas fluorescentes Tagman, no equipamento
termociclador QuantStudio 12K Flex (Applied Biosystems). A mistura de reacao
foi composto por: 2 yl de cDNA, 1 ul de primers especificos para cada
microRNAs: miR-34a, 000426; miR-134, 001186; miR-132, 002132; miR-382,
000572; miR-26a, 000405 (Thermo Fisher Scientific, Inc.), 10 yl de TagMan®
Fast Advanced Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Inc.) e dgua milli-Q para
um volume final de 20 pl de reagdo. Os ciclos de amplificagdo foram os
seguintes: dois ciclos iniciais (50°C por 2 min, 95°C por 20 s), seguido por 40

ciclos de amplificacao (95°C por 1 min, 60°C por 1 min). Cada amostra foi testada
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em triplicata, incluindo-se controles negativos no ensaio. Utilizou-se o método de
2-AACt para célculo da expressao relativa dos microRNAs, conforme descrito por
Livak et al. (2001) (78).

O ponto de corte estabelecido no presente estudo foi com valores de Ct
abaixo de 33, baseado em estudo anterior, que avaliou o conteudo de
microRNAs em amostras de sangue mediante RT-qPCR (77).

3.6 ANALISE ESTATISTICA E CURVA ROC (RECEIVER OPERATING
CHARACTERISTIC)

Os resultados numéricos foram submetidos a analise estatistica
utilizando-se o programa GraphPad Prism, versdo 8. Foi inicialmente realizado
teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, para apoio na decisao sobre uso
de testes paramétricos ou nao-paramétricos. Comparacdes entre dois grupos,
por exemplo individuos controles e epilépticos, e que seguiram a distribuicdo
normal, foram submetidos ao teste paramétrico t de Student. Dados que nédo
seguiram a distribuicdo normal foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de

Mann-Whitney. O nivel de significancia estatistica adotado foi de p<0,05.

A metodologia da curva ROC foi empregada para andlise do
desempenho do microRNA, em termos de especificidade, sensibilidade, e
acuracia (79, 80).

4. RESULTADOS

4.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS
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Foram obtidas amostras de 10 cdes com crises epiléticas e 10 cées
clinicamente saudaveis. As racas dos caes do grupo afetado variaram, sendo as
racas de caes de pequeno porte representadas por Maltés, Shitzu e sem raca
definida. As racas de médio a grande porte incluiram Fila Brasileiro, Golden
Retrivier, Labrador Retrivier, Border Collie, American Sttafordshire. Do total de
animais epilépticos, seis eram machos e quatro fémeas, no grupo de pacientes
sadio, sete eram machos e trés fémeas, com peso corporal variando de 3 a 55
kg (média = 28,68 kg). A idade dos animais variou de 1,5 a 3 anos, confirmando
a precocidade do desenvolvimento dos sinais clinicos. Para um animal

resgatado, ndo foi possivel precisar a data de nascimento.

Quanto ao tipo de manifestacdo das crises, todos 0s cdes apresentavam

crises tonico-clonicas, as mais frequentes em cées.

Nenhum dos caes selecionados para o estudo apresentou déficits inter-

ictais ou sinais que pudessem indicar outras anormalidades neurologicas.

Cinco animais fizeram tomografia computadorizada contrastada para
diferenciacao de possiveis alteragdes estruturais, confirmando-se a auséncia de

anormalidades.

Animais que estavam recebendo mais de um farmaco para controle das
crises ou em casos onde as crises ainda ndo estavam controladas durante o
periodo de tratamento, foram considerados caes refratarios a terapia
medicamentosa, e estes representaram a metade dos cdes do grupo afetado
(n=5). Nesse contexto, nossos pacientes recebiam um dos seguintes
tratamentos: monoterapia com fenobarbital, monoterapia com brometo de
potassio, fenobarbital associado ao brometo de potassio, ou associacdes de trés
farmacos para controle das crises (fenobarbital, brometo de potassio e

levotiracetam).

4.2 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE PLASMA
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A colheita de sangue venoso em tubo BD Vacutainer® com EDTA foi bem-
sucedida a partir da veia jugular que, em relagéo a veia cefalica, permitiu coleta
rapida e com menor risco de hemodlise das amostras. Seguiu-se ao
armazenamento a 4 °C, o que é viavel em centros de atendimento clinico a
pequenos animais. O passo seguinte da centrifugacao requereu equipamento
especifico, a centrifuga refrigerada, que € comumente encontrada em
laboratérios de patologia clinica. Em caso de solicitacdo futura deste exame por
clinicas veterinarias, a amostra teria que ser encaminhada do local de coleta até
este laborat6rio para obtengéo do plasma, no prazo de 1 a 4 horas.

O plasma foi devidamente obtido mediante centrifugacdo, conforme
descrito anteriormente. Buscou-se reduzir a possivel contaminagéo de plaquetas
na amostra, assim permitindo a obtencdo apenas dos microRNAs livres
circulantes no plasma dos animais (81). A partir de cada amostra de 2mL de
sangue colhido obteve-se em média 1.000 pL de plasma.

4.3 EXTRACAO DE MICRORNAS

O presente estudo selecionou o kit comercial miRNeasy mini kit (Qiagen)
para extracdo de microRNAs do plasma, incluindo-se modificacdo no protocolo
recomendado pelo fabricante. O passo experimental realizado ao final do ensaio
— a eluicdo do microRNAs da coluna de extracado utilizando-se 30 yuL de agua
RNase-free, foi repetido uma vez. Esta modificacdo no protocolo melhorou
significativamente o rendimento obtido de microRNAs em cada amostra,
conforme mostra o resultado de quantificacao por fluorometria descrito na Figura
2. O rendimento médio obtido no protocolo de uma passagem, de 0,79 ng/uL, foi
significativamente melhorado para 2,13 ng/uL com a modificacdo realizada

(P=0,006, Mann-Whitney). N= 8 cées por grupo.



31

Concentracdo média de microRNAs medido por
fluorometria (N= 8 caes por grupo)
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Figura 2. Rendimento de microRNAs de acordo com protocolo de uma ou duas passagens de
coluna (N = 8 cées por grupo). A concentragdo de microRNAs na amostra (ng/pL) foi medida por
fluorometria. O procedimento com duas elui¢des da coluna, barra cinza, apresentou rendimento
significativamente maior que o0 de uma Unica passagem, barra branca (2,13 versus 0,79 ng/uL).
Dados expressos como média £ EPM. *, P=0,0004, teste t de Student; # P=0,0006, teste de
Mann-Whitney.

Curiosamente, observamos que o rendimento das extracdes foi superior
em cées epilépticos em relacdo aos controles, nas duas condi¢des de protocolo
acima descritas (Figura 3). As concentracdes obtidas no protocolo de uma
passagem foram de 0,94 ng/uL nos animais epiléticos, e de 0,65 ng/uL nos
controles. Quanto ao protocolo de duas passagens, obteve-se o rendimento de
2,54 ng/uL nos caes epiléticos e de 1,73 ng/uL nos individuos controles
(P=0,1496).
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Passagens coluna vs grupos

4_
3
= 3
2 1
]
L
=
5 1-
m < (32
I-D_ N~
N ~
0- | I
.cO O .o <
‘ QQO (,\60 ‘ Q\}o {\60
W < SN
'Q,Q o 'Q,Q o
& NS
Q?& S S
q,éb 0(99 ‘.;bg "o%
'bQ‘b &QQ Q'be ngb
9 3

Figura 3. Relacdo entre estado clinico dos animais e rendimento de microRNAs em protocolos
de uma ou duas passagens de coluna. O procedimento de duas passagens favoreceu a obtengéo
de microRNAs em ambos 0s grupos experimentais, mostrando que o estado de salde dos
animais ndo afetou significativamente o rendimento da extragdo. Animais epilépticos, entretanto,
apresentaram tendéncia de aumento de rendimento em ambos os protocolos de uma elui¢édo
(P=0,1443) e de duas elui¢cbes (P=0,1496). A concentracdo de microRNAs foi medida por
fluorometria e expressa em ng/uL. Dados expressos como média + EPM, analisados pelo teste
t de Student.

4.4 SELECAO DO MICRORNA ALVO E DO CALIBRADOR ENDOGENO

Foram examinados inicialmente cinco microRNAs obtidos do plasma de caes:
miR-34a, miR-134, miR-132, miR-382, e miR-26a. Os alvos miR-34a, miR-134 e
mMiR132 apresentaram quantificacdo abaixo do limite de detec¢cdo do método de
RT-gPCR em amostras de animais controles e epilépticos, sendo assim

descartados do projeto. Os dois demais microRNAs — miR-382 e miR-26a —



33

apresentaram concentracfes plasmaticas dentro do limite de deteccdo do
método de RT-qPCR.

O Ct de amplificacdo de miR-382 nos animais epilépticos e controles situou-
se no mesmo ciclo de RT-gPCR, ciclo 31 (31,84 versus 31,49). Desta forma,
miR-382 foi selecionado como calibrador endégeno para os calculos de delta CT
dos ensaios de RT-gPCR (Figura 4).

Estabilidade do Calibrador Endégeno
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Figura 4. Analise da estabilidade da expressao do gene controle endégeno entre individuos
controles e epilépticos. Resultados de RT-gPCR mostram valores médios do ciclo de
amplificacdo (Crossing treshold, Ct) de miR-382 em amostras plasméticas de individuos
controles e epilépticos. Ambos o0s grupos mostraram valores de Ct dentro do ciclo 31 do RT-
gPCR, sem diferenca estatistica.

4.5 EXPRESSAO RELATIVA DE MIR-26A NO PLASMA DE ANIMAIS
EPILEPTICOS
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Os resultados do presente estudo mostram que animais epilépticos
apresentam niveis plasmaticos 1,45 vezes maiores de miR-26a em relagdo a
individuos controle (N=10/grupo; Figura 5). Apesar de a diferenca nao alcancar
a significancia estatistica aqui proposta (P<0,05), nota-se tendéncia com valor
de P=0,2749 pelo teste t de Student, dados seguindo a distribuicdo normal.
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Figura 5. Expressao plasméatica de miR-26a. Animais epilépticos apresentam nivel de miR-26a
no plasma 1,45 vezes superior ao de animais controles. Expresséo de miR-26a no grupo controle
foi arbitrariamente definida como 1. Conteddo de microRNAs quantificado por RT-qPCR, com
ensaios normalizados pelo calibrador miR-382, e expresséo relativa expressa pelo método de 2
AACt Teste t de Student, P=0,2749.

4.6 DISTRIBUICAO DOS VALORES INDIVIDUAIS DE MIR-26A EM ANIMAIS
EPILEPTICOS E CONTROLES

Para iniciar a andlise do desempenho do biomarcador, os resultados de
quantificacdo de miR-26a plasmatico foram examinados mediante grafico

Scatter plot (Figura 6). Nota-se que a maioria dos animais epilépticos,
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representados pelos quadrados vermelhos, distribuem-se na posi¢édo do grafico
acima do valor 1,19, que corresponde ao ponto de corte para identificacdo dos
individuos positivos, obtido da analise da curva ROC (dado ndo mostrado). Ou
seja, sete dos dez animais epilépticos apresentaram expressdo de miR-26a
acima de 1,19, sendo classificados como verdadeiros positivos desta assinatura
molecular (vide Tabela 1). Trés animais epilépticos com expressdo de miR-26a
abaixo deste ponto de corte foram considerados falsos negativos — um animal
clinicamente diagnosticado como epiléptico, mas que ndo apresenta a expressao
de miR-26a aumentada. Quanto aos animais sadios do grupo controle, oito
individuos de fato apresentaram expressao diminuida de miR-26a (abaixo de
1,19); ao obedecerem a regra da assinatura, foram considerados verdadeiros
negativos. Os demais dois individuos controles foram falsos positivos — um

animal clinicamente sadio, mas com expressao aumentada de miR-26a.
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Figura 6. Expressdo de miR-26a de cada individuo amostral. Gréfico de Scatter plot
apresentando a dispersdo dos valores de expressdo relativa em individuos controles e
epilépticos. Conteldo de miR-26a quantificado por RT-qPCR, normalizado pelo controle
enddgeno miR-382. Expressao relativa expressa pelo método de 224€, Linha pontilhada indica

o valor do ponto de corte, 1,19, obtido pela andlise da curva ROC.
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Tabela 1. Denominac¢éo dos individuos em funcdo do grupo experimental e da
expresséo de miR-26a

Denominagdo de acordo com Critério de classificagao
resultados de gPCR e curva ROC

Verdadeiro positivo Epiléptico com 1 miR-262
Verdadeiro negativo Sadio com | miR-262
Falso positivo Sadio com T miR-262
Falso negativo Epiléptico com | miR-26a

4.7 ANALISE DE DESEMPENHO DO METODO MEDIANTE COMPARACAQO
DA FREQUENCIA DE INDIVIDUOS POSITIVOS E NEGATIVOS PARA A
ASSINATURA

O desempenho comparativo desta assinatura foi examinado quanto a
frequéncia relativa de individuos positivos e negativos (verdadeiros ou falsos,
conforme Tabela 1). Observa-se que 70% dos pacientes epilépticos
apresentaram o biomarcador miR-26a hiperexpresso (expressao relativa acima
de 1,19 vezes em relacdo aos controles), o que demostra a sensibilidade do
método em identificar os verdadeiros positivos (Fig. 7, barra hachurada). O
método mostrou desempenho satisfatério em termos de especificidade, ja que

ocorreram apenas 20% de falsos positivos.
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Desempenho do método

1.0
© Epiléptico
o
o 0.8+ [ Controle
Z
2 0.6-
©
9
@ 0.4
O
o
L 0.2
0.0 .
o N
.\\‘z oé(o'ab
& e
X &

Figura 7. Desempenho da assinatura de miR-26a pela frequéncia relativa de verdadeiros
positivos e negativos e falsos positivos e negativos. Os animais foram distribuidos em quatro
grupos em funcéo do conteldo plasmético de miR-26a, conforme 0s seguintes critérios e siglas:
F(-), falso negativo, animal epiléptico com expresséo relativa de miR-26a < 1,19; V(+), verdadeiro
positivo, animal epiléptico com expressao relativa de miR > 1,19; F(+), falso positivo, animal
controle com expressao relativa de miR-26a > 1,19; V(-), verdadeiro negativo, animal controle
com expressao de miR-26a < 1,19. Valor do ponto de corte de 1,19 estabelecido mediante
analise de curva ROC. Conteldo de miR-26a quantificada por RT-gPCR, normalizado pelo
controle enddgeno miR-382. Expressao relativa expressa pelo método de 222¢t, A assinatura de
miR-26a identificou de maneira acurada 70% dos animais epiléticos e 80% dos controles, os

denominados verdadeiros positivos e verdadeiros negativos, respectivamente.

4.8 REPRESENTACAO DE DESEMPENHO DO ALVO MEDIANTE CURVA
ROC

O desempenho do biomarcador proposto foi aqui avaliado mediante

metodologia da curva ROC (Receiver operating characteristic), conforme
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anteriormente descrito (82). A analise ROC considerou a expressao plasmética
de miR-26a obtida nos grupos controle e epilépticos, em termos de sensibilidade
e especificidade (Figura 8). O valor de AUC (area under the curve) obtido foi de
0,61, que indica o nivel de acuracea deste biomarcador. MicroRNAs com valores
de AUC desta ordem ja se mostraram Uteis na formagcdo de assinaturas que
agregam de dois a quatro microRNAs conjuntamente, anteriormente propostas

para diagnéstico de outras doencas crbnicas (82, 83).
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20

T T T 1
0O 20 40 60 80 100

100%-Especificidade (%)
(Frequéncia de falsos positivos)

Figura 8. Representacéo da acuracia da assinatura de miR-26a mediante curva ROC. O gréfico
apresenta resultados de sensibilidade (verdadeiros positivos) no eixo Y, e de (100%-
especificidade), ou seja, os falsos positivos, no eixo X. Observar as coordenadas do eixo Y na
magnitude de 70% de sensibilidade, que corresponde & identificacdo da assinatura de miR-26a
em 70% dos animais epilépticos (verdadeiros positivos). O eixo X mostra coordenadas na
magnitude de 20% de especificidade, indicando que 20% dos animais controles apresentaram a
assinatura de miR-26a como falsos positivos. A linha hachurada vermelha divide o grafico em
dois quadrantes, delimitando uma é&rea de 50% do gréfico para andlise da aleatoriedade dos
resultados.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo revelou a viabilidade da metodologia de gPCR em tempo
real para detectar expressdes aberrantes de microRNAs circulantes em cées
epilépticos, como etapa inicial para busca de biomarcadores de epilepsia canina.
Neste ponto, precisamos ressaltar aspectos relevantes de construto teorico.
Primeiro, expressfes aberrantes detectadas no sangue periférico podem servir
a dois propositos essenciais, o de distinguir individuos que apresentem a doenca
em relacdo a controles sadios, assim apoiando o diagnéstico, bem como
prospectar o estado da neurodegeneracdo cerebral dos pacientes ja
diagnosticados com epilepsia, ou seja, contribuir para o progndstico. Atenda-se
a premissa de que microRNAs participam da degeneracdo de areas cerebrais
ligadas a epilepsia, estando desta forma aberrantemente expressos no sistema

nervoso central dos individuos epilépticos(70, 81).

Em estudo inicial, foram mostradas alteracbes na expressdo de 31
microRNAs, com aumento (n=10 alvos) ou reducéo (n=21 alvos), em amostras
de sangue de ratos, no tempo de 24 horas apos status epilepticus induzido por
acido cainico (53). Um segundo estudo conduzido por Hu et al., 2012 (57)
confirmou alteracdes de microRNAs no sangue de ratos, também no tempo de
24 horas apo0s a crise convulsiva, neste caso no modelo de status epilepticus
induzido por pilocarpina. Este estudo foi particularmente relevante para a
premissa de nossa pesquisa, uma vez que houve concordancia entre a variacdo
dos microRNAs no cérebro e no sangue dos animais, em termos de aumento ou
de reducdo de conteudo (57). Estudo seguinte revelou trés microRNAs
aberrantemente expressos no hipocampo de ratos epilépticos e que se
mostraram também alterados no plasma dos animais, nas fases inicial, latente,
e cronica do modelo experimental (84). Em sintese, os resultados de modelos
experimentais revelam a concordancia quanto a expressdao de microRNAs em

amostras cerebrais e sanguineas nos modelos murinos de status epilepticus.

Neste ponto nos perguntamos: - Os resultados de modelos experimentais
de epilepsia poderiam ser transpostos do laboratério para a clinica médica?

Destaque-se que o trabalho aqui defendido € o primeiro sobre epilepsia canina.
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Neste sentido, nos resta observar publicacbes de pacientes humanos, como
aproximacéo; aproximagao que de fato existe entre as enfermidades canina e
humana, em termos de neuropatologia, fenétipo das crises, e refratariedade ao
tratamento (10-14). Ademais, caes sdo considerados modelos da doenca que
acomete o homem, sobretudo nas epilepsias pos-traumaticas (16-18). Varios
trabalhos tém mostrado que pacientes humanos com epilepsia apresentam
expressdes aberrantes de microRNAs em amostras sangiineas. Para
simplificacéo, citaremos apenas aqueles que mostraram analise dos resultados
via curva ROC (Receiver Operating Characteristic), metodologia de que
trataremos posteriormente. Notar que se tratam de publicacbes recentes, de
2015 a 2017, conforme elegante revisao de Noelle Enright et al. (2018) (85), do
grupo do Prof. David Henshall. Dos oito trabalhos sobre microRNAs obtidos do
sangue de pacientes epilépticos e que fizeram analise ROC, quatro utilizaram
amostras de plasma, conforme foi realizado em nosso estudo, e os demais

utilizaram soro, conforme descrito anteriormente (85).

Por que optamos por utilizar plasma ao invés de soro? O uso do plasma
como fonte de microRNAs tem vantagens relevantes em relacdo ao soro,
principalmente porque evita-se o passo de coagulacdo do sangue (este
necessario para obtencdo do soro) (81). Com isto, reduz-se variacdes entre
amostras e diminui-se a possivel liberacdo de RNAs curtos por células
circulatorias, incluindo plaquetas, leucécitos e heméacias, ambos aspectos
ligados ao processo de coagulacdo do sangue - que nao ira existir em amostras
plasmaticas (86, 87). Em nosso estudo, também tomamos cuidado de repetir a
centrifugacéo inicial visando remover eventuais plaquetas presentes no plasma
(88, 89), para obter-se um protocolo experimental que revele de maneira
fidedigna o real conteddo de microRNAs livres presentes na corrente circulatéria
dos animais. Apesar destas vantagens, é preciso ponderar sobre a necessidade
do equipamento de centrifuga refrigerada para obtencdo do plasma, o que
normalmente ndo existe nas clinicas veterinarias. O uso de soro, neste sentido,
seria um procedimento mais simples de ser encaminhado na rotina hospitalar.
Além dos trabalhos que citaremos a seguir baseados em microRNAs obtidos do
Soro, nosso grupo de pesquisa também ja realizou testes com este tipo de

amostra e com resultados satisfatérios. Neste sentido, hipotetizamos que o
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protocolo aqui descrito para amostras de plasma poderé ser facilmente adaptado
para amostras de soro, alterando-se tdo somente o processamento inicial das
amostras de sangue para que se obtenha soro ao invés de plasma. Os passos
seguintes de extracdo de microRNAs, transcricdo reversa e qPCR seriam
idénticos.

Cabe ressaltar que tanto o plasma quanto o soro sdo amostras viaveis
para estudos microRNAs, conforme resultados anteriores sobre microRNAs
isolados do sangue de pacientes humanos com epilepsia. Neste sentido, foram
identificadas expressdes aberrantes no plasma para os seguintes alvos: miR-
129-2-3p (90), miR-134-5p (91), miR-323a-5p (92), miR-3613-5p, miR-4668-5p,
miR-8071, e miR-197-5p (93). Quanto a amostras de soro, foram identificadas
mudancas nos seguintes microRNAs: let-7d-5p, miR-106b-5p, miR-130a-3p,
miR-146a-5p, miR-15a-5p, miR194-5p (94) — como primeiro estudo utilizando
microRNAs como biomarcadores de epilepsia, miR-301a-3p, miR30b-5p,
miR342-5p, miR-4446-3p, miR-194-5p (95), miR-106b, miR-146a (96), miR-4521
(97).

Nosso grupo examinou um dos microRNAs descritos acima, miR-134,
diretamente envolvido na epileptogénese do lobo temporal de ratos, conforme
citado Jimenez-Mateos 2012(9). No estudo de Avansini et al. (2017) com
amostras clinicas, miR-134a mostrou-se significativamente depletado em
pacientes humanos com epilepsia do lobo temporal (91). Na fase inicial de nossa
pesquisa, também examinamos este alvo no plasma de caes epilépticos, cuja
guantificacdo mostrou-se "indeterminada”, ou seja, o conteudo de miR-134 no
plasma dos cdes mostrou-se abaixo do limite de deteccdo do método. No
entanto, esta falta de sinal para miR-134 ocorreu em ambos 0s grupos, epiléptico
e controle, indicando que néo se trata de alteracdo desencadeada pela doenca
e sim baixo nivel plasmético. O mesmo resultado ocorreu para miR-34a, sendo
ambos descartados nesta triagem inicial. Em sintese, nosso estudo selecionou
cinco microRNAs obtidos do plasma de cées, miR-382, e miR-26a selecionados
para escolha do enddgeno e trés alvos testados em um piloto inicial (miR-134,
miR-34a, e miR-26a) para escolha de um deles, visando testagem inicial de alvo.
Esta mesma estratégia experimental de examinar trés alvos para escolha de um

unico foi adotada no estudo de Avansini et al. (2017)(91). Ali foram testados miR-
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134, miR-23a e miR-31 (N= 14 pacientes epilépticos; N=16 controles), com
escolha de miR-134 para estudo de validagdo em nova coorte de pacientes com
epilepsia (N=65) e controles sadios (N=83).

Animais epilépticos do atual estudo apresentaram tendéncia de aumento
de miR-26a quando comparados com controles sadios, com expressao
plasmatica 1,45 vezes superior (P=0,27). Este achado ocorreu em 70% dos
animais doentes. Neste ponto, poderiamos nos fazer a seguinte pergunta: - Seria
o método de gPCR para miR-26a acurado o suficiente como um biomarcador de
epilepsia canina? Com a cautela imposta a ensaios cientificos, responderiamos
gue o numero amostral do presente estudo (N=10 individuos por grupo) nao
permite responder precisamente se miR-26a € biomarcador acurado, apesar de
ser um alvo promissor. Ressalte-se que o niumero amostral aqui empregado - 10
individuos por grupo (animais controle e animais epilépticos), € semelhante ao
empregado na primeira fase de desenvolvimento tecnologico denominada de
Descoberta de Biomarcador ("Biomarker discovery"), onde busca-se examinar
grande numero de alvos para identificacdo daqueles alterados em modelos
animais da doenca (81). Agora trataremos do niumero amostral usado em dois
estudos com amostras clinicas. Um dos trabalhos pioneiros no uso de
microRNAs circulantes como biomarcadores de doenca neurodegenerativa,
neste caso Alzheimer, dividiu a estratégia em duas etapas, na qual a primeira
consistia na denominada "geracdo da assinatura”, e utilizou 11 individuos
doentes e 20 controles (82). Neste estudo, a diferenca de expresséao relativa
("fold change™) minima aceitavel entre individuos com Alzheimer e controles
sadios deveria ser de 1,5. O numero de individuos doentes aproxima-se do
nosso, que foi 10, e, além disto, o “fold change” também é préximo ao encontrado
no nosso estudo (1,45)(82). O segundo trabalho examinou amostras clinicas de
pacientes humanos com epilepsia, portanto mais proximo do estudo aqui
defendido. A pesquisa foi também dividida em duas etapas, sendo a primeira
denominada de "fase de descoberta inicial". Novamente, o nimero amostral
utilizado para teste do microRNAs alvo (miR-134) como biomarcador de epilepsia
do lobo temporal foi proximo do nosso, com 14 pacientes epilépticos e 16

controles sadios (91).
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Feita esta ponderacéo, optamos por submeter os nossos resultados de
miR-26a a parametros utilizados na literatura cientifica para avaliagdo do
desempenho de assinaturas de microRNAs em amostras de sangue, como
aproximagdo para avaliar sua acuracia. A temética da acurdcia de
biomarcadores assume alta importancia e tem mobilizado grupos de trabalho em
instituicbes conceituadas, a exemplo da iniciativa "FDA-NIH Working Group”, sob
titulo "BEST (Biomarkers, EndpointS, and other Tools) Resource" (98). Parte-se
do principio que um biomarcador para teste diagnostico considerado "perfeito”
deveria detectar todos os pacientes com a doenga, mostrando assim 100% de
sensibilidade (resultado positivo para todos os doentes), e 100% de
especificidade, ou seja, nenhum paciente sem a doenca teria resultado positivo.
Na pratica ndo existe biomarcador "perfeito”, e sim aquele que oferece os
melhores resultados possiveis, comumente citado como padréo de referéncia;
cada novo biomarcador desenvolvido é entdo comparado com o padrdo de

referéncia para determinada doenca.

O raciocinio aplica-se a biomarcadores de epilepsia e, para fins da
presente dissertacdo, vamos focar apenas em microRNA circulantes (99). Neste
sentido, € importante considerar que o simples aumento ou diminuicdo de
determinado microRNA no sangue - conforme obtivemos no presente estudo (ex.
miR-26a 1,45 vezes superior no plasma de animais epilépticos) ndo é suficiente
para aponta-lo como potencial biomarcador, mesmo que a diferenca alcance
significancia estatistica. Faz-se necessario examinar sua sensibilidade e
especificidade, estimando-se sua acuracia. No campo dos microRNAs
circulantes, consolidou-se o método da curva ROC para andlise comparativa do
desempenho dos alvos em varias doencas neuroldgicas além das préprias
epilepsias, incluindo-se as duas doencas neurodegenerativas mais prevalentes,
Alzheimer e Parkinson (77, 82, 85). O detalhamento da metodologia ROC e suas
variantes estd descrito em outras publicagbes (100, 101), a qual foi
recentemente revisada quanto a sua aplicacdo ao diagndstico das epilepsias
(99). Basicamente, o método compara sensibilidade e especificidade do
resultado experimental (expressdo aumentada de miR-26a, por exemplo) em
dois grupos de individuos — pacientes epilépticos e individuos controle.

Conforme Obuchowski & Bullen (2018)(79) explicam, a metodologia da curva
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ROC baseia-se na plotagem dos resultados do teste diagnéstico em termos de
sensibilidade (eixo Y) versus os falsos positivos (1-especificidade), no eixo X
(79). Cada coordenada do gréfico representa assim a sensibilidade e os falsos
positivos associados a um ponto de corte e que define positivos e negativos.
Finalmente, a &rea sob a curva (AUC) deste gréafico representaria a acurécia do
método, onde AUC=1 (100%) seria o valor de um teste "perfeito" conforme
descrito acima, ou seja, capaz de discriminar individuos doentes daqueles sadios
sem nenhuma sobreposicao de resultados entre os grupos (80).

Agora nos perguntariamos: - J4 que ndo existem biomarcadores
"perfeitos" com AUC=1, qual seria um valor minimamente aceitavel? A literatura
nao apresenta um valor consensual de AUC para classificar o desempenho de
determinado biomarcador; porém, considera-se AUC>0,8 como aceitavel (99). A
acuracia obtida no presente estudo esteve aquém de 0,8, ja que obtivemos
AUC=0,61. Ressalte-se que outros estudos com microRNAs circulantes na
epilepsia também néo alcancaram este desempenho. Os valores de AUC destes
trabalhos variaram entre 0,67 e 0,93 (85). Ademais, considerando-se 0s
microRNAs avaliados nestes oito estudos, apenas 6 de um total de 21 alvos
testados apresentaram AUC>0.8 (29%), ou seja, mais de 70% dos microRNAs
nao alcancaram a meta de desempenho proposta como aceitavel. O resultado
de nosso grupo foi proximo do obtido por Avansini et al. (2017), ao estudar
epilepsias do lobo temporal (AUC=0,67) (91). Tal estudo obteve 75% de
sensibilidade e 58% de especificidade, valores préximos aos obtidos no nosso
ensaio de descoberta do alvo miR-26a, que foram de 70% e 60%,

respectivamente.

O valor de AUC=0.61 aqui obtido ndo deve ser considerado de maneira
simplista, como mera comparacao a valores obtidos em trabalhos anteriores que
alvejaram outros microRNAs. Evidéncias mostram que combinacdes de
microRNAs - as denominadas "assinaturas" de multiplos alvos - podem aumentar
a acuracia do método diagnostico. Mais ainda, a combinacédo de microRNAs com
valores relativamente menores de AUC com outros de valores altos pode prover
resultados melhores do que combinagdes em que todos microRNAs apresentem
valores altos, curiosamente. Vamos a um exemplo numérico, com base no artigo
de Kumar et al. (2013) (82). A combinacao de miR-15b-5p (AUC=0,96) com miR-
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545 (AUC=0,74) produziu o0 mesmo desempenho obtido com o uso isolado de
miR-15b-5p (AUC=0.96), portanto ndo se mostrou vantajosa. Ao se introduzir
nesta dupla combinagdo (miR-15b-5p + miR-545) um terceiro microRNA de
menor acuracia, miR-301a (AUC=0,67), houve ligeiro aumento do desempenho
(AUC=0,97). Este mesmo microRNAs de relativa baixa acuracia, miR-301,
também mostrou-se vantajoso em outra assinatura quadrupla de alto
desempenho com AUC=0,97 (miR-301 + miR-545 + let7g + miR-142). Em outro
trabalho com biomarcadores, neste caso para diagnostico do cancer de mama,
quatro alvos foram testados: miR-16 (AUC=0,912), miR-21 (AUC=0,810), miR-
451 (AUC=0,937), e miR-145 (AUC=0,631). A melhor combinacé&o de alvos (miR-
451 + miR-145, AUC= 0,956) incluiu um microRNA que apresentava 0 menor
valor de AUC,; valor este proximo ao encontrado para miR-26a em nosso estudo
(AUC=0,610).

Com base no exposto, o que poderiamos afirmar quanto aos resultados
obtidos? Que a metodologia de gPCR pode identificar microRNAs
aberrantemente expressos no plasma de cées epilépticos, sendo miR-26a um
alvo promissor para integrar assinaturas mdultiplas de microRNAs como
biomarcadores de epilepsia idiopatica. A inclusdo de novos alvos podera
melhorar a acuracia do metodo para valores de AUC>0.8, permitindo-se que esta
nova assinatura seja posteriormente testada em novas coortes de pacientes e

controles com numero amostral satisfatério para validagao do biomarcador.
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6. CONCLUSAO

Considerando-se:

() Os resultados positivos de padronizagdo de colheita de sangue,
obtencéo de plasma, extracdo de microRNAs e gPCR quantitativo de miR-26a e
miR-382 obtidos no presente estudo;

(i) A potencial sensibilidade de miR-26a em identificar pacientes
epilépticos;

(i) A viabilidade de assinaturas com multiplos alvos, e que incluam
microRNAs com AUC entre 0,6 e 0,7.

Concluimos que:
A metodologia de gPCR em tempo real pode ser empregada para identificar

microRNAs aberrantemente expressos no plasma de cées epilépticos, sendo

miR-26a um potencial alvo para compor uma assinatura de epilepsia canina.
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