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Resumo

Os inibidores seletivos de recaptacéo de serotonina (ISRS) s&o os
psicofarmacos mais utilizados para o tratamento de transtornos do humor e
ansiedade. Evidéncias indicam que eles possuem diversos efeitos biolégicos
além da agdo sobre a serotonina. Utilizando sequenciamento de nova
geracdo de RNA (RNA-seq), foram investigados os efeitos de diferentes
doses de citalopram sobre expressao génica em Drosophila melanogaster.
Foram avaliados por analise in silico os genes diferencialmente expressos,
as provaveis vias metabodlicas nas quais participam, as redes de interagado
entre eles e os MIRNAs com seus alvos preditos. Foram observadas
alteracdes de genes de vias importantes relacionadas a processos
inflamatérios, apoptose, autofagia, neurodesenvolvimento e
neurodegeneracado. Desta forma, o efeito do citalopram, tem um perfil anti-
inflamatério, anti-apoptético, contribuindo para mecanismos ligados a
reducdo da neurodegeneracdo, diferenciacdo e manutencdo do tecido

neural.



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. Introducgao

1.1. Antidepressivos e a neurobiologia da depressao

A década 50 do século passado pode receber 0 nome de “década de
ouro” da histdria da psicofarmacologia. Neste periodo surgem os primeiros
tratamentos farmacoldgicos cientificos para os transtornos mentais e nasce a
propria 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 criagdo dos triciclicos por
Bernthsen em 1883 na Badische Anilin und Soda Fabrik, BASF, na
Alemanha. Surgem depois o0 antipsicotico clorpromazina em 1952, e o
benzodiazepinico clordiazepdxido, em 1960 (LOPEZ-MUNOZ; ALAMO,
2009).

A acdo dessas duas drogas, produzindo o aumento de
neurotransmissores pela inibicdo da MAO ou da receptagéo de serotonina e
noradrenalina, com melhora da depressao conduziu ao desenvolvimento da
hipétese monoaminérgica dos transtornos afetivos. Por décadas esse sera o
paradigma para o desenvolvimento de tratamentos farmacoldgicos dos
transtornos mentais, ndo sé para os transtornos de humor mas também para
a ansiedade e as psicoses. De acordo com essa hipotese, a deplegdo dos
neurotransmissores serotonina, noradrenalina e dopamina na fenda sinaptica
explicaria a maior parte dos sintomas da depresséo. (SCHILDKRAUT, 1965).

Seguindo essa hipotese, na década de 1980 surge uma nova classe
de medicamentos antidepressivos, os inibidores seletivos da receptagéo de
serotonina (ISRS) que rapidamente se tornam os farmacos mais utilizados
para o tratamento da depressao. Atualmente seis ISRS sdo comercializados:
fluoxetina, sertralina, paroxetina, fluvoxamina, citalopram e escitalopram.
Embora apresentem algumas diferencas individuais quanto a sua capacidade
de interagir com receptores de serotonina, histamina, acetilcolina e inibir a
recaptacdo de dopamina e noradrenalina, 0 mecanismo terapéutico basico

dessa classe de medicamentos € a inibicdo da recaptagdo de serotonina com
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aumento da sua disponibilidade na sinapse (HIEMKE; HARTTER, 2000;
STAHL, 1998).

Entretanto os ISRS e outros antidepressivos, apesar de provocarem
um aumento agudo dos niveis de neurotransmissores, somente produzem
uma resposta terapéutica apos varias semanas de uso. Esse intervalo
sugere que outras modificagdes deveriam ser responsaveis pelos efeitos
comportamentais desses medicamentos (WONG; LICINIO, 2001).

Hipoteses alternativas para a etiologia da depressdo e o efeito
terapéutico das medicacdes foram desenvolvidas nos anos seguintes para
tentar explicar esse intervalo entre o aumento agudo dos neurotransmissores
e a melhora. Uma outra hipotese, a hipdtese molecular, propde que os
efeitos dos antidepressivos se deveriam a modificacbes em sistemas de
sinalizagao intracelular, ativados pelos neurotransmissores, que alterariam a
expressdo de genes ligados a plasticidade neural e resiliéncia celular
(CASTREN, 2005).

O cérebro n&o é apenas um produtor de neurotransmissores e suas
variagdes nao resumem a riqueza da atividade cerebral e mental como pode
fazer pensar ideias como a hipotese monoaminérgica dos transtornos
mentais. Muito menos 0s neurbnios observados de forma isolada tem essa
capacidade mesmo quando consideramos a hipétese molecular. O
funcionamento cerebral, como compreendido hoje, € o resultado da atividade
de uma intrincada rede de células, ndo apenas neurdnios, que interagem e
se comunicam para dar origem ao comportamento. Da “doutrina do
neurénio”, formulada a partir dos trabalhos iniciais de Cajal e Sherrington,
passamos “doutrina das redes celulares” das quais participam os neurénios,
astrécitos e outras células da microglia (YUSTE, 2015).

Isso se confirma a medida que reconhecemos cada vez mais a
participagdo dos astrocitos no funcionamento das redes cerebrais (SEIFERT;
SCHILLING; STEINHAUSER, 2006). Os astrocitos podem influenciar
diretamente os neurbnios. Em Drosophila melanogaster a alteracdo da
expressdo de canais de calcio dos astrécitos influenciou o funcionamento
dos neurdnios com mudangas comportamentais (YATES, 2016). Eles podem
também liberar neurotransmissores influenciando a transmiss&o sinaptica

neural, o ciclo circadiano e a barreira hematoencefalica (ABBOTT,;
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RONNBACK; HANSSON, 2006; HAMILTON; ATTWELL, 2010; WHALLEY,
2017). Os astrécitos sdo também alvo dos antidepressivos, que alteram
suas vias de sinalizacdo, e estdo envolvidos tanto na neurobiologia dos
transtornos do humor quanto na resposta ao tratamento (CZEH; DI
BENEDETTO, 2013; SANACORA; BANASR, 2013).

Nesse outro paradigma, nossa visdo 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 sinaptica e manutencado das redes
neurais, com a resposta aos antidepressivos (BJORKHOLM; MONTEGGIA,
2016; SANTARELLI, 2003).

O Fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), uma das mais
importantes neurotrofinas, tem sido relacionada tanto com o desenvolvimento
como com a melhora da depressdo (GROVES, 2007). Em modelos animais o
estresse de varios tipos provoca alteragbes nos niveis de neurotrofinas, em
especial de BDNF. Em camundongos foi demonstrado que estresse por
isolamento provocou reducado de BDNF, fator de crescimento de nervos
(NGF) e neurotrofina-3, com repercusséo sobre o aprendizado (UEYAMA et
al., 1997). Em ratos a privagdo de cuidados maternos ao nascimento
produziu reducdo de BDNF nas crias e posteriormente, na vida adulta,
reducdo dos niveis dessa neurotrofina quando submetidos a testes de
estresse provocado (ROCERI et al., 2004). Mesmo o isolamento social
agudo produziu modificagdes na expressdo génica, com reducdo do RNA
mensageiro, do BDNF em camundongos (PIZARRO et al., 2004). A
administracdo de antidepressivos em animais mostrou que eles sao capazes
de produzir aumento em niveis de neurotrofinas (DE FOUBERT et al., 2004,
DIAS et al., 2003; KHUNDAKAR: ZETTERSTROM, 2006).

Em humanos efeitos semelhantes s&o encontrados mostrando a
reducdo de BDNF em varios transtornos mentais como depressdo e
esquizofrenia (ANGELUCCI; BRENE; MATHE, 2005). Além da reducéo do
BDNF em pacientes com depresséo (KAREGE et al., 2002), observa-se que
polimorfismos no gene desta neurotrofina (em especial o polimorfismos
val6bmet), se associam a menor volume hipocampal, para-hipocampal e da

amigdala, regides associadas a regulagcdo do humor e correspondente risco
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aumentado de depressao (MONTAG et al., 2009; OZAN et al.,, 2010). Os
niveis de BDNF s&o inclusive avaliados como marcador para resposta ao
tratamento (POLYAKOVA et al., 2015).

Além da relacdo com fatores ligados as plasticidade, como as
neurotrofinas, aumenta o corpo de evidéncias do envolvimento de outros
sistemas. Fatores inflamatérios parecem ter importante relagdo com a
depressdo, sendo demonstrada a alteragdo de fatores inflamatérios em
pacientes deprimidos e a relacdo de genes ligados a resposta imune com 0s
transtornos de humor (BUFALINO et al., 2013; DANTZER et al., 2008;
STEWART et al., 2009). A inflamag¢éo, com participagéo da microglia, teria
uma relacdo mais estreita com a depressao o que explicaria a associacao de
condi¢cdes inflamatoérias, como a obesidade, com os transtornos depressivos
(LUPPINO et al., 2010; MCNALLY; BHAGWAGAR; HANNESTAD, 2008) .

A investigacdo de outros fatores além dos niveis de
neurotransmissores, abandonando a hipdtese monoaminérgica, tem
reforcado a ideia de que a depressdo ndo € um transtorno da quimica
cerebral apenas, mas uma doen¢a de envolvimento sistémico. E os
antidepressivos portanto teriam efeitos além da neurotransmissao, inclusive
antinflamatérios (TYNAN et al., 2012).

1.2. Transcriptdbmica 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
€ formado por genes codificadores de proteinas. Essa maior parte restante,
longe de ser considerada n&o funcional ou “lixo genético”, € formada por
genes codificadores de RNA ribossomal, RNA transportador, miRNAs,
elementos genéticos mdveis e outros elementos regulatérios com grande
importancia no funcionamento celular e evolugdo (PALAZZO; LEE, 2015).

Para compreender melhor a importancia de todos os elementos do
genoma para o funcionamento celular, e dar sentido para essas informacgdes
nas mais diversas condi¢cdes de interesse na biologia € medicina, € preciso

observar a dindmica da expressdo génica. Esse € o campo de estudo da
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transcriptdbmica. Seu objetivo € estudar e catalogar o conjunto do RNA
transcrito pela célula, grupo de células ou organismos, em circunstancias
especificas ou apds intervengdes . Permite compreender o papel e a relagdo
de genes e elementos regulatérios no desenvolvimento dos organismos vivos
e das doencas, estudando a resposta a tratamentos e outros fatores externos
(BURGESS, 2015; WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).

O efeito das drogas e intervengdes utilizadas em tratamentos podem
ser investigados de forma mais abrangente com o apoio da transcriptdmica
tanto em modelos animais quanto em pacientes. Utilizando microarray
demonstrou-se que o escitalopram revertia alteracées de expressdo génica
no hipocampo de ratos produzidas por estresse (BENATTI et al., 2014). Em
seres humanos essa mesma metodologia mostrou alteragbes de expressao
dos genes MMP28 e KXD1 no plasma de pacientes tratados com nortriptilina
(HODGSON et al., 2016).

O sequenciamento de nova geracdo de RNA (RNA-seq) é uma
tecnologia jovem, ainda em desenvolvimento, que utiliza os sequenciadores
de nova geragdo para estudar o transcriptoma de forma qualitativa, as
sequencias de bases nitrogenadas que formam os transcritos, e quantitativa
mostrando também a mudanca nos niveis de transcricdo (WANG;
GERSTEIN; SNYDER, 2009). A diferenga com outras tecnologias disponiveis
até o momento, como os microarrays, € a possibilidade de sequenciamento
em grandes propor¢des de elementos desconhecidos, identificando variantes
de genes e miRNAs. Nos estudos com microarrays fica-se limitado ao estudo
dos genes incluidos na plataforma, ou seja, previamente conhecidos
(RUSSO; ZEGAR; GIORDANO, 2003).

Essa tecnologia permite estudos dindmicos e inéditos, que n&o seriam
possiveis ou vidveis com tecnologias anteriores. E possivel estudar por
exemplo a mudancga de expressdo génica produzida pela interagdo de dois
organismos vivos, como parasita e hospedeiro (WESTERMANN; GORSKI,
VOGEL, 2012). Outra utilidade é o estudo da expressdo génica de células
unicas. A extracdo do material genético com micropipetas de células unicas
possibilita o estudo de estagios evolutivos de células tumorais,

comportamento de células tronco e da diferenciagcdo celular além de

15



comparar a expressao génica entre tipos celulares diferentes que formam um
orgéo (GAWAD; KOH; QUAKE, 2016).

As metodologias de sequenciamento de nova geragdo (SNG)
oferecem formas mais rapidas, precisas e de menor custo para
sequenciamento que a primeira geracao baseada no sequenciamento
Sanger. Existem varias plataformas diferentes disponiveis que podem utilizar
pirosequenciamento, sequenciamento por ligacdo de sondas, por término
reversivel com PCR em pontes e sequenciamento com detecc¢do de prétons
(METZKER, 2010). Uma nova geracdo de sequenciadores apresenta
também a possibilidade de sequenciamento utilizando plataformas baseadas
em nanoporos (BRANTON et al., 2008). Sao diferentes tecnologias com o
mesmo objetivos de “ler” rapidamente a sequencia de bases nitrogenadas
que compdem uma grande amostra de DNA de interesse, e nao apenas
genes especificos pré-determinados.

Na medicina, 0 sequenciamento de nova geragao ja comega a permitir
estudos em medicina personalizada e de precisdo com maior facilidade que
com os métodos convencionais. Existe potencial a ser explorado tanto no
campo do diagnostico quanto na determinacéo do tratamento mais adequado
(ASHLEY, 2016). Tratamentos podem ser preferidos ou evitados com base
na informagdo genética. A sinvastatina, um dos medicamentos mais
prescritos para dislipidemias, deveria ser utilizado em doses baixas ou néo
utilizado em portadores de algumas variantes do gene SLCO71B71 (OSHIRO
et al, 2010). Outros exemplos sdo o tratamento com varfarina, um
anticoagulante, que sofre influéncia de variantes no gene VKORC1 (OWEN
et al., 2010), e com o tamoxifeno, para cancer de mama, metabolizado por
varias enzimas da familia 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 varios aspectos, surge uma nova disciplina nas
ciéncias bioldgicas: a Biologia de Sistemas. Essa abordagem volta seu olhar
nao para genes e proteinas individuais mas para a estrutura e dindmica dos
sistemas organicos em que estdo inseridos. Genes, proteinas, fatores de
transcricdo, miRNAs e estimulos externos ambientais inclusive, como toxinas

e outras moléculas, s&o vistas em suas conexdes (KITANO, 2002). Essa &
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uma abordagem que beneficia muito a investigacdo na area da saude por ser
integrada e capaz de lidar com os multiplos fatores envolvidos no processo
de saude, doenca, no conhecimento da funcdo e disfungdo de sistemas
organicos (WEST, 2012).

Uma das grandes limitagdes para o uso na pratica clinica, a medida
que o custo do sequenciamento for reduzido, sera a interpretacao,
organizagdo e traducéo das informagbées em conhecimento util (DESAI,
JERE, 2012; LOHMANN; KLEIN, 2014). Além da imensa quantidade de
informacdes geradas pelo sequenciamento é necessario identificar os genes
e as variantes comparando com o genoma de referencia, avaliar o papel
funcional de cada transcritos e sua interagdo com outros transcritos
(CAPRIOTTI et al.,, 2012) . Uma ferramenta importante nessa tarefa € a
bioinformatica (LINDBLOM; ROBINSON, 2011). A complexidade desses
dados exige a manipulacdo de grande quantidade de informacéo,
manipulagcdo de bases de dados, analises estatisticas e geracdo de imagens
em computadores, planejamento de experimentos e simulagbes (YOU,
2004). A bioinformatica deve logo se tornar um campo essencial para a
medicina (FERNALD et al., 2011).

1.3. Drosophila melanogaster como modelo animal na pesquisa em saude

A histéria da Drosophila melanogaster como modelo na pesquisa
biomédica comeca 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 0 modelo proposto
por Mendel, o que |lhe valeu o prémio Nobel de Medicina e Fisiologia em
1933 (KOHLER, 1994). Varios outros ganhadores do prémio Nobel também
trabalharam com este modelo nas pesquisas que foram responsaveis por
sua premiacao 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 0
primeiro genoma de um animal complexo a ser totalmente sequenciado

(ADAMS et al., 2000). As pesquisas comparando o genoma da Drosophila

17



melanogaster com 0 genoma humano mostram que 77% dos genes
envolvidos em doengas humanas tem homologos na mosca de fruta. Em
dominios conservados a semelhanca pode chegar a 90% (REITER et al.,
2001).

A mosca de fruta € um modelo pratico, de baixo custo de manutengéo,
podendo ser criada em pequenos frascos com meio de cultura de simples
preparo ao qual podem ser adicionadas substancias que se deseje testar.
Seu ciclo de vida é curto, durando cerca de 28 dias. Isso permite estudos
durante o desenvolvimento embrionario, a idade adulta e envelhecimento
(JENNINGS, 2011).

Seu genoma compacto e simples, com apenas quatro cromossomos,
permitiu o desenvolvimento de modelos transgénicos de doengas humanas
com genes candidatos expressos em regides especificas se necessario
(HALES et al., 2015). Para doengas neurodegenerativas, por exemplo |,
existem milhares de linhagens transgénicas disponiveis. Utilizando o sistema
de expressao Gal4/UAS, um ativador de transcricdo de leveduras, genes
humanos podem ser expressos no cérebro da drosoéfila de forma precisa
(JACKSON, 2008; JENETT et al., 2012).

Droséfilas podem ser usadas para estudar Doenca de Alzheimer
(PRURING; VOIGT; SCHULZ, 2013), invas&o por tumores metastaticos
(MILES; DYSON; WALKER, 2011), infeccbes gastrointestinais (MISTRY;
KOUNATIDIS; LIGOXYGAKIS, 2016), Doenga de Gaucher (KINGHORN et
al., 2016) e até lesdo cerebral traumatica (KATZENBERGER et al., 2013). A
mosca de fruta também € 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 nivel funcional as alteragbes de
expressdo génica induzidas pelos ISRS. Utilizando um modelo animal de
facil manutencdo e com genoma simples e bem conhecido, a mosca
Drosophila melanogaster. Este estudo realizou um ensaio de tratamento
cronico (21 dias) com citalopram, o mais seletivo dos ISRS, e o
sequenciamento de nova geracdo para obter o transcriptoma a partir de

cabecas das moscas.

Os objetivos secundarios do estudo foram:

1 - avaliar o uso da tecnologia de RNA-seq na compreensdo dos
mecanismos de acao de drogas.

2 - avaliar o uso da Drosophila melanogaster como modelo de estudo dos
mecanismos de ac¢do de drogas utilizando ferramentas de bioinformatica
para identificar genes ortélogos em humanos que s&o modulados pelo
medicamento.

3 - identificar genes ortdlogos modulados pelos ISRS relacionados a
doencas humanas, especialmente transtornos de humor.

4 - compreender as alteracbes de expressdo de miRNAs induzidas pelos
ISRS.

5 - identificar vias metabdlicas influenciadas pela agéo dos ISRS.

6 — avaliar mudancas na expressao génica 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 padréo de farinha de milho.

Para o tratamento moscas foram coletadas entre os dias 0 e 5 apés a
eclosdo. Elas foram mantidas em tubos plasticos com aproximadamente 50
moscas com meio instantaneo enriquecido (75% de mistura comercial para
preparo de puré 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 constituido por moscas tratadas com agua
(solvente do meio). Os dois outros grupo foram cultivados em meio ao qual
foi adicionado bromidrato de citalopram em uma concentragdo de 1,25mM e
5,0 mM. O meio foi trocado a cada 3 dias para manter a exposi¢ao a droga.

Foi realizado tratamento crénico por 21 dias. Apds esse periodo as
moscas foram anestesiadas colocando o tubo em gelo ou na geladeira. As
cabecas foram coletadas, no periodo da tarde, utilizando pingas e
imediatamente congeladas em tubos plasticos RNAse-free mantidos em
nitrogénio liquido. As amostras foram armazenadas a -80C até o

processamento.

3.2. Isolamento do RNA mensageiro e preparacao das
bibliotecas

As cabecas das moscas ainda congeladas foram ftrituradas em
nitrogénio liquido. A extragcdo e o isolamento de mRNA do conjunto de
cabecas foram realizadas utilizando o kit Dynabeads mRNA Direct (Life

Technologies) seguindo as orientacbes do fabricante. Uma aliquota do
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MRNA de cada biblioteca foi quantificada por fluorimetria utilizando o
fluorimetro Qubit (Thermofisher).

Trés Bibliotecas de cDNA para cada grupo amostral foram preparadas
a partir do mRNA extraido utilizando o kit lon Total RNA-seq v2 (Life
Technologies). O cDNA obtido por reacdo de transcricdo reversa foi

amplificado e ligado a barcodes conforme recomendacdes do fabricante.

3.3. Sequenciamento de Nova Geracéo

Para o sequenciamento das bibliotecas foi utilizado o chip lon PI (Life
Technologies) preparado e carregado de forma automatizada no sistema lon
Chef (Life Technologies). A corrida de sequenciamento foi realizada no
sequenciador lon Proton (Life Technologies) utilizando kit lon PI™ Hi-Q™
Sequencing 200 Kit . Todos esses procedimentos seguiram as orientagdes

do fabricante.

3.4. Analise in silico

A analise inicial dos dados brutos provenientes do sequenciamento foi
realizada no software residente do sistema do sequenciador lon 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 estatistico similar ao “teste exato de Fisher”
desenvolvido para comparacao de dois grupos onde varias caracteristica sdo
avaliadas simultaneamente mas com poucas réplicas por amostra
(ROBINSON; SMYTH, 2008) . Esses genes foram ent&o associados a vias
metabdlicas conhecidas disponiveis na Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes (KEGG) (http://www.genome.jp/kegg/). Uma analise de interacéo

entre esses genes foi realizada utilizando a ferramenta STRING verséao 10.0

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

entre eles.
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Entre os genes diferencialmente transcritos uma analise conjunta foi
realizada para aqueles genes de precursores de miRNAs. Para a predicéo
dos alvos dos mIRNAs foi utilizado o aplicativo Targetscan fly
(http:/lwww targetscan.org/fly_12/). Para a predicdo da influéncia dos
MiRNAs em vias metabdlicas da KEGG foi utilizado o software DIANA-
mirPath  v.3  (disponivel em: http://snf-515788.vm.okeanos.grnet.gr)
(VLACHOS et al., 2015) O software DIANA-MR-microT foi utilizado para a
predicdo de alvos de mIRNAs que néo 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 ortdlogos relacionados a transtornos mentais ou tragos
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 lon &

mostrada na Figura 1.

Figura 1 — Fluxo de trabalho do sequenciamento utilizando o Sistema lon

(Life Technologies).

Extracao Preparacao Preparacao Sequenciamento Analise
das do chip de
Bibliotecas Bioinformatica
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4. Resultados

4.1. Sequenciamento de Nova Geracao de RNA

O sequenciamento das nove bibliotecas de RNA mensageiro produziu
22.270.047 fragmentos distribuidos conforme a tabela 1. Do total dos
fragmentos, 70,17% foram unicos e somente esses foram alinhados com o

genoma de referéncia.

Tabela 1 — Numero de reads produzidos pelo sequenciamento por biblioteca.

Biblioteca (grupo amostral) Numero 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 unicos com o genoma de referencia de
Drosophila melanogaster identificou 31.646 transcritos e 17.490 genes.
Exons e introns representam a maior parte dos fragmentos transcritos
(Figura 2).
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Fig. 2 — Contagem de fragmentos unicos alinhados ao genoma de referencia
de Drosophila melanogaster distribuido por origem.

Contagem de fragmentos

10%

45% exons

introns

45% regiao intergénica

Utilizando o teste EDGE foram encontrados 667 genes
diferencialmente transcritos nos grupos comparados (g<0,05). Desses , 594
s&o codificadores de RNA mensageiro (mMRNA). Os demais s&o genes néo
codificadores, RNA ribossomal, transportador, microRNAs, ou genes

mitocondriais que foram analisados a parte.
4.2. Analise de mRNA

Quando comparados os dois grupos experimentais (1,25 mM e 5,0
mM) com o controle, 238 genes codificadores de proteinas tiveram mudanca
nos valores de transcricdo. A tabela 2 mostra o numero total de genes
codificadores diferencialmente transcritos nos grupos experimentais em
relacdo ao controle. S&o indicados também o0 numero de genes com
transcricdo diferencial positiva e negativa em cada grupo. Observa-se que
um maior numero de genes teve sua transcricdo aumentada do que
diminuida com o tratamento. A lista completa de genes diferencialmente

transcritos é apresentada no Anexo 1.
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Tabela 2 — Genes codificadores de proteinas diferencialmente transcritos nos

grupos experimentais

Grupos Genes Genes com | Genes com
experimental diferencialmente | transcricdo transcricao

(dose de | transcritos * aumentada* diminuida*
citalopram)

1,25 mM 361 277 84

5,0 mM 233 139 94

* em relac&o ao controle (p<0,05)

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

transcricdo aumentada e diminuida em cada tratamento em relagcdo ao

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

tratamentos de forma estatisticamente significativa.

Figura 3 — Numero de genes codificadores diferencialmente transcritos em cada

tratamento.

A Aumento de Transcricao

125 mM

5,0mM

B

1,25 mM

Reducao de Transcri¢ao

5,0 mM

O diagrama de Venn mostra o nimero de genes com transcricdo aumentada (A) e diminuida
(B) para cada tratamento com citalopram e aqueles compartilhados pelos dois grupos, ou
seja, aqueles que tiveram aumento ou reducao da transcricdo nas duas doses testadas.
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Apenas dois genes apresentaram um comportamento divergente entre
as doses: 0 gene AftC, que teve sua transcricdo diminuida de forma
significativa com o tratamento com 1,25 mM e aumentada com 5,0 mM, e o
gene CG16978, codificador de uma proteina ndo caracterizada, que teve sua
transcricdo aumentada com 1,25 mM e diminuida com 5,0 mM. As figuras 4,
5, 6 e 7 mostram o comportamento da transcricdo de alguns dos genes
codificadores nos diversos grupos experimentais. Neles podemos perceber
que o aumento de dose parece acentuar a tendéncia de queda ou elevagao

da transcricao dos genes.

Figura 4 — Genes diferencialmente transcritos entre controle e tratamento com
1,25mM de citalopram, com aumento de transcrigdo.
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Figura 5 — Genes diferencialmente transcritos entre controle e tratamento com

1,25mM de citalopram, com reducéao de transcri¢do.

3500

2500

/

2000

1500

- °\\\_;’\;

-
Controle 1,25mmM

——\rr2
==ih3

- am
i
—— (16836
- (510077
—C 1561
—as1
—ct578
—C=01P1
-2
—triih2
———C (43897
—_——)15p300
i1
=} bi-pb3E
—ir-1
—C (11368
——C (14989

Figura 6 — Genes diferencialmente transcritos entre controle e tratamento com 5,0

mM de citalopram, com aumento de transcrigdo.
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Figura 7 — Genes diferencialmente transcritos entre controle e tratamento com 5,0
mM de citalopram, com redu¢éo de transcricio.

1800

4.3. Avaliacao funcional dos genes

Utilizando a ferramenta STRING foram construidas redes de interagéo
proteina-proteina para as proteinas codificadas pelos genes diferencialmente
transcritos para cada grupo de tratamento. Foram incluidas nessas redes as
interacbes de co-expressdo, co-ocorréncia, resultados de experimentos,
fusdo génica, de alta confianca (escore de interacdo 0.9). As redes geradas
apresentam mais interagdes que o esperado para redes aleatérias com o
mesmo numero de nodos, mostrando que existe uma relagdo funcional ou de
co-expressdo entre os genes diferencialmente transcritos. Uma rede
aleatéria com 338 genes, como a rede construida a partir dos genes
diferencialmente transcritos no grupo exposto a 1,25mM de citalopram,
geraria 777 interagcbes (figura 7). No caso do experimento foram obtidas
2260 interagdes com uma média de 13,4 interagdes por nodo. No caso do
tratamento com 5,0 mM de citalopram a rede € composta por 222 nodos e
865 interacbes (média de 7,79 interagcbes por nodo) , enquanto o esperado

para a rede aleatoria seria de 294 ligacdes (figura 8).
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Figura 8 — Rede de interacdo proteina-proteina 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 interacdo proteina-proteina gerada a partir dos genes
diferencialmente transcritos no tratamento com 5,0 mM de citalopram, utilizando a
ferramenta STRING.
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A analise funcional dos genes codificadores de RNA mensageiro
diferencialmente transcritos realizada através de busca na KEGG mostrou
que a maior parte desses genes esta presente em vias ligadas ao
processamento de informac&o génica e com o metabolismo geral, tanto no
grupo tratado com 1,25 mM de citalopram quanto no grupo tratado com 5,0
mM dessa medicacdo (fig. 9 e 10). Isso se reflete nas redes de interacéo
proteina-proteina (fig. 7 e 8) com a formagdo de um concentrado de
interacbes representando as ligacbes entre as proteinas das vias de

processamento de informacéo génica.

Figura 9 — Numero de genes com aumento e com reducdo de transcricdo
distribuidos por categoria de vias metabodlicas do KEGG com o uso de 1,25mM de
citalopram.
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Figura 10 — Numero de genes com aumento e com redu¢do de transcricdo
distribuidos por categoria de vias metabdlicas da KEGG com o uso de 5,0 mM de
citalopram.
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Na KEGG a secdo “processamento de informac&o genética’
engloba as vias ligadas a transcricdo, tradugcéao, conformacéo e degradacao
de proteinas, replicacdo e reparo de DNA. A maior parte dos genes com
mudanca de transcricdo no experimento, catalogados nessa secao, séo
codificadores para proteinas ribossomais, que mostraram aumento nas duas

doses estudadas (quadro 1).

Quadro 1 — Genes codificadores de proteinas ribossomais.

Subunidade Ribossomal Proteina Ribossomal

Subunidade grande (L) RplL4, RpL6, RpL7, RplL8, RpL10,
RpL10ab, RpL11, RpL12, RpL15,
RpL17, RpL18, RpL19, RpL22, RplL24,
RpL27, RpL27a, RpL31, RpL32, RpL35,
RpL36, RpL39, RpLPO, RpLP1, RpLP2

Subunidade pequena (S) RpS3, RpS3A, RpS4, RpSba, RpSS§,
RpS11, RpS14b, RpS15A, RpS16,
RpS17, RpS19a, RpS20, RpS21,
RpS23, RpS26, RpS27, RpS29
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Na secdo “metabolismo” estdo incluidas as vias bioquimicas de
metabolismo de carboidratos, lipidios, aminoacidos, nucleotideos, cofatores e
vitaminas, degradacdo de xenobidticos e metabolismo energético e de
drogas. Essas vias foram aquelas com o0 segundo maior numero de genes
representados. Esses, em sua maioria, também tiveram sua transcricdo
aumentada.

Um menor numero de genes modulados esta catalogado em vias
classificadas pela enciclopédia sob o verbete “processamento de informagao
ambiental’, “processos celulares” e “sistemas organicos”. As vias de
processamento de informacdo ambiental incluem o transporte através de
membrana, as vias de transducio de sinal e as moléculas de sinalizacdo e
interacdo como as moléculas de adesao, interacdo 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, formagdo de
comunidades celulares (adeséo e juncdo entre células) e motilidade. Em
sistemas organicos estardo as vias ligadas a sistema imunoldgico, endocrino,
sensorial e nervoso, desenvolvimento, envelhecimento e adaptacdo ao
ambiente.

Para essas vias o0s genes diferencialmente transcritos
identificados s&o apresentados na Quadro 2. Nela também séo indicadas as

alteracbes de transcricdo encontradas.
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Quadro 2 — Genes representados nas vias de processamento de informacao
ambiental, processos celulares, sinalizacio e sistemas organicos (KEGG).

Categorias do KEGG Via Genes
Processamento de | Via de sinalizagdo Wnt arm (1), Rac1 (1),
informagéao ambiental Via de sinalizagéo FoxO Pepck (1),
Via de sinalizagdo da | pros (), 714-3-3zeta (1),
MAPK

Rac1 (1), hid (1),

Via de sinalizacao Hippo

14-3-3zeta (1), Actb7b (|),

Via de sinalizagdo do
Fosfatidil inositol

Cam ({)

Via de sinalizagdo mTor Rheb ()
Interagdo  receptor  — | AlphaTry (1), betaTry (1),
ligante neuroativo Dop2R (})
Processos celulares Fagossomos Cp1 (1), Sec61 beta (1),
VhaPPA1-1 (1), Act57B,
Rac1
Lisossomos Bace (1), Cp1(1), DNase

I (1), Npc2h (1), Sap-r
(1), VhaPPA1-1, Npc2a
(),

Peroxissomos

Acsl (1), Idh (1)

Autofagia

Bace (1), Cp1 (1),

Apoptose

Bic (1), hid (1)

Sistemas organicos

Via de sinalizagdo Toll e
Imd

SPE (1), Uev1A (1), Ank2
(1), Def (}), IM1 (), IM2
(1), CecAT (1), Drs ()

Foto-transdugao

Tro (1), Act57b (|), Arr2
({), Cam (|), ninaC (|)

Ritmo circadiano

Tim (1)

Via de sinalizacdo AGE-
RAGE

Ract1 (1)

(1) aumento da transcri¢cdo; (|) reducdo da transcrigdo

A via com maior numero de genes com transcricdo modificada em

relacido ao controle € a via de sinalizacdo Toll e Imd. Nessa via sofreram

aumento de transcricdo os genes SPE , Uev1a, CecA1 e reducéo de Def,
IM1 e IM2, Drs e Ank2 (Figura 11).
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Os genes da via de sinalizagdo MAPK, 14-3-3zeta e Rac1, tiveram

aumento de transcricdo enquanto o gene pros teve redugéo (Figura 12).

Entre 0s genes da vida de interagdo com ligantes neuro-ativos ocorreu

reducdo do DopZR, do receptor de Dopamina, e aumento de alfalry e

betaTry.

Figura 12 — Via de sinalizacdao MAPK
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4.4. Analise de precursores de miRNA

A analise dos dados detectou a sequencia de 255 precursores de
miRNAs no alinhamento com o genoma de referéncia. A biblioteca de RNA
foi construida apenas com RNA com calda poli-A . Por isso algumas formas
mais estaveis de precursores de miRNA sao detectadas no sequenciamento.
O CLC utiliza na analise os dados do miRBase que apresenta as formas
maduras do mIiRNA anotadas no precursor. Apesar de serem todos
precursores elas podem aparecer com a denominacdo da forma madura 3’
ou 5 por que essa foi a parte da sequencia do transcrito que foi alinhada
COm O precursor.

A aplicacdo do teste EDGE para analise de transcri¢céo diferencial
mostra que o tratamento com citalopram modificou a transcricdo de 12
precursores de miRNAs com diferenca estatistica (p<0,05) como pode ser

visto na Tabela 2.

Tabela 2 —Precursores de miRNAs diferencialmente transcritos em relagdo ao
controle apdés 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 -5,99
0,022279859
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
transcricdo alterada, sendo que dois apresentaram aumento (dme-mir-14 e

dme-mir-956) e trés com reducdo (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
mudancas de transcricdo no grupo tratado em relagcéo ao controle com um
fold change de 96,25 e -51,65, respectivamente. Comparando-se 0s grupo
tratados com 1,25 e 5mM houve alteracdo de transcricdo de 5 precursores
de miRNAs, todos com aumento da transcricdo (dme-mir-34, dme-mir-124,
dme-mir-276a-3p, dme-mir-276a-5p e dme-mir-317). O aumento de
transcricdo 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 comparacao ao controle.

A anadlise de predicdo de alvos desses miRNAs usando
Targetscanfly identificou uma lista de 796 genes que podem ser regulados
por eles. Nao foi encontrada nenhuma anotacao de alvo relativo ao dme-mir-
4956 no Targetscanfly. A predicdo de seus alvos a partir da sequéncia no
DIANA-MR-microT sugeriu 8 possiveis alvos com escore > 0,9: tinc,
CG14960, CG5807, CG33061, CG4483, alpha-Est9, Tcp e rictor. Devido ao
grande numero de genes optou-se nessa analise pelo estudo das vias
metabdlicas reguladas pelos miRNAs.

A avaliagdo das vias metabdlicas anotadas na KEGG através
do DIANA-mirPath v.3 mostrou que varios desses miRNAs regulam vias
comuns. As vias de receptores de interacdo com a matriz extracelular e da
O-glicosilagdo sdo as vias reguladas por mais miRNAs diferencialmente

transcritos (Quadro 3).

38



Quadro 3 — Vias metabdlicas reguladas pelos miRNAs diferencialmente transcritos

(KEGQG) preditas pelo DIANA-mirPath.

dme-mir-1

dme-mir-14

dme-mir-31a

dme-mir-34

dme-mir-124-3p

dme-mir-276a-3p

dme-mir-276a-5p

dme-mir-317

*| dme-mir-956

dme-mir-957
Dme-mir-4956

Dme-let-7-5p

dme00130 - Ubiquinone and other
terpenoid-quinone biosynthesis

Dme00260 - Glycine, serine and threonine
metabolism

x

dme00310 - Lysine degradation

dme00512 - Mucin type O-glycan
biosynthesis

dme00520 - Amino sugar and nucleotide
sugar metabolism

dme00531 - Glycosaminoglycan degradation

dme00532 - Glycosaminoglycan
biosynthesis - chondroitin sulfate / dermatan
sulfate

Dme00534 - Glycosaminoglycan
biosynthesis - heparan sulfate / heparin

dme00562 - Inositol phosphate metabolism

dme00563 - Glycosylphosphatidylinositol
(GPI)-anchor biosynthesis

dme00564 - Glycerophospholipid
metabolism

dme00565 - Ether lipid metabolism

dme00601 - Glycosphingolipid biosynthesis -
lacto and neolacto series

dme00603 - Glycosphingolipid biosynthesis -
globo and isoglobo series

dme00760 - Nicotinate and nicotinamide
metabolism

dme00920 - Sulfur metabolism

dme00980 - Metabolism of xenobiotics by
cytochrome P450

dme00981 - Insect hormone biosynthesis

dme01040 - Biosynthesis of unsaturated
fatty acids

Dme02010 - ABC transporters

Dme03013 - RNA transport

Dme03040 - Spliceosome

dme04013 - MAPK signaling pathway

dme04070 - Phosphatidylinositol signaling
system

dme04080 - Neuroactive ligand-receptor
interaction

dme04144 - Endocytosis

dme04145 - phagosome

dme04310 - Wnt signaling pathway

dme04320 - Dorso-ventral axis formation

dme04330 - Notch signaling pathway

dme04341 - Hedgehog signaling pathway

dme04350 - TGF-beta signaling pathway

dme04391 - Hippo signaling pathway

dme04512 - ECM-receptor interaction

dme04711 - Circadian rhythm

dme04745 - Phototransduction
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4.5  Genes Mitocondriais

O alinhamento dos transcritos também permitiu identificar
alteracao da transcricdo de genes ligados a funcédo mitocondrial. Dos genes
diferencialmente transcritos 29 sdo genes mitocondriais. Desses, 26 tiveram
aumento de transcricdo nos grupos experimentais quando comparados com
o controle sem tratamento e 3 tiveram reduc&o da transcricdo (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:tRNAK,
mttRNA: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 ¢ oxidase também tiveram aumento de transcricdo (mt:Col, mt:Coll
e mt:Colll, CoVA). Os genes CG12262, CG7461 e CG3902 codificam
proteinas com func¢do predita de acetil-CoA desidrogenase; 0s genes
CG4692 e CG1746 codificam subunidades da ATP-sintase. Ainda tiveram
significativo aumento de transcricdo os genes Hsp60, que codifica uma
proteina de choque térmico, e Nmdmec, que tem como produto uma enzima
envolvida no metabolismo de folato.

Também foram identificados transcritos de 3 genes codificadores
de proteinas ribossomais mitocondriais: mMRpL33, mRpS7, com reducédo de

expressao, e mRpL1 com aumento de expressao.

4.6. Genes Ortélogos

Utilizando a base de dados DIOPT-DIST foram encontrados 79
genes diferencialmente expressos cujos ortélogos humanos estédo envolvidos
em transtornos mentais ou tragos de comportamento de interesse clinico
(Quadro 4).

As proteinas codificadas por esses genes estdo, de acordo com
busca na KEGG, envolvidas em processos semelhantes aos seus ortdlogos

em drosdfila.

40



Quadro 4 — Genes ortélogos de genes humanos associados a transtornos mentais

ou tragos comportamentais. (Continua)

Gene Ortologo humano Trago/Transtorno

14-3-3zeta YWHAZ TDAHe TC

AcCoAS ACSM1 Esquizofrenia

Acsl ACSL4 Retardo Mental

alpha-Est7 NLGN1, NLGN3, NLGN4X Asperger, Depressdo e Esquizofrenia
Ank2 ANK3 Autismo, TDAH, THB, esquizofrenia, Depressdo
Argk CKB Esquizofrenia

arm CTNNB1 Retardo mental

Arpl ACTB Habilidade da mao

ARY AKR1D1 THB

CAH2 CAl4 Esquizofrenia

Cam CALML4 Depressdo

CaMKI CAMK1D Anorexia

CG10077 DDX21 Depressdo

CG10126 PSKH1 Esquizofrenia

€G10357 LIPC Esquizofrenia e Alzheimer
CG10863 AKR1D1 THB

CG11236 DAO Esquizofrenia

CG12116 SPR Distonia

CG1213 SLC2A12 Esquizofrenia

CG12766 AKR1D1 THB

CG13077 CYB561D1 Depressdo

CG13833 HSD17B13 Bulemia

CG2254 HSD17B11 Bulemia

CG31075 ALDH2 Sensibilidade aguda ao alcool
CG3164 ABCG1 Transtorno alimentar no THB
CG31689 ABCG1 Transtorno alimentar no THB
CG3739 PRSS16 Esquizofrenia

CG4335 TMLHE Autismo

CG4500 ACSL6 Alzheimer

CG4757 NLGN1, NLGN3, NLGN4X Sindrome de Asperger, Depressdo e Esquizofrenia
CG4822 ABCG1 Transtorno alimentar no THB
CG4847 CTSH THB

CG5724 UGT1A9 TDAH

CG5966 PNLIP Raiva

CG6084 AKR1D1 THB

cG6277 LIPC Esquizofrenia e Alzheimer
CG6484 SLC2A12, SLC2A13 Insdnia, Esquizofrenia
CG7997 NAGA Esquizofrenia

CG8343 MRC1 Comportamento agressivo em criancas
CG9399 MPC2 Esquizofrenia

CG9701 GBA3 TOC e Sindrome de Tourette
CG9769 EIF3F Depressdo
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Cpl CTSH THB

Cyp313al CYP26B1 Esquizofrenia

DIP1 STAU1 Raiva

Dop2R DRD2 Esquizofrenia

Eflalpha48D EEF1A2 Retardo Mental, encefalopatia epilética

Est-6 NLGN1, NLGN3, NLGN4X Sindrome de Asperger, Depressdo e Esquizofrenia
Est-Q NLGN1, NLGN3, NLGN4X Sindrome de Asperger, Depressdo e Esquizofrenia
Fas1 POSTN TOC e Sindrome de Tourette

Gbs-70E PPP1R3B Alzheimer

Hsp60 HSPD1 Esquizofrenia

1A-2 PTPRN2 THB, esquizofrenia

Idgf5 CHI3L1 Esquizofrenia

Jhedup NLGN1, NLGN3, NLGN4X Sindrome de Asperger, Depressdo e Esquizofrenia
Jhehl EPHX2 Esquizofrenia

Lk6 MKNK1 Esquizofrenia

mbl MBNL2 risco para alcoolismo

mRpL33 MRPL33 Esquizofrenia

Msp300 SYNE1 THB

nAChRalpha7 CHRNA3 Esquizofrenia, Dependéncia de Nicotina

ninaC MYQO10, MYO15A Esquizofrenia, Depressdo
Nmdmc MTHFD1L Alzheimer

Npc2a NPC2 Doenca de Niemann-pick
Npc2h NPC3 Doenca de Niemann-pick
Racl RND1 THB

Rfabg APOB THB, T.Compulsdo alimentar
Rheb RRAS2 Alzheimer

RplL10 RPL10 Autismo

RpL18 RPL18 THB

RpS29 RPS29 TEPT

tobi MGAM Anorexia

TpnC25D CALML4 Depressdo

trp TRPC4 TOC e Sindrome de Tourette
Tsp29Fb TSPAN18 Esquizofrenia

Ugt35b UGT1A9 TDAH

Ugt36Bc UGT1A10 TDAH

Ugt86Dd UGT1A11 TDAH

Ypl LIPC Esquizofrenia e Alzheimer

TDAH — transtorno de déficit de atencéo e hiperatividade; THB — Transtorno de Humor

Bipolar; TEPT — Transtorno de Estresse Pés-traumatico; TOC — Transtorno Obsessivo

Compulsivo
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5. Discussao

5.1. RNA-seq e genes diferencialmente expressos

A realizacdo de estudos de transcriptoma utilizando a
metodologia de RNA-seq com sequenciamento de nova geracao permite a
analise dos elementos funcionais do genoma em ac¢&o durante processos de
desenvolvimento, fisioldgicos ou durante intervencdes varias. Isso leva a um
novo patamar na compreensdo da dindmica da expressdo génica e uma
visdo global de seu comportamento em diversas situagcdes ou condi¢cbes de
interesse.

Nesse estudo o0 sequenciamento de nova geracdo foi a
metodologia escolhida para observar as mudangas de expressdo génica
ocorridas durante um tratamento crénico de 21 dias com citalopram, um
antidepressivo representante da classe dos ISRS. Através de experimentos
anteriormente publicados, ja era conhecido que esses medicamentos teriam
outras agdes 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 n&o havia
disponivel a descricdo de uma visdo ampla de sua acdo na transcricdo
génica geral, de quais vias metabdlicas e processos organicos sdo afetados
por essas drogas e de como sao relacionados. Também n&o era conhecida a
influéncia da dose da medicacao sobre a transcricdo desses genes.

A mosca de fruta, Drosophila melanogaster, foi escolhida como
modelo pela facilidade de manipulagdo e manutencdo, genoma conhecido e
simples mas com semelhancga significativa com 0 genoma humano. Muitos
dos elementos do genoma da mosca de fruta sdo bem conservados no
genoma humano permitindo a geragdo de hipdteses por comparagdo das

vias metabdlicas.
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5.2. Proteinas ribossomais

A analise in silico dos genes diferencialmente transcritos, nas vias
metabdlicas em que participam, mostra um aumento de genes codificadores
de proteinas ribossomais. Essas proteinas s&o componentes dos
ribossomos, o complexo de ribonucleoproteinas responsavel pela sintese de
polipeptideos. Nas células eucariotas sdo encontradas 79 diferentes
proteinas ribossomais que tem poucos residuos de aminoacidos comuns
entre elas (DE LA CRUZ; KARBSTEIN; WOOLFORD, 2015) . As proteinas
ribossomais sdo altamente conservadas entre os seres vivos sendo que 34
delas estdo presentes em todos o0s dominios de seres vivos
(KOROBEINIKOVA; GARBER; GONGADZE, 2012).

Nos neurbnios, o crescimento e manutencdo dos dendritos,
essencial para a plasticidade sinaptica, exige intensa sintese de proteinas e
o recrutamento de ribossomos. Problemas na formacao dos ribossomos
levam a reducdo da conectividade neuronal, um dos elementos dos
processos neurodegenerativos (SLOMNICKI et al., 2016). De fato um estudo
avaliando fungdo dos ribossomos no cérebro de pacientes portadores de
transtorno cognitivo leve e Doenca de Alzheimer mostrou que a disfuncao
dos ribossomos, com impacto sobre a sintese proteica, € um evento precoce
nessas condi¢des (DING, 2005).

A formacdo de conexdes sinapticas aberrantes também é um
fendmeno presente no autismo. Muta¢des na proteina RPL10, uma proteina
altamente conservada nos animais, foi associada a alguns casos de autismo
juntamente com mutag¢des da neuroliginas (NLG3 e NLG4), o que resulta em
reducdo da ramificacdo dendritica dos neurdnios piramidais do coértex de
autistas (KLAUCK et al., 2006).

Utilizando camundongos com sintomas de ansiedade e
depressao induzidos por estresse crénico observou-se reducdo da expressao
de proteinas ribossomais no hipocampo. Entre os genes com reducéo de
expressdo naquele estudo estdo a rp/7 e rpl39 que tiveram aumento de

expressdo com o uso de citalopram, além de rpl36a, rps27a e rp4x (SMAGIN
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et al.,, 2016). Em células olfatérias de pacientes com esquizofrenia também
foi observada redugéo da sintese de rpl27a e rpl32 (ENGLISH et al., 2015).

Além de sua fungdo na constituicdo dos ribossomos, as
proteinas ribossomais tem outras chamadas de fungdes extra-ribossomais
(ZHOU et al., 2015). As proteinas ribossomais podem ter fungcéo importante
na auto-avaliagdo da célula. Defeitos na formagdo dos ribossomos podem
atrasar o ciclo celular ou iniciar apoptose (WARNER; MCINTOSH, 2009).

Outra funcéo extra-ribossomal ja descrita para as proteinas
ribossomais € o reparo de DNA. A proteina S3, que teve aumento de
expressao neste estudo, demonstrou ser capaz de reparar danos induzidos
pelo estresse oxidativo, radiac&o ionizante e mitomicina no DNA de moscas
de fruta (KELLEY et al., 2001; YACOUB et al., 1996). Em humanos também
ja foram encontradas evidéncias de que ela possa ter a mesma fungao por
interagir com enzimas que fazem reparo de dano por estresse oxidativo por
excisdo de bases (HEGDE; WANG; DEUTSCH, 2004). Em modelo murino
para Doenga de Parkinson, a proteina S3 protegeu neurdnios
dopaminérgicos de danos por espécies reativas de oxigénio (AHN et al.,
2013).

5.3. Vias de sinalizacao

Varias vias de sinalizacdo importantes para o controle do
desenvolvimento, sistema imune e resposta ao estresse tiveram genes com
nivel de transcricdo modificado pelo tratamento com citalopram.

Uma das vias com maior numero de representantes com
expressao modificada pelo tratamento com citalopram foi a via de sinalizacao
Toll-imd. A via Toll € essencial para a resposta imune inata de insetos e esta
evolutivamente muito bem conservada entre os vertebrados com uma grande
variedade de receptores tipo-Toll (TLR). Além de sua funcdo na defesa
contra hospedeiros essa via esta envolvida no desenvolvimento embrionario
e pos-embrionario determinando o padrdo dorso-ventral (LEULIER;

LEMAITRE, 2008). Os TLR séo também expressos no cérebro e regulam
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processos ligados a plasticidade e desenvolvimento dos neurénios (OKUN;
GRIFFIOEN; MATTSON, 2011).

Diversas evidéncias tem apontado a importancia da via Toll em
processos neurodegenerativos. A drosomicina, peptideo antimicrobiano
codificado pelo gene Drs (que com expressado reduzida em nNOSSO
experimento) esta aumentada em modelo de doengca neurodegenerativa
semelhante a Doenc¢a de Huntigton, Esclerose lateral amiotréfica e Deméncia
Fronto-temporal. Nesse modelo o processo de autofagia parece funcionar
como um regulador negativo dessa resposta inflamatdria mediada por Toll
reduzindo a sua toxicidade (SAMARAWEERA et al., 2013).

Em depressdo € reconhecido a ocorréncia de um processo
inflamatorio mediado por TRL e desencadeado por estresse (CHENG et al.,
2016). Em pacientes deprimidos os niveis de TLR4 em células
mononucleares esta aumentado e sua reducdo ocorre apods tratamento com
os ISRS fluoxetina e citalopram (CHENG et al., 2016; HUNG et al., 2016). O
TNFAIP3, um regulador negativo da via Toll € um potencial marcador de
resposta ao tratamento (HUNG et al., 2017). A fluoxetina e o citalopram ja
mostraram efeitos anti-inflamatérios mesmo em modelo de Artrite reumatoide
reduzindo a atividade de TLR4 e os niveis de citocinas (SACRE et al., 2010).

A via de sinalizagcdo MAPK, também afetada pelo tratamento com
citalopram, € uma das mais conservadas nos eucariotos. Em todos os
microorganismos multicelulares a organizagdo basica da via MAPK é
constante (SHILO, 2014). Essa via participa de processos ligados a mitose,
metabolismo, motilidade, apoptose e diferenciacéo celular respondendo a
citocinas, horménios, neurotransmissores, fatores de crescimento e outros
estimulos como estresse celular (CARGNELLO; ROUX, 2011; WIDMANN et
al., 1999).

Um dos mais interessantes papeis da via MAPK €& nos processos
de consolidagdo da meméoria, tanto em vertebrados quanto em invertebrados.
Os componentes dessa via s&o altamente expressos em regides
relacionadas a formagdo e consolidagdo da memoria. Sua importancia
estaria na sua capacidade de integrar sinais € amplificar a resposta através

de sua cascata molecular ativando a expressdo génica necessaria para
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plasticidade sinaptica e formacdo da memoria de longa duracédo (IMPEY;
OBRIETAN; STORM, 1999).

Um exemplo desse seu envolvimento € a formacéo da meméoria
olfatéria em droséfila. A proteina 14-3-3zeta, codificada pelo gene /eo,
participa da via de sinalizacdo MAPK e Hippo, e é altamente expressa no
Corpo de Cogumelo de D.melanogaster, regidao responsavel pelo
aprendizado e meméria. A mutacdo com reducdo de expressado deste gene
reduz significativamente a formagdo de memdria olfativa (SKOULAKIS;
DAVIS, 1996).

O gene pros ou prospero, com redugdo da expressédo pelo
citalopram, também é um componente da via MAPK. Ele € um fator de
transcricdo envolvido na diferenciagdo celular no sistema nervoso de
D.melanogaster. E expresso em subgrupos de neuroblastos, precursores de
neurénios sensoriais e da glia (DOE et al., 1991). A proteina Prospero
interfere no destino das células tronco: na sua presenca s&o ativados genes
de diferenciac&o terminal para neuroblastos enquanto que na sua auséncia
elas apresentam marcadores de auto-renovacao, se proliferam e nao se
diferenciam (CHOKSI et al., 2006).

A via Wnt também esta relacionada a processos ligados a
neuroplasticidade, desenvolvimento e diferenciagcdo celular. Durante o
desenvolvimento embrionario atua na determinacdo do destino celular,
polaridade e migracédo celular. Especificamente no sistema nervoso regula a
conectividade neuronal pelo remodelamento de axbénios e dendritos, e a
formacgao de sinapses. No adulto ela mantém sua atuacido em mecanismos
ligados ao desenvolvimento de circuitos neuronais e plasticidade (CIANI;
SALINAS, 2005). Foi demonstrado, pelo estudo da jungédo neuromuscular em
drosdfilas, que a atividade de Wnt ocorre tanto na por¢édo pré quanto poés-
sinaptica em resposta a atividade neural (ATAMAN et al., 2008).

O mecanismo pela qual a via Wnt atua nesse cenario esta
relacionado a sua capacidade de modular a dindmica dos microtubulos e
adesdo celular através das cateninas (PACKARD; MATHEW, BUDNIK,
2003). As beta-cateninas, como a proteina Armadillo codificada pelo gene
arm, formam no nucleo um fator de transcricdo que ativa genes ligados a
organizagdo do citoesqueleto dos neurdnios (LOUREIRO; PEIFER, 1998).
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Na auséncia da sinalizagcao Wnt, armadillo é fosforilada pela proteina GSK3(3
e ndo exerce sua funcdo (CIANI; SALINAS, 2005, PACKARD; MATHEW:;
BUDNIK, 2003). Outro fator capaz de reduzir a agéo da via Wnt e impactar a
plasticidade sinaptica € a meméria € o peptideo B-amildide, relacionado a
Doenca de Alzheimer. Esse peptideo ativa a Dkk1 que antagoniza a via Wnt
levado a perda de sinapses. A ativacao 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 sinalizagdo mTor observamos reducdo significativa da
transcricdo do gene Rheb que codifica uma proteina ligante de GTP. A Rheb
€ um ativador dessa via de sinaliza¢do.

A via de sinalizacdo mTor tem uma atuacdo complexa no
metabolismo e homeostase dos organismos vivos. Ela funciona como um
integrador de diversos estimulos ambientais e extra-celulares (da
disponibilidade de nutrientes a fatores de crescimento celular), e de varias
fungbes vitais, como sintese proteica, autofagia, metabolismo energético,
transcricdo e sintese de lipideos (LIPTON; SAHIN, 2014; TAKEI; NAWA,
2014).

No desenvolvimento neural a ativacdo de mTor por Rheb leva a
formacédo e prolongamento axonal (LI; WERNER; PUSCHEL, 2008). Sua
capacidade de induzir a sinaptogénese no cortex pré-frontal esta relacionada
a rapida resposta antidepressiva da quetamina que produz ativagdo da mTor
pelo aumento de Rheb (DWYER; DUMAN, 2013; HARRAZ et al., 2016).

Apesar desse efeito sobre a formacao de sinapses, sua inibicdo
pode ser benéfica e fazer da mTor uma possivel alvo terapéutico na Doenca
de Alzheimer e lesdes medulares. Em diversos modelos animais a inibicao
de mTor produziu aumento de sobrevida e ja foi demonstrado que ela € uma
das formas de inducdo de toxicidade pelo peptideo BA na deméncia de
Alzheimer (CACCAMO et al., 2011).

Nas lesbes medulares astrdcitos tendem a assumir uma forma
reativa, migrar para o local da lesdo e conduzir a formagdo de uma cicatriz
glial que tem efeito negativo sobre a regeneracao axonal. Essa ativacdo de
astrocitos € induzida pela ativacdo de mTor com aumento de Rheb. Por

tanto, sua inibicido pode ter um efeito terapéutico limitando a reatividade e
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criando  um ambiente mais favoravel para a recuperagdo axonal
(CODELUPPI et al., 2009).

Aparecendo como elemento de varias vias de sinalizagdo, a Rac1
tem um curioso papel no desenvolvimento neuronal e na resposta ao
estresse. Em drosdfilas foi demonstrado que a proteinas Rac1 e Rac2
controlam moléculas ligadas a organizagdo do citoesqueleto (HAKEDA-
SUZUKI et al., 2002) e atuam no crescimento axonal em neurénios do Corpo
de cogumelo (NG et al., 2002). Em roedores submetidos a estresse crbnico e
pacientes deprimidos ocorre reducado de expressao e se relaciona aos
sintomas depressivos, isolamento social € modificagcbdes sinapticas induzidas
pelo estresse. O aumento da expressao de Rac1 no Nucleo Accumbens de
camundongos reverteu o0s sintomas depressivos e as modificacdes
histologicas (GOLDEN et al., 2013).

Entretanto foi demonstrado na mosca de fruta que o aumento de
expressdo de Rac1 acelera a perda de membéria relacionada a
condicionamento aversivo olfativo. O mecanismo de esquecimento das
memorias mediado por Racl1 parece ser ativo e independente dos
mecanismos de formagao das memoérias (SHUAI et al., 2010).

O processo de esquecimento pode ser interessante em alguns
transtornos mentais como a depressao e os transtornos ligados ao trauma,
diferente do que ocorre em doengas neurodegenerativas como as
deméncias. O esquecimento de memorias que evocam culpa, vergonha,
medo e raiva podem ser uteis na regulacdo afetiva (ANDERSON;
HANSLMAYR, 2014). Alguns autores propdem estratégias de treinamento
cognitivo para o esquecimento de palavras negativas como forma de manejo
dos pensamentos negativos automaticos (JOORMANN et al., 2005, 2009).

No transtorno de estresse pos-traumatico, ao contrario do que
ocorre na maioria das pessoas, as memorias do trauma n&o se tornam
menos intrusivos com 0 tempo em uma falha do controle inibitério das
memorias aversivas, uma dificuldade de esquecer (CATARINO et al., 2015;
COTTENCIN et al., 20086).
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5.4. Precursores de miRNA

O envolvimento de miRNAs na depressdo e como participantes da
resposta aos antidepressivos tem sido reconhecida nos ultimos anos. Sua
capacidade de regular diversos alvos em redes metabdlicas diferentes
tornam os miRNAs importantes alvos de estudo e com possibilidade
terapéutica . Eles tem papel em processos cerebrais como aprendizado,
memoria e sua disfuncdo esta relacionada a doencas neurologicas e
psiquiatricas (WANG; KWON; TSAI, 2012).

Um dos precursores de miRNAs com aumento de expressédo, o pré-
mir-14, tem importante envolvimento na regulacdo do metabolismo e da
sobrevivéncia em D.melanogaster (BOEHM; SLACK, 2006). Esse miRNA,
através da sua atuacédo no gene alvo sugarbabe, regula a secrec¢éo insulina
pela células neuro-secretoras de insulina no cérebro (VARGHESE; LIM;
COHEN, 2010). Ele também esta envolvido no metabolismo de triacilglicerol
e diacilglicerol, reduzindo seus niveis (XU et al., 2003).

Além da sua atuacdo no metabolismo energético, 0 mir-14 parece
funcionar como um agente anti-apoptotico (KUMARSWAMY; CHANDNA,
2010). As larvas de droséfilas que ndo expressam esse miRNA sdo mais
sensiveis a stress salino, um ativador da via MAPK. Nos individuos adultos o
mir-14 inibe a sintese da proteina Drice, um importante efetor de morte
celular (XU et al., 2003). A agéo de mir-14 nos processos de morte celular
parecer ser especifica e distingue situagbes de stress e aquelas em que a
apoptose é parte do processo de desenvolvimento. Através da regulacao de
ip3k2 o mir-14 atua na autofagia durante a apoptose da glandula salivar
necessaria ao desenvolvimento normal (NELSON; AMBROS; BAEHRECKE,
2014).

Mir-1 € um miRNA bem conservado em varias espécies, da
Drosophila aos mamiferos e tem envolvimento importante no
desenvolvimento muscular cardiaco e esquelético (KWON et al., 2005). Ele
parece ter também um efeito pro-apoptoético na medida em que 0 aumento de
sua expressao levou a maior sensibilidade ao stress oxidativo, danos

celulares causados por privacdo de oxigénio e glicose , e induzido por oxido
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nitrico (CHANG et al., 2016; LEE et al.,, 2015; XU et al., 2007). Estudos
também demonstraram que 0 mir-1 € um regulador do BDNF e, estando
aumentado na lesdo de nervo periférico, provoca reducdo desse fator de
crescimento neuronal (VARENDI et al., 2014; Yl et al., 2016) .

Qutro precursor de miRNA com diminuicdo de transcricdo no
experimento, o do mir-31a, € bem conservado também em humanos. A
expressdo de mir-31 parece estar relacionado a aumento de apoptose em
células tumorais inclusive tornando células de tumores de prostata mais
sensiveis a quimioterapia (BHATNAGAR et al., 2010, VALASTYAN;,
WEINBERG, 2010). Em tumores gastricos ele parece aumentar a apoptose e
atenuar a migragdo celular (RUOMING et al, 2015). Sua redugdo é
encontrada, junto com de outros miRNAs, durante o processo de
crescimento e mudanca estrutural da sinapse em resposta a atividade neural
(NESLER et al., 2013). Em drosdfila experimentos também demonstraram
que a expressao de mir-31a em neurdnios colinérgicos € importante para a
formac&o da memoéria (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 manutengao do cérebro
durante o envelhecimento. A reducao de sua expressao resulta em acelerada
degeneracgao cerebral com vacuolizagdo, acumulo de proteinas com defeito
de enovelamento e encurtamento do tempo de vida (LIU et al., 2012). Ele
também esta envolvido na resposta ao stress atuando na plasticidade neural
na amigdala e nas alteragbes comportamentais e neuroquimicas envolvidas.
A reducdo da sua expressdo produz uma espécie de resiliéncia 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 liberacéo de cortisol (HARAMATI et al., 2011).

Mir-124 é o miRNA mais abundante no cérebro. Tem um papel
importante na diferenciacdo celular de neurbnios e esta envolvido em
diversas doengas neurodegenerativas (SONNTAG; WOO; KRICHEVSKY,
2012). A reducdo da expressdo desse mMIRNA leva a aberracbes da
arborizacdo dendritica em cultura e da transmiss&o sinaptica com redugao
da sobrevida em droséfilas (JIANG et al., 2016; SUN et al., 2012; WANG et
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al., 2014a). Em pacientes com Parkinson 0s niveis séricos de mir-124 estao
reduzidos podendo servir como futuro marcador diagnéstico (LI et al., 2017).
Na epilepsia seus niveis também estdo reduzidos e € possivel que tenha
efeitos sobre a excitabilidade neuronal atuando como anticonvulsivante
(WANG et al., 2016).

Em drosdfilas modelo para Doenga de Alzheimer, a expresséo de mir-
124 também esta reduzida, juntamente com a do mir-276a (KONG; WU;
YUAN, 2014). Este ultimo é necessario para a adequada formagéo da
memb©éria olfatoria 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 fim pela n&o express&do de mir-276a leva a alteragdo do ritmo
circadiano (CHEN; ROSBASH, 2016). A relacdo de altera¢cdes no sistema
circadiano e depresséo esta bem estabelecida (KRONFELD-SCHOR; EINAT,
2012). Em humanos polimorfismos do gene fim estdo associados a
depresséo, fadiga e perturbacéo do sono (UTGE et al., 2010).

Considerando as vias metabdlicas previstas como alvo da modulagéo
desses miIRNAs duas se destacam: a dos receptores de matriz extracelular e
da biossintese de O-glicano tipo mucina. Os glicanos s&o cadeias de
monossacarideos adicionados as proteinas em modificagdo pos traducional
que modulam suas fungdes, alteram sua conformacao e tem funcdo de
sinalizacdo(MOREMEN; TIEMEYER; NAIRN, 2012). Eles est&o envolvidos e
sao fundamentais em processos de desenvolvimento e manutencdo do
sistema nervoso, crescimento de neuritos e mielinizacdo (KLEENE;
SCHACHNER, 2004)I.

Os receptores de matriz extracelular atuam na superficie das células
e, além de guiar o estabelecimento de conexdes neuronais conduzindo as
projecbes axdnais e dendriticas , modulam a excitabilidade dos neurdnios
interferindo na eficacia da transmisséo sinaptica (KAZANTSEV et al., 2012;
KERRISK; CINGOLANI; KOLESKE, 2014).
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5.5. Genes mitocondriais

As mitocéndrias tem um papel importante ndo apenas na geragao
de energia para a célula na forma de ATP pela fosforilagdo oxidativa mas
também em outros processos como a apoptose, metabolismo de
aminoacidos, lipideos e controle dos niveis de calcio ibnico (GUNTER et al.,
2000; NICHOLLS, 2002). Ela possui um genoma préprio, circular e
compacto, que codifica polipeptideos, RNA ribossomais e RNA
transportadores. Nos humanos, o genoma da mitocéndria tem 16.569 pares
de bases, com muito poucas regifes n&o 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 disfungbes mitocondriais em doencas,
transtornos mentais, processos inflamatérios e envelhecimento tem sido
reconhecido ao longo dos anos (GREEN; GALLUZZI; KROEMER, 2011; LIN;
BEAL, 2006; SHAOQ et al., 2008).

Variantes de genes mitocondriais ja foram associadas a
esquizofrenia, depressdo e transtorno bipolar (ROLLINS et al., 2009).
Evidéncias de disfuncdo no metabolismo energético avaliada por
ressonancia magnética reforcam a teoria de que no transtorno bipolar a
disfungédo mitocondrial € um fator importante (STORK; RENSHAW, 2005).

Neste estudo um dos genes mitocondriais com nivel de
expressdo modificado pelo tratamento foi o Hsp60. As proteinas
mitocondriais HSP60 sdo uma familia de proteinas de choque térmico,
chaperonas, que auxiliam a conformacdo tridimensional dos poliptideos
(KOZLOVA et al.,, 1997; MATTOO; GOLOUBINOFF, 2014).

As chaperonas sdo uma das mais conservadas familias de
proteinas nos seres vivos, podendo ser encontradas das plantas até os
mamiferos (LI; SRIVASTAVA, 2004). Uma de suas fun¢des € a resposta ao
estresse permitindo que a células se adapte a mudancas do seu ambiente e
sobreviva a condi¢cdes desfavoraveis. Permitem que as células lidem com
proteinas desnaturadas por estressores como 0 calor extremo e outras
formas de estresse(JAATTELA, 1999) .
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As chaperonas também estdo envolvidas no processo de
apoptose, funcionando como ponto regulador da morte celular programada.
Algumas dessas proteinas tem func¢des anti-apoptoticas ou prd-apoptéticas
(DIDELOT et al., 2006) . As proteinas da familia HSP70 s&o anti-apoptéticas.
Elas s&o capazes de inibir a ativacdo de caspases e impedir a deplecéo de
ATP restaurando sua sintese na mitocondria (JAATTELA, 1999). Elas s&o
capazes também de reduzir a acdo de outros agentes toxicos relacionados a
doencgas degenerativas. Em D. melanogaster modelo para Parkinson, a
expressédo de Hsp70 impediu a degeneracédo dos neurdnios dopaminérgicos
provocada pela alfa-sinucleina (AULUCK et al., 2002). Na Doenga de
Alzheimer a Hsp70 também ofereceu protecdo contra os efeitos tdxicos do
beta-amildide (MAGRANE et al., 2004).

A Hsp60 tem uma funcao mais complexa que a Hsp70 nas vias
relacionadas a apoptose. Ela pode ter tanto um papel pré-apoptético quanto
anti-apoptético dependendo do compartimento celular onde se encontra
(ARYA; MALLIK; LAKHOTIA, 2007). Na mitocéndria, a Hsp60 & capaz de
provocar a maturacdo da procaspase 3, um importante efetor da cascata de
apoptose (CHANDRA; CHOY; TANG, 2007). No citosol a Hsp60 pode se
ligar a Bax, uma proteina efetora da apoptose, e ter acdo anti-apoptose
(GUPTA; KNOWLTON, 2005).

Deficiéncia ou mutag¢des na Hsp60 podem ser incompativeis com
a vida. No sistema nervoso central de mamiferos, por exemplo, a Hsp60, em
conjunto com a Hsp10, tem importante papel no processo de mielinizag&o,
no funcionamento dos neurdnios e da glia. Mutagdes nessas proteinas estéo
relacionadas com neurodegeneracao (BROSS; MAGNONI; BIE, 2012) .

A acdo da Hsp60 como protetora contra estresse no sistema
nervoso pode ser importante em doencgas neurolégicas em que a excito-
toxicidade esta presente, como na epilepsia. Tanto em humanos quanto em
modelos murinos para epilepsia, os niveis de Hsp60 no plasma estéo
aumentados ap6s uma crise convulsiva em resposta ao estresse gerado
pelas crises convulsivas (GAMMAZZA et al., 2015).

O gene Nmdmc, também com aumento de transcricdo nesse
estudo, codifica a enzima mitocondrial metilenotetrahidrofolato

desidrogenase ciclohidrolase NAD-dependente, parte da via do folato para
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geracédo de glicina e unidades metil para a sintese de purinas. Ela esta
envolvida em processos de resposta ao estresse e ligados ao
envelhecimento. O aumento de expressdo do gene Nmdmc em drosofilas
resulta em menor producdo de espécies reativas de oxigénio e aumento do
tempo de vida (YU et al., 2015). O tratamento com litio, também em moscas
de fruta, resulta em aumento da expressdo do Nmdmc com efeitos
neuroprotetores prevenindo a apoptose dos neurdnios (KASUYA; KAAS;
KITAMOTO, 2009).

5.6. Visao sistémica da acéo do citalopram

O desafio da Biologia de Sistemas é a analise do todo e das
partes de um sistema organico dinédmico (KITANO, 2002). Sua abordagem é,
por natureza, integrativa e busca dar sentido biolégico ao conjunto dos dados
descobertos, relacionando-os com aqueles ja conhecidos, catalogados e
armazenados em bases de dados oriundos de outras metodologias. Os
dados produzidos pelos campos da gendmica, transcriptémica, epigenémica,
protedmica e mirndmica, por exemplo, sdo reunidos e integrados utilizando
estratégias computacionais (WESTERHOFF; PALSSON, 2004).

Problemas em saude s&o complexos. Envolvem ndo somente
fatores intrinsecos aos organismos vivos mas também fatores ambientais.
Existem obviamente mecanismos bioldgicos responsaveis por integrar esses
fatores de forma a permitir aos organismos sobreviver e se adaptar aos seus
ambientes. Disfun¢bdes podem ocorrer em qualquer desses niveis e afetar os
demais.

O genoma nao é o determinante final do destino dos organismos.
A epigenética auxilia 0 material génico a produzir a melhor resposta ao
desafio que o ser vivo enfrenta durante sua vida. Essas ferramentas fazem
da genética um processo dindmico e em evolucdo dentro de cada célula.
Fatores estressores, quimicos, nutrientes, farmacos, toxinas, interacdo com
outros organismos, radiacdo, alteragdes do comportamento e ambiente.

Tudo isso é visto como uma informacdo que deve ser processada pelo
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sistema organico, que altera sua organizagdo e desencadeia uma resposta e
adaptacéo (JAENISCH; BIRD, 2003).

A depressdo, assim como outros transtornos mentais, é
considerada uma condicido complexa. A herdabilidade na depresséo maior é
de aproximadamente 40% (KENDLER et al.,, 2006), o que implica na
existéncia de uma interacdo gene/ambiente importante (KRISHNAN;
NESTLER, 2010). Assim, € valido pensar que, se 0s antidepressivos séo
capazes de trazer melhora aos pacientes com depressdo, sua agao também
deva ser sistémica e multifatorial.

De fato as evidéncias demonstram a décadas que a agdo dessas
medicacdes € mais ampla que apenas alterar niveis de neurotransmissores
em vias ligadas ao humor, conforme a hipétese das monoaminas . Tanto em
modelos animais quanto em seres humanos existem evidéncias de acéo dos
antidepressivos em fatores neurotréficos, genes ligados a resposta ao
estresse e inflamagdo, bem como sua alteragéo pela depresséo.

Neste estudo o citalopram foi administrado a uma linhagem
selvagem de Drosophila melanogaster com o objetivo de avaliar suas agdes
sobre a expressdo génica normal de forma a obter uma panorama amplo se
sua acgao.

Avaliando os genes diferencialmente transcritos, a modificacéo de
seus niveis de transcricdo em relacdo ao controle, as vias a que pertencem,
os precursores de miRNAs e as vias que podem regular, podemos desenhar
um quadro geral de a¢des do citalopram.

Foram moduladas vias importantes para 0s processos
inflamatdrios como a via Toll-IMD, diversas vias relacionadas a proliferacéo
de axbnios, plasticidade sinaptica, resposta ao estresse (MAPK, mTor, e
Wnt) e ciclo circadiano. O mesmo pode ser observado com o padréo de
modificacdo de precursores de miRNAs com a reducdo de miRNAs pro-
apoptéticos (mir-1 e mir-31) e aumento dos anti-apoptoticos (mir-14) e
daqueles relacionados com resposta ao estresse e arborizagcdo dentritica
(Mir-34 e mir-124).

O padréao de resposta ao citalopram observado neste estudo
antagoniza 0s mecanismos relacionados a neurobiologia da depresséo pela

vis&o atual. Segundo esse modelo, estdo em interagéo fatores inflamatérios,
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estresse oxidativo com importante envolvimento mitocondrial e dano ao DNA,
levando a um processo de apoptose de neurdnios e microglia em areas
cerebrais relacionadas ao humor e meméoria. O processo inflamatério pode
ter origem no estresse psicoldgico, em condi¢cdes como obesidade, diabetes
e até mesmo resultado da interagdo com a microbiota intestinal
(ANDERSON, 2017; DE MELO et al., 2017; TONG et al., 2017).

O citalopram demonstra produzir efeitos semelhantes aos ja
descritos para a fluoxetina, outro ISRS. A fluoxetina, um dos antidepressivos
mais utilizados, demonstra ter também acbes anti-inflamatérias, anti-
oxidantes e modulador da cascata de apoptose (CAIAFFO et al., 2016).
Estudo de transcricdo génica em camundongo com outra substancia
antidepressiva, a quetamina, mostrou modificagbdes agudas em genes da via
MAPK, IL-6 e sinalizagéo ligada a insulina (FICEK et al., 2016).

A acdo anti-inflamatéria dos ISRS é independente do estado
depressivo. O citalopram foi capaz de reduzir, nas doses utilizadas para
tratamento de depressé&o, a expressao de receptores CD4, CCR5 e CXCR4
em macréfagos ex vivo, 0 que pode indicar sua utilidade como coadjuvante
no tratamento da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana
(GREESON et al.,, 2016). Também reduziu os niveis de TNF-alfa em
camundongos apo6s administragéo de lipopolissacarides bacterianos (DONG
et al., 2016).

O escitalopram, o s-enantibmero presente na mistura racémica de
citalopram, demostrou normalizar marcadores de estresse oxidativo
melhorando a fungéo endotelial de camundongos (MATCHKOQV et al., 2015).
Ele também reduziu vias pro-apoptose em células do miocardio de ratos
apos lesao isquémica (WANG et al., 2014b).

Mesmo em cultura de células os antidepressivos foram capazes
de manter células neuroprogenitoras e melhorar a eficacia da diferenciagao
de células tronco mesenquimais em precursores neurais (BORKOWSKA et
al., 2015; SOUSA-FERREIRA et al., 2014)

57



6. Conclusao

O uso do sequenciamento de nova geracdo de RNA (RNA-seq)
para estudo do transcriptoma de cabeca de Drosophila melanogaster tratada
cronicamente com citalopram permitiu demonstrar modificagcdes da
expressdo génica que indicam uma agao anti-inflamatéria, anti-apoptética,
estimuladora dos mecanismos de plasticidade sinaptica e de resposta ao
estresse mesmo em um modelo selvagem. Esses dados concordam com a
acdo 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 depressao. Demonstramos que diferencas de
dose né&o resultaram em significativa mudanc¢a no padrao de transcricdo dos
genes.

Foi possivel também avaliar a relacdo entre o0s genes
diferencialmente transcritos, precursores de miRNAs e vias metabdlicas em
que participam. Demonstra que o RNA-seq € metodologia interessante para

investigacdo de condi¢cdes complexas quando a visdo sistémica € importante.
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