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RESUMO

Os microRNAs sao RNAs néao-codantes de versatil regulagdo epigenética,
transcricional e traducional. Muitos estdo envolvidos, seja por superexpressdo ou
repressdo, em etapas cruciais da diferenciagdo celular, canceres, transtornos
metabdlicos e psiquiatricos. Um microRNA chamado miR-137 vem se destacando
por ter sua expressdo majoritariamente reprimida em diversos canceres, por
estimular a diferenciagao celular de células- tronco neurais em cérebro adulto e por
ter uma variante com SNP (single nucleotide polymorphism) na sua regido gendmica
MIR137HG diretamente associada ao agravamento dos sintomas da esquizofrenia
quando em homozigose (T/T) e a redugdo da expressao do gene miR-137.
Entretanto, dados in silico dessa regidao atualmente se encontram escassos e
praticamente nado ha evidéncias e hipoteses acerca de alteragdes das
caracteristicas moleculares dessa por¢ao do DNA com e sem SNP. Com base em
predicdes in silico da regido do gene humano MIR137HG, os resultados obtidos
indicam que a presenca de um fator de transcricdo, PBX1, somente ocorrente na
sequéncia com SNP, possivelmente se associa com a repressdo na expressao do
gene miR-137 nos casos graves de esquizofrenia por homozigose T/T.

Palavras-chave: MIR137HG. miR-137. Neurogénese adulta. Esquizofrenia.
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ABSTRACT

MicroRNAs are non-coding RNAs with versatile epigenetic, transcriptional and
translational regulation. Many of them are involved, whether by being
overexpressed or repressed, in crucial stages of cell differentiation, cancer, metabolic
and psychiatric disorders. A microRNA called miR-137 seems to have its expression
mostly repressed in several cancers, to stimulate cell differentiation of neural stem
cells in adult brain and to have a variant with SNP (single nucleotide polymorphism)
in its genomic region MIR137HG directly associated with worsening of symptoms
of schizophrenia when in homozygous (T/T) and with reduction of miR-137 gene
expression. However, data in silico of this region are currently scarce and evidence
and/or assumptions about changes in molecular features of this region with and
without SNP are lacking. Based on in silico predictions of human MIR137HG, results
indicate that the presence of a transcription factor, PBX1, occurring only in sequence
with SNP, is possibly associated with suppression miR-137 gene expression in cases
of worse symptoms of schizophrenia by homozygous T/T.

Keywords: MIR137HG. miR-137. Adult Neurogenesis.
Schizophrenia.
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1 INTRODUGAO

A presente monografia pincela em sua revisado literaria um panorama que
abrange temas como “microRNAs”, “neurogénese adulta”, “esquizofrenia” e
“analises in silico”, todos interligados por um microrna chamado miR-137. Apods
essa leitura introdutéria, o(a) leitor(a) podera ter o embasamento minimo e
compreensao da relevancia dessa macromolécula no ambito da Biologia Molecular,
Genética e Neurociéncia, assim como a importancia do uso de ferramentas de
Bioinformatica para gerar predicdes a respeito, por exemplo, do seu precursor,
MIR137HG, presente no brago pequeno do cromossomo 1 de sub-banda 3 da

primeira banda da regido 2 do Genoma Humano.

Através de anadlises detalhadas sobre seu precursor, é possivel deduzir
mecanismos regulatorios da expressao do miR-137, notoriamente reprimida em
esquizofrénicos portadores de alelos T/T (com polimorfismo rs1625579) e
envolvida com alteragdes a nivel sinaptico, mas nao a nivel de volume hipocampal
nos cérebros desses pacientes (QUEDNOW, 2014; LIU, B., 2014; PATEL,2015). O
hipocampo por sua vez n&do sé é palco da criagdo de novos neurbnios que
contribuem para a plasticidade cerebral, qualidade do sono e consolidagdo de
memorias e aprendizado (WANG, 2015) como também se associa ao sistema
limbico através do nucleo accumbens, sistema este que possui alteragdes
consideraveis em cérebros esquizofrénicos por desregulacdo dopaminérgica
(ADINOFF, 2004).



Diante dessas justificativas, esse trabalho visa gerar uma hipotese a
respeito de como, a nivel molecular, uma mutagcdo homozigotica por transversao
(AL- TASSAN, 2002) de guanina por timina, que carateriza o polimorfismo

rs1625579, é capaz de interferir na sintese do microrna miR-137 humano.



2 REVISAO LITERARIA
2.1 MicroRNAs

MicroRNAs ou miRNAs sdo pequenos RNAs de fita simples constituidos de
21-23 nucleotideos de extensao (LI, 2014) pertencentes da familia dos RNA nao-
codantes (ncRNAs), os quais correspondem a 98% de toda expressao génica de
um individuo (ALEXANDER, 2010).

Tais moléculas se ligam nas regides 3' ndo- traduzidas (3' UTRs) de seus

alvos os quais podem ser genes (DNA) ou RNAs mensageiros (MRNA) (EKIMLER,
2014). MicroRNAs podem ser representados por 1.000-
30.000 copias/célula e regular centenas, milhares ou mais mRNAs-alvo, os quais
tipicamente chegam a menos que 100 cépias/célula (NELSON, 2007). No Reino
Animal, o emparelhamento entre um miRNA e a 3'UTR de seu alvo ocorre entre
0 segundo e o sétimo nucleotideo da sua regido 5', chamada de regido de
semeadura ou seed region (EKIMLER, 2014) e a eficiéncia da acdo do miRNA
depende dessa complementaridade sendo na maioria das vezes de natureza
inibitéria, reprimindo a transcricdo e induzindo a degradacdo do mRNA. Porém
existem evidéncias que eles também estimulam a expressdo génica e a tradugao
(EKIMLER, 2014; NELSON, 2007).

MicroRNAs podem intensificar a tradugcdo de genes em células
quiescentes/na fase GO do ciclo celular através da interacdo da proteina FXR1 com
a Ago2, o que normalmente ndo ocorre quando estdo entre as fases G1 e M (em

que a célula se prepara e efetua a mitose) (RUSK, 2011).
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Mesmo que a ligacdo na seed region seja muito forte, ligacbes menos
intensas podem ocorrer, criando uma variedade de efeitos dos miRNAs nos seus
MmRNAs- alvos (EKIMLER, 2014). Pequenas modificagbes da expressao de
microRNAs tém sido associadas a uma variedade de disturbios neurolégicos valendo
salientar que tais moléculas s&o cruciais para uma dendritogénese e plasticidade
sinaptica adequadas durante a vida adulta (VOLVERT, 2012).

2.1.1 Sintese

MiRNAs sao gerados de um processo gradual que pode ser candnico
(dependente de Drosha/Dgcr8) ou nao-canbnico (independente de Drosha/Dgcr8).
Em ambas, os pre-miRNAs gerados sdo exportados para o citoplasma pelo fator
de transporte nucleo-citoplasmatico, Exportin-5. Uma vez no citoplasma, pre-
MiRNAs sdo clivados por uma RNAse |ll chamada Dicer que gera um duplex
imperfeito (forma de grampo), caracteristico do miRNA maduro que dependendo do
caso tem a regidao 5 ou 3’ fosforilada. Depois disso, o miRNA se une a proteina
Argonaute (Ago) para ser carregado até o complexo de silenciamento induzido
de RNA (RISC) o qual guia a ligagao da seed region do miRNA a regido de afinidade
do seu mRNA-alvo. MiRNAs sao reguladores de ajustes finos de expressdo génica
devido ao especifico padrdo de expressao espaco-temporal que permite sua

atuagdo em um amplo espectro de processos bioldgicos (MEZA-SOSA, 2014).
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Além disso, alguns IncRNAs podem ser precursores de RNAs pequenos
(incluindo miRNAs), interagir com outros RNAs pequenos afetando a expressao
génica (QUAN, 2015) e regular a transcricdo de multiplos genes-alvos por
modificagbes epigenéticas (CAO, 2014). LncRNAs possuem pelo menos 200 pares
de base, sendo produzidos em sua maior parte em regides intergénicas. Também
podem ser localizados perto de regides codantes (genes que serao transcritos em

mMRNA) o que implica em serem co-regulados.

No cérebro, INncRNAs s&o altamente expressos, dinamicamente regulados e
desempenham papel modulador na neurogénese (formagdo de novos neurdnios),
diferenciacdo, maturacao, mielinizagdo, transmissdo GABAérgica e na plasticidade
sinaptica por controlarem a sintese local de proteinas a nivel de densidade poés-
sinaptica (PSD). Tais processos estdao envolvidos com desordens de

desenvolvimento neuroldgico, no qual a Esquizofrenia se enquadra. (MILLAN, 2011).
2111 Via canbnica

A via de biogénese canbnica de miRNAs comecga com a transcrigcdo de genes
endogenos de miRNAs pela RNA polimerase Il, dando origem aos transcritos
primarios conhecidos como pri-miRNAs que podem ter um tamanho de centenas
a milhares pares de base. Trata-se de estruturas em grampo com varias

protuberancias e auséncia de complementariedade (mismatches) (EKIMLER, 2014).

12



Em seguida, os pri-RNAs sdo processados no nucleo por um complexo
constituido pela enzima Drosha (uma RNAse de tipo Ill) e pela proteina Dgcr8
(DiGeorge syndrome critical region gene 8) que cliva o pri-RNA originando o pre-
miRNA de aproximadamente 70 pares de base (bp). Dessa etapa em diante,
ocorrera a continuagdo do processo de maturagdo do miRNA como ja foi descrito
no topico acima (MEZA-SOSA, 2014).

211.2 Via ndo-canbnica

Pre-miRNAs também podem ser gerados pela via n&do-candnica que ocorre
quando um gene de um miRNA esta embebido dentro de uma regiao intrbnica de um
gene codante. Quando miRNAs s&o gerados a partir desses loci, sdo chamados de
mirtrons. Estes por sua vez sdo formados a partir de regides intrbnicas de seus genes
hospedeiros quando estes sao transcritos. Tais sequéncias, com potencial de formar
estrutura em grampo (hairpin), entram na via nado-canénica, sendo emendados
como lagos (sua regido 3’ € ligada ao término da regido 5’). Em seguida, a enzima
LDBR (lariat debranching enzyme) formara pequenos pre-miRNAs abrindo os
lagos antes existentes (MEZA-SOSA, 2014; WESTHOLM, 2011).

Os mirtrons podem ser classificados em trés grupos: Os que séo
estritamente regulados pelo seu gene hospedeiro, os que usam o mesmo promotor
que seu gene hospedeiro porém sao regulados por outros miRNAs e os que
interagem com promotores completamente distintos de seu gene hospedeiro
(EKIMLER, 2014). Ver figura 1.
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Figura 1: Comparagéo entre as vias candnica e ndo-candnica da sintese de microRNAs até
a etapa de formacdo do pré-miRNA. LIN28 auxilia na degradacdo deste por uridilagdo, antes da

formagdo do microRNA maduro pela Dicer e Ago2. Fonte: Adaptado de LI, 2014.
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2.1.2 Dinadmica e fungao

MicroRNAs sdo moléculas altamente dindmicas com velocidade e
reversibilidade de regulagdo consideraveis, quando comparadas com fatores de
transcricao (TFs). A regido regulatoria génica de alvos de TFs é frequentemente
complexa e pode alcangar dezenas de kilobases (kb) enquanto que 3'UTRs (regides
3' ndo traduzidas) controlados por mirRNA s&o, em meédia, <1kb em tamanho. Logo
a atuacao de miRNAs € bem mais pontual quando comparada com TFs, além de
mais conservada evolutivamente (Hobert, 2008). Devido a sua natureza nao-codante
e seu pequeno tamanho, miRNAs podem ser produzidos mais rapidamente que TFs,
e um alvo de um miRNA reprimido pode ser mais rapidamente re-ativado que um
de um TF. Pode-se entdo supor que miRNAs atuem a nivel sinaptico devido a sua
estrutura dindmica (Hobert, 2008). MiRNAs e TFs também possuem pontos em
comum, como por exemplo a necessidade de um complexo que o0s reconhecga

estabelizando-os para que a ligagdo com sua seed region ocorre eficientemente.

Fatores de transcricdo necessitam do posicionamento correto do
nucleossomo no local de reconhecimento para se ligarem a sua regido-alvo no DNA.
Analogamente, a acessibilidade de um local de reconhecimento de um miRNA é
controlada por um membro de uma grande familia do dominio RRM (RNA

Recognition Motif) a qual contém proteinas ligadoras de RNA.

15



Além dessas proteinas, tal reconhecimento é influenciado pelo dobramento
da sequéncia do mRNA- alvo em estrutura secundaria (Hobert, 2008). Outro ponto
em comum € a regulacédo de TFs na sintese de miRNAs: Em diferentes estagio de
processamento, pri-miRNAs e pre-miRNAs podem se submeter a catalise mediada
por adenosina-deaminase, enzima regulada por TFs, resultando em um miRNA
anormal (BEVERIDGE, 2011). A fungdo mais bem conhecida dos microRNAs se
baseia na ligagao deles aos “complexos de silenciamento induzidos por microRNAs”
(miRISCs), que juntos inibem a traducdo e promovem a degradacao do alvo,

normalmente um RNA mensageiro.

Tal degradagdo ocorre através da via de decaimento 5 para 3’ do
MRNA, quando, apds redugdo da cauda poli A (deadenilagdo), a remogédo da
estrutura “5’cap” (decapping) leva a um decaimento irreversivel do corpo do mRNA.
miRISCs intensificam a associagdgo do DCP1, Me31B e HPat (ativadores do
decapping) nos alvos dos miRNAs de uma forma dependente de tais miRNAs. Ha
evidéncias na literatura cientifica de que mRNAs imunes a deadenilacdo sao
degradados por decapping na presenca de miRNAs o que da indicios de que
miRISCs podem promover decapping independetemente da deadenilagdo. Em
condicboes de estresse celular, DCP1 e DCP2 sao hiperfosforilados e, durante a
mitose, DCP1 ¢é hiperfosforilado. Nessas circunstancias um conjunto de mRNAs
sdo estabilizados, sugerindo que a fosforilagdo de CDP1 e DCP2 inibem o

decapping.
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Contrariamente a deadenilacédo, o decapping irreversivelmente inibe a
iniciagdo da traducéo e leva a degradagdo completa do mRNA. Logo, o decapping
previne o silenciamento reversivel (dindmico) mediado por miRNAs. Entretanto,
alguns mRNAs aparentam ser liberados da repressdo mediada por miRNAs em
resposta a sinalizagbées extracelulares, sugerindo que o decapping é de alguma
forma bloqueado para esses alvos permitindo assim que tenham uma repressao
reversivel (que ndo sofram decapping). Uma suposicdo para isso seria que
proteinas associadas aos MmRNAs, por exemplo o fator elF4E, bloqueiem o
decapping por impedir o acesso de DCP2 na regido 5' do mRNA. Além da proteina
citada, VCX-A protein, YB-1, Y14 e DmCUP sido outros exemplos que
possivelmente desempenham uma relevante funcdo no controle da reversibilidade
do silenciamento (NISHIHARA, 2013). Além da atuacdo direta no mRNA a nivel
traducional, miRNAs destacam-se a alteragédo do splicing de mRNAs, a metilagédo de
DNA e modificagdes de histonas, podendo estes dois ultimos citados também
modular os miRNAs (CANANI, 2011). Além disso, miRNAs podem reconhecer
MRNAs fora da 3'UTR, possibilitando uma variedade de regulagcdes de expressao
génica (NELSON, 2007).

2.1.3 Degradagao

A taxa de turnover dos miRNAs ¢é alta assim como sua meia-vida sendo
influenciada pela sequéncia nucleotidica, pela mediacdo do seu alvo, pelo status

de uridilagado (adicdo do grupo uracil) e por infecgdo viral (BASAK, 2015).
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Para que a degradagdo ocorra, o miRNA deve ser primeiro liberado do
complexo miRISC permitindo assim que uma exorribonuclease chamada XRN-2
se ligue a ele, o que nao ocorrera se tal miRNA estiver ligado ao seu mRNA-
alvo (TAL, 2012). Sob condi¢cbes especificas, altas concentragcbes do RNA-alvo
complementar ao miRNA podem desencadear a degradagcdo do miRNA por um
mecanismo que envolve adicdo de nucleotideos e a degradagdo exonucleolitica

que ocorre naturalmente durante uma infecgao viral.

Um dos melhores exemplos descritos de regulagédo negativa da biogénese de
miRNA envolve a proteina LIN28 que reduz a atividade de clivagem de ambos
Drosha e Dicer. LIN28 também recruta a Terminal- Uridylyl-Transferase TUT4 /
TUT7, que uridila o pré- miRNA levando a sua degradagcdo subsequente pela
exonuclease DIS3L2 (HAAS, 2016).

2.1.4 Terapéutica

MiRNAs tém sido frequentemente considerados biomarcadores e alvos
terapéuticos em potencial (SUN, 2014). O perfil de expressdo de miRNAs que
desempenham um papel no inicio de determinadas doencgas pode ser detectado
em fluidos corporais como plasma, liquido cefalorraquidiano e urina usando técnicas
de laboratorio como PCR (gqRT-PCR), microarrays, Deep sequencing, técnicas de
imunoensaio (GIAU, 2015) como a imunoprecipitagdo e detecgao/quantificagdo de
exossomos de miRNAs (BASAK, 2015).

18



Dessa forma, miRNAs podem ser biomarcadores precoces, auxiliando no
prognostico de patologias como por exemplo diversos canceres, doengas
autoimunes, infecgdes virais, disturbios metabdlicos e transtornos psiquiatricos.
Sobre as técnicas citadas, a imunoprecipitagcdo normalmente é feita com o intuito

de identificar o par de miRNA com seu alvo.

Para isso, se precipita todo o complexo miRISC com o mRNA (BASAK,
2015). Ja as técnicas Deep sequencing, Microarrays e PCR (qRT-PCR) se baseiam
em leitura de bases nucleotidicas de um determinado miRNA (GIT, 2010).
Exossomos possuem tamanho que varia entre 30 e 100 nanbémetros e estido
envolvidos em respostas imunes, apresentacdo de antigenos, comunicagao
intracelular por transcitose e transferéncia de RNA e proteinas. Podem ser
secretados por diversas células como mastdcitos, células dendriticas, reticulécitos,
células epiteliais, linfécitos B e neurbnios, sendo encontrados no sangue, urina,
plasma, leite materno, fluido de lavagem broncoalveolar, fluido amniético tanto em
condigcbes normais quanto patologicas e explorados por prions e virus para
intensificar a disseminacgao viral (VAN GIAU, 2015).

Com relagdo aos exossomos que contém miRNAs, estes podem
desempenhar um papel importante na progressdo de doengas além de estimular a
angiogénese, facilitando a metastase de células cancerigenas dependendo do
microRNA em questdao (ZHANG, 2015).
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O método mais comum de purificagdo de exossomos envolve séries de
centrifugagcdes para remover os detritos celulares seguidas por uma
ultracentrifugacéo de alta velocidade para sedimenta-los. Tal detecgao pode servir
como progndstico principalmente de canceres (VAN GIAU, 2015). O exossomo é
inicialmente formado por endocitose, sendo chamado de endossoma, onde varias
vesiculas pequenas antes presentes no citoplasma se inserem, formando o corpo
multivesicular (MVB). Quando ele sai da célula, por se fundir com a membrana
celular, € chamado de exossomo. Alguns podem se fundir com lisossomos devido
a sinalizagdes intracelulares, o que implica em sua digestao/degradacao (ZHANG,
2015).

No quesito terapéutica, algumas estratégias de inibicdo de miRNAs tém
sido propostas com o wuso de esponjas de mMIRNA (miRNA sponges),
oligonucleotideos antisense e pequenas moléculas, como o azobenzeno (ver figura

2). Porém, os desafios dessa vertente sdo consideravelmente maiores.

Primeiro que ndo se tém na literatura um mapa completo de interagdes de
um miRNA especifico para se saber os efeitos colaterais de uma possivel inibicao
visto que sdo moléculas capazes de regular diversos genes a nivel epigenético,

mRNAs a nivel de splicing e a nivel traducional.

Segundo que n&o se sabe quais 0s possiveis mecanismos de resisténcia

a drogas anti-miRNA com base oligonucleotidica.
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Terceiro que ainda n&o se sabe quais seriam as interagdes farmacoldgicas
entre as moléculas silenciadoras de miRNAs citadas e outros farmacos os quais
podem ser administrados concomitantemente o que eventualmente pode levar a um

efeito potencializador ou inibidor entre si.
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Figura 2: Estratégias de inibicdo da funcdo de microRNAs. a) Esponjas de microRNAs sao
sequéncia complementares que se ligam ao microRNA-alvo impedindo que este se ligue ao seu
complexo RISC. b) Oligonucleotideos atuam da mesma forma porém no préprio complexo miRISC. c)
Moléculas pequenas como azobenzeno podem se ligar tanto ao pri-miRNA quanto no pré-miRNA ou

no miRNA maduro ja em seu complexo RISC. Fonte: Adaptado de LI, 2014.
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Quarto que os veiculos de entrega do farmaco, em especial exossomos,
ainda estdo a ser estudados para que sejam tecido-especificos e de preferéncia
administrados via oral, o que seria um avanco clinico consideravel principalmente
para pacientes rotineiros ndo se submeterem diversas vezes ao tratamento via
subcutanea e intravenosa. Logo, o tempo de evolugdo e aperfeicoamento dessa
terapia génica certamente devera de ser maior até chegar ao nivel industrial quando
comparado com o uso de biomarcadores no prognéstico de doencgas, que por sinal
também poderao ser usados para avaliar o andamento dessa futura terapia génica
por modulacdo de miRNAs (LI, 2014). Vale salientar que somente grandes
mudangas possuem tantos desafios e ainda assim muitos motivos para supera-
los. Alguns estudos recentes de Esclerose Lateral Amiotréfica tém mostrado que
oligonucleotideos e miRNAs podem atravessar a barreira hematoencefalica (BASAK,
2015), a qual é altamente impermeavel e seleta. Isso significa que o avango dessa
terapia promissora pode ser um dos pouquissimos meios de tratar acometimentos

no sistema nervoso central.

Adicionalmente, analises bioinformaticas revelaram que miRNAs estao
envolvidos na inflamagdo apds injuria da medula espinal (SCI) e poderiam ser
utilizadas como alvos terapéuticos, bem como biomarcadores do processo
patologico da SCI (DONG, 2014). Sobre os métodos citados, microRNA “esponja”
(miRNA sponge) foi criado para gerar perda continua de funcdo de miRNA em

linhagens celulares e organismos transgénicos.
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Tais esponjas contém locais de ligagdo complementares aos miRNAs de
interesses (se ligam as seed regions) e sao produzidas a partir de transgenes
dentro das células. Dessa forma, estando ligados a essas esponjas, os miRNAs nao
se ligam aos seus reais alvos sendo possivel observar os danos pela auséncia da
funcdo do miRNA estudado e consequentemente a importancia de sua funcao
(EBERT, 2010). Ja os oligonucleotideos de fita antissense (ASOs) agem diretamente

no complexo mMiRISC, desestabilizando-o e assim inibindo a sua fungao (LI, 2014).
2.2 Neurogénese adulta

Ha mais de vinte anos estudos tém mostrado que os neurdnios gerados no
giro denteado (DG) do hipocampo em um cérebro maduro/adulto possuem um
papel importante nas fungbes de memodria e aprendizado dependentes de
hipocampo enquanto que novos interneurénios olfatérios derivados da zona
subventricular (SVZ) sdo requeridos para o funcionamento normal da rede do
bulbo olfatério e alguns comportamentos olfativos especificos. As células geradas se
tornam neurénios funcionais que participam da funcéo de rede neural. Vale salientar
que a taxa neurogénica do cérebro adulto aumenta seguida de traumatismo
cranioencefdlico e tem um papel direto na recuperacdo funcional espontanea
cognitiva observada apos injuria cerebral (SUN, 2015; RYAN, 2015).
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Sendo assim, o cérebro adulto possui o potencial inerente de restaurar
populacbes de neurdnios lesionados ou destruidos, o que possibilita o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas destinadas a aproveitar essa capacidade
neurogénica endogena com o intuito de regenerar e reparar injurias cerebrais
(SUN, 2015).

Vale ressaltar que, apesar de em concentragdes muito baixas ou em
condicbes anormais, a neurogénese tem sido detectada por diversos grupos de
pesquisa em outras regides do cérebro como coértex, amigdala, hipotalamo e
substancia nigra (SCHIAVON, 2015). Alguns estudos sugerem que tanicitos beta séo
as principais células de proliferagdo no hipotdlamo de camundongos adultos
jovens, sendo eles os progenitores neurais apenas de uma especifica regido
hipotaldmica chamada eminéncia média. Enquanto alguns cientistas defendem que
a linhagem de tanicitos alfa se renova e se diferencia em novos tanicitios, astrocitos
e neurbnios, outros defendem que apenas tanicitos alfa da regido dorsal sao
capazes de formar col6nias de células-tronco neurais (neuroesferas), enquanto
células parenquimais e tanicitios beta ndo. (ROJCZYK-GOLEBIEWSKA, 2014).

Outros estudos relataram a presenga de neurogénese no hipotalamo,
incluindo areas contendo oxitocina e vasopressina (hormdnios associados a
cognicdo social) e neurogénese pods-natal no nucleo supra-Optico na regido

magnocelular e na regidao paraventricular (BAKOS, 2015).
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Sobre a neurogénese cortical, ha evidéncias em ratos e macacos que no
cortex pré-frontal os novos neurdnios sao pequenos interneurdnios e fazem parte de
uma pequena fragdo de células recém-formadas nessa regidao, enquanto que em
camundongos, a neurogénese adulta neocortical parece ser inexistente. A potencial
contribuicdo da neurogénese adulta na amigdala e coértex pré-frontal tem sido
ignorada provavelmente devido ao numero baixo de neurdnios formados, a natureza
da dificuldade dos experimentos de neurogénese nessas regides e a baixa
qualidade de muitos dos dados resultantes. Apesar do numero de neurdnios
produzidos nessas areas ser baixo, a produgdo, mesmo que pequena, de
interneurdnios tende a ter efeitos funcionais (SCHOENFELD, 2014).

A neurogénese adulta é também promovida por fatores de crescimento e
horménios que diretamente induzem a geragao de novos neurénios ou indiretamente
promovem a sobrevivéncia neuronal (GARGANTINI, 2015) (ver tabela 1). Por
exemplo, a serotonina, glicocorticoides, esteroides ovarianos e fatores de
crescimento regulam finamente a resposta proliferativa de células-tronco neurais
(NSCs) (SUN, 2015).

O neuropeptideo Y (NPY) também tem mostrado um papel pro-neurogénico
além de astrocitos, oligodendrocitos, microglia e células endoteliais serem

responsivos a ele.
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Suas fungbes sado feitas por ligagdo com receptores distintos de NPY
acoplados a proteina G distribuidos em diferentes tecidos como cardiaco, adiposo,
vascular, 6ésseo (atuando na rede neuro- osteogénica que regula a homeostase
Ossea) e cerebral (regulando o consumo de comida e homeostase energética).
Além disso, esta envolvido com mecanismos relacionados com o estresse e
participa da ansiedade, processamento de memdria e cognigdo. Adicionalmente, o
NPY age como neuromodulador e promove a liberagdo de neurotransmissores como
dopamina e glutamato, estando portanto em vias patofisiologicas de algumas
desordens crénicas do SNC (DECRESSAC, 2012).

Tabela 1: Fatores regulatérios da neurogénese adulta

Fatores regulatdrios Implicacbes na neurogénese adulta Possiveis mecanismos
Genética Influencia a neurogénese na SGZ —
Género Proliferacdo celular na 5GZ é Niveis de haﬂm;‘mio ovariano
maior em fémeas (estrogénia)
Envelhecimento Reduz proliferagdo celular Aumenta niveis de
na SVZ e SGZ corticosteroides
Horménios : -
Estrogénio Estimula a neurogénese na SGZ —
Corticosteroide Reduz a neurogénese na 5GZ Ativacdo do eixo HPA
Prolactina Estimula a neurogénese na Ativacdo da ERKS
5GZ e SVZ
Neurotransmissores
Dopamina Reduz a neurogénese Receptores de dopamina D2L
Serotonina Estimula a neurogénese Receptores de serotonina 1A
Acetilcolina Reduz a neurogénese —_—
Glutamato Reduz a neurogénese Receptores metabotropicos de
glutamato e receptores NMDA
Oxido nitrico Reduz a neurogénese -
Meio enriquecido Aumenta a sobrevivéncia de Fator dg crescimento o
neurdnios recém-formados na SGZ  endotelial vascular periférico
Exercicio fisico Promove proliferacdo e Fator de crescimento
sobrevivéncia celular na SGZ endotelial vascular periférico
Estresse fisico e Reducdo da proliferacdo celular Ativacdo do eixo HPA
psicossocial e nimero de novos neurdnios
na 5GZ
Antidepressivos Aumenta a neurogénese na SGZ Fator neurotrofico

derivado do cérebro

Drogas de abuso Reducdo da proliferagdo e
sobrevivéncia celular na SGZ

Fonte: Adaptado de FERNANDES, 2015
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Figura 3: Atuacédo do neuropeptideo Y na neurogénese. NPY inibe interleucinas que estimulam
a inflamagédo e que por isso reduzem a neurogénese. Além disso ele estimula a angiogénese local
para nutrir as células-tronco neurais e a proliferagdo de astrécitos, os quais nutrem tais células a
partir da vascularizagdo contanto que tais células possuam seu receptor Y1R. Fonte: Adaptado
de GELOSO, 2015.

Vale salientar que a manutencdo do equilibrio dos orexigenos e anorexigenos
€ crucial durante o desenvolvimento e ganho de massa, havendo uma sinalizag&o
entre neuropeptideos e nichos de neurogénese devido a demanda energética
(BAKOS, 2015) (ver figura 3). Outra molécula relevante é o gas Oxido nitrico
(NO) que atua dualmente na neurogénese. Se tiver origem intracelular é pro-

neurogénico, se a origem for extracelular, & anti-neurogénico (GELOSO, 2015).
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Os estimulos exdgenos positivos mais estudados incluem atividade fisica,
enriguecimento ambiental e aprendizagem dependente de olfagdo ou de atividade
hipocampal que estimulam a proliferacdo de NSCs e/ou a sobrevivéncia de novos
neurbnios (BRAUN, 2014). Enquanto que a neurogénese hipocampal adulta humana
decline com o envelhecimento, tendo como bases comparativas fundamentadas com
camundongos, o nivel de neurogénese na SVZ e subsequente migracdo de novos
neurbénios gerados da SVZ para o neocortex e bulbos olfatérios tendem a ser

limitados, sendo observados apenas no inicio da infancia.

Além disso, a neurogénese adulta na SVZ parece ser menos prevalente em
cérebros maiores. Uma possivel explicagdo é que o crescimento cerebral
anatomicamente limita a habilidade de neurdnios jovens se moverem de diferentes
regides progenitoras para seu destino final. Ramon y Cajal proclamou em 1928 que,
no organismo adulto, “tudo deve morrer, nada deve se regenerar’ com a seguinte
cautelosa declaragao: “é para ser mudado pelos cientistas futuros, se possivel,
esse severo decreto”. E assim foi feito. Atualmente ja se sabe que a neurogénese
adulta realmente ocorre em répteis, passaros e mamiferos, apesar da localizagao

e magnitude variarem entre espécies (PAREDES, 2015).
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Estudos indicam que NSCs de cérebros senis tém a habilidade de se
diferenciarem em neurdnios, mas seus nichos neurogénicos/microambientes n&o
sdo mais propicios a suportar com a mesma eficiéncia a neurogénese, o que
evidencia o papel crucial de astrocitos, oligodendrdcitos, microglia e células
endoteliais na regulagdo da neurogénese por manter e prover um microambiente

permissivel.

Com relagdo a microglia, se liberar citocinas pré- inflamatérias como
TNF/fator de necrose tumoral e IL- 6/interleucina-6, pode induzir a diferenciagao
de NSCs em astrécitos ou suprimir a neurogénese. Se liberar citocinas anti-
inflamatérias, preservara o nicho e dara suporte a diferenciacdo de NSCs em novos
neurdnios e consequentemente novas sinapses. A densidade de microglia ativada
aumenta com a idade assim como os niveis de citocinas pro-inflamatérias no
cérebro (LEPOUSEZ, 2015).

A proliferagédo de células-tronco neurais (NSC) e consequentemente a taxa
neurogénica também sao dependentes do comprimento do teldbmero e da atividade
da telomerase. A funcdo dessa enzima de prevenir o encurtamento cromossomial
durante as repetitivas divisbes das NSCs pode ser detectada em areas de

neurogénese e constatou-se ser reduzida durante a diferenciagdo neuronal.
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Caracterizar o padrdo temporal neurogénico e o declinio da concentragéo
de telomerase permitiria determinar se a atividade da telomerase € uma
consequéncia da senescéncia de NSCs ou a causa do decaimento da proliferagao

em camundongos mais velhos (LEE, 2011).
2.2.1 Ag¢ao de algumas drogas

Baixo volume hipocampal tem sido reportado em pacientes que sofrem de
depressao e os efeitos anti- depressivos induzidos por inibidores seletivos de
recaptacdo de serotonina (SSRIs) tende a intensificar a neurogénese adulta
hipocampal em camundongos o que leva ao aumento imediato na avaliabilidade
sinaptica de serotonina, facilitando assim a transmissao serotoninérgica (ALENINA,
2014; SONG, 2016) (ver figura 4). Modelos animais de exposigao cronica ao alcool
tém mostrado consistentemente que o alcool € toxico para neurdnios hipocampais
incluindo células granulares do giro denteado, enquanto que um aumento na
neurogénese pelos efeitos do alcool é observado em abstinéncia apds dependéncia
alcodlica. Além do mais, receptores GABA estdo presentes em novos neurbnios
formados no SGZ e GABA age como um neurotransmissor excitatorio durante as

primeiras 2-4 semanas de desenvolvimento do novo neurénio.

Visto que o etanol € um modulador alostérico positivo do receptor GABA-

A, tal receptor poderia estar envolvido na agédo do etanol em alterar a neurogénese.
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No minimo astrécitos sdo ativados pelo alcool e, na pior das hipoteses,
devem ser lesados por intoxicacdo por etanol, os quais sdo importantes no nicho
neurogénico (quando ndo sao eles mesmos 0s precursores dessas células-tronco
neurais) (GEIL, 2014).
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Figura 4: Atuacao da serotonina na neurogénese adulta de camundongos. Havendo seu
receptor correspondente na célula que esta a se diferenciar em neur6nio, a 5-HT estimulara esse
processo além de viabiliza-lo, quando maduro, em neurbnio serotoninérgico, efetivando sua
neurotransmissao. Fonte: Adaptado de ALENINA, 2014.

2.2.2 Hipocampal

Estima-se que 700 novos neurdnios sao gerados no hipocampo de seres
humanos todos os dias. No hipocampo, células-tronco multipotentes indiferenciadas
neurais (NCCC) geradas no SGZ dao origem a células progenitoras neurais (NPCs)
que proliferam e migram para a camada de células granulares (GCL) do DG e, em
seguida, diferenciar-se em neurdnios, astroglia ou oligodendrécitos (RYAN, 2015)

(ver figura 5).
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Diversos estudos indicam que a neurogénese hipocampal contribui no
aprendizado, formagdo de memoria e regulagdo do humor, sendo dependente da
acao de fatores intrinsecos como fatores de transcricdo que sao sintetizados por
precursores de neurdnios, além dos fatores extrinsecos como fatores de
crescimento e neurotrofinas secretadas proximas ao nicho neurogénico (MA, 2010).
Outro dado relevante sobre essa regido € que varios grupos de pesquisa tém
defendido a hipétese de um papel crucial da neurogénese hipocampal na separagao
de padrbes (pattern separation), que € o processo que torna o animal capaz de
diferenciar representagdes similares ou distinguir uma memodria da outra (BRAUN,
2014).

Além disso, pattern separation também atua na regulagdo da ansiedade e do
estresse, por exigir a capacidade de distinguir representagbes por exemplo de um
potencial ameacador de um que ndo €, permitindo assim o estabelecimento de
um nivel de comportamento ansioso adequado em determinados contextos
comportamentais (OPENDAK, 2015). O hipocampo tem sido por muito tempo
associado com desordens psiquiatricas por ser altamente plastico ao longo da vida
e particularmente sensivel a mudangas do meio. Vale salientar que lesdes durante
o desenvolvimento da porgdo ventral do hipocampo produz esquizofrenia em
modelos animais. Até mesmo o estresse pré-natal causado por infeccdo, ma nutricao
ou estresse psicolégico materno podem ser fatores de risco para o
desenvolvimento de doengas mentais na fase adulta (SCHOENFELD, 2014).
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Figura 5: Neurogénese adulta hipocampal evidenciando a contribuicdo dos astrécitos na

nutricdo das células jovens e tempo de proliferagéo, diferenciacao e sobrevivéncia nesse processo

desde a célula-tronco neural até o neurbnio maduro efetivamente conectado a rede neural pré-

estabelecida. Fonte: Adaptado de AIMONE, 2014.

No contexto de epilepsia, neurbnios induzidos por convulsdo frequentemente

migram ectopicamente e mostram integragdo sinaptica aberrante. Uma ideia para

um tratamento no futuro seria estimular a proliferacdo de células-tronco neurais

pluricelulares (NSPCs) e/ou induzir a migragdo de células recém-formadas em

direcdo ao tecido lesionado, seja apds uma lesdo aguda, como uma convulsao, ou

durante uma neurodegeneragdo cronica, como a doenga de Parkinson através de

quimiocinas.
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Além disso, NSPCs pode ser utilizadas na reparacdo nao apenas de
células neuronais como também gliais, como no caso da esclerose multipla
(BRAUN, 2014).

A regulagdo da neurogénese adulta no giro denteado ocorre de forma
distinta entre os sexos. Estudar tais diferengas ajudaria a entender o motivo de
mulheres serem mais vulneraveis as doengas psiquiatrica e neurodegenerativa.
Fémeas preferencialmente usam estratégias idiotéticas/ipsativas (baseadas na
identificagdo/afinidade do “eu” pelo objeto) dependente do corpo estriado apesar
disso ser influenciado pelo status do horménio ovariano. Machos preferencialmente
usam estratégias espaciais (meramente sua localizagdo no espacgo) utilizando o

hipocampo para fazer as mesmas tarefas (YAGI, 2015).

Outro estudo, todavia, tem evidenciado que machos adultos mostram
sobrevivéncia celular em nichos neurogénicos do hipocampo diminuida em
resposta ao estresse cronico, quando ha altos niveis de corticosteroide, enquanto
que os mesmos fatores de estresse em fémeas demonstram aumento de
sobrevivéncia celular (KOTT, 2015).

Novos neurdnios formados no giro denteado (DG) do hipocampo participam
da codificagdo de novas memorias em roedores adultos mas o excesso de
neurogénese possivelmente prejudica a retengdo de memoaria. Ja é estabelecida
na literatura a evidéncia de que neurdnios recém-formados se integram em rede

neuronais pré-existentes e participam no processamento de informacgdes.
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Entretanto a neurogénese hipocampal adulta deve também promover o
esquecimento (ver figura 6). Se neurdnios recém-gerados incorporassem de um jeito
que desestabiliza conexdes sinapticas pré-existentes, a neurogénese poderia
reduzir memorias previamente codificadas, como foi proposto por modelos teoricos.
Assim, codificar novas memorias requer a quantia certa de neurogénese no giro

denteado do hipocampo, nem pouco nem muito (MONGIAT, 2014).
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Figura 6: Representacdo da necessidade de um equilibrio da taxa neurogénica. Excesso e
auséncia de neurogénese resultam em uma dificuldade em reter a memoria do aprendizado. Existiria
entdo uma faixa considerada 6tima em que ha ganho e perda de aprendizados mas que € a
medida ideal para que haja consolidagdo da memoria correspondente. Fonte: Adaptado de MONGIAT,

2014.
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2.2.21 Oscilacdes e o0 sono

Neurdnios imaturos recém-formados tém limiares de ativacao diferentes dos
neurénios granulares maduros no DG do hipocampo por causa da sua alta
excitabilidade em resposta a estimulos fracos, 0 que os torna mais adequados para
recrutamento de novas sinapses durante disparos (spikes) recorrentes no sono. A
ativagdo de uma unica via de sinalizacdo, a ERK5 MAP kinase, € suficiente para
intensificar a neurogénese adulta e aprimorar o aprendizado espacial sob condigdes
desafiadoras e significativamente beneficia a consolidacdo da memdria (WANG,
2015). Adicionalmente, células progenitoras neurais hipocampais de camundongos

se dividem mais frequentemente a noite.

Durante a diferenciacéo, tal populacdo minoritaria se prolifera, produzindo
um ritmo circadiano populacional detectavel enquanto que as células nao
circadianas apresentam sua taxa mitética reduzida. E provavel que as principais
proteinas do reldgio circadiano sirvam para direcionar temporalmente as etapas da
neurogénese em que diferentes genes passam a ser ativados dependendo do reldgio
biolégico (MALIK, 2015a).

A expressao da proteina mPer1 ocorre em oscilagbes de alta frequéncia
antes dos ritmos circadianos serem detectados, o que representaria um papel

desse gene na expressao génica responsavel pela diferenciagado celular precoce.
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Um ritmo diario no inicio do ciclo celular de células- tronco tem sido descrito
no hipocampo de camundongos adultos, indicando que marcapassos circadianos
devem regular a diferenciagdo de NSPC, possivelmente servindo para otimizar o
desencadeamento temporal (timing) da neurogénese por promover células mais
responsivas quando elas sdo mais recrutadas para uma discriminacao fina da
informacéo sensorial (MALIK, 2015b). Pacientes com doengas degenerativas como
Alzheimer, Parkinson e Huntington (CHRISTOPHER, 2011), assim como
esquizofrénicos, comumente exibem danos em varias fases do sono
(SCHOENFELD, 2014).

Estudos em ratos demonstraram que a privagdo cronica do sono causa
reducdo na sensibilidade do receptor serotonin-1A, o que nao é evidente em
privagdo aguda do sono (FERNANDES, 2015). Adicionalmente, a atividade
serotoninérgica durante o sono é relativamente baixa, o que n&o explicaria um
efeito direto desse neurotransmissor na neurogénese durante o sono. Entretanto,
€ provavel que esse estado de repouso seja necessario para manter os niveis de
serotonina normais durante o periodo de vigilia (MEERLO, 2008). O fator de
crescimento IGF-1 & conhecido por ser um dos promotores da neurogénese.
Pesquisas indicam que ratos com privacdo crbnica do sono em testes tiveram

baixa capacidade celular de ligagao ao IGF-1.
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O fator neurotréfico BDNF também facilita a neurogénese hipocampal e
possui sua expressdo reduzida apds privagao cronica de sono (o qual esta
associado com a supressao da fase de sono REM, a qual permite a consolidacao da
memoria). O hormonio do crescimento (GH) por sua vez tem mostrado promover a
proliferacdo de células em cérebro adulto no giro denteado de ratos e proteger os
precursores neuronais do hipocampo dos efeitos negativos da privagao crbénica de
sono. Logo seu papel protetor possui relevancia clinica visto que a terapia com
ele demonstra melhoras do humor e da qualidade de sono de pacientes, efeitos

esses associados com a neurogénese no hipocampo.

Vale salientar que os efeitos da privagdo de sono aparecem com mais
intensidade na regido ventral do que na dorsal do DG. Lesdes seletivas em roedores
revelaram que o hipocampo dorsal parece ser responsavel por certas formas de
aprendizado e memoria, chamada aprendizado espacial enquanto que o hipocampo
ventral parece se associar com a regulagdo do comportamento emocional
(FERNANDES, 2015).

2222 Estresse

Na literatura ja foi relatado que recém-nascidos que sofrem privagao de
oxigénio durante o parto podem ter déficits cognitivos duradouros, tais como perda
de memoéria e de aprendizagem. Foi demonstrado recentemente que a indugéo
de estresse em ratos neonatais promove alteragdes a longo prazo no repertério

comportamental, bem como da taxa de neurogénese no giro denteado.
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A separacdo materna, por exemplo, € um fator estressor capaz de reduzir o
volume hipocampal em ratos. A prematuridade e lesbes traumaticas também séao
eventos estressores que levam a alteragdes de volume em algumas estruturas do
cérebro. Em modelos de roedores neonatais com isquemia/hipdxia/acidente
vascular cerebral (AVC) também foi evidenciada uma atrofia tanto de substancia
branca (fibras nervosas/axénios) quanto de substancia cinzenta (corpo neuronal
propriamente dito), assim como wuma atrofia hipocampal, frequentemente
acompanhada de efeitos ansiogénicos (TAKADA, 2015). Quanto as microglias, séo

os macrofagos do SNC, responsaveis pela manutengdo da homeostase do cérebro.

Estudos in vitro demonstram que no seu estado de repouso/quiescente a
microglia aumenta e prolonga o potencial neurogénico das células cultivadas. No
entanto, se ativada por antigenos ou por alteracbes na homeostase do cérebro,
€ predominantemente neurotdxica por promover um ambiente inflamatério e
consequentemente reduzir a sobrevivéncia de neuroblastos (RYAN, 2015). Estudos
indicam que astrdcitos, microglia, e oligodendrécitos sao influenciados em numero,
tamanho e fungdo por muitas das experiéncias que alteram a neurogénese adulta,

incluindo estresse e exercicio fisico.
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Estudos evidenciaram que mesmo em estagios avangados de
envelhecimento, quando a redugdo na neurogénese e declinio cognitivo sdo mais
graves, exercicios voluntarios mostraram atenuar muitos desses déficits.
Interessantemente, o exercicio fisico também esta associado com um aumento de
glicocorticoides na corrente sanguinea, no entanto, estas ocorréncias
aparentemente contraditorias poderiam ser parcialmente explicadas pela regulagéo
positiva macica de fatores de crescimento circulantes durante o exercicio, os quais
reduzem os efeitos negativos de glicocorticoides liberados devido ao estresse

inerente dessa atividade.

Adicionalmente, roedores em uma dieta que carece de vitaminas ou minerais
essenciais apresentaram neurogénese hipocampal reduzida acompanhada de déficit
no aprendizado e na memodria. Em contraste, os roedores em uma dieta
suplementada com antioxidantes como polifendis e émega 3 mostraram aumento
da neurogénese hipocampal (ver figura 7), bem como melhora no desempenho em
testes cognitivos, sugerindo que existe uma sinergia entre a dieta e exercicio
(AIMONE, 2014).

Neurbnios hipocampais expressam altos niveis de receptores
glicocorticoides e mineralocorticoides. Além disso, provém um sistema regulatério de
feedback negativo para a resposta ao estresse, inibindo o eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal (HPA) em resposta a um aumento de horménios do estresse em circulagao
no organismo (SCHOENFELD, 2014).
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Em especial, hormdnios como esterodides adrenais, que exercem influéncia na
modulagédo dos ritmos circadianos, estes ultimos envolvidos na proliferagao celular
hipocampal (FERNANDES, 2015). Visto que altos niveis de corticosteroide suprimem
a proliferagao celular e baixos niveis promovem a proliferagao, (FERNANDES, 2015)
supde-se que essa retroalimentacdo (negative feedback) do hipocampo sobre o
eixo HPA venha a prevenir os efeitos de um estresse agudo mas passe a se
enfraquecer na fase crbnica devido a atrofia dendritica em varias regides do
hipocampo (MIRESCU, 2006) assim como devido a uma reducgao global do volume
hipocampal (JOCA, 2003).

Todavia, estudos revelam que neurdnios recém- formados durante uma corrida
sdo provavelmente menos ativados pelo estresse que os neurbnios formados
durante uma vida sedentaria, (OPENDAK, 2015) o que implica que atividades
fisicas capacitam neurdnios ou, pelo menos, os nichos neurogénicos a se tornarem

resistentes aos efeitos negativos de corticosteroides.

Estes por sua vez estimulam a cascata glutamato-calcio-espécies reativas
de oxigénio (ROS) a qual aumenta os niveis de ROS gerando excitotoxicidade
(dano neuronal) (YOU, 2009). O estresse oxidativo € controlado pelo equilibrio de
produgdo e remogao de espécies reativas de oxigénio (ROS) da célula e do
microambiente local sendo seu acumulo associado com uma série de doengas,

lesdes, desordens psiquiatricas e com o envelhecimento.
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Dessa forma, agentes redutores possuem um potencial rejuvenescedor
capaz de prevenir a progressao de doengas assim como de preservar nichos
neurogénicos. (YUAN, 2015). Sobre o estresse e a ansiedade, estudos indicam
que a regido dorsal do giro denteado é preferencialmente envolvida com modulagéo
do comportamento exploratorio enquanto que a parte ventral € mais envolvida com
a regulacédo do comportamento relacionado com a ansiedade. Adicionalmente, tanto
o estresse como a experiéncia sexual parecem alterar a neurogénese adulta no giro

denteado ventral mais profundamente do que na regidao dorsal.

- Neurogénese

s /\ .
P

Figura 7: Esquema da relagdo entre a neurogénese e alguns de seus fatores positivos em

azul e negativos em vermelho. Fonte: Adaptado de YUAN, 2015.
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Ha evidéncias de que novos neurdnios na regido ventral ndo s6 sao menos
numerosos, mas também sofrem diferenciacdo em um ritmo mais lento do que
aqueles na regiao dorsal. Isto sugere que as diferentes janelas de tempo de
sensibilidade existem para novos neurdnios de uma subdivisdo do giro denteado
em relagdo a outra, depedendo da natureza da experiéncia envolvida (OPENDAK,
2015). A exposigao de ratos a estresse agudo aumenta a neurogénese somente
na regiao dorsal e tal aumento também persiste depois de um dano crénico social
(LEPOUSEZ, 2015).

Vale relembrar que o excesso de neurogénese poderia indicar um dano na
consolidacédo de novas memodrias por prejudicar espacialmente as sinapses pre-
existentes. Outro estudo demonstrou que durante o estresse cronico, a diminuigao
dos niveis de neurogénese pode reduzir a plasticidade do processamento emocional
contextual. Na auséncia de plasticidade, um aumento da sensibilidade ao perigo,
0 que poderia ser relacionado com a ansiedade, pode significar que memoarias
negativas sdo mais facilmente recordadas durante o processamento emocional
contextual e, assim, novos eventos sdo mais facilmente atribuidos a uma recordagao

negativa.
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Por exemplo, um individuo cronicamente estressado, ao receber um e-mail
inbcuo pode interpreta- lo negativamente, tendo dessa forma uma capacidade
reduzida de diferenciagcdo entre os contextos neutros e os carregados
emocionalmente por experiéncias ruins (e- mails com conotagdes pejorativas) a
partir do presente evento, que € percebido de forma aversiva induzindo uma resposta
automatica ao estresse. Ou seja, 0 estresse pode causar uma redugdo da
neurogénese adulta que propaga novas redugdes na plasticidade no
processamento emocional contextual, consolidando assim um ciclo negativo e
degenerativo (EGELAND, 2015).

2.2.3 Subventricular

As células B1 localizadas no SVZ sao capazes de gerar diferentes classes
de interneurbnios que migram para o bulbo olfatério (OB) onde podem exercer sua
funcdo (KHEIRBEK, 2015), de natureza inibitéria (WANG, 2015). Efeitos sobre a
aprendizagem olfativa, reconhecimento social, medo condicionado, limiar de
deteccao de odor, comportamentos especificos de sexo e memoria olfativa de curto
prazo foram todos relatados em fungdo da neurogénese adulta no bulbo olfativo em
que alteragdes neste circuito podem vir a afetar o ajuste fino da temporizagéo entre
o estimulo sensorial e a deteccdo do mesmo (CUMMINGS, D., 2014). Estudos
indicam que a supressao de ERKS leva a varios déficits de comportamento olfativo,
incluindo reducédo da sensibilidade de deteccéo de odor e de memoria de curto prazo
em roedores (WANG, 2015).
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Complementarmente, neurdnios imaturos apresentam perfis melhores de
resposta fisiolégica quando comparados com interneurénios pré-existentes. Este
aumento da excitabilidade pode permitir aos novos neurbnios que compitam
transitoriamente pelo espago sinaptico limitado, resultando em uma otimizacao
continua dos circuitos do bulbo olfatério (CUMMINGS, D., 2014), até porque
neurdnios recém-formados recebem menos inibicdo e exibem consideravelmente
maior plasticidade sinaptica (AIMONE, 2014).

2.3 Esquizofrenia
2.3.1 Descricao

A esquizofrenia (SZ) € um disturbio psiquiatrico crénico que apresenta
diversos sintomas, incluindo alucinacbes, em sua maioria auditiva, delirios, perda
de memodria, apatia, isolamento social e deficiéncia na percepgao coerente,
podendo ser desencadeada durante uma percepgao dupla (fenbmeno em que um
padrao visual da origem a pelo menos duas representagdes perceptuais distintas e
simultaneas) (BASAR, 2015), além de afetar cerca de 1% da populagdo mundial.
Individuos que tém um parente de primeiro grau com SZ possuem risco de adquirir
os sintomas da doenca aumentado dez vezes. Vale ressaltar que se um dos gémeos
monozigéticos desenvolver a doenga, o outro possui ~ 50
% de chances de desenvolver também, o que indica um forte carater genético de
transmissao (HAN, J., 2015).
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Entretanto, gémeos monozigéticos diferem no padrdo de metilagdo de seus
genes, 0 que evidencia a participacdo de mecanismos epigenéticos em vias
envolvidas com transtornos psiquiatricos, podendo levar a perturbacdes da atividade
inibitoria e das fungbes corticais associativas. A hipermetilagdo de genes que afetam
a biossintese do triacilglicerol, assim como a hipometilagdo de genes que afetam o
glutamato e vias de sinalizagdo de CREB, provavelmente estdo associadas as
psicoses (MELKA, 2015).

A esquizofrenia tem sido rotulada como " uma doenca de sinapse ",
causada por um mau funcionamento sinaptico que afeta a conectividade do cérebro
(SIEGERT, 2010) acompanhado por um desbalan¢o de neurotransmissores. Existem
trés hipoteses atualmente que servem de alicerce para explicar essa doenca:
dopaminérgica, glutamaérgica e serotoninérgica. A primeira afirma que uma
hipofungdo dopaminérgica no cortex pré-frontal esta relacionada com a via
mesocortical e com os sintomas negativos como anedonia (perda da capacidade
de sentir prazer) ao mesmo tempo que haveria uma hiperfungdo dopaminérgica no
nucleo estriado, relacionada com a via mesolimbica e responsavel pelos sintomas
positivos como as alucinagdes sensoriais, principalmente auditivas (BRACHT, 2014;

OLIJSLAGERS, 2005).
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Vale salientar que a via mesolimbica inicia-se na area tegmental ventral do
mesencéfalo e forma conexdo com o sistema limbico através do nucleo accumbens
que por sua vez se integra através de conexdes por exemplo glutamaérgicas com
o cortex orbitofrontal (OFC), amigdala, cingulado anterior, cortex insular e
hippocampo, sendo este ultimo justamente a regido em que ocorre com maior
incidéncia a neurogénese adulta, a qual aparenta estar anormalmente reduzida em
esquizofrénicos (ADINOFF, 2004; HECKERS, 2001).

Nesse contexto é valida a seguinte citagao traduzida de Donald R. Roberts,
1963: “Ha uma razao para acreditar que o hipocampo pode ser uma estrutura-
chave em que uma grave perturbacédo de sua atividade é essencial para a produgao
de psicoses”. A desregulagao do sistema da dopamina desempenha um papel critico
na psicose, no déficit cognitivo, na anormalidade da via de recompensa e em
desordens de movimento, todos os quais ndo sé se manifestam na esquizofrenia
como também se associam a depressao maior, transtorno bipolar e vicios (PEREZ-
COSTAS, 2010). Cérebros esquizofrénicos possuem um numero exacerbado de
receptores D2 e € por isso que antipsicoticos em geral tratam bloqueiando

receptores D2, mas com diferentes graus de afinidade (ARARIPE, 2007).
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Vale salientar que os efeitos colaterais do uso de antipsicéticos aparentam
estar mais envolvidos com as vias nigroestriatal (efeito colateral extrapiramidal) e
tubero-infundibular  (ocorréncia de hiperprolactinemia) em que neurdnios
dopaminérgicos disparam de forma anormal (OLIJSLAGERS, 2005). Acredita-se que
a segunda hipodtese seja complementar a primeira. Uma evidéncia dessa associagéo
€ o uso cronico de fenciclidina, pois, além desse farmaco ser antagonista nao-
competitivo do receptor glutamaérgico, NMDA, reduz o turnover de dopamina no
cortex frontal e aumenta a liberacdo de dopamina em regides subcorticais, como
o nucleo accumbens (ARARIPE, 2007), ou seja, o glutamato indiretamente
demonstra alterar o padrdo de liberacdo do neurotransmissor dopamina em

determinadas regides do cérebro.

A terceira hipotese segue o mesmo raciocinio da segunda e afirma haver
uma relagédo entre a via serotoninérgica com a dopaminérgica. Uma prova seria o
uso de neurolépticos atipicos no bloqueio de receptores 5-HT2A para atenuar os
sintomas (EGGERS, 2013). Outros neurotransmissores como a adenosina também
parecem estar envolvidos na sintomatologia da SZ (ARARIPE, 2007). Como se
trata de um complexo disturbio multifatorial, considerar a integracdo de todos

neurotransmissores envolvidos em uma teoria sélida se faz uma etapa fundamental.
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2.3.2 Tratamento

Com relagdo ao tratamento, o uso de medicamentos anti-psicéticos de
primeira geracdo em monoterapia se revela insuficiente em mais de 70% dos casos
sendo a clozapina atualmente o antipsicético mais eficaz para pacientes refratarios.
Os anti-psicoticos de segunda geragao orais e benzodiazepinicos sao os mais
indicados em casos de tranquilizacdo imediata, evitando assim medidas mais
extremas como injegdes ou restrigbes mecanicas, usadas em ultimo caso. No que
diz respeito ao tratamento com polifarmacos, é sabido que os efeitos colaterais sao
mais acentuados e que a qualidade do sono é prejudicada, sendo assim um fator

de risco para desencadear padrdes sintomaticos.

Outro aspecto da doenga é o déficit cognitivo, o qual ndo parece ser alterado
ou influenciado por nenhum tipo de antipsicoético, mas notoriamente remediado com
o uso da Terapia de Reabilitacdo Cognitiva (Cognitive Rehabilitation Therapy)
(KRISTENSEN, 2011). Uma alternativa que se mostra promissora no auxilio do
tratamento de psicoses mas que requer estudos mais apurados € a meditagcéo
Mindfulness (mente plena). Por definicdo é entendida como: "A consciéncia que
emerge através da atencgao intencional no momento presente sem julgamento ao
desdobramento de experiéncias [sensacbes, emocdes e pensamentos] no decorrer

do momento presente"”.
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A ideia principal seria induzir em pacientes psicoticos, que reagem resistindo
a delirios paranoicos com ruminagdo, ndo um confronto, mas a
aceitagcao/acolhimento compassivo do que na realidade nado passa de um
pensamento e que ele nao faz parte do seu “Eu’/“Self’, através de uma progressao
continua de conscientizacdo. Entretanto, existem evidéncias de que a ativagao
consideravel do sistema de dopamina em estados meditativos de éxtase é similar
a que ocorre nas psicoses € que por isso nem todo tipo de pratica meditativa
seria indicada para pacientes esquizofrénicos, como por exemplo participar de
retiros de meditagcdo de longo prazo. Vale salientar que submeter tais pacientes
as meditagdes concentradas (focused attention) pode vir a aumentar a
probabilidade do surgimento de psicoses enquanto que a probabilidade é invertida

no caso de meditacdes abertas (open monitoring).

Um estudo piloto evidenciou que, submetendo um grupo de 10 pacientes
com psicose as 6 sessbes semanais de 90 minutos com intervalo de 15 minutos
de pratica meditativa guiada a cada 2 minutos, dentro de suas limitagbes como
um N baixo, houve uma reducido dos sintomas positivos e modesta redugao dos
sintomas negativos, havendo melhora de nove dos dez pacientes na Escala de
Resultados Clinicos em Avaliagao de Rotina (CORE) e nenhum efeito adverso (DYGA,
2015).

No que pauta as pesquisas voltadas para um melhor entendimento da
doencga, sintomas associados a esquizofrenia podem ser uns dos mais dificeis de

modelar em testes de comportamento de roedores.
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A inibicdo de pré-pulso (prepulse inhibition) reflete déficits de propagacao
sensorial, frequentemente descritos como um marcador biolégico da esquizofrenia,
embora ele ndo seja especifico para esta condicdo. Poderia se pensar entdo em
um estudo de tecido humano post-mortem, porém esse também possui limitagoes:
a imunocoloracdo em um tecido post-mortem humano € dificil, e a coloragao
resultante € geralmente de qualidade muito inferior do que a imunocoloragdo de

cérebros de roedores perfundidos.

Sem injetar BrdU (Bromodesoxiuridina, um nucleosideo sintético que
marca ceélulas em proliferacéao) antes da morte, o que raramente é feito em estudos
humanos, ndo ha nenhuma maneira de seguir novas ceélulas e comparar com maior
precisdo as taxas de proliferagdo neuronal (SCHOENFELD, 2014). Isso reflete a
necessidade de novas ferramentas tecnologicas com maior poder de resolugao,
sensibilidade e especificidade capaz de analisar, se possivel, cérebros humanos

vivos, destacando assim ferramentas de neuroimagem.
2.3.3 Epidemiologia

Dados epidemiolégicos tém revelado que genes contribuem com mais de
80% da variagao populacional em risco de desenvolver esquizofrenia (WILLIAMS,
2010).
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A Organizagdo Mundial da Saude (OMS), o Estudo Piloto Internacional de
Esquizofrenia (IPSS) e o Estudo Internacional de Esquizofrenia (ISOs)
evidenciaram que estudos de diversos paises asiaticos tém documentado muitos
resultados em contraste com o resto do mundo. No Brasil, estudos epidemiologicos
de 2013 indicam que a cada 100.000 pessoas, cerca de 31 possuem esquizofrenia

(ver tabela 2).

Tabela 2: Epidemiologia da Esquizofrenia em diferentes paises

Pais N° de pesquisas Incidéncia em cada 100.000 pessoas
epidemioldgicas

Australia 1 22.0
Brasil 2 315
Canada 7 23.9
China 3 10.7
Dinamarca 10 10.8
Estados Unidos 4 231
Franca 2 11.9
Irlanda 4 14.3
Italia 5 16.9
Holanda 8 13.2
Japao 3 20.0
Suécia 4 20.7
Reino Unido 32 15.9

Fonte: Adaptado de BURNS et al, 2013.

Por exemplo, a prevaléncia da esquizofrenia tem sido relatada mais em

mulheres do que em homens em estudos chineses (HOLLA, 2015).
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Na Europa e na América do Norte, pacientes esquizofrénicos tratados com
medicamentos antipsicoticos tém uma maior prevaléncia de obesidade e sindrome
metabdlica em comparacdo com individuos saudaveis. Enquanto isso, no Japao,
a prevaléncia de sobrepesos/obesos na populagdo em geral € consideravelmente
menor e esquizofrénicos morrem abaixo do peso considerado normal. Isso
possivelmente se deve aos seguintes fatores de risco: a alta incidéncia de
hipocolesterolemia na populagdo japonesa em geral (a qual se associa com a
hemorragia cerebral), a densidade Ossea normalmente reduzida em pacientes com
esquizofrenia em tratamento antipsicético quando comparada com o publico em

geral, a falta de exercicio, tabagismo e dieta hipocaldrica (SUZUKI, 2013).

Apesar de existir uma associagdo entre desigualdade de renda e
incidéncia de esquizofrenia (BURNS, 2013) o numero de relatos registrados €
consideravelmente maior em paises desenvolvidos quando comparado com paises
em desenvolvimento. Isso provavelmente se deve a uma hipovitaminose de
vitamina D, seja por falta de acesso a vitamina D em suplementos vitaminicos e
alimentos fortificados ou pela cor da pele, que afeta a absor¢cao de radiagao UV da
luz solar e a capacidade de sintetizar a vitamina (quanto mais escura for a pele,

menos vitamina D é sintetizada em regides de altas latitudes).
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Tal deficiéncia pode aumentar a cronicidade, bem como a incidéncia da
esquizofrenia, por enfraquecer o sistema imune e a sua capacidade para
combater qualquer infeccdo pos-natal ou doengas imunolégicas que podem
contribuir para o desencadeamento dos sintomas da esquizofrenia (KINNEY,
2009). Vale ressaltar que a massa Ossea reduzida afeta mais de metade dos
pacientes com esquizofrenia e €& cerca de duas vezes mais comum em
comparagao com controles da mesma idade e sexo. Varios estudos tém investigado
a influéncia dos antipsicéticos sobre a osteoporose, enquanto outras narrativas

consideram a osteoporose como sendo inerente da esquizofrenia (STUBBS 2014).

Individuos com predisposicdo genética para desenvolver SZ possuem
chances aumentadas se forem fumantes e, se o uso for intenso, as chances s&o
ainda maiores. O abuso de drogas também estd associado com altas taxas de
tabagismo e com risco de esquizofrenia (KENDLER, 2015). A assimetria
hemisférica € um outro fator a ser considerado por estar presente em inumeras
doengas neuroldgicas, incluindo a SZ. Isso ressalta a importancia da compreenséo
da neurogénese lateralizada ndo sé para o avango do conhecimento sobre o
funcionamento do cérebro saudavel, mas também para proporcionar novas ideias
de como a neurogénese controlada pode ser usada na reparacdo do tecido

cerebral em terapias futuras (TSOI, 2014).
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Apesar do bulbo olfatério ndo vir em mente como uma regido-chave para
doencas mentais, o estado depressivo produzido em roedores por remover 0s
bulbos olfatérios e mudancas olfatérias em pacientes humanos depressivos
sugerem uma associagao potencial entre olfacdo e depressao. Além do mais, ha
evidéncias de que esquizofrénicos possuem déficits olfatérios (SCHOENFELD,
2014).

2.4 miR-137

Microdelecgbes de regides cromossémicas em 1p21.3, onde o miR-137
estd localizado, tém sido associadas com deficiéncias mentais. Além disso, o
polimorfismo de seu gene, em especial quando os alelos se apresentam em
homozigose T/T, tem sido detectado em pacientes esquizofrénicos com
comprometimento cognitivo grave (GREEN, 2012; HOMMERS, 2014; YIN, 2014).
Recentemente foi identificado um novo miRNA inserido no gene precursor do miR-
137 (MIR137HG) chamado mir-2682. Apesar de atualmente existirem poucos
estudos sobre ele, ja se tem evidéncias a partir de simulagdes computacionais que
o gene anquirina 3 (ANK3), previamente associado a doenga de Parkinson, venha
a ser seu possivel alvo (DUAN, 2014).

Os niveis de miR-137 s&do aproximadamente 100 vezes mais elevados no
adulto em comparagdo com o cérebro embrionario, sugerindo que a expressao de
miR- 137 aumenta durante o desenvolvimento do cérebro e da diferenciacéo
neuronal (KUSWANTO, 2015).
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Adicionalmente, alguns estudos tém mostrado que a delecdo da regido
cromossOmica em que o gene miR-137 se localiza (1p21.3) deve contribuirno
desenvolvimento da obesidade (D'ANGELO, 2015).

2.4.1 miR-137 e canceres

O miR-137 humano ¢é incorporado em uma ilha CpG, sendo silenciado por
metilagdo na maioria dos cancros por atuar majoritariamente como supressor tumoral
(HAN, Y, 2015) entretanto ha excecgbes (ver tabela 3).

Considerado um dos miRNAs mais presentes em sinaptossomos de
neurdnios maduros adultos, o miR-137 ¢é também expresso comumente no giro
denteado hipocampal e estudos revelam que pode atuar no compartimento pré-
sinaptico, assim como no compartimento dendritico e pds-sinaptico. E sabido que a
sintese de proteina local é importante para a transmissao sinaptica e plasticidade
neural. Nos neurbnios maduros, o0 miR-137 pode regular a tradugdo de um
subconjunto de proteinas que sdo importantes nesses dois eventos (SMRT, 2010).
Logo sua expressdao anormal afeta a liberagdo de vesiculas nos terminais pré-

sinapticos que por sua vez alteram o funcionamento do hipocampo (HAN, J., 2015).
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Tabela 3: Perfil de expressdo do miR-137 em canceres

Céncer Expressao do mir-137 | Mecanismo de acéo do Fonte
mir-137

Melanoma Uveal Reprimida Inibe MITF e CDK8& CHEN, 2010

De bexiga Estimulada Inibe PAQR3 XU, 2014

Gastrico Reprimida Inibe CDC42 GU, 2015
Glioblastoma Reprimida Inibe RTVP-1 BIER, 2013
Astrocitoma Reprimida Inibe RASGRF1 DENG, 2016
Glioma Reprimida Inibe RAC1 SUN, 2013
Carcinoma Reprimida Inibe AKT2 Liu, L., 2014

hepatocelular
Carcinoma papilar da Reprimida Inibe CXCL12 DONG, 2016
tireoide

Ovariano Reprimida Inibe AEG-1 GUO, 2013

Osteossarcoma Reprimida Inibe FXYDG LI, 2014
Pulmonar Reprimida Inibe BMP7 YANG, 2015

2.4.2 miR-137 e a neurogénese
O miR-137 possui papel fundamental nas primeiras

neurogénese (MEZA-SOSA, 2014) além de ser crucial no desenvolvimento neural
e estar envolvido em diversas doengas como esquizofrenia, autismo, sindrome
de Rett, Alzheimer e doenca de Huntington (COLLINS, 2014). Uma expresséao
acentuada de miR-137 em linhagens de células de neuroblastoma e células
estaminais do cancro derivadas de glioblastoma (GSCS) mostrou reduzir a
viabilidade das células e sua proliferacdo por promover a diferenciacdo neuronal,

sendo esta sua principal fungdo na neurogénese adulta (MEZA-SOSA, 2013) (ver

figura 8).
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Figura 8: Esquema que evidencia a diferenca da atuagdo do miR-137 na neurogénese
embrionaria (estimula a proliferacao de células-tronco neurais) e adulta (estimula a diferenciagéo).
Fonte: Adaptado de MEZA-SOSA, 2014.

243 miR-137 ea SZ

Observagdes em tecido post-mortem humano evidenciaram que miR-137
€ altamente expresso no hipocampo, cortex occipital e cortex frontal. Quanto aos
seus alvos mais conhecidos, temos: FXYD6, BRD1, GSK3B, CDK6, CDC42,
CACNA1C, BDNF, ZNF804A, TCF4, CSMD, C10orf26, ErbB4, GABRAT1,
GRIN2A,

GRMS5, NRG2 e HTR2C os quais tém maiores niveis de expressao em periodos de
risco de aparecimento de SZ (WRIGHT, 2013; KUSWANTO, 2015; AM, 2013).
Diversos

estudos tém evidenciado que o polimorfismo do miR-137 esta diretamente

relacionado com os sintomas mentais e disfungcao cognitiva relacionados com a SZ.
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Porém é importante ressaltar que tais associagdes nao foram encontradas
em pacientes esquizofrénicos chineses do grupo étnico Han. Isso pode sugerir
uma heterogeneidade genética distinta nas populagdes chinesas (YUAN, 2014).
Outras pesquisas mostraram que individuos portadores de miR-137 com genotipo
de risco de SZ (T/T) mostraram hiperativagao cerebral, um fendtipo de esquizofrenia
ja bem estabelecido na literatura como uma medida de ineficiéncia funcional,

quando comparados com os portadores do genétipo GG / GT menos frequentes.

Mais recentemente, um outro estudo, post mortem, demonstrou que uma
diminuicdo da expressao de miR-
137 causada pelo gendtipo T/T (polimorfismo do miR-
137) se associa com a expressdo aumentada de TCF4, o qual poderia também
servir no desenvolvimento do prognéstico de SZ. O miR-137 é indiretamente
regulado pelo miR-132, cuja expressao foi encontrada para diferir entre pacientes
e controles em diversos estudos e também pode ser influenciada por perturbagdes
mais gerais na via biogénese dos microRNAs. O cortex pré- frontal dorsolateral
(DLPFC) tém mostrado ser uma das regides mais importantes envolvidas na
patogénese da esquizofrenia e ha diversas evidéncias de que o miR-137 afeta as

sinapses entre DLPFC e o hipocampo.

Adicionalmente, as implicagbes funcionais da regulacdo génica do miR-
137 tém sido mensuradas com ressonancia magnética funcional (QUEDNOW, 2014;
VAN ERP, 2013; LIU, B., 2014; CUMMINGS, E., 2012; WHALLEY, 2012;
KUSWANTO, 2015).
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Estudos de MRI estruturais mostram que a esquizofrenia esta associada com
uma reducado do volume cerebral total de cerca de 2,6% , com efeitos maiores
de matéria cinzenta do que a matéria branca e com as redugdes proeminentes em
cortices frontais e temporais e o hipocampo. Entretanto os mecanismos pelos quais
miR-137 esta envolvido na SZ ndo sdo aqueles que geram as redugdes do volume
do corpo caloso comumente encontrados nessa desordem. Aparentemente as
correlagbes fisiopatolégicas com a variagdo alélica do miR-137 ocorrem através
da desregulacao na sinaptogénese e alteracdo da integridade das fibras nervosas,
nao havendo evidéncias de que esteja envolvido na alteracdo do volume cerebral
por reducdo de numero de células (COUSIJIN, 2014; PATEL, 2015).

Além disso, miR-137 também esta envolvido na regulacdo da plasticidade
neuronal, através da modulacdo de sinalizagdo dependente de receptores de
glicocorticoides, o que diretamente se relaciona com a neurogénese adulta
(KUSWANTO, 2015).
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2.5 Bioinformatica
2.5.1 Definigcao e evolugéo

A Bioinformatica € uma area da ciéncia bastante abrangente que lida com
dados virtuais de Genbmica, Epigenémica, Transcriptoma, Protedbmica, predi¢cdes
de similaridade entre sequéncias, predi¢cdes da estrutura secundaria e até 3D de
biomoléculas, analises de regides de ligacdo de um sequéncia de interesse,
filogenia de genes e/ou proteinas e com o aprimoramento de bancos de dados que
contenham esses dados. O estudo dos mecanismos de codificagdo, de controle
transcricional/traducional, funcéo proteica, dindmica molecular e de interagao entre
espécies pertencem mais a area de Biologia Sistémica enquanto que a criagao de
simulacbes baseadas em calculos estatisticos de interagdo e cinética molecular
pertencem a area de Biologia Computacional, ambas intrinsecamente associadas a
Bioinformatica (PEREZ-IRATXETA, 2007).

2.5.2 Ferramentas

O uso de ferramentas bioinformaticas em pesquisas biomédicas tem
crescido durante as trés ultimas décadas devido a necessidade de nao s6 produzir
dados gendbmicos como também organiza-los, atualiza-los e interliga-los. Isso levou
a um aprimoramento constante e criagdo de tais ferramentas/programas, hoje
disponiveis online ou para baixar gratuitamente (PEREZ-IRATXETA, 2007).
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Algumas das centenas de analises possiveis, em especial para sequéncias
de DNA, séo pautadas em predi¢des de regides promotoras, estabilidade energética,
regides de ligacao aos fatores de transcri¢ao, ilhas CpG, grau de tor¢gdo da dupla
hélice, largura do sulco menor, enovelamento e posicionamento nucleossémico.
Sendo assim, certos bancos de dados como NCBI e o OMICtools sao ferramentas

iniciais para a maioria das analises bioinformaticas.

No NCBI por exemplo € possivel obter as informacdes detalhadas de
um gene e seu transcrito enquanto que o OMICtools oferece, a partir da opgao de
'‘Busca’, um leque de programas gratuitos normalmente associados a universidades
ou laboratorios de seus criadores, reconhecidos em suas respectivas areas. Ao
buscar ferramentas especificas no OMICtools para as analises citadas € possivel
eleger um programa a partir de parametros como: Interface intuitiva; Uso online
(ndo necessitando fazer o download); Processamento rapido; Resultado claro e
simplificado. Segue uma breve explicacdo sobre cada predicdo e softwares que

seguem tais parametros:

As regibes promotoras, como o proprio diz, promovem, no caso, a
iniciagdo da transcricdo, antecedendo dessa forma o gene a ser transcrito. Logo,
uma mutagdo nessa regido pode comprometer seriamente a expressdo do gene
de interesse (NEWBURGER, 1994).
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O programa Promoter 2.0 Prediction Server permite a predicdo de

promotores eucariotos de sequéncias de até 1.500.000 bp em formato FASTA (“>” +
Enter + sequéncia em texto sem espagos) de forma

bastante eficiente.
A estabilidade energética de uma macromolécula como o DNA pode ser

alterada quando submetida a uma mutagdo. Uma molécula instavel tende a ter sua
conformacdo modificada e consequentemente expor ou deixar de expor
determinados genes para agentes regulatérios. Quanto mais negativo for o valor
energético das ligagbes que constituem uma molécula, mais estavel ela é. A
instabilidade pode inclusive alterar os sitios de ligagdo de fatores de transcricao
do DNA, os quais podem estimular ou reprimir a transcricdo génica (MEYSMAN,
2011).

Além desses parametros, a distribuicdo de ilhas CpG (dinucleotideo 5'-CG-
3") é consideravelmente relevante quando se visa analisar regides que podem vir a
sofrer interferéncia epigenética ja que metilagbes ocorrem justamente nessas ilhas
(BELL et al, 2011). Com o programa GPminer é possivel obter tais informagdes
graficamente de forma bem intuitiva. Quanto aos parametros de grau de tor¢cao da
dupla hélice, largura do sulco menor e enovelamento, um dos programas gratuitos

mais completos online na atualidade &€ o DNAshape (ver figura 9).
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Torcao helical Largura do sulco menor Enrolamento

Figura 9: Predicdes da regido em que a mutagdo ocorre. Fonte: Adaptado de Rohs Lab

A torcao helical é caracterizada pela quantidade de torgdes que as duas
fitas de DNA fazem uma na outra. O DNA de estrutura do tipo B, mais comum em
sistema bioldgicos, possui um giro de 360° a cada 10.4 bp, podendo apresentar
torcbes mais extremas (para mais e para menos) que alteram sua estrutura
secundaria e consequentemente sua fungdo e acessabilidade. Regides
superenroladas (supercoiled) possuem maior torgdo helical e o contrario também se
aplica (STRICK, 1998).

A largura do sulco menor depende das pontes de hidrogénio existentes na
molécula de DNA e se relaciona com o potencial eletrostatico do sulco menor. Quanto
maior a largura, mais positivo € o potencial eletrostatico, mais expostos ficam os

hidrogénios da desoxirribose da espinha dorsal do DNA e o indice de clivagem é alto.
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Quanto menor, mais negativo € o potencial e menor o angulo de acesso

para uma possivel clivagem ocorrer (BISHOP, 2011).

Vale salientar que essa modificacdo no potencial eletrostatico gera uma
alteragcdo na preferéncia dos ligantes por essas regides, o que pode incluir
agentes epigenéticos. O parametro “roll” ou enovelamento (ver figura 10) do DNA
se baseia na distancia em graus entre os pares de bases o que pode tornar um sulco
menos ou mais acessivel a atuagao, por exemplo, de farmacos. Quanto maior a
distancia, mais negativo é o enovelamento e quanto menor a disténcia, mais positivo
(GRASEL, 2015).

Enovelamento | Sulco maior
Sulco menor : negativo

Figura 10: Representacdo do que seria o enovelamento negativo. Quanto menor for o
enovelamento, mais acessivel é a regido a diversos interferentes como farmacos, por exemplo. Fonte:
Adaptado de GRASEL, 2015.
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Com base nos calculos do software do Rohs Lab, deformacdes extremas

podem ser previstas a partir desses critérios: (i) Tor¢do helical >45°(~ 35° in B-

DNA);

(i) Largura do sulco menor >8.5 ou <1.5 (~5.8 in B- DNA);
(iiijenovelamento >20°(~0° in B-DNA) (ZHOU,

2013).

O posicionamento nucleossémico pode ser predito com a interface do
programa RECON, que calcula a distribuigdo nucleossémica mais provavel ao longo
da sequéncia de interesse em que valores maiores que zero correspondem a
predi¢cdes confiaveis sendo o valor +1 a melhor predigéo possivel, 100% (LEVITSKY,
2004). Nucleossomos séo constituidos por 147 bps de DNA enrolados em um
octamero de histonas (pares das histonas H2A, H2B, H3 e H4). Entre eles existem
os ligantes de DNA (DNA linkers) que variam entre 0 a 80 em comprimento
dependendo do tecido e da espécie em questdo (ROUTH, 2008) sendo regides
mais acessiveis ao maquinario de transcricdo. Vale ressaltar que nucleossomos
idénticos (compostos pela mesma sequéncia de DNA e mesmas proteinas) podem

se diferir quanto a dindmica conformacional (NGO, 2015).

No que pauta a atualizacdo/uprade de bancos de dados de RNAs néo
codantes, em especial de microRNAs, alguns comentarios construtivos devem ser
considerados. Por exemplo, microRNAs tipicamente possuem mais de um lago em
sua estrutura, precisam obrigatoriamente serem processados pela enzima Dicer,
valendo salientar que sua forma em grampo nado € exclusiva, sendo encontrada

em diversos outros RNAs nao-codantes.
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Logo, diferenciar os milhdes de grampos a partir dos poucos verdadeiros
miRNAs é um desafio fundamental para a criagdo de controles negativos e
consequente identificacdo mais especifica de sequéncias in silico. Falhas em coletar
dados que sirvam como controles positivos e negativos podem reduzir
significativamente o desempenho estatistico de softwares de bioinformatica,

problematica esta consideravelmente promissora para biélogos computacionais.

Dois pontos a serem considerados na construcdo de softwares mais
eficientes que abranjam um panorama maior sdo: Ainda que se saiba que muitos
ncRNAs sdo conservados durante a evolugdo, a auséncia de conservagao nao
significa necessariamente em perda de fungdo (SACAR, 2014) e lembrar que
alteragdes funcionais de miRNAs muitas vezes sdo devido a expresséo aberrante
de fatores de transcricdo e IncRNAs, uns de seus reguladores, e néo

necessariamente devido a uma alteragao neles proprios (YE, 2014).

A Bioinformatica € considerada atualmente complementar as analises in
situ, vitro e/ou vivo, como se evidencia na maioria dos artigos cientificos que pautam
a Biologia Molecular. Entretanto, ndo se pode desprezar o potencial futuristico dessa
area quando o genoma humano individualizado ja estiver no mercado, os programas

de predigdes in silico mais apurados e os processadores mais potentes.
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2.5.3 Bioética

A Bioinformatica possui uma indiscutivel importédncia eminente em
grandes decisbes nao soé cientificas como também politico-econémicas e tem
ganhado um maior destaque nos ultimos anos. Aconselhamentos genéticos
baseados no Genoma Humano tém se mostrado uteis para pacientes descobrirem
se sdo portadores de alelos que indicam pré-disposi¢cao a alguma doenga de cunho
fortemente genético, principalmente quando o tema é a reprodugcdo humana
assistida, quando casais optam escolher por um embrido saudavel entre os nao-
saudaveis, que seriam descartados. Porém vale salientar que o0 genoma da espécie
humana n&o esta completo (EICHLER, 2007) e que o ideal seria um sequenciamento

individual completo, o que n&o esta disponivel no momento no mercado.

Dessa forma muitos solicitantes desse exame se deixam levar por uma
curiosidade capaz de abalar seu psicologico ao ver seus resultados probabilisticos.
Mas a analise do genoma nao € a unica parte da bioinformatica que requer atengao
ética. Varios outros desafios éticos surgem quando bioinformatas enfrentam
questdes como a seguranga/privacidade tanto de dados armazenados quanto de
dados transmitidos para os solicitantes, gerenciamento de erro em bases de dados
e propriedade intelectual (TANERI, 2011). A nanotecnologia expressa a capacidade

humana de controlar e manipular a matéria viva em uma escala muito pequena.
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No contexto de terapias génicas pautadas em informagbes extraidas de
bancos de dados por exemplo, nanotecnologias devem passar por testes rigorosos

até serem liberadas comercialmente, o que é outro ponto bioético dessa pauta.

Por fim mas ndo menos importante, a ética em pesquisa genética no que
diz respeito as patentes e ao codigo aberto tem sido um tema polémico, pois de
um lado esta o capitalismo das revistas cientificas e reconhecimento profissional
pautado em fatores de impacto e do outro a necessidade de uma maior velocidade
da taxa de publicacdes e de visualizagdes, o0 que ocorre mais facilmente quando

0 acesso a informagao cientifica é livre/gratuito (MARTURANO, 2009).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Principal

O objetivo central desse trabalho €, a partir de predigdes in silico, averiguar
como o polimorfismo existente na posigdo 950 da regido genémica MIR137HG é

capaz de dificultar a expressao do gene miR-137.
3.2 Objetivos Especificos
Realizar as seguintes predigdes in silico das sequéncias com e sem SNP:

- Regibes Promotoras;
- Estabilidade energética;
- Regides de Ligacdo aos Fatores de Transcrigao;
- lIhas CpG;
- Grau de Torgao da Dupla Hélice;
- enovelamento;
- Largura do Sulco Menor;

- Posicionamento Nucleossémico;
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