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Resumo

Os RNAs circulares (circRNAs), uma nova classe de RNAs ndo codificadores
caracterizados por suas estruturas de loop fechado, t€ém atraido cada vez mais atengao por sua
fungdo em varios processos biologicos, incluindo desenvolvimento, homeostase e progressao
de doengas, como o Transtorno Depressivo Maior (TDM). Essas moléculas sdo expressas de
forma ubiqua em organismos eucarioticos e apresentam regulacao especifica em tecidos, tipos
de célula e estagios de desenvolvimento. Suas fungdes sao diversas, variando da captura de
microRNAs a ligacdo a DNA e proteinas, regulando assim diversos processos celulares. O
estresse cronico ¢ um fator de risco conhecido para o desenvolvimento de TDM, afetando
circuitos neurais e processos bioquimicos. A resiliéncia ao estresse, onde individuos nao
desenvolvem o transtorno apesar da exposi¢ao ao estresse, ¢ um fendtipo pouco explorado no
contexto dos circRNAs. De forma similar, faltam estudos sobre o comportamento dessas
moléculas em animais estressados tratados com antidepressivos. Nesse sentido, usamos o
modelo de Estresse Cronico Moderado Imprevisivel (ECMI) em ratos Wistar para investigar
trés variantes circSTAG1 e o transcrito linear STAG1 no hipocampo de animais suscetiveis e
resilientes ao desenvolvimento de comportamento tipo-depressdo, avaliando também o impacto
da cetamina em animais resistentes ao tratamento farmacologico para depressao. Os resultados
preliminares sugerem que a circSTAG]1 ¢ regulada de forma distinta em animais suscetiveis e
resilientes, possivelmente contribuindo para os mecanismos de resiliéncia a depressdo. Além
disso, animais saudaveis tratados com cetamina apresentam niveis de expressao de circSTAG1
similares aos animais submetidos ao estresse, indicando uma possivel relacdo entre essas
moléculas e os efeitos deletérios da cetamina no seu uso como droga de abuso. Ao integrar
revisOes abrangentes com analises experimentais focadas, esta dissertagdo sugere um papel
complexo dos circRNAs na origem e no tratamento do TDM, propondo novos caminhos para a

compreensdo e a utilizagdo dessas moléculas em ambientes clinicos.

Palavras-chave: Biomarcadores; Cetamina; Epigenética; Transtorno Depressivo Maior; RNA

circular



Abstract

Circular RNAs (circRNAs), a new class of non-coding RNAs characterized by their
closed-loop structures, have garnered increasing attention for their roles in various biological
processes, including development, homeostasis, and disease progression, such as Major
Depressive Disorder (MDD). These molecules are ubiquitously expressed in eukaryotic
organisms and exhibit specific regulation in tissues, cell types, and developmental stages. Their
functions are diverse, ranging from microRNA capture to binding to DNA and proteins, thereby
regulating various cellular processes. Chronic stress is a known risk factor for the development
of MDD, affecting neural circuits and biochemical processes. Stress resilience, where
individuals do not develop the disorder despite exposure to stress, is a phenotype that is
underexplored in the context of circRNAs. Similarly, there is a lack of studies on the behavior
of these molecules in stressed animals treated with antidepressants. In this context, we used the
Unpredictable Chronic Mild Stress (UCMS) model in Wistar rats to investigate three
circSTAG1 variants and the linear transcript STAGI1 in the hippocampus of animals susceptible
and resilient to the development of depression-like behavior, also evaluating the impact of
ketamine in animals resistant to pharmacological treatment for depression. Preliminary results
suggest that circSTAG]1 is differentially regulated in susceptible and resilient animals, possibly
contributing to the mechanisms of resilience to depression. Furthermore, healthy animals
treated with ketamine exhibit circSTAGI1 expression levels similar to stressed animals,
indicating a possible relationship between these molecules and the deleterious effects of
ketamine in its use as an abuse drug. By integrating comprehensive reviews with focused
experimental analyses, this dissertation suggests a complex role for circRNAs in the origin and
treatment of MDD, proposing new pathways for understanding and utilizing these molecules in

clinical settings.

Keywords: Biomarkers; Circular RNA; Epigenetics; Ketamine; Major Depressive Disorder
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1. Introducao
1.1. Transtorno Depressivo Maior

Os transtornos psiquiatricos, mentais € comportamentais sao doengas associadas com
perturbacdo bioquimicas e estruturais no Sistema Nervoso Central, bem como em outro
sistemas do corpo, levando a alteragdes em diversas fungdes cognitivas (Lee et al., 2019; Lee;
Feng; Smoller, 2021). Dentre elas, o Transtorno Depressivo Maior (TDM) se destaca como
uma condicao psiquidtrica com alto impacto social e econdmico, recebendo assim grande
atencdo da comunidade cientifica mundial. De acordo com o Manual Diagndstico e Estatistico
de Transtornos Mentais (DSM-5), esse transtorno ¢ caracterizado por humor deprimido por
longos periodos, anedonia, sentimento de culpa ou inutilidade, falta de atencdo, alteracdes no
peso e apetite, alteragdes de sono, pensamentos suicidas, entre outros sintomas (American
Psychiatric Association, 2013). O diagndstico clinico requer a presenca de cinco ou mais
sintomas mencionados durante um periodo de duas semanas, levando a alteragdes na
capacidade do individuo de executar fungdes normalmente. Porém, a depressdo ¢ uma doenga
com alta heterogeneidade, possuindo pelo menos 256 apresentacdes de sintomas que atendem
os critérios para diagndstico (Buch; Liston, 2021).

Segundo o Estudo de Carga Global de Doencas (GBD) de 2019, o TDM ¢ o maior
causador de incapacidade entre os transtornos psiquiatricos, estando classificado como a 13?*
maior causa de carga mundial em 2019 (Vos et al., 2020). Proje¢des da prevaléncia de TDM na
populagdo global estimavam que 246 milhdes de pessoas foram afetadas por esse transtorno em
2020, ap6s ajustes pela pandemia do Coronavirus, resultando em um total de 49.4 milhdes de
anos de vida ajustados por incapacidade (Disability-Adjusted Life Years, DALYs), que
representam a pedra de anos de vida saudavel devido a incapacidades (Santomauro et al., 2021).
Segundo a Pesquisa Nacional de Satide do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
de 2019, aproximadamente 10,2% dos brasileiros com mais de 18 anos relataram ter sido
diagnosticadas com depressao, totalizando 16.3 milhdes de pessoas (IBGE - Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica, 2020).

Como descrito anteriormente, o TDM se caracteriza por causar prejuizos nas
execucdes de fungdes cotidianas, porém em casos mais graves esta associada com altas taxas
de comportamento suicida e mortalidade. Dados indicam que a depressdo ¢ o transtorno
psiquidtrico mais comum entre aqueles que cometem suicidio, com riscos especificos
associados a episodios graves, desesperanga, tentativa anteriores de suicidio, e abuso de 4lcool

e outras drogas (Hawton et al., 2013). Um estudo de meta-analise que examinou a prevaléncia

10



de tentativa de suicidio em pacientes acometidos pelo TDM encontrou que a prevaléncia ao
longo da vida foi de 31%, a prevaléncia em um periodo de 1 ano foi de 8% e a prevaléncia em
um periodo de 1 més foi de 24% (Dong et al., 2019). Outra revisdo sistematica demonstrou que
individuos com TDM tém probabilidade significativamente mais altas para diversos parametros
de comportamento suicida, incluindo ideacao, planejamento e tentativa suicida, em comparagao
com individuos ndo depressivos (Cai et al., 2021). De acordo com dados da Organizacao
Mundial da Saude (OMS), processados e disponibilizados pelo portal Our World in Data, cerca
de 703.220 pessoas faleceram por suicidio em todo o mundo, incluindo 14.540 casos no Brasil,
sendo uma das principais causas de morte em jovens de 15 a 29 anos em todo o mundo (Dattani
et al., 2023). Dessa forma, a ligagdo entre suicidio e depressdo enfatizam a importancia
estratégica no estudo do TDM, como o desenvolvimento de medidas preventivas e tratamentos
para o transtorno.

Um dos principais métodos de tratamento para TDM ¢ o uso de farmacos denominados
antidepressivos. Embora os tratamentos atuais sejam bastante promissores, apresentando
eficacia média variando entre 42% e 53% na reducdo de pelo menos 50% dos escores utilizados
(Taliaz et al., 2021), existem consideraveis desafios no seu uso. Antidepressivos apresentam
um longo periodo de adaptacdo para que as primeiras melhoras no quadro sejam observadas,
podendo levar varias semanas até ser atingido o nivel maximo de beneficio clinico (Levinstein;
Samuels, 2014). Além disso, estudos indicam que de 10% a 20% dos pacientes com o transtorno
mantem mantém sintomatologia apesar de tratamento sequencial por 2 anos ou mais
(Voineskos; Daskalakis; Blumberger, 2020).(Taliaz et al., 2021) Portanto, apesar dos avancos
e da eficacia significativa dos tratamentos antidepressivos, a necessidade de abordagens
adicionais permanece critica para atender todos os pacientes de maneira eficaz. Nesse sentido,
a cetamina tem sido estudada como um antidepressivo de agdo rapida, mostrando efeito horas
apos tratamento, e efetiva em casos de depressao resistente a tratamento (Berman ef al., 2000;
Choi et al., 2015). As taxas de remissdo e resposta da cetamina intravenosa no tratamento da
depressao resistente ao tratamento variam de acordo com o desenho do estudo e a dosagem.
Estudos de dose inica mostram taxas de remissdo em torno de 34% e taxas de resposta de cerca
de 48% (Salloum et al., 2020). Estudos com doses multiplas e anélises do mundo real mostram
taxas de remissao que variam de 13% a 50,5% e taxas de resposta de 27% a 68% (Mclnnes et
al., 2022; Mclntyre et al., 2020; Zheng et al., 2018, 2019). Assim, o estudo dos mecanismos
moleculares associados com a resposta a tratamentos se mantém de grande interesse social e

econdmico.
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A literatura robusta sobre depressdo revela que seu desenvolvimento estd vinculado a
uma combinacdo de fatores genéticos, clinicos e ambientais, correlacionando-se também com
aspectos estruturais, imunologicos, enddcrinos, metabolicos e eletrofisiologicos (Flint, 2023;
He et al., 2023; Marazziti et al., 2023; Min et al., 2023; Park et al., 2019; Réus et al., 2018;
Vahid-Ansari; Albert, 2021). Atualmente, uma das principais hipoteses para o desenvolvimento
do TDM ¢ a disfungdo do eixo hipotdlamo-pituitario-adrenal (HPA), que desempenha um papel
crucial na regulagdo da resposta ao estresse (Cui et al., 2024). O estresse cronico pode levar a
ativagdo persistente do eixo HPA, resultando em niveis elevados de cortisol, 0 horménio do
estresse, que pode causar alteragdes na neuroplasticidade e na fungdo sinaptica. Este aumento
cronico de cortisol estd associado a disfun¢@o imunoldgica e inflamatoria, contribuindo para o
desenvolvimento e a manutencao dos sintomas depressivos. Dentre esses fatores, o estresse
emerge como um ponto central, influenciando significativamente a patogénese da depressao
devido ao seu impacto sobre o sistema neuroenddcrino e a resposta imunolédgica (Belleau;
Treadway; Pizzagalli, 2019; Park et al., 2019).

Dentre os diversos aspectos intrigantes associados ao TDM, esta o fato de que alguns
individuos ndo desenvolvem o transtorno apos exposi¢do a tais fatores, sendo este fenotipo
conhecido como resiliéncia (Réus ef al., 2018). A resiliéncia ¢ definida como a manutencdo
adaptativa da fisiologia, desenvolvimento e comportamento normal perante exposicao a
estresse e adversidade (Navrady ef al., 2018; Handbook of adult resilience, 2010). Esse fendtipo
¢ provavelmente resultado da resposta bem-sucedida do corpo ao se adaptar ao estresse,
permitindo assim a manutencdo da homeostase através de processos bioldgicos coletivamente
denominados alostase (Berton; Hahn; Thase, 2012; Réus et al., 2018). Esse processo envolve o
recrutamento de mediadores inflamatorios, metabdlicos e neuromoduladores que interagem
entre si para promover a adaptagdo e a manutengdo do comportamento saudavel (Pearson-Leary
etal.,2017; Zapater-Fajari ef al., 2021). Assim, pode-se inferir que uma das etiologias do TDM
¢ o resultado de multiplas interagdes entre o efeito de estressores fisicos e ambientais e fatores

individuais de vulnerabilidade.

1.2. Estresse Cronico Moderado Imprevisivel
Com o proposito de investigar os mecanismos bioldgicos ligados ao TDM, empregam-
se modelos animais que replicam os efeitos do estresse observado em seres humanos como
Estresse Cronico Imprevisivel, Estresse Cronico Moderado Imprevisivel (ECMI), Separacao

Materna, Desesperanca Aprendida, Derrota Social, Estresse de Restricdo Cronica, modelo de
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exposicdo a glicocorticoides/corticosterona (Wang et al., 2017). Esses modelos permitem o
estudo da base bioldgica da susceptibilidade ao estresse no desenvolvimento do TDM, bem
como os mecanismos de a¢do associados com os tratamentos farmacologicos.

O ECMI ¢ um modelo experimental, amplamente utilizado em roedores, desenvolvido
para mimetizar o estresse cotidiano enfrentado pelos seres humanos. Os estressores utilizados
neste modelo, embora muitas vezes sejam de menor magnitude individualmente, ganham
relevancia devido a sua imprevisibilidade e variagdo continua, configurando-se como eventos
inesperados. Ao submeter os animais a diversos estressores imprevisiveis ao longo do tempo,
o ECMI procura replicar a heterogeneidade e a sensagao de falta de controle que caracterizam
o estresse cronico em humanos, possibilitando a investigacdo de como esses fatores podem
acarretar ou colaborar para o desenvolvimento de transtornos de humor como a depressao.

O ECMI consiste em expor repetidamente os animais a estressores moderados,
variados e imprevisiveis, expondo-os a uma série de “microestimuladores”, o que torna o
modelo de estresse cronico mais ético, sem aplicar estressores dolorosos ao animal, como usado
por Katz e aperfeicoado por Willner (Katz, 1982; Willner, 2005). Diversos estudos publicados
indicam que o ECMI ¢ capaz de mimetizar em roedores muitos dos parametros observados em
pacientes acometidos pela depressao (Alqurashi et al., 2022; Belleau; Treadway; Pizzagalli,
2019; Czéh et al., 2016; Du Preez et al., 2021; Hill et al., 2012; Nollet, 2021). Os efeitos desse
modelo sdo frequentemente monitorados pela medida da redugdo de preferéncia ou consumo
de sacarose, assumido como uma deficiéncia no processamento de recompensa, que € a base do
diagnostico de anedonia, um sintoma central da depressdo maior (American Psychiatric
Association, 2013; Hill ef al., 2012). Esse modelo ¢ também capaz de mimetizar o fenotipo de
resiliéncia, sendo obtidos animais que nao apresentam comportamento depressivo ou ansioso
apos a ECMI (Liao et al., 2021; Zurawek et al., 2019).

Compreender os efeitos do ECMI e sua correlagdo com o TDM em modelos animais
¢ fundamental para o avango de novas abordagens terapéuticas e estratégias de tratamento. Este
modelo ¢ vital na pesquisa translacional, pois facilita a transicdo das descobertas pré-clinicas
para aplicagdes clinicas e aprimora nosso entendimento dos mecanismos bioldgicos que
fundamentam o TDM. A utilizagdo do ECMI permite uma exploracdo mais profunda de como
o estresse cronico afeta os processos fisiologicos e psicologicos, contribuindo

significativamente para o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes e direcionados.
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1.3. RNAs circulares

Estudos tém demonstrado que mecanismos epigenéticos como regulagdo de RNAs ndo
codificantes (ncRNAs), metilagdo de DNA, modificagdo de histonas e remodelacao da
cromatina estdo associados com o desenvolvimento da depressao, bem como no efeito
terapéutico da cetamina e outros antidepressivos cldssico, como fluoxetina, escitalopram e
desvenlafaxina (Choi ef al., 2015; Engelmann et al., 2022; Fila et al., 2022; Fiori et al., 2017
Park et al., 2019; Penner-Goeke; Binder, 2019; Xu et al., 2019). Dentro os diversos ncRNAs
produzidos por eucariotos, os RNAs circulares (circRNAs) vém atraido grande interesse da
comunidade cientifica, uma vez que um crescente corpo de evidencias demonstra que estdo
associados com o desenvolvimento de diversas patologias, incluindo cancer, depressao,
esquizofrenia, bipolaridade, diabetes mellitus e doengas cardiovasculares (An et al., 2019; Gan
etal., 2021; Holdt et al., 2016; Li et al., 2020; Meng et al., 2017).

Os circRNAs compdem um novo e grande grupo de ncRNA produzidos por vias nao
candnicas. Essas moléculas sdo caracterizadas por serem RNAs de fita simples com estrutura
de loop fechado deficientes de cap 5° e cauda poli(a), formadas a partir da ligagdo covalente
das terminacdes 5’ e 3° de RNAs mensageiros prematuros em um processo denominado
backsplicing (Kristensen et al., 2019; Li; Yang; Chen, 2018). Assim como RNAs mensageiros,
um Unico gene pode gerar multiplas isoformas de circRNAs, cada um composto por diversas
combinagdes de exons, introns ou fragmentos de ambos, através de processamento co- € pos-
transcricional (Liu et al., 2020; Rahimi ef al., 2021; Zhang et al., 2020).

Essas moléculas tém sido observadas em células eucaridticas ha décadas, porém foram
consideradas artefatos de processamento erroneo de RNA mensageiro (mRNA), sem
significancia biologica determinada (Cocquerelle et al., 1993; Hsu; Coca-Prados, 1979; Nigro
et al., 1991). Porém, através de sequenciamento de RNA em grande escala (RNA-seq) e
ferramentas de bioinformatica especificas para deteccao de circRNAs, ndo somente milhares
dessas moléculas ja foram identificadas e anotadas em protistas, fungos, insetos, peixes,
vermes, plantas ¢ mamiferos, bem como foi comprovada que a expressdo dessas moléculas ¢
altamente regulada, apresentando padrdes expressdo especificos para tipo celular, tecido e fase
do desenvolvimento (Ivanov et al., 2015; Kristensen et al., 2019; Wang et al., 2014). Essas
moléculas também sdo naturalmente abundantes e estdveis em exossomos, nanoparticulas de
bicamada fosfolipidica, através dos quais podem atuar em células proximas e distantes do local

onde foram expressas, além de permitir a sua deteccdo em diversos fluidos corporais, como
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sangue, saliva e leite materno, servindo assim como potenciais biomarcadores (Fanale et al.,
2018; Geng et al., 2020).

Diversos mecanismos de agcdo de circRNAs ja foram identificados em animais, como
por exemplo: esponja de microRNAs (miRNAs); regulacao da expressao gé€nica; esponja de
proteinas; modulacdo da funcdo de proteinas; recrutamento de proteinas para localizagdes
celulares especificas; tradu¢ao de proteinas (Kristensen et al., 2019; Li; Yang; Chen, 2018).
Estudos demonstram que os circRNAs estdo associados com o funcionamento neuronal,
resposta imune inata, proliferacdo celular e pluripoténcia (Gan et al., 2021; Li; Yang; Chen,
2018). Ha evidencias de que sao induzidas durante a neurogénese e sdo significativamente mais
enriquecidas do que suas formas lineares durante a sinaptogénese (Dong et al., 2023; Ji et al.,
2019; Seeler et al., 2023). Além disso, circRNAs apresentam grande acimulo no cérebro de
mamiferos, linhagens celulares neurais e tecidos neural de moscas, bem como atuam na
regulacdo de fungdes astrocitdrias e microgliais, sugerindo que essa classe possui papeis
importantes na saude cerebral e no desenvolvimento de doengas neurolodgicas, incluindo
doencas neuropsiquiatricas (Dong ef al., 2023; Mehta; Dempsey; Vemuganti, 2020; Seeler ef
al.,2023; Wu et al., 2023)..

Possivelmente devido ao fato dessa ser uma area que surgiu recentemente e ainda esta
sendo estabelecida, até o presente momento, existem poucos estudos disponiveis na literatura
que associem circRNAs com o desenvolvimento e modulacdo da severidade de sintomas
depressivos, e ndo foram encontrados estudos que associem essas moléculas com o fenotipo de
resiliéncia. Estudos demonstram, que assim como outros ncRNAs, os niveis de expressdo de
circRNAs sdo alterados pela indugdo de comportamentos depressivos em modelos animais, de
forma independente do mRNA linear do mesmo gene, demonstrando que essas moléculas sao
alteradas pela interacao do individuo com o ambiente (Huang et al., 2020; Li et al., 2022; Zhang
et al., 2019). Existem evidéncias de que circRNAs especificos, com ao menos um mecanismo
de acdo descrito, possam estar associados com o desenvolvimento de TMD, como por exemplo
o circSTAGI. Segundo Huang e colaboradores (2020), o circSTAG1 € um circRNA altamente
expresso no cérebro, derivado dos éxons 2, 3, 4 e 5 do gene Stromal Antigen 1 (STAGI),
associado com a manutencdo da funcdo astrocitaria e redu¢do do comportamento tipo-
depressivo (Huang et al., 2020). Esse circRNA apresentou expressao reduzida no hipocampo,
plasma e sangue total de camundongos com comportamento tipo-depressivo, além de
apresentarem menores niveis em pacientes humanos depressivos, quando comparado com

controles saudaveis (Huang et al., 2020). A inducdo a super-expressdo dessa molécula no
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hipocampo de camundongos levou a recuperagdo da fun¢do astrocitaria na regido e reducao do
comportamento tipo-depressivo, através da inibicdo da translocacdo da RNA demetilase
Alkylation B Homolog 5 (ALKBHS) do citoplasma para o nucleo. Essa interagdao inibe a
atividade demetilase da ALKBHS5 sobre o mRNA do gene Fatty Acid Amide Hydrolase
(FAAH), aumentando sua degradagdo e diminuindo os niveis do produto proteico (Huang et
al.,2020). A FAAH regula a sinalizagdo endocanabindide, que ¢ conhecida por modular humor
e respostas a estresse (Rafiei; Kolla, 2021).

Porém, o estudo da expressao de circRNAs em associagdo com o TMD em modelos
de ratos ¢ escasso. Nao somente diferentes isoformas de circRNAs derivados de um mesmo
gene podem apresentar regulacao diferencial, como também demonstrar padrdes de expressao
espécie-especificos, como por exemplo, devido a diferengas em sequéncias flanqueadoras
(Dong et al.,2017). Camundongos e ratos sao modelos muito utilizados para estudar transtornos
associados ao estresse, sendo amplamente utilizados na pesquisa neuropsiquiatrica pré-clinica
(Czéh et al., 2016). Apesar do seu uso comum, diferencas genéticas entre espécies podem levar
a diferencas funcionais e regulatorias de circRNAs (Czéh et al., 2016). Essas diferencas
genéticas poderiam entdo demonstrar respostas moleculares distintas ao estresse, sugerindo a
importancia de estudos entre espécies para elucidar o papel de ncRNAs no estresse € na resposta
a medicamentos.

Neste contexto, levando em consideracdo a necessidade de aprofundar os
conhecimentos sobre o TDM com relacdo ao papel de circRNAs no desenvolvimento de
fenotipos de resiliéncia e vulnerabilidade, bem como a determinacdo dos mesmos como
possiveis biomarcadores para diagndstico e tratamento desse transtorno, torna-se fundamental
o entendimento da funcao e regulagdo dessas moléculas. Dessa forma, realizamos uma revisao
de literatura buscando compilar dados recentes relativos aos fatores regulatorios da biogénese
e degradagdo de circRNAs, suas diversas fun¢des descritas e os principais circRNAs associados
com a resposta a estresse e desenvolvimento de TDM.

Além disso, utilizamos o modelo animal de comportamento tipo depressivo induzido
pelo ECMI em ratos, investigamos a expressao de diferentes isoformas do circSTAGI em
exposicdo a ECMI e ao tratamento cronico com cetamina. Assim, investigamos ndo somente a
diferenca da expressao dessas isoformas, como também a diferenga regulatoria entre espécies,

uma vez que o circSTAGI havia sido estudado exclusivamente em camundongos.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral
Correlacionar os niveis da expressao do RNA circular circSTAG1 em associacdo com
o desenvolvimento de comportamento tipo-depressivo e resposta ao tratamento cronico com

cetamina em ratos Wistar submetidos ao modelo do ECMI.

2.2. Objetivos especificos
e Investigar em ratos Wistar o efeito do ECMI nos parametros comportamentais
relacionados com o comportamento tipo-depressivo;
e Investigar nos diferentes grupos experimentais (controle, depressivo e
resilientes) de ratos Wistar o efeito do ECMI na expressao de circSTAGI no
hipocampo desses animais;

e Investigar os parametros supracitados em animais tratados com cetamina
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3. Capitulo 1

Revisao bibliografica sobre circRNAs e o TDM

REVIEW ARTICLE

CIRCULAR RNA: THEIR BIOGENSIS, FUNCTION AND
ROLE IN MAJOR DEPRESSIVE DISORDER

Luiz Filipe Bastos Mendes®", Daniel Pens Gelain®, José Clatidio Fonseca Moreira®

 Center of Oxidative Stress Studies, Department of Biochemistry, Institute of Basic Health
Sciences - Federal University of Rio Grande do Sul - UFRGS, Porto Alegre, Brazil

® Graduate Program in Molecular and Cellular Biology, Biosciences Institute, Federal

University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil

¢ Department of Biochemistry, Institute of Basic Health Sciences - Federal University of Rio

Grande do Sul - UFRGS, Porto Alegre, Brazil

*Corresponding author at: Center of Oxidative Stress Studies, Department of Biochemistry,
Institute of Basic Health Sciences - Federal University of Rio Grande do Sul - UFRGS, Porto
Alegre, Brazil

E-mail address: luizfbmendes@gmail.com

Abstract

Circular RNAs (circRNAs) represent a novel class of non-coding RNA that, in recent years,
has been increasingly associated with development, homeostasis, and progression of various
disorders, including Major Depressive Disorder (MDD). These molecules are expressed across
all eukaryotic organisms studied, demonstrating specific regulation and functions tied to tissue,
cell type, developmental stage, and responses to both internal and external stimuli. Due to their
closed structure, circRNAs are highly stable, accumulating at higher rates than their linear
counterparts and requiring specialized mechanisms for turnover. While there is no universal
function performed by all circRNAs, various roles have been identified, including sponging
microRNAs, directly interacting with proteins to alter their localization and activity, binding to
genomic DNA, and influencing transcription factors to affect gene expression. Recent studies
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have demonstrated the strong correlation between specific circRNAs and MDD, evidenced not
only by their differential expression in both brain tissues and blood samples, but also description
of their action mechanisms in this disorder. Consequently, circRNAs hold significant promise
as peripheral biomarkers for diagnosing and new therapeutic targets. This review will explore
the cis- and trans-regulatory mechanisms associated with circRNA expression, their
documented functions, known degradation pathways, and specific circRNAs implicated in the
development of MDD.

Keywords: circular RNA; Epigenetics; Major Depressive Disorder; Biomarkers
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4. Capitulo II

Artigo cientifico

RESEARCH ARTICLE

Effect of Chronic Unpredictable Moderate
Stress (CUMS) and Ketamine Treatment on
circSTAG1 Expression in Rat Hippocampus

Luiz Filipe Bastos Mendes®”, Lucas dos Santos da Silva®®, Fernanda dos Santos Petry®, Luiza
Marques Prates Behrens®®, Danielle de Oliveira Martins?, Nicole Thais Frohlich?, Luana dos

Reis Possa?, Daniel Pens Gelain®, José Claudio Fonseca Moreira*

 Center of Oxidative Stress Studies, Department of Biochemistry, Institute of Basic Health
Sciences - Federal University of Rio Grande do Sul - UFRGS, Porto Alegre, Brazil

® Graduate Program in Molecular and Cellular Biology, Biosciences Institute, Federal
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*Corresponding author at: Center of Oxidative Stress Studies, Department of Biochemistry,
Institute of Basic Health Sciences - Federal University of Rio Grande do Sul - UFRGS, Porto
Alegre, Brazil

E-mail address: luiztbmendes@gmail.com (L. Mendes)

Abstract

Major Depressive Disorder (MDD) stands out as a global psychiatric condition with profound
social and economic repercussions, garnering substantial attention within the scientific
community. Emerging research hints at the pivotal involvement of circular RNAs (circRNAs)
in the pathogenesis of depression and the intriguing resilience phenomenon, where individuals
remain impervious to depressive symptoms despite exposure to stressors. CircRNAs has also
been shown to be associated with the response rate to ketamine, a novel quick acting

20



antidepressive. We used the Chronic Unpredictable Mild Stress (CUMS) model in Wistar rats
to study three circSTAG variants and the STAG] linear transcript in hippocampus of animals
with depressive-like behavior and resilience phenotype, also assessing ketamine's impact on
treatment-resistant cases. We found that circSTAGI1 isoforms and STAG1 mRNA present
slightly different correlation to sucrose consumption and differential expression regulation,
especially in untreated susceptible animals. It suggests that those isoforms have different
regulation mechanisms. Thus, circSTAGI is altered in susceptible untreated animals but not
resilient ones, suggesting its role in depressive-like behavior development. Additionally,
circSTAG1 isoforms are modulated by ketamine, displaying differential modulation in
susceptible treatment-resistant animals and healthy controls.

Keywords: circular RNA; Epigenetics; Major Depressive Disorder; Biomarkers; Ketamine
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5. Discussiao

Esta dissertagdo se concentrou principalmente na exploragdo do papel do circRNA
circSTAG1 no desenvolvimento do TDM. Incluimos um artigo de revisao de literatura que
busca descrever os mecanismos regulatorios da expressdo de circRNAs, os mecanismos
associados com a degradagdo dessas moléculas, as diversas fungdes moleculares especificas
descritas para essa classe e os circRNAs especificos associados com o desenvolvimento de
TDM, enfatizando o seu papel regulatério na doencga. Foi produzido também um artigo
experimental que examina o impacto do ECMI e tratamento cronico com cetamina na expressao
de diferentes isoformas do circSTAG1 no hipocampo de ratos Wistar adultos.

Os mecanismos regulatdrios por tras da biogénese de circRNAs ainda estdo sendo
elucidados. O consenso na literatura demonstra que os principais fatores associados com esse
processo sdo a presenca de motivos regulatorios em sequéncias flanqueadores e a interagdo com
proteinas que interagem com RNA, podendo afetar positivamente ou negativamente a eficiéncia
de processamento. Além disso, a velocidade de transcri¢do, alteracdes na maquinaria de
processamento, e presen¢a de modificagdes de DNA e RNA também sdo capazes de alterar o
perfil de expressdo de circRNAs tanto em homeostase quanto em disturbios. Todos esses
aspectos regulatérios podem sofrer alteragdes de forma espécie- e célula-especifica, assim o
estudo da diferenca de padrdes de expressao dessa molécula em diferentes contextos, pode
ajudar elucidar o seu papel no desenvolvimento de disturbios.

O TDM ¢ um transtorno complexo associado com a interagdo de fatores externos,
como o estresse, e fatores internos, como mecanismos bioldgicos de resposta a esses estressores.
De forma similar, a resposta a tratamentos farmacologicas também esté sujeita a modulagdo de
fatores internos, dificultando o desenvolvimento de tratamentos com baixas taxas de resisténcia
e remissdo. Nossos resultados demonstram pela primeira vez a relagdo complexa entre a
cetamina, expressdo ao estresse e regulagdo do transcrito linear e isoformas circulares do
STAG]1 no modelo de ECMI em ratos.

Observamos nesse estudo que a superexpressao das isoformas de circSTAGI em
animais controles saudaveis aparentam estar diretamente correlacionada com a expressao
aumenta de STAGI nesses animais, enquanto aparentam possuir regulacdo independente do
transcrito linear nos animais suscetiveis. Infelizmente, nossos dados nao permitem determinar
se a alteragdo nos niveis de circSTAGI estao associadas com aumento da expressao ou reducao
da degradacdo, aspectos particularmente relevantes para circRNAs, devido a sua alta

estabilidade.
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O STAGI1 ¢ um componente central do complexo coesina, que ndo somente esta
associado com o controle da segregacdo cromossomal, como também apresenta funcdo na
regulagao da expressao génica e reparo ao dano no DNA (Nasmyth; Haering, 2009; Saitta et
al., 2022). Nos acreditamos que a cetamina cause um efeito diferencial em relagdo a exposicao
com estresse. Em animais ndo estressados, a cetamina parece estimular a transcri¢do génica do
STAGI1, aumentando a expressdo das suas formas lineares e circulares, o que pode estar
associado com o efeito de dano ao DNA ja demonstrado desse farmaco (Leffa et al., 2016;
Wojtas et al., 2022). A normoexpressdo do STAGI nos animais suscetiveis tratados e nao
tratados pode demonstrar uma alteracdo da capacidade de animais estressados a responder ao
dano no DNA. Trabalhos anteriores do nosso laboratério demonstraram que animais suscetiveis
ao ECMI apresentam reducdo na velocidade de reparo de DNA (Santos ef al., 2024). Um
aumento na taxa de circularizagdo do STAG], desviando a formagao de transcritos lineares,
pode causar a estagnacdo dos niveis da proteina STAG], resultando em uma resposta a dano
menos eficiente.

Um importante aspecto deste trabalho foi demonstrar a diferenga regulatéria entre
individuos saudaveis e individuos suscetiveis. A capacidade da cetamina de causar alteracdes
em individuos sauddveis, aproximando-os do nivel de expressdo de individuos suscetiveis
demonstra um carater dual do tratamento farmacoldgicos que deve ser enfatizado. Nossos
resultados demonstram que o papel regulatorio da cetamina ¢ contexto dependente e pode
causar danos a individuos que ndo apresentam altera¢des induzidas por estresse. Isso se torna
particularmente importante uma vez que a cetamina ¢ uma droga com alto potencial de abuso e
seu uso cronico ja foi associado com danos ao organismo (Liu ef al., 2016; Pappachan et al.,
2014).

Como citado anteriormente, o estudo realizado por Huang e colaboradores (2020)
observou uma reducdo na expressdo de uma isoforma de circSTAG1 em camundongos que
passaram pelo protocolo de estresse (Huang ef al., 2020), diferentemente do que observamos
em ratos. Essa discrepancia na direcao da regulagdo pode estar associada a alguns fatores,
incluindo o tempo e diferencgas genéticas entre as espécies. Os dois estudos diferem no tempo
de exposi¢do ao estresse cronico, uma vez que utilizamos 6 semanas de estresse seguidas de 4
semanas de estresse de manutencdo correspondente ao tratamento com cetamina, enquanto o
estudo supracitado utilizou um protocolo de 4 semanas de estresse. Isso pode indicar uma
possivel caracteristica tempo-dependente da regulagdo do circSTAG1 em relagdo ao estresse.

Além disso, embora os circRNAs sejam conservados entre espécies, sua regulacao ¢ fortemente
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influenciada pelas sequéncias flanqueadoras da sequéncia interna do circRNA maduro, bem
como pela interacdo de proteinas que se ligam a essa molécula durante seu processamento (Ji
et al., 2019). Dessa forma, ¢ possivel que exista uma diferenga na regulagao das isoformas do
circSTAG]1 entre espécies, devido a alteragdes nas sequéncias do gene e a interagdo com

proteinas que regulam o seu processamento.

6. Conclusio

Nesta dissertacdo, foi conduzido um estudo em modelo experimental de depressao
utilizando um protocolo indutor altamente translacional conhecido como ECMI, associado com
o tratamento cronico com cetamina. Este modelo é capaz de mimetizar estressores ambientais
semelhantes aos enfrentados pelos seres humanos no dia a dia, caracterizados pela cronicidade,
imprevisibilidade e repeticdo. Assim, avaliamos a expressao do principal transcrito linear e 3
transcritos circulares do STAG1 nesse modelo.

Nossos resultados sugerem uma regulacdo diferencial do circSTAGI em resposta a
cetamina, com um padrao distinto observado entre animais de controle e expostos ao estresse,
apontando para uma possivel fun¢do na resiliéncia ao estresse e na patologia do Transtorno
Depressivo Maior (TDM). Apesar das limitagdes, essas percep¢des abrem caminhos para novos
alvos terapé€uticos e enfatizam a necessidade de biomarcadores para adaptar o tratamento com
cetamina, garantindo a eficacia e minimizando os efeitos adversos. Pesquisas futuras devem
explorar ainda mais os papéis funcionais do circSTAGI e sua interacdo com a cetamina,
aprimorando nossa compreensdo e o tratamento do TDM. A discrepancia entre 0s nossos
resultados e os resultados presentes na literatura podem indicar uma distingdo temporal e
regulacdo espécie-especifica da expressdo de isoformas do circSTAGI em relagdo ao
desenvolvimento do comportamento tipo-depressivo. Dessa forma, esse trabalho pode reforgar
a necessidade de estudo da regulacdo da expressdo RNAs circulares, com o intuito de melhor
entender seu comportamento em contextos de homeostase e patologia.

Este estudo alcangou seu objetivo geral de investigar a regulacao da expressao de um
circRNA, o circSTAG1 e suas isoformas, em associacdo com o desenvolvimento de
comportamento tipo-depressivo e resposta ao tratamento cronico com cetamina em ratos Wistar
submetidos ao modelo do Estresse Cronico Moderado Imprevisivel (ECMI), assim como seus
objetivos especificos relevantes a investigacdo dos parametros comportamentais € expressao

dos transcritos do STAG1 no hipocampo desses animais. Podemos observar a expressao
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diferencial das 3 isoformas do circSTAGI nos animais controle e suscetiveis tratados com
cetamina, bem como dos animais resilientes nao tratados.

Em suma, os resultados obtidos cumpriram os objetivos propostos, contribuindo para
uma compreensdo mais abrangente da interagao entre o ECMI e o tratamento cronico com

cetamina, nos parametros comportamentais e na expressao dos transcritos circulares do STAGI.
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