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RESUMO

A depressdo pode ser classificada de diferentes formas, mas as duas principais formas séo:
distimia e depressdo maior. Sendo a uUltima a mais preocupante por haver a tentativa de
suicidio associado a ela. A neuroquimica da depressao se da por diversas hipoteses, a mais
aceita e difundida ¢é a da hipofungdo das monoaminas. O uso de antidepressivos busca regular
a concentracdo de monoaminas para a homeostasia interneuronal. Os microRNAs compdem
um grupo de RNA pequenos nédo codificadores. Estes podem clivar o RNAm ou inibir sua
traducdo. Diversos miRNAs sdo expressos no SNC, estando envolvidos na homeostasia ou
patogenia da depressdo. Microvesiculas sdo pequenas vesiculas que podem ter origem de
varios tipos de células por brotamento de membrana plasmatica ou por formagéo de um corpo
multivesicular (MVB). Os exossomos derivam dos MVB, estes transitam para a superficie
celular, se fundem com a membrana plasmatica e liberam as vesiculas intraluminais para o
meio extracelular. Os exossomos podem também carrear acidos nucleicos, tais como, RNA
mensageiro (RNAmM) e microRNA (miRNA) para as células proximas ou distantes da célula
doadora. Estudos demonstram que é possivel isolar exossomos de tecidos biolégicos ou
fluidos, ponto central para a interacdo entre miRNA e o seu RNAm alvo no laborat6rio.O
objetivo deste trabalho foi analisar o papel dos miRNAs derivados de exossomos na biologia
da depressdo por meio de uma revisdo sistematica da literatura. As palavras buscadas nas
bases de dados PubMed, Medline e BVS foram "microRNA", "exosome" e "depression™. De
acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo, de 352 estudos, 4 foram utilizados para
realizar a revisdo. Nos resultados, 45 microRNAs estavam com expressao aumentada (n=23)
ou diminuida (n=22) e cujos métodos de analise foram gRT-PCR e Microarray a partir de
fluidos bioldgicos vivos (sangue ou LCR) ou de tecidos post-mortem. Estes 45 microRNAs
desempenham papéis na regulacdo de genes associados a processos de apoptose, neurogénese,
receptor de catecolaminas, diferenciacdo celular, controle de expressdo génica e
desenvolvimento vascular; processos que sdo essenciais para o desenvolvimento ou nao da
depressdo. O uso de microRNA derivados de exossomos pode se dar como uma forma de
diagnostico ou progndstico e para realizar o acompanhamento da progressdo ou ndo da
depressdo. A capacidade de prever a resposta ao tratamento com base na expressdo de
biomarcadores confere vantagem clinica em termos de escolha da estratégia terapéutica
correta para o paciente. MicroRNAs derivados de exossomos devem continuar sendo um foco
significativo no desenvolvimento de novos tratamentos antidepressivos. Essas medidas
permitiriam tratamentos direcionados ao paciente e reduziriam os efeitos negativos fora do
alvo.

Palavras-chave: Depressdo, microRNA, exossomos, biomarcador.
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ABSTRACT

Depression can be classified in different ways, but the two main forms are: dysthymia and
major depression. The latter being the most worrisome to have the attempted suicide
associated with it. The neurochemistry of depression occurs by several hypotheses, the most
accepted and widespread is the hypofunction of monoamines. The use of antidepressants
seeks to regulate the concentration of monoamines for interneuronal homeostasis.
MicroRNAs make up a small group of non-coding RNAs. These may cleave the mRNA or
inhibit its translation. Several miRNAs are expressed in the CNS, being involved in the
homeostasis or pathogenesis of depression. Microvesicles are small vesicles that may
originate from various cell types by plasma membrane budding or by formation of a
multivesicular body (MVB). The exosomes are derived from the MVB, they travel to the cell
surface, fuse with the plasma membrane and release the intraluminal vesicles into the
extracellular medium. Exosomes can also carry nucleic acids, such as messenger RNA
(mMRNA) and microRNA (miRNA) to cells near or far from the donor cell. Studies
demonstrate that it is possible to isolate exosomes from biological tissues or fluids, central
point for the interaction between miRNA and its target mMRNA in the laboratory. The
objective of this work was to analyze the role of miRNAs derived from exosomes in the
biology of depression by means of a review systematic literature. The words searched in the
PubMed, Medline and VHL databases were "microRNA", "exosome" and "depression”.
According to the inclusion and exclusion criteria, of 352 studies, 4 were used to perform the
review. In the results, 45 microRNAs were either increased (n = 23) or decreased (n = 22)
expression and whose methods of analysis were qRT-PCR and Microarray from living
biological fluids (blood or CSF) or postmortem tissues. These 45 microRNAs play roles in
regulating genes associated with apoptosis, neurogenesis, catecholamine receptor, cell
differentiation, gene expression control, and vascular development; processes that are
essential for the development or not of depression. The use of microRNAs derived from
exosomes can be given as a form of diagnosis or prognosis and to monitor the progression or
not of depression. The ability to predict response to treatment based on the expression of
biomarkers confers clinical advantage in terms of choosing the correct therapeutic strategy for
the patient. MicroRNAs derived from exosomes should continue to be a significant focus in
the development of novel antidepressant treatments. These measures would allow patient-
directed treatments and reduce negative effects outside the target.

Key-words: Depression, microRNA, exosome, biomarker.
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1. INTRODUCAO

A depresséo tem sido uma doenca cada vez mais estudada e debatida nos dias
atuais dentro do contexto pessoal e social (De Choudhury et al., 2013). Um exemplo
dessa perfusdo do debate acerca de depresséo e seus desdobramentos seria 0 Setembro
Amarelo; tal campanha visa alertar a sociedade sobre os cuidados necessarios a serem
tomados relacionados a qualidade de vida e prevencdo do suicidio (De Oliveira et al.,
2017). A depressdo maior caracteriza-se pelo seu sintoma mais grave que seria a
tentativa de suicidio, por isso a atencdo e maior necessidade de debates e estudos que
busquem impedir tal acontecimento (American Psychiatric Association, 2013).

Uma vez que depressdo é uma doenca cujo progndéstico é positivo, aléem de um
controle dos possiveis fatores associados e ainda muito pouco entendido. As analises
moleculares sdo extremamente valiosas para identificar os mecanismos de génese da
depressdo, seu desenvolvimento bem como biomarcadores e vias moleculares
potencialmente Gteis para o desenvolvimento de terapias mais eficazes (Schmidt et al.,
2011).

Biomarcadores sdo moléculas que auxiliam o identificar quais tratamentos
funcionam melhor para aquele tipo especifico de doenca (Strimbu e Tavel, 2010). Estes
sdo importantes no contexto da depressdo, pois o diagnostico e prognostico da
depressdo é feito baseado na sintomatologia do paciente; ndo hd métodos bioquimicos
ou moleculares que poderiam ser mais precisos e eficazes para o paciente (Crystal et al.,
2003; Feighner et al., 2012).

O presente trabalho busca propor inicialmente que microRNAs (RNA
pequenos ndo codificadores) possam vir a ser mais estudados e avaliar o impacto de
miRNA na biologia da depressédo (MacFarlane e Paul, 2010). Tais microRNAs podem
ser identificados a partir de exossomos encontrados em fluidos corporais, por exemplo,

sangue (Vlassov et al., 2012).



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Depressao

2.1.1 Definigéo e classificagéo

A depressdo pode apresentar diferentes definicdes. Suas definicdes se baseiam
de acordo com a natureza de sua analise. Pode ser definida como um transtorno de
humor, um distarbio afetivo juntamente com disturbios bipolares. Os distdrbios afetivos
correspondem a um grupo de condi¢cdes mentais caracterizadas fundamentalmente por
alteracdes de humor. Pode ser considerada uma doenca heterogénea que pode resultar
da disfuncdo de varios sistemas neurotransmissores ou metabolicos do ponto de vista
molecular. Pode ocorrer como uma desordem moderada ou como um sintoma de outras
doencas psiquiatricas ou médicas (Bunney e Davis, 1965; Montgomery e Aseberg,
1979; Hillhouse e Porter, 2015; World Health Organization, 2017)

A Depressdo ou Transtorno Depressivo é classificada de diferentes formas,
embora os dois principais tipos sdo distimia ou transtorno distimico e depressao maior
ou transtorno depressivo maior.

A Distimia ou Transtorno Distimico caracteriza-se por um transtorno de humor
depressivo crénico e persistente, mas leve. Muitas vezes, € dificil diferencia-la da
depressdo maior, especificamente em seu estado parcialmente remitido porque a “perda
de interesse” ou “apatia” tende a prevalecer tanto na distimia quanto na depressdo
remitida (Williams Jr et al., 2000). E acompanhada por, pelo menos, dois dos seguintes
sintomas: falta de apetite ou comer, demais ins6nia ou hipersonia, baixa energia ou
fadiga, baixa autoestima, baixa concentracdo ou dificuldade de tomar decisoes,
sentimentos de desesperanca (American Psychiatric Association, 2013).

A Depressdo Maior ou Transtorno Depressivo Maior trata-se de um transtorno
cujas caracteristicas principais s&o o humor deprimido ou triste, preocupagdo pessimista,
diminuicdo pelos interesses normais, irritabilidade, acompanhado de mudancas
somaticas e cognitivas que podem alterar negativamente a capacidade da pessoa de
funcionar. Pode vir a ocorrer um episodio, no entanto, € uma condicdo recorrente

(American Psychiatric Association, 2013).



O fato de a depressdo ser subdiagnosticada é preocupante devido ao risco
intrinseco de suicidio associado a depressao. Cerca de 20% das pessoas com depressao
maior tentam suicidio em algum momento (Suominen et al., 1998; Barbosa et al.,, 2011;
Cipriani et al., 2005). Entdo, € importante que os sintomas e diagnostico da depressao
sejam reconhecidos e tratados em tempo habil. No mais, a resposta ao tratamento deve
ser analisada tais quais as decisdes tomadas no que se refere ao tratamento com o

farmaco inicial, ajuste e medicacdo alternativa ndo farmacoldgica.

2.1.2 Neuroquimica da depresséo

Os ultimos 50 anos testemunharam uma diversidade de teorias, cada uma
afirmando ter a chave para a etiologia da depressao, baseada na perspectiva estreita de
sua propria disciplina (genética, social, psicolégica ou bioguimica). No entanto, na
ultima década, gracas aos avangos tecnoldgicos, grandes avancgos foram feitos em nossa
compreensdo do funcionamento do cérebro, particularmente, sua significativa
capacidade de plasticidade na interagdo com o ambiente (fisico e psicol6gico). Tornou-
se cada vez mais claro que os fatores psicossociais e bioldgicos sdo altamente relevantes
e, longe de se contradizerem, estdo inextricavelmente ligados a génese dessa condi¢édo
multifacetada (Gillen et al., 2001; Bhagwagar et al., ,2004)

A introducéo dos primeiros antidepressivos eficazes no final da década de 1950
estimulou o interesse pela neuroquimica do cérebro e, em particular, pelos sistemas de
neurotransmissores (Manji et al., 2001). Entender o mecanismo de acdo dos
antidepressivos poderia abrir caminho para o entendimento da patogénese da depresséo.
A teoria mais antiga a surgir, que sobrevive até o presente, a ‘hipotese da monoamina
de depressdo", postulou que a depressao € causada por uma deficiéncia do monoaminas,
noradrenalina, serotonina e dopamina, no cérebro, e que 0s medicamentos
antidepressivos restaurar estes ao normal (Figura 1) (Hirschfeld et al, 2000; Hindmarch,
2002; Raison, 2009).

A hipofuncdo das monoaminas possuem ramificagdes com diversos
mecanismos de acordo com estudos baseados nos efeitos farmacologicos de farmacos
que causavam ou aliviavam os sintomas de depressdo, dos quais estdo destacados na

tabela seguinte (Tabela 1).



Tabela 1: Relacdo mecanismo e sua respectiva descri¢cdo dentro do contexto da depressdo. Alguns

mecanismos descritos na literatura relacionam algumas alteracdes de biossinalizacdo que caracterizam a

hipofung&o das monoamidas, sendo esta a principal hipétese a elucidar a patogénese da depressao.

Mecanismo

Descricao

Deficiéncia na dieta dos aminoacidos
(triptofano e tirosina) (Wurtman et al.,
1980)

MutacBGes na triptofano-hidroxilase e
tirosina-hidroxilase (Neumeister et al.,
2003)

de
mitocondrial
(MAO) (Meyer et al., 2006)

da

monoamino-oxidase

Excesso ativacao enzima

Aumento da atividade de receptores de
recaptacdo em neurdnios pré-sinapticos
(Elder et al., 2011)

AlteracGes na via de sinalizacdo de
CREB e alteragdo no padrdo de
sinalizacdo da PKA (Kameyama et al.,
1998; Blendy et al., 2006).

Modificagdes
(Cheetham et al., 1990; Yates et al.,,
1992;

serotoninérgicas

Triptofano e tirosina sdo precursores de
alguns neurotransmissores essenciais para
a fisiologia neural, tais quais: dopamina,
serotonina e noradrenalina.

Mutacdes nos genes que codificam
enzimas de sintese de neurotransmissores

pode acarretar o desequilibrio neural.

Excesso de ativacdo das enzimas de
degradacdo dos neurotransmissores, como
a enzima mitocondrial monoamino-
oxidase (MAO), enzima que metaboliza as
monoaminas.

Aumento da atividade de receptacédo pelos
transportadores na membrana do neur6nio
pré-sindptico  impossibilita que o0s
receptores pos-sinapticos sejam ativados.
Alteracdes na via do fator de transcricéo
CREB e atuagdo da PKA que podem
alterar a transcricdo de genes do neurdnio
BDNF) e,

modificar sua forma, fazendo com que

(como consequentemente,
tenha menor capacidade de conectividade
cerebral e neuroprotecéo;

AlteracOes da expresséo de receptores de
serotonina 5HT14 € 5HT, que acarretam
em deficiéncias na neurotransmissdo
mediada por 5HT;a (sua diminuicdo) e
excesso de receptores 5HT;




O excesso de neurotransmissdo por 5HT, na amigdala e no cortex cerebral
parece estar relacionado com neurodegeneracdo e depressdo devido a repercussao
emocional exacerbada a estimulos aversivos, além do excesso desses receptores na
amigdala acarretar em diminuicédo da liberacdo de dopamina no circuito de recompensa.
(Nestler e Carlezon, 2006; Howell e Cunningham, 2015).
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Figura 1: Esquema simplificado e representativo da hipotese das monoaminas. A depressao parece
estar associada a alteracfes nas sinalizagfes da serotonina, noradrenalina e dopamina. Estas estdo
associadas a proteinas Gq, Gs e Gs, respectivamente, que seguem seus caminhos de biossinalizagdo para
o fator de transcricdo CREB que esta relacionado a regulagdo de BDNF que estimula neuroprotecdo e

aumenta a conectividade cerebral. Acervo pessoal.

O estresse/cortisol também pode estar envolvido nesses processos de
deflagracdo de sintomas neuroquimicos da depressdo (Burke et al., 2005). O estresse e 0
excesso de cortisol cronico tém sido considerados como raizes etioldgicas da depressao,
como disparadores do processo depressivo (Figura 2). O estresse pode favorecer a
ativacdo de glutamato através de seus receptores NMDA, a ativacdo destes receptores
esta relacionada a apoptose neuronal e a inibigdo da neurogénese (Zarate et al., 2006).
Enquanto que a exposic¢éo cronica ao cortisol pode desencadear a disfuncéo e morte dos

neurdnios do hipocampo e cortex cerebral, resultando na diminui¢do do hipocampo pela



diminuicdo da liberagdo de BDNF e neur6nios com acentuada diminuicdo das espiculas

dendriticas devido ao estresse crénico presente (Burke et al., 2005; Huys et al., 2015).
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Figura 2: Diagrama simplificado mostrando mecanismos que se acredita estarem envolvidos na
fisiopatologia da depressédo relacionados ao estresse. As principais vias pro-depressivos envolvem o
eixo hipotalamico-hipofisario-suprarrenal, que é ativado pelo estresse e, por sua vez, potencializa a

acdo excitotoxica do glutamato, mediada pelos receptores NMDA e altera a expressdo de genes que
promovem apoptose neural no hipocampo e cértex pré-frontal. Adaptado de Rang et al., 2012.

2.1.3 Farmacos utilizados na depressao

Por tratar-se de uma sindrome complexa de gravidade variavel, o tratamento da
depressdo baseia-se num grupo diverso de agentes terapéuticos antidepressivos. Estes
podem ser: antidepressivos triciclicos (ADTSs), inibidores da monoaminooxidase
(IMAO), inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) e atipicos.

Os Antidepressivos Triciclicos tem como mecanismo de acdo o bloqueio da
recaptura de monoaminas, tais como, norepinefrina (NE), serotonina (5-HT) e, em
menor proporc¢édo, dopamina (DA). Devido ao bloqueio da receptacdo de monoaminas,
ocorre um aumento da disponibilidade desses neurotransmissores na fenda sinaptica,
levando ao aumento da ativacdo dos receptores pos-sinapticos. Alguns efeitos adversos
sdo obversados devido a sua estrutura triciclica. Eles podem inibir receptores de

histamina H; e muscarinicos, causando sonoléncia. O blogueio excessivo de H; pode



também favorecer a obesidade e bloqueio excessivo de M; altera motilidade intestinal
(constipacdo), borramento visual, ressecamento das mucosas, delirio e alucinagdes.
Além disso, o bloqueio de canais de célcio voltagem dependentes pode causar arritmias
cardiacas e queda de pressdo ortostatica (Keer et al., 2001; Arroll et al., 2016).

Os Inibidores da monoaminooxidase (IMAQO) possuem como mecanismo de
acao impedir a degradacdo (oxidagéo) de catecolaminas recaptadas e ndo recicladas via
monoanimo-oxidase. Porém o excesso de NE e 5-HT na fenda sinaptica causa agitacao,
comportamento maniaco, alucinagfes, confusdo mental, neuropatia periférica, ganho de
peso, lesdo hepatica, cefaleia, fadiga, boca seca, retardo na ejaculacdo, lesdo hepatica e
outras reacOes adversas (Segraves e Balon, 2014; Arroll et al., 2016).

Os Inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) sdo farmacos que
inibem o transportador de recaptacdo de serotonina, 0 que leva a um aumento de
serotonina nas fendas sinapticas, ativando mais receptores 5-HT; em regides corticais,
0 que caracteriza o efeito terapéutico antidepressivo. Em funcdo de sua acdo mais
seletiva, influencia também a quantidade de serotonina disponivel para se ligar em
outros receptores de serotonina. Portanto, seu abuso pode causar irritabilidade, insonia e
disfuncdo sexual, perda de libido e retardo na ejaculacdo (pelo excesso de receptores 5-
HT, na regido limbica, especialmente amigdala), nduseas e vOmitos (ativacdo de
receptores 5-HT3 no centro do vomito) (Cascade et al., 2009; Arroll et al., 2016).

Os Antidepressivos Atipicos sdo farmacos que ndo se enquadram em nenhuma
das classes supracitadas. Alguns desta classe podem vir a aumentar a transmissdo de
noradrenalina no SNC, podem regular a interacdo da serotonina com seus receptores.
Outros inibem a recaptacdo de serotonina e noradrenalina. Seus efeitos adversos iréo
variar de acordo com seu mecanismo de acdo especifico para cada farmaco (Horst e
Preskorn, 1998; Al-Ruthia et al., 2015).

2.2 MicroRNAs

Os microRNAs (miRNAs) compde um grupo de RNA pequenos
(aproximadamente 20-25 nucleotideos) ndo codificadores, estes possuem uma
capacidade de inibir o processo de traducdo dependendo do grau de interagdo com seu
RNAM. Os miRNAs se ligam a regido 3’ ndo traduzida (3’UTR- untranslated region) e,
com isso, ocorre a degradacdo ou inibicdo da tradugdo (MacFarlane e Paul, 2010;
Wilson e Doudna, 2013).



A biogénese do miRNA tem ponto inicial a acdo da RNA polimerase 11 sobre o
gene de miRNA dando origem a um transcrito priméario (pri-miRNA). Este sofre
processamento enziméatico da RNAselll nuclear (Drosha) havendo formacdo de uma
estrutura em ‘’grampo’’, denominada de miRNA precurssor (pre-miRNA). O pre-
miRNA ¢é transportado pela exportina-5 para o citoplasma, onde, sofre acdo enzimatica
da RNAse Il citoplasméatica (Dicer) que cliva a por¢do do grampo gerando um miRNA
fita dupla de aproximadamente 20-25 nucleotideos de tamanho. O complexo protéico
(miRNP) incorpora a fita simples de miRNA gerada, sendo o0 miRNA o guia do
complexo proteico miRNP aos sitios complementares localizados nas regides 3° UTR
(untranslatedregion) de RNA mensageiros (RNAm) alvos (Rupaimoole e Slack, 2017;
McGeary et al., 2018)

A interacdo entre miRNA e 0 seu RNAm alvo determina a forma de atuacdo do
miRNA, uma vez que a complementaridade total ocasiona clivagem do RNAmM e uma
complementaridade parcial ocasiona apenas uma inibi¢do da traducdo do RNAm alvo
especifico, sendo esse Ultimo o mecanismo mais recorrente (MacFarlane e Paul, 2010)

(Figura 3).
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Figura 3: Esquema simplificado e representativo do processo de biogénese e mecanismos de acdo

dos miRNAs. No ndcleo, os pri-microRNAs (pri-miRNA) sofrem clivagem enzimética, gerando o pré-
miRNA e sdo exportados para o citoplasma, onde o processamento dos miRNAs se completa a fim de que
a clivagem ou inibicdo da traducdo de RNA mensageiros alvo ocorra como mecanismo de regulacéo pés-

transcricional. Acervo pessoal.



2.2.1 MicroRNAs em doencas do SNC

Diversos miRNAs sdo expressos no Sistema Nervoso Central (SNC), em
especial, no cérebro e muitos sdo especificos para os neurdnios (Schratt et al., 2006). As
mutacfes no mecanismo de processamento desses MiRNAs sdo, recorrentemente,
encontradas em varios distdrbios neurolégicos (Fiore et al., 2008). Um ndmero
crescente de miRNAs e seus alvos foram encontrados envolvidos na regulagdo do
desenvolvimento cerebral e neuronal (Figura 4) (Petri et al., 2014; Hernandez-Rapp et
al., 2017; Miguel-Hidalgo et al., 2017).

Lot miR-134 miR-134 ¢\t
miR-9 miR-137 miR-137 AR &
miR-124 miR-184 miR-138 \Z\\
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Diferenciagdo neuronal Maturagdo neuronal \
Self-renew . » . > \
\
\
T I
miR-25 . ﬁ X
miR-134 CTN Let-7 Neuronio  MiR-124 A
miR-137 miR-9 imaturo  MR-132 Neurdnio
miR-184 miR-124

Figura 4: Papel de miRNA na regulacao do desenvolvimento das células do SNC. Alguns miRNAs
tem papel para a propagacgdo da diferenciacdo e maturacéo de células nervosas (ex.: miR-124), enquanto
alguns inibem esses processos (ex.: miR-134). CTN = célula-tronco neural. Adaptado de Meza-Sosa et
al., 2014.

Diversos miRNAs especificos do cérebro ou em maior expressdo no cerebro
foram identificados e caracterizados. O miR-134 para o cérebro foi estudado na
neurogénese (Meza-Sosa et al., 2014), tém sido relatados outros miRNAs no sistema
nervoso mais do que em qualquer outro tecido, e estdo envolvidos em diferentes
aspectos do desenvolvimento neural (Kocerha et al., 2015). A alta expressdo desses
miRNAs é capaz de inibir a diferenciacdo neuronal e caracteristicas morfoldgicas
(Bavamian et al., 2015) e também pode ser associado ao desenvolvimento cerebral
anormal e & patogénese de varias doencas neuroldgicas tais como doenca de Alzheimer
(Figura 6), doenca de Parkinson, depressdo, entre outras (Maes et al., 2009; Smalheiser
etal., 2012; Wong e Nass, 2013).



Por exemplo, alta expressdo de miR-206 encontrada no cortex temporal de
pacientes com doenca de Alzheimer, pode regular negativamente (inibe a transcricdo) o
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), o que favorece a neurodegeneracao, a
disfuncdo sinaptica, 0 que acarreta e agrava 0s prejuizos relacionados a memoria;
mesmo em alteracGes patoldgicas extremamente precoces (Figura 5) (Moon et al.,
2016).

A avaliacéo da expressdo de miRNA em distrbios do sistema nervoso fornece
novas informagcbes moleculares e introduz a possibilidade de que a expressdo ou
inibicdo de miRNAs especificos possam ajudar no manejo clinico dos processos da
doenca, sendo considerada uma via potencial para o desenvolvimento de biomarcadores

periféricos (Sheinerman et al., 2013).

Alzheimer --—-—=> 1 miR-206
J, BDNF  — BDNF

Disfuncdo sinaptica
Neurodegeneracdo

Memoria

Figura 5: Esquema simplificado e representativo do papel do miR-206 na doenga de Alzheimer. A
doenca se caracteriza pelo aumento do miR-206, este por sua vez, regula negativamente 0 BDNF que ir4
contribuir para disfuncéo sinéptica e neurodegeneracdo, prejudicando ainda mais a memoria. Adaptado de
Moon et al., 2016.

2.3 Microvesiculas

Microvesiculas (MV) sdo pequenas vesiculas que podem ter origem de varios
tipos de células por brotamento de membrana plasmatica ou formacdo de um corpo
multivesicular (MVB) e apresentam tamanho heterogéneo (Tricarico et al., 2018).

Dentro da literatura cientifica, as microvesiculas também tém sido referidas como
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vesiculas extracelulares, exossomos, oncosomos, corpos apoptoticos (Gyoérgy et al.,
2011), que se desprendem em microparticulas de membrana.

As microvesiculas sdo capazes de modificar o meio extracelular, as células
receptoras proximais e distais (Fleissner et al., 2012). No mais, a identificacdo de
microvesiculas em diversos fluidos corporais (Camussi et al., 2010) ampliou o interesse
em pesquisas que visam entender e elucidar suas fungBes em tecidos saudaveis e
doentes. Concomitantemente, com 0s avangos recentes nas técnicas de isolamento de
microvesiculas a partir de fluidos corporais periféricos (Momen-Heravi et al., 2013)
como sangue e urina, € sugerido que as microvesiculas podem executar um papel
essencial em futuras estratégias diagndsticas e terapéuticas, e assim torna-las um

importante objeto de estudo da pesquisa biomédica (Skog et al., 2010).

2.3.1 Breve Historico

Na década de 1940, Erwin Chargaff e Randolph West, ao realizarem diversos
experimentos, descobriram que o plasma livre de plaquetas detinha propriedades de
coagulacao, que continham um fator precipitavel que facilitava a geracdo de trombina e
consequente formacdo de fibrina. Este trabalho concluiu que o plasma humano possui
um componente da coagulacao que é sedimentado em forma de pellet devido a uma alta
velocidade de centrifugacdo (Chargaff e West, 1946).

Entretanto, apenas anos depois, em 1967, gracas aos avancos tecnoldgicos
alcancados, como a microscopia eletronica, que o pesquisador Peter Wolf, através de
uma série de experimentos com amostras de sangue, foi capaz de demonstrar que este
componente da coagulacdo, obtido por ultracentrifugacdes de plasma livre, tratava-se,
na verdade, de pequenas vesiculas oriundas da membrana celular de plaquetas ativadas.
"Poeira de plaquetas™ foi o termo cunhado por Peter Wolf para descrever o material
coagulante subcelular que ele observou (Wolf, 1967).

Wolf concluiu que a "poeira de plaquetas” obtida a partir do plasma sérico e
citratado possuia propriedades de coagulacdo idénticas ao Fator Il de coagulacéo,
também conhecido como fator de tecido ou fator tecidual (‘’tissue factor’’, TF) de
plaquetas, um fator de coagulacdo derivado de plaquetas, responsavel pela conversao da
protrombina em sua forma ativa, a trombina (Graf e Wolfran, 2018).
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Com isso, Peter Wolf revolucionou a literatura da coagulagdo sanguinea com a
descoberta da "poeira de plaquetas”, que foi subsequentemente substituido pelo termo
microparticulas.

No ano de 1971, Crawford também descobriu que as microparticulas possuem
atividade de ATPase similar as proteinas contrateis plaquetarias, como a trombostenina
e, descobriu que suas amostras de microparticulas continham lipidios que contribuiam
para a fracdo livre de serotonina do plasma com sua capacidade de abrigar o
neurotransmissor (Crawford, 1971).

O fator tecidual é uma proteina transmembrana capaz de formar um complexo
com o fator VII / Vlla, levando a geragcdo de trombina (Ferreira et al., 2010). Apo6s
estudos demonstrarem de que as células tumorais liberam vesiculas microvesiculas (lero
et al., 2008), relatou-se que microvesiculas podem ser obtidas de células tumorais por

ultracentrifugacdo (Dvorak et al., 1983).

2.3.2 Biogénese e Secrecdo das microvesiculas

O processo de formacdo e liberacdo de microvesiculas (MV), dentro do
exposto na literatura, traz um retrato comparativo quanto aos €x0Ssomos,
microvesiculas e corpos apoptéticos, uma vez que estes sdo caracterizados e
denominados de vesiculas extracelulares (D’Souza-Schorey e Schorey, 2018).

As vesiculas extracelulares diferenciam-se em seus mecanismos de geracao,
tamanho e sitio de geracdo. Os exossomos sdo formados, primeiramente, como
vesiculas intraluminais (ILV) dentro de um corpo multivesicular (MVB) que é liberado
no espago extracelular apds a fusdo do MVB com a membrana plasmatica (Colombo et
al., 2014). Quanto a biogénese das microvesiculas, também chamadas como ectossomos
ou microparticulas, sdo observadas alteracbes como a exposi¢do da fosfatidilserina (PS)
na superficie externa da membrana plasmatica e a liberacdo das MV ocorre devido a
degradacdo do citoesqueleto atraves de protedlise dependente de célcio (Hugel et al.,
2005; Prudent et al., 2015). Ja corpos apoptéticos possuem tamanho que varia entre 1-
5uM sdo formados durante a formacg&o de bolhas celulares e fragmentacdo ap6s a morte
celular deflagrada por apoptose (Atkin-Smith et al., 2015).

Este trabalho concentrou-se em abordar detalhadamente a biogénese e

liberagcdo de exossomos.
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2.3.3 Exossomos

A biogénese dos exossomos comeca dentro do sistema endossomal. A
invaginacdo da membrana plasmética forma o endossoma inicial, que amadurece no
endossomo tardio que entdo produz vesiculas intraluminais (ILVS) em corpos
multivesiculares (MVBs). O tamanho dos exossomos, normalmente, é equivalente ao
das ILVs de onde sdo originarios (didmetro de 40-100 nm). Ap6s a maturacdo, 0S
MVBs podem ser direcionados para os lisossomos, onde suas cargas sdo degradadas, ou
transportadas para a membrana plasmatica com a qual se fundem para liberar as ILVs
no meio extracelular, o processo referido como liberacdo de exossomo (Colombo et al.,
2014; Jones et al., 2018).

Wollert et al., 2010 e Colombo et al., 2013 demonstraram que dois mecanismos
estdo envolvidos na selecdo de carga, agrupamento e formacdo de ILVs dentro de
MVBs. Um mecanismo é mediado pelo complexo endossdmico de triagem necessario
para o transporte (ESCRT) e o outro mecanismo € independente do ESCRT. O ESCRT
consiste em quatro complexos de proteinas com varias subunidades (ESCRT O, I, 1l e
I11) juntamente com proteinas associadas ao ESCRT (Frydrychowicz et al., 2015).

O recrutamento de ESCRT requer a presenca de fosfatidilinositol 3-fosfato
(PI3P) na membrana limitadora de MVB. O substrato de tirosina quinase (HRS)
regulado pelo fator de crescimento de hepatdcitos, entdo se liga a cauda citosolica
ubiquitinada de proteinas endocitadas, resultando em seu recrutamento para MVBs
(Schmidt et al., 2012; Théry et al., 2002)

Colombo et al., 2013 utilizaram a inibicdo do ESCRT como uma ferramenta
para investigar a biogénese e a secrecdo de exossomos. Tal estudo demonstrou que o
silenciamento de ESCRT-0 ou ESCRT-I pode reduzir quantitativamente a secre¢do de
vesiculas extracelulares, alterar o tamanho ou a composi¢do dos exossomos. No entanto,
a reducdo do ESCRT-IIl aumenta a secrecdo dos exossomos, sem alterar suas
caracteristicas.

Ja os mecanismos independentes de ESCRT estdo associados a lipideos,
proteinas transmembrana ou proteinas de choque térmico que foram identificados na
formacéo de ILV e biogénese exossdmica (Laulagnier et al., 2004; Vlassov et al., 2012).

Embora os mecanismos ESCRT-dependente e ESCRT-independentes tenham
sido descritos durante o processo de biogénese do exossomo, ainda ndo €

completamente esclarecido se esses mecanismos coexistem simultaneamente para
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regular a formacdo de um dnico tipo de MVB ou se eles indicam a existéncia de
populacOes heterogéneas de MVBs, que séo regulados por varios mecanismos durante a
biogénese do exossomo dentro das células.

O sinal critico para endocitose e formacdo de MVB ¢€ iniciado pela
ubiquitinacdo de proteinas da membrana plasmatica e, além de ocorrer a exocitose do
MVB, pode haver a degradacdo do mesmo, gragas ao lisossomo da propria célula
(Raposo e Stoorvogel, 2013), conforme observado na figura 6.

No que tange a secrecdo de exossomos, a familia RAB de pequenas
trifosfatases de guanosina (GTPases) controla o trafico vesicular intracelular. Podem-se
destacar as RAB11, RAB35, RAB27A e RAB27B, as quais desempenham papéis
importantes na liberagdo de exossomos. Essas proteinas RAB ajudam os MVBs a se
ancorarem a membrana plasmatica, o que é necessario para a fusdo final de duas
membranas, permitindo a liberacdo de exossomos dos MVBs (Savina et al., 2005; Hsu
et al., 2010; Ostrowski et al., 2010).

Os MVBs transitam para a superficie celular, se fundem com a membrana
plasmatica e liberam as vesiculas intraluminais para 0 meio extracelular (Meckes e
Raab-Traub, 2011; Gyorgy et al., 2011). Os exossomos sdo as Unicas vesiculas celulares
secretadas que sdo formadas a partir de membranas internas (Meckes e Raab-Traub,
2011). Porém, um evento central para a liberacdo dos exossomos envolve o0 aumento das

concentragdes de Ca*? intracelular (Hugel et al., 2005).
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Figura 6: Esquema simplificado e representativo do processo de biogénese e secre¢do de exossomos.
Parte da membrana plasmatica invagina para o citoplasma, onde ocorre a formagdo do MVB, que pode

sofrer degradacdo no lisossomo ou ser secretado para o meio extracelular. Acervo pessoal.

2.3.4 Composicao

Por conseguinte de sua biogénese, os exossomos de diferentes tipos celulares
possuem algumas proteinas que estdo envolvidas com seu processo de formacdo, por
exemplo, Rab GTPase (Van Niel et al., 2006). Sua membrana € composta por lipidios
como colesterol, esfingomielina, ceramida, fosfatidilserina (PS), entre outros (Théry et
al., 2002). Importante destacar o papel da PS, pois a mesma estd envolvida na
transducéo de sinais e na fusdo da membrana plasmatica, por ancoragem das proteinas
externas por meio de suas atividades de flopase e flipase (Zomer et al., 2010).

A porcdo superficial do exossomo € circundada por diversas proteinas
especificas de células, como tetraspaninas, integrinas, varias moléculas de adesdo
intercelular ou o principal complexo de histocompatibilidade (MHC), receptores de
glutamato para neurénios, que também pode ser encontrado na superficie do exossomo
(Zhang et al., 2014).

No tocante as tetraspaninas, estas sdo proteinas de membrana que contém
grandes complexos encontrados na membrana plasméatica de exossomos (Meckes e

Raab-Traub, 2011). Elas sdo caracteristicamente encontradas em alguns exossomos e
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podem ser usadas para confirmar a presenca de exossomos. As tetraspaninas facilitam a
fusdo celular, migracdo, sinalizagdo e adesdo célula-célula (Charrin et al., 2014; Raposo
e Stoorvogel, 2013). O MHC desempenha um papel fundamental na regulagéo
imunoldgica ao apresentar peptideos antigénicos aos linfocitos T (Wieczorek et al.,
2017). As proteinas de transducéo de sinal (proteinas G e proteinas quinases) e enzimas
proteoliticas (que podem aumentar a migracdo celular) também sdo encontradas em
exossomos (Beach et al., 2014).

Os exossomos podem também carrear &cidos nucleicos, tais como, RNA
mensageiro (RNAm) e microRNA (miRNA) (Figura 7) (Melo et al., 2014). Segundo Le
et al., 2014 e Bertoli et al., 2015, os niveis de expressdo de miRNA podem ter um valor
progndstico em pacientes com cancer. Como a pesquisa epigenética tem crescido nos
ultimos anos, os miRNAs concentram 0 maior interesse. Alem dos miRNAs, RNAmM
localizados em exossomos sdo introduzidos dentro da célula alvo através de processos
de fusdo de membrana e endocitose, e subsequentemente traduzidos, resultando em
proteinas que controlam as funcdes celulares e expressao génica (Martins et al., 2013).

De acordo com as caracteristicas de cada exossomo e sua célula geradora, eles
podem atuar na célula-alvo por mecanismos diferentes: regulando a transduc¢édo do sinal
intracelular através das proteinas da superficie do exossomo ou via miRNA ou RNAm
(Zhang e Grizzle, 2014). Os exossomos enriquecidos de RNAm podem ser traduzidos e
causar alteracdes nas fungdes bioldgicas nas células receptoras, enquanto 0 miRNA

pode regular a expressao génica.
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Figura 7: Composicdo de exossomos. Exossomos contém em seu conteldo interno alguns RNAmM,

miRNA, proteinas intracelulares e lipideos. Adaptado de Smith et al., 2013.
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2.3.5 Interacdo Exossomo - Célula

As funcbes dos exossomos nos processos fisiologicos e patoldgicos dependem
da capacidade dos mesmos de interagirem com as células receptoras para fornecer seus
conteddos de proteinas, lipidios e RNAs. O contetdo transportado pelos exossomos
depende de varios fatores, como aspectos celulares e ambientais (Yang e Robbins, 2011;
Feng et al., 2014).

O fundamento molecular para o direcionamento de exossomos ainda é
indeterminado, no entanto, notado. Alguns aspectos dependentes ou ndo de células-alvo
ja foram descritos em estudos publicados. A especificidade de células alvo para a
ligacdo de exossomos provavelmente serd determinada por moléculas de adesdo, como
integrinas, que estdo presentes nos exossomos (Denzer et al., 2000; Lindenbergh e
Stoorvogel, 2018).

Apds a secrecdo, 0s exossomos migrardo para as células receptoras. Em
estudos recentes, revelou-se que a absorcao e internalizacdo de exossomos pelas células
receptoras dependem de, pelo menos, trés mecanismos diferentes: (1) interacdo
receptor-ligante de superficie; (2) internalizacao por fusdo direta e (3) internalizacdo por
endocitose (Feng et al., 2010; Tian et al., 2010; Escrevente et al. 2011; Gross et al.,
2012). Finalmente, o contetdo transferido pelos exossomos pode influenciar a funcéao
da célula receptora (Figura 8). A endocitose mediada por receptores envolve a ligacao
direta de exossomos a receptores na membrana plasmatica ou a membrana de um 6rgéo
endocitico (Beit-Yannai et al., 2018).

®

Interacdo Ligante - Receptor

Figura 8: Esquema simplificado e representativo do processo de interacdo “’exossomo — célula’. A
interacdo pode ocorrer por trés mecanismos distintos: (1) Interacdo mediante ligacdo do ligante-receptor,
(2) Fusdo das membranas plasmaticas de exossomo-célula receptora ou (3) Endocitose do exossomo.
Adaptado de Biotec, 2018.
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Apods a ligacdo as celulas receptoras, 0S exossomos podem permanecer
estavelmente associados @ membrana plasmatica ou dissociar-se, fundir-se diretamente
com a membrana plasmatica ou ser internalizados por vias endociticas distintas (Melo et
al., 2018). Quando endocitados, os exossomos podem se fundir posteriormente com a
membrana delimitadora endossémica ou serem direcionados para lisossomos para
degradacédo (Raposo e Stoorvogel, 2013).

No que tange a acdo de RNAmM e miRNA advindos de exossomos para a celula
receptora, uma vez que a endocitose tenha ocorrido e os RNAmM de origem da vesicula
extracelular tenham sido liberados no citoplasma da célula receptora, sua traducao pode
ocorrer. As proteinas traduzidas podem entdo afetar diretamente o fen6tipo da célula
(Bang e Thum, 2012; Abak et al., 2018). Em segundo lugar, através da regulacdo
mediada por miRNA da célula hospedeira no nivel pos-transcricional (Hannafon e Ding,
2013). Em terceiro lugar, através da acdo da proteina extravesicular direta dentro das
células receptoras (Kosaka et al., 2016). A transferéncia dessas cargas biologicamente
ativas pode gerar mudancas funcionais nas células receptoras (Valadi et al., 2007).

2.3.6 Isolamento e Deteccao

Na Ultima década, inovacdes de pesquisa foram feitas para isolar exossomos de
tecidos biolégicos ou fluidos. Atualmente, 0s exossomos podem ser detectados atraves
de diferentes métodos em quase todos os fluidos corporais humanos, inclusive no
sangue, saliva e urina (Vlassov et al., 2012). Vérias técnicas sdo empregadas para
isolamento de exossomos como ultracentrifugacdo diferencial, técnicas de isolamento
baseadas em tamanho (ultrafiltracdo), centrifugacdo de taxa zonal, técnicas baseadas em
captura de imunoafinidade, precipitacdo exossdmica e técnicas de isolamento baseadas
em microfluidica (KO et al., 2016; Oliveira-Rodriguez et al., 2016). No entanto, a
maioria dos estudos, utiliza uma técnica de ultracentrifugagdo diferencial como
“’padréo-ouro’’ de isolamento de exossomos (Li et al., 2017).

Os exossomos isolados sdo caracterizados por microscopia eletrénica e analise
de Western-Blot e citometria de fluxo (FACS), com base na expressdo dos marcadores
de exossomos. A PCR em tempo real, a sequenciacdo de acidos nucleicos, ELISA e
Microarray também sdo utilizadas para a analise do contetdo de &cidos nucleicos e
proteinas em exossomos. A abordagem de perfil proteémico € utilizada para caracterizar

a composicdo protéica dos exossomos presentes, e a contagem espectral livre de
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marcadores, para avaliar a eficacia de cada método no isolamento exossomo (Rupert et
al., 2017).

Devido ao crescente interesse em exossomos e outras vesiculas extracelulares
(EVs) e seu potencial uso em terapias ou como biomarcadores para doencas, Kits
comercialmente disponiveis, que permitem “procedimentos faceis de isolamento” estdo

sendo desenvolvidos e comercializados (Ding et al, 2018).
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2.4 Justificativa

O papel de miRNAs como moduladores do seu microambiente, seja este
fisioldgico ou patoldgico, vém sendo discutido e existem relatos que estes podem advir
de exossomos, podendo ter um carater tanto supressor, quanto estimulador do SNC.
Neste contexto, tendo em vista também a ascensao do interesse por exossomos e Seus
papéis, estudos que busquem integrar e avaliar o impacto de miRNA na biologia da
depressdo (doenca que tém afetado recorrentemente a sociedade) podem ajudar a
acrescentar informacgdes sobre como 0s exossomos e 0s microRNAS exossomais
comportam neste contexto de depressdo, sobretudo quando ndo se tem, ainda, um

diagndstico para depressdo por um método bioquimico (Youngstrom et al., 2018).

3. DESENVOLVIMENTO
3.1 OBJETIVOS
3.1.1 Objetivo Geral

Analisar o papel de miRNAs derivados de exossomos na depressao.
3.1.2 Objetivos Especificos

e Identificar biomarcadores de miRNA relacionados a alteracGes correlacionadas a
depressao.
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3.2 METODOLOGIA

Trata-se de uma revisao sistematica da literatura. Um estudo secundario, ou seja,
dados advindos de outros estudos ditos primarios (0s quais produziram e geraram 0S
dados), a fim de reunir trabalhos e estudos semelhantes, realizar uma analise sobre 0s
mesmos em seus métodos e, quando possivel, uma analise estatistica, chamada
metanalise. A revisao sistematica € um instrumento de construcdo de uma analise ampla
da literatura, que agrega informacdes para discussdes a cerca da metodologia aplicada e
resultados obtidos, assim como reflexdes sobre a realizacdo de futuros estudos (Rother,
2007; Otani e Barros, 2011).

O método a ser abordado pela revisao sistematica é composto por sete etapas
(Rother, 2007):

1. Formulacdo da pergunta norteadora

2. Localizacdo dos estudos a serem usados como base
3. Avaliacdo critica dos estudos

4. Coleta de dados

5. Analise e apresentacao de dados

6. Interpretacdo dos dados

7. Aprimoramento e atualizacio da revisdo.

A pesquisa dos estudos foi realizada a partir do levantamento de dados de
miRNAS, exossomos e depressdo em estudos publicados nas bases de dados: PubMed,
Biblioteca Virtual de Saude (BVS) e Medline.

As palavras-chave utilizadas nas pesquisas foram: “’microRNA’’, “’exosome’’e
“’depression’’. Todas as combinagdes foram feitas utilizando-se o operador boleano
‘AND’.

Foram incluidos estudos considerados elegiveis, os quais atendiam aos seguintes
critérios de inclusdo: estudos de expressdo de miRNAs derivados de exossomos, pacientes
vivos ou mortos diagnosticados com depressdo, estudos de modelos experimentais, in vivo
ou in vitro, com amostras controle e com dados brutos disponiveis no estudos publicados.

Para tal, foram considerados 0s seguintes critérios de exclusdo: a) ndo ter
disponivel a versdo inteira do estudo; b) estudos com uso de microvesiculas; c¢) estudos que
ndo contemplem depressdo; d) estudos que ndo contemplem mIRNA derivados de

€X0SS0Mos.
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Figura 9: Fluxograma do processo de revisdo sistematica utilizado. Foram realizadas buscas nas bases
de dados e os estudos foram sendo filtrados de acordo com os critérios de excluséo supracitados. Ao final

do processo, 4 trabalhos foram incluidos na revisdo. Acervo pessoal.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 MicroRNAs com expressdo alterada na Depresséo

Apos haverem sido seguidas as metodologias supracitadas, restaram quatro
artigos que foram incluidos para a analise final, conforme mostrado na figura 9. De
acordo com os estudos levantados (Dwivedi, 2014; Brites e Fernandes, 2015; Mondal et
al., 2017; Tavakolizadeh et al., 2018), 45 microRNAs e precursores de microRNAs
foram identificados com expressdo significativa (seja aumentada ou diminuida)
relacionados a depressdo. Estes 45 microRNAs desempenham papéis na regulacdo de
genes associados a processos de apoptose, neurogénese, receptor de catecolaminas,
diferenciacdo celular, controle de expressdao génica e desenvolvimento vascular. Na
tabela 1 tem-se os 45 microRNAs com expressao aumentada ou diminuida, sua amostra
a qual foi detectada, nivel de regulagdo e método de anélise. Destes 45 microRNA, 22
estavam em downregulation e 23 em upregulation.

Dos microRNAs identificados, as amostras (tecido ou fluido) as quais foram
possiveis realizar a identificacdo sdo de: tecido post-mortem (PM), sangue e liquido
cefalorraquidiano (LCR). Pode-se destacar o fato que ndo fora utilizado ou nédo tenha
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sido capaz de se discernir exossomos e microRNAs exossomais derivados de urina, fato
bem descrito na literatura (Pisitkun et al., 2004; Huebner et al., 2015).

Como método de analise, foram usados apenas o Microarray (Microarranjo de
DNA) e o PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR). Uma vez que se analisa
microRNA, se faz necessario técnicas que tenham capacidade para conseguir realizar a
inspecdo neste nivel molecular. A tecnologia Microarray (n=13) é uma poderosa
ferramenta de alto rendimento capaz de monitorar a expressédo de milhares de pequenos
RNAs ndo codificantes (miRNA) de uma sé vez, dentro de dezenas de amostras
processadas em paralelo em um unico experimento (Schwarzenbach et al., 2015). Jao
gRT-PCR (n=44), ¢é possivel medir o nivel de expressdo de miRNA ou quantificagdo
especifica de miRNAs maduros em métodos que estudam a regulacdo de funcdes
bioldgicas e que usam perfis de miRNA como marcadores diagndsticos para diversas
doenca, como depressdo (Figura 10) (Moldovan et al., 2014).

Microarray miR-124 miR-26b qRT-PCR

miR-29a

miR-26a miR-34a-5

miR-1202 .
miR-221-3p mMiR-451a MiR-9
miR-134

Let-7a Let-7d-3p

miR-144-5p Let-7d-3p
miR-146a

miR-1972

miR-4485 mMiR-4498

) miR-21 Let-7c
miR-4743 miR-183
miR-182 Let-7b
R-1302 miR-186 miR-17-92 _
m miR-24 miR-2 7b

miR-135a

miR-625
miR-144-5p miR-511

. miR-34c
miR-22

miR- 369-3p mMIiR-34b miR-223b

miR-494 miR-376a MiR-496
miR-16

miR-142-5p
miR-142-3p

Figura 10: Diferenca representativa dos métodos de andlise usados. Foram obtidos 44 microRNAs

pela técnica de qRT-PCR, sendo destes, 13 também detectados por Microarray. O microRNA detectado
apenas por Microarray foi 0 miR-9. Acervo pessoal.

Estas moléculas exercem seus efeitos através do direcionamento de uma
variedade de vias celulares e moleculares envolvidas em diferentes processos
fisiolégicos. Esses microRNAs derivados de exossomos sugerem a comunidade
cientifica que os encontrados em sangue ou LCR poderiam ser usados como
biomarcadores diagnosticos e terapéuticos para pacientes com depressdo, ja que, para
individuos vivos, a busca em tecidos post-mortem ndo condiz com a sua realidade
(O'connor et al,, 2012; Allen et al., 2014) (Tabela 2).
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Tabela 2: Regulacédo de microRNA envolvidos na depressao. Alguns microRNAs e precursores estdo
envolvidos na biologia da depresséo e podem ser detectados via gRT-PCR ou Microarray de diferentes
tipos de amostras: tecido post-mortem (PM), sangue ou liquido cefalorraquidiano (LCR). (1) = Dwivedi,
2014; (2) = Brites e Fernandes, 2015; (3) = Mondal et al., 2017 e (4) = Tavakolizadeh et al., 2018.

microRNA Regulacado Metodo Amostra
de
analise

miR-1202 ! Microarray/qRT-PCR PM (2;4)
Let-7a 1 gRT-PCR Sangue (2;4)
miR-124 1 gRT-PCR Sangue (2;4)
miR-29a 1 gqRT-PCR Sangue (2;4)
miR-26a 1 gRT-PCR Sangue (2;4)
miR-26b 1 gRT-PCR Sangue (2;4)
miR-1972 1 Microarray/qRT-PCR Sangue (2;4)
miR-4485 1 Microarray/qRT-PCR Sangue (2;4)
miR-4498 1 Microarray/qRT-PCR Sangue (2;4)
miR-4743 1 Microarray/qRT-PCR Sangue (2;4)
miR-221-3p 1 gRT-PCR Sangue/LCR

(2;4)

miR-34a-5 1 qRT-PCR PM (2;4)
Let-7d-3p 1 gRT-PCR Sangue (2;4)
miR-451a 1 gRT-PCR Sangue/LCR
miR-132 1 Microarray/qRT-PCR Sangglzj’e422;4)
miR-182 1 gRT-PCR Sangue (2;4)

miR-134 ! qRT-PCR PM (2;4)
miR-183 1 gqRT-PCR Sangue (2;4)
miR-1302 1 Microarray/qRT-PCR Sangue/LCR
miR-625 1 Microarray/qRT-PCR Sang(ig}?_CR

miR-9 1 Microarray PI\(/IZ’(?A)
miR-144-5p ! gRT-PCR Sangue (2;4)

miR-17-92 1 gRT-PCR Sangue (4)

miR-146a ! qRT-PCR PM (4)
miR-16 1 gRT-PCR Sangtje)/LCR
4
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Let-7b ! gRT-PCR Sangue (1)
Let-7c ! gRT-PCR Sangue (1)
miR-21 1 gRT-PCR Sangue (4)
miR-22 ! Microarray/qRT-PCR PM (4)
miR-135a ! gRT-PCR Sangue (4)
miR-32 ! Microarray/qRT-PCR Sangue (4)
miR-186 ! Microarray/qRT-PCR Sangue (4)
miR-107 ! Microarray/qRT-PCR Sangue (4)
miR-142 -5p l gRT-PCR PM (4)
miR-142-3p ! gRT-PCR PM (4)
miR- 494 ! qRT-PCR PM (4)
miR-376a l gRT-PCR PM (4)
miR-496 ! gRT-PCR PM (4)
miR-369-3p ! gqRT-PCR Sangue (4)
miR-223b ! gRT-PCR Sangue (4)
miR-27b ! gRT-PCR Sangue (4)
miR-124 ! gRT-PCR Sangue (4)
miR-34b ! gRT-PCR Sangue/LCR
miR- 34c l gRT-PCR PI\(/I4)(4)
miR-511 1 gRT-PCR Sangue (4)

3.3.2 MicroRNAs e sua importancia funcional na Depresséo

No que tange a fungdo desempenhada por esses microRNAs, a tabela 3 faz essa
correlagdo de microRNA e sua fungdo desempenhada no SNC. Entender a fungéo
desempenhada por determinado microRNA, estando 0 mesmo com uma maior ou
menor expressdo, dentro do contexto de SNC é fundamental para entender seu papel na
biologia da depressao (Du e Zamore, 2007).

Uma das principais cargas que podem ser transferidas por exossomos séo 0s
microRNAs. Estas moléculas sdo capazes de alterar o comportamento das células

receptoras, afetando varias vias celulares e moleculares (Melo et al., 2014). Assim, a
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identificacdo de miRNASs exossdmicos poderia ser introduzida em novos biomarcadores
diagndsticos e terapéuticos nessa area. Os ex0SSOmOS a0 carrearem suas cargas
(miRNAs, mRNAs e proteinas) as células receptoras podem exercer seus efeitos e
poderiam induzir ou inibir varios mecanismos, como plasticidade neural, que poderiam
contribuir para a iniciacdo e progressao de varias doencas mentais, como a depressdo
(Tsilioni et al., 2014).

Os microRNAs derivados de exossomos demonstram estar envolvidos na
manifestacdo da depressdo e nas agdes terapéuticas dos antidepressivos (Smalheiser et
al., 2012) . No caso do miR-183, essa vulnerabilidade aumentada pode ser secundaria a
ciclos circadianos interrompidos (Dambal et al., 2015), o que gera um aumento da
producdo e liberacdo de cortisol; ademais, a alteracdo do ciclo circadiano leva a um
estresse crbnico. Este, por sua vez, aumenta a liberacdo de CRH, que, novamente,
liberara mais cortisol (Rang et al., 2012).

O miR-16 regula negativamente a expressdo do transportador de serotonina
(SERT)(Baudry et al., 2010), o principal alvo para a classe de farmacos antidepressivos
inibidores da recaptacdo da serotonina (ISRS). Ao negativamente regular a expressdo do
SERT, pode alterar a resposta ao tratamento antidepressivo.

Além de ter como alvo os receptores de serotonina, 0 miR-22 também tem
como alvo receptores de BDNF (Dwivedi, 2014). Acredita-se que aumentos no BDNF
medeiam indiretamente os efeitos antidepressivos dos ISRS, portanto a superexpressao
do BDNF direcionado a miRNA ap6s o tratamento medicamentoso sugere
potencialmente feedback homeostatico para manter o BDNF dentro de um intervalo
favoravel (Castrén e Rantaméki, 2010). Drogas que induzem a expressdao do BDNF,
sem aumentos concordantes no miRNA inibitério, podem se mostrar mais especificas e
eficientes para o tratamento antidepressivo do que os antidepressivos atuais .

Embora esteja claro que os microRNAs funcionam como um mecanismo para a
regulacdo pos-transcricional (MacFarlane e Paul, 2010), ndo foi conclusivamente
provado se, sob condicGes de homeostase ou patologia, sua presenca nos fluidos
corporais é simplesmente um subproduto da degradagdo celular ou se eles estdo
ativamente secretados nos fluidos corporais para mediar a regulacdo dos genes
intercelulares. No entanto, a correlagdo entre microRNAs circulantes e microRNAs de
tecido periférico sugere que em fluidos humanos eles podem servir como

biomarcadores. No entanto, no contexto da depressdo, poucos estudos tém apoiado tais
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correlagdes entre as leituras de circulacao e central da expressao de microRNAs (Fan et
al, 2014).

Apesar do fato de o tamanho da amostra do presente estudo nédo tenha sido
muito grande e ndo fossem incluidos outros distarbios neurodegenerativos, como
esquizofrenia e transtorno de ansiedade, que podem causar restricd0 no
desenvolvimento de biomarcadores de depressdo maior (Rao et al., 2013), os resultados
atuais poderiam fornecer a breve e inicial justificativa para investigagOes futuras para
fins diagnosticos e prognosticos em pacientes com depresséo. Portanto, um tamanho de
amostra maior e um estudo abrangente em humanos devem ser conduzidos para
demonstrar ainda mais a capacidade diagndstica dos presentes miRNAs para depressao

em estudos futuros.
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Tabela 3: Relacdo microRNA e sua respectiva funcdo. Alguns microRNA e precursores possuem
fungdes regulatérias importantes para a biologia da depressdo, como a regulacdo da neurogénese,
receptores fundamentais alvos de antidepressivos, transmissdo sindptica, regulacdo de genes e outras
demais funces. (1) = Dwivedi, 2014; (2) = Brites e Fernandes, 2015; (3) = Mondal et al., 2017 e (4) =
Tavakolizadeh et al., 2018.

microRNA

miR-1202 Modulador de neurotransmissdo glutamatérgica,
dopaminérgica, gabaérgica e serotoninérgica.
Regulador de comportamentos relacionados a ansiedade

(2;4)
Let-7a Diferenciag¢éo neuronal.
Formacao e plasticidade das sinapses (2;4)
miR-124 Regulagéo neurogénese (2;4)
miR-29a Estresse (2;4)
miR-26a Desenvolvimento neuronal (2;4)
miR-26b Regulacao ciclo celular e apoptose (2;4)
miR-1972 Desenvolvimento e funcdo do cérebro (2;4)
miR-4485 Orientacdo e extensdo do axénio, transmissao sinaptica,
aprendizagem e memoria (2;4)
miR-4498 Transmissdo sinaptica
Aprendizagem e memodria (2;4)
miR-4743 Transmissao sinaptica
Aprendizagem e memoria (2;4)
miR-221-3p Receptores de 5-HT, receptor CRH
Transportadores de glutamato (2;4)
miR-34a-5 Receptores de 5-HT, receptor CRH
Transportadores de glutamato (2;4)
Let-7d-3p Receptores de 5-HT, receptor CRH
Transportadores de glutamato (2;4)
miR-451a Regulacdo BDNF (2;4)
miR-132 Regulacdo BDNF (2;4)
miR-182 Regulacdo BDNF (2;4)
miR-134 Regulacdo tamanho espinhas dendriticas (2;4)
miR-183 Regulacéo ciclo circadiano (2;4)
miR-1302 Regulacdo P2RX7

Regulacédo transmissdo sinptica/ Regulacéo receptores
scavenger (2;4)
miR-625 Regulacdo P2RX7
Regulacéo transmissdo sindptica/ Regulacao receptores
scavenger (2;4)
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miR-9
miR-144-5p
miR-17-92
miR-146a
miR-16

Let-7b
Let-7c
miR-21

miR-22

miR-135a

miR-32
miR-186
miR-107
miR-142 -5p
miR-142-3p
miR- 494

miR-376a
miR-496
miR-369-3p
miR-223b
miR-27b
miR-124
miR-34b
miR- 34c
miR-511

Crescimento dendritico
Transmissdo sinaptica (2;4).
Regulacéo vias PKC
Humor e estresse (2;4)
Regulacéo neurogénese
Ansiedade e estresse (4)
Estresse
Neurodegeneracao (4)
Regulacdo BDNF, vias 5-HT
Regulacéo expressdo SERT (1;4)
Regulacdo VEGF (1)

Regulacédo VEGF (1)

Regulacdo ERK
Regulacéo proteina gp130 (4)
Regulacdo BDNF, receptor 5-HT, MAO-A
Regulacdo sinalizacdo proteina G (4)

Controle de proteostase, manutencdo da integridade
genbmica, regulacao da atividade transcricional e controle
imunoinflamatério (4)

Regulacéo sinalizacdo tirosina-quinase (4)

Regulacdo BACEL (4)
Regulacdo BDNF (4)
Regulacdo MAO-A (4)
Regulacdo MAO-A (4)

Estresse
Regulacdo transcricdo génica (4)
Regulacdo SC35 (4)

Regulacéo transcricdo génica (4)
Regulacgdo expressdo de RNAm (4)
Regulacdo SLC17AL1 (4)
Regulacéo MIP-1p (4)
Regulacéo vias PKC, MAPK (1;2;4)
Regulacgéo vias PKC, MAPK (1;4)
Regulagdo PABPCL1 (1;4)
Estresse (4)
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Por fim, observamos inumeros microRNAs com possibilidades de se tornarem

marcadores depressivos. Alguns definindo pior, ou melhor, progndstico da doenca;

outros possiveis marcadores periféricos de diagndstico ou controle da doenca; e outros

servindo como terapia alvo. O uso de microRNA derivados de exossomos pode ser dar

como uma forma de diagndstico ou progndéstico e para realizar o0 acompanhamento da

progresséo ou ndo da depressédo (Figura 11).
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Figura 11: Esquema simplificado e representativo de biomarcador baseado em microRNA

derivados de exossomos em individuos vivos. A estratégica tem inicio na biogénese do microRNA, que

é carreado por exossomos. O isolamento de exossomos é feita a partir de fluidos humanos, passados por

um método de andlise (QRT-PCR ou Microarray) e, ao se identificar o biomarcador, é realizada a decisdo

clinica. Acervo pessoal.
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Pode-se concluir, portanto que miRNAs desempenham papéis criticos na
patogénese da depressdo. Além disso, miRNAs tém papéis importantes em resposta aos
agentes terapéuticos utilizados em pacientes com depressdo. Portanto, parece que 0s
miRNAs poderiam ser empregados como biomarcadores diagndsticos para monitorar
pacientes com depressdo. A capacidade de prever a resposta ao tratamento com base na
expressdo de biomarcadores confere vantagem clinica em termos de escolha da
estratégia terapéutica correta para o paciente certo.

Apesar desses desafios, microRNAs derivados de exossomos devem continuar
sendo um foco significativo no desenvolvimento de novos tratamentos antidepressivos.
De grande interesse seria 0 uso adicional de abordagens de alto rendimento para
examinar a desregulacdo global do miRNA em modelos animais. Continuar a priorizar
esses estudos ajudaria a identificar potenciais biomarcadores de miRNA de depressédo
clinica e permitir a triagem da suscetibilidade do paciente. Da mesma forma, o perfil de
alteracdes no miRNA no soro em pacientes com diferentes graus de resposta aos
antidepressivos atuais poderia ajudar a prever a eficacia das opcdes de tratamento para
os individuos. Essas medidas permitiriam tratamentos mais informados e direcionados
ao paciente e reduziriam os efeitos negativos fora do alvo. Tais medidas também
encontraram sucesso em uma série de transtornos e, portanto, sustentam predizer com

mais precisdo a vulnerabilidade e resiliéncia do paciente na depressao clinica.
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