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Resumo

Os inibidores seletivos de recaptação de serotonina (ISRS) são os 

psicofármacos mais utilizados para o tratamento de transtornos do humor e 

ansiedade. Evidências indicam que eles possuem diversos efeitos biológicos 

além da ação sobre a serotonina. Utilizando sequenciamento de nova 

geração de RNA (RNA-seq), foram investigados os efeitos de diferentes 

doses de citalopram sobre expressão gênica em Drosophila melanogaster. 

Foram avaliados por análise in silico os genes diferencialmente expressos, 

as prováveis vias metabólicas nas quais participam, as redes de interação 

entre eles e os miRNAs com seus alvos preditos. Foram observadas 

alteracões de genes de vias importantes relacionadas à processos 

inflamatórios, apoptose, autofagia, neurodesenvolvimento e 

neurodegeneração. Desta forma, o efeito do citalopram, tem um perfil anti- 

inflamatório, anti-apoptótico, contribuindo para mecanismos ligados a 

redução da neurodegeneração, diferenciação e manutenção do tecido 

neural.
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Abstract

The selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) are the most 

commonly used psychotropic drugs for the treatment of mood and anxiety 

disorders. Evidence indicates that they have several biological effects 

besides action on serotonin. Using Next Generation Sequencing of RNA 

(RNA-seq), we investigated the effects of different doses of citalopram on 

gene expression in Drosophila melanogaster. The differentially expressed 

genes, the probable metabolic pathways in which they participate, and the 

interaction networks were evaluated by bioinformatic tools. Alterations in 

genes of important pathways related to inflammatory response, apoptosis, 

autophagy, neurodevelopment and neurodegeneration were observed. The 

effect of citalopram was anti-inflammatory, anti-apoptotic, contributing to 

mechanisms linked to the reduction of neurodegeneration, differentiation and 

maintenance of neural tissue.
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1. Introdução

1.1. Antidepressivos e a neurobiologia da depressão

A década 50 do século passado pode receber o nome de "década de 

ouro” da história da psicofarmacologia. Neste período surgem os primeiros 

tratamentos farmacológicos científicos para os transtornos mentais e nasce a 

própria disciplina da psicofarmacologia. Os primeiros antidepressivos a surgir 

foram a iproniazida e a imipramina. A primeira foi sintetizada a partir das 

hidrazinas descobertas por Fisher em 1870 e inicialmente utilizadas para 

tratar a tuberculose. A imipramina surge a partir da criação dos tricíclicos por 

Bernthsen em 1883 na Badische Anilin und Soda Fabrik, BASF, na 

Alemanha. Surgem depois o antipsicótico clorpromazina em 1952, e o 

benzodiazepínico clordiazepóxido, em 1960 (LOPEZ-MUNOZ; ALAMO, 

2009).

A ação dessas duas drogas, produzindo o aumento de 

neurotransmissores pela inibição da MAO ou da receptação de serotonina e 

noradrenalina, com melhora da depressão conduziu ao desenvolvimento da 

hipótese monoaminérgica dos transtornos afetivos. Por décadas esse será o 

paradigma para o desenvolvimento de tratamentos farmacológicos dos 

transtornos mentais, não só para os transtornos de humor mas também para 

a ansiedade e as psicoses. De acordo com essa hipótese, a depleção dos 

neurotransmissores serotonina, noradrenalina e dopamina na fenda sináptica 

explicaria a maior parte dos sintomas da depressão. (SCHILDKRAUT, 1965).

Seguindo essa hipótese, na década de 1980 surge uma nova classe 

de medicamentos antidepressivos, os inibidores seletivos da receptação de 

serotonina (ISRS) que rapidamente se tornam os fármacos mais utilizados 

para o tratamento da depressão. Atualmente seis ISRS são comercializados: 

fluoxetina, sertralina, paroxetina, fluvoxamina, citalopram e escitalopram. 

Embora apresentem algumas diferenças individuais quanto à sua capacidade 

de interagir com receptores de serotonina, histamina, acetilcolina e inibir a 

recaptação de dopamina e noradrenalina, o mecanismo terapêutico básico 

dessa classe de medicamentos é a inibição da recaptação de serotonina com
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aumento da sua disponibilidade na sinapse (HIEMKE; HÄRTTER, 2000; 

STAHL, 1998).

Entretanto os ISRS e outros antidepressivos, apesar de provocarem 

um aumento agudo dos níveis de neurotransmissores, somente produzem 

uma resposta terapêutica após várias semanas de uso. Esse intervalo 

sugere que outras modificações deveriam ser responsáveis pelos efeitos 

comportamentais desses medicamentos (WONG; LICINIO, 2001).

Hipóteses alternativas para a etiologia da depressão e o efeito 

terapêutico das medicações foram desenvolvidas nos anos seguintes para 

tentar explicar esse intervalo entre o aumento agudo dos neurotransmissores 

e a melhora. Uma outra hipótese, a hipótese molecular, propõe que os 

efeitos dos antidepressivos se deveriam a modificações em sistemas de 

sinalização intracelular, ativados pelos neurotransmissores, que alterariam a 

expressão de genes ligados a plasticidade neural e resiliência celular 

(CASTRÉN, 2005).

O cérebro não é apenas um produtor de neurotransmissores e suas 

variações não resumem a riqueza da atividade cerebral e mental como pode 

fazer pensar ideias como a hipótese monoaminérgica dos transtornos 

mentais. Muito menos os neurônios observados de forma isolada tem essa 

capacidade mesmo quando consideramos a hipótese molecular. O 

funcionamento cerebral, como compreendido hoje, é o resultado da atividade 

de uma intrincada rede de células, não apenas neurônios, que interagem e 

se comunicam para dar origem ao comportamento. Da "doutrina do 

neurônio”, formulada a partir dos trabalhos iniciais de Cajal e Sherrington, 

passamos "doutrina das redes celulares” das quais participam os neurônios, 

astrócitos e outras células da micróglia (YUSTE, 2015).

Isso se confirma à medida que reconhecemos cada vez mais a 

participação dos astrócitos no funcionamento das redes cerebrais (SEIFERT; 

SCHILLING; STEINHÄUSER, 2006). Os astrócitos podem influenciar 

diretamente os neurônios. Em Drosophila melanogaster a alteração da 

expressão de canais de cálcio dos astrócitos influenciou o funcionamento 

dos neurônios com mudanças comportamentais (YATES, 2016). Eles podem 

também liberar neurotransmissores influenciando a transmissão sináptica 

neural, o ciclo circadiano e a barreira hematoencefálica (ABBOTT;
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RÖNNBÄCK; HANSSON, 2006; HAMILTON; ATTWELL, 2010; WHALLEY, 

2017). Os astrócitos são também alvo dos antidepressivos, que alteram 

suas vias de sinalização, e estão envolvidos tanto na neurobiologia dos 

transtornos do humor quanto na resposta ao tratamento (CZÉH; DI 

BENEDETTO, 2013; SANACORA; BANASR, 2013).

Nesse outro paradigma, nossa visão do funcionamento dos 

antidepressivos e da fisiopatologia dos transtorno mentais também tem sido 

reavaliado. Um exemplo é o reconhecido envolvimento das neurotrofinas, 

moléculas que influenciam a plasticidade sináptica e manutenção das redes 

neurais, com a resposta aos antidepressivos (BJÖRKHOLM; MONTEGGIA, 

2016; SANTARELLI, 2003).

O Fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), uma das mais 

importantes neurotrofinas, tem sido relacionada tanto com o desenvolvimento 

como com a melhora da depressão (GROVES, 2007). Em modelos animais o 

estresse de vários tipos provoca alterações nos níveis de neurotrofinas, em 

especial de BDNF. Em camundongos foi demonstrado que estresse por 

isolamento provocou redução de BDNF, fator de crescimento de nervos 

(NGF) e neurotrofina-3, com repercussão sobre o aprendizado (UEYAMA et 

al., 1997). Em ratos a privação de cuidados maternos ao nascimento 

produziu redução de BDNF nas crias e posteriormente, na vida adulta, 

redução dos níveis dessa neurotrofina quando submetidos a testes de 

estresse provocado (ROCERI et al., 2004). Mesmo o isolamento social 

agudo produziu modificações na expressão gênica, com redução do RNA 

mensageiro, do BDNF em camundongos (PIZARRO et al., 2004). A 

administração de antidepressivos em animais mostrou que eles são capazes 

de produzir aumento em níveis de neurotrofinas (DE FOUBERT et al., 2004; 

DIAS et al., 2003; KHUNDAKAR; ZETTERSTRÖM, 2006).

Em humanos efeitos semelhantes são encontrados mostrando a 

redução de BDNF em vários transtornos mentais como depressão e 

esquizofrenia (ANGELUCCI; BRENÈ; MATHÉ, 2005). Além da redução do 

BDNF em pacientes com depressão (KAREGE et al., 2002), observa-se que 

polimorfismos no gene desta neurotrofina (em especial o polimorfismos 

val66met), se associam a menor volume hipocampal, para-hipocampal e da 

amigdala, regiões associadas à regulação do humor e correspondente risco
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aumentado de depressão (MONTAG et al., 2009; OZAN et al., 2010). Os 

níveis de BDNF são inclusive avaliados como marcador para resposta ao 

tratamento (POLYAKOVA et al., 2015).

Além da relação com fatores ligados às plasticidade, como as 

neurotrofinas, aumenta o corpo de evidências do envolvimento de outros 

sistemas. Fatores inflamatórios parecem ter importante relação com a 

depressão, sendo demonstrada a alteração de fatores inflamatórios em 

pacientes deprimidos e a relação de genes ligados a resposta imune com os 

transtornos de humor (BUFALINO et al., 2013; DANTZER et al., 2008; 

STEWART et al., 2009). A inflamação, com participação da micróglia, teria 

uma relação mais estreita com a depressão o que explicaria a associação de 

condições inflamatórias, como a obesidade, com os transtornos depressivos 

(LUPPINO et al., 2010; MCNALLY; BHAGWAGAR; HANNESTAD, 2008) .

A investigação de outros fatores além dos níveis de 

neurotransmissores, abandonando a hipótese monoaminérgica, tem 

reforçado a ideia de que a depressão não é um transtorno da química 

cerebral apenas, mas uma doença de envolvimento sistêmico. E os 

antidepressivos portanto teriam efeitos além da neurotransmissão, inclusive 

antinflamatórios (TYNAN et al., 2012).

1.2. Transcriptômica e a Biologia de Sistemas

Com o fim do Projeto Genoma Humano ficou claro a complexidade do 

material genético em nossas células. Apenas uma pequena parte do genoma 

é formado por genes codificadores de proteínas. Essa maior parte restante, 

longe de ser considerada não funcional ou "lixo genético”, é formada por 

genes codificadores de RNA ribossomal, RNA transportador, miRNAs, 

elementos genéticos móveis e outros elementos regulatórios com grande 

importância no funcionamento celular e evolução (PALAZZO; LEE, 2015).

Para compreender melhor a importância de todos os elementos do 

genoma para o funcionamento celular, e dar sentido para essas informações 

nas mais diversas condições de interesse na biologia e medicina, é preciso 

observar a dinâmica da expressão gênica. Esse é o campo de estudo da
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transcriptômica. Seu objetivo é estudar e catalogar o conjunto do RNA 

transcrito pela célula, grupo de células ou organismos, em circunstâncias 

específicas ou após intervenções . Permite compreender o papel e a relação 

de genes e elementos regulatórios no desenvolvimento dos organismos vivos 

e das doenças, estudando a resposta a tratamentos e outros fatores externos 

(BURGESS, 2015; WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).

O efeito das drogas e intervenções utilizadas em tratamentos podem 

ser investigados de forma mais abrangente com o apoio da transcriptômica 

tanto em modelos animais quanto em pacientes. Utilizando microarray 

demonstrou-se que o escitalopram revertia alterações de expressão gênica 

no hipocampo de ratos produzidas por estresse (BENATTI et al., 2014). Em 

seres humanos essa mesma metodologia mostrou alterações de expressão 

dos genes MMP28 e KXD1 no plasma de pacientes tratados com nortriptilina 

(HODGSON et al., 2016).

O sequenciamento de nova geração de RNA (RNA-seq) é uma 

tecnologia jovem, ainda em desenvolvimento, que utiliza os sequenciadores 

de nova geração para estudar o transcriptoma de forma qualitativa, as 

sequencias de bases nitrogenadas que formam os transcritos, e quantitativa 

mostrando também a mudança nos níveis de transcrição (WANG; 

GERSTEIN; SNYDER, 2009). A diferença com outras tecnologias disponíveis 

até o momento, como os microarrays, é a possibilidade de sequenciamento 

em grandes proporções de elementos desconhecidos, identificando variantes 

de genes e miRNAs. Nos estudos com microarrays fica-se limitado ao estudo 

dos genes incluídos na plataforma, ou seja, previamente conhecidos 

(RUSSO; ZEGAR; GIORDANO, 2003).

Essa tecnologia permite estudos dinâmicos e inéditos, que não seriam 

possíveis ou viáveis com tecnologias anteriores. É possível estudar por 

exemplo a mudança de expressão gênica produzida pela interação de dois 

organismos vivos, como parasita e hospedeiro (WESTERMANN; GORSKI; 

VOGEL, 2012). Outra utilidade é o estudo da expressão gênica de células 

únicas. A extração do material genético com micropipetas de células únicas 

possibilita o estudo de estágios evolutivos de células tumorais, 

comportamento de células tronco e da diferenciação celular além de
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comparar a expressão gênica entre tipos celulares diferentes que formam um 

órgão (GAWAD; KOH; QUAKE, 2016).

As metodologias de sequenciamento de nova geração (SNG) 

oferecem formas mais rápidas, precisas e de menor custo para 

sequenciamento que a primeira geração baseada no sequenciamento 

Sanger. Existem várias plataformas diferentes disponíveis que podem utilizar 

pirosequenciamento, sequenciamento por ligação de sondas, por término 

reversível com PCR em pontes e sequenciamento com detecção de prótons 

(METZKER, 2010). Uma nova geração de sequenciadores apresenta 

também a possibilidade de sequenciamento utilizando plataformas baseadas 

em nanoporos (BRANTON et al., 2008). São diferentes tecnologias com o 

mesmo objetivos de “ler” rapidamente a sequencia de bases nitrogenadas 

que compõem uma grande amostra de DNA de interesse, e não apenas 

genes específicos pré-determinados.

Na medicina, o sequenciamento de nova geração já começa a permitir 

estudos em medicina personalizada e de precisão com maior facilidade que 

com os métodos convencionais. Existe potencial a ser explorado tanto no 

campo do diagnóstico quanto na determinação do tratamento mais adequado 

(ASHLEY, 2016). Tratamentos podem ser preferidos ou evitados com base 

na informação genética. A sinvastatina, um dos medicamentos mais 

prescritos para dislipidemias, deveria ser utilizado em doses baixas ou não 

utilizado em portadores de algumas variantes do gene SLCO1B1 (OSHIRO 

et al., 2010). Outros exemplos são o tratamento com varfarina, um 

anticoagulante, que sofre influência de variantes no gene VKORC1 (OWEN 

et al., 2010), e com o tamoxifeno, para câncer de mama, metabolizado por 

várias enzimas da família citocromo P450 (SALADORES et al., 2015).

Junto com tecnologias como o SNG e outras metodologias, capazes 

de gerar grandes quantidades de dados sobre o funcionamento dos 

organismos vivos sob vários aspectos, surge uma nova disciplina nas 

ciências biológicas: a Biologia de Sistemas. Essa abordagem volta seu olhar 

não para genes e proteínas individuais mas para a estrutura e dinâmica dos 

sistemas orgânicos em que estão inseridos. Genes, proteínas, fatores de 

transcrição, miRNAs e estímulos externos ambientais inclusive, como toxinas 

e outras moléculas, são vistas em suas conexões (KITANO, 2002). Essa é
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uma abordagem que beneficia muito a investigação na área da saúde por ser 

integrada e capaz de lidar com os múltiplos fatores envolvidos no processo 

de saúde, doença, no conhecimento da função e disfunção de sistemas 

orgânicos (WEST, 2012).

Uma das grandes limitações para o uso na prática clinica, à medida 

que o custo do sequenciamento for reduzido, será a interpretação, 

organização e tradução das informações em conhecimento útil (DESAI; 

JERE, 2012; LOHMANN; KLEIN, 2014). Além da imensa quantidade de 

informações geradas pelo sequenciamento é necessário identificar os genes 

e as variantes comparando com o genoma de referencia, avaliar o papel 

funcional de cada transcritos e sua interação com outros transcritos 

(CAPRIOTTI et al., 2012) . Uma ferramenta importante nessa tarefa é a 

bioinformática (LINDBLOM; ROBINSON, 2011). A complexidade desses 

dados exige a manipulação de grande quantidade de informação, 

manipulação de bases de dados, análises estatísticas e geração de imagens 

em computadores, planejamento de experimentos e simulações (YOU, 

2004). A bioinformática deve logo se tornar um campo essencial para a 

medicina (FERNALD et al., 2011).

1.3. Drosophila melanogaster como modelo animal na pesquisa em saúde

A história da Drosophila melanogaster como modelo na pesquisa 

biomédica começa em 1901, na Universidade de Columbia, com Thomas 

Hunt Morgan. Utilizando a mosca de fruta, Morgan definiu o papel dos 

cromossomos na hereditariedade resgatando e refinando o modelo proposto 

por Mendel, o que lhe valeu o prêmio Nobel de Medicina e Fisiologia em 

1933 (KOHLER, 1994). Vários outros ganhadores do prêmio Nobel também 

trabalharam com este modelo nas pesquisas que foram responsáveis por 

sua premiação como Muller em 1946, Lewis, Nusslein-Volhard e Wieschaus 

em 1995 (PASINI; BERTOLOTTO; FASANO, 2010).

A mosca de fruta tornou-se o modelo animal mais estudado na 

biologia e uma ferramenta de estudo essencial para a genética. Dela foi o 

primeiro genoma de um animal complexo a ser totalmente sequenciado 

(ADAMS et al., 2000). As pesquisas comparando o genoma da Drosophila
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melanogaster com o genoma humano mostram que 77% dos genes 

envolvidos em doenças humanas tem homólogos na mosca de fruta. Em 

domínios conservados a semelhança pode chegar a 90% (REITER et al., 

2001).

A mosca de fruta é um modelo prático, de baixo custo de manutenção, 

podendo ser criada em pequenos frascos com meio de cultura de simples 

preparo ao qual podem ser adicionadas substâncias que se deseje testar. 

Seu ciclo de vida é curto, durando cerca de 28 dias. Isso permite estudos 

durante o desenvolvimento embrionário, a idade adulta e envelhecimento 

(JENNINGS, 2011).

Seu genoma compacto e simples, com apenas quatro cromossomos, 

permitiu o desenvolvimento de modelos transgênicos de doenças humanas 

com genes candidatos expressos em regiões específicas se necessário 

(HALES et al., 2015). Para doenças neurodegenerativas, por exemplo , 

existem milhares de linhagens transgênicas disponíveis. Utilizando o sistema 

de expressão Gal4/UAS, um ativador de transcrição de leveduras, genes 

humanos podem ser expressos no cérebro da drosófila de forma precisa 

(JACKSON, 2008; JENETT et al., 2012).

Drosófilas podem ser usadas para estudar Doença de Alzheimer 

(PRÜGING; VOIGT; SCHULZ, 2013), invasão por tumores metastáticos 

(MILES; DYSON; WALKER, 2011), infecções gastrointestinais (MISTRY; 

KOUNATIDIS; LIGOXYGAKIS, 2016), Doença de Gaucher (KINGHORN et 

al., 2016) e até lesão cerebral traumática (KATZENBERGER et al., 2013). A 

mosca de fruta também é um interessante modelo para o desenvolvimento e 

estudo de novas drogas (PANDEY; NICHOLS, 2011).
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2. Objetivos

O objetivo deste estudo foi conhecer a nível funcional as alterações de 

expressão gênica induzidas pelos ISRS. Utilizando um modelo animal de 

fácil manutenção e com genoma simples e bem conhecido, a mosca 

Drosophila melanogaster. Este estudo realizou um ensaio de tratamento 

crônico (21 dias) com citalopram, o mais seletivo dos ISRS, e o 

sequenciamento de nova geração para obter o transcriptoma a partir de 

cabeças das moscas.

Os objetivos secundários do estudo foram:

1 - avaliar o uso da tecnologia de RNA-seq na compreensão dos 

mecanismos de ação de drogas.

2 - avaliar o uso da Drosophila melanogaster como modelo de estudo dos 

mecanismos de ação de drogas utilizando ferramentas de bioinformática 

para identificar genes ortólogos em humanos que são modulados pelo 

medicamento.

3 -  identificar genes ortólogos modulados pelos ISRS relacionados a 

doenças humanas, especialmente transtornos de humor.

4 - compreender as alterações de expressão de miRNAs induzidas pelos 

ISRS.

5 - identificar vias metabólicas influenciadas pela ação dos ISRS.

6 -  avaliar mudanças na expressão gênica em diferentes doses da droga.
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3. Material e Método

3.1. Drosophila e tratamento

Moscas de fruta (Drosophila melanogaster), da linhagem selvagem 

Canton-S, foram mantidas a 25°C em ciclo claro/escuro de 12h:12h e criadas 

em meio padrão de farinha de milho.

Para o tratamento moscas foram coletadas entre os dias 0 e 5 após a 

eclosão. Elas foram mantidas em tubos plásticos com aproximadamente 50 

moscas com meio instantâneo enriquecido (75% de mistura comercial para 

preparo de purê de batata, 15 % extrato de levedura, 9,3% de glicose, 0.7% 

de metilparabeno). Foram utilizados 3 tubos para cada grupo do 

experimento.

O grupo controle foi constituído por moscas tratadas com água 

(solvente do meio). Os dois outros grupo foram cultivados em meio ao qual 

foi adicionado bromidrato de citalopram em uma concentração de 1,25mM e 

5,0 mM. O meio foi trocado a cada 3 dias para manter a exposição à droga.

Foi realizado tratamento crônico por 21 dias. Após esse período as 

moscas foram anestesiadas colocando o tubo em gelo ou na geladeira. As 

cabeças foram coletadas, no período da tarde, utilizando pinças e 

imediatamente congeladas em tubos plásticos RNAse-free mantidos em 

nitrogênio líquido. As amostras foram armazenadas a -80C até o 

processamento.

3.2. Isolamento do RNA mensageiro e preparação das 

bibliotecas

As cabeças das moscas ainda congeladas foram trituradas em 

nitrogênio líquido. A extração e o isolamento de mRNA do conjunto de 

cabeças foram realizadas utilizando o kit Dynabeads mRNA Direct (Life 

Technologies) seguindo as orientações do fabricante. Uma alíquota do
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mRNA de cada biblioteca foi quantificada por fluorimetria utilizando o 

fluorímetro Qubit (Thermofisher).

Três Bibliotecas de cDNA para cada grupo amostral foram preparadas 

a partir do mRNA extraído utilizando o kit Ion Total RNA-seq v2 (Life 

Technologies). O cDNA obtido por reação de transcrição reversa foi 

amplificado e ligado a barcodes conforme recomendações do fabricante.

3.3. Sequenciamento de Nova Geração

Para o sequenciamento das bibliotecas foi utilizado o chip Ion PI (Life 

Technologies) preparado e carregado de forma automatizada no sistema Ion 

Chef (Life Technologies). A corrida de sequenciamento foi realizada no 

sequenciador Ion Proton (Life Technologies) utilizando kit Ion PI™ Hi-Q™ 

Sequencing 200 Kit . Todos esses procedimentos seguiram as orientações 

do fabricante.

3.4. Análise in silico

A análise inicial dos dados brutos provenientes do sequenciamento foi 

realizada no software residente do sistema do sequenciador Ion Proton, 

Torrent Suite. Os arquivos do tipo BAM foram exportados e analisados no 

software CLC Genomics Workbench (version 9.5.3). No CLC foi utilizado o 

teste EDGE (empirical analysis of diferencial gene expression) para 

encontrar os genes diferencialmente expressos nas amostras (q <0.05). O 

EDGE implementa um teste estatístico similar ao "teste exato de Fisher” 

desenvolvido para comparação de dois grupos onde várias característica são 

avaliadas simultaneamente mas com poucas réplicas por amostra 

(ROBINSON; SMYTH, 2008) . Esses genes foram então associados a vias 

metabólicas conhecidas disponíveis na Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes (KEGG) (http://www.genome.jp/kegg/). Uma análise de interação 

entre esses genes foi realizada utilizando a ferramenta STRING versão 10.0 

(http://string-db.org) com o objetivo de avaliar o grau de associação funcional 

entre eles.
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Entre os genes diferencialmente transcritos uma análise conjunta foi 

realizada para aqueles genes de precursores de miRNAs. Para a predição 

dos alvos dos miRNAs foi utilizado o aplicativo Targetscan fly 

(http://www.targetscan.org/fly_12/). Para a predição da influência dos 

miRNAs em vias metabólicas da KEGG foi utilizado o software DIANA- 

mirPath v.3 (disponível em: http://snf-515788.vm.okeanos.grnet.gr) 

(VLACHOS et al., 2015) O software DIANA-MR-microT foi utilizado para a 

predição de alvos de miRNAs que não tivessem alvos no Targetscan 

(RECZKO et al., 2012).

A busca de genes mitocondriais entre os diferencialmente transcritos 

foi realizada na base de dados MitoDrome (http://mitodrome.ba.itb.cnr.it). Os 

genes humanos ortólogos relacionados a transtornos mentais ou traços 

comportamentais em humanos foram identificados utilizando a base DIOPT- 

DIST (http://www.flyrnai.org/diopt-dist).

As etapas do fluxo de trabalho do sequenciamento do Sistema Ion é 

mostrada na Figura 1.

Figura 1 -  Fluxo de trabalho do sequenciamento utilizando o Sistema Ion 

(Life Technologies).
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4. Resultados

4.1. Sequenciamento de Nova Geração de RNA

O sequenciamento das nove bibliotecas de RNA mensageiro produziu 

22.270.047 fragmentos distribuídos conforme a tabela 1. Do total dos 

fragmentos, 70,17% foram únicos e somente esses foram alinhados com o 

genoma de referência.

Tabela 1 -  Número de reads produzidos pelo sequenciamento por biblioteca.

Biblioteca (grupo amostrai) Número de fragmentos
1 (controle) 1.227.397
2 (controle) 2.585.522
3 (controle) 3.647.712
4 (1,25 mM) 339.051
5 (1,25 mM) 3.359.134
6 (1,25 mM) 2.629.625
7 (5,0mM) 3.657.432
8 (5,0 mM) 2.809.849
9 (5,0 mM) 2.014.325
Total 22.270.047

O alinhamento dos fragmentos únicos com o genoma de referencia de 

Drosophila melanogaster identificou 31.646 transcritos e 17.490 genes. 

Éxons e íntrons representam a maior parte dos fragmentos transcritos 

(Figura 2).
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Fig. 2 -  Contagem de fragmentos únicos alinhados ao genoma de referencia 
de Drosophila melanogaster distribuído por origem.
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Utilizando o teste EDGE foram encontrados 667 genes 

diferencialmente transcritos nos grupos comparados (q<0,05). Desses , 594 

são codificadores de RNA mensageiro (mRNA). Os demais são genes não 

codificadores, RNA ribossomal, transportador, microRNAs, ou genes 

mitocondriais que foram analisados à parte.

4.2. Análise de mRNA

Quando comparados os dois grupos experimentais (1,25 mM e 5,0 

mM) com o controle, 238 genes codificadores de proteínas tiveram mudança 

nos valores de transcrição. A tabela 2 mostra o número total de genes 

codificadores diferencialmente transcritos nos grupos experimentais em 

relação ao controle. São indicados também o número de genes com 

transcrição diferencial positiva e negativa em cada grupo. Observa-se que 

um maior número de genes teve sua transcrição aumentada do que 

diminuída com o tratamento. A lista completa de genes diferencialmente 

transcritos é apresentada no Anexo 1.
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Tabela 2 -  Genes codificadores de proteínas diferencialmente transcritos nos

grupos experimentais

Grupos Genes Genes com Genes com
experimental diferencialmente transcrição transcrição
(dose de 
citalopram)

transcritos * aumentada* diminuída*

1,25 mM 361 277 84
5,0 mM 233 139 94

* em relação ao controle (p<0,05)

A figura 2 mostra o número de genes codificadores de mRNA com 

transcrição aumentada e diminuída em cada tratamento em relação ao 

controle. A taxa de transcrição de alguns deles foi afetada pelos dois 

tratamentos de forma estatisticamente significativa.

Figura 3 -  Número de genes codificadores diferencialmente transcritos em cada 
tratamento.

54
(36.7%)

183
(56.7%)

94
(29.1%) (204%)

Aumento de Transcrição Redução de Transcrição
1,25 mM 5,0 mM1,25 mM 5,0 mM

O diagrama de Venn mostra o número de genes com transcrição aumentada (A) e diminuída 
(B) para cada tratamento com citalopram e aqueles compartilhados pelos dois grupos, ou 
seja, aqueles que tiveram aumento ou redução da transcrição nas duas doses testadas.
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Apenas dois genes apresentaram um comportamento divergente entre 

as doses: o gene AttC, que teve sua transcrição diminuída de forma 

significativa com o tratamento com 1,25 mM e aumentada com 5,0 mM, e o 

gene CG16978, codificador de uma proteína não caracterizada, que teve sua 

transcrição aumentada com 1,25 mM e diminuída com 5,0 mM. As figuras 4, 

5, 6 e 7 mostram o comportamento da transcrição de alguns dos genes 

codificadores nos diversos grupos experimentais. Neles podemos perceber 

que o aumento de dose parece acentuar a tendência de queda ou elevação 

da transcrição dos genes.

Figura 4 -  Genes diferencialmente transcritos entre controle e tratamento com 
1,25mM de Citalopram, com aumento de transcrição.
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Figura 5 -  Genes diferencialmente transcritos entre controle e tratamento com
1,25mM de Citalopram, com redução de transcrição.

Figura 6 -  Genes diferencialmente transcritos entre controle e tratamento com 5,0 
mM de citalopram, com aumento de transcrição.
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Figura 7 -  Genes diferencialmente transcritos entre controle e tratamento com 5,0
mM de citalopram, com redução de transcrição.
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4.3. Avaliação funcional dos genes

Utilizando a ferramenta STRING foram construídas redes de interação 

proteína-proteína para as proteínas codificadas pelos genes diferencialmente 

transcritos para cada grupo de tratamento. Foram incluídas nessas redes as 

interações de co-expressão, co-ocorrência, resultados de experimentos, 

fusão gênica, de alta confiança (escore de interação 0.9). As redes geradas 

apresentam mais interações que o esperado para redes aleatórias com o 

mesmo número de nodos, mostrando que existe uma relação funcional ou de 

co-expressão entre os genes diferencialmente transcritos. Uma rede 

aleatória com 338 genes, como a rede construída a partir dos genes 

diferencialmente transcritos no grupo exposto a 1,25mM de citalopram, 

geraria 777 interações (figura 7). No caso do experimento foram obtidas 

2260 interações com uma média de 13,4 interações por nodo. No caso do 

tratamento com 5,0 mM de citalopram a rede é composta por 222 nodos e 

865 interações (média de 7,79 interações por nodo) , enquanto o esperado 

para a rede aleatória seria de 294 ligações (figura 8).
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Figura 8 -  Rede de interação proteína-proteína gerada a partir dos genes 
diferencialmente transcritos no tratamento com 1,25mM de citalopram, utilizando a 
ferramenta STRING.
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Figura 8 -  Rede de interação proteína-proteína gerada a partir dos genes 
diferencialmente transcritos no tratamento com 5,0 mM de citalopram, utilizando a 
ferramenta STRING.
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A análise funcional dos genes codificadores de RNA mensageiro 

diferencialmente transcritos realizada através de busca na KEGG mostrou 

que a maior parte desses genes está presente em vias ligadas ao 

processamento de informação gênica e com o metabolismo geral, tanto no 

grupo tratado com 1,25 mM de citalopram quanto no grupo tratado com 5,0 

mM dessa medicação (fig. 9 e 10). Isso se reflete nas redes de interação 

proteína-proteína (fig. 7 e 8) com a formação de um concentrado de 

interações representando as ligações entre as proteínas das vias de 

processamento de informação gênica.

Figura 9 -  Número de genes com aumento e com redução de transcrição 
distribuídos por categoria de vias metabólicas do KEGG com o uso de 1,25mM de 
citalopram.
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Figura 10 -  Número de genes com aumento e com redução de transcrição 
distribuídos por categoria de vias metabólicas da KEGG com o uso de 5,0 mM de 
citalopram.
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Na KEGG a seção “processamento de informação genética” 

engloba as vias ligadas a transcrição, tradução, conformação e degradação 

de proteínas, replicação e reparo de DNA. A maior parte dos genes com 

mudança de transcrição no experimento, catalogados nessa seção, são 

codificadores para proteínas ribossomais, que mostraram aumento nas duas 

doses estudadas (quadro 1).

Quadro 1 -  Genes codificadores de proteínas ribossomais.

Subunidade Ribossomal Proteína Ribossomal
Subunidade grande (L ) R p L 4 ,  R p L 6 ,  R p L 7 ,  R p L 8 ,  R p L 1 0 ,  

R p U O a b ,  R p L 1 1 ,  R p L 1 2 ,  R p L 1 5 ,  

R p L  1 7 ,  R p L  1 8 ,  R p L  1 9 ,  R p L 2 2 ,  R p L 2 4 ,  

R p L 2 7 ,  R p L 2 7 a ,  R p L 3 1 ,  R p L 3 2 ,  R p L 3 5 ,  

R p L 3 6 ,  R p L 3 9 ,  R p L P O ,  R p L P 1 ,  R p L P 2

Subunidade pequena (S) R p S 3 ,  R p S 3 A ,  R p S 4 ,  R p S 5 a ,  R p S 8 ,  

R p S 1 1 ,  R p S U b ,  R p S 1 5 A ,  R p S 1 6 ,  

R p S 1 7 ,  R p S 1 9 a ,  R p S 2 0 ,  R p S 2 1 ,  

R p S 2 3 ,  R p S 2 6 ,  R p S 2 7 ,  P p S 2 9

32



Na seção “metabolismo” estão incluídas as vias bioquímicas de 

metabolismo de carboidratos, lipídios, aminoácidos, nucleotídeos, cofatores e 

vitaminas, degradação de xenobióticos e metabolismo energético e de 

drogas. Essas vias foram aquelas com o segundo maior número de genes 

representados. Esses, em sua maioria, também tiveram sua transcrição 

aumentada.

Um menor número de genes modulados está catalogado em vias 

classificadas pela enciclopédia sob o verbete “processamento de informação 

ambiental”, “processos celulares” e “sistemas orgânicos”. As vias de 

processamento de informação ambiental incluem o transporte através de 

membrana, as vias de transdução de sinal e as moléculas de sinalização e 

interação como as moléculas de adesão, interação de citocinas , ligantes 

neuroativos e matriz extracelular com seu receptores. Sob o nome processos 

celulares a KEGG classifica as vias de catabolismo (endocitose, autofagia e 

fagocitose, por exemplo), crescimento e morte celular, formação de 

comunidades celulares (adesão e junção entre células) e motilidade. Em 

sistemas orgânicos estarão as vias ligadas a sistema imunológico, endócrino, 

sensorial e nervoso, desenvolvimento, envelhecimento e adaptação ao 

ambiente.

Para essas vias os genes diferencialmente transcritos 

identificados são apresentados na Quadro 2. Nela também são indicadas as 

alterações de transcrição encontradas.
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Quadro 2 -  Genes representados nas vias de processamento de informação 
ambiental, processos celulares, sinalização e sistemas orgânicos (KEGG).

Categorias do KEGG Via Genes
Processamento de 
informação ambiental

Via de sinalização Wnt a r m  (î), R a c 1  (î),
Via de sinalização FoxO P e p c k  (î),
Via de sinalização da 
MAPK

p r o s  (!) , 1 4 - 3 - 3 z e t a  (î), 
R a c 1  (î), h i d  (î),

Via de sinalização Hippo 1 4 - 3 - 3 z e t a  (î), A c t 5 7 b  (!),
Via de sinalização do 
Fosfatidil inositol

C a m  (!)

Via de sinalização mTor R h e b  (!)
Interação receptor -  
ligante neuroativo

A l p h a T r y  (î), b e t a T r y  (î), 
D o p 2 R  (!)

Processos celulares Fagossomos C p 1  (î), S e c 6 1  b e t a  (î), 
V h a P P A 1 - 1  (î), A c t 5 7 B ,  

R a c 1

Lisossomos B a c e  (î), Cp1(î), D N a s e  

I I  (î), N p c 2 h  (î), S a p - r  

(î), V h a P P A 1 - 1 ,  N p c 2 a  

(!),
Peroxissomos A c s l  (î), I d h  (î)
Autofagia B a c e  (î), C p 1  (î),
Apoptose B i c  (î), h i d  (î)

Sistemas orgânicos Via de sinalização Toll e 
Imd

S P E  (î), U e v I A  (î), A n k 2  

(!), D e f  (!), I M 1  (!), I M 2  

(!), C e c A 1  (î), D r s  (!)
Foto-transdução T r p  (î), A c t 5 7 b  (!), A r r 2  

(!), C a m  (!), n i n a C  (!)
Ritmo circadiano T i m  (î)
Via de sinalização AGE- 
RAGE

R a c 1  (î)

(Î) aumento da transcrição; (!) redução da transcrição

A via com maior número de genes com transcrição modificada em 

relação ao controle é a via de sinalização Toll e Imd. Nessa via sofreram 

aumento de transcrição os genes SPE , Uev1a, CecA1 e redução de Def, 

M1 e M2, Drs e Ank2 (Figura 11).
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TOLLAND IMD SIGNALING PATHWAY
TOLL signaling pathway

W
U1 Fig. 11 - Via de sinalização Toll-IMD. Os genes com aumento de expressão são mostrados em vermelho e aqueles com redução de expressão em amarelo. FONTE: KEGG



Os genes da via de sinalização MAPK, 14-3-3zeta e Rac1, tiveram 

aumento de transcrição enquanto o gene pros teve redução (Figura 12). 

Entre os genes da vida de interação com ligantes neuro-ativos ocorreu 

redução do Dop2R, do receptor de Dopamina, e aumento de alfaTry e 

betaTry.

Figura 12 -  Via de sinalização MAPK
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Via de sinalização MAPK mostrando os genes com aumento de expressão em 
vermelho e os genes com redução de expressão em amarelo. Fonte: KEGG
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4.4. Análise de precursores de miRNA

A análise dos dados detectou a sequencia de 255 precursores de 

miRNAs no alinhamento com o genoma de referência. A biblioteca de RNA 

foi construída apenas com RNA com calda poli-A . Por isso algumas formas 

mais estáveis de precursores de miRNA são detectadas no sequenciamento. 

O CLC utiliza na análise os dados do miRBase que apresenta as formas 

maduras do miRNA anotadas no precursor. Apesar de serem todos 

precursores elas podem aparecer com a denominação da forma madura 3’ 

ou 5’ por que essa foi a parte da sequencia do transcrito que foi alinhada 

com o precursor.

A aplicação do teste EDGE para análise de transcrição diferencial 

mostra que o tratamento com citalopram modificou a transcrição de 12 

precursores de miRNAs com diferença estatística (p<0,05) como pode ser 

visto na Tabela 2.

Tabela 2 -Precursores de miRNAs diferencialmente transcritos em relação ao 
controle após 3 semanas de tratamento com 1,25 e 5mM de citalopram.___________
Pri-miRNA Grupo experimental p-valor FC
dme-mir-1 Controle x 1,25mM 0,008962505 -9,17

dme-mir-14 Controle x 1,25mM 0,015253041 5,46

dme-mir-31a Controle x 1,25mM 0,027119053 -51,65

dme-mir-34-5p 1,25 x 5mM 0,031815408 2,07

dme-mir-124-3p 1,25 x 5mM 0,019351026 21,98
dme-mir-276a-3p 1,25 x 5mM 0,012763735 2,54
dme-mir-276a-5p 1,25 x 5mM 0,016965119 2,68
dme-mir-317 1,25 x 5mM 0,017780005 3,48
dme-mir-956 Controle x 1,25mM 0,00061533 96,25
dme-mir-957 Controle x 1,25mM

0,022279859
-5,99

dme-mir-4956 1,25 x 5mM 0,021762757 -3,04
dme-let-7-5p 1,25 x 5mM 0,011064552 -3,38

No grupo tratado com 1,25 mM de citalopram, 5 miRNAs tiveram sua 

transcrição alterada, sendo que dois apresentaram aumento (dme-mir-14 e 

dme-mir-956) e três com redução (dme-mir-1, dme-mir-31a e dme-mir-957).
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Os miRNAs dme-mir-956 e dme-mir-31a apresentaram as maiores 

mudanças de transcrição no grupo tratado em relação ao controle com um 

fold change de 96,25 e -51,65, respectivamente. Comparando-se os grupo 

tratados com 1,25 e 5mM houve alteração de transcrição de 5 precursores 

de miRNAs, todos com aumento da transcrição (dme-mir-34, dme-mir-124, 

dme-mir-276a-3p, dme-mir-276a-5p e dme-mir-317). O aumento de 

transcrição mais significativo foi do dme-mir-124 (fold change 21,98). Os 

miRNAs dme-let-7 e dme-mir-4956 foram diferencialmente transcritos no 

grupo tratado com 5mM em comparação ao controle.

A análise de predição de alvos desses miRNAs usando 

Targetscanfly identificou uma lista de 796 genes que podem ser regulados 

por eles. Não foi encontrada nenhuma anotação de alvo relativo ao dme-mir- 

4956 no Targetscanfly. A predição de seus alvos a partir da sequência no 

DIANA-MR-microT sugeriu 8 possíveis alvos com escore > 0,9: tinc, 

CG14960, CG5807, CG33061, CG4483, alpha-Est9, Tcp e rictor. Devido ao 

grande número de genes optou-se nessa análise pelo estudo das vias 

metabólicas reguladas pelos miRNAs.

A avaliação das vias metabólicas anotadas na KEGG através 

do DIANA-mirPath v.3 mostrou que vários desses miRNAs regulam vias 

comuns. As vias de receptores de interação com a matriz extracelular e da 

O-glicosilação são as vias reguladas por mais miRNAs diferencialmente 

transcritos (Quadro 3).
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Quadro 3 -  Vias metabólicas reguladas pelos miRNAs diferencialmente transcritos 
(KEGG) preditas pelo D IA N A -m irP ath ..............................................................
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d m e 0 0 1 3 0  - U b iq u in o n e  a n d  o th e r  
te rp e n o id -q u in o n e  b io s y n th e s is

x

D m e 0 0 2 6 0  - G ly c in e , s e r in e  a n d  th re o n in e  
m e ta b o lis m

x

d m e 0 0 3 1 0  - L y s in e  d e g ra d a t io n x
d m e 0 0 5 1 2  - M u c in  ty p e  O -g ly c a n  
b io s y n th e s is

x x x x x

d m e 0 0 5 2 0  - A m in o  s u g a r  a n d  n u c le o tid e  
s u g a r  m e ta b o lis m

x

d m e 0 0 5 3 1  - G ly c o s a m in o g ly c a n  d e g ra d a t io n x
d m e 0 0 5 3 2  - G ly c o s a m in o g ly c a n  
b io s y n th e s is  - c h o n d ro it in  s u lfa te  /  d e rm a ta n  
s u lfa te

x

D m e 0 0 5 3 4  - G ly c o s a m in o g ly c a n  
b io s y n th e s is  - h e p a ra n  s u lfa te  /  h e p a r in

x

d m e 0 0 5 6 2  - In o s ito l p h o s p h a te  m e ta b o lis m x
d m e 0 0 5 6 3  - G ly c o s y lp h o s p h a t id y lin o s ito l 
(G P I) -a n c h o r  b io s y n th e s is

x

d m e 0 0 5 6 4  - G ly c e ro p h o s p h o lip id  
m e ta b o lis m

x

d m e 0 0 5 6 5  - E th e r  lip id  m e ta b o lis m x x x
d m e 0 0 6 0 1  - G ly c o s p h in g o lip id  b io s y n th e s is  - 
la c to  a n d  n e o la c to  s e r ie s

x

d m e 0 0 6 0 3  - G ly c o s p h in g o lip id  b io s y n th e s is  - 
g lo b o  a n d  is o g lo b o  s e r ie s

x

d m e 0 0 7 6 0  - N ic o t in a te  a n d  n ic o t in a m id e  
m e ta b o lis m

x

d m e 0 0 9 2 0  - S u lfu r  m e ta b o lis m x
d m e 0 0 9 8 0  - M e ta b o lis m  o f x e n o b io t ic s  by 
c y to c h ro m e  P 4 5 0

x x

d m e 0 0 9 8 1  - In s e c t h o rm o n e  b io s y n th e s is x x
d m e 0 1 0 4 0  - B io s y n th e s is  o f u n s a tu ra te d  
fa t ty  a c id s

x x

D m e 0 2 0 1 0  - A B C  t ra n s p o r te rs x
D m e 0 3 0 1 3  - R N A  t ra n s p o r t x
D m e 0 3 0 4 0  - S p lic e o s o m e x
d m e 0 4 0 1 3  - M A P K  s ig n a lin g  p a th w a y x
d m e 0 4 0 7 0  - P h o s p h a t id y lin o s ito l s ig n a lin g  
s y s te m

x x

d m e 0 4 0 8 0  - N e u ro a c t iv e  l ig a n d - re c e p to r  
in te ra c t io n

x x x

d m e 0 4 1 4 4  - E n d o c y to s is x
d m e 0 4 1 4 5  - p h a g o s o m e x
d m e 0 4 3 1 0  - W n t s ig n a lin g  p a th w a y x x
d m e 0 4 3 2 0  - D o rs o -v e n tra l a x is  fo rm a t io n x x
d m e 0 4 3 3 0  - N o tc h  s ig n a lin g  p a th w a y x x
d m e 0 4 3 4 1  - H e d g e h o g  s ig n a lin g  p a th w a y x x
d m e 0 4 3 5 0  - T G F -b e ta  s ig n a lin g  p a th w a y x
d m e 0 4 3 9 1  - H ip p o  s ig n a lin g  p a th w a y x x x
d m e 0 4 5 1 2  - E C M -re c e p to r  in te ra c t io n x x x x x
d m e 0 4 7 1 1  - C irc a d ia n  rh y th m x x
d m e 0 4 7 4 5  - P h o to tra n s d u c t io n x x x
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4.5. Genes Mitocondriais

O alinhamento dos transcritos também permitiu identificar 

alteração da transcrição de genes ligados a função mitocondrial. Dos genes 

diferencialmente transcritos 29 são genes mitocondriais. Desses, 26 tiveram 

aumento de transcrição nos grupos experimentais quando comparados com 

o controle sem tratamento e 3 tiveram redução da transcrição (CG4692, 

ATPsyn-b, CG32230). Os RNA transportadores representam 8 dos genes 

transcritos (mt:tRNA:E, mt:tRNA:D, mt:tRNA:S:AGY, mt:tRNA:A, mt:tRNA:K, 

mt:tRNA:R, mt:tRNA:P e mt:tRNA:L:UUR) . Quatro subunidades da NADH- 

ubiquinona oxidoredutase (mt:N2, mt:N4, mt:N5 e mt:N6) e quatro do 

citocromo c oxidase também tiveram aumento de transcrição (mt:CoI, mt.CoII 

e mt:CoIII, CoVA). Os genes CG12262, CG7461 e CG3902 codificam 

proteínas com função predita de acetil-CoA desidrogenase; os genes 

CG4692 e CG1746 codificam subunidades da ATP-sintase. Ainda tiveram 

significativo aumento de transcrição os genes Hsp60, que codifica uma 

proteína de choque térmico, e Nmdmc, que tem como produto uma enzima 

envolvida no metabolismo de folato.

Também foram identificados transcritos de 3 genes codificadores 

de proteínas ribossomais mitocondriais: mRpL33, mRpS7, com redução de 

expressão, e mRpL1 com aumento de expressão.

4.6. Genes Ortólogos

Utilizando a base de dados DIOPT-DIST foram encontrados 79 

genes diferencialmente expressos cujos ortólogos humanos estão envolvidos 

em transtornos mentais ou traços de comportamento de interesse clínico 

(Quadro 4).

As proteínas codificadas por esses genes estão, de acordo com 

busca na KEGG, envolvidas em processos semelhantes aos seus ortólogos 

em drosófila.
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Quadro 4 -  Genes ortólogos de genes humanos associados a transtornos mentais 
ou traços comportamentais. (Continua)

G e n e O r t ó lo g o  h u m a n o T r a ç o / T r a n s to r n o

1 4 -3 -3 z e ta Y W H A Z T D A H  e TC

A c C o A S A C S M 1 E s q u iz o f re n ia

A c s l A C S L4 R e ta r d o  M e n t a l

a lp h a -E s t7 N L G N 1 , N L G N 3 , N L G N 4 X A s p e rg e r ,  D e p re s s ã o  e E s q u iz o f re n ia

A n k 2 A N K 3 A u t is m o ,  T D A H , T H B , e s q u iz o f re n ia ,  D e p re s s ã o

A rg k CKB E s q u iz o f re n ia

a r m C T N N B 1 R e ta r d o  m e n ta l

A rp 1 A C T B H a b il id a d e  d a  m ã o

A R Y A K R 1 D 1 T H B

C A H 2 C A 1 4 E s q u iz o f re n ia

C a m C A L M L 4 D e p re s s ã o

C a M K I C A M K 1 D A n o re x ia

C G 1 0 0 7 7 D D X 2 1 D e p re s s ã o

C G 1 0 1 2 6 P S K H 1 E s q u iz o f re n ia

C G 1 0 3 5 7 LIPC E s q u iz o f re n ia  e  A lz h e im e r

C G 1 0 8 6 3 A K R 1 D 1 T H B

C G 1 1 2 3 6 D A O E s q u iz o f re n ia

C G 1 2 1 1 6 SPR D is to n ia

C G 1 2 1 3 S L C 2 A 1 2 E s q u iz o f re n ia

C G 1 2 7 6 6 A K R 1 D 1 T H B

C G 1 3 0 7 7 C Y B 5 6 1 D 1 D e p re s s ã o

C G 1 3 8 3 3 H S D 1 7 B 1 3 B u le m ia

C G 2 2 5 4 H S D 1 7 B 1 1 B u le m ia

C G 3 1 0 7 5 A L D H 2 S e n s ib i l id a d e  a g u d a  a o  á lc o o l

C G 3 1 6 4 A B C G 1 T r a n s to r n o  a l im e n t a r  n o  T H B

C G 3 1 6 8 9 A B C G 1 T r a n s to r n o  a l im e n t a r  n o  T H B

C G 3 7 3 9 PR SS 16 E s q u iz o f re n ia

C G 4 3 3 5 T M L H E A u t is m o

C G 4 5 0 0 A C S L6 A lz h e im e r

C G 4 7 5 7 N L G N 1 , N L G N 3 , N L G N 4 X S ín d r o m e  d e  A s p e rg e r ,  D e p re s s ã o  e E s q u iz o f re n ia

C G 4 8 2 2 A B C G 1 T r a n s to r n o  a l im e n t a r  n o  T H B

C G 4 8 4 7 CTSH T H B

C G 5 7 2 4 U G T 1 A 9 T D A H

C G 5 9 6 6 P N LIP R a iva

C G 6 0 8 4 A K R 1 D 1 T H B

C G 6 2 7 7 LIPC E s q u iz o f re n ia  e  A lz h e im e r

C G 6 4 8 4 S L C 2 A 1 2 , S L C 2 A 1 3 In s ô n ia ,  E s q u iz o f re n ia

C G 7 9 9 7 N A G A E s q u iz o f re n ia

C G 8 3 4 3 M R C 1 C o m p o r t a m e n t o  a g re s s iv o  e m  c r ia n ç a s

C G 9 3 9 9 M P C 2 E s q u iz o f re n ia

C G 9 7 0 1 G B A 3 T O C  e S ín d r o m e  d e  T o u r e t te

C G 9 7 6 9 EIF3F D e p re s s ã o
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C p 1 CTSH T H B

C y p 3 1 3 a 1 C Y P 2 6 B 1 E s q u iz o f re n ia

D IP 1 S T A U 1 R a iva

D o p 2 R D R D 2 E s q u iz o f re n ia

E f1 a lp h a 4 8 D E E F 1A 2 R e ta r d o  M e n t a l ,  e n c e fa lo p a t ia  e p i lé t ic a

E s t-6 N L G N 1 , N L G N 3 , N L G N 4 X S ín d r o m e  d e  A s p e rg e r ,  D e p re s s ã o  e  E s q u iz o f re n ia

E s t-Q N L G N 1 , N L G N 3 , N L G N 4 X S ín d r o m e  d e  A s p e rg e r ,  D e p re s s ã o  e E s q u iz o f re n ia

Fas1 P O S TN T O C  e S ín d r o m e  d e  T o u r e t te

G b s -7 0 E P P P 1 R 3 B A lz h e im e r

H s p 6 0 H S P D 1 E s q u iz o f re n ia

IA -2 P T P R N 2 T H B , e s q u iz o f re n ia

Id g f5 C H I3 L 1 E s q u iz o f re n ia

J h e d u p N L G N 1 , N L G N 3 , N L G N 4 X S ín d r o m e  d e  A s p e rg e r ,  D e p re s s ã o  e  E s q u iz o f re n ia

J h e h 1 E P H X 2 E s q u iz o f re n ia

Lk6 M K N K 1 E s q u iz o f re n ia

m b l M B N L 2 r is c o  p a ra  a lc o o l is m o

m R p L 3 3 M R P L 3 3 E s q u iz o f re n ia

M s p 3 0 0 SY N E 1 T H B

n A C h R a lp h a 7 C H R N A 3 E s q u iz o f re n ia ,  D e p e n d ê n c ia  d e  N ic o t in a

n in a C M Y O 1 0 ,  M Y O 1 5 A E s q u iz o f re n ia ,  D e p re s s ã o

N m d m c M T H F D 1 L A lz h e im e r

N p c 2 a N P C 2 D o e n ç a  d e  N ie m a n n - p ic k

N p c 2 h N P C 3 D o e n ç a  d e  N ie m a n n - p ic k

R ac1 R N D 1 T H B

R fa b g A P O B T H B , T .C o m p u ls ã o  a l im e n t a r

R h e b R R AS2 A lz h e im e r

R p L 1 0 R P L10 A u t is m o

R p L 1 8 R P L18 T H B

R p S 2 9 R P S 29 TE P T

t o b i M G A M A n o re x ia

T p n C 2 5 D C A L M L 4 D e p re s s ã o

t r p TR P C 4 T O C  e S ín d r o m e  d e  T o u r e t te

T s p 2 9 F b T S P A N 1 8 E s q u iz o f re n ia

U g t3 5 b U G T 1 A 9 T D A H

U g t3 6 B c U G T 1 A 1 0 T D A H

U g t8 6 D d U G T 1 A 1 1 T D A H

Y p 1 LIPC E s q u iz o f re n ia  e  A lz h e im e r

TDAH -  transtorno de déficit de atenção e hiperatividade; THB -  Transtorno de Humor 

Bipolar; TEPT -  Transtorno de Estresse Pós-traumático; TOC -  Transtorno Obsessivo 

Compulsivo
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5. Discussão

5.1. RNA-seq e genes diferencialmente expressos

A realização de estudos de transcriptoma utilizando a 

metodologia de RNA-seq com sequenciamento de nova geração permite a 

análise dos elementos funcionais do genoma em ação durante processos de 

desenvolvimento, fisiológicos ou durante intervenções várias. Isso leva a um 

novo patamar na compreensão da dinâmica da expressão gênica e uma 

visão global de seu comportamento em diversas situações ou condições de 

interesse.

Nesse estudo o sequenciamento de nova geração foi a 

metodologia escolhida para observar as mudanças de expressão gênica 

ocorridas durante um tratamento crônico de 21 dias com citalopram, um 

antidepressivo representante da classe dos ISRS. Através de experimentos 

anteriormente publicados, já era conhecido que esses medicamentos teriam 

outras ações além do simples aumento da disponibilidade de serotonina e 

outros neurotransmissores nas vias neuronais de interesse para o tratamento 

dos transtornos de humor e ansiedade. Mas até o momento não havia 

disponível a descrição de uma visão ampla de sua ação na transcrição 

gênica geral, de quais vias metabólicas e processos orgânicos são afetados 

por essas drogas e de como são relacionados. Também não era conhecida a 

influência da dose da medicação sobre a transcrição desses genes.

A mosca de fruta, Drosophila melanogaster, foi escolhida como 

modelo pela facilidade de manipulação e manutenção, genoma conhecido e 

simples mas com semelhança significativa com o genoma humano. Muitos 

dos elementos do genoma da mosca de fruta são bem conservados no 

genoma humano permitindo a geração de hipóteses por comparação das 

vias metabólicas.
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5.2. Proteínas ribossomais

A análise in silico dos genes diferencialmente transcritos, nas vias 

metabólicas em que participam, mostra um aumento de genes codificadores 

de proteínas ribossomais. Essas proteínas são componentes dos 

ribossomos, o complexo de ribonucleoproteínas responsável pela síntese de 

polipeptídeos. Nas células eucariotas são encontradas 79 diferentes 

proteínas ribossomais que tem poucos resíduos de aminoácidos comuns 

entre elas (DE LA CRUZ; KARBSTEIN; WOOLFORD, 2015) . As proteínas 

ribossomais são altamente conservadas entre os seres vivos sendo que 34 

delas estão presentes em todos os domínios de seres vivos 

(KOROBEINIKOVA; GARBER; GONGADZE, 2012).

Nos neurônios, o crescimento e manutenção dos dendritos, 

essencial para a plasticidade sináptica, exige intensa síntese de proteínas e 

o recrutamento de ribossomos. Problemas na formação dos ribossomos 

levam a redução da conectividade neuronal, um dos elementos dos 

processos neurodegenerativos (SLOMNICKI et al., 2016). De fato um estudo 

avaliando função dos ribossomos no cérebro de pacientes portadores de 

transtorno cognitivo leve e Doença de Alzheimer mostrou que a disfunção 

dos ribossomos, com impacto sobre a síntese proteica, é um evento precoce 

nessas condições (DING, 2005).

A formação de conexões sinápticas aberrantes também é um 

fenômeno presente no autismo. Mutações na proteína RPL10, uma proteína 

altamente conservada nos animais, foi associada a alguns casos de autismo 

juntamente com mutações da neuroliginas (NLG3 e NLG4), o que resulta em 

redução da ramificação dendrítica dos neurônios piramidais do córtex de 

autistas (KLAUCK et al., 2006).

Utilizando camundongos com sintomas de ansiedade e 

depressão induzidos por estresse crônico observou-se redução da expressão 

de proteínas ribossomais no hipocampo. Entre os genes com redução de 

expressão naquele estudo estão a rpl7 e rpl39 que tiveram aumento de 

expressão com o uso de citalopram, além de rpl36a, rps27a e rp4x (SMAGIN
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et al., 2016). Em células olfatórias de pacientes com esquizofrenia também 

foi observada redução da síntese de rpl27a e rpl32 (ENGLISH et al., 2015).

Além de sua função na constituição dos ribossomos, as 

proteínas ribossomais tem outras chamadas de funções extra-ribossomais 

(ZHOU et al., 2015). As proteínas ribossomais podem ter função importante 

na auto-avaliação da célula. Defeitos na formação dos ribossomos podem 

atrasar o ciclo celular ou iniciar apoptose (WARNER; MCINTOSH, 2009).

Outra função extra-ribossomal já descrita para as proteínas 

ribossomais é o reparo de DNA. A proteína S3, que teve aumento de 

expressão neste estudo, demonstrou ser capaz de reparar danos induzidos 

pelo estresse oxidativo, radiação ionizante e mitomicina no DNA de moscas 

de fruta (KELLEY et al., 2001; YACOUB et al., 1996). Em humanos também 

já foram encontradas evidências de que ela possa ter a mesma função por 

interagir com enzimas que fazem reparo de dano por estresse oxidativo por 

excisão de bases (HEGDE; WANG; DEUTSCH, 2004). Em modelo murino 

para Doença de Parkinson, a proteína S3 protegeu neurônios 

dopaminérgicos de danos por espécies reativas de oxigênio (AHN et al., 

2013).

5.3. Vias de sinalização

Várias vias de sinalização importantes para o controle do 

desenvolvimento, sistema imune e resposta ao estresse tiveram genes com 

nível de transcrição modificado pelo tratamento com citalopram.

Uma das vias com maior número de representantes com 

expressão modificada pelo tratamento com citalopram foi a via de sinalização 

Toll-Imd. A via Toll é essencial para a resposta imune inata de insetos e está 

evolutivamente muito bem conservada entre os vertebrados com uma grande 

variedade de receptores tipo-Toll (TLR). Além de sua função na defesa 

contra hospedeiros essa via está envolvida no desenvolvimento embrionário 

e pós-embrionário determinando o padrão dorso-ventral (LEULIER; 

LEMAITRE, 2008). Os TLR são também expressos no cérebro e regulam
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processos ligados a plasticidade e desenvolvimento dos neurônios (OKUN; 

GRIFFIOEN; MATTSON, 2011).

Diversas evidências tem apontado a importância da via Toll em 

processos neurodegenerativos. A drosomicina, peptídeo antimicrobiano 

codificado pelo gene Drs (que com expressão reduzida em nosso 

experimento) está aumentada em modelo de doença neurodegenerativa 

semelhante à Doença de Huntigton, Esclerose lateral amiotrófica e Demência 

Fronto-temporal. Nesse modelo o processo de autofagia parece funcionar 

como um regulador negativo dessa resposta inflamatória mediada por Toll 

reduzindo a sua toxicidade (SAMARAWEERA et al., 2013).

Em depressão é reconhecido a ocorrência de um processo 

inflamatório mediado por TRL e desencadeado por estresse (CHENG et al., 

2016). Em pacientes deprimidos os níveis de TLR4 em células 

mononucleares está aumentado e sua redução ocorre após tratamento com 

os ISRS fluoxetina e citalopram (CHENG et al., 2016; HUNG et al., 2016). O 

TNFAIP3, um regulador negativo da via Toll é um potencial marcador de 

resposta ao tratamento (HUNG et al., 2017). A fluoxetina e o citalopram já 

mostraram efeitos anti-inflamatórios mesmo em modelo de Artrite reumatoide 

reduzindo a atividade de TLR4 e os níveis de citocinas (SACRE et al., 2010).

A via de sinalização MAPK, também afetada pelo tratamento com 

citalopram, é uma das mais conservadas nos eucariotos. Em todos os 

microorganismos multicelulares a organização básica da via MAPK é 

constante (SHILO, 2014). Essa via participa de processos ligados a mitose, 

metabolismo, motilidade, apoptose e diferenciação celular respondendo a 

citocinas, hormônios, neurotransmissores, fatores de crescimento e outros 

estímulos como estresse celular (CARGNELLO; ROUX, 2011; WIDMANN et 

al., 1999).

Um dos mais interessantes papeis da via MAPK é nos processos 

de consolidação da memória, tanto em vertebrados quanto em invertebrados. 

Os componentes dessa via são altamente expressos em regiões 

relacionadas à formação e consolidação da memória. Sua importância 

estaria na sua capacidade de integrar sinais e amplificar a resposta através 

de sua cascata molecular ativando a expressão gênica necessária para
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plasticidade sináptica e formação da memória de longa duração (IMPEY; 

OBRIETAN; STORM, 1999).

Um exemplo desse seu envolvimento é a formação da memória 

olfatória em drosófila. A proteína 14-3-3zeta, codificada pelo gene leo, 

participa da via de sinalização MAPK e Hippo, e é altamente expressa no 

Corpo de Cogumelo de D.melanogaster, região responsável pelo 

aprendizado e memória. A mutação com redução de expressão deste gene 

reduz significativamente a formação de memória olfativa (SKOULAKIS; 

DAVIS, 1996).

O gene pros ou prospero, com redução da expressão pelo 

citalopram, também é um componente da via MAPK. Ele é um fator de 

transcrição envolvido na diferenciação celular no sistema nervoso de 

D.melanogaster. É expresso em subgrupos de neuroblastos, precursores de 

neurônios sensoriais e da glia (DOE et al., 1991). A proteína Prospero 

interfere no destino das células tronco: na sua presença são ativados genes 

de diferenciação terminal para neuroblastos enquanto que na sua ausência 

elas apresentam marcadores de auto-renovação, se proliferam e não se 

diferenciam (CHOKSI et al., 2006).

A via Wnt também está relacionada a processos ligados a 

neuroplasticidade, desenvolvimento e diferenciação celular. Durante o 

desenvolvimento embrionário atua na determinação do destino celular, 

polaridade e migração celular. Especificamente no sistema nervoso regula a 

conectividade neuronal pelo remodelamento de axônios e dendritos, e a 

formação de sinapses. No adulto ela mantém sua atuação em mecanismos 

ligados ao desenvolvimento de circuitos neuronais e plasticidade (CIANI; 

SALINAS, 2005). Foi demonstrado, pelo estudo da junção neuromuscular em 

drosófilas, que a atividade de Wnt ocorre tanto na porção pré quanto pós- 

sináptica em resposta a atividade neural (ATAMAN et al., 2008).

O mecanismo pela qual a via Wnt atua nesse cenário está 

relacionado a sua capacidade de modular a dinâmica dos microtúbulos e 

adesão celular através das cateninas (PACKARD; MATHEW; BUDNIK, 

2003). As beta-cateninas, como a proteína Armadillo codificada pelo gene 

arm, formam no núcleo um fator de transcrição que ativa genes ligados a 

organização do citoesqueleto dos neurônios (LOUREIRO; PEIFER, 1998).
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Na ausência da sinalização Wnt, armadillo é fosforilada pela proteína GSK3p 

e não exerce sua função (CIANI; SALINAS, 2005; PACKARD; MATHEW; 

BUDNIK, 2003). Outro fator capaz de reduzir a ação da via Wnt e impactar a 

plasticidade sináptica e a memória é o peptídeo p-amilóide, relacionado à 

Doença de Alzheimer. Esse peptídeo ativa a Dkk1 que antagoniza a via Wnt 

levado a perda de sinapses. A ativação de Wnt foi capaz de reverter, em 

camundongos, esse efeito e restaurar os mecanismos de plasticidade 

(MARZO et al., 2016; PURRO; GALLI; SALINAS, 2014).

Na via de sinalização mTor observamos redução significativa da 

transcrição do gene Rheb que codifica uma proteína ligante de GTP. A Rheb 

é um ativador dessa via de sinalização.

A via de sinalização mTor tem uma atuação complexa no 

metabolismo e homeostase dos organismos vivos. Ela funciona como um 

integrador de diversos estímulos ambientais e extra-celulares (da 

disponibilidade de nutrientes a fatores de crescimento celular), e de várias 

funções vitais, como síntese proteica, autofagia, metabolismo energético, 

transcrição e síntese de lipídeos (LIPTON; SAHIN, 2014; TAKEI; NAWA, 

2014).

No desenvolvimento neural a ativação de mTor por Rheb leva a 

formação e prolongamento axonal (LI; WERNER; PÜSCHEL, 2008). Sua 

capacidade de induzir a sinaptogênese no córtex pré-frontal está relacionada 

à rápida resposta antidepressiva da quetamina que produz ativação da mTor 

pelo aumento de Rheb (DWYER; DUMAN, 2013; HARRAZ et al., 2016).

Apesar desse efeito sobre a formação de sinapses, sua inibição 

pode ser benéfica e fazer da mTor uma possível alvo terapêutico na Doença 

de Alzheimer e lesões medulares. Em diversos modelos animais a inibição 

de mTor produziu aumento de sobrevida e já foi demonstrado que ela é uma 

das formas de indução de toxicidade pelo peptídeo pA na demência de 

Alzheimer (CACCAMO et al., 2011).

Nas lesões medulares astrócitos tendem a assumir uma forma 

reativa, migrar para o local da lesão e conduzir a formação de uma cicatriz 

glial que tem efeito negativo sobre a regeneração axonal. Essa ativação de 

astrócitos é induzida pela ativação de mTor com aumento de Rheb. Por 

tanto, sua inibição pode ter um efeito terapêutico limitando a reatividade e
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criando um ambiente mais favorável para a recuperação axonal 

(CODELUPPI et al., 2009).

Aparecendo como elemento de várias vias de sinalização, a Rac1 

tem um curioso papel no desenvolvimento neuronal e na resposta ao 

estresse. Em drosófilas foi demonstrado que a proteínas Rac1 e Rac2 

controlam moléculas ligadas à organização do citoesqueleto (HAKEDA- 

SUZUKI et al., 2002) e atuam no crescimento axonal em neurônios do Corpo 

de cogumelo (NG et al., 2002). Em roedores submetidos a estresse crônico e 

pacientes deprimidos ocorre redução de expressão e se relaciona aos 

sintomas depressivos, isolamento social e modificações sinápticas induzidas 

pelo estresse. O aumento da expressão de Rac1 no Núcleo Accumbens de 

camundongos reverteu os sintomas depressivos e as modificações 

histológicas (GOLDEN et al., 2013).

Entretanto foi demonstrado na mosca de fruta que o aumento de 

expressão de Rac1 acelera a perda de memória relacionada a 

condicionamento aversivo olfativo. O mecanismo de esquecimento das 

memórias mediado por Rac1 parece ser ativo e independente dos 

mecanismos de formação das memórias (SHUAI et al., 2010).

O processo de esquecimento pode ser interessante em alguns 

transtornos mentais como a depressão e os transtornos ligados ao trauma, 

diferente do que ocorre em doenças neurodegenerativas como as 

demências. O esquecimento de memórias que evocam culpa, vergonha, 

medo e raiva podem ser úteis na regulação afetiva (ANDERSON; 

HANSLMAYR, 2014). Alguns autores propõem estratégias de treinamento 

cognitivo para o esquecimento de palavras negativas como forma de manejo 

dos pensamentos negativos automáticos (JOORMANN et al., 2005, 2009).

No transtorno de estresse pós-traumático, ao contrário do que 

ocorre na maioria das pessoas, as memórias do trauma não se tornam 

menos intrusivos com o tempo em uma falha do controle inibitório das 

memórias aversivas, uma dificuldade de esquecer (CATARINO et al., 2015; 

COTTENCIN et al., 2006).
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5.4. Precursores de miRNA

O envolvimento de miRNAs na depressão e como participantes da 

resposta aos antidepressivos tem sido reconhecida nos últimos anos. Sua 

capacidade de regular diversos alvos em redes metabólicas diferentes 

tornam os miRNAs importantes alvos de estudo e com possibilidade 

terapêutica . Eles tem papel em processos cerebrais como aprendizado, 

memória e sua disfunção está relacionada a doenças neurológicas e 

psiquiátricas (WANG; KWON; TSAI, 2012).

Um dos precursores de miRNAs com aumento de expressão, o pré- 

mir-14, tem importante envolvimento na regulação do metabolismo e da 

sobrevivência em D.melanogaster (BOEHM; SLACK, 2006). Esse miRNA, 

através da sua atuação no gene alvo sugarbabe, regula a secreção insulina 

pela células neuro-secretoras de insulina no cérebro (VARGHESE; LIM; 

COHEN, 2010). Ele também está envolvido no metabolismo de triacilglicerol 

e diacilglicerol, reduzindo seus níveis (XU et al., 2003).

Além da sua atuação no metabolismo energético, o mir-14 parece 

funcionar como um agente anti-apoptótico (KUMARSWAMY; CHANDNA, 

2010). As larvas de drosófilas que não expressam esse miRNA são mais 

sensíveis a stress salino, um ativador da via MAPK. Nos indivíduos adultos o 

mir-14 inibe a síntese da proteína Drice, um importante efetor de morte 

celular (XU et al., 2003). A ação de mir-14 nos processos de morte celular 

parecer ser específica e distingue situações de stress e aquelas em que a 

apoptose é parte do processo de desenvolvimento. Através da regulação de 

ip3k2 o mir-14 atua na autofagia durante a apoptose da glândula salivar 

necessária ao desenvolvimento normal (NELSON; AMBROS; BAEHRECKE, 

2014).

Mir-1 é um miRNA bem conservado em várias espécies, da 

Drosophila aos mamíferos e tem envolvimento importante no 

desenvolvimento muscular cardíaco e esquelético (KWON et al., 2005). Ele 

parece ter também um efeito pró-apoptótico na medida em que o aumento de 

sua expressão levou a maior sensibilidade ao stress oxidativo, danos 

celulares causados por privação de oxigênio e glicose , e induzido por oxido
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nítrico (CHANG et al., 2016; LEE et al., 2015; XU et al., 2007). Estudos 

também demonstraram que o mir-1 é um regulador do BDNF e, estando 

aumentado na lesão de nervo periférico, provoca redução desse fator de 

crescimento neuronal (VARENDI et al., 2014; YI et al., 2016) .

Outro precursor de miRNA com diminuição de transcrição no 

experimento, o do mir-31a, é bem conservado também em humanos. A 

expressão de mir-31 parece estar relacionado a aumento de apoptose em 

células tumorais inclusive tornando células de tumores de próstata mais 

sensíveis a quimioterapia (BHATNAGAR et al., 2010; VALASTYAN; 

WEINBERG, 2010). Em tumores gástricos ele parece aumentar a apoptose e 

atenuar a migração celular (RUOMING et al., 2015). Sua redução é 

encontrada, junto com de outros miRNAs, durante o processo de 

crescimento e mudança estrutural da sinapse em resposta a atividade neural 

(NESLER et al., 2013). Em drosófila experimentos também demonstraram 

que a expressão de mir-31a em neurônios colinérgicos é importante para a 

formação da memória (BUSTO et al., 2015).

Nas moscas tratadas com 5mM de citalopram houve aumento 

diferencial de 5 precursores de miRNAs: mir-34, mir-124, mir-276a, mir-317. 

Em drosofilas, o mir-34 parece ser importante para a manutenção do cérebro 

durante o envelhecimento. A redução de sua expressão resulta em acelerada 

degeneração cerebral com vacuolização, acumulo de proteínas com defeito 

de enovelamento e encurtamento do tempo de vida (LIU et al., 2012). Ele 

também está envolvido na resposta ao stress atuando na plasticidade neural 

na amigdala e nas alterações comportamentais e neuroquímicas envolvidas. 

A redução da sua expressão produz uma espécie de resiliência aos efeitos 

do stress (ANDOLINA et al., 2016). Por outro lado foi demonstrado que o mir- 

34c é capaz de reduzir a ansiedade por diminuir a responsividade do CRFR1 

ao CRF interferindo na liberação de cortisol (HARAMATI et al., 2011).

Mir-124 é o miRNA mais abundante no cérebro. Tem um papel 

importante na diferenciação celular de neurônios e está envolvido em 

diversas doenças neurodegenerativas (SONNTAG; WOO; KRICHEVSKY, 

2012). A redução da expressão desse miRNA leva a aberrações da 

arborização dendrítica em cultura e da transmissão sináptica com redução 

da sobrevida em drosófilas (JIANG et al., 2016; SUN et al., 2012; WANG et
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al., 2014a). Em pacientes com Parkinson os níveis séricos de mir-124 estão 

reduzidos podendo servir como futuro marcador diagnóstico (LI et al., 2017). 

Na epilepsia seus níveis também estão reduzidos e é possível que tenha 

efeitos sobre a excitabilidade neuronal atuando como anticonvulsivante 

(WANG et al., 2016).

Em drosófilas modelo para Doença de Alzheimer, a expressão de mir- 

124 também está reduzida, juntamente com a do mir-276a (KONG; WU; 

YUAN, 2014). Este ultimo é necessário para a adequada formação da 

memória olfatória por regular receptores de dopamina (DopR) no Corpo de 

Cogumelo (LI et al., 2013). Um dos alvos do mir-276a é o gene tim. O 

aumento de tim pela não expressão de mir-276a leva a alteração do ritmo 

circadiano (CHEN; ROSBASH, 2016). A relação de alterações no sistema 

circadiano e depressão está bem estabelecida (KRONFELD-SCHOR; EINAT, 

2012). Em humanos polimorfismos do gene tim estão associados a 

depressão, fadiga e perturbação do sono (UTGE et al., 2010).

Considerando as vias metabólicas previstas como alvo da modulação 

desses miRNAs duas se destacam: a dos receptores de matriz extracelular e 

da biossíntese de O-glicano tipo mucina. Os glicanos são cadeias de 

monossacarídeos adicionados às proteínas em modificação pós traducional 

que modulam suas funções, alteram sua conformação e tem função de 

sinalização(MOREMEN; TIEMEYER; NAIRN, 2012). Eles estão envolvidos e 

são fundamentais em processos de desenvolvimento e manutenção do 

sistema nervoso, crescimento de neuritos e mielinização (KLEENE; 

SCHACHNER, 2004)l.

Os receptores de matriz extracelular atuam na superfície das células 

e, além de guiar o estabelecimento de conexões neuronais conduzindo as 

projeções axônais e dendríticas , modulam a excitabilidade dos neurônios 

interferindo na eficácia da transmissão sináptica (KAZANTSEV et al., 2012; 

KERRISK; CINGOLANI; KOLESKE, 2014).
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5.5. Genes mitocondriais

As mitocôndrias tem um papel importante não apenas na geração 

de energia para a célula na forma de ATP pela fosforilação oxidativa mas 

também em outros processos como a apoptose, metabolismo de 

aminoácidos, lipídeos e controle dos níveis de cálcio iônico (GUNTER et al., 

2000; NICHOLLS, 2002). Ela possui um genoma próprio, circular e 

compacto, que codifica polipeptídeos, RNA ribossomais e RNA 

transportadores. Nos humanos, o genoma da mitocôndria tem 16.569 pares 

de bases, com muito poucas regiões não codificadores entre os genes 

(ANDERSON et al., 1981). Em Drosophila melanogaster o genoma tem 

aproximadamente 19.577 pares de bases (LEWIS; FARR; KAGUNI, 1995).

O envolvimento de disfunções mitocondriais em doenças, 

transtornos mentais, processos inflamatórios e envelhecimento tem sido 

reconhecido ao longo dos anos (GREEN; GALLUZZI; KROEMER, 2011; LIN; 

BEAL, 2006; SHAO et al., 2008).

Variantes de genes mitocondriais já foram associadas a 

esquizofrenia, depressão e transtorno bipolar (ROLLINS et al., 2009). 

Evidências de disfunção no metabolismo energético avaliada por 

ressonância magnética reforçam a teoria de que no transtorno bipolar a 

disfunção mitocondrial é um fator importante (STORK; RENSHAW, 2005).

Neste estudo um dos genes mitocondriais com nível de 

expressão modificado pelo tratamento foi o Hsp60. As proteínas 

mitocondriais HSP60 são uma família de proteínas de choque térmico, 

chaperonas, que auxiliam a conformação tridimensional dos poliptídeos 

(KOZLOVA et al., 1997; MATTOO; GOLOUBINOFF, 2014).

As chaperonas são uma das mais conservadas famílias de 

proteínas nos seres vivos, podendo ser encontradas das plantas até os 

mamíferos (LI; SRIVASTAVA, 2004). Uma de suas funções é a resposta ao 

estresse permitindo que a células se adapte a mudanças do seu ambiente e 

sobreviva a condições desfavoráveis. Permitem que as células lidem com 

proteínas desnaturadas por estressores como o calor extremo e outras 

formas de estresse(JÀÀTTELÀ, 1999) .
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As chaperonas também estão envolvidas no processo de 

apoptose, funcionando como ponto regulador da morte celular programada. 

Algumas dessas proteínas tem funções anti-apoptóticas ou pró-apoptóticas 

(DIDELOT et al., 2006) . As proteínas da família HSP70 são anti-apoptóticas. 

Elas são capazes de inibir a ativação de caspases e impedir a depleção de 

ATP restaurando sua síntese na mitocôndria (JÀÀTTELÀ, 1999). Elas são 

capazes também de reduzir a ação de outros agentes tóxicos relacionados a 

doenças degenerativas. Em D. melanogaster modelo para Parkinson, a 

expressão de Hsp70 impediu a degeneração dos neurônios dopaminérgicos 

provocada pela alfa-sinucleína (AULUCK et al., 2002). Na Doença de 

Alzheimer a Hsp70 também ofereceu proteção contra os efeitos tóxicos do 

beta-amilóide (MAGRANÉ et al., 2004).

A Hsp60 tem uma função mais complexa que a Hsp70 nas vias 

relacionadas a apoptose. Ela pode ter tanto um papel pró-apoptótico quanto 

anti-apoptótico dependendo do compartimento celular onde se encontra 

(ARYA; MALLIK; LAKHOTIA, 2007). Na mitocôndria, a Hsp60 é capaz de 

provocar a maturação da procaspase 3, um importante efetor da cascata de 

apoptose (CHANDRA; CHOY; TANG, 2007). No citosol a Hsp60 pode se 

ligar a Bax, uma proteína efetora da apoptose, e ter ação anti-apoptose 

(GUPTA; KNOWLTON, 2005).

Deficiência ou mutações na Hsp60 podem ser incompatíveis com 

a vida. No sistema nervoso central de mamíferos, por exemplo, a Hsp60, em 

conjunto com a Hsp10, tem importante papel no processo de mielinização, 

no funcionamento dos neurônios e da glia. Mutações nessas proteínas estão 

relacionadas com neurodegeneração (BROSS; MAGNONI; BIE, 2012) .

A ação da Hsp60 como protetora contra estresse no sistema 

nervoso pode ser importante em doenças neurológicas em que a excito- 

toxicidade está presente, como na epilepsia. Tanto em humanos quanto em 

modelos murinos para epilepsia, os níveis de Hsp60 no plasma estão 

aumentados após uma crise convulsiva em resposta ao estresse gerado 

pelas crises convulsivas (GAMMAZZA et al., 2015).

O gene Nmdmc, também com aumento de transcrição nesse 

estudo, codifica a enzima mitocondrial metilenotetrahidrofolato 

desidrogenase ciclohidrolase NAD-dependente, parte da via do folato para
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geração de glicina e unidades metil para a síntese de purinas. Ela está 

envolvida em processos de resposta ao estresse e ligados ao 

envelhecimento. O aumento de expressão do gene Nmdmc em drosófilas 

resulta em menor produção de espécies reativas de oxigênio e aumento do 

tempo de vida (YU et al., 2015). O tratamento com lítio, também em moscas 

de fruta, resulta em aumento da expressão do Nmdmc com efeitos 

neuroprotetores prevenindo a apoptose dos neurônios (KASUYA; KAAS; 

KITAMOTO, 2009).

5.6. Visão sistêmica da ação do citalopram

O desafio da Biologia de Sistemas é a análise do todo e das 

partes de um sistema orgânico dinâmico (KITANO, 2002). Sua abordagem é, 

por natureza, integrativa e busca dar sentido biológico ao conjunto dos dados 

descobertos, relacionando-os com aqueles já conhecidos, catalogados e 

armazenados em bases de dados oriundos de outras metodologias. Os 

dados produzidos pelos campos da genômica, transcriptômica, epigenômica, 

proteômica e mirnômica, por exemplo, são reunidos e integrados utilizando 

estratégias computacionais (WESTERHOFF; PALSSON, 2004).

Problemas em saúde são complexos. Envolvem não somente 

fatores intrínsecos aos organismos vivos mas também fatores ambientais. 

Existem obviamente mecanismos biológicos responsáveis por integrar esses 

fatores de forma a permitir aos organismos sobreviver e se adaptar aos seus 

ambientes. Disfunções podem ocorrer em qualquer desses níveis e afetar os 

demais.

O genoma não é o determinante final do destino dos organismos. 

A epigenética auxilia o material gênico a produzir a melhor resposta ao 

desafio que o ser vivo enfrenta durante sua vida. Essas ferramentas fazem 

da genética um processo dinâmico e em evolução dentro de cada célula. 

Fatores estressores, químicos, nutrientes, fármacos, toxinas, interação com 

outros organismos, radiação, alterações do comportamento e ambiente. 

Tudo isso é visto como uma informação que deve ser processada pelo
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sistema orgânico, que altera sua organização e desencadeia uma resposta e 

adaptação (JAENISCH; BIRD, 2003).

A depressão, assim como outros transtornos mentais, é 

considerada uma condição complexa. A herdabilidade na depressão maior é 

de aproximadamente 40% (KENDLER et al., 2006), o que implica na 

existência de uma interação gene/ambiente importante (KRISHNAN; 

NESTLER, 2010). Assim, é válido pensar que, se os antidepressivos são 

capazes de trazer melhora aos pacientes com depressão, sua ação também 

deva ser sistêmica e multifatorial.

De fato as evidências demonstram a décadas que a ação dessas 

medicações é mais ampla que apenas alterar níveis de neurotransmissores 

em vias ligadas ao humor, conforme a hipótese das monoaminas . Tanto em 

modelos animais quanto em seres humanos existem evidências de ação dos 

antidepressivos em fatores neurotróficos, genes ligados a resposta ao 

estresse e inflamação, bem como sua alteração pela depressão.

Neste estudo o citalopram foi administrado a uma linhagem 

selvagem de Drosophila melanogaster com o objetivo de avaliar suas ações 

sobre a expressão gênica normal de forma a obter uma panorama amplo se 

sua ação.

Avaliando os genes diferencialmente transcritos, a modificação de 

seus níveis de transcrição em relação ao controle, as vias a que pertencem, 

os precursores de miRNAs e as vias que podem regular, podemos desenhar 

um quadro geral de ações do citalopram.

Foram moduladas vias importantes para os processos 

inflamatórios como a via Toll-IMD, diversas vias relacionadas a proliferação 

de axônios, plasticidade sináptica, resposta ao estresse (MAPK, mTor, e 

Wnt) e ciclo circadiano. O mesmo pode ser observado com o padrão de 

modificação de precursores de miRNAs com a redução de miRNAs pró- 

apoptóticos (mir-1 e mir-31) e aumento dos anti-apoptóticos (mir-14) e 

daqueles relacionados com resposta ao estresse e arborização dentrítica 

(mir-34 e mir-124).

O padrão de resposta ao citalopram observado neste estudo 

antagoniza os mecanismos relacionados à neurobiologia da depressão pela 

visão atual. Segundo esse modelo, estão em interação fatores inflamatórios,
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estresse oxidativo com importante envolvimento mitocondrial e dano ao DNA, 

levando a um processo de apoptose de neurônios e micróglia em áreas 

cerebrais relacionadas ao humor e memória. O processo inflamatório pode 

ter origem no estresse psicológico, em condições como obesidade, diabetes 

e até mesmo resultado da interação com a microbiota intestinal 

(ANDERSON, 2017; DE MELO et al., 2017; TONG et al., 2017).

O citalopram demonstra produzir efeitos semelhantes aos já 

descritos para a fluoxetina, outro ISRS. A fluoxetina, um dos antidepressivos 

mais utilizados, demonstra ter também ações anti-inflamatórias, anti- 

oxidantes e modulador da cascata de apoptose (CAIAFFO et al., 2016). 

Estudo de transcrição gênica em camundongo com outra substância 

antidepressiva, a quetamina, mostrou modificações agudas em genes da via 

MAPK, IL-6 e sinalização ligada à insulina (FICEK et al., 2016).

A ação anti-inflamatória dos ISRS é independente do estado 

depressivo. O citalopram foi capaz de reduzir, nas doses utilizadas para 

tratamento de depressão, a expressão de receptores CD4, CCR5 e CXCR4 

em macrófagos ex vivo, o que pode indicar sua utilidade como coadjuvante 

no tratamento da infecção pelo vírus da imunodeficiência humana 

(GREESON et al., 2016). Também reduziu os níveis de TNF-alfa em 

camundongos após administração de lipopolissacárides bacterianos (DONG 

et al., 2016).

O escitalopram, o s-enantiômero presente na mistura racêmica de 

citalopram, demostrou normalizar marcadores de estresse oxidativo 

melhorando a função endotelial de camundongos (MATCHKOV et al., 2015). 

Ele também reduziu vias pró-apoptose em células do miocárdio de ratos 

após lesão isquêmica (WANG et al., 2014b).

Mesmo em cultura de células os antidepressivos foram capazes 

de manter células neuroprogenitoras e melhorar a eficácia da diferenciação 

de células tronco mesenquimais em precursores neurais (BORKOWSKA et 

al., 2015; SOUSA-FERREIRA et al., 2014)
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6. Conclusão

O uso do sequenciamento de nova geração de RNA (RNA-seq) 

para estudo do transcriptoma de cabeça de Drosophila melanogaster tratada 

cronicamente com citalopram permitiu demonstrar modificações da 

expressão gênica que indicam uma ação anti-inflamatória, anti-apoptótica, 

estimuladora dos mecanismos de plasticidade sináptica e de resposta ao 

estresse mesmo em um modelo selvagem. Esses dados concordam com a 

ação demonstrada pelos antidepressivos na literatura, em sua maior parte 

gerada a partir de pacientes portadores de transtornos de humor ou de 

modelos animais de estresse e depressão. Demonstramos que diferenças de 

dose não resultaram em significativa mudança no padrão de transcrição dos 

genes.

Foi possível também avaliar a relação entre os genes 

diferencialmente transcritos, precursores de miRNAs e vias metabólicas em 

que participam. Demonstra que o RNA-seq é metodologia interessante para 

investigação de condições complexas quando a visão sistêmica é importante.
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