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RESUMO 

O trato gastrointestinal (TGI) humano é colonizado por trilhões de micro-organismos 

que se comunicam com o sistema nervoso central a partir da transmissão bidirecional de 

sinais através do eixo microbiota-intestino-cérebro. Os produtos secretados pela 

microbiota intestinal estimulam o sistema nervoso central, e, por conseguinte, sua 

desregulação, podendo estar associada a diferentes doenças neurológicas, incluindo a 

epilepsia. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar alterações na 

composição da microbiota intestinal e do seu metaboloma em ratos submetidos à 

epilepsia do lobo temporal,  a partir de uma abordagem multi-ômica. Para isto, 6 ratos 

machos Wistar foram submetidos ao Status Epilepticus (SE) induzido por lítio-

pilocarpina e monitorados durante 60 dias. Cada animal teve o material fecal coletado 

antes da indução do SE (grupo pré-ELT) e após a emergência das crises espontâneas 

(grupo pós-ELT). Ratos Naïve (n = 6) foram utilizados como controle para os mesmos 

pontos de coletas (Naïve t1 e Naïve t2). O sequenciamento do gene 16S rRNA acoplado      

à análise de bioinformática revelou uma mudança taxonômica e composicional, em 

ratos epilépticos. No grupo pós-ELT, a riqueza das espécies (índice Chao1) foi 

significativamente menor, e a análise da diversidade beta revelou aglomerações 

separadas das de pré-ELT. A análise da abundância taxonômica revelou um aumento 

significativo do filo Desulfobacterota e uma diminuição de Patescibacteria. Em nível de 

gênero, a análise DESEq2 e LEfSe resultou em 18 gêneros significativamente 

enriquecidos entre os grupos pós-ELT e pré-ELT. A análise de ressonância magnética 

nuclear identificou 9 classes de metabólitos      nos grupos pré e pós_ELT. Das 9 classes 

identificadas, 6 se relacionaram positivamente com o estado epiléptico: ácido acético, 

ácido propiônico, ácido glutâmico, ácido butírico, alanina e glicina. A análise de 

correlação microbiota-metaboloma mostrou que os gêneros diferentemente abundantes 

em ratos pós-ELT estão associados aos metabólitos alterados, especialmente os pró-

inflamatórios Desulfovibrio e Marvybiatria, que foram enriquecidos em animais 

epilépticos e positivamente correlacionados com neurotransmissores excitatórios. Por 

conseguinte, os nossos dados apoiam que a disbiose bacteriana associada à epilepsia 

contribui para um estado convulsivo, aumentando a inflamação crônica, o desequilíbrio 

excitatório-inibitório, e/ou uma perturbação metabólica.   

Palavras-chave: eixo intestino-cérebro, microbiota, metabólitos, epileptogênese.      



 
 

ABSTRACT 

The human gastrointestinal tract (TGI) is colonized by trillions of microorganisms that 

communicate with the central nervous system through bidirectional transmission of 

signals via the microbiota-intestine-brain axis. The products secreted by the gut 

microbiota stimulate the central nervous system, and thus its dysregulation, and may be 

associated with different neurological diseases, including epilepsy. Thus, the present 

study aimed to evaluate changes in the composition of the gut microbiota and its 

metabolome in rats submitted to temporal lobe epilepsy, from a multi-omic approach. 

For this, 6 male Wistar rats were subjected to lithium-pilocarpine-induced Status 

Epilepticus (SE) and monitored for 60 days. Each animal had fecal material collected 

before the induction of SE (pre-ELT group) and after the emergence of spontaneous 

seizures (post-ELT group). Naïve rats (n = 6) were used as controls for the same 

collection points (Naïve t1 and Naïve t2). Sequencing of the 16S rRNA gene coupled 

with bioinformatics analysis revealed a taxonomic and compositional change, in 

epileptic rats. In the post-ELT group, species richness (Chao1 index) was significantly 

lower, and beta diversity analysis revealed separate clusters from pre-ELT. Taxonomic 

abundance analysis revealed a significant increase in the phylum Desulfobacterota and a 

decrease in Patescibacteria. At the genus level, DESEq2 and LEfSe analysis resulted in 

18 genera significantly enriched between the post-ELT and pre-ELT clusters. Nuclear 

magnetic resonance analysis identified 9 classes of metabolites in the pre- and 

post_ELT groups. Of the 9 classes identified, 6 were positively related to the epileptic 

state: acetic acid, propionic acid, glutamic acid, butyric acid, alanine, and glycine. 

microbiota-metabolome correlation analysis showed that the differentially abundant 

genera in post-ELT rats are associated with altered metabolites, especially the pro-

inflammatory Desulfovibrio and Marvybiatria, which were enriched in epileptic animals 

and positively correlated with excitatory neurotransmitters. Therefore, our data support 

that bacterial dysbiosis associated with epilepsy contributes to a seizure state by 

increasing chronic inflammation, excitatory-inhibitory imbalance, and/or a metabolic 

disturbance.   

Keywords: gut-brain axis, microbiota, metabolites, epileptogenesis 
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1. INTRODUÇÃO  

A epilepsia é um transtorno neurológico caracterizado por uma predisposição 

permanente do cérebro em gerar alterações comportamentais súbitas e recorrentes, 

denominadas crise epilética (SCHENKEL, 2011).  Esta perturbação neurológica afeta 

mais de 60 milhões de pessoas em todo o mundo, aparecendo entre as condições 

cerebrais mais comuns (BURNEO et al., 2005; FIEST et al., 2017).  

Na epilepsia do lobo temporal (ELT), a mais prevalente na população adulta, o foco 

epileptogênico incide em estruturas do sistema límbico, tais como o hipocampo. O 

estabelecimento e a manutenção da ELT dependem de insultos epileptogênicos 

exógenos, tais como Status Epilepticus (SE), convulsão febril, traumatismo craniano ou 

neoplasias (ENGEL, 1996; PITKÄNEN e SUTULA, 2002). O SE, por exemplo, 

deflagra um processo progressivo – epileptogênese – de alterações estruturais e 

fisiológicas no sistema nervoso central que culmina na conversão do cérebro normal em 

um cérebro epileptogênico (FRENCH et al., 1993; LEITE et al., 1990).  

Essas alterações têm sido caracterizadas em modelos animais de SE, sendo que a 

maioria ocorre de forma pronunciada no hipocampo, tais como: astrogliose, morte 

neuronal seletiva, inflamação, estresse oxidativo, neurogênese, alterações na expressão 

gênica e reorganização axonal (AMBROGINI et al.., 2019; BECKER, 2018; 

BOROWICZ-REUTT e CZUCZWAR, 2020; CHEN et al., 2019; CONBOY et al., 

2021; HENSHALL, 2018; MAHFOZ e SHAHZAD, 2019; NIRWAN et al., 2018; 

ROMCY-PEREIRA et al., 2008; SIMONATO et al., 2021; VERHOOG et al., 2020).  

Entretanto, os mecanismos subjacentes a essas alterações e o seu papel tanto na 

epileptogênese quanto na manutenção da condição epileptogênica permanecem 

desconhecidos (GARCÍA-GARCÍA et al., 2011).  

Recentemente, a relevância da microbiota intestinal na troca de sinais com o cérebro 

pelo eixo microbiota-intestino-cérebro, tem ganhado destaque. Esse eixo reúne uma 

complexa interação envolvendo conexões neurais, hormonais e metabólicas (ZORZO, 

2020).  Isto é evidenciado em alguns estudos, onde observou-se a perturbação da 

microbiota intestinal em alguns transtornos psiquiátricos e neurológicos, como por 

exemplo, perturbações do espectro do autismo (DAVOLI-FERREIRA et al., 2021; 

JAMES et al., 2021; MULLE et al., 2013; ZHENG et al., 2021), esclerose múltipla 

(CALVO-BARREIRO et al, 2018; CHU et al., 2018; ESMAEIL AMINI et al., 2020; 

JANGI et al., 2016), Parkinson (BAIZABAL-CARVALLO e ALONSO-JUAREZ, 
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2020; DODIYA et al., 2020; HUANG et al., 2021a; WANG et al.., 2021), e Alzheimer 

(SOCHOCKA et al., 2019; SUN et al., 2020; VAN OLST et al., 2021) e depressão 

(BARANDOUZI et al., 2020; CHEUNG et al., 2019; KNUDSEN et al., 2021; 

ŁONIEWSKI et al., 2021).  

Na epilepsia, os estudos - ainda que escassos - apontaram para o potencial da 

microbiota para regular as convulsões, como evidenciado pela modulação exógena da 

composição da microbiota intestinal em indivíduos epilépticos (AMLEROVA et al., 

2021; ARULSAMY et al., 2020; CHATZIKONSTANTINOU et al., 2021; IANNONE 

et al., 2020; ŞAFAK et al., 2020). A administração de probióticos mostrou efeitos 

anticonvulsivos tanto em ratos acendidos com PTZ como em pacientes humanos com 

epilepsia resistente a drogas (BAGHERI et al., 2019; GÓMEZ-EGUÍLAZ et al., 2018; 

TAHMASEBI et al., 2020; YEOM et al., 2019).  

Na mesma perspectiva, os efeitos protetores da dieta cetogênica contra as 

convulsões foram associados a alterações na composição do microbioma intestinal 

(FAN et al., 2019; LINDEFELDT et al., 2019; OLSON et al., 2018; Xie et al., 2017; 

ZHANG et al., 2018). Recentemente, ao utilizar um modelo de tratamento de ratos, foi 

demonstrado que o transplante de microbiota fecal (FMT) pode mediar um aumento da 

susceptibilidade de convulsão induzida pelo estresse (MEDEL-MATUS et al., 2018). 

Além disso, a microbiota pode desempenhar um papel importante na mediação de 

fatores precipitantes de convulsões, tais como o uso de medicamentos, infecções, 

estresse físico e hormonal (LUM et al., 2020).  

Além de alterações na composição bacteriana da microbiota intestinal, alterações no 

perfil metabólico destes micro-organismos podem influenciar no processo de 

epileptogênese. O papel modulatório da microbiota nas crises epilépticas foi atribuído à 

capacidade das bactérias de sintetizar/modificar metabolitos e neurotransmissores que 

visam diferentes características dos processos epilépticos, tais como a neurogênese, 

plasticidade sináptica, e neuroinflamação (STRANDWITZ, 2018; YARANDI et al., 

2016; YUNES et al., 2016). Os metabólitos podem influenciar as respostas celulares 

locais e sistêmicas, e podem fornecer informações sobre os mecanismos que 

fundamentam o processo e progressão da doença (DONATTI et al., 2020). 

Apesar das evidências, até onde pudemos encontrar, não existem estudos que 

avaliem a mudança na composição da microbiota a partir do processo epileptogênico 

induzido por pilocarpina.   Desta forma, no presente estudo trazemos a hipótese de que a 

epileptogênese pode ser capaz de levar a alterações na composição da microbiota, e essa 
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questão foi abordada em modelo experimental de epilepsia. Para isso, realizamos o 

sequenciamento genético em larga escala e a análise do metaboloma do material fecal 

coletado de ratos antes e após indução de epilepsia, com o objetivo de identificar táxons 

bacterianos e metabólitos que podem estar associados à esta desordem.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA  

2.1. Aspectos gerais da epilepsia 

A epilepsia é uma condição caracterizada pela predisposição persistente do cérebro 

gerar crises epilépticas espontâneas (YACUBIAN; KOCHEN, 2014). Uma crise 

epiléptica é definida como sinais ou sintomas decorrentes de atividade excessiva e 

sincrônica do cérebro, que leva a eventos motores involuntários e alterações na 

consciência (THURMAN et al., 2011). Epilepsia é uma doença neuronal observada 

mundialmente e ligada a diferentes causas. A incidência e etiologia das epilepsias são 

variáveis entre os países e populações, sendo mais frequente em países que estão em 

desenvolvimento. Segundo a Organização Mundial de Saúde, epilepsia é uma das 

doenças neurológicas mais comuns, afetando cerca de 3 milhões de brasileiros, e em 

torno de 50 milhões de pessoas no mundo, com uma proporção de 4 a 10 casos para 

cada 1000 habitantes em países desenvolvidos, podendo dobrar em países em 

desenvolvimento.  

 Segundo a International League Against Epilepsy - ILAE (2017), as crises 

epilépticas são classificadas em: 1) crises de início focal, onde são originárias em redes 

limitadas a um hemisfério, podendo estar discretamente localizadas ou distribuídas de 

forma mais ampla e são divididas em crises perceptivas e disperceptivas; 2) crises de 

início generalizado, onde ocorre envolvimento de ambos hemisférios cerebrais, 

geralmente com perda de consciência, e são divididas em motoras e não motoras; 3) 

crises de início desconhecido, onde o início da crise não foi presenciado. Existe ainda 

uma classificação especial, a “focal evoluindo para tônico-clônica bilateral”, onde 

apresenta-se um padrão de propagação de crise, o início acontece em um dos 

hemisférios, e a crise se propaga comprometendo secundariamente os dois hemisférios 

cerebrais.  A figura 1 apresenta as classificações e subcategorias das crises epilépticas.   
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Figura 1. Classificação operacional expandida da ILAE 2017 para os tipos de crises 

epilépticas. 

 

Quanto a etiologia, a ILAE (2017) recomenda uma classificação que engloba 

seis grupos: estrutural, genético, infeccioso, metabólico, imune e desconhecida.  

 

Tipo de epilepsia Causa 

Estrutural  Refere-se a anormalidades estruturais no cérebro que aumentam 

o risco de desenvolvimento da epilepsia. Podem ser adquiridas 

através de acidente vascular cerebral, trauma e infecção ou 

malformações genéticas.  

Genética A epilepsia é resultado direto de uma mutação genética 

conhecida ou presumida, podendo ou não ser herdada. A 

etiologia genética não exclui contribuição de fatores 

ambientais.  

Infecciosa Surge como resultado de uma infecção. Como a 

neurocisticercose, tuberculose e infecções congênitas. A 

etiologia infecciosa se refere a epilepsia e não a crises 

decorrentes de uma infecção aguda.   

Tabela 1. Classificação etiológica das epilepsias 
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Metabólica A epilepsia surge como resultado direto de um distúrbio 

metabólico conhecido ou presumido onde o sintoma principal 

do distúrbio são as crises epilépticas.  

Imune Refere-se a epilepsia que surge como resultado de um distúrbio 

imunológico. Quando há uma inflamação imuno-mediada no 

sistema nervoso central.  

Desconhecida Existem muitos pacientes com epilepsia em que as causas de 

suas crises não são conhecidas. Deste modo não é possível 

fazer um diagnóstico específico além da semiologia 

eletroclínica básica. 

  

Fonte: ILAE, 2017  

Vale ressaltar que, as etiologias da epilepsia não são hierárquicas e a importância 

dada ao grupo etiológico dependerá de cada circunstância. Assim, a epilepsia de um 

paciente pode ser classificada em mais de um grupo etiológico. 

2.2. Epilepsia do Lobo Temporal  

Dentre as epilepsias estruturais, a epilepsia do lobo temporal (ELT) é o tipo mais 

comum, sendo responsável por aproximadamente 40% dos casos (SCHENKEL, 2011). 

As crises são oriundas de alterações na região do lobo temporal e cursam como crises 

focais simples ou complexas que se originam em estruturas do lobo temporal, e 

geralmente precedidas por auras (FERNANDES, 2013). Quanto à localização do foco 

epileptogênico e semiologia das crises, a epilepsia do lobo temporal é subdividida em 

epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM) cujo foco incide no sistema límbico; e 

epilepsia do lobo temporal lateral (ELTL) oriunda de alterações no neocórtex.  

A ELTM compreende a 60% das ELT, e em até 70% das vezes está associada a 

uma perda seletiva de neurônios piramidais (esclerose hipocampal -HS) (VALENÇA et 

al., 2006). Estudos retrospectivos de séries cirúrgicas mostram a ocorrência de 

“incidentes precipitantes iniciais” (IPIs), como, geralmente antes dos 5 anos de idade, 

como fatores causadores de ELTM com HS (WIESER et al., 2004). O SE, por exemplo, 

deflagra um processo progressivo – epileptogênese – de alterações estruturais e 

fisiológicas no sistema nervoso central que culmina na conversão do cérebro normal em 

um cérebro epileptogênico (FRENCH et al., 1993; LEITE et al., 1990).  
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Essas alterações ocorrem de forma pronunciada no hipocampo, incluído além da 

esclerose hipocampal, processos neurobiológicos como astrogliose, plasticidade axonal 

e dendritica, neurogênese, neuro inflamação e uma reorganização global da expressão 

gênica. Os mecanismos subjacentes a essas alterações e o seu papel tanto na 

epileptogênese quanto na manutenção da condição epileptogênica tem sido alvo de 

muitos estudos experimentais e clínicos. De fato, dispomos de uma diversidade de 

protocolos experimentais de indução da epilepsia em animais, que modelam os 

diferentes aspectos do processo epileptogênico.  

2.3. Modelo experimental de epilepsia do lobo temporal mesial 

Existem diversos tipos de modelos experimentais de epilepsia ou de crises 

epilépticas. Esses modelos irão induzir uma série de eventos moleculares e estruturais, 

que irão resultar em modificações nas propriedades e redes neuronais, tornando-as 

epileptogênicas (VENTURIN, 2008). Esses modelos podem ser classificados como 

agudo ou crônicos, no primeiro, o animal apresenta crises apenas durante a ação do 

agente indutor, no segundo modelo, as crises recorrem mesmo após a indução, podendo 

acompanhar toda a vida do animal (CAVALHEIRO et al., 1991).   

Nos principais modelos experimentais, a epilepsia é consequência de um dano 

encefálico induzido por um episódio agudo de SE, que pode ser desencadeado por 

aplicação de convulsivantes químicos, como pilocarpina e cainato, ou por estimulação 

elétrica (Kindling) (COULTER et al., 2002). A indução por pilocarpina (PILO) é um 

dos mais utilizados e que mais se aproxima da ELT. A pilocarpina é um agonista 

colinérgico muscarínico extraído da planta Pilocarpus jaborandi, que quando injetada 

em altas doses (300 mg/Kg), produz alterações comportamentais, eletrográficas e 

morfológicas que muito se assemelham as encontradas na ELT em humanos 

(PIMENTA, 2009).   

 Esse modelo de epilepsia é composto por três fases distintas: a primeira delas é 

caracterizada pela ocorrência de crises que evoluem para o SE, que se instala cerca de 

40 minutos após a injeção de pilocarpina e dura em média entre 10 e 12 horas, 

denominada fase aguda. A segunda fase do modelo é a fase latente, onde os animais 

passam um período sem apresentar nenhum evento de crise epiléptica, neste período 

ocorrem diversas alterações estruturais, neuroquímicas e celulares, e dura 

aproximadamente 15 dias. A última fase, denominada fase crônica, inicia com o 
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surgimento da primeira crise espontânea, que recorre por toda a vida do animal 

(CAVALHEIRO et al., 1991).  

Associado à pilocarpina, usa-se o cloreto de lítio, que pode ser administrado em 

um intervalo de tempo entre 2 e 24 horas antes da injeção de PILO. O lítio tem a 

capacidade de potencializar o efeito da pilocarpina durante o SE, reduzindo a dose 

necessária de PILO em até 10 vezes. Ainda, o uso do modelo de lítio-pilocarpina, reduz 

a mortalidade dos animais e evita muitos efeitos colaterais associados a altas doses de 

pilocarpina (VENTURIN, 2008 apud CHAUDHARY et al., 1999). 

2.4. A microbiota intestinal  

 O corpo humano abriga uma grande quantidade de micro-organismos, esses 

micro-organismos estão presentes em diferentes órgãos e tecidos, sendo encontrados em 

maior número na região do trato gastrointestinal. Essa população de bactérias recebe o 

nome de microbiota intestinal. Em sua maioria encontram-se bactérias anaeróbicas, 

como os gêneros: Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium, Costridium, entre outros 

(NUNES, BERTOLIN, 2021).  

 De fato, cada indivíduo apresenta uma composição bacteriana distinta, o que 

gera uma grande variabilidade intra e interindividual, sendo definida geneticamente e 

por características individuais e ambientais, como a forma de nascimento (parto normal 

ou cesariana), idade e hábitos alimentares (MORAES, 2014).  As bactérias que 

predominam o ambiente gastrointestinal são em grande parte anaeróbicas pertencentes 

aos filos Firmicutes e Bacteroidetes. Também são encontrados em menor quantidade os 

filos Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobacteria 

(LANDEIRO, 2016).  

  

 

 

 

 

 



 

23 
 

A microbiota intestinal inicia seu estabelecimento logo após o nascimento, 

quando o organismo ainda é estéril. Durante o nascimento, o indivíduo tem acesso aos 

seus colonizadores primários: E. coli e Enterococcus. Após o nascimento, o indivíduo 

passa a ter acesso aos seus colonizadores secundários: Bacteroides, Clostridia e 

Bifidobacterium. Em torno de 2 anos de idade, a composição do microbiota é definida e 

se mantém estável ao longo da vida, com predominância dos filos Bacteroidetes e 

Firmicutes (PAIXAO; CASTRO, 2016 apud TANNOCK, 1999).  

A colonização bacteriana é realizada por sítios de adesão específicos que são 

determinados geneticamente e podem sofrer interferências ou causar alterações nos 

receptores de células da mucosa. As espécies que se encaixam nesses sítios colonizam 

de forma permanente o intestino e torna-se a microbiota natural do TGI (BRANDT; 

SAMPAIO; MIUKI, 2006; ANDRADE, 2010). A aderência dos micro-organismos na 

parede do intestino é um elemento que controla a composição das comunidades 

bacterianas intestinais. Algumas bactérias apresentam adesinas (complexo protéico 

responsável pela adesão) que possibilitam o reconhecimento de células da mucosa, 

sendo possível a adesão da bactéria na parede do intestino e permitindo sua 

multiplicação (PAIXAO; CASTRO, 2016).  

 A microbiota é essencial para o organismo humano e dentre suas funções, 

destacam-se: desenvolvimento e funcionamento do sistema imune inato e adquirido, 

distribuição da gordura corporal, absorção de nutrientes, metabolismo de lipídios, 

proteção contra lesões nas células epiteliais, manutenção da homeostase do intestino, 

proteção contra agentes patogênicos, modulação da motilidade intestinal, e ainda é 

extremamente importante na transmissão de sinais para o cérebro, que ocorre na 

comunicação entre o TGI e o sistema nervoso central (SNC) através do eixo microbiota- 

intestino-cérebro (LANDEIRO, 2016).   

2.5. Metaboloma intestinal 

 

O metaboloma representa o perfil de metabolitos presentes em células, tecidos e 

biofluidos, e é rotineiramente aplicado como uma ferramenta para a descoberta de 

biomarcadores. Os metabólitos são substratos e produtos do metabolismo que são 

responsáveis por funções celulares essenciais, como produção e armazenamento de 

energia, transdução de sinal e apoptose. Esses substratos podem ser produzidos 
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diretamente pelo organismo hospedeiro ou derivados de micro-organismos, 

xenobióticos, dietéticos e outras fontes exógenas (JOHNSON et al. 2016).  

Uma das descobertas do Projeto Microbioma Humano foi que, embora a 

composição taxonômica da microbiota humana varie entre os indivíduos, as 

abundâncias das vias metabólicas são relativamente consistentes. Embora esta 

descoberta demonstre que as vias metabólicas são estáveis em todos os microbiomas 

humanos, a variação no potencial metabólico microbiano existe e pode ser importante 

para a resposta do hospedeiro a fatores ambientais e estados de doença 

(HUTTENHOWER et al. 2012).  Alguns estudos trazem achados que 

demonstram o impacto da microbiota intestinal no perfil metabolômico de indivíduos. 

Wikoff e colaboradores (2009), em um estudo comparando o metaboloma de 

camundongos livres de germes e convencionais, trouxeram que inúmeros metabolitos 

surgiram exclusivamente nos os camundongos convencionais, devido à presença de 

microbiota intestinal. Um outro estudo, realizado por Marcobal e colaboradores (2013) 

identificou que os metabolomas fecais e urinários também diferem entre camundongos 

livres de germes, camundongos convencionais e camundongos com microbiota 

humanizada e que a introdução de apenas uma ou duas espécies bacterianas em 

camundongos livres de germes leva a mudanças no metaboloma.  

 As funções microbianas são refletidas diretamente na composição do 

metaboloma. Embora o corpo humano abrigue muitos microbiomas e metabolomas 

distintos, o intestino é o local mais diverso taxonomicamente, desta forma, o perfil do 

metabolismo bacteriano de um indivíduo é concentrado nesta região (LEE-SARWAR et 

al. 2020).  

2.6. Eixo microbiota-intestino-cérebro  

 O eixo microbiota-intestino-cérebro consiste em um sistema de comunicação 

bidirecional entre a microbiota e o sistema nervoso central por intermédio de 

informações neurais, endócrinas e metabólicas (BERCIK et al., 2012). O cérebro regula 

a microbiota intestinal alterando a proliferação e virulência do microbiota; e a 

permeabilidade do trato intestinal aos micro-organismos através do nervo vago e 

principalmente pela ação hormonal (CHEN et al., 2015). 

Por outro lado, a microbiota intestinal influencia o cérebro por intermédio de 

diferentes mecanismos, incluindo a secreção de metabolitos e neurotransmissores; e a 

estimulação da liberação de fatores inflamatórios pelas células do sistema imune da 
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mucosa intestinal.  Todos esses mecanismos necessitam que os micro-organismos, ou 

seus produtos, se estendam a camadas do intestino como a camada mucosa, epitelial e a 

lâmina própria, de forma que ativem fatores que terá impacto a nível cerebral 

(LANDEIRO, 2016).  

 As bactérias intestinais são capazes de produzir diversos neurotransmissores e 

neuromoduladores como produtos secundários de seu metabolismo. Sabe-se que 

Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. produzem ácido gama-aminobutírico 

(GABA), Streptococcus spp., Escherichia spp. e Enterococcus spp. produzem 

serotonina, Bacillus spp. produz dopamina, Escherichia spp. e Bacillus spp. produzem 

noradrenalina e Lactobacillus spp. produz acetilcolina (LYTE, 2011).   

 A comunicação bidirecional entre a microbiota intestinal e o cérebro já é 

fortemente reconhecida por muitos autores, destacando a importância da microbiota 

para o funcionamento do sistema nervoso central (SNC) (MARESE et. al, 2019). A 

disbiose intestinal – desequilíbrio da composição da microbiota- aumenta a liberação de 

toxinas, a inflamação e a permeabilidade do epitélio intestinal, ativando o sistema 

nervoso parassimpático e os neurônios aferentes da medula espinal, que são 

responsáveis por modular o SNC e o sistema nervoso entérico (SNE), regulando as 

características epiteliais intestinais (LANDEIRO, 2016). A disbiose também interfere na 

produção de citocinas inflamatórias e anti-inflamatórias. A permeabilidade do intestino 

possibilita a penetração de antígenos e produtos bacterianos, causando um quadro 

inflamatório (MILLER e RANSON, 2016).  

 A permeabilidade intestinal aumentada se apresenta como ponto chave da 

interação entre a microbiota, o intestino e o cérebro, uma vez que, quando alterado, esse 

sistema é porta de entrada para bactérias presentes no intestino e seus produtos 

metabólicos entrem em contato com o sistema imunológico, a corrente sanguínea e 

outras vias neurais, modulando seu funcionamento (YARANDI et al. 2016). Alterações 

na composição da microbiota induzidas pelo estresse podem afetar o cérebro e o 

comportamento, citocinas inflamatórias perturbam a neuroquímica do cérebro e tornam 

os indivíduos mais vulneráveis à transtornos neurológicos (JONGE, 2013). 

Em suma, uma série de produtos é gerada pela microbiota intestinal e exercem 

forte influência no SNC. Esses produtos podem ser capazes de desencadear sinais que 
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ultrapassam a barreira intestinal e atuam diretamente no SNC após cruzar a barreira 

hematoencefálica. Os resultados desta interação podem ser a nível imunológico, 

aumentando ou diminuindo processos inflamatórios, ou a nível de sinalização de 

neurotransmissores (ÁLVAREZ; ALONE, 2019). 

 A comunicação entre o cérebro e a microbiota intestinal tem sido implicada na 

regulação emocional, ansiedade, funções cognitivas além de outras situações 

patológicas, como o transtorno do espectro autista, déficit de atenção, hiperatividade, 

Parkinson, Alzheimer, AVC, epilepsia, esclerose múltipla e depressão (OSADCHIY et 

al., 2019).  

2.7. Microbiota e epilepsia 

A relevância da microbiota nas epilepsias foi revelada a partir de relatos clínicos 

sobre o efeito de antibióticos na modulação das crises epilépticas. O uso de antibióticos 

foi associado à diminuição da frequência das crises em pacientes portadores de ELT 

resistentes às drogas antiepilépticas (DAEs) (BRAAKMAN; VAN INGEN, 2018). Tais 

estudos apontaram para uma correlação entre as bactérias presentes na microbiota 

intestinal e a epileptogênese. O potencial terapêutico dessa relação também vem sendo 

explorado em estudos recentes sobre a ação dos probióticos no controle das crises 

epilépticas. 

Um estudo piloto realizado por Gómez-Eguílaz e colaboradores (2018) 

demonstrou redução de crises epilépticas após uso de probióticos.  O estudo contou com 

45 pacientes que apresentavam etiologias diversas para epilepsia. Durante 4 meses 

foram administrados a esses pacientes probióticos de 8 espécies bacterianas diferentes. 

Como resultado, identificaram uma redução >50% das crises epilépticas em 28,9% dos 

pacientes.  

Além do mais, estudos tanto em pacientes quanto em modelos experimentais 

apontam que o efeito terapêutico da dieta cetogênica (DC) depende de uma mudança na 

composição da microbiota intestinal. Zhang et al. (2018) e Lindefeldt et al. (2019) 

identificaram mudanças taxonômicas e funcionais da microbiota após o tratamento com 

DC. Olson e colaboradores (2018) identificaram alteração na microbiota intestinal 

decorrente da ingestão da DC em modelos experimentais de crise aguda de epilepsia, o 

que correlacionou com a eficiência do tratamento dietético, ou seja, a composição da 
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microbiota intestinal foi importante para a redução das crises epilépticas após o 

tratamento com DC.   

Tais achados abriram perspectiva para estudos funcionais baseados no 

transplante de fezes. Um relato de caso de um paciente com doença de Crohn e um 

histórico de 17 anos de convulsões mostrou que após transplante de microbiota, o 

paciente se apresentou livre de crises epilépticas por 20 meses, mesmo com interrupção 

do tratamento farmacológico (HE et al., 2017). Um estudo recente mostrou que o 

transplante da microbiota intestinal de animais submetidos a um estresse crônico acelera 

o abrasamento elétrico e aumenta a duração das crises dos animais abrasados.   

Estes achados apontam para a relevância da microbiota intestinal no processo 

epileptogênico. Entretanto, os estudos sobre a composição MI na condição epiléptica 

são escassos e têm focado em pacientes farmacorresistentes. De fato, Peng et al. (2018), 

demonstraram que a microbiota intestinal de pacientes com epilepsia resistente a 

medicamentos difere dos pacientes sensíveis aos fármacos, com aumento de diversidade 

e abundância de espécies raras do filo Firmicutes. 

Recentemente, um estudo demonstrou que o transplante de microbiota pode 

também aumentar a suscetibilidade a convulsões. Camundongos transplantados com 

microbiota de animais epilépticos, foram mais propensos a desenvolver o Status 

Epilepticus induzido por pilocarpina do que animais com microbiota normal 

(MENGONI, et al, 2021).  

Com o objetivo de melhor compreender o processo epileptogênico, portanto, 

resta premente estudos que busquem caracterizar as assinaturas de microbiota (e de seus 

produtos) associados ao estabelecimento e manutenção da condição epiléptica. Tais 

estudos são importantes para o desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas que 

trazem como alvos determinadas táxons/produtos da microbiota intestinal.   
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3. OBJETIVOS  

3.1.Objetivo geral: Avaliar a comunidade bacteriana e o perfil metabólico nas fezes 

de ratos induzidos ao modelo experimental de epilepsia do lobo temporal por 

lítio-pilocarpina. 

3.2. Objetivos específicos:  

3.2.1. Avaliar a comunidade bacteriana de ratos antes e após a indução de 

epilepsia por meio de metataxonomia do gene 16S rRNA;  

3.2.2. Realizar a predição funcional das vias metabólicas dos genes 

bacterianos;  

3.2.3. Identificar metabólitos fecais antes e após a indução da epilepsia; 

3.2.4. Correlacionar à comunidade bacteriana dos animais epilépticos com seu 

perfil metabólico.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS  

4.1. Animais e grupos experimentais  

 Os experimentos incluíram ratos com 60 dias de idade (n = 12, pesando entre 

250 e 350 g) provenientes do biotério central da Universidade Federal de Alagoas. Após 

1 semana de adaptação, os animais foram alojados individualmente em microisoladores 

em estante ventilada, sob condições constantes de ciclo claro / escuro 12:12 h (luz acesa 

às 6h), temperatura ambiente de 22 ° C e umidade de 50-60 %. Os animais receberam 

comida e água a libitum.  

 Todos os procedimentos com os animais foram realizados por protocolo 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas 

(Permissão número: 13/2019) e estavam de acordo com as diretrizes normativas para 

experimentação animal do Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal. 

Todos os esforços foram feitos para usar apenas o número de animais necessário para 

produzir dados científicos confiáveis. A saúde animal foi monitorada ao longo do 

período experimental e nenhum animal apresentou sinais clínicos / comportamentais de 

dor ou sofrimento inesperado.  

 Os animais foram distribuídos aleatoriamente em 2 grupos, experimental (n = 

6) e Naïve (n = 6). A coleta de fezes foi realizada em dois momentos, antes da indução 

do SE (grupo pré-ELT) e 60 dias após a indução do SE, quando os animais 

apresentavam crises recorrentes espontâneas (grupo pós-ELT). Para o grupo Naïve, a 

coleta foi realizada nos horários correspondentes aos do grupo experimental (grupo 

Naïve-1 e grupo Naïve-2). As etapas do delineamento experimental estão representadas 

na figura 2. 
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Figura 2. Etapas do delineamento experimental. 1: Coleta de material fecal de animais 

Naïve t1 e pré-TLE; 2: Indução de Status Epilepticus por modelo lítio-pilocarpina; 3: 

Videomonitoramento para contagem de crises espontâneas; 4: Coleta de material fecal 

de animais Naïve t2 e pós-TLE. 5: Extração de DNA genômico com protocolo de 

fenol/clorofórmio; 6: Sequenciamento do gene rRNA 16S através do sequenciador 

Illumina MiSeq; 7: Metabolômica por ressonância magnética nuclear; 8: Análise de 

bioinformática e correlação. 

 

4.2.Indução do Status Epilepticus (SE) 

O SE foi induzido nos animais do grupo epiléptico utilizando o protocolo de 

lítio-pilocarpina. A indução foi iniciada no ZT 2. Inicialmente foi administrada uma 

injeção intraperitoneal (i.p.) de cloreto de lítio (127 mg/kg) nos animais. Após 16 h, os 

ratos foram submetidos a injeção i.p. de butilbrometo de escopolamina (1 mg/kg), 

seguida por uma injeção de cloridrato de pilocarpina, na dose de 30 mg/kg (i.p.) 30 

mins depois. A escopolamina foi utilizada para limitar os efeitos colinérgicos 

periféricos da pilocarpina. O SE foi abortado após 90 min de duração, com aplicação de 

diazepam (5 mg/kg; i.p.). 
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Após 30 dias da indução, todos os animais foram vídeo monitorados 8 h diárias, 

das 10:00 às 18:00 horas por 15 dias para avaliação do estabelecimento da fase crônica 

da epilepsia. Foram considerados epilépticos, os animais que apresentaram pelo menos 

2 crises espontâneas de nível 3 ou mais. As variáveis duração e severidade das crises 

durante a fase crônica foram observadas e classificadas utilizando a escala de Racine 

(1972). 

Tabela 2. Caracterização comportamental dos níveis de crises epilépticas em modelo 

animal segundo a escala de Racine (1972) 

Nível de crise Comportamento 

0 Imobilidade 

1 Automatismos faciais 

2 Mioclonias de cabeça e pescoço 

3 Clonias de patas anteriores 

4 Elevação de patas posteriores 

5 Elevação e queda 

 

Ao final do experimento, todos os animais apresentaram crises espontâneas. As 

filmagens detectaram um total de 202 CREs, sendo 26% de nível 5, 12% de nível 4 e 

62% de nível 3.  

4.3. Coleta de material fecal  

Para a coleta das fezes, os animais foram acondicionados em caixas individuais e 

higienizadas com cloro diluído (50%) e álcool 70%, onde permaneceram monitorados 

por um período de três horas, iniciando no ZT 7 e finalizando no ZT 10, e nenhum tipo 

de estímulo foi executado. As amostras coletadas foram imediatamente congeladas em 

nitrogênio líquido para evitar proliferação de micro-organismos externos, e 

armazenadas a -80°C para posterior extração de DNA. Todas as coletas foram 

realizadas no mesmo ZT.  

4.4. Extração do DNA genômico total e sequenciamento do gene 16S rRNA 

O DNA genômico total foi extraído utilizando o método de extração por 

fenol/clorofórmio descrito por Sambrook e Russell (2001). A qualidade e a 

concentração do DNA extraído foram verificadas utilizando um espectrofotómetro 

Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). As bibliotecas do gene 
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16S rRNA V4 foram preparadas de acordo com o protocolo Illumina 16S Metagenomic 

Sequencing Library Preparation protocol (Illumina, 2013) usando iniciadores 515F-Y 

(5′-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3′) (PARADA et al. 2016) e 806R (5′-

GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3′) (CAPORASO et al. 2011). A limpeza da PCR foi 

realizada utilizando o sistema Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter Genomics, 

EUA). Os produtos de amplificação foram utilizados como modelo para uma segunda 

PCR com os índices Nextera XT (Illumina, EUA). Os amplicons purificados foram 

agrupados em concentrações equimolares e foram sequenciados em pares de 150 bp na 

plataforma Illumina MiSeq (Illumina, San Diego, CA, EUA) utilizando o MiSeq 

Reagent Kit v2 (ciclo 300), de acordo com as instruções do fabricante. O 

sequenciamento foi realizado na Central de Genômica e Bioinformática da Universidade 

Federal do Ceará, Brasil.  

4.5. Processamento de dados de sequenciamento  

As sequências brutas obtidas por meio da plataforma Illumina foram 

inicialmente processadas utilizando o pacote QIIME 2 (versão 2020.6) (BOLYEN et al., 

2019). As amostras já demultiplexadas foram importadas e os oligonucleotídeos 

iniciadores e adaptadores removidos utilizando o plugin CUTADAPT. As reads foram 

filtradas (erro total esperado ou soma total das probabilidades de erro> 1), dereplicadas, 

as quimeras removidas e as reads de alta qualidade restantes unidas e agrupadas em 

Amplicon Sequence Variants (ASVs) com o plugin q2-DADA2 (CALLAHAN et al., 

2016). As sequências representativas para cada ASV foram alinhadas e 

taxonomicamente anotadas usando banco de dados SILVA versão 138 previamente 

treinado como referência através do plugin qiime feature-classifier classify-consensus-

vsearch nas configurações padrão (ROGNES et al., 2016). ASVs classificados como 

singletons, não-bactérias, mitocôndrias, cloroplastos ou não-anotados taxonomicamente 

foram removidos do conjunto de dados para análises posteriores.  

Os dados de abundância diferencial foram avaliados utilizando o algoritmo 

DEseq2, considerando valores de p e FDR <0,05.  

A composição da microbioma core foi avaliada utilizando o pacote PIME 

(Intervalo de Prevalência para Avaliação de Microbioma), que determina a melhor gama 

de prevalência prevista pelo seu algoritmo supervisionado de machine learning Random 
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Forest. Grupos responsáveis por dissimilaridades entre os grupos controle e 

experimental também foram determinados pelo PIME.  

A diversidade alfa foi medida usando o índice de Chao1 e Shannon, e um teste 

Wilcoxon foi realizado para determinar se houve variação significativa nesses índices 

entre os diferentes tratamentos. O método de Escala multidimensional não métrica 

(nmMDS) usando a matriz de similaridade de Bray-Curtis foi utilizado para representar 

a diversidade beta, demonstrando graficamente as relações entre comunidades 

bacterianas, e posteriormente a Análise de Semelhanças (ANOSIM; CLARKE, 1993) 

foi aplicada para verificar diferenças entre a microbiota dos ratos nas condições antes e 

depois do estado epiléptico. O valor geral de R para esse teste varia de 1 a 0, com 

valores próximos de 1 indicando alta dissimilaridade entre as condições e valores 

próximos de 0 indicando que não tanta variação entre os grupos testados.  

A ferramenta Análise Discriminante Linear (LDA) de tamanho de efeito (LEfSe) 

(SEGATA et al., 2011) foi usada para identificar gêneros com abundância relativa 

diferencial comparando amostras de indivíduos antes e depois da indução do estado 

epiléptico. A pontuação LDA foi calculada para gêneros com valores de p ≤ 0,05 (limiar 

de pontuação LDA ≥2,00). A análise de composição de microbiomas (ANCOM) foi 

realizada para comparar a composição dos microbiomas nos dois grupos experimentais. 

 Essa metodologia leva em conta as restrições de composição na detecção de táxons 

diferencialmente abundantes em um nível de ecossistema (MANDAL et al., 2015). 

A análise de predição funcional foi realizada utilizando a plataforma online 

PIPHILLIN pipeline (IWAI et al., 2016) para estimar o conteúdo genético presente na 

comunidade bacteriana com base no banco de dados KEGG. A relação entre o conteúdo 

metagenômico entre os tratamentos foi então visualizada utilizando uma análise de 

componentes principais (PCA). Uma análise de abundância diferencial usando o 

algoritmo DESeq2 foi realizada para detectar genes que variaram de forma significativa 

entre os dois tratamentos.  

4.6. Análise metabolômica por ressonância magnética nuclear (NMR).   

A extração dos metabólitos foi realizada com 50 mg de fezes e 1200 μL de 

tampão fosfato foi homogeneizado utilizando vórtex (4 x 20 s). Após, a suspensão foi 

centrifugada durante 15 min a 14000 rpm a 4 °C, e armazenada a -80 °C até a análise 

espectroscópica de 1H NMR.  
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Os espectros NMR foram adquiridos num espectrômetro Bruker 600 MHz 

Avance III (Bruker BioSpin, Alemanha) equipado com a sonda PA BBO 600S3 BBF-

H-D-05 Z SP, operado a 600,13 MHz e 298 K. As experiências com supressão de água 

foram gravadas utilizando a sequência de impulsos NOESY (noesygppr1d) da 

espectroscopia Overhauser de melhoramento nuclear. Os parâmetros utilizados foram os 

seguintes: 256 digitalizações registadas após 4 digitalizações, 64k pontos de dados, 

largura espectral de 20,0290 ppm, atraso de relaxamento de 4 s, tempo de aquisição de 

2,73 s, e tempo de mistura de 10 ms. Antes da aplicação da transformação de Fourier, os 

decaimentos de indução livre foram multiplicados por uma função exponencial 

equivalente a um fator de permeabilidade de linha de 0,3 Hz. O espectro de 

processamento foi realizado automaticamente na fase de correcção e linha de base e 

calibrado para o TSP em δ 0,00 ppm, usando TopSpin 3,5 (Bruker BioSpin). Os picos 

foram identificados nos espectros unidimensionais utilizando o Human Metabolome 

Database (HMDB) (Wishart et al 2018) Versão 4.0 e o ChenomX NMR Suite 

(Chenomx Inc., Edmonton, Canadá). 

O conjunto de dados foi processado utilizando o software estatístico R, versão 

3.6.0 (http://cran.rproject.org/) com o pacote R mrbin (versão 1.5.0). O conjunto de 

dados 1H NMR foi dividido em silos consecutivos de 0,03 ppm de largura fixa sobre a 

região, de 0,5 a 9,5 ppm. A região espectral entre 4,7 e 5,1 ppm (contendo o sinal de 

água residual) foi excluída. O conjunto de dados espectral foi analisado utilizando uma 

plataforma online MetaboAnalyst 5.0 (https://www.metaboanalyst.ca/) (Chong J et al 

2019). Todas as intensidades dos contentores foram normalizadas por uma mediana para 

minimizar o efeito de diferentes concentrações.  

A análise sem supervisão dos componentes principais (PCA) foi utilizada como 

primeira análise exploratória para obter uma perspectiva preliminar dos dados e facilitar 

uma visão geral sobre ambos os grupos através dos componentes principais (PC1 vs. 

PC2) em gráficos de pontuação, tendências reveladoras, e potenciais aberrantes. Ao 

mesmo tempo, as parcelas de carga forneceram uma perspectiva dos pesos das variáveis 

em cada componente. O modelo OPLS-DA (Orthogonal Partial Least-Squares 

Discriminant Analysis) foi realizado para avaliar a capacidade dos dados 

metabolômicos em distinguir o grupo de controle do epiléptico para o conjunto 

completo de metabólitos plasmáticos identificados. O intervalo de confiança definido 

foi de 95%, e 2000 permutações foram definidas para avaliação do modelo. As 
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diferenças nas concentrações dos metabólitos entre os grupos foi avaliada através de 

teste T. 

 A correlação entre microbiota-metaboloma foi verificada utilizando a 

plataforma MANTA (Análise de correlação de microbiota e fenótipos) e o teste de 

correlação de Spearman (CHEN et al., 2020). Os resultados foram representados 

graficamente utilizando a ferramenta web ClustVis.  

5. RESULTADOS  

 

A análise de sequenciamento resultou em um total de 2.166.287 leituras a 2.300 

ASVs, com contagens médias de 90.261 reads por amostra. Tanto o grupo controle, 

quanto o epiléptico apresentaram uma alta abundância taxonômica, sendo identificados 

um total de 13 filos (Firmicutes, Bacteroidota, Proteobacteria, Desulfobacterota, 

Spirochaetota, Cyanobacteria, Patescibacteria, Campilobacterota, Actinobacteriota, 

Deferribacterota, Euryarchaeota, Elusimicrobiota, Fusobacteriota) em cada um dos 

grupos. Os filos mais abundantes foram Firmicutes e Bacteroidota. Quanto aos outro 

grupos taxonômicos, foram identificados 19 classes, 42 ordens, 59 famílias e 137 

genêros.  

A análise de abundância diferencial identificou 2 filos significativamente 

diferenciados no grupo pós- TLE, sendo Desulfobacterota, aumentado após o 

estabelecimento da epilepsia (p 0.0038 e FDR 0.0251) e Patesbacteria, diminuído após 

estabelecimento da epilepsia (p 0.0020 e FDR 0.0251). Para os animais do grupo Naïve, 

não houve diferenças estatísticas (Figura 3A). Para o nível de gênero, também foi 

realizada análise de abundância diferencial, que identificou diferenças em 9 gêneros. 

Mycoplasma, RF39, Candidatus Stoquefichus, Clostridium_senso_stricto1, 

Fusicatenibacter, Dubosiella, Turicibacter e Jeotigalicoccus, diminuídos em animais 

epilépticos, e Coriobacteriaceae_UCG_002, aumentado na epilepsia. No grupo Naïve, 

apenas o grupo Frisingicoccus se diferenciou (Figura 3B). 
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Figura 3: Perfil taxonômico dos grupos experimental (TLE) e Naïve nível de: A) filo e 

B) gênero. Ao lado dos gráficos encontram-se os resultados das análises de abundância 

diferencial. Um * indica taxas que mostraram variação significativa entre tempo 1 e 

tempo 2 de cada grupo experimental. 

 

5.3.Análise LEFse  

  O método de análise discriminante linear do tamanho do efeito (LEFse) 

determina características que explicam as diferenças entre os grupos antes e após o 

estabelecimento da epilepsia, podendo sugerir possíveis biomarcadores microbianos 

para esta patologia. No grupo experimental, foram determinadas quinze características 

discriminativas em nível de gênero, que se diferiu em abundância antes e após a indução 

da epilepsia (Figura 5).  
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Figura 5. Gêneros bacterianos identificados por meio do método de análise 

discriminante do tamanho do efeito (LEFse) na microbiota intestinal dos grupos pré-

TLE e pós-TLE.  

         

  Bactérias dos gêneros Mavinbryantia e Desulfovibrio foram encontradas 

em maior abundância após o estabelecimento da epilepsia, enquanto os outros gêneros 

identificados, como Dubosiella, Mycoplasma, Fusicatenibacter, 

Prevotelaceae_UCG_001 e Candidatus_Saccharimonas foram diminuídos nos animais 

epilépticos.  

 

4.3.Diversidade da microbiota intestinal 

 

O índice Chao1 mostrou que a riqueza da microbiota foi significativamente reduzida 

após os animais se terem tornado epilépticos (pós-TLE versus grupo pré-TLE) (Mann-

Whitney p-value < 0,05), enquanto que o índice Shannon não revelou diferenças 

estatisticamente significativas na diversidade (Figura 4A).  Para o grupo naive, a 
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diferença na diversidade entre os dois pontos (Naïve t1 versus Naïve t2) não foi 

significativa tanto pelos índices de Chao1 como de Shannon (Figura 4B).  

A análise da diversidade beta demonstrou, no grupo ELT, uma menor 

similaridade entre as amostras nos dois tempos do experimento, pré-ELT e pós-ELT, (p 

< 0,027 e R = 0,166), (Figura 4C). A maior homogeneidade entre as amostras do grupo 

controle, demonstrou que não houve grandes diferenças taxonômica entre as amostras (p 

< 0,693 e R = -0,062), (Figura 4D) As mudanças na diversidade identificadas no grupo 

experimental, sugerem que esta perturbação pode ter sido causada pelo processo de 

estabelecimento da epilepsia.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: A e B) Chao 1 (estimador de riqueza) e índices de Shannon (diversidade) e o 

respectivo p-valor obtido através do teste Mann-Whitney comparando os resultados 

obtidos ao comparar os grupos ELT e Naïve entre t1 e t2, respectivamente. C e D) 

Escala Dimensional Não-Métrica (NMDS) e o respectivo valor da Análise de 

Similaridade (ANOSIM) dos grupos TLE e Naïve, respectivamente. 
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4.4. Análise composicional - ANCOM 

Este teste consistiu em comparar a composição da microbiota entre os dois 

grupos antes e após o SE. A partir desta análise, percebeu-se a presença de ASV 

positivo do grupo dos animais epilépticos em comparação com os controles, com uma 

força estatística (valor de W) de 863. Organismos da família Lachnospiraceae foram 

identificados no grupo experimental antes da indução da epilepsia. Após o 

estabelecimento desta condição, os organismos pertencentes a esta família 

desapareceram (Figura 6).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Análise comparativa da composição taxonômica bacteriana da microbiota 

intestinal de ratos do grupo naive (A) e experimental (B). 

O valor ‘’crl’’ indica a mudança na composição, e valor de ‘’W’’ a força estatística. Foi 

considerado significativo o valor de W=863. 

 

4.5. Microbioma core 

 A análise de microbioma core corresponde aos táxons presentes de acordo com 

determinado valor de prevalência identificados entre todas as amostras propostas. O 

melhor intervalo de prevalência calculado para ambos os grupos ELT e Naïve foi de 

70% (OOB = 0). Observamos que 224 ASV's representam a microbiota nuclear de todos 
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os ratos utilizados no experimento. O grupo TLE mostrou uma diminuição de 83 ASV's 

antes do experimento para 52 ASV's após o início das CREs. Por outro lado, o grupo 

dos naïves mostrou um aumento de 53 ASV's para 71 ASV's da primeira para a segunda 

amostragem, respectivamente (Figura 7). A importância dos ASV's para diferenciar 

entre os indivíduos pré e pós-TLE foi medida através da média de diminuição da 

precisão. ASV's pertencentes às famílias Lachnospiraceae, Clostridia_UCG-014  e 

Muribaculaceae estavam principalmente relacionados com o grupo pré-TLE, enquanto 

ASV's pertencentes a Erysipelotrichaeae, Ruminococcaceae e Muribaculaceae estavam 

relacionados com o grupo pós-TLE (Tabela 3). Já nos animais do grupo Naive, 

encontramos uma menor diversidade das famílias responsáveis por essa diferenciação 

entre os tempos 1 e 2, sendo Lachnospiraceae, Muribaculaceae e Oscillospiraceae os 

mais relacionados a essa diferenciação (tabela 4).  

 

 

 

Figura 7: Diagrama de Venn mostrando o resultado das análises de microbiota core 

utilizando a percentagem de prevalência ideal (70%). É possível visualizar a quantidade 

de ASV's únicos de cada categoria e quantos são partilhados entre eles. 

 

 

 Tabela 3. 30 principais gêneros bacterianos de acordo com a importância medida pela média 

de diminuição da precisão para diferenciar ratos pré-ELT e pós-ELT.  
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Tabela 3. Top 30 principais gêneros bacterianos de acordo com a importância medida pela média de 

diminuição da precisão para diferenciar ratos pré-ELT e pós-ELT.  

Grupo 

pré-ELT 

Grupo pós-

ELT 

Média de 

precisão 

 

Família Gênero  

0.010 0.011 0.0100667 Erysipelotrichaceae Turicibacter 

0.008 0.010 0.0082000 Ruminococcaceae Pygmaiobacter 

0.009 0.007 0.0079333 Clostridia_UCG-014 Clostridia_UCG-014 

0.009 0.007 0.0076000 Oscillospiraceae Uncultured 

0.010 0.007 0.0075333 Lachnospiraceae Sellimonas 

0.010 0.006 0.0072333 Lachnospiraceae NA 

0.008 0.007 0.0071333 Prevotellaceae Prevotellaceae_UCG-001 

0.008 0.007 0.0070000 Lachnospiraceae 

[Eubacterium]_ruminantium

_group 

0.008 0.006 0.0064000 Lachnospiraceae NA 

0.007 0.007 0.0063333 Muribaculaceae Muribaculaceae 

0.008 0.005 0.0061333 Muribaculaceae Muribaculaceae 

0.006 0.007 0.0060381 Lactobacillaceae Lactobacillus 

0.005 0.007 0.0056667 Muribaculaceae Muribaculaceae 

0.004 0.007 0.0050667 Anaerovoracaceae 

[Eubacterium]_nodatum_gro

up 

0.005 0.005 0.0049333 Muribaculaceae Muribaculaceae 

0.005 0.005 0.0046667 Oscillospiraceae Oscillospira 

0.005 0.004 0.0045333 Ruminococcaceae UBA1819 

0.005 0.004 0.0043333 Clostridia_vadinBB60_group Clostridia_vadinBB60_group 

0.006 0.003 0.0042667 Muribaculaceae Muribaculaceae 
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0.003 0.005 0.0039333 UCG-010 UCG-010 

0.006 0.003 0.0038000 Lachnospiraceae Roseburia 

0.004 0.003 0.0037333 Lachnospiraceae NA 

0.006 0.002 0.0036667 Acidaminococcaceae Phascolarctobacterium 

0.003 0.003 0.0034000 Ruminococcaceae Ruminococcus 

0.004 0.004 0.0034000 Eggerthellaceae Enterorhabdus 

0.003 0.003 0.0033333 Muribaculaceae Muribaculaceae 

0.003 0.004 0.0033333 Christensenellaceae 

Christensenellaceae_R-

7_group 

0.003 0.004 0.0033333 Clostridia_UCG-014 Clostridia_UCG-014 

0.002 0.004 0.0031333 Peptococcaceae Uncultured 

 

 

 

Tabela 4. Top 30 principais gêneros bacterianos de acordo com a importância medida pela média de 

diminuição da precisão para diferenciar ratos naïve 1e naïve 2. 

 

Naïve 1 

 

Naïve 2 

Média de 

precisão 

 

Família 

 

Gênero 

0.012 0.015 0.0122000 Lachnospiraceae Lachnospiraceae_ND3007_group 

0.011 0.012 0.0105333 Oscillospiraceae Oscillibacter 

0.011 0.011 0.0100000 Ruminococcaceae UBA1819 

0.012 0.009 0.0096000 Muribaculaceae Muribaculaceae 

0.010 0.009 0.0084667 Muribaculaceae Muribaculaceae 

0.007 0.008 0.0071333 Prevotellaceae NA 

0.007 0.008 0.0071333 Oscillospiraceae Colidextribacter 

0.005 0.009 0.0067429 Ruminococcaceae uncultured 

0.006 0.007 0.0064667 Desulfovibrionaceae uncultured 
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0.009 0.006 0.0064667 Clostridia_UCG-014 Clostridia_UCG-014 

0.005 0.009 0.0062667 Ruminococcaceae uncultured 

0.007 0.006 0.0058000 Lactobacillaceae Lactobacillus 

0.006 0.006 0.0057333 Lactobacillaceae Lactobacillus 

0.007 0.005 0.0056667 Prevotellaceae Prevotellaceae_UCG-001 

0.006 0.006 0.0054667 Lachnospiraceae uncultured 

0.005 0.006 0.0053333 Lachnospiraceae Lachnospiraceae_NK4A136_group 

0.004 0.006 0.0050000 Ruminococcaceae Anaerotruncus 

0.004 0.006 0.0046667 Lachnospiraceae NA 

0.003 0.007 0.0046000 Oscillospiraceae uncultured 

0.005 0.004 0.0044000 Ruminococcaceae uncultured 

0.003 0.007 0.0043333 Muribaculaceae Muribaculaceae 

0.003 0.006 0.0043333 Lachnospiraceae NA 

0.004 0.005 0.0041333 Lachnospiraceae Roseburia 

0.0035 0.006 0.0040667 Muribaculaceae Muribaculaceae 

0.005 0.004 0.0039333 uncultured uncultured 

0.002 0.006 0.0034667 Lachnospiraceae NA 

0.004 0.003 0.0033333 Oscillospiraceae uncultured 

0.003 0.004 0.0031333 Eggerthellaceae uncultured 

0.003 0.003 0.0031333 Lachnospiraceae NA 

0.004 0.002 0.0031333 Lachnospiraceae NA 

 

4.6. Predição funcional  

  

 A análise de predição apontou um conteúdo de 6502 KO (genes ortólogos). 

Para avaliar a similaridade do conteúdo genético entre as amostras foi realizada análise 

de componentes principais (PCA). Esta análise demostrou poucas diferenças entre os 

grupos experimentais, indicando que os diferentes tratamentos não geraram grandes 
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diferenças no conteúdo genético entre os dois tratamentos, exceto por dois animais 

específicos (Figura 9A). 

 Para verificar estes dados, foi feita uma análise individual de abundância 

diferencial usando DESeq2, com corte no valor de p < 0.05. O grupo epiléptico pós 

ELT identificou diferenças significativas em 113 KOs correspondentes a 13 vias 

metabólicas diferentes (Figura 8B) Entre as vias identificadas, podemos destacar vias de 

metabolismo de aminoácidos, purina, pirimidina, metabolismo de alanina, aspartato, 

glutamato e metabolismo de D-glutamina e D-glutamato, sendo as últimas de grande 

importância para processos relacionados à epilepsia, como a neurotransmissão 

excitatória. O grupo controle não identificou nenhuma diferença significante entre os 

dois tempos experimentais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: A) Análise das Coordenadas Principais (PCA) mostrando a relação entre 

amostras no que diz respeito aos dados obtidos através da previsão do conteúdo 

metagenômico. B) Vias funcionais previstas classificadas de acordo com a KEGG 

(Enciclopédia de Genes e Genomas de Quioto) que mostraram uma abundância 

diferencial significativa relacionada com o grupo TLE. 

 

4.7.Análise metabolômica 

A análise metabolômica foi realizada com os animais do grupo experimental (pré 

e pós ELT).  Inicialmente foi realizada uma análise exploratória dos dados através do 
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gráfico de scores e carregamento utilizando análise de componentes principais (PCA 

(Figura 9A). Foram identificados um total de 9 classes de metabólitos sendo elas: 

Glicose, ácido lático, etanol, ácido propiônico, ácido glutâmico, glicina, alanina, ácido 

acético, ácido butírico. O gráfico de carregamento (Figura 9B) mostrou que entre eles, 6 

foram associados a variável epiléptica: ácido propiônico, ácido glutâmico, glicina, 

alanina, ácido acético, ácido butírico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. A) Análise de componentes principais (PCA) do perfil metabolômico dos 

animais pré-ELT (verde) e ELT (vermelho). B) Gráfico de carregamento dos 

metabólitos identificados.   
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Para confirmar e aperfeiçoar a separação das amostras foi realizada análise 

OPLS (análise discriminante de mínimos quadrados parciais ortogonais), onde as 

amostras são comparadas umas com as outras, assim foram acentuadas as separações 

entre as amostras e das classes metabólicas identificadas (Figura 10A). Para validar o 

desempenho do modelo OPLS foi gerado um gráfico de permutações (Figura 10B). Este 

gráfico traz os valores de coeficiente de determinação (R2) e de capacidade preditiva do 

modelo (Q2). Para um desempenho satisfatório, estes valores devem ser maiores que 

0,5. Neste trabalho obtivemos os seguintes valores: R2 = 0,976 e Q2 = 0,922 

demonstrando que a OPLS obteve um desempenho muito satisfatório, o que nos sugere 

que o perfil metabolômico é influenciado pela condição epiléptica. .  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. A) Análise discriminante de mínimos quadrados parciais ortogonais (OPLS) 

do perfil metabolômico dos animais pré-ELT (verde) e ELT (vermelho). B) Gráfico de 

permutação 
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Com a finalidade de identificar doenças relacionadas aos metabólitos 

identificados, foi realizada uma análise de enriquecimento de conjuntos de metabólitos. 

Nesta análise, foi identificado um total de 25 classes de doenças significativamente 

relacionadas as classes de metabólitos identificadas, entre elas, doenças 

gastrointestinais, neurológicas, ósseas, hepáticas e nefropatias. As maiores razões de 

enriquecimento foram identificadas em doenças como autismo, doença de Chron, 

síndrome do intestino irritável, gota, e colite ulcerativa (Figura 11).   

 

Figura 11. Análise de enriquecimento de conjuntos de metabólitos em relação a 

diferentes patologias.  

Além do enriquecimento em doenças, analisamos o enriquecimento dos 

metabólitos em vias funcionais KEGG. Identificamos 11 vias significativamente 

enriquecidas. As vias relacionadas a glicólise,  metabolismo de glutamato e glutamina, 

ácido butanoico, alanina, aspartato e piruvato foram as mais enriquecidas (Figura 12).  
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Figura 12. Análise de enriquecimento de conjuntos de metabólitos em relação a vias 

funcionais KEGG.  

Por fim, foram comparados os níveis de concentração das classes dos metabólitos 

entre os grupos pré-ELT e pós-ELT (Figura 13). Todos os metabolitos se diferenciaram 

significativamente entre os grupos analisados.  Confirmando os resultados anteriores, os 

níveis de glicose, ácido lático e etanol foram diminuídos drasticamente em animais 

epilépticos, enquanto ácido acético, ácido propiônico, ácido glutâmico, alanina, ácido 

butírico e glicina foram aumentados durante o processo epileptogênico.
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Figura 13. Concentração de metabólitos identificados nos animais pré-ELT (verde) e 

pós- ELT (vermelho).  
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4.8.Análise de correlação bactérias x metabólitos  

Para explorar a relação entre as bactérias e os metabólitos, realizamos uma análise de 

correlação Spearman baseada em 18 gêneros e 9 metabólitos que se alteraram 

significativamente entre o grupo pré-ELT e o grupo pós-ELT. A cor vermelha 

demonstra correlação positiva e a cor azul correlação negativa, quanto maior o valor, 

mais forte é esta relação (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Mapa de calor mostrando a correlação entre os metabólitos identificados e 

os gêneros bacterianos significativamente diferenciados pós-ELT. 

O metabolismo dos aminoácidos (alanina, glicina e ácido glutâmico) foi associado 

positivamente com Desulfovibrio e Marvinbryantia; e negativamente correlacionado 

com Dubosiella, UCG-009, Candidatus Saccharimonas, RF39, 

Lachnospiraceae_ND3007_group, [Ruminococcus]_gauvreauii_group, 

Fusicatenibacter. Ao contrário, o metabolismo energético (lactato e glicose) foi 

encontrado negativamente associado ao Desulfovibrio e Marvinbryantia; e 

positivamente correlacionado com Dubosiella, Fusicatenibacter, RF39, Candidatus 

Saccharimonas, Lachnospiraceae_ND3007_group, Prevotellaceae_UCG_001 e 

UCG_005, Turicibacter, Clostridium sensu stricto 1 e Romboutsia. Desta forma, os 



 

51 
 

resultados sugerem que a disbiose bacteriana em ratos pós-ELT pode modular o 

metaboloma fecal. 

5. DISCUSSÃO  

A microbiota intestinal é cada vez mais reconhecida como um importante 

contribuinte para a manutenção do estado epiléptico (AMLEROVA et al., 2021). 

Contudo, o papel da microbiota fecal na epilepsia é ainda mal compreendido devido a 

poucos e inconclusivos ensaios clínicos avaliando o bacterioma/metaboloma entre 

indivíduos epilépticos e saudáveis (DAHLIN E PRAST-NIELSEN, 2019). Aqui, 

utilizamos um modelo de rato com ELT induzida por SE bem caracterizado, para avaliar 

o perfil bacterioma/metaboloma intestinal antes e depois do início do CREs, utilizando 

uma abordagem multi-ômica. Os experimentos foram realizados de forma simultânea 

com animais Naïve para discriminar variações de microbiota intestinal devido a fatores 

extrínsecos que não o estado epiléptico.  

As sequências metagenômicas revelaram mudanças taxonômicas, 

composicionais, e funcionais em ratos epilépticos. A disbiose microbiana associada à 

epilepsia foi avaliada através da caracterização da abundância relativa ao nível de filo e 

de gênero. Observamos que o filo Desulfobacterota estava significativamente em maior 

número no grupo ELT, enquanto que as Patescibacteria eram menos abundantes. 

Aparentemente, o nosso estudo foi o primeiro a relatar a distribuição alterada de 

Desulfobacterota e Patescibacteria associada a condições epilépticas.  

As bactérias pertencentes ao filo Desulfobacterota têm sido associadas à beta-

oxidação do butirato (HAO et al., 2020), um ácido gordo de cadeia curta (SCFA) 

produzido no cólon, e que pode melhorar a saúde cerebral em várias perturbações 

neurológicas através de um mecanismo multifuncional, incluindo a inibição de histonas 

desacetilases, ativação do receptor G acoplado à proteína (GPCR), liberação de 

serotonina e produção de ATP (BOURASSA et al., 2016). Um estudo recente mostrou 

um aumento significativo de Desulfobacterota em ratos com comportamento depressivo 

induzido pelo stress. Notavelmente, o tratamento destes ratos por transplante de 

microbiota fecal reduziu a abundância de Desulfobacterota assim como restabeleceu os 

níveis de 5-HT (RAO et al., 2021).  
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Além disso, foi relatado um enriquecimento de Desulfobacterota em doentes 

com retinopatia diabética, que provavelmente está relacionado com as lesões 

inflamatórias que acompanham esta perturbação metabólica (HUANG et al., 2021b). É 

bem conhecido o efeito tanto da neurotransmissão serotonérgica como da inflamação na 

epilepsia (AKYUZ et al., 2021; BARKER-HALISKI et al., 2017). Em geral, o 

esgotamento de 5-HT e o aumento do estado pró-inflamatório estão relacionados com 

um limiar inferior de uma grande variedade de convulsões induzidas experimentalmente 

(BAGDY et al., 2007; CHUGANI e CHUGANI, 2005; VEZZANI et al., 2011).  

O filo Patescibacteria compreende pequenas bactérias simbiontes da região do 

íleo (CHONG et al., 2020), cujos membros são mal caracterizados por serem 

extremamente difíceis de cultivar (SÁNCHEZ-OSUNA et al., 2017).  Recentemente, 

alguns autores também relataram uma diminuição de Patescibacteria em condições 

patológicas, tais como pneumonia induzida (FENG et al., 2020) e na exposição de 

partículas de escape diesel (DEP) (VAN DEN BRULE et al., 2021). No entanto, a falta 

de informação sobre o papel das espécies de Patescibacteria intestinal na fisiologia 

(patogénica) cerebral prejudicada, propondo uma ligação mecanicista entre este filo e a 

epilepsia. 

Em nível de gênero, foram identificados 18 gêneros significativamente 

enriquecidos entre os grupos pré-TLE e pós-TLE. Entre eles Desulfovibrio e 

Marvynbrantia, que foram aumentados no grupo pós-TLE. Desulfovibrio pertence a um 

grupo heterogêneo de bactérias gram-negativas redutoras de sulfato que foi encontrado 

enriquecido em condições neuro-inflamatórias (METWALY et al., 2020; Murros et al., 

2021). Desulfovibrio compreende bactérias produtoras de lipopolissacarideos (LPS) que 

desencadeiam a libertação de citocinas inflamatórias (ZHANG et al., 2018). A 

inflamação periférica induzida por LPS aumenta a susceptibilidade de convulsão através 

da indução de neuroinflamação pela produção de várias citocinas pró-inflamatórias no 

cérebro (HO et al., 2015).  

Este gênero foi associado a desordens relacionadas ao neurodesenvolvimento, 

incluindo o transtorno do espectro autista, a partir da metabolização de ácido 

propiônico, um ácido graxo encontrado em níveis elevados em pacientes autistas 

(WATANABE et al. 2018).  Observou-se também uma diminuição de Desulfovibrio em 

ratos modelo de epilepsia refratária tratada com dieta cetogênica (DC) (Olson et al., 
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2018). Abundância do gênero Mavinbryantia também foi aumentada em camundongos 

que passaram por traumas cerebrais (TREANGEN et al. 2018). Marvybiatria 

compreende bactérias pró-inflamatórias que foram relatadas como positivamente 

correlacionadas com os níveis de várias citocinas na mucosa intestinal e negativamente 

correlacionadas com as capacidades antioxidantes (WANG et al., 2018; ZHANG et al., 

2020). 

Outros 16 gêneros foram diminuídos após o estabelecimento da epilepsia. Entre 

eles: Turicibacter, Fusicatenibacter, Clostridium_senso_stricto1, RF39 e Romboutsia. 

Um estudo realizado por Gao et al. (2019), identificou que os gêneros Turicibacter e 

Clostridium_senso_stricto1, estão associados a quadro de disfunção cognitiva, estando 

correlacionados positivamente com o metabolismo de alanina, fenilalanina, glutamina, 

lactato, glicina e GABA no soro e hipocampo.  

O gênero Fusicatenibacter abriga bactérias fermentadoras de açúcar, e 

apresentam ácido lático, ácido fórmico, ácido acético e ácido succínico como produtos 

da fermentação a partir da glicose (TAKADA et al. 2013). Bactérias do gênero 

Fusicatenibacter foram identificadas em menor abundância em pacientes com doença 

de Parkinson (WEIS et al., 2019) e em doenças intestinais, como a doença de Chron 

(QIU et al. 2020).  

O gênero RF39 ainda não foi totalmente descrito, mas sabe-se, até o momento 

que seus integrantes são relacionados positivamente com a produção de ácido 

indolepropiônico (IPA), um derivado do triptofano e regula a função da barreira 

intestinal (MENNI et al. 2019). O IPA foi identificado com ação neuroprotetora. O 

tratamento com este ácido antes da indução a isquemia cerebral em esquilos, protegeu 

significativamente o cérebro dos danos isquêmicos, e houve também redução nos níveis 

de GFAP (HWANG et al. 2009).  

Para Romboustia, ao contrário das nossas descobertas, um único estudo relatou 

um aumento deste gênero na microbiota fecal humana de pacientes com epilepsia em 

comparação com indivíduos saudáveis (GONG et al., 2020). Esta aparente 

incongruência pode ser devida à especificidade das espécies intestinais. De fato, vários 

estudos demonstraram que estas bactérias são significativamente reduzidas em ratos 

submetidos a lesões cerebrais traumáticas (DU et al., 2021) e em ratos com 
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comportamento depressivo induzido pelo stress (RAO et al., 2021), que são um 

determinante causal e comorbidade da epilepsia adquirida, respectivamente.   

Os índices de diversidade α no grupo pós-ELT eram significativamente 

inferiores aos do grupo pré-ELT, medidos pelo índice de diversidade Chao1 para a 

riqueza de espécies. A diminuição da riqueza de espécies é uma característica comum 

da microbiota perturbada e tem sido relatada em doentes com epilepsia refratária em 

comparação com os controlos saudáveis (GONG et al., 2020; LINDEFELDT et al., 

2019), bem como em estudos com outras condições neurológicas (HILL-BURNS et al., 

2017; JANGI et al., 2016b; LIU et al., 2019). As análises da β-diversidade mostraram 

que o perfil do bacterioma fecal em ratos epilépticos foi separado dos anteriores à 

indução da ELT, o que concorda com os estudos humanos que comparam pacientes 

epilépticos e voluntários saudáveis (ARULSAMY et al., 2020; PENG et al., 2018; 

ŞAFAK et al., 2020; XIE et al., 2017). 

Identificamos o desaparecimento de táxons da família Lachnospiraceae nos 

animais epilépticos. Vários metabólitos correspondentes a diferentes táxons de 

Lachnospiraceae apresentam efeitos benéficos ou maléficos na saúde humana, como o 

fortalecimento da barreira intestinal, efeitos anti-inflamatórios por indução de células T, 

regulação negativa de citocinas pró-inflamatórias, ativação do SN parassimpático e 

estimulação de secreção de insulina, aumento de toxinas relacionadas a doenças 

cardiovasculares e renais (VACCA et al, 2020). Táxons desta família já foram 

observados em menor número em pacientes com doença de Parkinson (PIETRUCCI, 

2019). 

A análise de predição funcional PIPHILIN identificou diferenças em algumas 

vias responsáveis por funções metabólicas importantes nos animais epilépticos, como 

metabolismo de alanina, aspartato e glutamato, importantes no desencadeamento de 

crises epilépticas. Receptores de glutamato do tipo N-metil-D-Aspartato (NMDA) 

produzem no foco epiléptico alterações paroxísticas despolarizantes que são capazes de 

produzir descargas epilépticas durante a epileptogênese (PORTO et al, 2007). O sistema 

glutamatérgico também é capaz de diminuir as respostas dos receptores GABA, que se 

tornam incapazes de inibir o aparecimento de crises (FREITAS, 2011).  

 Outra via diferencialmente identificada foi a de metabolismo de tiamina. A 

tiamina atua como cofator para várias enzimas envolvidas na função cerebral e na 
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biossíntese de neurotransmissores. Vários estudos relataram que a deficiência de 

tiamina no sistema nervoso central reduz o limiar convulsivo e facilita o 

desenvolvimento de convulsões (MESDAGHINIA et al., 2019).  

 Também identificamos alterações nas vias de metabolismo de glutamina e 

glutamato. A glutamina é um aminoácido que age como um precursor para a síntese dos 

neurotransmissores glutamato e GABA, sendo chave na regulação da transmissão 

excitatória e inibitória no cérebro (EID et al., 2019). O glutamato é o aminoácido livre 

mais abundante do sistema nervoso central (SNC) e atua como principal 

neurotransmissor excitatório. Na epilepsia, o glutamato é um importante desencadeador 

de crises epilépticas e morte neural (VALLI, 2014).  

O perfil metabólico da comunidade bacteriana no grupo experimental apresentou 

6 metabólitos (ácido propiônico, ácido glutâmico, glicina, alanina, ácido acético, ácido 

butírico) mais concentrados nos animais com epilepsia estabelecida, enquanto glicose, 

ácido lático e etanol diminuíram neste grupo.  

Um estudo realizado por Murgia e colaboradores (2017), onde se avaliou o 

metaboloma do soro de pacientes com epilepsia, identificou aumento nos níveis de 

alanina, ácido butírico e glutamato e diminuição de glicose e ácido lático, assim como 

no nosso estudo. A redução do metabolismo de glicose e ácido lático na epilepsia sugere 

mudança de metabolismo de glicose no cérebro, para corpos cetônicos, como o ácido 

butírico. Este ácido já foi associado à síntese de serotonina e produção de citocinas 

inflamatórias (GUIDALI, 2019).  Além disso, o glutamato se apresenta como um dos 

principais neurotransmissores excitatórios do cérebro. 

A redução de substâncias energéticas e consequentemente dos níveis de ATP é 

um mecanismo importante subjacente à hiperexcitabilidade cerebral e pode levar a 

crises epilépticas (VAILLEND et al., 2002). Em estudos anteriores, foi demonstrado 

que a inibição dos cotransportadores de Na(+)/glucose (SGLT) aumentou a gravidade 

das convulsões límbicas no SE induzida por PILO, e que a administração de glucose 

alivia o SE (de MELO et al., 2021; MELO et al., 2016). 

Também é interessante ressaltar que, na análise de predição funcional 

identificamos vias de alanina e glutamato diferencialmente expressas em animais 

epilépticos, e estes foram metabólitos identificados em níveis maiores em animais com 

a epilepsia estabelecida.  

No atual estudo, observamos que Desulfovibrio estava negativamente 

correlacionado com glicose e lactato enquanto que os vários gêneros que estavam sub-
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representados em ratos epilépticos (Dubosiella, Candidatus Saccharimonas, 

Ruminococcus_gauvreauii_group, RF39, UCG_005 Lachnospiraceae_ND3007_group, 

Prevotellaceae_UCG_001) foram encontrados positivamente correlacionados com estas 

fontes energéticas. 

A nossa análise metabólica revelou um aumento significativo de glutamato e 

glicina em animais epilépticos. O glutamato, o principal neurotransmissor excitatório no 

sistema nervoso central, é um importante desencadeador de crises epilépticas e morte 

neuronal (ZHOU e DANBOLT, 2014). Observamos que o gênero Desulfovibrio, 

aumentado em abundância em animais epilépticos, está positivamente correlacionado 

com o glutamato, enquanto Romboutsia, Clostridium sensu stricto 1, Turicibacter e 

Prevotellaceae_UCG_001, que foram diminuídos, estão negativamente correlacionados. 

Glicina, um aminoácido não essencial desempenha um papel importante tanto nas 

sinapses inibitórias como excitatórias do sistema nervoso central (LÓPEZ-CORCUERA 

et al., 2001) e foi encontrado elevado no plasma de pacientes resistentes a drogas com 

epilepsia, provavelmente contribuindo para a ocorrência de convulsões 

(BOGUSZEWICZ et al., 2019).  

Observamos também que Marvybiantria, aumentado em abundância em animais 

epilépticos, está positivamente correlacionado com glicina, enquanto Dubosiella, 

Fusicatenibacter, Lachnospiraceae_ND3007_group, Ruminococcus_gauvreauii_group 

e Candidatus Saccharimonas que foram diminuídos estão negativamente 

correlacionados.  

Além disso, observamos que a família Lachnospiraceae que participa da 

produção de SCFAs benéficos foi reduzida após o início da epilepsia, o que pode 

melhorar a neuroinflamação. De fato, os nossos dados revelaram que os ratos 

epilépticos tinham uma depleção da bactéria anti-inflamatória Fusicatenibacter 

pertencente à família Lachnospiraceae. Este gênero foi capaz de suprimir a inflamação 

intestinal (TAKESHITA et al., 2016) e foi reduzido em outras doenças neuro-

inflamatórias, tais como a doença de Parkinson (ROMANO et al., 2021). Apesar da 

diminuição das bactérias produtoras de SCFA, a nossa análise metabólica mostrou um 

aumento da concentração de ácido propiónico e butírico. Esta divergência entre a 

abundância de taxas produtoras de SCFA e as concentrações fecais de SCFA também 
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foi relatada noutras condições metabólicas (HUANG et al., 2021b; ZHAO et al., 2019) e 

continuará sendo investigada. 

 Os nossos resultados mostram uma alteração na composição da microbiota 

intestinal dos ratos que passaram pelo processo epileptogênico, possivelmente 

ocasionada por este insulto. Sabendo da relevância que a microbiota apresenta sobre a 

atividade cerebral, a sua disbiose pode implicar em consequências sobre o sistema 

nervoso, como também, processos neurobiológicos podem influenciar na sua 

composição.  

A microbiota intestinal apresenta grande participação na regulação do eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA). Alterações na microbiota levam a uma 

hiperativação do eixo HPA, causando interrupção dos circuitos neurais e dos níveis de 

neurotransmissores, produção excessiva de citocinas pró-inflamatórias pelo sistema 

imunológico e ruptura da barreira intestinal (TONINI; VAZ; MAZUR, 2020). Com base 

nisso, moduladores de microbiota, como prebióticos e probióticos, vem sendo 

relacionados com a atenuação de sintomas oriundos de transtornos neurológicos, 

incluindo a epilepsia.  

  Apesar das limitações, as evidências já descritas mostram a estreita relação 

entre disbiose e epilepsia.  Não podemos afirmar que a disbiose seja a causa (ou uma 

das causas) da epilepsia, mas podemos dizer que ela pode contribuir para o 

aparecimento de crises epilépticas. Desta forma, com o avanço dos estudos, o perfil da 

microbiota intestinal poderá servir como um potencial biomarcador no tratamento deste 

transtorno.  Uma vez que o papel da microbiota na epilepsia for esclarecido, novos 

direcionamentos para tratamentos devem surgir, principalmente para casos de pacientes 

farmacorresistentes.                                                      
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6. CONCLUSÃO  

Nossos resultados apresentaram uma possível modulação da microbiota 

intestinal a partir do insulto epileptogênico, sugerindo que diversos táxons bacterianos 

possam ser facilitadores ou protetores em episódios de crises. Alguns dos táxons 

alterados já foram descritos como importantes no que diz respeito à sua interação com o 

cérebro, participando de processos patológicos de diversas desordens neurológicas, 

como o autismo, depressão, ansiedade, Alzheimer e epilepsia. Porém, a forma como as 

alterações da microbiota intestinal induzidas pela epilepsia poderiam modificar a 

atividade cerebral, aumentar a suscetibilidade a crises e facilitar a epileptogênese, ainda 

não está totalmente estabelecida.  De toda forma, achados como este, podem colaborar 

no entendimento dos possíveis mecanismos que envolvem a epilepsia e a sua interação 

com a composição da microbiota intestinal, e subsidiar estudos a cerca desta relação, 

podendo abrir novas perspectivas terapêuticas para a epilepsia. 
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