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RESUMO

GALINDO, B. O miRNA como possivel biomarcador farmacoepigenético no tratamento
da depressdo maior com fluoxetina. 2020. no. f. Trabalho de Conclusdo de Curso de
Farmacia-Bioquimica - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo, 2020.

Palavras-chave: miRNA; biomarcador; depresséao; fluoxetina.

INTRODUCAO: A depressio é uma doenca altamente prevalente e debilitante, que vem
se tornando cada dia mais relevante na sociedade contemporanea, um dos
medicamentos utilizados em seu tratamento farmacologico é a fluoxetina, um
antidepressivo inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina. O acompanhamento do
tratamento é realizado com base em questionarios, cujas respostas podem ser
subjetivas. Para otimizar o tratamento, € necessario um método mais preciso para que
seu acompanhamento seja realizado, como por exemplo o uso de miRNAs como
biomarcadores OBJETIVO: Este trabalho tem como objetivo avaliar na literatura
cientifica a possibilidade de utilizar como biomarcador farmacoepigenético o perfil de
expressao de miRNA na terapia com fluoxetina em individuos com depressdo maior.
MATERIAIS E METODOS: A pergunta principal foi determinada através da metodologia
PICO e o trabalho foi conduzido como uma revisao de literatura, onde foram coletados
artigos sobre o tema, com base nas palavras-chave determinadas, utilizando-se um filtro
para o tempo de publicacdo; estes foram lidos e selecionados com base no
enquadramento determinado RESULTADOS: A expresséo de diferentes tipos de miRNA
€ alterada tanto pelo transtorno depressivo maior por si sO, quanto também pelo
tratamento com fluoxetina, estas regulacdes diferenciadas podem ser observadas em
diferentes tipos celulares, assim como em regides do cérebro e em células sanguineas.
O tratamento com fluoxetina regula a expressao de miRNA em diferentes tipos celulares,
e em alguns casos é observada uma regulacdo tendendo para a normalizacdo dos
valores para os observados em grupos controle. CONCLUSAO: Sua utilizacdo como
biomarcador para determinar a eficacia do tratamento é promissora, porém demanda
mais estudos.



1. INTRODUCAO

O DSM-5 é o manual diagndéstico e estatistico de transtornos mentais, contém a
classificagdo dos transtornos mentais e os critérios associados a estes, de modo a

facilitar e tornar mais preciso o diagnoéstico (American Psychiatric Association, 2014).

Segundo a Sociedade Americana de Psiquiatria (2014, p. 160), a depressao maior
esta classificada entre os transtornos depressivos, cuja principal caracteristica é o humor
triste, vazio ou irritavel, juntamente com alteracdes nas capacidades do individuo, devido
a implicacdes cognitivas. Ainda segundo o DSM-5, nos casos de depressdo maior,
também chamada de transtorno depressivo maior, ocorrem episédios de ao menos duas
semanas e remissdes interepisddicas, nos quais se observam mudancas no afeto, na
cognicdo e em funcdes neurovegetativas. A depresséao, além dos sintomas associados,
€ um transtorno crénico e com episodios recorrentes, que podem levar a uma maior
utilizacdo dos servicos de saude, ao comprometimento da saude do individuo, e até
mesmo se tornar um fator incapacitante (Fleck et al., 2003).

O diagnéstico da depresséo maior € realizado com base em uma série de critérios
estabelecidas pelo DSM-5, dos quais se destacam os sintomas de humor depressivo e
a perda de interesse ou prazer, além de um entre estes, um total de ao menos cinco
sintomas deve estar presente pelo periodo de duas semanas (American Psychiatric
Association, 2014.). Acima de 264 milhbes de pessoas sofrem de desordens
depressivas, globalmente, sendo que destes, cerca de 163 milhdes se referem a
desordem depressiva maior. O estudo demonstrou um grande aumento no niumero de
casos para ambas as condi¢des, entre os anos de 1997 e 2017, principalmente na
primeira década citada. O nimero de casos de desordens depressivas equivale ao valor
relativo maior que a populacéo total do Brasil e cerca de 3,4% da populacdo mundial
(GBD, 2017).

O Brasil é o0 segundo pais com maior prevaléncia de depresséao, tendo mais de
onze milhdes de casos, ou seja, a desordem afetava em torno de 5,5% da populacao
brasileira, na época (OMS, 2017).



E importante se salientar que, em decorréncia da pandemia de Covid-19, estéo
sendo realizados diversos estudos correlacionando a situacéo de isolamento causada
pela pandemia com o aumento dos niumeros da depressdo em diversos paises, como na
Turquia (Ustun, 2020), no Iraque (Blbas et al., 2020) e na Bésnia Herzegovina (Sljivo et
al., 2020). Demonstrando de forma pratica como a depressao se torna cada dia um ponto

de maior relevancia na sociedade contemporanea.

Apesar da magnitude que a depressdo possui atualmente, 0s mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos no desenvolvimento do transtorno depressivo maior ndo sao
completamente elucidados. A hipétese mais aceita atualmente é que o transtorno nao
tem apenas uma causa, mas sim origem heterogénea, uma combinacdo de fatores
genéticos, ambientais, psicoldgicos, sociais e de processos bioldgicos. (Brunton et al.,
2005).

A maior parte das hip6teses concorda que uma das facetas responsaveis pelo
desenvolvimento da depressao maior é a diminuicdo da atividade monoaminérgica, seja
pela reducdo de sua producao, atividade ou recepcdo dos neurotransmissores, entre
outros fatores (Brunton et al., 2005). E nisto que se baseia o tratamento farmacolégico

da depressao, majoritariamente.

Segundo o Manual Merck, cuja Ultima atualizag&o foi realizada em 2020, entre as
classes de farmacos utilizados para o tratamento da depressdo pode-se citar os
moduladores da serotonina, os inibidores de recaptacdo de serotonina, dopamina e
noradrenalina, os antidepressivos heterociclicos, os inibidores da monoaminoxidase
(IMAOs), o antidepressivo melatonérgico e por fim, os inibidores seletivos da recaptura
de serotonina (ISRS) (Coryell, 2020).

O tratamento farmacoldgico pode ser selecionado com base em experiéncias
anteriores com antidepressivos, mas em casos Nos quais 0 paciente tem seu primeiro
contato com antidepressivos, o tratamento de escolha costuma ser o ISRS, devido a sua
maior tolerabilidade comparado a outros medicamentos, exatamente por isso, essa
classe se encontra entre as formas de tratamento mais utilizadas no Brasil (Coryell.
2018).



Os inibidores seletivos da recaptura de serotonina atuam inibindo de forma
alostérica o sitio de ligacdo dos receptores pré-sinapticos da serotonina, levando a um
aumento da concentragdo do neurotransmissor na fenda sinaptica e um consequente
aumento de sua acao serotoninérgica (Brunton et al., 2005). Podem ser citados como
exemplos dessa classe de medicamentos a fluvoxamina, o escitalopram, a paroxetina, o

citalopram, a sertralina e a fluoxetina (Brunton et al., 2005).

A fluoxetina possui certas particularidades que a tornam uma opc¢ao interessante
e viavel para o tratamento da depresséo, a molécula possui uma meia vida extensa, de
cerca de 50 horas (Lemke et al., 2008), o que propicia, conforme indicado na bula para
profissional da salide do medicamento referéncia Prozac®; a posologia de uma dose de
20 mg/dia, alcancada com a ingestdo de um unico comprimido por dia. Outro ponto
relevante para a adesdo ao tratamento, além da dose Unica diaria, é o fato de que a
fluoxetina apresenta uma maior tolerabilidade, com uma incidéncia menor de eventos

adversos, muitos comuns no tratamento para a depresséo maior (Horimoto, 2005).

O tratamento da depressdo é atualmente avaliado com base em escalas e
guestionarios, dos quais, segundo Aros e Yoshida (2009), os mais utilizados para o
acompanhamento da evoluc&o no tratamento da depressao sao o Hamilton Depression
Rating Scale (HDRS), elaborado por Max Hamilton em 1960 e que conta com dezessete
itens a serem analisados (Hamilton, 1960), a Hospital Anxiety and Depression Scale
(HADS) , uma escala de gquatorze itens usada para o diagndéstico de depressao e
ansiedade, dos quais sete formam a subescala de sintomas depressivos, desenvolvida
por Zigmond e Snaith em 1983 (Herrero et al, 2003), e a Beck’s Depression Inventory
(BDI) idealizada por Salkind em 1969, que é composto por 21 itens e propicia a
determinacao da intensidade da depressao como leve, moderada ou grave (Salkind,
1969).

Tendo em vista que escalas e questionarios possuem um teor subjetivo e
possivelmente enviesado, portanto, ainda € necessario que se encontre uma alternativa

mais exata e precisa que auxilie no acompanhamento da evolucao do tratamento.

A epigenética nas doencgas psiquiéatricas e a influéncia dos farmacos



Alguns estudos tém mostrado o papel da epigenética em doencas psiquiatricas, e
vem sendo vista como uma nova perspectiva para biomarcadores no diagnostico e no
tratamento de doencas do sistema nervoso central. Estes estudos associam as
alteracdes na metilagdo do DNA com autismo, desordem bipolar, esquizofrenia,
depressao e doenca de Alzheimer (Abdolmaleky, Zhou, & Thiagalingam, 2015; Bennett
et al., 2015; Mahgoub & Monteggia, 2013).

Em relacdo aos miRNA, esses foram estudados em doengas como Alzheimer,
esclerose lateral amiotrofica, desordem bipolar, distirbios de ansiedade, depressao,
esquizofrenia, entre outras (Jin, Wu, Wang, & Li, 2013).

O miRNA é uma pequena molécula de RNA nao codificante (Vasu et al., 2016)
gue possui cerca de 22 nucleotideos e esta presente em todos 0s seres vivos estudados
até agora, do reino animal (Ambros, 2004) e é expresso em diferentes tecidos no

organismo, incluindo o sistema nervoso central (Xu et al, 2010).

Os miRNAs sao transcritos a partir dos miRNAs primarios (pri-miRNA), esses sao
transcritos pela RNA polimerase I, sendo entdo processados até formar os precursores
do miRNA (pre-miRNA), que possuem entre 70 e 110 nucleotideos, aproximadamente.
O pre-miRNA € entdo transportado para fora do nucleo e processado no citoplasma,
onde sua estrutura é processada de modo a gerar pequenos RNAs de fita dupla, com
cerca de 22 nucleotideos (Lin & Gregory, 2015, Dwivedi, 2017).
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Figura 01: Panorama da via de biogénese do miRNA (Lin & Gregory, 2015) miRNAs sao
como parte de longas moléculas, chamadas pri-miRNA. Estas, sdo clivadas pelo

transcritos pela RNA polimerase I,

microprocessador ainda no nucleo, de modo a originar um pre-miRNA, com aproximadamente 70 nucleotideos. O pre-miRNA é
exportado ao citoplasma pela exportina-5 e processado pela ribonuclease DICER1, formando uma molécula de RNA dupla fita. Uma
das fitas do miRNA, a fita guia, forma o complexo miRISC (miRNA-induced silencing complex, RISC) que contém a proteina
Argonauta e a DICER1 e guia o miRISC & sua molécula de mRNA alvo através da sequéncia complementar. O miRNA ird mediar a

repressdo génica através da degradacédo do mRNA alvo e repressédo da traducéo

As funcgdes conhecidas dos miRNAs indicam que estes possuem relevancia no
desenvolvimento e na fisiologia dos animais, funcionando de modo que a sintese proteica
inibida, e a estabilidade do mRNA é preservada (Ambros, 2004). Por exercer

do alvo é
influéncia na expresséao e traducdo do mRNA, muitos pesquisadores consideram a sua

atividade como fator epigenético (Zaha, 2014)
Ademais, os niveis de miRNA na circulagdo refletem o estado fisiologico ou
patologico de um individuo, podendo ter seus niveis alterados como consequéncia de

tratamentos farmacolégicos (Lopez et al., 2017).
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O estudo de Gardiner e cols (2012) analisou o perfil de expressdo de miRNA em
112 pacientes com esquizofrenia (sob medicacdo antipsicética) e 76 controles ndo-
psiquiatricos. Os resultados revelaram 33 miRNA negativamente regulados, dos quais, 7
foram confirmados através de PCR-RT: miR-31, miR-431, miR-433, miR-107, miR-134,
miR-99b e miR- 487b. Os autores sugerem que o padrao diferencial na expressao de
MiRNA pode ser uma indicacao de alteracdes de base genética ou epigenética associada

a esquizofrenia (Gardiner et al., 2012).

Bocchio-Chiavetto e cols (2012), realizaram um estudo do perfil completo de
MiRNA humanos em 10 individuos com depresséo sob tratamento com escitalopram por
12 semanas. Os resultados mostraram 30 miRNA diferencialmente expressos apos o
tratamento com antidepressivos. Analises de predicdo e anotacdo funcional dos genes
alvo dos miRNA indicaram um aumento significativo em vias associadas com a funcao
cerebral neuronal. A hipétese criada foi de que os miRNA diferencialmente regulados
podem estar envolvidos no mecanismo de acéo dos antidepressivos (Bocchio-Chiavetto
et al., 2013).

Diversas outras pesquisas demonstram que durante o tratamento farmacolégico
efetivo da depresséo maior com inibidores seletivos da recaptacao de serotonina, ocorre
mudanca no perfil de expressdo de miRNA (Millan et al., 2011; Launay et al., 2011;
Lopizzo et al., 2019)

Estas informacdes levaram a um crescente interesse na possivel aplicabilidade
de sua utilizacdo como um biomarcador no auxilio do acompanhamento terapéutico

(Lopez et al. 2017) farmacoldgico da depressdo maior a base da fluoxetina.

2. OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo avaliar na literatura cientifica a possibilidade de
utilizar como biomarcador farmacoepigenético o perfil de expressao de miRNA na terapia

com fluoxetina em individuos com depressao maior.
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3. MATERIAIS E METODOS

Para determinar a questao de interesse desta reviséao, foi utilizada a metodologia
PICO (Paciente, Intervengédo, Comparacao e “Outcomes”) (Santos et al. 2007). A partir
desta estratégia, foi possivel determinar uma pergunta de forma a definir de modo

adequado as elucidacdes necessarias para o desenvolvimento da monografia.

O Paciente, na estratégia PICO, pode se referir tanto a um individuo como a um
grupo de pacientes ou até mesmo a um problema de saude. Neste caso, foi escolhido
um problema de saude, a depressdo maior, mas mais especificamente um grupo
especifico dentre os pacientes com este disturbio, aqueles tratados com fluoxetina.
Sendo assim, obteve-se como Populacgéo individuos com disturbio depressivo maior sob

tratamento medicamentoso a base de fluoxetina.

A Intervencao é literalmente a acdo que intervém no problema em questao,
podendo ser terapéutica, diagndstica ou progndstica. Para a questdo escolhida, a
intervencdo em estudo é prognostica, sendo esta a utlizagio do mIRNA como
biomarcador farmacoepigenético, para acompanhar e avaliar a evolucéo do tratamento

com fluoxetina.

A Comparacdo € baseada no que é utilizado como intervencdo padréo,
atualmente, para acompanhar a evolucdo do tratamento da depresséao, de modo geral,

sdo utilizados questionarios e escalas.

“Outcomes” se refere ao desfecho esperado, tendo em vista a intervencéo
proposta. Na monografia em questdo, espera-se que a utilizacdo do miRNA como
biomarcador permita um melhor acompanhamento e avaliacdo do tratamento para a
depressdo maior com fluoxetina, de modo a verificar de maneira pratica e imparcial a

eficacia e a efetividade do tratamento farmacol6gico empregado.

Foram também determinadas as palavras-chave de pesquisa principais
“‘depressao” e “fluoxetina” com relacido a populagdo, ou nesse caso, transtorno em
estudo, “miRNA” sobre a intervengao progndstica em estudo, e “epigenética” quanto ao

contexto em que o objeto de estudo se encontra.
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Para responder a questdo elaborada foi selecionada a metodologia de revisao da
literatura, na qual, para encontrar a resposta para essa pergunta, se utiliza a literatura

disponivel, que engloba livros, artigos, teses, dissertacdes, entre outros materiais.

Entre os tipos de revisdo de literatura descritos, a revisdo sistematica € aquela
gue, para responder a pergunta claramente e objetivamente formulada, sumariza as
evidéncias disponiveis e através de uma revisdo imparcial e de métodos sisteméticos,
recolhe, agrupa, avalia e sintetiza os indicios encontrados em estudos relevantes, de

forma a alcangar um ponto de vista abrangente e confiavel.

Utilizaram-se bases de dados cientificas, como PubMed, Elsevier e Scielo, e por
meio das palavras principais determinadas com base na estratégia PICO, “depressao
maior”, “fluoxetina”, “epigenética” e “miRNA”, foram pesquisados e selecionados o0s
artigos, levando em consideracdo o enquadramento ao tema proposto, apdés leitura
dindmica inicial do titulo e resumo, seguido por uma leitura profunda e detalhada dos
artigos selecionados.

A principio, a pesquisa foi realizada com um filtro para publica¢cdes dos ultimos
cinco anos, entretanto, devido a escassez de resultados relevantes, o filtro de tempo de

publicagcao foi aumentado para vinte anos.

Além dos artigos selecionados com base no enquadramento do tema, foram
também utilizados materiais para o entendimento mais aprofundado de conceitos sobre
a depressao, como o Manual Merck, o Manual Diagndéstico e Estatistico de Transtornos
Mentais DSM-5, as Diretrizes da Associacdo Meédica Brasileira para o tratamento da
depressdo, entre outros. Da mesma forma, foram também utilizados livros textos para a

compreensao desta mesma tematica, assim como sobre miRNAs.

4. RESULTADOS

O miRNA, assim como outros fatores epigenéticos, como a metilacédo de histonas,

€ descrito como um importante fator na mediacdo do efeito do estresse e tem relacao
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com uma maior vulnerabilidade para depressdo maior e outros transtornos mentais

relacionados ao estresse (Loppizzo et al., 2019).

As pesquisas sobre o assunto variam principalmente quanto ao miRNA em
estudo, mas no geral sdo observadas alteracbes em seus valores em resposta a
submissdo ao estresse (Lopizzo et al., 2019), ou em resposta ao tratamento com

antidepressivos (Launay et al., 2011).

Em diversas desordens neuroldgicas, incluindo o transtorno depressivo maior,
ocorre uma alteracdo na expressao de diferentes miRNAs (Alural et al., 2017). Em um
estudo onde 723 miRNA foram analisados, 26 apresentaram uma alteracao significativa
na sua expressao nas células mononucleares do sangue periférico em pacientes com

transtorno depressivo maior (Fan et al., 2014).

Para identificar miRNAs relacionados com o transtorno depressivo maior e o
transtorno bipolar (BD), foi realizado um estudo acompanhando 20 pacientes com cada
um dos transtornos, cobrindo uma base de 1733 miRNAs maduros. Como resultado
foram encontrados 5 miRNAs alterados para (BD) e outros cinco para MDD (hsa-let-7a-
5p, hsa-let-7d-5p, hsa-let-7f-5p, hsa-miR-24-3p and hsa-miR-425-3p). Ainda, outros 2
mMiRNA foram encontrados desregulados para ambos os transtornos, o hsa-miR-330-3p
e 0 hsa-miR-345-5p (Maffioletti et al., 2016).

Em um estudo mais abrangente de coorte realizado comparando 81 pacientes
com depressao maior e 46 individuos saudaveis como grupo controle, confirmou-se que
5 diferentes miRNAs apresentavam sua expressao aumentada, sendo estes os miRNA-
26b, mMiRNA-1972, miRNA-4485, miRNA-4498, e miRNA-4743 (Fan et al., 2014).

Tendo em vista o possivel envolvimento do miRNA na patogénese da depressao
(Lopizzo et al., 2019), as supracitadas alteragdes em seus niveis na MDD (Fan et al.,
2014), assim como as evidéncias apresentadas que sugerem alteracbes em sua
expressao durante o tratamento com fluoxetina, os niveis de miRNA poderiam ser
utilizados como biomarcadores periféricos da eficacia do tratamento com antidepressivo
(Loppizzo et al., 2019).

14



Up-Regulated miRNAs

miRNA Name (Fold-Change, Fold-Change = Treatment/Control)

miR-T0R 1-5p (22.83)
miR-3962 (1.43)
miR-133b-5p (2.27)
miR-21a-5p (2.14)
miR-3963 (2.01)
miR-26b-5p (1.80)
miR-132-3p (1.79)
miR-212-3p (1.75)
miR-329-3p (1.75)
miR-218-5p (1.74)

miR-5099 (1.71)
let-Tk (1.64)
miR-92b-3p (1.61)
miR-1903 (1.53)
miR-150-5p (1.50)
miR-328-3p (1.50)
miR-6896-3p (1.49)
miR-132-5p (1.44)
miR-129-2-3p (1.43)
miR-28c (1.40)

miR-485-3p (1.40)
let-TE-5p (1.39)
let-Td-5p (1.39)

miB-411-3p (1.39)
miR-23a-3p (1.37)
miR-Ta-5p (1.34)
miR-7235-3p (1.30)
miR-433-3p (1.30)
miR-139-3p (1.27)
mil-669-5p (1.27)

miR-3085-3p (1.23)

let-Te-5p (1.23)

miR-466m-5p (1.22)

miR-23b-3p (1.20)
miR-149-3p (1.20)
miB-342-3p (1.19)
miR-9-5p (1. 16)
miR-341-5p (1.15)
miR-7661-3p (1.13)

Down-Regulated miRN As

miRNA Name (Fold-Change, Fold-Change = Control/ Treatment)

miR-466m-3p (1.09)
miR-151-5p (1.09)
miR-300-3p(1.1)

miR-126a-3p (1.16)

miR-22-3p (1.23)
miR-107-3p (1.23)
miR-2Tb-3p (1.24)

miR-346-5p (1.24)

miR-30d-5p (1.39)
miR-195a-5p (1.42)
miR-5121 (1.43)
miR-758-5p (1.44)

miR-103-3p (1.22)
miR-30b-5p (1.32)
miR-186-5p (1.55)

miR-551b-3p (1.23)

miR-140-3p (1.18)  miR-16-5p (125)  miR-29¢-3p (1.50)

miR-154-5p (1.22)  miR-29a-3p (127)  miR-29b-3p (1.50)

miR-181a-5p (1.22)  miR-30a-5p (138)  miR-6360 (2.26)

Figura 02: Expressdo de miRNA no hipocampo de ratos normais, sob tratamento de fluoxetina
(Miao et al., 2018).

Em estudo conduzido por Miao et al., observou-se que 64 diferentes miRNAs
apresentam alteracdo em sua expressao no hipocampo, ap6s a administracéo diaria de
fluoxetina, por duas semanas, em ratos normais. Entre estes, 39 miRNA apresentaram
expressao elevada e 25 tiveram sua expresséo reduzida. Esta descoberta sugere que
um grande numero de miRNA responde ao tratamento com fluoxetina no hipocampo,
conforme pode ser observado na Figura 02 (Miao et al., 2018).

Através de outro estudo que avaliou a acao de diferentes xenobioticos e linhagens
celulares distintas provenientes de carcinomas, Rodrigues et al chegou a concluséo de

gue os MiRNAs séo expressos diferentemente conforme a linhagem celular e tém essa
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expressao alterada dependendo do medicamento utilizado e da linhagem em questdo
(Rodrigues et al., 2011).

O MiR-124a, por exemplo, € infrarregulado por medicamentos psicoativos, como
a fluoxetina, no sistema de células modelo BE(2)-M17 e SH-SY5Y, provenientes de
neuroblastomas. Isso significa que, a partir da acao da fluoxetina, ha uma diminui¢céo na
quantidade do MiR-124a nas células BE(2)-M17 e SH-SY5Y (Rodrigues et al., 2011).

Outro estudo demonstra também uma diminuicdo significativa da expressao do
MiRNA-124a-3p, ap0s 24 horas da administracdo de uma dose de fluoxetina de 10
mg/Kg por 60 dias, em ratos Sprague-Dawley, como pode ser observado no grafico
abaixo (Figura 03) (Roy et al., 2017).

2]

Relative miR-124-3p level
[fold change)
- o
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-

Contral Fluoxetine

Figura 03: Gréfico representativo da expressao do miRNA-124-3p no cértex pré-frontal em ratos

tratados com fluoxetina (Roy et al., 2017).

Como explicitado na Figura 04, é possivel vislumbrar que diversas substancias
consideradas psicoativas geram uma alteracdo consideravel na expressdo dos miRNAs
nas células BE(2)-M17 e SH-SY5Y (Rodrigues et al., 2011).
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Figura 04: Efeito de medicamentos psicoativos na expressdo de miRNA nas células de
neuroblastoma humano SH-SY5Y e BE(2)M17 (Rodrigues et al. 2011)

Tendo em vista a relevancia da fluoxetina para esta monografia, observa-se na
Figura 04, que o SRSI nao leva a uma alteragéo significativa na expresséao do MiR-328
ou MiR-27b, para a linhagem SH-SY5Y, entretanto, ha uma pequena variacdo na
expressao MiR-18a para ambas as linhagens, do MiR-328 para a linhagem BE(2)-M17.
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Por outro lado, ainda nas células BE(2)-M17, ha um aumento relevante na expressao do
MiR-27b, e em ambas as linhagens € possivel visualizar a diminuicdo significativa na

expressdo do MiR-124a, como ja citado anteriormente (Rodrigues et al., 2011).

Outro miRNA com expressdao aumentada sob o tratamento antidepressivo é o
miR-1202, que é expresso diferencialmente no cortex pré-frontal de individuos com
depressao maior. Tais alterac6es podem ser observadas em regifes do cérebro que ja

foram previamente relacionadas com o tratamento da depresséao (Lopez et al., 2017)

Segundo Launay et al. o tratamento a base de fluoxetina, ao agir nos neurdnios
serotoninérgicos, leva a uma diminuicdo do miRNA-16 e consequentemente a uma
diminuicdo no nimero de transportadores da serotonina (Launay et al., 2011). Por outro
lado, Millan apresenta uma perspectiva de que este mesmo tratamento leva a biogénese
do miRNA-16 no interior dos neurbnios serotoninérgicos, o que leva a uma repressao
dos transportadores 5-HT; esta observacéo é apoiada por um artigo realizado por Baudry
et al, em 2010, no qual foi observado que ao infundir fluoxetina no nucleo da rafe, houve

um aumento no nivel do miR-16 (Millan et al., 2011).
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Figura 05: Mecanismo de acdo através do qual os neurdnios noradrenérgicos se tornam

sensiveis a fluoxetina (Prozac®) (Baudry et al., 2010)

O aumento de miR-16, a partir da acéo direta da fluoxetina no nucleo da rafe, se
da através de uma elevacdo na maturacdo do miRNA em questdo, a partir de seus
precursores pre/pri-miR-16 (Baudry et al., 2010). Por outro lado, com o tratamento
farmacoldgico crénico com fluoxetina, o nucleo da rafe libera a proteina neurotrofica
S1008 que age nos neurdnios noradrenérgicos do locus coeruleus e diminui a expressao
do miR-16, levando a expressao da funcao serotoninérgica nesta area (Baudry et al
2010).

No giro dentado do hipocampo de ratos utilizados como modelos de depressao,
foi observado por Patricio et al. que o0 miR409 e o0 miR411 apresentaram-se regulados
para cima, tendo essa regulacdo revertida para baixo sob o tratamento com
antidepressivos, incluindo a fluoxetina (Patricio et al, 2015).

O estado depressivo foi induzido pelo método de estresse leve cronico (CMS), de

modo a levar a expressao de sintomas depressivos nos ratos. O protocolo foi aplicado
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pelo periodo de seis semanas, sendo que nas duas ultimas foi utilizado o tratamento com
fluoxetina (Figura 06), apenas ao final do tratamento, as analises comportamentais

foram realizadas, demonstrando a reversao dos sintomas (Patricio et al., 2020).

Fluoxetine

CMS

Week 1 Week 2 Week 3 Week 4 Week 5 Week 6

Behav. tests

Figura 06: Delineamento do protocolo de CMS e tratamento com fluoxetina (Patricio et al., 2020).

Para determinar os efeitos da depresséo e do tratamento com fluoxetina no giro
denteado do hipocampo foi realizado estudo comparativo entre ratos expostos a CMS
(CMS+VEH), um grupo controle (CT+VEH), onde para ambos foi administrado apenas o
veiculo, e o grupo exposto a CMS e submetido ao tratamento com fluoxetina (CMS+FLX)
(Patricio et al., 2020). As figuras 06 e 07 trazem os resultados obtidos respectivamente
para o miR-409 e para o miR-411, nas regides dorsal (dDG) e ventral (vDG) do giro
denteado, na regido do cornu ammonis do hipocampo (HPC), no cértex pré-frontal (PFC),
no nucleo accumbens (NAc), regides normalmente associadas com a fisiopatologia da

depressao, e no sangue (Blood) (Patricio et al., 2020).

Blood

dDG vDG HPC PFC NAc

g CT+VEH .

M CMS+VEH
2.0+ M CMS+FLX
0.5

L] |
1.54 N 3
1.04 L [ 1 X -
0.0+ 0.04

Figura 07: Comparativo da expressao do miR-409 (Patricio et al., 2020).

2.54

miR409
Relative miRNA

Relative miRNA

Como pode ser observado na Figura 07, o miRNA-409 tem sua expressao
regulada de modo diferenciado tendo em vista a situacdo a qual é submetido o objeto de
estudo, e a regido estudada. Por exemplo, no giro denteado ventral, no cértex pré-frontal

€ N0 cornu ammonis, a expressao € fracamente alterada pelo estado depressivo, porém
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no vDG a expressdo € altamente regulada para cima apds a exposicao a fluoxetina
(Patricio et al., 2020).

E interessante refletir em como a expressdo é afetada no giro denteado dorsal,
onde o grupo submetido a CMS tem a expressdo do miR-409 elevada em comparacéo
com o grupo controle, e no grupo que recebeu o tratamento com fluoxetina, a expressao
€ regulada para baixo, alcancando valores semelhantes ao do grupo controle. Algo
semelhante ocorre também no nucleo accumbens, entretanto, os valores ndo se tornam
préximos aos observados no grupo controle, apesar de serem regulados da mesma

maneira (Patricio et al., 2020).

Por fim, a expresséo no sangue periférico € mantida a mesma em objetos do grupo
controle ou CMS, enquanto no grupo FLX a expressao é significativamente reduzida
(Patricio et al., 2020).

dDG vDG HPC PFC NAc Blood
3.0 15

2.54
2.04
1.54

8 042 o B h S 1 " L 0.5
¥ =
o‘y “ n ‘
0.0 0.0+

Figura 08: Comparativo da expressao do miR-411 (Patricio et al., 2020).

miR411
Relative miRNA
Relative miRNA

Referente ao miRNA-411, podemos observar na Figura 08 o mesmo tipo de
regulacdo nas células periféricas do sangue, enquanto o grupo controle e CMS
apresentam valores semelhantes, no grupo tratado com fluoxetina, h4 uma drastica
reducdo na expressao do miRNA; e também no nicleo accumbens, no qual para o grupo
CMS houve um aumento na expressado do MiR-411 e para o grupo FLX houve uma

reducao de sua expressao (Patricio et al., 2020).

Para a regido HPC e PFC as alteracOes observadas sdo pequenas e pouco
significativas. J& na regido dorsal do giro denteado o aumento em CMS e a diminui¢ao
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apos o tratamento com fluoxetina sdo significativos, na regido ventral, entretanto,
acontece o oposto, o grupo CMS apresenta uma pequena reducao na expressao de miR-
411 e entdo ha um aumento relevante na sua expressdo para 0 grupo tratado com

fluoxetina (Patricio et al., 2020).

Utilizando ratos Sprague-Dawley, foram realizados dois modelos para analisar a
expressdo de miRNAs apos tratamento com antidepressivos. O grupo controle néo foi
submetido a estresse (NS), enquanto o outro grupo foi submetido ao processo conhecido
como separacdo materna (MS), que induz o estresse no inicio da vida dos ratos
(O’Connor et al., 2013).

ApOs os ratos atingirem a maturidade, os dois grupos foram submetidos a trés
tratamentos com antidepressivos, a terapia de eletrochoque, cetamina ou fluoxetina, ou
entdo submetidos a uma simulacdo de tratamento. A posologia da terapéutica com
fluoxetina consistiu na administragdo de 10 mg/Kg ao dia, por vinte dias (O’Connor et al.,
2013).
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Figura 09: Representacdo da alteracdo da expressdo de miRNA no hipocampo de
animais NS (Onde, vermelho representa o tratamento com fluoxetina, verde o tratamento com

cetamina e azul o tratamento e em azul a terapia de eletrochoque) (Connor et al., 2013).

Através de andlise por microarranjo, popularmente conhecida como microarray,
observou-se que tanto a submissdo ao estresse no inicio da vida quanto o tratamento
com antidepressivo levaram a alteracdo da expressdo de diversos miRNAs no
hipocampo. Nos animais NS, o tratamento cronico com fluoxetina alterou de modo
significativo dois miRNAs (Figura 09). Enquanto nos animais MS, 24 miRNAs tiveram
sua expressdo alterada; no tratamento cronico com fluoxetina houve uma redugéo
relevante no expressao de quatro miRNAs (Figura 10), sendo que trés desses sdo uma
normalizacéo parcial da alteracéo induzida pelo estresse, nos animais MS; entre estes
trés estd o MiR-451 (O’Connor et al., 2013).
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Figura 10: Representacdo da alteracdo da expressdo de miRNA no hipocampo de
animais MS (Onde, vermelho representa o tratamento com fluoxetina e verde o tratamento com

cetamina) (Connor et al., 2013)

A partir de uma analise de variancia de duas vias verificou-se um efeito
significativo dos tratamentos sobre a expressédo do miR-451, onde nao foi demonstrado
efeito do procedimento MS, mas houve uma interacdo entre os efeitos de MS e dos
antidepressivos. Apos a analise post hoc, entretanto, foi possivel verificar que houve uma
reducdo significativa na expressdo em MS, se comparado com NS; entretanto, apds o
tratamento com fluoxetina essa alteragdo no miR-451 foi revertida (O’Connor et al.,
2013).

5. DISCUSSAO

Tendo em vista os resultados apresentados, pode ser observado que o miRNA
esté relacionado com a depressdo em diversas etapas, desde o diagndstico, passando
pela fisiopatologia, até chegar ao tratamento farmacoldgico. Os diferentes tipos de
MiRNAs tém sua expresséo regulada durante estas etapas, podendo se apresentar

expressdo com os valores elevados ou diminuidos.

Pode ser observado que a depressdo possivelmente gera um aumento dos
MIiRNAS, isso pode ser observado nos miRNA-26b, miRNA-1972, miRNA-4485, miRNA-
4498, miRNA-4743 (Fan et al., 2014), como também na expressdo do miRNA-409 no
ndcleo accumbens e no sangue periférico, enquanto para o miR-411 essa regulacao para
cima como consequéncia da depressao é vista apenas no nucleo accumbens (Patricio
et al., 2020).

E interessante visualizar que o tratamento com fluoxetina por si s6 tem a
capacidade de levar a alteracdo na expressdao de miRNAs, como observado na Figura
08, onde pode-se ver que ha um leve aumento na expressdo dos miRNAs rno-miR-146a
e rno-miR-598-5p (O’Connor et al., 2013).

24



Entretanto, salienta-se que a administracdo de fluoxetina em objetos de estudo
com depressao gera alteracdes mais evidentes na expressao dos miRNAs (Patricio et
al., 2020) em diferentes areas do organismo, seja em regides do cérebro, nas células
periféricas do sangue, ou em células de neuroblastomas (Miao et al., 2018, Rodrigues
et al., 2011, Roy et al., 2017, Lopez et al., 2017, Millan et al., 2011, Baudry et al 2010,
Patricio et al., 2015, Patricio et al., 2020, O’Connor et al., 2013). A alteracdo dos miRNAs,
entretanto ndo esta relacionada apenas com a fluoxetina por si s6, mas também é
dependente do tipo celular envolvido e no qual a coleta é realizada (Rodrigues et al.
2011).

Observou-se que o tratamento com a fluoxetina impactou diferencialmente as
regibes do cérebro quanto ao miR-409 e miR-411, enquanto o primeiro teve sua
expressao aumentada no giro denteado ventral, o segundo teve a expressao reduzida
no giro denteado dorsal e no sangue, diferenca essa esperada tendo em vista as
diferencas entre as porc¢des no giro denteado, mas que também indica uma possivel

diferenca nas func¢des desses miRNAs (Patricio et al., 2020).

No hipocampo de ratos Sprague-Dawley foi possivel verificar a influéncia tanto da
inducao do estresse quanto do tratamento com a fluoxetina na expressao dos miRNAs,
no grupo controle e no grupo com a depressao induzida. A expressdo de miRNA foram
alteradas em um padrdo semelhante, apesar de, em maior intensidade, no grupo que
recebeu o tratamento de fluoxetina e possuia depressdo, em compara¢cao com o grupo
que recebeu a terapéutica sem ter os sintomas (O’Connor et al., 2013). Pode-se inferir,
a partir disso, que independente da presenca da depressao, o antidepressivo tem o
potencial, por si sO, de causar alteragdes na expressdao dos miRNAs (O’Connor et al.,
2013).

E interessante observar que para alguns miRNAs, como o miR-451 (O’Connor et
al.,, 2013) e o miR-411 (Patricio et al., 2020), as altera¢cdes das expressdoes do miRNA

foram atenuadas pelo tratamento com fluoxetina (O’Connor et al., 2013).

Como ja citado, o miRNA esta em diversos tecidos do corpo humano. Sua

presenca no sistema nervoso central foi essencial para a conducdo de estudos post-
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mortem e em ratos, e para suas relacdes previamente aqui apresentadas com o

transtorno depressivo maior (Dwivedi, 2017).

Por outro lado, a sua presenca e estabilidade em células do sangue (Patricio et
al.,, 2020), sua secrecdo ativa em exossomos, que podem cruzar a barreira
hematoencefalica, e a excrecdo fisiolégica desses exossomos como resposta a
situacdes de estresse, apresentando-se entdo de forma integra nas células sanguineas,
€ um fator promissor para sua utilizacdo como biomarcador para o diagnéstico e

principalmente no acompanhamento do tratamento da depressao (Dwivedi, 2017).

Isso porque o sangue periférico possibilita uma coleta por procedimentos
minimamente invasivos, e que pode ser realizada mdultiplas vezes, sendo que esta
técnica, utilizando-se do sangue periférico ja foi utilizada para verificar alteracdes na
expressao de miRNAs antes e apos tratamentos antidepressivos (Dalton et al., 2014).
Além disso, estudos sobre a correlacédo da expressao génica em amostras de sangue e
cérebro indicam a possibilidade de semelhanca entre os valores apresentados (Patricio
et al., 2020).

Ademais, € preciso que se realizem mais estudos sobre o0 assunto, especialmente
no que se diz respeito a eficacia do tratamento, é necessério que se realizem estudos
comparativos entre individuos responsivos e nao responsivos ao tratamento (Xu et al,
2019), para que a utilizacdo do miRNA como biomarcador seja indicada e recomendada

para o acompanhamento do tratamento da depressédo com fluoxetina.

6. CONCLUSOES

A partir da andlise da literatura cientifica disponivel, foi possivel concluir que o
mMiRNA tem grande potencial para a utilizacdo como biomarcador epifarmacogenético,
entretanto, sdo necessarios mais dados contundentes com validacdo em uma populacao

amostral significativa.
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