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RESUMO

A esquizofrenia (SZ) é uma condicdo psiquiatrica de etiologia pouco elucidada, caracterizada
por um grupo incapacitante de desordens neurais que acomete até 1% da populacdo humana e
possui extensa heterogeneidade genética. Individuos com o transtorno tém uma expectativa de
vida média cerca de 15 anos menor, taxa de mortalidade duas vezes maior que a da populagéo
geral e, consequentemente, tém sido associados a um processo continuo de envelhecimento
acelerado. O acumulo de evidéncias sugere que pequenas moléculas de RNA ndo codificantes
de fita simples, a familia dos microRNAs (miRNAS), de aproximadamente 19-25 nucleotideos,
sdo reguladores importantes de vérias vias de sinalizagdo que desempenham um papel crucial
na fisiopatologia da SZ. Porém, os mecanismos regulatorios dos miRNAs em diferentes
processos moleculares na SZ, como o envelhecimento precoce presente nesses individuos,
ainda s@o um quebra-cabeca a ser resolvido. O avanco da idade associado a inflamacao
sistémica de baixo grau € denominado inflammaging, processo caracterizado pelo aumento
crénico dos niveis de citocinas e fatores pro-inflamatorios relacionados a progressdo da
senescéncia. Portanto, niveis alterados de miRNAs podem estar correlacionados com o
processo de inflammaging, principalmente por meio de modificagdes transcricionais de seus
genes-alvo. Guiados por essa hipdtese, objetivamos buscar alvos validados para um conjunto
de treze miRNASs previamente descritos em SZ, bem como as vias metabdlicas que podem ser
influenciadas por esses miRNAs em SZ. A busca de alvos foi realizada por meio das
plataformas miRTarBase (http://miRTarBase.mbc.nctu.edu.tw/) e miRDB (http://mirdb.org). A
analise de alvos dos miRNAs alterados na SZ demonstram um claro envolvimento com sistema
imunologico, diferenciacdo celular, ciclo celular, processo inflamatério, estresse oxidativo e
disfungdo mitocondrial. Podemos concluir que as alteracbes encontradas nos perfis de
expressao dos miRNAs podem ser utilizadas como ferramentas para elucidar possiveis alvos
farmacoldgicos para vias de sinalizagdo alteradas durante o processo de inflammaging na SZ.
Além disso, o estudo da expressao de miRNAs em diferentes fases do transtorno tem potencial
na busca de marcadores clinicos para auxiliar o diagndstico.

Palavras-chave: MicroRNAs; Esquizofrenia; Envelhecimento acelerado; Inflammaging;
Biomarcadores; PD-1; PD-L1.
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ABSTRACT

Schizophrenia (SZ) is a psychiatric condition of poorly understood etiology, characterized by a
disabling group of neural disorders that affect up to 1% of the human population and have
extensive genetic heterogeneity. Individuals with the disorder have an average life expectancy
about 15 years lower, a mortality rate twice that of the general population and, consequently,
have been associated with a continuous process of accelerated aging. Accumulation of evidence
suggests that small, single-stranded non-coding RNA molecules, the family of microRNAs
(miRNAs), with approximately 19-25 nucleotides, are important regulators of several signaling
pathways that play a crucial role in the pathophysiology of SZ. Although, the regulatory
mechanisms of miRNAs in different molecular processes in SZ, such as the premature aging
present in these individuals, are still a puzzle to be solved. Advancing age associated with low-
grade systemic inflammation is called inflammaging, a process characterized by the chronic
increase in levels of cytokines and pro-inflammatory factors related to the progression of
senescence. Therefore, altered levels of miRNAs may be correlated with the inflammaging
process, mainly through transcriptional modifications of their target genes. Guided by this
hypothesis, we aimed to seek validated targets for a set of thirteen miRNAs previously
described in SZ, as well as the metabolic pathways that can be influenced by these miRNAs in
SZ. The search for targets was performed using the miRTarBase
(http://miRTarBase.mbc.nctu.edu.tw/) and miRDB (http://mirdb.org) platforms. The analysis
of altered miRNAs targets in SZ demonstrates a clear involvement with the immune system,
cell differentiation, cell cycle, inflammatory process, oxidative stress and mitochondrial
dysfunction. We can conclude that the alterations found in the expression profiles of miRNAs
can be used as tools to elucidate possible pharmacological targets for altered signaling pathways
during the process of inflammaging in SZ. Furthermore, the study of the expression of miRNAs
at different stages of the disorder has potential in the search for clinical markers to aid diagnosis.

Keywords: MicroRNAs; Schizophrenia; Accelerated Aging; Inflammaging; Biomarkers; PD-
1; PD-L1.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA E CARACTERISTICAS CLINICAS DA ESQUIZOFRENIA

A esquizofrenia (SZ) é um transtorno de etiologia pouco elucidada, caracterizado
principalmente por um grupo incapacitante de disturbios neurais (1). De acordo com revisdes
sistematicas, embora a incidéncia seja relativamente baixa(2) (valor mediano de 15,2 novos
casos por 100.000 pessoas por ano)(3), o transtorno é considerado um importante problema de
salde publica, sendo a quarta principal causa de incapacidade em adultos (entre 18 e 45 anos)
em paises desenvolvidos(4). Além disso, o distdrbio também esta associado a reducdo da
expectativa de vida. Portanto, pacientes com SZ apresentam uma expectativa de vida média
cerca de 15 anos menor do que a populagdo em geral e um risco de morte por suicidio de 5% a
10% ao longo da vida(5).

A Figura 1 ilustra aspectos da fisiopatologia da SZ, considerando a associacao entre

microbiota e SNC, sintomas caracteristicos e principais aspectos terapéuticos.

Alteractes
Neurodegenerativas,
Neuroguimicas e de e,

Meurodesenvolvimento ; N

! " '\‘
(LK \ ESQUIZOFRENIA
!
Genétical . - Alucinacies - Alogia - Prejuizo na
s Infecgies = A i Meméria
Historico e - Delirios - Anedonia 1oria,
Familiar 1 Virais - Pensamentos - Retraimento Cognl_;eo £
Desorganizados Social Deciséo
Ixirioaa « | « Exposicdoa TERAPEUTICA
Toxinas
Complicacies : . a
i - Psicoterapia Pre/Probiaticos
g _Fatu;_&s tai +«——=  (Obstetricase m /
ocioambientais -
Epigenética —l Microbiota - Antipsicdticos

Figura 1 - Imagem ilustrativa sobre aspectos bioldgicos, sintomas e terapéutica da SZ. A imagem da esquerda
relaciona os aspectos biolégicos incluindo genética e historico familiar, estresse, fatores socioambientais,
epigenética, infecgdes virais, exposicao a toxinas, complicagdes obstétricas e perinatais e alteragdes na microbiota.
A imagem da direita ilustra os sintomas positivos, negativos e cognitivos decorrentes das alteragdes bioldgicas,
juntamente com as principais estratégias terapéuticas, incluindo psicoterapia, pré/probidticos e antipsicoticos.
Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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A SZ é caracterizada pela presenca de sintomas que podem ser divididos em trés grupos
centrais: sintomas positivos (psicoticos, ou seja, delirios e alucinagdes), sintomas negativos
(embotamento afetivo, prejuizo motivacional, isolamento social, entre outros) e sintomas
cognitivos (pior performance em diversos dominios cognitivos quando comparados a
controles)(6) (Figura 1). Os sintomas positivos tendem a ter um curso marcado por relapsos e
remissao, ainda que alguns pacientes apresentem sintomas psicéticos residuais de longo-prazo.
Contudo, os sintomas negativos e cognitivos tendem a ser crénicos e associados aos importantes
déficits de funcionamento social e ocupacional observados na SZ(7).

O Manual Conciso de Psiquiatria Clinica descreve que a faixa etaria relacionada ao
inicio do transtorno é oscilante, podendo ocorrer entre 0s 15 e 0s 45 anos, com um pico no final
da adolescéncia para homens, e cerca de 5 a 7 anos depois para as mulheres(4). O diagnostico
envolve o reconhecimento de uma alta demanda de sinais e sintomas associados com 0
comprometimento do funcionamento ocupacional, cognitivo e social do individuo. A avaliacdo
clinica para diagndstico consiste em uma entrevista com o paciente e familiares proximos,
sendo que a presenca de outros transtornos psiquiatricos deve ser descartada. De acordo com o
Manual de Diagndstico e Estatistica dos Transtornos Mentais V, apesar dos avan¢os na area da
medicina assim como ocorre em outras doencas psiquiatricas, o diagnéstico é estritamente
clinico, ndo havendo testes radioldgicos, laboratoriais ou psicométricos sensiveis e especificos
para o transtorno(8).

Os familiares de qualquer grau de pacientes com SZ apresentam risco maior de
desenvolvimento do distarbio quando comparados com a populacdo em geral(9,10). Fatores
genéticos tém grande importancia no desenvolvimento da SZ, e estudos realizados ha mais de
50 anos mostraram o componente biolégico hereditario do transtorno(11). Estima-se que o
coeficiente de herdabilidade da SZ seja cerca de 80%, o que a coloca entre as doencas com
maior herdabilidade(9,12). Além disso, outros fatores de risco para o transtorno sao: infeccéao
e desnutricdo durante a gestacdo, complicacBes obstétricas e perinatais(13,14), uso de
cannabis(15) e idade paterna avangada(16).

O transtorno envolve diversos aspectos bioldgicos, incluindo diferentes mecanismos,
em particular alteracfes do sistema nervoso central (SNC), do sistema imune e metabdlico.
Nesse sentido, a fisiopatologia da SZ envolve alteracdes na plasticidade sinaptica, incluindo
mudangas no funcionamento de neurotrofinas e alteragcfes na defesa antioxidante e na
peroxidacdo lipidica. Além disso, as respostas imunes e processos inflamatdrios alterados

também podem estar presentes nas fases iniciais e tardias da doencga(17-21). Contudo, tais
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alteracbes ndo sdo especificas do transtorno e podem ser observadas em outras patologias
psiquiatricas(22).

1.2 SISTEMA IMUNE E ESQUIZOFRENIA

Acredita-se que o sistema imunoldgico é composto por duas subdivisdes, sendo elas a
imunidade inata e imunidade adaptativa. A imunidade inata, considerada filogeneticamente
mais antiga, envolve um sistema de resposta rapida composto de mecanismos fisicos de defesa
(por exemplo, a pele e 0 muco) e células imunes especificas, incluindo monacitos, macrofagos,
neutrdfilos, eosinofilos, células natural killer, células dendriticas entre outras(23,24). O
processamento de antigenos leva a ativacdo da imunidade adaptativa, a qual possui uma
organizacdo mais avancada, que envolve uma resposta a antigenos especificos, fornecendo a
longo prazo um mecanismo de memoria(25). A imunidade adaptativa é caracterizada por um
componente celular abrangendo células linfocitarias T e B e um componente humoral de
anticorpos especificos. Alem disso, o sistema imunologico usa moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade para determinar o que é um agente estranho presente no
corpo(26).

Diferentes pesquisas apontam para a presenca de desregulacdo imunoldgica na SZ e
outras doencas psiquiatricas(27), enfatizando que essas provaveis alteracdes imunologicas
podem contribuir ativamente para os sintomas do transtorno(28). Dentre essas pesquisas, ha
muitos relatos de anormalidades em células imunes periféricas, bem como associa¢des entre
variantes de genes relacionados as citocinas(29), seus receptores, ao antigeno leucocitéario
humano, autoimunidade e alergias nesses distirbios(23). Isto conclui que, independentemente
da abundancia de dados obtidos até o presente momento, o significado dessas associa¢des ainda
ndo esta claro, mas sugerem que o status imunoldgico é relevante para esses transtornos
mentais(28).

A Figura 2 ilustra possiveis altera¢Ges no sistema imune durante o desenvolvimento da
SZ, mediadas por fatores de risco genéticos e ambientais durante a gestagdo. As primeiras
respostas incluem aumento de permeabilidade de barreiras neurais, passando por ativacéo
microglial e liberagdo de anticorpos e citocinas pro-inflamatdrias, afetando o funcionamento

sinaptico e com isto, desencadeando sintomas comportamentais caracteristicos da SZ.
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Figura 2 - Possiveis alteracdes no sistema neuroimune e prejuizo sinaptico durante o desenvolvimento da
SZ. O gatilho da SZ pode estar relacionado com fatores ambientais e genéticos durante a gestagdo, promovendo
uma gradativa resposta desde o desenvolvimento embrionério ao periodo pds-natal, incluindo (A) respostas
inflamatorias com aumento de permeabilidade de barreiras neurais e entrada de células T no encéfalo; (B), ativacdo
microglial; (C), liberag&o de anticorpos e citocinas e (D), poda neural excessiva e prejuizo do sinal glutamatérgico
do tipo NMDA.

Fonte: Adaptado de Pouget (2016) (30).

1.2.1 Inflamagéo

A inflamacdo é o mecanismo de defesa natural do corpo para remover estimulos
prejudiciais, como danos teciduais e agentes patogénicos. Em geral, a inflamacéo € classificada
como inflamagdo aguda ou cronica(31). Além disso, diversas interacGes entre fatores
ambientais e componentes geneticamente codificados da resposta inflamatéria determinam se
seu resultado sera em prol da satde ou doenca(32). Sendo assim, além de proteger o corpo, a
inflamacdo pode ter efeitos deletérios, como € visto em doengas infecciosas e autoimunes(33).

Os transtornos psiquiatricos e a inflamacao estdo intimamente ligados e, possivelmente,
alimentando-se em um ciclo bidirecional. Dentro desse ciclo, o estabelecimento da inflamacéo
pode contribuir para a fisiopatologia e progressdo clinica desses distdrbios. Por outro lado, os
individuos com tais transtornos exibem fortes caracteristicas do processo inflamatorio,

incluindo aumento dos niveis circulantes de moléculas como as citocinas(34), que sdo proteinas
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ou glicoproteinas envolvidas no desenvolvimento, sincronizacdo e supressdo das respostas
imunoldgicas(35).

A SZ ¢ caracterizada por genes de risco que promovem a inflamacédo e por fatores de
estresse ambiental e psicossocial(33). Os pacientes com o transtorno apresentam diversos
marcadores de disfungdo imunoldgica e senescéncia prematura em niveis moleculares, celulares
e teciduais, os quais contribuem para a presenca de todos os componentes de uma resposta
inflamatdria tipica(34). Curiosamente, alteracdes nos perfis de neurotransmissores
classicamente descritos na SZ também foram relacionados ao processo de neuroinflamacao
desses individuos e podem ser os potenciais desencadeadores do inicio e manutencdo dos
sintomas da patologia(33).

Além disso, estudos evidenciam que individuos com SZ apresentam altos niveis de
citocinas pro-inflamatdrias, niveis aumentados de reagentes de fase aguda (por exemplo,
proteina C reativa, CRP), quimiocinas e moléculas de adesdo solUveis em sangue periférico e
liquido cefalorraquidiano(36,37). De fato, a fase do transtorno parece influenciar no padréo de
moléculas alteradas, porém a IL-6 mostra-se consistente em todos os estagios(38), podendo
junto de outras moléculas ser associada ao nivel de gravidade presente nos individuos com
SZ(35,39).

1.2.2 Envelhecimento acelerado

Apesar do envelhecimento acelerado ndo ser especifico da SZ, pois € frequentemente
visto em outros transtornos mentais graves(40), uma série de achados na literatura apoiam a
presenca prematura de fenétipos associados ao envelhecimento fisiolégico no transtorno,
principalmente pela reducdo de 10-25 anos na expectativa de vida desses individuos quando
comparados com pessoas nao afetadas(41), bem como uma taxa de mortalidade de 2 a 12 vezes
maior do que a populagdo geral com idade comparavel(42,43).

O processo de envelhecimento pode ser definido como um conjunto de alteragdes
anatdmicas e fisioldgicas dependentes do tempo que reduzem a capacidade funcional, a
homeostase e diminuem a capacidade de ajuste ao estresse(44). Um biomarcador sugerido desse
processo, é o comprimento telomérico (TL)(45), o qual vem sendo relacionado com transtornos
psiquiatricos(46), especialmente na SZ onde mostra-se reduzido quando comparado aos
controles saudaveis(47,48). Apesar de ndo ser considerado um biomarcador universal, a

reducdo do TL presente nesses individuos pode representar um maior comprometimento
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relacionado a um envelhecimento acelerado juntamente com a gravidade e duracdo do
transtorno(49).

Além disso, a neuroplasticidade apresenta-se alterada tanto na SZ quanto no
envelhecimento normal(50,51). Estudos post-mortem destacaram que o0 transtorno esta
associado a aberragGes que afetam amplamente os espinhos dendriticos e diversos aspectos da
maquinaria celular envolvida na plasticidade sinéptica(52,53). Por exemplo, a densidade da
coluna dendritica é reduzida em varias regides do cerebro, incluindo os cortices pre-frontal e
temporal(54-56). Curiosamente, essas mudancas dentro da neuroplasticidade podem ser
vinculadas ao processo de aprendizado, memoria e uma variedade de fungfes cognitivas nas
quais tanto os pacientes com SZ quanto idosos apresentam uma ampla gama de
deficiéncias(57,58). Portanto, conforme esperado, estudos evidenciam que individuos com o
transtorno apresentam um pior desempenho em testes de cogni¢do quando comparados aos
controles(59), bem como uma taxa acelerada de reducdo do volume encefélico relacionada ao
envelhecimento(60,61).

Na SZ, muitos de seus individuos demonstram prematuramente doencas associadas a
idade, como distdrbios cardiovasculares(62) e até problemas metabdlicos envolvidos com a
tolerdncia a glicose e resisténcia a insulina(63,64). Tais disfungdes sdo tdo representativas na
fisiopatologia do transtorno que enquadram-se em um dos principais motivos de 6bitos desses
pacientes, superando até o indice de suicidio(42). Sendo assim, sugere-se que a SZ ndo é apenas
um transtorno encefalico, mas sim uma doenca multifatorial que engloba diversas alteracfes
bioldgicas sistémicas(65).

Atualmente, possiveis explicacdes para o rapido envelhecimento na SZ incluem
diversas questdes socioecondmicas, tabagismo, sedentarismo, cuidados de salde precérios,
medicamentos antipsicoticos e outros habitos ndo saudaveis. No entanto, varios estudos
sugerem que o aumento das comorbidades relacionadas a idade e sua relacdo com o indice de
mortalidade no transtorno pode ndo ser apenas atribuivel a esses fatores(40). Portanto, propde-
se que um potencial contribuinte para esse processo seja 0 aumento de inflamacéo nesses
individuos(33).

O envelhecimento humano apresenta uma inflamacao cronica de baixo grau, conhecida
como “inflammaging”, processo que se caracteriza pelo aumento cronico dos niveis de citocinas
e fatores pro-inflamatorios relacionados a progressao da senescéncia(66). Varios mecanismos
celulares e moleculares estdo envolvidos no processo de inflammaging (Figura 3), incluindo

disfungdo mitocondrial, autofagia e mitofagia defeituosa, ativacéo de inflamassoma, resposta a
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danos no DNA e dishiose(67). Para maiores esclarecimentos, as fungdes basais relacionadas a
cada molécula discutida na Figura 3 estdo listadas no Anexo 11.

Growth Factor

PD-L1

RBP-J, MAML1-3 &
p300

Transcription

Factors fareets

EIVEETI 4
-
STAT3

STAT3

SSHF
HK2

Figura 3 - Representacdo basal dos mecanismos celulares e moleculares possivelmente envolvidos no
processo de inflammaging. (A) A via Notch, que através da clivagem proteolitica libera NICD para regular a
transcrigdo. (B) A ligacdo do BDNF com o receptor Trk ativa a via de sinalizacio Ras / Raf / MEK / ERK. (C) A

1 Pagina 96 da dissertacao.



18

ligacdo de IL-18 a proteina MyD88, que leva a fosforilagcdo de IRAKs e TRAF6. (D) O TRAF6 medeia a ativacdo
de PI3K, que recruta Akt e, em seguida, fosforila mTOR e suas moléculas de sinalizagdo. A ativagdo de Akt
também aumenta a fosforilagdo de GSK-3p, resultando em sua inativagdo. (E) CREB ¢ fosforilado por ERK1 /2,
que pode regular negativamente o NF-kB e contribuir para a regulagdo da FMRP através do gene FMR1. CREB
também promove a ativagdo do MITF. A diminuicdo da expressdo de MITF, juntamente com o aumento da
secregdo de IL-1a e IL-1p, pode iniciar a expressdo de PD-L1. (F) Na via PI3K / Akt / mTOR, AKT e mTOR séo
capazes de promover a translocagdo nuclear de membros NF-kB. (G) NF-kB ¢ modulado por PPARy. (H) CYLD
regula negativamente a sinalizacdo de NF-kB por meio da desubiquitinacdo de seus fatores de sinalizacdo. (I)
SIRT1 antagoniza NF-kB, levando a um fendtipo pré-inflamatério. (J) SIRT1 desacetila p53, o que pode impedir
sua translocacdo nuclear. O SIRT1 também interage diminuindo a atividade transcricional e a expressdo de
proteinas como p21 e PUMA. (K) O baixo nivel de p53 é mantido por meio do MDM2, que atua em conjunto com
moléculas como MYCN, MDM4 e YY1. (L) MDM2 também tem efeito agonistico de NF-xB durante a
inflamacéo, onde se liga a sinalizagdo de NF-«kB / p53, promovendo NF-kB e bloqueando p53. (M) p53 no ciclo
celular, atuando indiretamente nas transices de G1 para S e G2 para mitose. (N) A fase G1, RB, é hiperfosforilada
pelo complexo Ciclina D e CDK4 / 6, resultando na liberacdo de fatores E2F, que estimulam genes envolvidos na
inducéo de entrada na fase S. (O) O dano ao DNA ativa 0 ATR, que fosforila 0 CHK1. A sinalizacdo de ATR e
CHK1 degrada a fosfatase CDC25A, evitando a transicdo S / G2 prematura através da cinase CDK2. (P) O dano
ao DNA promove a atividade WEE1, que é regulada positivamente para promover a parada do ciclo celular no
ponto de verificagdo intra-S ou G2 / M. (Q) Apds o dano ao DNA, KLF4 regula o ciclo celular, estimulando o
inibidor de CDK chamado p21. (R) p53 regula a expressdo da familia BCL-2, que quando desregulada pode
aumentar o dano mitocondrial através dos niveis de ROS e, consequentemente, ativar BNIP3 / BNIP3L e HK2.
(S) Via de sinalizagdo JAK / STAT, que dimeriza STAT3 para sua translocacdo para o ntcleo, onde pode modular
a expressdo génica. (T) A via de sinalizagdo dependente de [3-catenina, iniciada pela ligagdo de Wnt aos receptores
LRP-5/6 / FZD, induz DVL, resultando na agregagdo de AXIN, GSK3p, CK1 e APC complexo no receptor. DISC1
inibe GSK3p, estabilizando B-catenina e ativando fatores de transcrigdo. (U) A inibicdo de GSK3p eleva a
concentragdo de B-catenina citosélica, que migra para o nicleo e se acumula, interagindo com TCF / LEF e BCL9,
aumentando a atividade de transcrigdo mediada por B-catenina.

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A contribuicdo dessa inflamagéo cronica para os principais transtornos mentais tem
recebido atencdo crescente, revelando potenciais alvos farmacoldgicos(38). De fato, a SZ é
caracterizada por genes que promovem a inflamagdo(33) associados a uma desregulacdo das
respostas imunolégicas, refletindo em perfis anormais de citocinas pro- e anti-inflamatoérias em
pacientes afetados(68). Portanto, sabendo que a inflamacgdo esta implicada na biologia do
envelhecimento, nos distrbios médicos associados ao avanco da idade, bem como na
fisiopatologia da SZ(40), hipotetiza-se que o fendtipo senescente nesses individuos poderia ser,
entdo, a causa ou consequéncia do processo de inflammaging e seus mecanismos subjacentes,
como por exemplo, 0 aumento do estresse oxidativo(67).

Sendo assim, uma exploracdo mais aprofundada dos padrdes de envelhecimento e suas
implicages na fisiopatologia da SZ mostra-se necessaria(65), visando uma maior compreensdo
dos mecanismos dessas mudangas e buscando remediar ou prevenir o transtorno. Nesse
contexto, os biomarcadores sdo fortes candidatos a fornecerem informacbes sobre os
mecanismos subjacentes que podem estar relacionados ao inflammaging e sua contribuicao para

fatores envolvidos no envelhecimento acelerado nesses individuos.
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1.3 MicroRNAs

Os microRNAs (miRNAs) sdo uma classe de RNAs pequenos e de fita simples,
enddgenos e ndo codificadores, de 22 a 25 nucleotideos de comprimento, que participam da
regulacdo pds-transcricional da expressdo génica(69). Em humanos, aproximadamente 2500
miRNAs maduros foram encontrados(70,71), os quais estima-se que regulam a traducéo de até
60% dos genes codificadores de proteinas envolvidas em quase todos 0s processos vitais,
incluindo desenvolvimento, diferenciacéo, regulacdo do crescimento e apoptose(72).

Os miRNAs sdo gerados a partir de regides especificas de diversos genes, 0s quais sao
transcritos em um miRNA primério longo (pri-miRNA) pela enzima RNA polimerase 111(73).
Depois de transcrito, o pri-miRNA é clivado no ndcleo por um complexo formado pelas
proteinas DGCR8/Drosha, sendo Drosha um membro das enzimas RNase 11, que sdo um tipo
de endoribonuclease especifica para RNA de fita dupla e DGCR8 uma proteina de ligacdo a
RNA de fita dupla que funciona como a subunidade ndo catalitica do complexo do
microprocessador(74,75).

Apds a clivagem, pri-miRNA torna-se uma estrutura mais curta em forma de grampo a
qual constitui 0 miRNA precursor (pré-miRNA)(76). O pré-miRNA é entdo transportado para
o citoplasma pela proteina exportina 5(77). No citoplasma, o pré-miRNA sofre a acdo da enzima
Dicer, uma RNAase Ill, produzindo entdo uma fita dupla de aproximadamente 22 pares de
bases. Apds a separacdo desse duplex, uma das fitas serd degradada e outra sera acoplada ao
Complexo de Silenciamento Induzido por RNA (RISC)(78). O complexo RISC, por sua vez,
liga-se em sequéncias localizadas predominantemente na regidao 3’UTR do RNAm, podendo
bloquear a sua traducdo e/ou conduzi-lo a degradacdo(79-81). Esse processo pode ser
acompanhado na Figura 4.

Sendo assim, para que haja um reconhecimento especifico do RNAm alvo pelo seu
miRNA, ndo é necessaria a complementaridade total de bases entre essas duas sequéncias. Em
vez disso, uma pequena sequéncia de 6-8 nucleotideos na extremidade 5° do miRNA,
conhecida como sequéncia ‘“‘seed” proporciona grande parte da regulagdo génica via
miRNA(82). Portanto, diversas interacdes entre miRNAs e seus alvos j& foram validadas
experimentalmente em diferentes espécies e diversas interacdes entre rotas de sinalizagéo ja
foram descritas(83). Dessa forma, ha uma crescente evidéncia que os miRNAs possuem fungdes
centrais nessas rotas através da regulacdo da traducdo de seus componentes proteicos. Em

contrapartida, foi demonstrado que algumas dessas rotas de sinalizagdo podem, por si so,
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modular a expressdo de diversos miRNAS, resultando em uma dependéncia funcional
bidirecional entre miRNAs e rotas de sinalizacdo(84).
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Figura 4 - Biogénese de miRNAs e suas possiveis funcoes.
Fonte: Adaptado de Winter et al., (2009)(85).

1.3.1 Desordens psiquiatricas e alteracdes em miRNAs

Nos ultimos anos, a andlise de biomarcadores periféricos ndo invasivos tem sido
explorada com o objetivo de complementar o diagnostico de muitas doencas, bem como sua
progressdo(86,87). Os miRNAs, uma classe de RNAs néo-codificantes (Figura 4),
desempenham papéis-chave na regulagdo da expressdo génica, modulando importantes
aspectos do funcionamento neural(88,89). Cerca de 70% dos miRNAs humanos expressam-se
no sistema nervoso(90) e, portanto, estdo envolvidos na regulacdo da neurogénese,

desenvolvimento de sinapses, orientacdo de axonios e plasticidade neuronal no cérebro tanto
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em desenvolvimento quanto adultos(88,91,92). Além disso, os miRNAs também apresentam a
capacidade de cruzar a barreira hematoencefélica (BBB) devido ao seu pequeno tamanho,
permanecendo estaveis principalmente no sangue e consequentemente, afetando outras areas
além da periferia(93).

A interrupgdo na expressdo de miRNAs ou de seus respectivos alvos pode levar a
condigdes patoldgicas associadas as fungdes neurocognitivas(91). Sendo assim, diversos
estudos defenderam a hipOtese de que mudancas nas expressdes de miRNAs podem
desempenhar um possivel papel nas alteracdes presentes nos mecanismos genéticos e
biolégicos de diversas doengas psiquiatricas, e que suas expressdes anormais apresentam
potencial para serem biomarcadores desses transtornos(94,95).

Na ultima década, pesquisas apoiaram essa relacdo a partir de investigacdes de
expressao que usam microarrays e analises quantitativas de reacdo em cadeia da polimerase da
transcriptase reversa (QRT-PCR), associacdo genética que identificam polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) e varia¢cdes do nimero de copias (CNVs)(89). Portanto, além da Sz,
cada vez mais é compreendido o importante papel dos miRNAs como uma chave molecular em
outros disturbios neuropsiquiatricos, como transtorno depressivo maior(96) e transtorno
bipolar(97).

Apesar dos desafios, a pesquisa com miRNAs tem um alto potencial para a descoberta
de biomarcadores na area de transtornos neuropsiquiatricos(93). Uma vez que um miRNA
especifico esta envolvido na regulacdo da expressdo de proteinas responsaveis por uma via de
sinalizacdo importante para o transtorno, esse tipo de marcador pode tornar-se contribuinte para
o desenvolvimento de intervencdes terapéuticas alvos em um futuro proximo(98). Além disso,
uma vez estabelecidos e validados, os miRNAs biomarcadores tendem a acelerar o diagnostico
e monitoramento das patologias, bem como criam a possibilidade de estabelecimento de
abordagens personalizadas para os perfis de pacientes, permitindo, assim, intervencdes

terapéuticas mais especificas(99).

1.3.2 Desregulagdo de miRNAs na esquizofrenia

A fisiopatologia da SZ abrange a desregulacdo de genes que tendem a convergir
funcionalmente para o risco de doeng¢a(100). Portanto, biomarcadores que reflitam essas
alteracdes apresentam um grande potencial de melhorar substancialmente o manejo clinico do
transtorno e até mesmo revolucionar abordagens voltadas ao desenvolvimento de

tratamentos(101). Sendo assim, um dos primeiros estudos que relacionaram miRNAs e SZ,
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publicado em 2007 demonstra regulagdo negativa do miR-106 e regulacdo positiva dos miR-
26b, miR-29b, miR-195, miR-92, miR-30a-5p, miR-30d, miR-20b, miR-29¢, miR-29a, miR-
212, miR-7, miR-24, miR-30e, miR-9-3p no cértex pré-frontal de individuos com SZ(102).
Outro estudo, publicado em 2010, investigou os miR-15a, miR-15b, miR-181a, miR-181b,
miR-107, miR-16, miR-128, miR-195, miR-19a, miR-20a, miR-219, miR-26b, miR-27a, miR-
29c, miR-338 e miR-7, e demonstrou que cerca de 9,5% dos miRNAs estavam elevados no
cortex pré-frontal dorsolateral, area de Brodmann 9 (BA9) de individuos com SZ(103).

Outro estudo publicado em 2011, avaliando leucdécitos de 30 pacientes com SZ,
demonstra seis miRNAs regulados positivamente, incluindo os miR-449a, miR-564, miR-432,
miR-548, miR-572 e miR-652, e somente 0 miR-34a foi regulado negativamente(104).
Semelhantemente, um ano depois outro estudo demonstra que os miR-181b, miR-219-2-3p,
miR-1308 e let-7g estavam aumentados e 0 miR-195 diminuido no soro de individuos com
SZ(105). Alem disso, em um dos maiores estudos de associacdo do genoma de SZ realizados
pelo Psychiatric Genome Consortium, o SNP rs1625579 dentro do intron para uma transcri¢do
priméaria de miR-137 destacou-se por demonstrar a relacdo mais forte com SZ. Quatro outros
loci associados ao transtorno também foram alvos previstos do miR-137, apoiando seu vinculo
com a fisiopatologia da SZ(106). Em 2016, o miR-137 foi sugerido como um biomarcador
potencial para a SZ por estar aumentado no sangue total de 44 pacientes com SZ, bem como
70,5% de sensibilidade de expressdo e 84,1% de especificidade para diferenciar 0s pacientes
dos controles(107).

Apesar de diferentes dados, a literatura ainda estd em constante crescimento em relacéo
a mecanismos moleculares de ocorréncia e desenvolvimento da SZ, especialmente tratando-se
de biomarcadores que possam ser obtidos diretamente do sangue. Portanto, melhorias continuas
nas estratégias de deteccdo, avaliacdo e intervencdo relacionadas aos mMiRNAs estdo
promovendo o estabelecimento de um futuro diagndstico e tratamento da SZ, bem como outros

transtornos psiquiatricos(108).
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2 JUSTIFICATIVA

Uma seérie de achados na literatura da SZ apoiam a hipotese de envelhecimento
acelerado em seus individuos. Porém, uma exploracdo mais aprofundada dos padrdes desse
envelhecimento e suas implicacdes na fisiopatologia do transtorno mostra-se necesséria,
visando uma maior compreensdo dos mecanismos dessas mudangas e buscando futuras
estratégias terapéuticas para SZ. Portanto, as alteracdes nos perfis de expressdo dos miRNAs
podem ser utilizadas como ferramenta para auxiliar na elucidacdo de possiveis vias de
sinalizacéo alteradas, bem como de seu envolvimento em processos como o inflammaging e
concomitante feno6tipo senescente desses individuos. Ademais, a expressao alterada de miRNAs
também pode representar potenciais marcadores para deteccdo e diagndstico, além de servir de

base para estudos que visem estratégias terapéuticas para o transtorno.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente projeto tem como objetivo avaliar alvos bioldgicos para um conjunto de
miRNAs alterados na SZ e sua possivel relagdo com vias biol6gicas envolvidas no processo de

inflammaging.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Selecionar miRNAs previamente descritos como alterados na SZ;

b) Do total de miRNAs alterados, selecionar os que modulam alvos bioldgicos
envolvidos nas vias do inflammaging;

c) Desenvolver figuras contendo as vias bioldgicas potencialmente envolvidas no
inflammaging e incluir os miRNAs com potencial modulagdo de moléculas de cada via;

d) Levantar dados, informacdes, teorias e resultados que relacionem as alteracGes entre
alvos, miRNAs e vias de sinalizacdo com o processo de inflammaging e elencar alvos em

potencial para serem analisados na circulacdo de individuos com SZ.
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Abstract

Increasing evidence suggests that regulators of post-transcriptional gene expression, called
microRNAs (miRNAs), play a crucial role in the pathophysiology of schizophrenia (SZ).
However, their regulatory regulatory mechanisms involved with premature aging are still
unknown. Aging is associated with low-grade systemic inflammation, “Inflammaging”, a
process characterized with increased plasma levels of pro-inflammatory factors involved with
senescence and development of age-related pathologies. It is hypothesized that altered
circulating miRNAs levels may be translated into impaired signaling pathways related to
inflammaging, mainly through transcriptional modifications of their target genes. Guided by
this hypothesis, we aimed to search the validated targets for a set of thirteen miRNAs previously
described in SZ, as well as the metabolic pathways that may be influenced by these miRNAs.
The selected miRNAs can modulate immune system, cell differentiation, cell cycle,
inflammation, oxidative stress and mitochondrial dysfunction. We conclude that the alterations
found in the expression profiles of mMiIRNAs can be used as tools to help elucidate possibly
altered signaling pathways, and may contribute to the chronic systemic inflammation described
in SZ. Furthermore, the abnormal expression of mMiRNAs may also represent potential markers
for detection and diagnosis, in addition to serving as a basis for studies aimed at therapeutic
strategies for the disorder.

Key Words: MicroRNAs; Schizophrenia; Accelerated Aging; Inflammaging; Biomarkers; PD-
1; PD-L1.

1. Introduction

Schizophrenia (SZ) is a psychiatric condition of incomplete etiology, characterized by
a disabling group of brain disorders (1) that affect up to 1% of the human population (2) and
have extensive genetic heterogeneity (3). SZ individuals have a reduced life expectancy (10-25
years less), increased (2X) mortality rates to those of the general population (4), and have been
associated with several features of accelerated aging (5).

Even though accelerated aging is not a specific feature of SZ (5), many comparisons
and similarities have been made between this process and the disorder, considering that
understanding is still limited about what causes this relationship and which potential biomarkers
are presenting altered with advancing age of these individuals (6).

The aging immune system (inflammaging) is associated with remodeling changes
characterized by the establishment of a low-grade chronic pro-inflammatory environment,
associated with increased plasma levels of pro-inflammatory cytokines, acute-phase proteins,
chemokines, soluble cytokine receptors, and reactive oxygen species (ROS) (7). These changes

have been similarly described in SZ and implicated with disease progression(8-10).
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In this context, the small single-stranded non-coding RNA molecules, corresponding a
family of microRNAs (miRNAs, miR) of approximately 19-25 nucleotides, are important
regulators of several age-related signaling pathways (11) that may contribute to the
development of early features of inflammaging in SZ. For instance, miRNAs may interfere with
immune cell differentiation, cell cycle changes, inflammation, oxidative stress and
mitochondrial dysfunction.

We therefore investigated here the role of thirteen miRNAs, found previously
dysregulated in SZ (Supplementary Table S2) along with their validated targets, seeking to
indicate altered signaling pathways and biological implications that may contribute to the
inflammation process observed in SZ. Furthermore, we also discuss the potential clinical utility
of miRNAs as new biological markers and therapeutic targets for the disorder, indicating new

avenues for intervention.

2. Molecular Mechanisms from miRNAs Dysregulation

The Supplemental Figure S1 summarizes the potential signaling pathways to be
modulated by an altered miRNAs set in SZ, describing their basal mechanism. Additional

details about this dysregulation will be provided in the subsequent figures.

2.1 Attenuated Notch Signaling and Alteration of T Cell Differentiation

The Notch signaling pathway plays a crucial role in adult brain homeostasis and
neurodevelopment (12). Therefore, this fact makes it a relevant candidate for the exploration of
psychotic disorders(13). Research correlates the Notch pathway with mechanisms implicated
in the pathophysiology of SZ in part based on the demonstration of low-grade systemic
inflammation and altered T-cell activation in the disorder (13,14). The Notch pathway is based
on signaling through Delta (DLL) and Jagged (JAG) family ligands, which induce
intramembrane cleavage of the Notch receptor (NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3 or NOTCH4)
and result in the release of an active intracellular fragment denominated Intracellular Notch
Domain (NICD)(15). The JAG family ligands are important in the effector T cell differentiation
process, acting mainly in the induction of Th2 responses(16). Jagged 1 (J1) instructs the
differentiation of Th2 cells, but its impact on the generation of Th1, Th17 and TCD8+ cells has

not been determined(17,18). J1 also negatively regulates Forkhead Box P3 (Foxp3) expression,
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limiting the immunosuppressive activity of Regulatory T cells (Tregs)(19) and the production
of cytokines such as IL-10 and Transforming Growth Factor Beta (TGF-$)(20).

The DLL family is activated through inflammatory stimuli that regulate the expression
of ligands such as Delta Like Canonical Notch Ligand 1 (DLL1) and Delta Like Canonical
Notch Ligand 4 (DLL4)(16). Both ligands are considered important factors for inducing Thl
(17,21,22) and Th17 cell differentiation (23), but DLL4 also has the ability to modulate Treg
cell stability and plasticity in inflammatory environments(24,25). Furthermore, previous studies
have shown that both DLL1 and DLL4 can downregulate Th2 cell differentiation(26),
consequently decreasing IL-4 and IL-13.

The dysregulation of miRNAs present in SZ implies changes in important factors
downstream of the Notch pathway (Figure 1). For example, miR-34a decreases JAG expression,
impairing Th2 differentiation with consequently decreased production of anti-inflammatory
cytokines such as IL-4, IL-5, IL-10 and IL- 13. In this context, the decreased JAG can also
result in the activation of Treg cells — with greater expression of Foxp3, repress the transcription
factor for Th17 cells denominated RAR-related Orphan Receptor Gamma (RORyt) and the pro-
inflammatory cytokines IL-17, IL-17F and IL-21 (27). The miR-34a and miR-130b may also
decrease Notch signaling by downregulating DLL1 and DLL4, decreasing Thl and Th17 cells
and favoring the differentiation of Th2 cells (Figure 1).

Interestingly, some implications generated by the downregulation of DLL1 and DLL4
are also compatible with immunological changes seen during aging. For example, the shift from
Th1 to Th2 profile, decreased production of IL-2 and increased the levels of IL-4, IL-5, IL-10
and IL-6 (28). In addition, similar characteristics were evidenced in SZ, with decreased
production of Interferon Gamma (IFN-y) and IL-2, indicating attenuated response of Thl cells
(29,30). Activation of the Th2 response is also described in the disorder, including increased
levels of IL-4 and IL-10 (31). Furthermore, in a study of cerebrospinal fluid, IL-10 levels were
related to the severity of psychosis in individuals with SZ (32).

Decreased expression of JAG and DLL ligands also affects the mutually interconnected
pathways of Th17 and Treg development(33). Th17 cells secrete IL-17, IL-22 and 1L-23, recruit
neutrophils and promote inflammation at the site of infection. In contrast, Treg cells produce
anti-inflammatory cytokines such as IL-10 and TGF-B, suppress the activity of a variety of
immune cells and inhibit immune responses (34). The imbalance between these two cell subsets
may influence the outcome of cell-mediated and humoral immune responses. Thl7 cells
represent a pro-inflammatory subset, when in excess, contributes to autoimmunity and tissue

damage. Treg cells display an antagonistic effect, and when impaired may also contribute to
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the same problems (33). Furthermore, the Th17 / Treg imbalance is a characteristic of the aging
process (35), which may be associated with chronic inflammation, increased autoimmune
diseases and the development of inflammatory-mediated diseases described in the elderly (36).

The decreased JAG expression induced by miR-34a may increase Tregs cells and Foxp3
expression, and may be thus contrasting to the pro-inflammatory state found in SZ. However,
increased Tregs activity is observed in response to inflammatory states, emphasizing that there

is a dysregulation between the pro and anti-inflammatory states (37).

2.2 Downregulation of BDNF and Related Signaling Pathways

The Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) is an important molecule in the aging
process, as it is considered protective against oxidative stress in the central nervous system (38).
With advancing age, there is a decline in the antioxidant potential, increasing the brain's
vulnerability to the harmful effects of oxidative damage associated with decreased BDNF levels
(39). Furthermore, age-related reductions in circulating BDNF levels may be related to the loss
of gray matter volume and poorer memory performance (40). In addition, the chronicity of
psychiatric disorders is also accompanied by changes in BDNF levels (41). Data from clinical
SZ studies suggest that BDNF plays an important role in the pathophysiology of the disorder;
however, there is discrepant data, sometimes indicating increase, others indicating decrease in
BDNF levels in post-mortem brain samples, peripheral tissues and genetic association studies
(42). Nevertheless, a meta-analysis in non-medicated and treatment-naive SZ patients revealed
that BDNF levels decrease with age, independently of medication (43). Inflammation may also
affect the expression of BDNF in the brain, with pro-inflammatory cytokines or
lipopolysaccharides reducing this neurotrophin (44-46). Psychotic episodes in SZ individuals
are related to increased neuroinflammation and activated microglia (47,48), suggesting that pro-
inflammatory cytokines involved in this process may modulate the expression of BDNF (49)
through different miR, particularly miR-132 (Figure 2). Furthermore, decreased levels of
BDNF affects the Mitogen Activated Protein Kinase / Extracellular Signal-regulated Kinase
(MAPK/ERK) pathway. Proto-oncogene Serine/Threonine-protein Kinase (RAF) is
downregulated by miR-7 and miR-195 and MEK and MAPK1 by miR-34a and miR-132,
respectively.

In the MAPK/ERK pathway, RAS and different growth factors, particularly from the
class of cytokines and hormones influence the activation of Phosphatidylinositol 3-kinase

(PI3K), resulting in the recruitment of Protein Kinase B (Akt) which, when activated,
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phosphorylates the Mammalian Target Protein of Rapamycin (mTOR) and it is signaling
molecules, resulting in protein translation(50). Evidence demonstrates a critical role for nTOR
signaling in the innate and adaptive immune systems(51-54) and that, acting with
Phosphatidylinositol 3-kinase / Protein Kinase B (PI3K / Akt), form a pathway that controls
many cellular processes, including growth, proliferation, apoptosis and migration(55).

The PI3K / Akt pathway targets Glycogen Synthase Kinase-3 (GSK-3), a protein
encoded by GSK-3a and GSK-3B(56), which is involved in a wide range of pathologies such
as diabetes, cancer and inflammatory, neurodegenerative  and psychiatric diseases(57). The
PI3K / Akt / GSK-3p signaling pathway plays an important role in glutamate uptake(58),
pathways associated with neuroplasticity and cell migration(59,60). Therefore, the involvement
of this pathway in SZ is highly relevant, considering that the levels and activity of GSK3p are
decreased in individuals with the disorder(61,62) and the alteration in the activity of this
molecule has been recognized as a risk factor for the pathology(63).

Inhibition of PI3K / Akt / GSK-3p has also been shown to be essential for strengthening
the activity of cAMP Response Element Binding Protein (CREB)(59,64), which is also
phosphorylated by ERK1/2(65), and acts as a key regulator in neuronal plasticity(59),
decreasing Nuclear Factor-kB (NF-kB), promoting macrophage survival and T and B
lymphocytes regulation(66). Interestingly, increased miR-181b downregulates CREB and also
disrupts the regulation of the Fragile X Mental Retardation Protein (FMRP)(67) by mean of
decreased levels of the protein Fragile X Mental Retardation 1 (FMR1), emphasizing a possible
relationship between SZ and Fragile X Syndrome(68,69).

Moreover, decreased levels of CREB affects the activation of Microphthalmia-
associated Transcription Factor (MITF)(70,71), which is downregulated by miR-137. The
decreased MITF expression together with the increased secretion of IL-1a and IL-1pB, can
initiate an expression of Programmed Death Ligand 1 (PD-L1), a molecule that contributes to
the suppression of the function of tumor-infiltrating T cells(72). The PD-L1 is related to
Programmed Death Protein 1 (PD1), which is a member of the CD28 receptor family, and when
interacting with its ligand, causes inhibition of the pathways such PI3K / Akt / mTOR, Ras /
MAPK / Erk and consequently, leads to down-regulation of glycolysis, aminoacid metabolism,
and increased fatty acid oxidation in T cells(73). Furthermore, the PD1 / PD-L1 signaling
pathway is also related to inflammation, establishment of immunological homeostasis(74,75)
and it has been poorly explored in aging studies (76).

In the PI3K / Akt / mTOR pathway, both AKT and mTOR promote the activation of the

IkB kinase Complex (IKK), an enzyme complex that is involved in the propagation of the
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cellular response to inflammation. When activated, IKK phosphorylates the IkBa molecule on
two N-terminal serines and initiates their degradation which results in nuclear translocation of
members of NF-kB (77,78). The NF-kB controls many processes, including the inflammatory
process, apoptosis and regulation of the expression of genes related to the immune response
(79,80). Furthermore, NF-kB has been considered as the hub of the aging inflammatory
network, acting with pro-senescent mechanisms (81). During aging, these factors increase and
determine a sustained activation of NF-«xB, resulting in the senescence-associated secretory
phenotype (SASP). SASP participates in the process of chronic inflammation present in various
age-related diseases, as well as in psychiatric disorders (82).

Unmedicated and medicated SZ patients showed a greater activation of NF-kB(83),
showing a strong correlation with the genetic risk factors present in the pathology, including
the TNF, IL-3, IL-4, the Granulocyte-macrophage Colony-stimulating Factor (GM-CSF) and
14-3-3 protein family(84). Similar to the results presented in these studies, dysregulated
miRNAs do not act directly on the NF-kB pathway, but act in molecules associated to its
modulation. For example, the increase in miR-130b downregulates Peroxisome Proliferator-
activated Receptor Gamma (PPARY), which modulates NF-xB signaling through inhibition of
IxBa degradation, decresed RelA (p65) nuclear translocation, decreased RelA binding to DNA
and consequently inhibiting the transcription of pro-inflammatory cytokines(85,86). In addition
to PPARy, miR-130b also inhibits the tumor suppressor gene Cylindromatosis Lysine 63
Deubiquitinase (CYLD), another negative regulator in NF-kB signaling that acts through the
desubiquitination of its signaling factors, including factor 2 associated with the TNF Receptor
2 (TRAF 2), TNF Receptor 6 (TRAF6), Receptor-interacting Protein 1 (RIP1) and NF-«xB
Essential Modulator (NEMO) (87-90).

NF-kB is also antagonized by molecules that regulate metabolic activity in response to
cellular stress, such as Sirtuin 1 (SIRT1) which is decreased by miR-34a(91). Therefore, it
becomes evident that miRNAs in SZ can downregulate the activity of more than one factor
capable of inhibiting NF-kB, further indicating a possible overactivation of this pathway and
consequently, an increase in inflammation and SASP(82) - characteristic processes of the
disorder(6).

2.3 Reduction of STAT3, Intestinal Homeostasis and Mitochondrial Functionality

The Janus Tyrosine Kinase / Signal Transducer and Activator of Transcription (JAK /

STAT) signaling pathway represents a network of interactions between proteins that after
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activated by the binding of cytokines to its receptor, dimerize STAT3 so that it is able to
translocate to the nucleus where it can modulate the expression of genes involved in processes
such as immunity, cell division and tumor formation(92,93). In addition, STAT3 also acts in
intestinal protection with IL-22 secretion, influencing epithelial cell homeostasis, mucosal
wound healing and mucus production(94-96).

The increased levels of miR-130b may downregulate STAT3 (Figure 3), decreasing its
interaction with IL-22, followed with impairment in intestinal integrity(94). Changes in
intestinal homeostasis and microbiota have been repeatedly reported in aging studies (97),
inflammation and psychiatric disorders (98). The decreased STAT3 may be related to
inflammation and changes in microorganisms identified in patients with SZ (99), but also
related to the downregulation of butyrate-producing species(100), that increase the intestinal
barrier function(101).

STAT3 also acts on mitochondria, where it has an impact on the inhibition of pore
opening caused by the permeabilization of the mitochondrial outer membrane (MOMP)(102)
and binds to the complexes of the electron transport chain, maintaining the stability of the
organelle(103). Mitochondria that were deficient in STAT3 exhibit a low activity of complex |
and Il, suggesting that alteration of this molecule may imply a deregulation of cellular
respiration(103,104). Thus, downregulation of STAT3 by miRNAs can cause a similar result.
Furthermore, mitochondria are considered primary sources of ROS(105), which are closely
linked to inflammatory processes, psychiatric(106) diseases and senescence(106). Previous
studies have shown that ROS can inhibit JAK/STAT signaling(107—-109) and, it is thus possible
that the miR-130b-induced STAT3 decrease is a consequence of the increase in ROS present in
SZ, mainly due to inflammation(106) and accelerated aging of these individuals(110).

2.4 Alteration of Wnt / p-catenin, Transcription Factor 7 (TCF7) Signaling and T cell
Development

The B-catenin-dependent signaling pathway is initiated by the binding of Wnt to Low
Density Lipoprotein Receptor-related Protein (LRP)-5/6 and Frizzled receptors, which induces
Disheveled (DVL), resulting in aggregation of the AXIN, GSK3p, Casein kinase 1 (CK1) and
the Adenomatous Polyposis Coli Tumor-suppressor Protein (APC) complex to the
receptor(111). The Disrupted-In-Schizophrenia 1 (DISC1), considered as a hub protein for SZ,
inhibits GSK3p through its N-terminal domain, which results in stabilization of $-catenin and

activation of downstream transcription factors(51). The phosphorylation and inhibition of
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GSK3p ensure an elevation in the concentration of cytosolic 3-catenin, which migrates to the
nucleus and accumulates, interacting with T cell Factor/ Lymphoid Enhancer Factor Family
(TCF/LEF) and coactivators such as the CLL/B-cell Lymphoma 9 Protein (BCL9)(112). The
BCL9 increases transcriptional activity mediated by B-catenin and consequently, generates
greater cell proliferation, migration, invasion and metastatic potential of tumor cells(113). In
addition, Wnt signaling also has the Naked Cuticle 1 (NKD1) gene as an obligatory target
during vertebrate development(114,115).

The alteration in miRNAs observed in SZ individuals indicates a possible activation of
the Wnt / B-catenin pathway through the NKD1-downregulation induced by miR-195 but also
by the increase in BCL9 as a consequence of decreased levels of miR-30a-5p (Figure 4).
Curiously, studies have shown the opposite, suggesting an attenuation of B-catenin in patients
with SZ, as well as a decrease in the mRNA levels of members essential for Wnt / 3-catenin
signaling. However, in this case, the results have limitations, such as being based only on gene
expression and plasma protein levels, but also many patients were using a combination of
psychotropic medications, which made it impossible to know if this decrease is reliable(116).

The B-catenin / TCF7 signaling is described as an important pathway in the regulation
of T cell development, differentiation and survival(117,118). TCF7 is also one of the Notch
(Figure 2) target genes to be up-regulated during early thymic progenitor cell development
(ETP)(119,120), where it is involved in the double-negative (DN) transition to double-positive
(DP) and influence on positive and negative thymic selection (SP). In addition, TCF7 also acts
by promoting the differentiation of T CD4+ cells into Th2 cells and suppresses Thl or Th17
cells at the same time. Similarly, TCF7 facilitates the formation of T CD8+ memory cells(119).

In SZ, the increased levels of miR-34a can also decrease TCF7 with possible alteration
of T cells in the thymus, which may favor Thl and Th17 cells. This is in accordance with
previous studies describing high levels of Th1l cytokines, as well as IL-1B and Tumor Necrosis
Factor Alpha (TNF-a) in samples from patients with SZ in its first episode and without the use
of medication(121,122). Although peripheral levels of IL-17 in patients with SZ are not well
documented, this increase in Th17 contributes to the hypothesis of immunopathogenesis of the
disorder, which associates Th17 with maternal immune activation(123). The Th17 cells can
also cross the blood-brain barrier, triggering glial cells to release cytokines and pro-
inflammatory molecules(107,124), which are potential regulators of SZ pathophysiology.

Data obtained from Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) from older adults
have shown that chromatin accessibility in the regulatory regions of TCF7 and Lymphoid

Enhancer Binding Factor (LEF1) gene is decreased(125,126), which correlates with what is
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seen from the dysregulation by miR-34a in SZ. In addition, advancing age shows changes in
the Th17 / Treg balance, which may be related to the inflammaging process and consequently
the basal pro-inflammatory change reported in elderly individuals, as well as the increase in
autoimmune diseases and the development of inflammatory diseases in them(36). Furthermore,
it has been shown that aging proliferating T cells highly express transcription factors such as
Runt related Transcription Factor (RUNX), increased by miR-30a-5p(127,128).

2.5 Impaired Cell Cycle

The p53 is an important molecule in the cell cycle(129), acting indirectly in the
transitions from G1 to S and G2 to mitosis, regulated by the activation and inactivation of the
family of Cyclin-dependent Protein Kinases (CDKs)(130,131). The Ds cyclins (D1, D2 and
D3) are the first cyclins that detect mitogenic signals and activate CDK4/6 during the G1 phase.
Similarly, activation of CDK2 by cyclin E (E1 and E2) can lead to the G1/S transition(132).
The G1 phase also features the Retinoblastoma Protein (RB), a tumor suppressor that regulates
several crucial cellular activities, including DNA damage response, checkpoint activation and
differentiation. RB acts through its hyperphosphorylation by the Cyclin D and CDK4/6
complex, resulting in the release of E2 Transcription Factor (E2F)(133), which stimulates genes
involved in inducing S-phase entry(134). During this phase, the degradation and replacement
of cyclin E proteins by cyclin A leads to the transition to mitosis and, finally, in phase G2 the
level of cyclin B increases and at the end of phase M it decreases, activating CDK1 which
initiates the end of the cycle(132).

After stimulation, p53 also regulates the expression of a large number of target genes
involved in metabolism, apoptosis(135) and senescence(136). In addition, p53 plays a critical
role in maintaining genomic integrity through the DNA damage response (DDR)(137). When
activated, DDR results in the expression of Rad3-related protein (ATR), a signaling kinase
responsible for phosphorylation and activation of Checkpoint Kinase 1 (CHK1). ATR and
CHK1 signaling seeks to minimize genotoxic stress through the degradation of CDC25A
phosphatase, preventing premature S/G2 transition through CDK2 kinase(138,139). DNA
damage also promotes the activity of G2 Checkpoint Kinase (WEE1), which is up-regulated to
promote cell cycle arrest at the intra-S or G2/M checkpoint(140,141). WEE1 regulates the
activity of CDK1 and CDK2 kinases(142) by promoting repair of genetic material before entry
into mitosis, which allows cells to avoid induced apoptosis or propagation of mutations to

daughter cells(143). According to our results, the increased levels of miR-195 in SZ may
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downregulate CHK1 and WEEL checkpoints contributing to an impaired cell cycle in these
individuals.

The activity of p53 is regulated by different molecules. For example, SIRT1 regulates
the subcellular localization of p53(144) and interacts in a specific way, causing a decrease in
its transcriptional activity and related proteins, such as p21(145,146). The p53 is also
maintained at lower levels through Murine Double Minute 2 (MDM2)(144), a negative
regulator that participates in its degradation(129) and also acts in conjunction with molecules
such as the Proto-Oncogene MYCN(147) and its homolog Murine Double Minute 4
(MDM4)(148). The Transcription Factor Yin Yang 1 (YY1) also interacts with MDM2
providing the p53/MDM2 complex and consequently increasing the ubiquitination of p53(149).
In addition, the Kriippel-like Factor 4 (KLF4), a transcription factor that can activate and repress
genes that are involved in cell cycle regulation and differentiation, has also been linked to
suppression of p53 levels(150).

According to our hypothesis, the increased levels of miR-34a can downregulate SIRT1,
MY CN Proto-Oncogene, MDM4, KLF4 and the transcription factor YY1 (Figure 5). Therefore,
it is hypothesized that in this context MDMZ2 is also decreased, which would affect the down-
regulation of p53 causing the increase of this molecule. This increased expression of p53 is
evidenced by the alteration as the lower levels of miR-30a-5p and miR-30e can upregulate p21,
inhibiting CDKSs, this effect can inhibit G1/S progression, cell growth and stemness(151,152).

In addition to the inhibition of cell proliferation caused by the increase in p21, the Ds
cyclins can be decreased due to the higher levels of miR-193a-3p, miR-195 and miR-34a. Thus,
there is lesser activation of CDK4/6 associated to its downregulation induced by miR-195 and
miR-34. The cell cycle can also be affected by the higher levels of miR-132 and miR-26b, with
downregulation of RB, which is not hyperphosphorylated by the Cyclin D and CDK4/6
complex, preventing the release of E2F factors(133,153) and consequently impairing entry into

the S phase and cell cycle progression(134).

2.6 Mitochondrial Dysfunction and Increased Apoptosis

In the mitochondria, p53 regulates the expression of the B-cell Lymphoma 2 (BCL-2)
family(154), which has members BCL-2 Associated Agonist Of Cell Death (BAD), BCL2
Associated X (BAX), p53-regulated Apoptosis Modulator (PUMA), NOXA and BH3
Interacting Domain Death Agonist (BID) that have pro-apoptotic characteristics, but also BCL-
2, MC-L1 Apoptosis Regulator (MC-L1) and B-cell lymphoma-extra large (BCL-XL) that in
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contrast, have anti-apoptotic characteristics. The balance between pro and anti-apoptotic
proteins determines the sensitivity of cells to cell death stimuli. Therefore, excess of pro-
apoptotic proteins makes the cells sensitive to apoptosis, while excess of anti-apoptotic proteins
makes the cells resilient(155,156).

The upregulation of p53 by miR-30a-5p and miR-30e results in a greater activation of
pro-apoptotic proteins (BAD, BAX, PUMA, NOXA or BID) that increase the susceptibility to
apoptosis, but are also capable of bind to anti-apoptotic proteins (BCL-2, BCL-XL and MCL-
1) and inhibit their activity (157,158), as evidenced by the decrease in BCL-2 and MC-L1 by
miR-15a and miR-193a-3p, respectively (Figure 6).

Some direct activators of apoptosis such as BID and BCL-2-like Protein 11 (BIM) also
bind and activate effectors BCL2 Antagonist (BAK) and BAX(159), which consequently cause
MOMP. The MOMP causes the release of cytochrome ¢ and other factors that form a protein
complex (apoptosome), which activates the cascade of aspartate-specific cysteine proteases
(caspases) and results in apoptosis(158,160). Considering Cytochrome C (CYCS) as a potential
marker for cell and mitochondrial damage(161), one study showed a significant increase in
CYCS levels in SZ patients compared to the control group(162). Furthermore, previous data
demonstrated decreased levels of BCL-2 protein in the cortical region of individuals with the
disorder(163). These evidences suggest that SZ may be a pathology that signals vulnerability
to pro-apoptotic stimuli(164), similarly to the context presented from the dysregulation caused
by miRNAs.

The MOMP is associated with the progressive loss of mitochondrial function, being
related to high levels of ROS, decreased mitochondrial membrane potential and DNA
damage(165,166). Increased ROS production represents a threat to cells and one of the
strategies that mitochondria use to not increase the level of oxidative stress is the mitophagy
mechanism(167). Mitophagy is a process by which damaged mitochondria are selectively
removed from the cell(168) and if there is a failure in this system, causing the accumulation of
damaged mitochondria, it may result in an increase in ROS and induction of cell death(169).
Therefore, researchers have observed proteins that help in this process, such as BCL-2
Interacting Protein 3 (BNIP3), BCL2 Interacting Protein 3 Like (BNIP3L)(170) and
hexokinases (HKs)(171).

According to our hypothesis, the higher levels of miR-181b downregulates HK2
activity, decreasing the development of autophagy and increasing apoptosis induced mainly by
glucose deprivation(172). Furthermore, increased levels of miR-137 is able to decrease

BNIP3L, which also affects the autophagy process in this context and, consequently, causes the
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accumulation of damaged mitochondria, which can increase the level of oxidative stress and
induce apoptosis through ROS levels(169). Therefore, in addition to being related to increased
apoptosis in these individuals, dysregulation of miRNAs in SZ may also be linked to
mitochondrial dysfunction, particularly with defects resulting in overproduction of ROS, which
affects important inflammatory processes (173) related to several diseases associated with
advancing age (174) and psychiatric disorders (106,175).

3. Concluding Remarks and Perspectives

Increasing evidence suggests that regulators of post-transcriptional gene expression,
called miRNAs, play a crucial role in many pathophysiological processes characteristic of
psychiatric disorders(176). Although the importance of miRNASs in SZ has already been shown
(177), more efforts are needed to further understand the regulatory mechanisms of miRNAs and
their effects on the disorder, such as the premature aging observed in these individuals.

Even though accelerated aging is not a specific feature of SZ, as it is observed in other
psychiatric disorders(5), the presence of this process in the disorder may be a consequence of
the low-grade systemic inflammation associated with the pathology (111). Aging is associated
with systemic low-grade inflammation known as “Inflammaging”, a process that is
characterized by the chronic increase in pro-inflammatory factors related to the clinical
progression and premature senescence (7). Several cellular and molecular mechanisms are
involved in the inflammaging process, including mitochondrial dysfunction, defective
autophagy and mitophagy, inflammasome activation, DNA damage response and
dysbiosis(178).

Therefore, the epigenetic alterations described in SZ may be causing the disturbance of
the homeostasis of many miRNAs, since these originate from intronic regions of several genes
and may be influenced by such modifications. These disturbances in the levels of miRNAs may
include possible impairment of the activities of signaling pathways related to inflammaging,
mainly through transcriptional modifications of their target genes. Guided by this hypothesis,
we selected thirteen miRNAs previously described in SZ and from the miRTarBase
(http://miRTarBase.mbc.nctu.edu.tw/) and miRDB (http://mirdb.org) databases we identified
their validated targets and corresponding pathways. Corroborating what was expected, the
selected miRNAs significantly affected mediators associated with immune system cell
differentiation, cell cycle alteration, inflammation, oxidative stress and mitochondrial

dysfunction (Figure 7A).
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Among the affected molecules, the decrease of CREB by miR-181b affects the
activation of MITF(70,71), which is decreased by miR-137. The down-regulation of MITF
expression by miR, together with the increase in IL-1a and IL-1pB secretion, can trigger the
expression of PD-L1, which interacts with PD1(72). Interestingly, in this work we saw that both
PD1/PD-L1 molecules have never been investigated in SZ, despite the increase in PD-L1 being
related to situations of chronic infection or persistent stimulation(179), similar to what occurs
in the inflammaging process. In these situations, PD-L1 signals through T cells, PD-1 to "turn
off" the T cells to minimize damage to healthy tissue. If the problem is resolved acutely PD-
1/PD-L1 levels decrease in T cells. But in a scenario where the problem is not eliminated
(Figure 7B), as seen in chronic inflammation, the expression of PD-1/PD-L1 remains increased
and sustained, which results in functionally exhausted T cells, less able to proliferate, destroy
invading pathogens and allowing infections/inflammation to persist(73,179,180). Although
these consequences are similar to the profile presented in the elderly, PD1/PD-L1 are still little
explored in the aging process(76,181), as well as in mental ilinesses and therefore, they may
represent a strong potential to be new markers of the inflammaging process in SZ.

In summary, we can conclude that the alterations found in the expression profiles of
miRNAs can be used as tools to help elucidate possibly altered signaling pathways, and that
they contribute to the inflammaging process in SZ. Furthermore, the abnormal expression of
miRNAs may also represent potential markers for detection and diagnosis, in addition to serving
as a basis for studies aimed at therapeutic strategies for the disorder. However, to obtain a more
elaborate scenario, it is extremely important to expand this study to other miRNAs not evaluated
in this work, in addition to evaluating the expressions and activities of their respective targets
considering different tissues, cell types and the level of severity of the disorder, with the aim of

elucidating new components implicated in SZ.
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Figure 1 - Representation of the NOTCH pathway with possible dysregulation by miR-34a, miR-30e and miR-130b in SZ. The increased miR-34a is able
to decrease JAG ligands, upregulating Treg cell differentiation and downregulating Th2 signal. In addition, the increased miR-130b, likewise miR-34a, decreases
DLL1 and DLL4 favoring Th2 cells, impairing Th1 differentiation and Th17/Treg balance. Consequently, the NOTCH receptor can be downregulated by miR-
30e and miR-34a reinforcing the pathway alteration. The transcription factor TCF7 can also be decreased by miR-34a. In summary, these alterations can,
collectively, promote pro-inflammatory and pro-oxidative responses in SZ individuals. Abbreviations: AKT, Protein kinase B; DLL, Delta-like Ligand; JAG,
Jagged Ligand; mTOR, Mammalian Target Protein of Rapamycin; NF-kB, Nuclear Factor-kB; NICD, Intracellular Domain of the Notch Protein; TCF7,

Transcription Factor 7; TCR, T cell receptor.
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Figure 2 - Representation of BDNF signaling pathway
with possible dysregulation by miR-132, miR-195,
miR-7, miR-34a, miR-181b and miR-130b in SZ. The
downregulation of BDNF by miR-132 affects its binding
with Trk and consequently the Ras / Raf / MEK / ERK
pathway. miR-195, miR-7, miR-34a and miR-132. The
transcription factor CREB is decreased by miR-181b,
contributing to disruption of FMR1 regulation by miR-
130b. The decrease in CREB also interferes with MITF,
which is affected by miR-137 and together with the
increase in IL-1a and IL-1p results in the upregulation of
PD1/PD-L1. Akt and mTOR are able to promote NF-kB,
which is hypothesized to be overactivated because their
negative regulators SIRT1, CREB, PPARy and CYLD
are decreased by miR-34a, miR-181b and miR-130b,
respectively. These changes in NF-kB and Ras / Raf /
MEK / ERK pathway can promote pro-inflammatory,
pro-oxidative and neurodegenerative responses in
individuals with SZ. Abbreviations: AKT, Protein kinase
B; BDNF, Brain-derived Neurotrophic Factor; CREB,
cAMP-response Element Binding Protein; CYLD,
Cylindromatosis Lysine 63 Deubiquitinase; FMR1,
Fragile X Mental Retardation 1; GSK-3f8, Glycogen
Synthase Kinase 3 Beta; MITF, Microphthalmia-
associated Transcription Factor; mTOR, Mammalian
Target Protein of Rapamycin; NF-kB, Nuclear Factor-
kB; PD-L1, Programmed Death-ligand 1; PI3K,
Phosphoinositide  3-kinases; PPARy, Peroxisome
Proliferator-activated Receptor Gamma; SIRT1, Sirtuin
1; Trk, Tyrosine Kinase Receptors.
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Figure 4 - Representation of the Wnt / B-catenin
Wnt and TCF7 pathways with dysregulation by miR-
195, miR346, miR30a-5p e miR 34a in SZ.
Considering that the negative regulator NKD1
is downregulated by miR-195, an increase in the
activity of B-catenin is hypothesized, in addition
to the upregulation of BCL9 due to the lower
levels of miR-30a-5p, corroborating this
hypothesis. The lower levels of miR-30a-5p
also elevates RUNX expression, which
contributes to the aging scenario in T cells. The
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Supplementary Figure S1 - Basal representation of signaling pathways and regulatory
networks linked to a set of miRNAs with their respective candidate targets. (A) The Notch
pathway involves proteolytic cleavage to release NICD that functions to regulate transcription.
(B) The binding of BDNF with the Trk receptor activates the Ras / Raf / MEK / ERK signaling
pathway. (C) The binding of IL-18 to the MyD88 protein, which leads to phosphorylation of
IRAKs and TRAF6. (D) The TRAF6 mediates the activation of PI3K, which recruits Akt and
then phosphorylates mTOR and its signaling molecules. Activation of Akt also increases
phosphorylation of GSK-3p, resulting in its inactivation. (E) The CREB is phosphorylated by
ERK1/2, which can downregulate NF-kB and contribute to the regulation of FMRP through the
FMR1 gene. CREB also promotes MITF activation. Decreased MITF expression, together with
increased IL-1a and IL-1p secretion, can initiate PD-L1 expression. (F) In the PI3K / Akt /
mTOR pathway, AKT and mTOR are able to promote nuclear translocation of NF-kB members.
(G) NF-kB modulated by PPARy. (H) CYLD down-regulates NF-kB signaling through
desubiquitination of its signaling factors. (I) SIRT1 antagonizes NF-kB, leading to a pro-
inflammatory phenotype. (J) SIRT1 deacetylates p53, which may prevent its nuclear
translocation. The SIRT1 also interacts by decreasing transcriptional activity and the expression
of proteins such as p21 and PUMA. (K) The low level of p53 is maintained through MDM2,
which works in conjunction with molecules such as MYCN, MDM4 and YY1. (L) MDM2 also
has NF-kB agonistic effect during inflammation, where it binds to NF-«B / p53 signaling,
promoting NF-kB and blocking p53. (M) The p53 acts on the cell cycle, acting indirectly in the
transitions from G1 to S and G2 to mitosis. (N) The G1 phase, RB, is hyperphosphorylated by
the Cyclin D and CDK4/6 complex, resulting in the release of E2F factors, which stimulate
genes involved in inducing entry into the S phase. (O) DNA damage activates ATR, which
phosphorylates CHK1. ATR and CHKL1 signaling degrades the CDC25A phosphatase,
preventing the premature S/G2 transition through the CDK2 kinase. (P) DNA damage promotes
WEEL activity, which is up-regulated to promote cell cycle arrest at the intra-S or G2/M
checkpoint. (Q) After DNA damage, KLF4 regulates the cell cycle by stimulating the CDK
inhibitor called p21. (R) The p53 regulates the expression of the BCL-2 family, which when
unregulated can increase mitochondrial damage through ROS levels and consequently activate
BNIP3/BNIP3L and HK2. (S) The JAK/STAT signaling pathway, which dimerizes STAT3 for
its translocation to the nucleus where it can modulate gene expression. (T) The (-catenin
dependent signaling pathway, initiated by Wnt binding to LRP-5/6 / FZD receptors, induces
DVL, resulting in aggregation of AXIN, GSK3f3, CK1 and complex APC in the receptor. DISC1
inhibits GSK3p, stabilizing B-catenin and activating transcription factors. (U) Inhibition of
GSK3p elevates the concentration of cytosolic B-catenin, which migrates to the nucleus and
accumulates, interacting with TCF / LEF and BCLY, increasing [-catenin-mediated
transcription activity.
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Acronym or Abbreviation Definition
Akt Protein Kinase B
APC Adenomatous Polyposis Coli Tumor-suppressor Protein
ATR Rad3-related protein
BAD BCL2 Associated Agonist Of Cell Death
BAK BCL2 Antagonist/Killer
BAX BCL2 Associated X
BCL-XL B-cell lymphoma-extra large
BCL-2 B-cell Lymphoma 2
BCL9 CLL/B-cell Lymphoma 9 Protein
BDNF Brain Derived Neurotrophic Factor
BID BH3 Interacting Domain Death Agonist
BIM BCL-2-like Protein 11
BNIP3 BCL2 Interacting Protein 3
BNIP3L BCL2 Interacting Protein 3 Like
CDKs Cyclin-dependent Protein Kinases
CHK1 Checkpoint Kinase 1
CK1 Casein Kinase 1
CREB CAMP Response Element Binding Protein
CYCS Cytochrome C
CYLD Cylindromatosis Lysine 63 Deubiquitinase
DDR DNA Damage Response
DISC1 Disrupted-In-Schizophrenia 1
DLL Delta
DLL1 Delta Like Canonical Notch Ligand 1
DLL4 Delta Like Canonical Notch Ligand 4
DN Double Negative
DP Double Positive
DVL Disheveled
E2F E2 Transcription Factor
ERK Extracellular Signal-regulated Kinase
ETP Early Thymic Progenitor Cell Development
FMR1 Fragile X Mental Retardation 1
FMRP Fragile X Mental Retardation Protein
Foxp3 Forkhead Box P3
G6P Glucose-6-Phosphate
GM-CSF Granulocyte-macrophage Colony-stimulating Factor
GSK-3 Glycogen Synthase Kinase-3
HKs Hexokinases
IFN-y Interferon Gamma

IKK IkB Kinase Complex



IRAK
J1

JAG
JAK
KLF4
LEF1
LRP
MAPK
MC-L1
MDM?2
MDM4
MEK
MiRNAS
MITF
MOMP
MmTOR
My88
MYCN
NEMO
NF-xB
NICD
NKD1
p65
PBMCs
PD-1
PD-L1
PI13K
PPARy
PUMA
RAF
RB
RIP1
RORyt
ROS
RUNX
SASP
SIRT1
SP
STAT
SZ
TCF
TCF7
TCR
TGF-p
TNF-a
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Interleukin-1 Receptor-associated Kinases
Jagged 1

Jagged

Janus tyrosine kinase

Krippel-like Factor 4

Lymphoid Enhancer Binding Factor 1

Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein
Mitogen Activated Protein Kinase

MCL1 Apoptosis Regulator

Murine Double Minute 2

Murine Double Minute 4

Mitogen-activated protein kinase kinase
MicroRNAs

Microphthalmia-associated Transcription Factor
Permeabilization of the Mitochondrial Outer Membrane
Mammalian Target Protein of Rapamycin
Myeloid Differentiation Factor 88

MYCN Proto-Oncogene

NF-xB Essential Modulator

Nuclear Factor-kB

Intracellular Notch Domain

Naked Cuticle 1

RelA Nuclear Translocation

Peripheral Blood Mononuclear Cells
Programmed Death Protein 1

Programmed Death Ligand 1
Phosphatidylinositol 3-kinase

Peroxisome Proliferator-activated Receptor Gamma
p53-regulated Apoptosis Modulator
Proto-oncogene Serine/Threonine-protein Kinase
Retinoblastoma Protein

Receptor-interacting Protein 1

RAR-related Orphan Receptor Gamma

Reactive Oxygen Species

Runt-related Transcription Factor
Senescence-associated Secretory Phenotype
Sirtuin 1

Positive and Negative Selection

Signal Transducer And Activator Of Transcription
Schizophrenia

T cell factor

Transcription Factor 7

T-cell receptor

Transforming Growth Factor Beta

Tumor Necrosis Factor Alpha
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TRAF TNF Receptor

TRAF6 TNF Receptor Associated Factor 6
TRAM TRIF-related Adaptor Molecule
Tregs Regulatory T cells

Trk Tyrosine Kinase Receptors
WEE1 G2 Checkpoint Kinase

YY1 Transcription Factor Yin Yang 1

Supplementary Table S1: Acronyms and Abbreviations. All acronyms or abbreviations used
in the text and figures with their definitions, arranged in alphabetical order.



MicroRNA

miR-195

miR-130b

Potential
Targets*

WEE1, CDKB6,
CCND1, RAF,
CHEK1 and
NKD1

PPARG, STATS,
FMR1, DLL1
and CYLD

Reference

Alacam et al. (2016)
(182)

Shi et al. (2012) (183)

Sun et al. (2015)
(184)

Perkins et al. (2007)
(185)

Beveridge et al.
(2010) (186)

Mellios et al. (2009)
(187)

Guo et al. (2010)
(188)

Wei et al. (2015)
(189)

Expression

up-regulation

down-regulation

up-regulation

down-regulation

up-regulation

down-regulation

down-regulation

up-regulation

Model

Human

Human

CASES

Treatment Resistant SZ
(n = 20) and Treatment
Responsive SZ (n = 20)

n=115

n=25

SZ (n = 13), Schizoaffective

Disorder (n = 2)

n=21

n=20

Three studies related to SZmiRNAs and 160

CTRLS

n=10

n=40

n=13

n=21

n=21

n=20

SZGenes selected based on integrative
evidence of linkage, association, gene
expression and literature search

SZ (n=564) and Other

Disorder (n=162)

n = 400

Type of
Sample

Plasma

Soro

Plasma and PBMCs

Post-mortem Brain
Tissue
(DLPFC/BA9)

Post-mortem Brain
Tissue (STG/BA22)

Post-mortem Brain
Tissue (CPF/BA10)

Plasma
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Methodology

gRT-PCR

Semi-nested gRT-
PCR e gRT-PCR

gRT-PCR

Data Analysis

Solexa
Sequencing, TLDA
Assay e gRT-PCR



miR-193a- MCL1 and
3p CCND1

miR-181b  CREB1 and HK2

JAG, MYCN,
CDK6, CCND1,
DLL1, SIRT1,
NOCTH1, YY1,
MDM4,
MAP2K1,
NOTCH2, KLF4
and TCF7

miR-34a

Wei et al. (2015)
(189)

Sun et al. (2015)
(190)

Beveridge et al.
(2008) (191)

Beveridge et al.
(2010) (186)

Alacam et al. (2016)
(182)

Sun et al. (2015)
(190)

Lai et al. (2016) (192)

Kuanjun et al. (2019)
(193)

up-regulation Human
up-regulation Human
Human
up-regulation
Human

SZ (n=564) and Other
Disorder (n=162)

n=61

n=21

n=21

Treatment Resistant SZ (n =
20) and Treatment
Responsive SZ (n = 20)

n=61

SZ (n=48) and Brain Tissue
(n=25)

n =40

n =400

n=62

n=21

n=21

n=10

n =62

Controls
(n=37) and
Control Brain
Tissue (n=27)

n=40

Plasma

Plasma

Post-mortem Gray
Matter Tissue

Post-mortem Brain
Tissue (STG/BA22)

Plasma

Plasma

PBMCs and Post-
mortem Brain
Tissue

Soro
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Solexa
Sequencing, TLDA
Assay e gRT-PCR

gRT-PCR

mRNA Microarray,
Northern

hybridization, Cell

culture e qRT-PCR

gRT-PCR

gRT-PCR

gRT-PCR



Kim et al. (2010)
(194)

Sun et al. (2015)
(190)

Zhu et al. (2009)

miR-346 GSK3B and IL18 (195)
Shi et al. (2012) (183)
Sun et al. (2015)
(190)
Zhang et al. (2015)

(196)
EGFR, RAF,
miR-7 RELA, and

KLF4,

Perkins et al. (2007)
(185)

Sun et al. (2015)
(184)

up-regulation

down-regulation

up-regulation

up-regulation

up-regulation

up-regulation

up-regulation

Human

Human

Human

n=35

n=61

SZ (n=35) BP (n=32)

n=115

n=61

n =50

SZ (n = 13), Schizoaffective

Disorder (n = 2)

n=25

n=35

n =62

n=34

n=40

n=62

n =50

n=21

n=13

Post-mortem Brain
Tissue of the
Dorsolateral

Prefrontal Cortex
(BA46)

Plasma

RNA and Genomic
DNA Samples from
SZ Patients
Extracted from the
Dorsolateral
Prefrontal Cortex

Soro

Plasma

Hippocampal
Neurons (HT22)

Post-mortem Brain
Tissue
(DLPFC/BA9)

Plasma e PBMCs

69

TLDA e qRT-PCR

gRT-PCR

Semi-nested gRT-
PCR e gRT-PCR

gRT-PCR

Cell Culture, Viral
Infection and qRT-
PCR

gRT-PCR



miR-30e

miR-26b

miR-15a

miR-30a-5p

miR-137

NOTCHL1 and
TP53

RB

BCL2, CCND1
and CCNE1

RUNX2, BCL9
and TP53

CDK®6, MITF and

BNIP3L

Perkins et al. (2007)
(185)

Mellios et al. (2009)
(187)

Wei et al. (2015)
(189)

Beveridge et al.
(2010) (186)

Perkins et al (2007)
(185)

Beveridge et al.
(2010) (186)

Mellios et al. (2009)
(187)

Perkins et al. (2007)
(185)

up-regulation

down-regulation

up-regulation

up-regulation

down-regulation

up-regulation

down-regulation

Wu et al. (2016) (197)

Ma et al. (2018) (198)

up-regulation

SZ (n = 13), Schizoaffective
Disorder (n = 2)

n=20
Human

SZ (n=564) and Other
Disorder (n=162)

n=21

Human

SZ (n = 13), Schizoaffective
Disorder (n = 2)

Human n=21
n=20

Human

SZ (n = 13), Schizoaffective
Disorder (n = 2)

n=44

Human

n=10

n=21

n=20

n =400

n=21

n=21

n=21

n=20

n=21

n=44

n=10

Post-mortem Brain
Tissue
(DLPFC/BA9)

Post-mortem Brain
Tissue (CPF/BA10)

Plasma

Post-mortem Brain
Tissue (STG/BA22)

Post-mortem Brain
Tissue
(DLPFC/BA9)

Post-mortem Brain
Tissue (STG/BA22)

Post-mortem Brain
Tissue (CPF/BA10)

Post-mortem Brain
Tissue
(DLPFC/BA9)

HEK293T and SH-
SY5Y as Cell Lines
and Peripheral
Blood

Peripheral Blood
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qRT-PCR

Solexa
Sequencing, TLDA
Assay e gRT-PCR

gRT-PCR

gRT-PCR

gRT-PCR

gRT-PCR

Cell Culture,
Luciferase Assay,
gRT-PCR and
Western Blotting

gRT-PCR



71

Post-mortem Brain
Tissue from the

Kim et al. (2010) up-regulation Human n=35 n=35 Dorsolateral TLDA e qRT-PCR
(194)
Prefrontal Cortex
: RB, BDNF and (BA46)
miR-132 VAPK
Rats and _ _ mRNA Microarray
Yu et al. (2015) (199) - Human n =105 n =130 PBMCs e QRT-PCR

Supplementary Table S2: Compiled of miRNAs and their respective targets addressed in this work. The thirteen miRNAs were previously selected
from their descriptions in the available literature on SZ. Information about the respective targets was obtained from the miRTarBase
(http://miRTarBase.mbc.nctu.edu.tw/) and miRDB (http://mirdb.org) databases. *Only validated targets and their corresponding pathways were
selected.
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5 DISCUSSAO

As alteracOes epigenéticas presentes na SZ podem estar causando um disturbio na
homeostase de muitos miRNAS, uma vez que se originam de regides intrénicas de varios genes
e podem ser influenciadas por tais modificagdes. Esses distrbios nos niveis de miRNAs podem
incluir um possivel comprometimento das atividades das vias de sinalizacéo relacionadas ao
inflammaging, principalmente por meio de modificagdes transcricionais de seus genes-alvo.
Guiados por esta hipdtese, buscamos miRNAs previamente descritos na literatura como
alterados na SZ e, posteriormente, avaliamos seus alvos biol6gicos por meio do miRTarBase?
e miRDB3. Apos esta primeira analise, selecionamos aqueles miRNAs cujos alvos bioldgicos
validados estdo presentes nas vias descritas na Figura 3% relacionadas ao envelhecimento
acelerado e inflamacéo croénica desses individuos. Chegamos a um total de 13 miRNAs (miR-
195, miR-130b, miR-7, miR-193a-3p, miR-181b, miR-30a-5p, miR-137, miR-34a, miR-132,
miR-346, miR-30e, miR-26b e miR-15a), os quais foram posicionados nas vias bioldgicas
descritas no manuscrito, representando 0s possiveis mecanismos contribuintes para a
fisiopatologia do transtorno. Apos esta analise, sugerimos que a desregulacdo destes 13
miRNAS na SZ pode alterar fatores importantes em cada via.

Considerando o aumento de miR-34a na via da Notch, podemos pensar como
consequéncia uma menor expressao de Jagged (JAG), a qual prejudica a diferenciacdo de Th2
e consequentemente diminui citocinas anti-inflamatérias como I1L-4, IL-5, IL-10 e 1L-13. Nesse
contexto, a diminuicdo de JAG também pode resultar no aumento de células T regulatorias
(Treg) que juntamente com uma maior expressdo de Forkhead Box P3 (Foxp3), reprimem o
fator de transcricdo para células Th17 denominado Receptor Gama Orfio Relacionado a RAR
(RORyt) e as citocinas pro-inflamatorias 1L-17, IL-17F e 1L-21(109). O miR-34a e miR-130b
também diminuem a sinalizacdo Notch, regulando negativamente Delta 1 (DLL1) e Delta 4
(DLL4), diminuindo células Thl e Th17 e favorecendo a diferenciacdo de células Th2.

Curiosamente, algumas implicagOes geradas pela regulacdo negativa de DLL1 e DLL4
também sdo compativeis com as alteragdes imunoldgicas observadas no processo de
envelhecimento. Por exemplo, a mudanca do perfil Thl para Th2 diminuindo a producéo de IL-
2 e aumentando os niveis de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-6(110). Na anélise das respostas Th1l e Th2

na SZ, caracteristicas semelhantes foram evidenciadas, incluindo diminuigdo da producéo de

2 Disponivel em: http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.twy/.

3 Disponivel em: http://mirdb.org.
4 Paginas 17 e 18 da dissertagao.
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Interferon Gama (IFN-y) e IL-2, indicando resposta atenuada de células Th1(111,112). A
ativacdo da resposta Th2 também foi descrita no disturbio, incluindo niveis aumentados de IL-
4 e IL-10(113). Além disso, em um estudo do liquido cefalorraquidiano, os niveis de IL-10
foram relacionados a gravidade da psicose em individuos com SZ(114).

A expressdao diminuida de ligantes JAG e Delta (DLL) também afeta as vias
mutuamente interconectadas como o desenvolvimento de Th17 e Treg, as quais implicam em
um desequilibrio pré e anti-inflamatoério, influenciando o resultado das respostas
imunolodgicas(115). Além disso, o desequilibrio Th17 / Treg é uma caracteristica do processo
de envelhecimento(116), que pode estar associada a inflamac&o crénica, aumento de doencas
autoimunes e desenvolvimento de doencas inflamatorias descritas em idosos(117).

Embora a diminuicdo da expressdo de JAG por miR-34a aumente a expressao de células
Treg e Foxp3, 0 que teoricamente nédo é coerente com o estado pré-inflamatorio encontrado em
SZ, acredita-se que este alto nivel de células Treg pode ser considerado uma resposta imune
buscando equilibrar o alto grau de inflamacdo presente no distdrbio, enfatizando que ha uma
desregulacdo entre os estados pro e anti-inflamatérios(118).

A menor expressdo do Fator Neurotréfico Derivado do Encéfalo (BDNF) resultante do
aumento do miR-132 pode acarretar no agravamento do processo de envelhecimento, visto que
esta molécula é considerada um dos agentes protetores do SNC(119). Além disso, alteraces
nos niveis de BDNF também sdo acompanhadas pela cronicidade das doencas
psiquiatricas(120). Os dados de estudos clinicos sobre SZ sugerem que o BDNF desempenha
um papel importante na fisiopatologia do transtorno. Entretanto, tais dados apresentam muita
variabilidade entre eles, ora indicando aumento, ora indicando diminuicéo dos niveis de BDNF
tanto em amostras de encéfalo post-mortem, quanto em tecidos periféricos e estudos de
associacao genética(121).

No entanto, uma meta-analise em pacientes com SZ ndo medicados e virgens de
tratamento revelou que os niveis de BDNF diminuem com a idade, independentemente da
dosagem do medicamento(122). Um contexto semelhante é visto em modelos animais quando
0 aumento da inflamacdo afeta a expressdo do BDNF no cérebro, onde citocinas pro-
inflamatorias ou lipopolissacarideos causam reducdo significativa dessa neurotrofina(123—
125). Curiosamente, os episodios psicoticos em individuos com SZ estdo relacionados ao
aumento da neuroinflamacdo e microglia ativada(126,127), sugerindo que as citocinas pro-
inflamatdrias envolvidas neste processo possam modular a expressdo do BDNF(128) por meio
de diferentes miRNAs, como o miR-132 destacado neste trabalho. Consequentemente, a

diminuig&o dos niveis de BDNF por miR-132 afeta a via Proteina Cinase Ativada por Mitdgeno
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/ Cinase Regulada por Sinal Extracelular (MAPK / ERK), a qual mostra-se igualmente afetada
pela desregulacdo de miRNAs. Por exemplo, miR-7 e miR-195 sdo capazes de influenciar a
expressao do Proto-oncogene Serina / Treonina-Proteina Cinase (RAF) e miR-34a juntamente
com miR-132 sdo capazes de regular a expressdo da Proteina Cinase Cinase Ativada por
Mitdgeno (MEK) e MAPK1, respectivamente.

Além disso, nossos resultados também demonstraram que GSK-3f juntamente ao
aumento do miR-181b é capaz de desregular a Proteina de Ligacdo do Elemento de Resposta
CAMP (CREB) e interromper a regulacéo da Proteina de Retardo Mental X-fragil (FMRP) por
meio da diminuicédo dos niveis do gene de Retardo mental X-fragil 1 (FMR1) (129), enfatizando
uma possivel relacdo entre SZ e Sindrome do X Frégil(130). A diminui¢do de CREB pelo miR-
181b tambem afeta a ativacdo do Fator de Transcricdo Associado a Microftalmia (MITF), o
qual é diminuida pelo miR-137(131,132). A regulacdo negativa da expressdo de MITF pelo
miRNA, juntamente com o aumento da secrecdo de IL-la e IL-1PB, pode desencadear a
expressdo do Ligante de Morte Programada 1 (PD-L1), que interage com a Proteina de Morte
Programada 1 (PD1)(133). Curiosamente, neste trabalho vimos que ambas as moléculas PD1 /
PD-L1 nunca foram investigadas na SZ, apesar do aumento da PD-L1 estar relacionado a
situacOes de infeccdo crbnica ou estimulacdo persistente(134), semelhante ao que ocorre no
processo de inflammaging. Nessas situa¢fes, PD-L1 sinaliza através das células T, PD-1 para
"desligar" as células T a fim de minimizar os danos ao tecido saudavel. Se o problema for
resolvido de forma aguda, os niveis de PD-1 / PD-L1 diminuem nas células T. Porém, em um
cenario onde o problema ndo é eliminado, como visto na inflamacéo crbnica, a expressdo de
PD-1/ PD-L1 permanece aumentada e sustentada, o que resulta em células T funcionalmente
exauridas, menos capazes de proliferar, destruir invasdo de patdgenos e permitindo a
persisténcia de infeccbes / inflamacBes(134-136). Embora essas consequéncias sejam
semelhantes ao perfil apresentado em idosos(137,138), PD1 / PD-L1 ainda sdo pouco
explorados no processo de envelhecimento, bem como nas doengas mentais e, portanto, podem
representar um forte potencial para serem novos marcadores do processo de inflammaging na
SZ.

Neste trabalho, também destacamos a via do Fator Nuclear Kappa B (NF-«xB), a qual
possui a capacidade de controlar muitos processos, incluindo o processo inflamatério, apoptose
e regulacdo da expressdo de genes relacionados a resposta imune(139,140). Além disso, NF-
kB também apresenta-se como hub da rede inflamatoria e do envelhecimento, onde os fatores
ativadores da via podem atuar como mecanismos pro-senescentes(141). No envelhecimento,

esses fatores aumentam e determinam uma ativacdo sustentada do NF-«B, resultando no
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fendtipo secretor associado a senescéncia (SASP), que participa do processo de inflamacéo
cronica presente em varias doencas relacionadas a idade, bem como em transtornos
psiquiatricos(142).

Curiosamente, nossos resultados demonstram que a desregulacdo dos miRNAs néo
afetou diretamente a via do NF-kB, mas sim em moléculas relacionadas a sua modulagéo. Por
exemplo, o aumento em miR-130b regula negativamente o receptor gama ativado por
proliferador de peroxissoma (PPARY), que modula a sinalizagao de NF-kB por meio da inibi¢ao
da degradacdo de IkBa, diminui¢do da translocagdo nuclear de RelA (p65), 0 que causa
diminuigéo da ligacdo de RelA ao DNA e, consequentemente, a represséo de transcri¢do de
citocinas pro-inflamatérias(143,144). Além do PPARy, o miR-130b também inibe o gene
supressor de tumor Cilindromatose Lisina 63 Desubiquitinase (CYLD), outro regulador
negativo na sinalizacdo de NF-kB que atua por meio da desubiquitinacdo de seus fatores de
sinalizag&o, incluindo o Fator 2 Associado ao Receptor de TNF (TRAF2), Fator 6 Associado
ao Receptor de TNF (TRAF®6), Proteina 1 que Interage com Receptor (RIP1) e o Modulador
Essencial de NF- kB (NEMO)(145-148).

O NF-kB também é antagonizado por moléculas que regulam a atividade metabolica
em resposta ao estresse celular, como a sirtuina 1 (SIRT1)(149), que € diminuida pelo miR-34a.
Portanto, hipotetizamos que a alteracdo dos miRNAs na SZ é capaz de diminuir a atividade de
mais de um fator capaz de inibir o NF-kB, o que indica uma possivel superativacdo desta via e,
consequentemente, um aumento da inflamacgdo e SASP no transtorno(142).

A desregulacdo de miRNAs na SZ também afetou a via Janus Cinase / Transdutor de
Sinal e Ativador de Transcricdo (JAK / STAT), onde os niveis aumentados de miR-130b
apresentaram capacidade de afetar negativamente a expressdo do Transdutor de Sinal e
Ativador de Transcri¢cdo 3 (STAT3), diminuindo sua interagdo com IL-22, podendo resultar em
prejuizo na integridade intestinal(150). Mudangas na homeostase intestinal, assim como
mudangas no microbioma, sdo extremamente importantes no envelhecimento(151,152),
inflamacéo e doencas psiquiatricas(153). Portanto, hipotetizamos que a diminui¢cdo do STAT3
pode estar relacionada a alteracdo de microrganismos marcadores de inflamagéo identificados
em pacientes com SZ(154), mas também & regulacdo negativa de espécies que estdo
relacionadas a producéo de butirato(155), as quais demonstram aumentar a funcéo de barreira
intestinal(156).

As mitocondrias também contam com a presenca de STAT3, o qual atua na inibi¢éo da
abertura dos poros causada pela permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial

(MOMP)(157) e se liga aos complexos da cadeia de transporte de elétrons, mantendo a
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estabilidade da organela(158). Mitocondrias deficientes em STAT3 exibem baixa atividade dos
complexos | e I1, sugerindo que a alteracdo dessa molécula pode implicar na desregulacdo da
respiracdo celular(158,159). Sendo assim, a regulacao negativa de STAT3 pelos miRNAs pode
causar um resultado semelhante.

Além disso, as mitocondrias sdo consideradas fontes primérias de espécies reativas de
oxigénio (ROS)(160), que estdo intimamente ligadas a processos inflamatdrios, doengas
psiquiatricas(161) e senescéncia(162). Pesquisas demonstraram que o aumento de ROS pode
inibir a sinalizacdo de JAK / STAT(163-165) e, portanto, é possivel que a diminuicdo de
STATS3 induzida por miR-130b seja consequéncia do aumento de ROS presente em SZ,
principalmente devido a inflamacéo(161) e envelhecimento acelerado destes individuos(166).

Dentre 0os miRNAs regulados positivamente, o aumento dos niveis de miR-34a
apresentou a capacidade de diminuir o Fator de Transcri¢do 7 (TCF7), causando uma possivel
alteracdo das células T no timo, o que pode favorecer as células Thl e Th17. Esse resultado esta
de acordo com estudos anteriores que encontraram niveis elevados de citocinas Th1, bem como
IL-1B ¢ TNF-0. em amostras de pacientes com SZ em seu primeiro episodio e sem uso de
medicacdo(35,167). Embora os niveis periféricos de IL-17 em pacientes com SZ ndo estejam
bem documentados, esse aumento de Th17 contribui para a hipotese de imunopatogénese do
transtorno, que associa Th17 a ativacdo imune materna(168). Além disso, as células Th17
também podem cruzar a BBB, fazendo com que as células gliais liberem citocinas e moléculas
pré-inflamatorias, que sdo potenciais influenciadores na fisiopatologia da SZ(169,170). No
envelhecimento, evidéncias demonstram a presenca de alteraces no equilibrio Th17 / Treg, o
que podem estar relacionadas ao processo inflamatério e consequentemente a alteracdo pro-
inflamatoria basal relatada em idosos, bem como o aumento das doencas autoimunes e o
desenvolvimento de doencas inflamatorias nesses individuos(117).

Ademais, a influéncia do miR-34a na diminuicdo de TCF7 também parece estar
relacionada ao processo de senescéncia, pois dados obtidos de células mononucleares de sangue
periférico (PBMC) de idosos mostraram que a acessibilidade a cromatina nas regides
regulatorias do gene TCF7 e do Fator de Ligacdo Potencializador Linfoide (LEF1) estdo
reduzidas(171,172).

A desregulacdo dos miRNAs pode também afetar o ciclo celular, principalmente na
atividade de p53, a qual é regulada negativamente por diferentes moléculas. Por exemplo,
SIRT1 que regula a localizacdo subcelular de p53(173) e interage de maneira especifica,
causando uma diminui¢do em sua atividade transcricional e em proteinas relacionadas, como a

p21(174,175). A p53 também é mantido em niveis mais baixos através do Murine Double
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Minute 2 (MDM2)(173), um regulador negativo que participa de sua degradacdo(176) e
também atua em conjunto com moléculas como 0 MYCN Proto-Oncogene (MYCN)(177) e seu
homologo Murine Double Minute 4 (MDM4)(178). O Fator de Transcri¢do Yin Yang 1 (YY1)
também interage com 0 MDM2 fornecendo o complexo p53 / MDM2 e consequentemente
aumentando a ubiquitinacdo de p53(179). Além disso, o Fator 4 Semelhante a Kriippel (KLF4),
um fator de transcricdo que pode ativar e reprimir genes que estédo envolvidos na regulacéo e
diferenciacéo do ciclo celular, também foi associado a supressao dos niveis de p53(180).
Nossos dados demonstram que 0s niveis aumentados de miR-34a podem regular
negativamente SIRT1, MYCN, MDM4, KLF4 e o fator de transcricdo Y'Y1. Portanto,
hipotetizamos e que nesse cenario MDM2 também esta diminuido, o que afetaria a regulacdo
negativa de p53 causando o aumento desta molécula. Este aumento da expressdo de p53 é
evidenciado pela alteracdo de miR-30a-5p e miR-30e, colaborando também para regulacéo
positiva de p21, o qual atua na inibicdo de Proteinas cinases Dependentes de Ciclina (CDKS)
juntamente com multiplas funcdes celulares, incluindo a progressao G1/ S, crescimento celular,
dano ao DNA e stemness(181,182). Além da inibicdo da proliferacdo celular causada pelo
aumento de p21, as ciclinas Ds podem apresentar-se diminuidas devido aos niveis elevados de
miR-193a-3p, miR-195 e miR-34a. Sendo assim, hd menor ativacdo de CDK4 / 6 associada a
sua regulacdo negativa induzida por miR-195 e miR-34. Ademais, 0s niveis aumentados de
miR-195 também podem diminuir os pontos de verificacdo do ciclo como CHK1 e WEEL. Por
fim, o ciclo celular também pode ser afetado pelos niveis mais elevados de miR-132 e miR-
26b, diminuindo a Proteina de Retinoblastoma (RB), que ndo é hiperfosforilado pelo complexo
Ciclina D e CDK4/6, impedindo a liberacdo de Fatores de Transcricdo E2 (E2F)(183,184) e
consequentemente dificultando a entrada para a fase S e progressao do ciclo celular(185).
Neste trabalho, também investigamos a regulacdo positiva de p53 por miR-30a-5p e
miR-30e podendo resultar em uma maior ativacdo de proteinas pro-apoptéticas (BAD, BAX,
PUMA, NOXA ou BID), as quais além de induzir uma maior suscetibilidade & apoptose,
também sdo capazes de ligar-se a proteinas anti-apoptoticos (BCL-2, BCL-XL e MCL-1) e
inibir sua atividade(186,187), conforme € evidenciado pela diminui¢do do Linfoma de Células
B (BCL-2) e o regulador de apoptose MC-L1 através de miR-15a e miR-193a-3p,
respectivamente. Na mitocondria, alguns ativadores diretos de apoptose, como 0 Agonista de
Morte do Dominio de Interacdo BH3 (BID), também se ligam e ativam os efetores como o
Antagonista de BC-L2 (BAK) e BC-L2 Associado X (BAX)(188), que, consequentemente,
causam MOMP. A MOMP causa a liberagdo de citocromo ¢ (CYCS) e outros fatores que

formam um complexo proteico (apoptossoma), o qual ativa a cascata de cisteina proteases
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especificas do aspartato (caspases) e resulta em apoptose(186,189). Considerando o CYCS
como um marcador potencial para dano celular e mitocondrial(190), um estudo mostrou um
aumento significativo nos niveis de CYCS em pacientes com SZ em compara¢do com 0 grupo
de controle(191). Além disso, dados anteriores demonstraram niveis diminuidos da proteina
BCL-2 na regido cortical de individuos com o transtorno(192). Sendo assim, essas evidéncias
sugerem que a SZ pode ser uma patologia que sinaliza vulnerabilidade a estimulos pro-
apoptoticos(193), semelhante ao contexto apresentado a partir da desregulacdo causada pelos
miRNAS neste trabalho.

De acordo com nossos resultados, os niveis mais elevados de miR-181b podem regular
negativamente a atividade da Hexocinase 2 (HK2), diminuindo o desenvolvimento de autofagia
e contribuindo para o aumento da apoptose induzida principalmente pela privacdo de
glicose(194). Ademais, os niveis de miR-137 apresentam-se capazes de diminuir a Proteina 3
de Interacdo BCL2 Semelhante (BNIP3L), o que também afeta o processo de autofagia neste
contexto e, consequentemente, provoca o acimulo de mitocondrias danificadas, as quais podem
aumentar o nivel de estresse oxidativo e consequentemente induzir a apoptose através dos niveis
de ROS(195). Portanto, além de estar relacionada ao aumento da apoptose nesses individuos, a
desregulacdo dos miRNAs na SZ também pode estar ligada a disfuncdo mitocondrial,
principalmente com defeitos que resultam em superproducdo de ROS, que afeta processos
inflamatorios importantes(196) relacionados a varias doengas associadas ao avango da
idade(197) e distarbios psiquiatricos(161,198,199).

Em conjunto, esses achados sugerem que as alteracBes nos niveis dos miRNAs
previamente descritos na SZ corroboraram com o que era esperado, afetando significativamente
0s mediadores associados ao processo de inflammaging, como vias envolvidas na diferenciagéo
celular do sistema imunoldgico, alteracdo do ciclo celular, inflamacado, estresse oxidativo e
disfuncdo mitocondrial(67). Portanto, os miRNA apresentam um grande potencial de se tornar
uma ferramenta valiosa como biomarcador para SZ, além de permitir a realizacdo de diversos

estudos envolvendo rotas de sinalizagdo possivelmente alteradas nesse transtorno.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho demonstra que niveis alterados de miRNAs na SZ pode contribuir
para o envelhecimento precoce de individuos com SZ.

Dentre os treze miRNAs previamente citados como alterados no transtorno, foram
encontrados: miR-34a, miR-30e, miR-130b ocasionando a atenuacéo da sinalizagédo Notch, bem
como a alteracdo da diferenciacédo de celulas T. Além disso, miR-132, miR-195, miR-7, miR-
34a, miR-132, miR-137, miR-181b, miR-130b e miR-346 mostraram atuar na regulacéo
negativa de BDNF e consequentemente, influenciaram na desregulacéo de vias relacionadas a
neurotrofina como MAPK/ERK e NF-kB. O miR-130b também regulou negativamente
STATS3, resultando em uma perturbacdo da homeostase intestinal, bem como uma piora na
funcionalidade mitocondrial.

A via Wnt / B-catenin juntamente com TCF7 também foram afetados pela alteracéo de
miR-195, miR-346 e miR-30a-5p, hipotetizando um aumento da atividade de B-catenina e
intensificando a desregulacdo de células T. A maioria dos miRNAs alterados na SZ pode atuar
no ciclo celular, regulando negativamente seus pontos de verificacdo e possivelmente causando
sua inibicdo através dos miR-34a, miR-195, miR-30a-5p, miR-30e, miR-193a-3p, miR-15a,
miR-132 e miR-26b. Por fim, os miR-30a-5p, miR-30e, miR-137, miR-181b, miR-130b, miR-
193a-3p e miR-15a ocasionaram a desregulacdo mitocondrial, alterando a permeabilidade,
aumentando a apoptose e influenciando nos altos niveis de ROS.

Portanto, corroborando o que era esperado, os mIRNAs selecionados afetaram
significativamente os mediadores do processo de inflammaging, como a diferenciacédo celular
do sistema imunoldgico, ciclo celular, inflamac&o, estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial.
Sendo assim, concluimos que as altera¢cdes encontradas nos perfis de expressdo dos miRNAs
podem ser utilizadas como ferramentas para auxiliar na elucidacdo de possiveis vias de
sinalizacdo alteradas, e que contribuem para o processo de inflammaging na SZ. Além disso, a
expressao alterada de miRNAs também pode indicar potenciais marcadores para deteccédo e
diagnostico através de seus alvos bioldgicos, além de servir de base para estudos que visem
estratégias terapéuticas para o transtorno. Porém, para se obter um cenario mais elaborado, € de
extrema importancia expandir este estudo para outros miRNAs n&o avaliados neste trabalho,
além de avaliar as expressdes e atividades de seus respectivos alvos considerando diferentes
tecidos, tipos de células e o nivel de gravidade do transtorno, com o objetivo de elucidar novos

componentes implicados na SZ.
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7 PERSPECTIVAS

Nossos dados apresentam, atraves dos niveis de miRNAS, novos pontos de vista sobre
0 estudo de rotas de sinalizacao contribuintes para o envelhecimento acelerado na fisiopatologia
da SZ. Serd necessario para ampliar e validar nossos achados, investigagdes em diferentes
estagios do transtorno e em diferentes tecidos e tipos celulares, para entéo, estabelecer e ampliar
propostas de novas estratégias terapéuticas na SZ. Além disso, para que possamos obter um
cenario mais elaborado, € extremamente importante para a expansao desse estudo a utilizacao
de ferramentas de bioinformatica, ensaios experimentais, avaliacdo da expressdo e atividades
de genes e proteinas alvo para identificagdo novos componentes implicados em processos

bioldgicos especificos da SZ, como por exemplo PD1/PD-L1.
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ANEXO 1 - FUNCOES DAS MOLECULAS ENVOLVIDAS NAS VIAS BIOLOGICAS
DISCUTIDAS NA DISSERTACAO

Notch (A) é um regulador transcricional expresso como um receptor de superficie
celular ligado a membrana(l), o qual atua como um fator importante para o desenvolvimento
de células T timicas(2,3) e permanece sendo crucial apds a liberagdo destas células na
periferia(4). A via da Notch baseia-se na sinalizacdo através de ligantes da familia DLL e JAG,
0s quais induzem a clivagem intramembrana do receptor Notch (NOTCH1, NOTCH2,
NOTCH3 ou NOTCH4) e resultam na liberacdo de um fragmento intracelular ativo denominado
dominio Notch Intracelular (NICD)(5). Sendo assim, NICD sofre um processo de clivagem por
um complexo y-secretase e se transloca para o nucleo onde pode recrutar a Proteina de Ligagédo
de Sinal de Recombinagéo para a Regido J de Imunoglobulina Kappa (RBP-J), Coativador
Transcricional Mastermind (MAML1-3) e p300 para ativar a transcricdo genes especificos
através da ligacdo com o DNA(6).

O BDNF (B) € um dos principais fatores neurotréficos, o qual atua em eventos
importantes para a sobrevivéncia, diferenciagdo e crescimento de celulas nervosas tanto durante
0 desenvolvimento quanto na vida adulta(7). O BDNF é inicialmente sintetizado no reticulo
plasmatico como uma pré proteina precursora (pré-proBDNF) e apds um processo de clivagem,
torna-se proBDNF que é transportado através do complexo de Golgi para a rede trans Golgi
(TGN), de onde passa para as vesiculas secretoras. Enfim, proBDNF é convertido em BDNF
por proteases intracelulares e extracelulares, e sua forma madura se liga aos receptores de
tirosina cinase (Trk) ativando diferentes cascatas e suas respostas celulares
correspondentes(8,9).

A consequéncia da ligagdo do receptor Trk com BDNF inclui a ativagdo de Ras que
passa por uma fosforilacdo e recruta RAF, o qual ativa as proteinas cinases de especificidade
dupla MEK1 e MEK2(10) responsaveis pela fosforilagdo de ERK1 e ERK2(11). As ERKSs,
quando ativadas, translocam-se para o nucleo onde podem fosforilar fatores de transcrigéo,
regulando assim a expressao de genes especificos(12) que atuam em diversas fungdes como
metabolismo, crescimento, sintese de proteinas e apoptose(13). Sendo assim, forma-se a via de
sinalizacdo Ras / Raf / MEK / ERK, a qual engloba a cascata MAPK cuja funcdo baseia-se na
conversdo de moléculas extracelulares em sinais intracelulares para regular a proliferagéo,

diferenciagéo e sobrevivéncia celular(11).
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A IL-18 (C) € uma citocina pro-inflamatdria que pertence a familia de ligantes 1L-1(12).
Além de estar envolvida na ativacgdo e diferenciacéo de véarias populacgdes de células T, a IL-18
pode atuar tanto na regulacdo das respostas Thl quanto em respostas do tipo Th2(14). Em
humanos, a superproducdo de IL-18 pode estar relacionada a uma resposta inflamatoria
exagerada(15), ou seja, 0 aumento da gravidade de uma doenca pode estar associado igualmente
ao aumento dessa interleucina(16). A sinalizacdo da IL-18 ocorre através da ligagdo com a
cadeia de seu receptor intracelular chamado Fator de Diferenciacdo Mieloide 88 (MyD88), o
que leva a fosforilagdo das Cinases Associadas ao Receptor de Interleucina-1 (IRAKS)
juntamente ao TRAF6 e consequentemente, a ativacdo do Complexo IkB Cinase (IKK) o e
B(17,18).

Juntamente ao TGF-B, TRAF6 também mostrou-se capaz de mediar a ativacdo de
Fosfoinositideo 3-cinase (PI13K) (D)(19), a qual recruta Akt inativo do citosol para a membrana
plasmética onde 0 mesmo torna-se ativo atraves de uma fosforilagcdo dupla e entdo, fosforila
mTOR e suas moléculas de sinalizacdo(20). AMTOR é uma serina/ treonina cinase conservada,
aqual inclui o complexo mTOR 1 e o complexo mTOR 2, os quais funcionam como reguladores
centrais do metabolismo celular(21). Evidéncias destacam um papel critico da sinalizacdo de
mTOR tanto no sistema imunolégico inato quanto no adaptativo(22) e que atuando em conjunto
com PI3K / Proteina Cinase B (Akt), torna-se possivel formar uma via que controla muitos
processos celulares, incluindo crescimento, proliferacdo, metabolismo, apoptose e
migracao(23).

A via PI3K / Akt possui como alvo GSK-3, proteina codificada por GSK-3a e GSK-
3B(24), a qual estd envolvida em uma ampla gama de patologias como diabetes, alguns tipos
de céncer, doencas inflamatdrias, neurodegenerativas(25) e psiquiatricas(26,27). Entretanto,
apesar da ativacdo de Akt trazer o aumento na fosforilacdo de GSK-3f resultando em sua
inativacdo(28), sabe-se que a sinalizagdo PI3K / Akt / GSK-3f desempenha um papel
importante em outras vias associadas a neuroplasticidade e migracao celular(29). Além disso,
sua inibicdo também destacou-se como essencial para o fortalecimento da atividade de
CREB(30), a qual também sofre fosforilagdo por ERK1/2 (E)(31), e atua como um regulador
chave na plasticidade neuronal(30), reducdo de NF-«xB, indugdo da sobrevivéncia de
macrofagos e promocéo da regulacéo de linfocitos T e B(32).

A literatura traz indicios que CREB contribui para a regulacdo da proteina FMRP
através de receptores metabotropicos de glutamato(33). FMRP é codificada pelo gene
FMR1(34), e sua perda esta relacionada a Sindrome do X Fragil, causa geneticamente herdada

mais comum de deficiéncia intelectual e muito relacionada ao autismo(35). Além disso, CREB
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também promove a ativacdo do fator de transcricdo MITF(36,37), que de acordo com a
literatura relaciona-se ao melanoma através de sua isoforma M especificamente expressa na
linhagem de melandcitos(38). Porém, outras isoformas deste fator de transcricdo sao expressas
em diferentes tipos de celulares que podem promover diversos processos como proliferacéo,
desdiferenciacdo, invasao, senescéncia, e, eventualmente, morte celular(39).

A diminuicdo da expressdo de MITF juntamente ao aumento da secrecdo de IL-1a e IL-
1B, podem desencadear a expressdo do ligante PD-L1, molécula que contribui para a supressao
da funcdo de células T infiltrantes de tumor(40). PD-L1 relaciona-se com a proteina PD1, a
qual é membro da familia dos receptores CD28, e que ao interagir com seu ligante causa
inibicdo das vias PI3K / Akt / mTOR e Ras/ MAPK / Erk e consequentemente, leva a regulacdo
negativa da glicolise, do metabolismo de aminoacidos e aumento da oxidacao de acidos graxos
em células T(41). Além disso, a via de sinalizacdo da PD1/PD-L1 também esta relacionada a
inflamacdo, estabelecimento da homeostase imunolégica(42,43) e de uma maneira pouco
explorada, com o processo de senescéncia(44).

Dentro de PI3K/ Akt / mTOR, AKT e mTOR (F) sdo capazes de promover a ativacdo
do complexo IKK, um complexo enzimatico que estd envolvido na propagacdo da resposta
celular a inflamac&o. A familia IKK é composta por duas subunidades cataliticas (IKK-a, IKK-
) e uma subunidade regulatoria NEMO ou IKKy(45,46). IKK pode ser ativado por diferentes
estimulos, incluindo citocinas, fatores de crescimento, mitdgenos, componentes microbianos e
agentes de estresse(47). Apos sua ativacao, IKK fosforila a molécula IkBa em duas serinas N-
terminais e, assim, desencadeia sua degradacdo que resulta na translocacdo nuclear de NF-
kB(48). NF-kB representa uma familia de fatores de transcricdo que regulam uma grande
variedade de genes envolvidos em diferentes processos de resposta imune e inflamatdria(49).
A familia é composta por cinco membros: NF-kB1 (também denominado p50), NF-kB2
(também denominado p52) e as proteinas RelA (também denominado p65), RelB e c-Rel. O
p50 e 0 p52 podem interagir com as proteinas para formar todas as combinagdes possiveis de
homo e heterodimero. O dimero mais comum € o heterodimero RelA (p65) / NF-kB1 (p50), o
qual é translocado para o nucleo, resultando na expressdo de genes alvo(50,51).

NF-kB pode ser modulado por diferentes mecanismos, como por exemplo, Receptores
Ativados por Proliferadores de Peroxissoma (PPARS) (G). PPARs atuam exercendo efeitos
anti-inflamatorios que interferem na regulagéo transcricional das respostas inflamatorias(52).
Até o momento, trés subtipos de PPAR foram identificados: PPARa, PPARS e PPARY(53).
Além disso, PPARs modulam a sinalizagdo de NF-xB principalmente pela inibi¢do da

degradagao de IxBa, redugao da translocacéo nuclear de RelA (p65), diminuicdo da ligacdo de
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RelA ao DNA e consequentemente, a repressdo da transcricdo de citocinas pro-
inflamatorias(54). Além de PPARs, o gene supressor de tumor CYLD (H) também atua como
um regulador negativo na sinalizacdo de NF-kB através da desubiquitinacao de seus fatores de
sinalizacdo, incluindo TRAF2, TRAF6, RIP1 e NEMO(55-57).

Além disso, NF-kB também é antagonizado por moléculas reguladoras da atividade
metabdlica em resposta ao estresse celular, como as sirtuinas(58). As sirtuinas sdo uma familia
de histona desacetilases de classe I1l, que em mamiferos, possuem sete membros (SIRT1-
SIRT7)(59) e entre eles, SIRT1 (1) é a mais estudada(60). A SIRT1 mantém uma relagéo é
antagbnica com NF-kB, de modo que NF-kB conduz um fenétipo pré-inflamatdério com
metabolismo glicolitico, enquanto SIRT1 suporta a respiracdo oxidativa e respostas anti-
inflamatdrias, aumentando a resolucdo da inflamagdo. No segundo caso, o efeito anti-
inflamatdrio de SIRT1 atua através do mecanismo de desacetilacdo da subunidade RelA / p65
ou indiretamente por inducéo de complexos transcricionais repressivos(58).

SIRT1 (J) é responsavel pela desacetilacdo do gene supressor tumoral p53(61), o qual
funciona como um regulador chave do ciclo celular e consequentemente, esta envolvido em
processos como autofagia, apoptose, senescéncia e reparo do DNA(62). Evidéncias indicam
que SIRT1 regula a localizacgao subcelular de p53, impedindo a sua translocagéo nuclear. Isso,
por sua vez, promove o acumulo citosolico de p53 e sua passagem para as mitocondrias(63).
Além disso, SIRT1 também interage de maneira especifica através da desacetilacdo de p53
diminuindo sua atividade transcricional e reduzindo a expressdo de proteinas relacionadas,
como p21 e o Modulador de Apoptose Regulado por p53 (PUMA)(64).

Normalmente, p53 é mantida em um nivel baixo através da ubiquitinagdo mediada por
MDM2(63), um regulador negativo que participa de sua degradacéo e que de acordo com a
literatura atua em conjunto com moléculas como a oncoproteina MYCN(65) e a sua homologa
MDM4 (ou MDMX)(66). Além disso, o fator de transcri¢do YY1 também interage com MDM?2
provendo o complexo p53/ MDM2 e consequentemente, 0 aumento da ubiquitinagdo de p53
(K)(67). MDM2 também possui efeito agonistico de NF-kB durante a inflamagao, onde liga-
se a sinalizagdo NF-«xB/ p53, promovendo NF-kB e bloqueando p53 (L). Sendo assim, age
como um regulador de p53, bem como de sinalizagdo de NF-«B dependendo do contexto,
podendo influenciar tanto como uma ferramenta pro-inflamatoria e pro-mitogénica quanto anti-
inflamatdria e pro-apoptotica(68).

A p53 também é uma molécula importante no ciclo celular(62), onde pode atuar
indiretamente nas transi¢cOes de G1 para S e G2 para mitose, fases que sdo reguladas pela
ativacdo e inativacdo da familia de CDKs (M)(69). As ciclinas Ds (D1, D2 e D3) séo as
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primeiras ciclinas que detectam os sinais mitogénicos e, consequentemente, ativam CDK4/6
durante a fase G1. Da mesma forma, a ativacdo de CDK?2 pela ciclina E (E1 e E2) pode levar a
transicdo G1 / S(70). A fase G1 também conta com a presenca da proteina RB do
Retinoblastoma, um supressor de tumor que regula uma série de atividades celulares cruciais,
incluindo resposta a danos no DNA, ativacdo de checkpoint e diferencia¢do. Sendo assim, RB
age atraves de sua hiperfosforilacdo pelo complexo Cyclin D e CDK4/6 resultando na liberacdo
de fatores E2F, o que estimula genes envolvidos na inducéo da entrada na fase S (N)(71,72).
Durante essa fase, a degradacao e substituicdo das proteinas ciclina E pela ciclina A leva a
transi¢do para mitose e, finalmente, na fase G2 o nivel de ciclina B aumenta e no final da fase
M diminui, ativando CDK1 que desencadeia o fim do ciclo(70).

Ao longo desse processo, a presenca de danos ao DNA resulta na ativacéo da Proteina
Relacionada a Rad3 (ATR), uma cinase de sinalizacdo responsavel pela fosforilacéo e ativacdo
do ponto de verificagdo Checkpoint Cinase 1 (CHK1). Sendo assim, a sinalizacdo de ATR e
CHKZ1 busca minimizar o estresse genotdxico atraves da degradacdo da fosfatase CDC25A,
impedindo a transicdo S / G2 prematura através da desfosforilacdo e ativacao da cinase CDK2
(O)(73). O dano ao DNA também promove a atividade da G2 Checkpoint Cinase (WEEL), a
qual é regulada positivamente para promover a parada do ciclo celular no ponto de verificacdo
intra-S ou G2 / M (P)(74,75). Portanto, WEEL1 regula a atividade de ambas as cinases CDK1 e
CDK?2 promovendo o reparo do material genético antes da entrada na mitose, o que permite que
as células evitem a apoptose induzida ou a propagacdo de mutacGes para células-filhas(76).

O ciclo celular pode ser regulado através da ativacdo e supressao de genes pelo fator de
transcricdo KLF4(77). Ap6s o dano ao DNA, KLF4 estimula o inibidor de CDKs denominado
p21 (Q)(78), o qual também atua em multiplas func¢des celulares, incluindo a progresséo G1 /
S, crescimento celular, dano ao material genético e stemness(79). Curiosamente, a capacidade
de p53 para ativar o promotor p21 é dependente de KLF4 e, portanto, as duas proteinas atuam
de maneira associada para regular a expressédo de p21(80).

Na mitocondria, p53 demonstra regular a expressao da familia BCL-2 (R)(81), a qual
tem como membros BAD, BAX, PUMA, NOXA e BID que possuem caracteristicas pro-
apoptoticas, mas também BCL-2, MC-L1 e BCL-XL que ao contrario dos anteriores, possuem
caracteristicas anti-apoptoticas. Sabe-se que o equilibrio entre as proteinas pré e anti-
apoptaticas determina a sensibilidade das células aos estimulos de morte celular(82). Sendo
assim, na presenca desses estimulos juntamente com o aumento de p53, ocorre uma ativacéo de
proteinas pro-apoptéticas (BAD, BAX, PUMA, NOXA ou BID), as quais além de induzir uma

maior suscetibilidade a apoptose, também sdo capazes de ligar-se a proteinas anti-apoptéticos
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(BCL-2, BCL-XL e MCL-1) e inibir sua atividade(83,84). Alguns ativadores diretos de
apoptose como BID e BIM também se ligam e ativam os efetores BAK e BAX(85), que
consequentemente causam MOMP. Sendo assim, MOMP acarreta na liberacdo de citocromo ¢
e outros fatores que formam um complexo proteico (apoptossomo), o qual ativa a cascata de
cisteina proteases especificas do aspartato (caspases) e resulta em apoptose(83,86). Além disso,
MOMP apresenta um papel associado a perda progressiva da fungdo mitocondrial(87), sendo
relacionado aos niveis elevados de ROS, diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial e
danificacdo do DNA(88).

A producdo aumentada de ROS pode representar uma ameaca as células(89). Portanto,
umas das estratégias que as mitocdndrias utilizam para ndo elevar o nivel de estresse oxidativo
¢ o mecanismo de mitofagia(90). A mitofagia é um processo pelo qual as mitocondrias
danificadas sdo removidas seletivamente da célula(90) e caso haja uma falha nesse sistema,
ocasionando o acumulo de mitocondrias danificadas, pode-se ter como consequéncia um
aumento de ROS e inducdo de morte celular(91). Sendo assim, a literatura ja observou proteinas
gue auxiliam nessa questdo, como Proteina 3 de Interagdo BCL2 (BNIP3) / BNIP3L(92) e até
HKs(93).

A HKs sdo moléculas que catalisam a primeira etapa no metabolismo da glicose.
Portanto, catalisam a fosforilacdo da glicose em glicose-6-fosfato (G6P), promovendo e
mantendo um gradiente de concentracdo que facilita a entrada da glicose nas células. Porém,
HKs também apresentam-se relacionadas ao estimulo da autofagia(94), onde ao detectar a
deplecdo de glicose, ligam-se a mTORCL1 inibindo-0 e consequentemente, aumentam o
processo de degradacdo de componentes celulares(93).

Além disso, as mitocondrias contam com a presenca de STAT3, o qual possui um
impacto na inibicdo da abertura do poro causado pela MOMP(95) e liga-se aos complexos da
cadeia respiratoria mantendo a integridade mitocondrial(96). Entretanto, STAT3 é comumente
relacionado a via de sinalizacdo JAK / STAT (S), que representa uma cadeia de interacdes entre
proteinas que apoés ativadas, dimerizam STAT3 para que 0 mesmo seja capaz de translocar-se
para 0 nacleo onde pode modular a expressdo de genes envolvidos em processos como
imunidade, divisdo celular e formagdo tumoral(97). Curiosamente, STAT3 também age na
protecdo intestinal juntamente com a secrecdo de IL-22, influenciando na homeostase das
células epiteliais, cicatrizacdo de feridas da mucosa e a producéo de muco(98-100).

A via de sinalizacdo dependente de B-catenina (T) é desencadeada pela ligagédo da Wnt
a Proteinas Relacionadas ao Receptor de Lipoproteina de Baixa Densidade (LRP)-5/6 e Frizzled
(FZD), o que induz Disheveled (DVL), causando a agregagdo do complexo AXIN, GSK3,
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Caseina Cinase 1 (CK1) e a Supressora de Tumor de Polipose Adenomatosa Coli (APC) ao
receptor(101). Posteriormente, a fosforilacao e inibicdo de GSK3[ asseguram uma elevacao da
concentragdo de B-catenina citosolica, a qual migra para o nucleo e se acumula, interagindo
com o Fator de Celulas T (TCF) / Fator de Ligacdo Potencializador Linféide (LEF) e
coativadores, como a Proteina CLL / Linfoma de Células B 9 (BCL9) (U)(102). Sendo assim,
BCL9 age no aumento da atividade transcricional mediada por B-catenina e consequentemente,
gera uma maior proliferacdo celular, migracéo, invasdo e o potencial metastatico das células
tumorais(103). Além disso, a sinalizacdo Wnt também conta com o gene de Cuticula Nua 1
(NKD1) como um alvo obrigatério durante o desenvolvimento dos vertebrados(104,105), o
qual possui a funcédo de interagir com DVL e atuar como um regulador negativo da via Wnt /
[-catenina(106).

A familia TCF/LEF (TCF1/TCF7, LEF1, TCF3/TCF7L1 e TCF4/TCF7L2), demonstra
regular a expressao de genes especificos como c-myc, fator de transcricdo relacionado ao Fator
de Transcricdo 2 Relacionado a Execucdo (RUNX2) e o Osterix (OSX)(107,108). Dentre eles,
RUNX2 é conhecido como um fator de transcri¢do chave na osteogénese, sendo necessario para
a maturacdo dos condrocitos e diferenciacdo dos osteoblastos durante o desenvolvimento do
esqueleto(109,110). J& TCF7, gene codificador da proteina TCF1, atua como um efetor da
sinalizacdo Wnt/B-catenina(111) e sendo assim, sua sinalizagdo em conjunto é relatada como
uma via importante na regulagdo do desenvolvimento, diferenciagdo e sobrevivéncia de células
T(112). Curiosamente, TCF7 também é um dos genes alvo de Notch a ser regulado
positivamente durante o desenvolvimento inicial de células T(113), atuando durante os estagios
de diferenciacdo como a transicdo de Duplo Negativo (DN) para Duplo Positivo (DP), Selecéo
Positiva e Selecdo Negativa (SP)(114).
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