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APRESENTACAO

Essa tese tem como propdsito estudar a psicopatologia de transtornos psiquiatricos sob
diferentes perspectivas complementares: 1) Sintomas: estudar em detalhe os sintomas
frequentes e comuns a mais de um diagndstico, como a ruminacéo, buscando um refinamento
diagnostico, assim como os fatores clinicos e neurobioldgicos associados; 2) Assinaturas
bioldgicas: examinar a possibilidade de marcadores periféricos serem especificos de um
diagnostico e capazes de diferenciar de controles, como na depressdo; 3) Bases moleculares
comuns: o estudo transdiagndéstico utilizando biologia de sistemas (abordagem transcriptdmica)
em nivel de sistema nervoso central, complementado pelo estudo da expressdo génica periférica
nos mesmos diagndsticos. Para tal, a presente tese de doutorado esta organizada em trés partes,

conforme a seguir:

Parte I: Resumo, Resumo em inglés (abstract), Lista de ilustracOes, Lista de tabelas,

Lista de abreviaturas e siglas, Introducdo e Objetivos;

Parte I1: Resultados, 0s quais se encontram divididos em capitulos e sdo apresentados
na forma de quatro artigos cientificos: O primeiro, intitulado “Decoding rumination: A machine
learning approach to a transdiagnostic sample of outpatients with anxiety, mood and psychotic
disorders”, avaliou variaveis clinicas, sociodemogréficas, e bioldgicas (marcadores séricos)
que pudessem predizer niveis maiores de ruminacdo mal adaptativa em uma amostra
transdiagndstica de pacientes psiquiatricos; o segundo, intitulado “Differential biomarker
signatures in unipolar and bipolar depression: a machine learning approach”, avaliou o
desempenho de biomarcadores inflamatorios, de estresse oxidativo e do fator neurotréfico
derivado do encéfalo (BDNF) para diferenciar pacientes com depressdo bipolar de pacientes
com depressdo unipolar e de controles saudaveis; no terceiro artigo, intitulado “Gene

Regulatory Network of Dorsolateral Prefrontal Cortex: A Master Regulator Analysis of Major



Psychiatric Disorders ”, exploramos o Transtorno Bipolar (TB), Transtorno Depressivo Maior
(TDM) e a Esquizofrenia (SZ) a partir de uma abordagem transcriptdmica em nivel central
utilizando biologia de sistemas; por fim, no quarto e dltimo capitulo, intitulado “Early growth
response 1 (EGR1) is downregulated in peripheral blood from patients with major psychiatric
disorders” investigamos a expressao de genes de interesse em nivel periférico no TB, TDM e
SZ.

Parte 111: Discussdo, Conclusdo, Referéncias citadas na Parte | e na Parte 111, e Anexos.

A secdo de Anexos compreende: a) Parecer consubstanciado do Comité de Etica em
Pesquisa (Anexo A); b) artigos cientificos publicados em autoria ou coautoria durante o periodo

do doutorado, os quais ndo estdo diretamente associados ao tema da tese (Anexo B).

Os trabalhos que compdem esta tese foram desenvolvidos entre os anos de 2017 e 2022
no Laboratdrio de Psiquiatria Molecular, localizado no Centro de Pesquisas Experimentais do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), sob orientacdo da Profé. Dré. Marcia Kauer
Sant’Anna. Este estudo foi apoiado pelos fundos brasileiros MCT/CNPq INCT-TM

(465458/2014-9) e FIPE-HCPA.
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RESUMO

Dados mostram que existe certa sobreposicao de caracteristicas clinicas e de resposta ao tratamento
nos transtornos psiquiatricos, como Transtorno Bipolar (TB), Transtorno Depressivo Maior (TDM)
e Esquizofrenia (SZ), sugerindo a existéncia de certos mecanismos fisiopatologicos similares. Os
estudos contidos nesta tese tiveram como objetivo investigar biomarcadores periféricos em
transtornos mentais, bem como caracteristicas clinicas comuns entre eles, além de explorar, como
foco principal, a regulacéo transcricional no TB, TDM e SZ. Neste sentido, no primeiro capitulo
estudamos a utilizacdo de biomarcadores séricos, além de variaveis clinicas e sociodemogréficas,
na predigdo de niveis de ruminacdo mal adaptativa em uma amostra transdiagnéstica através de
andlises de machine learning. Observamos que somente algumas variaveis clinicas e demogréaficas
apresentaram associacao significativa com os niveis de ruminagéo, ndo sendo encontrada relagéo
com os biomarcadores séricos estudados. No segundo capitulo, utilizando algoritmos de machine
learning, a proposta foi verificar a utilidade de marcadores inflamatérios, de estresse oxidativo e do
BDNF para discriminar entre pacientes com depressao unipolar, depressdo bipolar e controles, e
constatamos que IL-4, TBARS e IL-10 representam as variaveis mais relevantes na distingdo entre
depressdo bipolar e depresséo unipolar; IL-6, IL-4, TBARS, carbonil e IL17-A tiveram destaque
para distinguir depresséo bipolar e controles; e IL-6, carbonil, BDNF, IL-10, IL17-A, IL-4 e TNF-
a demonstraram ser capazes de distinguir entre depressdo unipolar e controles. A partir de entéo,
com o intuito de investigar as bases fisiopatolégicas do TB, TDM e SZ em nivel central, utilizamos
uma abordagem transcriptdmica valendo-nos de dados de microarranjo e RNA-Seq. No capitulo 3,
identificamos potenciais genes que atuam como reguladores mestres (MRs) no cortex pré-frontal
para cada um dos trés transtornos, bem como o estado de ativagdo (ativado ou reprimido) de cada
um deles, e usamos essas informacdes para analises de clusterizacdo que pudessem caracterizar 0s
fenotipos das doencas, além de determinar os processos bioldgicos modulados pelos MRs. Assim,
identificamos trés grandes grupos: (1) TDM, (2) majoritariamente TB, e (3) TB e SZ. TB e SZ
compartilharam diversos processos bioldgicos relacionados a transporte e homeostase de ions,
funcdo sinaptica e funcdo imunoldgica; SZ particularmente mostrou também enriquecimento de
processos relativos ao citoesqueleto e estrutura neuronal; e TDM foi relacionado a processos ligados
a desenvolvimento glial e metabolismo de &cidos graxos. Ainda, entre os MRs identificados, o early
growth response (EGR) 3 estava reprimido e 0 EGR1 predominantemente reprimido nos trés
transtornos e, por este motivo, investigamos no capitulo quatro, a expressao génica de EGR1 e
EGR3 perifericamente de maneira mais direcionada, assim como do gene cryptochrome circadian
regulator 2 (CRY2) que atua no ritmo circadiano e possui relagdo com os EGRs. Encontramos uma
reducdo na expressdo génica de EGR1 no TB, TDM e SZ, corroborando com os achados em nivel
central do capitulo trés, o que o coloca em destaque como um alvo molecular transdiagnoéstico. Em
conjunto, os resultados sugerem que ha unidades génicas regulatdrias disfuncionais no cortex pré-
frontal de pacientes com TB, TDM e SZ, sendo que o padrdo de regulacéo transcricional e processos
bioldgicos associados aproximam TB e SZ, ou seja, torna mais complexa a distin¢do entre estes
dois transtornos, e os distancia do TDM. Nesta tese, identificamos o EGR1 como unidade
regulatéria de destaque, com evidéncias centrais e periféricas de que este regulon esta reprimido
nesses trés transtornos psiquiatricos, o que deve ser ressaltado considerando que o EGR1 responde
a estimulos ambientais (como experiéncias sociais, estresse, tarefas cognitivas) e, por meio dos seus
alvos, atua em vias de sinalizacGes relacionadas a plasticidade sindptica. Em suma, a utilizacéo de
biomarcadores séricos para caracterizar transtornos psiquiatricos constitui um campo desafiador,
sendo que combinar dados clinicos com dados de gendmica e/ou transcriptdmica em modelos de
analise mais complexos tem o potencial de contribuir para o entendimento da fisiopatologia desses
transtornos multifatoriais.



ABSTRACT

Evidence shows some overlapping of clinical symptoms and response to treatment in
psychiatric disorders, such as Bipolar Disorder (BD), Major Depressive Disorder (MDD), and
Schizophrenia (SZ), also suggesting similar underlying pathophysiological mechanisms. This
thesis comprises studies with the aim to investigate peripheral biomarkers in mental disorders
and common clinical characteristics among them, as well as exploring, as its main focus, the
transcriptional regulation in BD, MDD, and SZ. In this sense, in the first chapter we studied the
use of peripheral biomarkers, in addition to clinical and sociodemographic variables, to predict
maladaptive rumination levels in a transdiagnostic sample using machine learning analyses. We
found that only some clinical and demographic variables, and not the assessed serum
biomarkers, were associated with rumination levels. In the second chapter, using machine
learning algorithms, we proposed to evaluate whether inflammatory and oxidative stress
markers, and BDNF could be used to discriminate patients with unipolar depression, patients
with bipolar depression and controls; we found that IL-4, TBARS and IL-10 are the most
relevant variables to differentiate bipolar depression and unipolar depression; IL-6, IL-4,
TBARS, carbonil and IL17-A were relevant to distinguish between bipolar depression and
controls; and IL-6, carbonil, BDNF, IL-10, IL17-A, IL-4 and TNF- o were able to discriminate
unipolar depression from controls. Therefore, aiming to investigate the physiopathological
basis of BD, MDD and SZ at the central level, we applied a transcriptomic approach using
microarray and RNA-Seq data. In the chapter three, we identified potential genes acting as
master regulators (MRs) in the prefrontal, as well as their pattern of activation (activate or
repressed) in the three disorders, and we used these information in cluster analyses to
characterize the disease phenotypes, and to assess the biological processes modulated by the
MRs. Then, we identified 3 major clusters: (1) MDD, (2) mostly BD, and (3) TB and SZ. BD
and SZ share biological processes related to ionic transport and homeostasis, synaptic function,
and immune function; SZ particularly also shows enrichment of processes related to glial
development and fatty acids metabolism. Also, among the identified MRs, the early growth
response (EGR) 3 was repressed and the EGR1 was mostly repressed in the three disorders.
Thus, we investigated, in the chapter four, the gene expression of EGR1 and EGR3 in the
periphery, as well as the cryptochrome 2 (CRY2) that is a circadian rhythm gene and associated
with the EGRs. We found reduction in EGR1 gene expression in BD, MDD and SZ, supporting
the findings at the central level found in the chapter three, which suggests this gene as a
transdiagnostic molecular target. Altogether, the results suggest that there are dysfunctional
gene regulatory units in the prefrontal cortex of patients with BD, MDD and SZ, with similar
transcriptional regulation patterns and their related biological processes in BD and SZ, which
makes more complex the discrimination between these two disorders. In this thesis, we
identified EGR1 as a key regulatory unit, with central and peripheral evidence that this regulon
is repressed in these three psychiatric disorders, which is crucial considering that EGRL1 is
highly responsive to environmental stimuli (as social experiences, stress, and cognitive tasks)
and plays relevant roles, through its targets, in signaling pathways linked to synaptic plasticity.
In sum, the use of serum biomarkers to characterize psychiatric disorders represent a great
challenge in the field and integrating clinical data with genomic or transcriptomic data using
more complexes approaches has a substantial potential to contribute to the understanding of the
physiopathology of these multifactorial disorders.
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proteina cinase ativada por mitdégeno (do inglés mitogen-activated protein

kinase)

regulador mestre (do inglés master regulator)

andlise de regulador mestre (do inglés master regulator analysis)

cinase ativada por mitdgeno e pelo estresse (do inglés mitogen and stress-

activated kinase)

N-metil-D-aspartato (do inglés N-methyl-D-aspartate)

Organizagdo Mundial da Saude

proteina cinase C (do inglés protein kinase C)

intervalo post-mortem (do inglés post-mortem interval)

Penn States Worry Questionnaire

acidos graxos poli-insaturados (do inglés polyunsaturated fatty acids)

Research Domain Criteria

Sequenciamento de RNA

proteina ribossomal S6 cinase (do inglés ribosomal S6 kinase)

sistema nervoso central

polimorfismo de nucleotideo unico (do inglés single nucleotide polymorphism)

elemento sérico de resposta (do inglés serum response element)

fator sérico de resposta (do inglés serum response factor)



SZ

TA

B

TBARS

TDAH

TDM

TEPT

TF

TNF

TOC

TRN

YLD

Esquizofrenia

Transtornos de Ansiedade

Transtorno Bipolar

substancias reativas do &cido tiobarbitarico (do inglés thiobarbituric acid

reactive substances)

Transtorno de Déficit de Atencdo com Hiperatividade

Transtorno Depressivo Maior

Transtorno de Estresse Pés-Traumatico

fator de transcricdo (do inglés transcription factor)

fator de necrose tumoral (do inglés tumor necrosis factor)

Transtorno Obsessivo Compulsivo

rede regulatoria transcricional (do inglés transcriptional regulatory network)

anos vividos com incapacidade (do inglés years lived with disability)
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1 INTRODUCAO
1.1 TRANSTORNOS PSIQUIATRICOS

Os transtornos mentais séo doengas altamente incapacitantes, de curso crénico e que
geralmente estdo associadas a maiores indices de morbidade e mortalidade. Em 1998, com a
publicacdo do primeiro estudo relativo a Carga Global de Doenca, esses transtornos
destacaram-se como um grave problema de salde publica. Os resultados desse estudo
mostraram que, em nivel mundial, entre as dez principais causas de anos vividos com
incapacidade (YLD) cinco pertenciam a categoria dos transtornos mentais: transtornos
depressivos, transtornos decorrentes do uso de alcool, Esquizofrenia (SZ), Transtorno Bipolar
(TB) e Transtorno Obsessivo Compulsivo (TOC) (LOPEZ; MURRAY, 1998). J& um
levantamento posterior mostrou que os transtornos mentais foram responsaveis por 22,9% do
total de YLD e por 7,4% do total de anos de vida perdidos ajustados por incapacidade (DALY),
colocando-os como a primeira causa de YLD e a quinta maior de DALY no mundo
(WHITEFORD et al., 2013). A Figura 1 traz uma representacdo dos dados referentes aos anos
de vida perdidos por incapacidade ou morte prematura em decorréncia de transtornos mentais

no Brasil (BONADIMAN et al., 2017).
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Homens Mulheres
mm Transtornos decorrentes
80+anos do uso de 3lcool
75’79 anos ]
70-74 anos e mm Transtornos decorrentes
65-69 anos —— do uso de drogas
-— 60-64 anos mm Transtornos de ansiedade
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[ T 50-54 anos g .
I 45-49 anos mm Esquizofrenia
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20-24 anos ™= Transtorno bipolar
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4000 3000 2000 1000 O 0 1000 2000 3000 4000 e decorrentes do uso
DALY ® por 100.000 DALY ® por 100.000 de substncias

Figura 1. Anos de vida perdidos por morte prematura ou por incapacidade em decorréncia de transtornos
mentais no Brasil. Taxas referentes aos DALY para cada transtorno mental ou decorrente do uso de substancias
psicoativas, por sexo e em diferentes faixas etarias. DALY, anos de vida perdidos ajustados por incapacidade.

Adaptado de Bonadiman et al., 2017.

Dentre os transtornos mentais, nesta tese serdo abordados em especial 0 TB,aSZ e o
Transtorno Depressivo Maior (TDM), os quais sdo altamente prevalentes, com sintomas
incapacitantes e ndo raramente culminando com suicidio. A associa¢do destes transtornos com
desfechos graves como o suicidio reforca a necessidade de atencdo médica, de salde publica e
de pesquisa. A Figura 2 ilustra esta associacao, na qual é possivel verificar que, globalmente,
cerca de 50% dos casos de suicidio estdo relacionados aos transtornos de humor (tais como TB

e TDM) e 4 SZ (BERTOLOTE; FLEISCHMANN, 2002).
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B Transtornos de humor

B Esquizofrenia

¥ Transtornos relacionados ao uso
de substincias

B Transtornos de personalidade

= Sem diagnostico

= Qutros diagndsticos

Figura 2. Suicidio e transtornos mentais: distribui¢do dos diagnosticos na populacdo em geral. Dados
originados de uma reviséo que incluiu 31 artigos, publicados entre 1959 e 2001 em todo 0 mundo. No total, foram
incluidos 15629 casos de suicidio da populacdo em geral (individuos acima de 10 anos de idade, de ambos 0s

sexos). Adaptado de Bertolote e Fleischmann, 2002.

Nos ultimos anos, o estudo sobre a neurobiologia desses transtornos tem crescido,
trazendo importantes avancos para a compreensdo dessas doencgas, cujas causas podem ser
consideradas multifatoriais, englobando tanto fatores genéticos como ambientais (DARBY;
YOLKEN; SABUNCIYAN, 2016). No entanto, a fisiopatologia desses transtornos ainda néo
estd completamente elucidada e a pesquisa cientifica continua sendo de extrema relevancia para

impulsionar o conhecimento nesta area.

1.1.1 Transtorno Bipolar

O TB é uma doenga psiquiatrica cronica caracterizada por oscilacdes de humor entre
episddios de mania ou hipomania e depressdo. Nos Gltimos anos, tem sido observado um
aumento na prevaléncia do TB em nivel global, sendo que hoje estima-se que 1-4 % da

populacdo ¢ afetada pelo transtorno (SAUNDERS; GEDDES, 2016).
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O episédio maniaco consiste em um estado de humor persistentemente elevado,
expansivo ou irritdvel e aumento da energia ou da atividade dirigida a objetivos, com duracéo
minima de uma semana ou se houver necessidade de hospitalizacio (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014). Em geral, o individuo em episédio maniaco apresenta
sintomas como desorganizacdo e impulsividade comportamentais, energia em alta, agitacdo
psicomotora, reducgdo significativa da necessidade de sono, autoestima inflada ou
grandiosidade, fuga de ideias e envolvimento excessivo em atividades com elevado potencial
para consequéncias dolorosas (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014). A
hipomania, por sua vez, consiste em um estado de euforia com sintomas semelhantes & mania,
porém com alteracbes mais moderadas e duracdo minima de quatro dias, geralmente nédo
envolvendo um estado severo a ponto de causar prejuizos funcionais acentuados no ambito
familiar, social e ocupacional ou haver necessidade de internacdio (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014; BELMAKER, 2004).

Em contrapartida, durante episodios depressivos, o individuo encontra-se melancoélico
e pessimista, além de poder exibir comportamentos e pensamentos lentificados, sensacdo de
fadiga, queixas de ordem somatica, desinteresse por atividades as quais habitualmente lhe
dariam prazer, aumento ou reducdo do sono, baixa autoestima e ideacdo suicida (BELMAKER,
2004; SUPPES; DENNEHY, 2009). Entre a ocorréncia dos episddios maniacos ou
hipomaniacos e depressivos, o individuo com TB passa por periodos de eutimia, caracterizados
por serem periodos em que 0 paciente apresenta remissdo dos sintomas e permanece com 0
humor estavel (SOUZA, 2005).

Quanto a fisiopatologia, 0 TB tem como contribuintes tanto fatores herdados como
baseados em experiéncias, sendo que os ultimos — em que se incluem trauma psicolégico no
inicio da vida, insultos fisiologicos (e.g. infecgdes do sistema nervoso central (SNC), uso ou

abuso de drogas e trauma cerebral ou vascular) - s&o melhores compreendidos do que 0s
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primeiros (BOWDEN, 2008). Alteracdes tém sido relatadas em vias bioldgicas envolvidas com
sistemas de neurotransmissores, neurotrofinas, inflamacdo, sinalizacdo de calcio, estresse
oxidativo e nitrosativo, desregulacdo do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (HPA), transporte e
bioenergética celular, cronobiologia, entre outras (SIGITOVA et al., 2017). No entanto, assim
como para a maioria dos transtornos psiquiatricos, diversos genes de suscetibilidade de baixo
efeito ja foram identificados, porém até o momento ndo séo conhecidos marcadores biol6gicos

especificos para o TB (HARRISON; GEDDES; TUNBRIDGE, 2018).

1.1.2 Esquizofrenia

A SZ afeta cerca de 1% da populacdo mundial - em sua grande maioria jovens — sendo
que a literatura relata um aumento na incidéncia e prevaléncia da SZ entre os homens, além de
evolucdo mais severa da doenca em comparacdo com as mulheres (ANDREASEN, 2000;
THOMAS et al., 2010). Os individuos acometidos geralmente desenvolvem alucinacdes,
desorganizacdo da fala e do comportamento, além de apresentarem reducédo da interacdo social
e prejuizos cognitivos importantes. Esses sintomas sdo classificados em positivos, negativos e
cognitivos, e caracterizam a SZ como uma doenca altamente debilitante (ANDREASEN, 2000).

Os sintomas positivos refletem um excesso ou distorcdo de funcdes normais e estdo
relacionados a distor¢fes do pensamento, da percepc¢do, da linguagem e do processo cognitivo,
além da perda do autocontrole do comportamento (HALLAK; CHAVES; ZUARDI, 2009). Em
contrapartida os sintomas negativos se referem, por exemplo, ao embotamento afetivo e perda
de fluéncia verbal, enquanto os sintomas cognitivos envolvem diminuicdo da ldégica do
pensamento e da memdria, além de dificuldade em realizar tarefas que exijam planejamento e
organizacdo (HALLAK; CHAVES; ZUARDI, 2009).

Atualmente a SZ é caracterizada como um transtorno psiquiatrico cuja causa ainda ndo
é completamente esclarecida, e evidéncias mostram que essa doenga pode ser entendida como

um transtorno heterogéneo com variagdes em sua fisiopatologia, o que dificulta a formulagédo
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de uma Unica hipotese etioldgica para o seu desenvolvimento (HALLAK; CHAVES; ZUARDI,
2009). A literatura apresenta resultados que sugerem que a SZ seja decorrente de um conjunto
de fatores genéticos e ambientais (complicagdes da gravidez e do parto, infeccdo viral in utero,
abuso de drogas, entre outros); e de alteragbes neuroquimicas, neuroanatdmicas,
neurofisiologicas e neuroimunoldgicas, que se apresentam de maneiras distintas entre os
individuos acometidos, justificando o grande espectro de sintomas (positivos, negativos ou
cognitivos) (DEBNATH; CANNON; VENKATASUBRAMANIAN, 2013). Além disso,
maltiplos genes de suscetibilidade j& foram identificados na SZ, porém todos com baixo efeito
e que provavelmente agem em conjunto com processos epigenéticos, o que aliado a auséncia
de um biomarcador e de uma neuropatologia diagndstica dificulta a pesquisa por loci
cromossomicos e genes individuais que expliquem a doenca (HARRISON; OWEN, 2003;

HENRIKSEN; NORDGAARD; JANSSON, 2017).

1.1.3 Transtorno Depressivo Maior

O TDM é uma doenca altamente prevalente na populacdo (COELHO et al., 2013). A
Organizacdo Mundial da Satde (OMS) estima que cerca de 300 milhdes de pessoas sofram com
a doenca em todo o mundo, o que equivale a 4,4% da populacdo mundial. No Brasil, a OMS
estima que este transtorno mental afeta cerca de 5,8% da populacéo do pais (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017).

Este transtorno impacta o humor dos individuos, sendo que os sintomas podem variar
no que diz respeito a intensidade (moderados a severos) e duracdo (de meses a anos). Os
transtornos depressivos sdo caracterizados pela presenca de tristeza, perda de interesse ou
prazer, sentimento de culpa ou baixa autoestima, distdrbios no sono ou apetite e sentimentos de
cansaco. O TDM pode ser duradoura ou recorrente, prejudicando consideravelmente as

atividades no trabalho ou nos estudos ou a capacidade de lidar com situagdes diérias da vida,
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podendo levar ao suicidio nos casos mais graves (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2017).

A prevaléncia do transtorno depressivo maior é cerca de duas vezes mais comum em
mulheres em relagdo aos homens (SCHUCH et al., 2014). No que diz respeito as comorbidades,
também ha uma diferenca entre os géneros: as mulheres com TDM apresentam niveis
significativamente maiores de transtorno de ansiedade generalizada, bulimia e transtorno de
somatizagdo; ja os homens com TDM geralmente sdo mais afetados por transtorno relacionado
a0 uso de substancias (SCHUCH et al., 2014).

Assim como o TB e a SZ, o TDM também é um transtorno complexo de etiologia
multifatorial e ndo totalmente compreendida, sendo explicada em parte por fatores genéticos —
em geral diversos genes que podem conferir suscetibilidade ao desenvolvimento de TDM,
porém de baixo efeito (SULLIVAN; NEALE; KENDLER, 2000) - e em parte por fatores
ambientais, tais como eventos adversos na infancia ou estresse relacionado a adversidades do
dia a dia (e.g. abuso sexual e/ou psicologico ou outro tipo de trauma ao longo da vida, baixo
suporte social, divorcio, entre outros) (HASLER, 2010). Alteracbes em sistemas de
neurotransmissdo, no ritmo circadiano, em fatores neurotréficos e em vias relacionadas ao
estresse oxidativo e nitrosativo, bem como desregulacdo do eixo HPA e disfuncdo mitocondrial

tém sido relatadas em pacientes depressivos (HASLER, 2010; MOYLAN et al., 2013).

1.2 ABORDAGEM TRANSDIAGNOSTICA NO ESTUDO DOS TRANSTORNOS
MENTAIS

A classificacdo dos transtornos psiquiatricos é uma ferramenta pratica, pois permite
estabelecer progndsticos e decidir sobre a necessidade e a escolha de um tratamento
dependendo do diagnostico. Atualmente, o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos
Mentais (52 edi¢cdo; DSM-5) é o referencial utilizado tanto na prética clinica quanto na pesquisa

para realizar essa classificacdo (KUPFER; KUHL; REGIER, 2013). No entanto, um desafio
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para 0 DSM reside no fato de os pacientes com transtornos mentais apresentarem altos indices
de comorbidades, ou seja, a coexisténcia de duas ou mais condic¢des ou transtornos (KESSLER
et al., 2005).

Os transtornos mentais séo classicamente agrupados e explicados em trés dimensoes:
transtornos internalizantes, externalizantes e do pensamento. No entanto, Caspi e colegas
propuseram que o0s transtornos psiquiatricos podem ser mais bem compreendidos adotando-se
uma dimensdo Unica, a de psicopatologia geral, a qual eles chamaram de fator p (CASPI et al.,
2014). Desta forma, o fator p se resume a uma dimensdo que une todos 0s transtornos e vias
neuroldgicas. A existéncia deste fator poderia explicar a dificuldade em encontrar fatores
etiologicos que confiram risco diferencial para um transtorno especifico, uma vez que todos 0s
fatores de risco testados pelos autores foram associados com transtornos internalizantes,
externalizantes e do pensamento (CASPI et al., 2014).

Além disso, o fator p explicaria o porqué da promiscuidade de marcadores bioldgicos
nos transtornos psiquiatricos, ou seja, da falta de biomarcadores especificos para cada doenca
(CASPI et al., 2014). Sendo assim, a ideia do fator p na pesquisa da etiologia dos transtornos
psiquiatricos vai ao encontro do proposto pelo Research Domain Criteria (RDoC) Project, o
qual destaca que os estudos ndo devem ser limitados pelas categorias presentes no DSM, mas
sim conduzidos com uma abordagem transdiagndstica, considerando que os transtornos mentais
sdo cerebrais e a psicopatologia é dimensional (SANISLOW et al., 2010). Neste sentido, a
abordagem RDoC traz uma perspectiva interessante, uma vez que integra diversos niveis de
informacgdo, compreendendo fatores genéticos, ambientais, circuitos comportamentais e
sintomas auto reportados, o que permite compreender a natureza de salde e doenga mental em
graus variados de disfungdo em sistemas psicobioldgicos, como esté representado na Figura 3

(NATIONAL INSTITUTE OF MENTAL HEALTH, 2021).
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AMBIENTE
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Figura 3. Representacdo gréafica da abordagem RDoC. Esta ferramenta destaca os seis principais dominios do
funcionamento humano, integrando os diversos niveis de informag&o que permitem explorar as dimensdes bésicas
do comportamento humano, destacando o papel de fatores bioldgicos e a influéncia do ambiente no funcionamento
dos circuitos neurais, e que acaba refletindo nas dimensdes comportamentais. Adaptado de National Institute of

Mental Health.

1.3 ESTUDOS POST-MORTEM

Estudos sobre a neurobiologia dos transtornos psiquiatricos tém sido realizados
principalmente em tecidos periféricos, devido a facilidade de obtencdo dessas amostras quando
comparada a tecidos do SNC. No entanto, muitas vezes fica 0 questionamento: as alteraces
encontradas na periferia refletem mudancas similares no cérebro e tém relevancia para a
neurobiologia dos transtornos mentais?

O tecido cerebral humano é o tecido mais relevante para o estudo de patologias

associadas ao SNC. Assim, mesmo que haja dificuldades inerentes quanto a obtencao e uso de
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tais amostras, estudos post-mortem sdo essenciais para identificar alteracdes patologicas. Com
o surgimento de metodologias envolvendo técnicas “Omicas” - C€OmO gendmica,
transcriptbmica, protebmica e metabolomica — a utilizacdo de tecido post-mortem para
investigar a fisiopatologia dos transtornos mentais tem se expandido, uma vez que a
determinacdo da expressao génica e proteica em estados normais e patologicos do SNC é
fundamental para a compreensdo de vérias doencas. A regido do cortex pré-frontal (CPF) é alvo
de diversos estudos que investigam a neurobiologia dos transtornos psiquiatricos, pois esta
regido é essencial para funcdes executivas superiores, sendo fundamental nos processos de
julgamento, planejamento e tomada de decisdo. Especificamente, tem sido sugerido que o CPF
dorsolateral é responsavel pela funcéo cerebral executiva central (FUNAHASHI, 2001).

Estudos com tecido cerebral post-mortem precisam levar em consideracdo varios
critérios. A fim de obter informacao (til, € importante que a qualidade das amostras esteja em
conformidade com certos padrdes relacionados a integridade estrutural, bioquimica e molecular
do tecido. Os seres humanos em si apresentam caracteristicas diversas quanto a genética, etnia,
influéncias ambientais e sociais, entre outros; além disso, cada autopsia é afetada por uma
combinacdo de fatores ante e post-mortem. Alguns fatores que merecem consideracdo sdo:
estado agonal; rapidez do Obito; intervalo de refrigeracdo; intervalo post-mortem (PMI); e
tempo de armazenamento (HYND et al., 2003).

Analises neuroquimicas requerem DNA, RNA e proteinas razoavelmente intactos dos
espécimes provenientes da autopsia. Acidos nucleicos e proteinas com boa qualidade tém sido
obtidos mesmo apds periodos post-mortem superiores a 72 horas (BAHN et al., 2001;
DAVIDSSON et al.,, 2001; JOHNSON; FERRIS, 2002). PMI e tempo de armazenamento
parecem ndo afetar significativamente a integridade do material biol6gico, embora as
caracteristicas do tecido humano possam ser variaveis de acordo com o0s procedimentos

realizados na coleta e processamento da amostra (BARTON et al., 1993).
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No geral, &cidos nucleicos e proteinas sdo notavelmente estaveis apos a morte (LUDES,;
PFITZINGER; MANGIN, 1993; YATES et al.,, 1990); e o estado agonal ndo afeta
significativamente a concentracdo de RNA e de proteinas da autopsia, porém pode influenciar
transcritos e proteinas especificos (HARRISON et al., 1991). Desta forma, as amostras post-
mortem de cérebro devem ser bastante adequadas para realizar estudos consistentes. A maioria
dos pesquisadores que utilizam amostras cerebrais post-mortem examinam a qualidade do

tecido através da determinacdo do pH das amostras e da integridade do RNA.

1.4 BIOMARCADORES PERIFERICOS

Biomarcador consiste em uma caracteristica que pode ser mensurada (i.e., uma
molécula, estrutura fisica ou observacdo) e acessada por meio de um método analitico validado,
o qual indica a presenca de uma doenca ou estado fisiolégico, ou até mesmo uma resposta do
organismo a determinado tratamento (MARTINS-DE-SOUZA, 2013). Hoje, ndo ha qualquer
marcador bioldgico disponivel para os transtornos psiquiatricos, e isso pode ser explicado pelo
fato de serem transtornos com determinantes multifatoriais, poligénicos (com cada gene tendo
um pequeno efeito), e com o ambiente exercendo forte influéncia no estabelecimento da doenca
(MARTINS-DE-SOUZA, 2013). Desta forma, cada condi¢do psiquiatrica pode ser vista como
uma entidade heterogénea, e dificilmente existira um marcador especifico para cada transtorno.
No entanto, painéis ou conjuntos de biomarcadores poderdo representar avangos na
determinacéo desses transtornos.

Nas ultimas décadas, tem-se investigado moléculas periféricas distintas que
demonstraram serem candidatas a biomarcadores de TB, SZ e TDM, destacando-se moléculas
relacionadas ao sistema imunolégico, neurotrofinas e marcadores de estresse oxidativo. No
entanto, o que tem sido observado em diversos estudos € a existéncia de uma promiscuidade de

biomarcadores periféricos nesses transtornos (PINTO; MOULIN; AMARAL, 2017).
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Alteragdes nos niveis sanguineos de componentes da rede de citocinas e no nimero de
células do sistema imune, por exemplo, foram relatadas nessas trés doencas (BARBOSA et al.,
2014; GIBNEY; DREXHAGE, 2013; MILLER et al., 2013; MULLER, 2014). As citocinas sio
moléculas chave de sinalizacdo no sistema imunoldgico, exercendo efeitos na periferia e no
SNC, e tém papel essencial na regulacdo da inflamag&o aguda e cronica — um processo que
impacta todos os sistemas do organismo. Uma metandlise conduzida por Goldsmith e colegas
mostrou niveis elevados das citocinas interleucina (IL) 6 e fator de necrose tumoral (TNF) a,
de IL-1RA (um antagonista de receptor de citocina - provavelmente refletindo um aumento na
atividade da IL-1), e de sIL-2R (um receptor soltvel de citocina - possivelmente atuando de
maneira contrarregulatéria) nas trés sindromes durante episodios agudos (GOLDSMITH;
RAPAPORT; MILLER, 2016). Adicionalmente, mostraram que pacientes crénicos com TB,
SZ e TDM possuem niveis de IL-6 aumentados significativamente, e que aqueles com TB e SZ
também apresentam niveis elevados de IL-1B e de sIL-2R (GOLDSMITH; RAPAPORT;
MILLER, 2016). Assim, alteracbes nos niveis periféricos de citocinas em pacientes com TB,
SZ e TDM sdo consistentes com um perfil inflamatério e de ativacdo de células T, e costuma-
se observar, em geral, que quando esses pacientes estdo sob tratamento ocorre uma reducéo nos
niveis de citocinas com funcdo proinflamatdria, ao passo que ha aumento nos niveis das
citocinas anti-inflamatérias (GOLDSMITH; RAPAPORT; MILLER, 2016).

Ademais, o fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF), uma neurotrofina essencial
para o desenvolvimento do sistema nervoso e desempenho cognitivo durante a vida adulta, é
um fator que tem sido investigado em uma série de estudos relacionados a transtornos mentais,
ja tendo sido apontado como um potencial biomarcador de diagndstico no TB, SZ e TDM
(FERNANDES et al., 2014). A maioria dos estudos indica niveis de BDNF periférico (sérico
ou plasmético) reduzidos em pacientes com essas condi¢Bes, principalmente quando se

encontram na fase aguda da doenca (FERNANDES et al., 2011; GREEN et al., 2011,
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MOLENDIJK et al., 2014), o que o destaca como um marcador de trago nesses transtornos. No
entanto, os niveis de BDNF ndo possibilitam a diferenciacdo entre TB, SZ e TDM, sugerindo
que o BDNF periférico pode ser visto como um biomarcador de atividade de doenca, refletindo
fisiopatologias comuns entre esses transtornos.

Mecanismos envolvendo estresse oxidativo também estdo implicados na fisiopatologia
dos transtornos psiquiatricos. Estudos publicados tém examinado predominantemente produtos
da peroxidacdo lipidica e da oxidacdo do DNA como marcadores de dano oxidativo. Para
avaliar peroxidag&o lipidica, ensaios que mensuram substancias reativas do &cido tiobarbitdrico
(TBARS) — as quais sdo formadas a partir da decomposicdo de produtos instaveis de
peroxidacdo lipidica - sdo largamente utilizados. Niveis elevados de TBARS no plasma,
eritrécitos e leucocitos de pacientes esquizofrénicos (AKYOL et al., 2002; DIETRICH-
MUSZALSKA,; OLAS; RABE-JABLONSKA, 2005; HERKEN et al., 2001) foram reportados,
bem como deplecdo de &cidos graxos poli-insaturados (PUFAS) — os quais sdo altamente
suscetiveis a peroxidacdo lipidica (NG et al., 2008; RANJEKAR et al., 2003). De maneira
similar, em estudos com pacientes com TB e TDM também foi evidenciado aumento nos niveis
periféricos de marcadores de peroxidacdo lipidica (ANDREAZZA et al., 2008; BILICI et al.,
2001; BLACK etal., 2015), bem como deplecdo de PUFAs (RANJEKAR et al., 2003; RIEMER
et al., 2010). Dano oxidativo ao DNA (NG et al., 2008; RAZA et al., 2016) e alteracdes nas
defesas antioxidantes do organismo (NG et al., 2008) também ja foram reportados nesses trés
transtornos.

Nesta busca por biomarcadores periféricos em transtornos neuropsiquiatricos,
abordagens utilizando o perfil transcricional de genes em amostras periféricas tém sido
empregadas, as quais poderiam predizer alteragcdes mais cedo do que aquelas evidenciadas por
investigacBes em nivel proteico (KALMAN et al., 2005; MAES et al., 2007; MATSUBARA et

al., 2006). O perfil de expressdo génica obtido do RNA de sangue total pode representar
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vantagens no que diz respeito a descoberta de padrdes aberrantes de regulacéo génica, uma vez
que o sangue total pode ser facilmente coletado por venopuncdo e que o sistema imune
comunica-se com o SNC através de diversos mecanismos moleculares, hormonais e
neurotransmissores (GLADKEVICH; KAUFFMAN; KORF, 2004). Inclusive, tem sido
proposto que as células sanguineas periféricas poderiam atuar como uma “janela” no SNC
(BURCZYNSKI; DORNER, 2006; GLADKEVICH; KAUFFMAN; KORF, 2004). Assim
sendo, relacionar esses achados na periferia com alteracGes em nivel cerebral poderia auxiliar
na identificacdo de potenciais biomarcadores para detecgédo, intervencdo e tratamento de

transtornos psiquiatricos.

1.5 GENETICA DOS TRANSTORNOS PSIQUIATRICOS
1.5.1 Estratégias para o estudo da genética nos transtornos mentais

As pesquisas cujo objetivo consiste no entendimento das bases genéticas dos transtornos
psiquiatricos geralmente se valem de duas abordagens investigativas no campo da genética
molecular: busca por genes candidatos e estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS). No
primeiro caso, investiga-se a potencial implicacdo de um gene especifico - de forma individual
- na etiologia da doenca. A selecdo racional desses genes candidatos fundamenta-se em
evidéncias clinicas, neuroquimicas e farmacoldgicas, as quais sugerem o envolvimento de
determinados neurotransmissores, receptores, enzimas e outras moléculas que podem estar
relacionadas a fisiopatologia dos transtornos. Neste sentido, os estudos de ligacao e os estudos
de associagdo tém sido classicamente utilizados na investigacdo de variagdes de DNA que
podem resultar no desenvolvimento de doengas.

Os estudos de ligagdo baseiam-se no conceito de ligacdo génica'. Assim, se algum

marcador genético, cuja localizacdo é conhecida, for sempre herdado com a doenca nas

! Ligacdo génica: dois loci génicos situados muito proximos em um determinado cromossomo tendem a ser
herdados em conjunto (ligados) sem sofrerem influéncia de permutac@es génicas (CANTOR, 2013).
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familias, é provavel que o gene dessa doenca esteja localizado nas vizinhangas do marcador
(ROMANO-SILVA; NICOLATO; CORREA, 2011). Esse tipo de estudo esta sendo cada vez
menos utilizado para o entendimento da genética dos transtornos psiquiatricos, pois nos ultimos
anos tem-se observado que diversos genes estdo implicados na fisiopatologia dessas doencas e,
portanto, tais condi¢des ndo apresentam um padrdo de transmissdo compativel com o conceito
de heranca mendeliana simples. J& os estudos de associa¢do buscam verificar se a frequéncia
de certo polimorfismo genético? ocorre com maior frequéncia em individuos afetados (doentes)
em comparagdo com ndo afetados (controles) (ROMANO-SILVA; NICOLATO; CORREA,
2011). Deste modo, esta classe de estudos permite detectar se existe uma associacao entre a
condicdo de afetado e mutacdes em um gene especifico. Esta é uma estratégia que possibilita a
identificacdo de genes os quais possuem efeitos discretos na determinacdo de uma condicéo,
tornando este tipo de estudo mais adequado quando se investiga a fisiopatologia de transtornos
complexos, poligénicos e multifatoriais — como é o caso do TB, SZ e TDM.

Diferentemente das abordagens supracitadas - as quais se baseiam na anélise de um ou
de alguns genes especificos — estudos de GWAS focam na anéalise completa de todo o genoma.
Esta estratégia permite analisar o envolvimento de diversos genes em um determinado fend6tipo,
ao invés de somente uma variacdo em uma sequéncia de DNA de um gene de forma isolada.

O projeto genoma humano - langado em 1990 e tendo o primeiro rascunho e a analise
inicial da sequéncia do genoma humano divulgados em 2001 - foi o responsavel pelo advento
de avancos tecnoldgicos sem precedentes no que concerne as tecnologias de analise de DNA e
ao conhecimento do genoma humano (LANDER et al., 2001). Estudos de GWAS, introduzidos
em 2006, trouxeram dados inéditos para a investigacdo das causas genéticas de enfermidades

humanas. Um GWAS para determinada doenca € geralmente uma variacdo de um estudo

2 Polimorfismo genético pode ser definido como a ocorréncia de maltiplos alelos em um mesmo locus génico, em
que pelo menos dois alelos ocorrem com uma frequéncia maior do que 1%, ou seja, o polimorfismo envolve uma
de duas ou mais variantes de uma sequéncia de DNA em particular (SINGH, 2001).
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transversal do tipo caso-controle; cada individuo é genotipado para um conjunto predefinido de
marcadores genéticos distribuidos ao longo do genoma, conhecidos como polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) (SULLIVAN, 2010). Cada SNP é entdo testado para verificar sua
associacao com a doencga de interesse; em suma, os testes comparam as frequéncias alélicas em
casos versus controles, sendo que uma ampla diferenga entre casos e controles sugere uma
funcdo etioldgica para um SNP especifico ou sua regido genémica. O ingrediente critico para o
sucesso de um GWAS reside em um grande numero de amostras para descoberta inicial e
replicacdo. O n amostral desses estudos excede com frequéncia 10000 casos e 10000 controles,
por isso a cooperacao entre grupos (consoércios) é de fundamental importancia para a realizagdo
de GWAS (SULLIVAN, 2010).

Além disso, nos ultimos cinquenta anos houve um progresso substancial na associa¢do
de fendtipos comportamentais e psiquiatricos a aberragcBes cromossémicas ou alteracbes
genéticas em nivel de DNA (HEBEBRAND et al., 2010). Métodos de sequenciamento de nova
geracdo, aliados a estudos genéticos de associacdo e de ligacdo, possibilitaram também um
melhor entendimento acerca dos aspectos genéticos relacionados aos diferentes transtornos
mentais (AVRAMOPOULOQS, 2010), que muitas vezes compartilham sintomas similares e
comorbidades, sugerindo a presenca de uma sobreposicéo etioldgica entre eles.

Métodos que visam o estudo da herdabilidade de doencas permitem a determinacgédo
acurada da correlacdo de variantes de risco comum em todo o genoma entre dois fenétipos (duas
doencas diferentes, por exemplo). Uma vez que se tenha disponivel dados de grupos distintos
de individuos, pode-se acessar 0 quao conectados eles — ou pelo menos seus riscos genéticos —

sdo em nivel genémico (BRAINSTORM CONSORTIUM et al., 2018).

1.5.2 Estudos de genética nos transtornos mentais
Desde o surgimento dos primeiros estudos epidemioldgicos até os estudos moleculares

recentes com tecnologias avangadas, a genetica dos transtornos psiquiatricos € reconhecida
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como sendo de fundamental importancia para o entendimento da fisiopatologia desses
transtornos. Estudos baseados em genética de populaces foram conduzidos com o proposito
de revelar se um fendmeno humano em particular possui uma influéncia genética substancial,
e genes que influenciam no risco para transtornos neuropsiquiatricos foram identificados nas
ultimas décadas.

Estudos de genética realizados com familias, gémeos e adotados indicaram a existéncia
de um componente genético no TB, SZ e TDM (CRADDOCK; SKLAR, 2013; KENDLER,;
GRUENBERG; KINNEY, 1994; MCGUFFIN et al., 1996; NURNBERGER; BERRETTINI;
NICULESCU, 2016) e concluiram que a herdabilidade estimada — i.e. a contribui¢do herdada
de varidncia genética para a variancia de tracos — varia entre os diferentes transtornos

(HEBEBRAND et al., 2010). A Tabela 1 traz as herdabilidades estimadas para TB, SZ e TDM.

Tabela 1. Herdabilidade estimada do Transtorno Bipolar, Esquizofrenia e Transtorno

Depressivo Maior em estudos de familias e de gémeos

Herdabilidade

T _ Referénci
ranstorno estimada (%) ererencia
Transtorno Bipolar 60 — 85 (SMOLLER; FINN, 2003)
Esquizofrenia 73-90 (SULLIVAN: KENDLER; NEALE, 2003)
Transtorno 31— 42 (SULLIVAN; NEALE: KENDLER, 2000)

Depressivo Maior

Fonte: Elaborada pela autora.

Atualmente, sabe-se que o risco de desenvolver um transtorno mental eleva-se se um
familiar possuir a doenga, ou mesmo outro transtorno psiquiatrico, sugerindo um forte
componente hereditario nessas condi¢fes (CHOU et al., 2017; HYMAN, 2000). O risco
genético consiste na probabilidade de um individuo desenvolver uma doenca em funcdo dos
marcadores genéticos que foram herdados. Desta forma, o risco genético para a doenga é menor

em um individuo da populacdo em geral sem historico familiar do transtorno psiquiatrico
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comparado a um individuo que possui um parente - principalmente de primeiro grau — com o
transtorno.

Um estudo realizado pelo Brainstorm Consortium utilizando dados de GWAS
provenientes de milhares de individuos revelou que variantes comuns de risco para transtornos
psiquiatricos se correlacionam significativamente, principalmente entre SZ, TB, TDM e
transtorno de déficit de atencdo com hiperatividade (TDAH) (BRAINSTORM CONSORTIUM
et al., 2018). Neste trabalho os autores observaram que, entre os transtornos psiquiatricos, SZ
apresentou uma correlacdo genética significativa com a maioria dos demais transtornos,
enquanto o TDM foi positivamente correlacionado — embora ndo necessariamente de forma
significativa - com as demais doencas testadas. Além disso, foi constatado um alto grau de
correlagéo entre SZ, TB, TDM, TDAH e transtornos de ansiedade (TA), como pode ser
conferido na Figura 4 (BRAINSTORM CONSORTIUM et al., 2018). Outros GWAS também
indicam que variantes individuais de risco comum podem se sobrepor além de limites
diagnosticos tradicionais (INTERNATIONAL SCHIZOPHRENIA CONSORTIUM et al.,
2009) e que SZ, TB e TDM podem apresentar correlacdes genéticas (CROSS-DISORDER
GROUP OF THE PSYCHIATRIC GENOMICS CONSORTIUM et al., 2013). Assim, este grau
de correlacdo genética entre certos transtornos mentais evidencia que suas atuais delimitacdes
clinicas podem néo refletir processos fisiopatoldgicos essencialmente distintos (a0 menos em
nivel genético). Com isso, nota-se mais um indicio da importancia da conducdo de estudos em

psiquiatria adotando-se uma abordagem transdiagndstica.
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Figura 4. CorrelagBes genéticas entre transtornos psiquiatricos. A cor de cada quadrado indica a magnitude
da correlagdo e o tamanho do quadrado indica a significancia. Correlagdes significativas sdo representadas por
guadrados completamente preenchidos. Os asteriscos indicam correlagdes genéticas que foram significativamente
diferentes de zero ap06s correcdo de Bonferroni. TDM, Transtorno Depressivo Maior; TA, Transtornos de
Ansiedade; TB, Transtorno Bipolar; TDAH, Transtorno de Déficit de Atencdo com Hiperatividade; TEA,
Transtornos do Espectro Autista; TEPT, Transtorno de Estresse Pés-Traumatico; TOC, Transtorno Obsessivo

Compulsivo, SZ, Esquizofrenia. Adaptado de Brainstorm Consortium et al., 2018.

Adicionalmente, ndo ha uma relacdo simples e direta entre um gene e determinado
transtorno mental. Genes unicos ou mutacGes genéticas pontuais nao explicam por si s6 a
ocorréncia dos transtornos psiquiatricos; estudos apontam que o desenvolvimento de um
transtorno especifico é o resultado da interacdo complexa entre distintos genes de
suscetibilidade e diversos fatores ambientais (como exposi¢cdo a eventos traumaticos, agentes
infecciosos e estresse) (HEBEBRAND et al., 2010; KENDLER, 2005). Além disso, muitos

genes de suscetibilidade até entdo propostos para esses transtornos ndo tém apresentado
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replicacdo consistente, mostrando efeitos estatisticamente significativos em alguns estudos,
mas ndo em outros. Até certo ponto, isto pode ser o reflexo da dificuldade de se mensurar
pequenos tamanhos de efeito, 0s quais geralmente necessitam milhares de individuos para se
atingir significancia (NURNBERGER; BERRETTINI; NICULESCU, 2016).

Tendo em vista os dados supracitados e o fato de que ha diversos loci génicos e
mecanismos biolégicos complexos os quais interagem com fatores ndo-genéticos (ambientais),
entender como multiplos genes, na interagdo gene-ambiente, influenciam o funcionamento
cerebral e o comportamento é fundamental para que avangos no desenvolvimento de novos
tratamentos sejam concretizados. Para isso, torna-se imprescindivel explorar vias moleculares
como um todo em vez de um gene individual ou de varios genes com baixo efeito estatistico.
Neste sentido, nos Gltimos anos surgiram estratégias — fundamentadas na biologia de sistemas
- que hoje permitem uma investigacdo mais aprofundada sobre o efeito dos componentes

genéticos na fisiopatologia de doencas humanas complexas, como os transtornos psiquiatricos.

1.6 BIOLOGIA DE SISTEMAS

Para entendermos a biologia em um nivel sistémico, faz-se necessaria a analise
estrutural e dindmica da funcdo celular e do organismo em detrimento de caracteristicas de
partes isoladas de uma célula ou de um organismo (KITANO, 2002). A biologia de sistemas
deriva da teoria de sistemas, por meio da qual se entende que os elementos individuais sdo
menos importantes na determinacdo do comportamento de um sistema, quando comparado as
interacdes estabelecidas entre eles. Desta forma, a biologia de sistemas engloba a definicéo e a
andlise das interagcdes entre todos os elementos que compdem um sistema operante, com 0
objetivo principal de compreender como este sistema funciona (MESAROVIC; SREENATH,;
KEENE, 2004).

Distintos niveis hierarquicos de organizacdo e funcionalidade bioldgicos estéo presentes

em um sistema bioldgico quando este é estudado sob a ética da biologia de sistemas. Esses
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niveis hierarquicos exercem influéncia sobre o sistema, o que leva os componentes individuais
a atuarem de forma cooperativa, para que possam atingir estados estaveis de homeostase
(NIJHOUT; BEST; REED, 2019).

Sabemos que o armazenamento e o processamento de informagdo, bem como a
execucao de diversos programas celulares sdo sustentados por diferentes niveis de organizacéo,
conhecidos como genoma, transcriptoma, proteoma e metaboloma. No entanto, a distingéo
entre esses niveis organizacionais se torna complexa, pois apesar da informacdo de longa
duracdo ser armazenada no genoma, o proteoma é essencial para o armazenamento de curta
duracdo e a coleta de informacGes controlada por fatores de transcricdo é influenciada
fortemente pelo estado no qual se encontra o metaboloma (OLTVAI; BARABASI, 2002). Com
este cendrio, considerando a integracdo desses niveis organizacionais distintos, podemos
destacar funcgdes celulares distribuidas entre grupos de componentes heterogéneos interagindo
dentro de grandes redes. As estruturas que compdem estas redes sdo regidas por principios
similares e, desta forma, uma piramide de complexidade simples formada por varios
componentes moleculares da célula — genes, RNAs, proteinas e metabdlitos — pode exemplificar

esta organizacdo bioldgica dinamica e sistémica (Figura 5) (OLTVAI; BARABASI, 2002).
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Figura 5. Piramide de complexidade bioldgica: do particular ao universal. A base da piramide mostra a
representacdo tradicional da organizacdo funcional da célula: genoma, transcriptoma, proteoma e metaboloma
(nivel 1). Ha uma integracdo notavel de varias camadas em nivel regulatorio e estrutural. VisGes sobre a logica da
organizacao celular podem ser alcangadas quando observamos a célula como uma rede complexa na qual os
componentes estdo conectados por conexdes funcionais. No nivel mais baixo esses componentes formam motivos
regulatérios ou vias metabolicas (nivel 2), os quais s&o os blocos de construcdo dos mddulos funcionais (nivel 3).
Estes modulos sdo agrupados, gerando uma arquitetura hierarquica de organizacdo em larga escala (nivel 4).

Adaptado de Oltvai e Barabasi, 2002.

Sendo assim, o entendimento das interacfes complexas inerentes aos sistemas
bioldgicos surge como uma questdo central e poderéa ter um forte impacto no futuro da medicina.
A biologia de sistemas pode trazer respostas a questdes até entdo ndo esclarecidas em sua
completude, principalmente pelo fato de muitas vezes ter sido adotada uma abordagem

deterministica para explicar questdes complexas, nas quais partes individuais sozinhas (um
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gene, por exemplo) séo insuficientes para que possamos decifrar a complexidade que subjaz
um sistema bioldgico, ou até mesmo um comportamento.

Neste sentido, para a compreensdo dos reflexos das perturbagcbes em um sistema
bioldgico, que muitas vezes levam ao aparecimento de alteragdes fenotipicas em um organismo,
faz-se necessério estudar os diversos niveis de complexidade bioldgica. Desta forma, o
crescente uso de tecnologias de alto rendimento (high throughput) nos ultimos anos permitiu a
obten¢édo de uma grande quantidade de informacGes, as quais uma vez exploradas por meio de
abordagens dmicas fornecem uma perspectiva molecular mais holistica dos sistemas bioldgicos
qguando comparadas a metodologias tradicionais. Tais abordagens 6micas englobam os distintos
niveis moleculares, compreendendo gendmica, transcriptdmica, protebmica e metabolémica

(EUCEDA,; GISKE@DEGARD; BATHEN, 2015), conforme pode ser visto na Figura 6.
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Figura 6. Cascata Omica. Representacdo dos distintos niveis moleculares em um organismo. As setas
correspondem a processos bioldgicos por meio dos quais a informagdo € transferida de um nivel para outro.

Adaptado de Euceda et al., 2015.

Com o objetivo de compreender melhor os mecanismos biologicos potencialmente
envolvidos na fisiopatologia do TB, SZ e TDM sob uma perspectiva sistémica, nesta tese foram
utilizados dados de transcriptémica. O transcriptoma compreende o universo das moléculas de
RNA mensageiro de uma célula, tecido, ou organismo de interesse (VAILATI-RIBONI;
PALOMBO; LOOR, 2017). Esses dados podem ser obtidos a partir da tecnologia de

microarranjo ou com o uso de sequenciamento de RNA (RNA-Seq). A maioria dos bancos de
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dados de transcriptdmica disponiveis em repositorios online ainda é de microrranjo, pois este
foi um dos métodos pioneiros na geracdo deste tipo de informaces; no entanto, a tecnologia de
RNA-Seq vem ganhando cada vez mais espago, pois possui maior resolucdo e acuracia,
viabiliza o estudo de sequéncias ndo-codificantes e facilita a identificacdo de eventos de edicéo
transcricional, além de ndo ser necessario conhecer previamente a sequéncia do transcrito
(MANZONI et al., 2018; WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009). Anéalises que utilizam dados
de transcriptdmica sdo importantes na identificacao de vias e de processos biolégicos ativos ou
que sofreram algum tipo de modificacdo (decorrente de alguma condicdo patolégica, por
exemplo). Entretanto, é valido destacar que nem sempre a informacgdo transcricional se
correspondera com 0s niveis proteicos; portanto, é preciso ter prudéncia ao se interpretar e

formular estratégias experimentais a partir dessa categoria de dados.

1.6.1 Redes regulatorias transcricionais

As redes regulatdrias transcricionais (TRNS) - baseadas em dados de transcriptdmica -
possuem papel fundamental em todo processo bioldgico, como ciclo celular, diferenciacdo
celular, transducdo de sinal e metabolismo. A compreensdo da dinamica dessas redes pode
auxiliar na elucidacdo dos mecanismos relacionados a doencas, as quais podem ser o resultado
de processos celulares alterados (KARLEBACH; SHAMIR, 2008).

Essas TRNs podem ser construidas por meio de inferéncia, com o uso de engenharia
reversa, processo por meio do qual sdo identificadas interacfes génicas a partir de dados
experimentais de expressdo génica e com o auxilio de métodos computacionais (algoritmos)
(BANSAL et al.,, 2007; LIU, 2015). A construcdo dessas TRNs tem sido utilizada para
compreender com maior profundidade a natureza da regulacdo génica. A Figura 7 traz uma

representacdo da construgdo de uma rede regulatoria utilizando engenharia reversa (L1U, 2015).
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Figura 7. Representacéo geral de engenharia reversa de redes regulatorias transcricionais. (A) Modelo de
inferéncia de rede regulatoria a partir de perfis de expressdo génica. Existem varios tipos de dados de expressao
génica, tais como dados de condigdo-especifica, perturbacdo e séries cronoldgicas. Um algoritmo de engenharia
reversa recebe dados de entrada relativos a perfis de expressdo génica e emite as relacBes regulatérias inferidas
entre os genes na forma de uma rede. (B) Os quatro niveis inter-relacionados de informagdo de pardmetros
regulatérios devem ser determinados na engenharia reversa. O algoritmo aborda as questdes de regulacdo génica
em um ou varios niveis combinados. (C) O par e o sistema regulatérios na modelagem: A tomada de decisdo da
relagdo regulatdria de um par individual é em uma forma isolada. No entanto, o sistema regulatorio consiste em
regulacdes complexas de combinag&o e cooperagdo, tais como a regulacdo indireta a partir do gene G1 para o gene

G2 condicionada pelo gene G3, o qual necessita ser modelado em um modo sistematico. Adaptado de Liu, 2015.

Métodos computacionais distintos tém sido desenvolvidos para realizar a inferéncia de
redes regulatdrias génicas, nas quais 0S Vértices representam 0s genes e as interacdes de
regulacdo direta entre eles sdo representadas por arestas que conectam os Vvértices (Figura 8)
(KARLEBACH; SHAMIR, 2008; MARGOLIN et al., 2006a, 2006b). Um desses métodos € o
algoritmo para a reconstrucdo de redes celulares acuradas (ARACNE), o qual permite
identificar interacOes transcricionais entre produtos génicos atraves da utilizagdo do perfil de

dados de expressao génica por microarranjo. O ARACNE, de forma similar a outros algoritmos,
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prediz associagdes funcionais em potencial entre os genes, ou novas fungfes para genes que
ainda ndo estdo caracterizados, por meio da identificacdo de dependéncias estatisticas entre

produtos génicos (MARGOLIN et al., 2006b).

Figura 8. Topologia de redes regulatorias génicas. Cada vértice vermelho representa um gene. As arrestas azuis
e vermelhas correspondem, respectivamente, a interac6es de ativacéo e de inibicdo entre os genes. (A) Cada gene
tem a mesma probabilidade de se conectar com qualquer um dos demais genes da rede. (B) Rede formada por
conexdes desiguais entre 0s genes, caracterizada por nicleos centrais de interagdo, com alguns genes apresentando

muitas conexdes. Adaptado de Margolin et al., 2006a.

1.6.2 Analise de reguladores mestres

Uma das abordagens utilizadas para a analise de redes regulatorias centra-se em fatores
de transcrigédo (TFs). Os TFs atuam como moléculas essenciais no controle da expresséo génica
e, consequentemente, no funcionamento celular. Sob o comando dos TFs, cada gene influencia
a atividade celular através da geracdo de RNAm que guia a sintese de proteinas pelos
ribossomos no citoplasma, um compartimento celular onde eventos moleculares e reacgdes

bioquimicas acontecem (LEE; TZOU, 2009). Nos eucariotos, algumas das proteinas geradas
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sdo elas mesmas TFs que voltam para o ndcleo para controlar a expressdo de um ou de muitos
genes. Esse mecanismo complexo de controle da expressdo génica por TFs pode ser
representado como uma rede de regulacdo génica, a qual pode ser usada para descrever o
comportamento fenotipico de um sistema em estudo, como uma doenga (LEE; TZOU, 2009).

Neste contexto de redes génicas, certos TFs atuam como ‘reguladores mestres’ (MRS)
coordenando o comportamento celular e influenciando determinado fenotipo. Nas redes
regulatorias centradas em TFs, cada TF da rede é conectado a um conjunto de genes que ele
regula de forma direta - 0 que constitui uma unidade regulatéria (regulon) (BASSO et al., 2005).
Nestas redes, os MRs podem ser identificados com o uso da analise de reguladores mestres
(MRA), que consiste na analise da estrutura de uma TRN que contém TFs e seus alvos,
juntamente com informacdes referentes aos valores de expresséo diferencial, o que permite a
identificacdo dos TFs cujos alvos estdo enriquecidos em uma assinatura génica em particular
(e.g. em uma lista de genes diferencialmente expressos provenientes de um fenétipo especifico,
como em uma doenca) (BASSO et al., 2005).

O enriquecimento pode ser avaliado usando a analise de enriquecimento de um conjunto
de genes (GSEA), a qual consiste em um método computacional que determina se, dado um
conjunto de genes S (e.g. genes que participam da mesma via bioquimica) definido a priori, 0s
componentes de S estdo distribuidos randomicamente em uma lista L de ranking dos genes ou
se se encontram preferencialmente na base ou no topo de L; ou seja, mostra se existem
diferengas concordantes e estatisticamente significativas entre dois estados biolégicos (e.g. caso
e controle) (SUBRAMANIAN et al., 2005). Assim, GSEA pode ser usada para avaliar se
determinado regulon esta enriquecido para genes gque se encontram diferencialmente expressos
entre duas classes de dados de expressdo génica, verificando a correlacdo entre a unidade

regulatoria e um feno6tipo especifico (e.g. uma doenca).
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Desta forma, o objetivo da MRA é colocar o conjunto de genes pertencente a assinatura
de determinado fenotipo dentro de um contexto regulatério e identificar os MRs responsaveis
por coordenar a atividade desses genes, destacando assim o0 aparato regulatorio que esta
conduzindo a uma diferenciacao fenotipica (BASSO et al., 2005; LEFEBVRE et al., 2010). Em
suma, as TRNs sdo constituidas relativamente por um pequeno nimero de nodos — que
correspondem aos MRs — 0s quais apresentam alto grau de conectividade e coletivamente
compdem o aparato génico responsavel por orquestrar o programa regulatério de diferenciacao
fenotipica.

A busca de MRs como biomarcadores moleculares de doencas tem crescido nos ultimos
anos, uma vez que esses podem representar assinaturas génicas que explicam o envolvimento
de vias bioldgicas e ndo apenas um gene individual em uma patologia. Como reflexo, 0 uso
desse tipo de abordagem gerou achados interessantes em distintas areas da pesquisa biomédica,
como na imunologia (LEFEBVRE et al., 2010), na diabetes tipo 2 (PIAO et al., 2012), no cancer
(CARRO etal., 2010; CASTRO et al., 2016; FLETCHER et al., 2013), e mais recentemente na
psiquiatria (PFAFFENSELLER et al., 2016; TORSHIZI et al., 2019). Em um estudo realizado
por nosso grupo, resultados inovadores foram encontrados utilizando como abordagem a busca
por MRs no TB, tendo como principal achado o TF Early Growth Response (EGR) 3 atuando
como um MR e estando reprimido no CPF de pacientes bipolares (PFAFFENSELLER et al.,
2016).

O EGRS pertence a familia de genes de ativacdo imediata (IEGs), os quais sdo fatores
de transcricdo ativados no cérebro em resposta a estimulos ambientais, como 0 estresse
(MARBALLI; GALLITANO, 2018). Genes que apresentam o potencial de traduzir estimulos
ambientais em alteracGes no cérebro em longo prazo, como € o caso de genes da familia dos
IEGs e de genes relacionados ao ritmo circadiano (como os da familia dos criptocromos, por

exemplo), representam alvos interessantes de estudo, uma vez que podem influenciar no risco
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para transtornos psiquiatricos. Por se tratar de um fator de transcri¢do central, 0 EGR3 regula
uma série de genes-alvo que atuam em processos neurobioldgicos criticos, tais como
plasticidade sindptica, memoria e cognigdo — processos estes que estdo alterados nos transtornos
mentais. Adicionalmente, tendo em vista que a expressdo do EGR3 pode ser induzida pelo
BDNF, niveis reduzidos desta neurotrofina encontrados nesses transtornos podem explicar, ao
menos parcialmente, a repressdo do EGR3 identificada no TB (PFAFFENSELLER et al.,
2018). Estes achados abrem novas perspectivas de estudo deste potencial alvo - bem como de

genes e vias relacionados — no que diz respeito a fisiopatologia do TB, SZ e TDM.

1.6.3 Analise de enriquecimento funcional

Como mencionado anteriormente, experimentos envolvendo novas tecnologias na era
pGs-gendmica geram uma grande quantidade de informacdo. Com isso, além de identificar os
genes ou regulons-chave em certo fendétipo, torna-se imprescindivel destacar e interpretar as
funcBes desses produtos génicos em nivel sistémico. Neste sentido, uma etapa comum que pode
ser conduzida em investigacbes downstream a partir de dados de experimentos de alto
rendimento é a andlise de enriquecimento funcional de um conjunto de genes (HUANG;
SHERMAN; LEMPICKI, 2009). Esta tem como objetivo investigar associacdes funcionais
entre uma lista de genes de interesse (obtidos como resultado de um experimento) e conjuntos
especificos de genes de referéncia anotados com funcGes em comum (jd conhecidas e
documentadas em bases de dados) (SUN et al., 2018).

Desta maneira, 0s genes - constatados a partir de experimentos bioldgicos - que possuem
maior importancia em uma condicao (também conhecidos como genes ativos) sdo comumente
representados pelas fungdes nas quais estdo envolvidos - tais como aquelas relacionadas a
componentes celulares, processos bioldgicos, vias de sinalizagdo e fungdes moleculares
(REIMAND et al., 2019; SUN et al., 2018). Um panorama sistematico dessas funcfes €

derivado de bases de dados de anotagdo, como Gene Ontology (GO) (ASHBURNER et al.,
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2000; HARRIS et al., 2004), KEGG (KANEHISA; GOTO, 2000) e MSigDB (LIBERZON et
al., 2015).

Um processo bioldgico é tipicamente constituido por um grupo de genes e a
fundamentacéo principal da analise de enriquecimento funcional é baseada no fato de que se
um processo biolégico tem um funcionamento anormal em determinado fendtipo, os genes
coatuantes neste processo deverdo ter um maior potencial de serem selecionados como um
grupo relevante com o uso de tecnologias de varredura de alto rendimento (HUANG,;
SHERMAN; LEMPICKI, 2009). Assim, as extensas listas de genes que se encontram alterados
em uma patologia (e.g. com expressdo aumentada ou diminuida em relagdo a um grupo
controle) passam a serem vistas como grupos relevantes de genes que estdo associados a vias e
funcdes bioldgicas, e ndo mais como inimeros genes alterados analisados individualmente.
Essa visdo analitica aumenta a probabilidade de identificar corretamente 0s processos
bioldgicos pertinentes a um fenémeno bioldgico em estudo, como € o caso de uma doenca.

As bases de dados que sdo usadas na anotacdo de fungdes, como GO, mapeiam
sistematicamente muitos genes associados a termos de anotacao bioldgica (e.g. termos GO ou
vias), e entdo examinam estatisticamente o enriquecimento de genes para cada um dos termos
de anotacdo, por meio da comparacdo com um controle (ou referéncia). Isso permite que 0s
termos de anotacdo com genes enriquecidos possam ser identificados com elevado desempenho
a partir de milhares de termos de anotacdo (CURTIS; ORESIC; VIDAL-PUIG, 2005; KHATRI;
DRAGHICI, 2005). Esses termos enriquecidos, 0s quais por vezes representam vias bioldgicas,
resultam em novas e importantes perspectivas que podem possibilitar uma melhor compreensao
dos processos bioldgicos subjacentes a imensas listas de genes resultantes de experimentos

como microarranjo e RNA-Seq.



40

1.7 JUSTIFICATIVA

Os transtornos psiquiatricos representam um importante problema de satde publica no
mundo todo e, apesar da grande quantidade de pesquisas cientificas objetivando o
esclarecimento de suas fisiopatologias, at¢ 0 momento ndo existem marcadores bioldgicos
especificos para TB, SZ ou TDM. Esses transtornos tém etiologia complexa e multifatorial e
compartilham fatores genéticos e ambientais, o que explica em parte a dificuldade de serem
encontrados biomarcadores que caracterizem cada uma desses transtornos individualmente. As
similaridades entre os transtornos mentais podem refletir a promiscuidade de biomarcadores
relatada entre eles e chama a atencdo para o fato de que podem ser mais bem compreendidos se
uma dimensdo Unica, a de psicopatologia geral, for adotada. Neste sentido, estudar o0s
transtornos utilizando uma abordagem transdiagnoéstica, ndo os limitando de acordo com as
categorias presentes no DSM, pode trazer avangos no que diz respeito ao entendimento geral
dessas doencas.

Atualmente ao se realizar a busca por potenciais biomarcadores de determinadas
doencas ou condicgdes, ou até mesmo quando se pretende utilizar esses marcadores com a
intencdo de diferenciar dois ou mais transtornos, pode-se fazer uso de técnicas computacionais
capazes de identificar padrdes de interacdo entre uma série de varidveis para analisar dados
complexos (machine learning). A utilizacdo de abordagens desta natureza tem muito a
acrescentar para o campo de estudo dos transtornos psiquiatricos, visto que nao raramente
trabalhamos com uma grande quantidade de variaveis, tanto clinicas como biolégicas.

Desta maneira, faz-se necessaria a utilizacdo de novas perspectivas que incorporem a
complexidade desses transtornos multissistémicos, considerando que estratégias classicas de
investigacdo ndo tém sido efetivas em clarificar determinadas questes, como as relativas aos
mecanismos fisiopatologicos. A aplicacdo de metodologias que possuem caracteristicas

intrinsecas para explorar sistemas complexos - como é o caso de abordagens que se valem da
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biologia de sistemas e tecnologias como a transcriptdmica aliadas a métodos computacionais -
pode enriquecer a pesquisa na area de saude mental. Além disso, 0 uso de técnicas de machine
learning, por exemplo, pode ser usado para explorar uma grande quantidade de variaveis as
quais podem se mostrar Uteis na distingdo entre transtornos psiquitricos que possuem
caracteristicas em comum.

Particularmente, a busca por reguladores mestres tem potencial de acrescentar
substancialmente na compreensdo de uma condigdo ou doencga, pois podem representar
assinaturas génicas que refletem a implicacdo de vias bioldgicas em uma patologia, ao invés de
destacar o papel de somente um ou alguns genes individuais. Desta forma, encontrar esses MRs
como biomarcadores relacionados a transtornos psiquiatricos pode significar a identificagdo de
novos alvos em potencial e até mesmo propiciar inovacdo no desenvolvimento de esquemas

terapéuticos.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar biomarcadores periféricos que sejam capazes de diferenciar transtornos
psiquiatricos com caracteristicas clinicas semelhantes (como € o caso da depressdo bipolar e da
depressdo unipolar), além de estudar a regulagdo transcricional nos transtornos psiquiatricos
(TB, SZ e TDM) através da identificacdo de reguladores mestres e sua implicacdo na

fisiopatologia desses transtornos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o potencial uso prognéstico de biomarcadores periféricos de maneira
transdiagndstica;

b) Verificar a possibilidade de utilizacdo de biomarcadores séricos para diferenciar transtornos
psiquiatricos com caracteristicas clinicas semelhantes (como é o caso da depressao bipolar

e da depresséo unipolar), por meio de técnicas de machine learning;
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c) ldentificar, através do uso de ferramentas de bioinformatica, fatores de transcricao que atuem
como potenciais reguladores mestres no TB, SZ e TDM, baseado em redes de unidades
regulatorias no CPF dorsolateral;

d) Investigar o estado de ativacdo ou represséo dos potenciais reguladores mestres, assim como
0s processos bioldgicos envolvidos em cada transtorno, a fim de caracterizar os fenotipos
transcricionais de cada diagnostico;

e) Comparar, através de uma abordagem transdiagndstica, a expressdo génica de marcadores
bioldgicos relevantes na interacdo gene-ambiente em sangue total de controles e pacientes
com TB, SZe TDM;

f) Associar possiveis alteraces na expressdo génica destes marcadores bioldgicos relevantes
na interagdo gene-ambiente nos pacientes psiquiatricos com caracteristicas clinicas

associadas a progressao dos transtornos.
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4. DISCUSSAO

A fisiopatologia dos transtornos psiquiatricos é complexa e heterogénea, envolvendo
uma série de fatores genéticos, comportamentais e ambientais. Cada transtorno possui aspectos
clinicos particulares que frequentemente o definem, porém, transtornos como TB, TDM e SZ,
0s quais representam o foco central desta tese, também exibem uma certa sobreposic¢ao nas suas
manifestaces fenotipicas, em especial quando nos atemos & comparacao de transtornos com
similaridades nos sintomas, fatores de risco associados e terapias medicamentosas. Assim,
abordagens que integram niveis de informacé&o variados, de modo a englobar fatores genéticos,
ambientais, circuitos comportamentais e sintomas auto reportados, podem possibilitar uma
melhor compreensao relacionada a natureza de salde e doenga mental em graus variados de
disfuncdo em sistemas psicobioldgicos.

Nesse contexto, no artigo que constitui o capitulo I desta tese foram utilizadas técnicas
de machine learning para analisar padrfes de ruminacédo através de uma perspectiva RDoC. A
ruminacdo € caracterizada pelo pensamento auto focado e repetitivo, que ndo esta
necessariamente centrado na resolucdo dos problemas que inicialmente deram origem ao
fendmeno (NOLEN-HOEKSEMA; WISCO; LYUBOMIRSKY, 2008), o qual é classificado
como mal adaptativo, também chamado de brooding. Ademais, este estudo também teve como
objetivo determinar varidveis clinicas (sintomas psiquiatricos, histérico de suicidio e
hospitalizacGes, funcionalidade, uso de medicacdes e comorbidades), sociodemograficas, e
biologicas (marcadores inflamatérios: IL-6, IL-1B, IL-10, TNF-a, CCL11; ¢ BDNF) que
poderiam predizer niveis maiores de ruminacdo mal adaptativa em uma amostra
transdiagndstica, composta por pacientes ambulatoriais com diagndstico de Transtorno
Esquizoafetivo, SZ, TB, TDM, TA, TOC e Transtorno de Estresse Pds-Traumatico (TEPT).

Como principais resultados, observamos que as variaveis preditoras mais relevantes

para distinguir individuos mais ruminadores dos menos ruminadores foram: Penn States Worry
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Questionnaire (PSWQ), Escala de Transtorno de Ansiedade Generalizada 7 (GAD-7), Escala
de impresséo clinica global (CGI-S), Escala de avaliagdo de Depressdao de Hamilton (HDRS),
severidade da doenca, status socioeconémico, e diagnéstico atual de Transtorno de Panico.
Desta forma, ndo foram encontradas associac@es significativas entre niveis de biomarcadores e
ruminagdo, apesar de estar bem documentado que situacGes de estresse modificam os niveis de
marcadores inflamatérios e BDNF (importante para a plasticidade sinéptica e para o
funcionamento ideal do CPF e do hipocampo, por exemplo) (CASTREN, 2014; GOUIN et al.,
2012; MARSLAND et al., 2017). Isso pode ser explicado pelo fato de os pacientes (tanto os
mais quanto os menos ruminadores) estarem em uso de medicagdes para o tratamento dos
transtornos, e sabe-se que muitos dos medicamentos psiquidtricos modulam os niveis desses
marcadores biolégicos séricos (CAPUZZI etal., 2017; LIN; HUANG, 2020; NASSAR; AZAB,
2014; WANG et al., 2019).

Essa busca por moléculas que podem ser mensuradas perifericamente, como é o caso de
biomarcadores séricos, tem sido frequente nos Gltimos anos no que se refere a transtornos
psiquiatricos. O intuito desse interesse reside no fato de que esses marcadores possam ser Uteis
na distin¢do entre diagnosticos psiquiatricos com caracteristicas clinicas correlatas, como é o
caso, por exemplo, da depressdo bipolar e da depressdo unipolar, o0 que representa uma questao
ainda desafiadora na pratica clinica, devido a similaridade desses episodios depressivos em
termos clinicos. Neste sentido, o capitulo Il teve como objetivo encontrar assinaturas que
pudessem auxiliar a diferenciar pacientes com depressdo bipolar de pacientes com depressao
unipolar, aléem de distingui-los de controles saudaveis. Para isso, novamente utilizamos
abordagens de machine learning juntamente com medidas de biomarcadores inflamatérios (IL-
2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, IL-17A), de estresse oxidativo (TBARS e carbonil) e

BDNF, obtendo resultados sugestivos de que algoritmos de machine learning podem auxiliar
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na discriminacao entre depressao bipolar, depressdo unipolar e controles saudaveis utilizando
medidas de determinados biomarcadores periféricos.

Assim, dentre os marcadores biolégicos acessados, os que demonstraram ser as
variaveis preditoras mais relevantes para diferenciar pacientes com depressao bipolar daqueles
com depresséo unipolar foram IL-4, TBARS e IL-10; ao passo que IL-6, IL-4, TBARS, carbonil
e IL17-A foram as de maior relevancia para a distingdo entre pacientes com depressao bipolar
e controles. Por fim, IL-6, carbonil, BDNF, IL-10, IL17-A, IL-4 e TNF- a demonstraram a
melhor performance como variaveis capazes de predizer a separa¢do entre pacientes unipolares
e controles saudaveis. Desta maneira, os achados presentes neste capitulo apontam que modelos
de machine learning utilizando como variaveis medidas de biomarcadores periféricos tem
potencial de serem utilizados como auxiliares na pratica clinica. No entanto, para isso €
necessario que outros estudos independentes e com maior numero de individuos reproduzam
0s achados deste trabalho.

Até este momento, do ponto de vista bioldgico, investigamos o papel de potenciais
biomarcadores que podem ser encontrados na periferia, e que, portanto, apresentam maior
facilidade de acesso e mensuracdo. N&o obstante, como estamos estudando doencas
psiquiatricas, a base das alteracdes que originam essas condic¢des envolve 0 SNC, seja pelo fato
de questBes genéticas/hereditarias alterarem o funcionamento normal de certas estruturas
cerebrais (DEMKOW; WOLANCZYK, 2017; HOEHE; MORRIS-ROSENDAHL, 2018) ou
ainda fatores ambientais, tais como eventos traumaticos, estressores de natureza diversa e
alterac6es no ritmo bioldgico, que podem impactar em nivel central a ponto de causar mudangas
estruturais e funcionais no encéfalo (LENROOT; GIEDD, 2008), o que reflete no
comportamento e caracteristicas clinicas associadas aos transtornos. Deste modo, com o intuito
de melhor entender similaridades e diferencas em nivel molecular ndo somente entre TDM e

TB, mas também na SZ - dada uma certa aproximacé&o clinica deste transtorno com o polo
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maniaco do TB - resolvemos investigar potenciais bases fisiopatoldgicas desses transtornos a
partir de uma abordagem transcriptdbmica em nivel central utilizando biologia de sistemas, o
que nos conduz ao capitulo 111 desta tese.

Sendo assim, buscamos compreender potenciais mecanismos fisiopatologicos
relacionados ao TB, TDM e SZ através da utilizacdo de abordagens de bioinformatica baseadas
em redes para estabelecer uma assinatura regulatdria transcricional no CPF de pacientes com
algum desses transtornos psiquiatricos. Para tanto, conforme descrito no capitulo 111 desta tese,
inicialmente foi analisado um conjunto de dados de expresséo génica referentes ao CPF humano
saudavel ao longo da vida, com o intuito de elaborar uma rede regulatoria que englobasse
fatores de transcrigdo conhecidos e 0s seus potenciais alvos associados, para que isso permitisse
a obtencdo de uma representacdo mais fidedigna sobre o funcionamento normal do CPF
(PFAFFENSELLER et al., 2016). A seguir, a partir de conjuntos de dados de RNA-Seq ou
microarranjo de amostras de tecido post-mortem, identificamos candidatos a reguladores
mestres (regulons) para cada um dos transtornos psiquiatricos (TB, TDM e SZ) por meio de
uma analise que permitiu acessar unidades regulatérias no CPF enriquecidas com genes
diferencialmente expressos entre os dois fenotipos, ou seja, pacientes com transtornos
psiquiatricos versus controles saudaveis, a fim de avaliar se a ativacdo ou repressao de
determinados fatores de transcricdo influencia as assinaturas génicas desses transtornos nessa
regido cerebral. Apos aplicarmos alguns filtros de selecéo, essa analise resultou na identificacdo
de 40 candidatos a reguladores mestres, considerando os trés diagnésticos, os quais foram entéo
utilizados para construir uma rede de associagédo com o objetivo de evidenciar as relagdes entre
esses regulons. Entdo, o estado — ativado ou reprimido - de cada um desses regulons em cada
conjunto de dados foi inferido através de uma anélise de enriquecimento, e esta informacéo foi
usada para verificar, atraves de andlises de clusterizag&o, se o padrdo de atividade desses fatores

de transcricdo poderia distinguir os transtornos.
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No geral, analisando os resultados das duas técnicas de clusterizacdo utilizadas,
observamos a formacéo de cluster que compreende, em sua totalidade ou majoritariamente, os
conjuntos de dados que s&o relativos ao diagndstico de TDM, e outro que concentra aqueles
referentes a TB e SZ, destacando assim que, do ponto de vista transcriptdmico, os desafios para
diferenciar entre TB e SZ podem ser maiores do que para diferenciar esses em relacdo ao TDM.
E interessante destacar também que boa parte dos regulons candidatos possuem o mesmo estado
de ativacdo no TB e na SZ, mas o padrdo oposto no TDM. Por outro lado, no capitulo II
destacamos que foi possivel diferenciar depressdo bipolar de depressdo unipolar através de
biomarcadores séricos, 0 que nos sugere que a integracao na utilizacdo de biomarcadores de
expressdo génica e proteica pode ser Gtil no proposito de diferenciar esses transtornos. Além
disso, chama a atencdo o fato de 0 EGR3 estar reprimido e 0 EGR1 estar predominantemente
reprimido nos conjuntos de dados referentes aos trés transtornos. Por este motivo, a expresséo
génica de EGR1 e EGR3 foi investigada também perifericamente de modo mais direcionado,
juntamente com outro gene que tem um papel no ritmo circadiano e esta relacionado com esses
EGRs, que é o cryptochrome circadian regulator 2 (CRY2), o que sera discutido mais adiante
e que foi o foco do capitulo IV.

Outro ponto investigado, ainda no capitulo 111, foi se os processos bioldgicos - 0s quais
sdo modulados pelos reguladores mestres - envolvidos em cada transtorno seriam os mesmaos,
e para responder a esse questionamento realizamos uma analise de enriquecimento funcional.
Porém, antes disso, aplicamos filtros de selecdo para que permanecessem na analise somente
0s regulons mais consistentes, o que resultou em 14 deles, os quais foram entéo aplicados na
referida analise, que retornou os processos bioldgicos enriquecidos em cada uma das doencas.
SZ deteve o0 maior numero de processos bioldgicos relacionados, seguido por TB e na sequéncia
por TDM, este ultimo, portanto, apresentando o menor numero de processos bioldgicos

relacionados ao fenotipo. Neste ponto, é valido destacar que o transporte e homeostase de
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calcio, assim como as vias upstream que modulam esses processos, mostraram-se alterados na
SZ, o que pode conduzir ao mau funcionamento de indmeras outras vias downstream,
implicando em morte neuronal e disfuncdo sinaptica, os quais também foram processos
destacados na andlise de enriquecimento funcional na SZ. Em relagdo ao TB, disturbios na
funcdo sinaptica e no transporte idnico transmembrana também ficaram notdrios, bem como
processos ligados a funcdo imunoldgica e ao estresse oxidativo; jA para TDM apenas dois
processos foram destacados: um associado ao desenvolvimento celular glial, e outro ao
metabolismo de acidos graxos. Novamente, foi possivel notar o compartilhamento de certos
processos similares em destaque entre TB e SZ, e um afastamento dos processos do TDM em
relacdo a esses, 0 que esta de acordo com o reportado por Gandal e colegas, em que indicam
que possivelmente as alteragdes genéticas na comunicacao célula a célula exercem um papel no
TB e SZ, mas ndo do mesmo modo no TDM (GANDAL et al., 2018).

Os processos relacionados a funcdo imunoldgica e ao estresse oxidativo que se
destacaram no TB também merecem atencdo, uma vez que alteracdes em marcadores
inflamatdrios - como € o caso das citocinas, que representam moléculas centrais na sinalizacdo
do sistema imunoldgico - e de estresse oxidativo tém sido reportados com frequéncia em
pacientes bipolares (ANDERSON; MAES, 2015; CAPUZZI et al., 2022; FRIES et al., 2019;
GUIDARA et al., 2021; KIM et al., 2007; KUNZ et al., 2008, 2011; MUNKHOLM et al., 2013;
PEREIRA etal., 2021; ROSENBLAT; MCINTYRE, 2016; TATAY-MANTEIGA etal., 2017).
No entanto, a literatura nos mostra que alteracdes em marcadores inflamatorios e de estresse
oxidativo ndo sdo unanimidade do TB, uma vez que tanto alteracfes nos niveis séricos de
citocinas como no numero de células do sistema imunologico (BARBOSA et al., 2014;
GIBNEY; DREXHAGE, 2013; GOLDSMITH; RAPAPORT; MILLER, 2016; MULLER,
2014), assim como nos produtos de peroxidacéo lipidica, dano oxidativo ao DNA e nas proprias

defesas antioxidantes (AKYOL et al., 2002; ANDREAZZA et al., 2008; BLACK et al., 2015;
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DIETRICH-MUSZALSKA; OLAS; RABE-JABLONSKA, 2005; NG et al., 2008) j& foram
reportados nas trés doencas que compdem o foco central deste trabalho. Inclusive, como
demonstrado no capitulo 11 desta tese, conjuntos de citocinas inflamatorias e marcadores de
estresse oxidativo mostraram-se Uteis para diferenciar tanto depressdo bipolar quanto depressao
unipolar de controles saudaveis, com destaque para as citocinas IL-6, IL-4 e IL-17A, as quais
foram relevantes nessas duas comparacoes realizadas.

O fato de processos relacionados a essas vias bioldgicas somente aparecerem no TB em
nossa analise tendo como base o tecido cerebral pode ser devido as proprias limitacfes do
estudo, que envolvem principalmente a cronicidade das doencas, o estado de humor no
momento do falecimento dos individuos e os medicamentos que estavam sendo utilizados pelos
individuos, informacdes essas que, na maioria das vezes, ndo estavam facilmente disponiveis
nos bancos de dados para que pudessem ser controladas. Estes elementos seriam relevantes para
uma melhor discussdo acerca deste ponto, visto que marcadores inflamatdrios variam em
decorréncia do estado de humor e da cronicidade das doencas (AUDET etal., 2014; BRIETZKE
etal., 2009; ORTIZ-DOMINGUEZ et al., 2007; VAN DEN AMEELE et al., 2016), e tém seus
niveis alterados por uma série de farmacos utilizados no tratamento dos transtornos
psiquiatricos (KENIS; MAES, 2002; POLLMACHER et al., 2000; VAN DEN AMEELE et al.,
2016; ZHAN et al., 2020).

Ao avaliarmos no capitulo 1V a expressdo de EGR1, EGR3 e CRY2 no sangue total de
pacientes psiquiatricos comparado a individuos saudaveis observamos que somente EGR1
apresentou reducdo significativa nos niveis de mRNA nos pacientes, ndo sendo observadas
diferencas entre os grupos com relacdo a EGR3 e CRY2. Ao explorarmos este achado,
evidenciamos que EGRL1 esta consistentemente reprimido nos trés transtornos estudados: TB,
SZ e TDM, mostrando que essa pode ser uma alteragdo bioldgica em nivel molecular que se

sobrepde nesses transtornos e que vai ao encontro dos resultados obtidos no capitulo 111, no
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qual realizamos um estudo considerado exploratério usando biologia de sistemas, utilizando
bancos de dados com amostras cerebrais, mais especificamente do CPF. Desta forma, podemos
dizer que temos dados centrais e periféricos coincidentes em relagdo ao EGR1, o que o coloca
como central nessa discusséo.

Essa reducéo na expressdo de EGR1 no TB, SZ e TDM sugere que o EGR1 pode
representar parte de alguma via potencial comum que esteja na base da fisiopatologia desses
transtornos. O Egrl é, fisiologicamente, um fator de transcri¢cdo expresso em todo o cérebro,
que mantém niveis de expressdo basais em importantes areas cerebrais que participam do
controle do comportamento social e emocional, meméria de longa duracao e cognicao e sistema
de recompensa, processos esses que frequentemente estdo alterados nos transtornos
psiquiatricos (DUCLOT; KABBAJ, 2017). O EGR1, por pertencer a familia dos IEGs, pode
ser ativado no cérebro em resposta a estimulos ambientais, como o estresse (MARBALLI,
GALLITANO, 2018), €, por isso, tém a capacidade de, em longo prazo, traduzir esses estimulos
em alteracdes no SNC. Este fator de transcricdo, conforme mencionado no capitulo 1V, esta
envolvido em uma série de processos neurais, incluindo maturacao neuronal via plasticidade
sinaptica dependente de N-metil-D-aspartato (NMDA) e é necessario para a consolidacdo de
memoria e para a fase tardia da potenciacdo de longa duracdo (LTP) (JONES et al., 2001,
VEYRAC et al., 2013, 2014). A implicacdo do EGR1 nesses processos e em outras vias ja
estudadas na fisiopatologia dos transtornos psiquiatricos € mais um ponto que reforca a hipotese
que este fator de transcrigédo, por ser influenciado por diversos fatores upstream e influenciar
outra serie de vias downstream, é relevante nessas doencas e deve ser melhor estudado e
compreendido.

E importante ressaltar que, apesar do envolvimento do EGR1 nos processos de
plasticidade sinaptica estar bem documentado, 0s mecanismos especificos por meio dos quais

0 EGR1 exerce sua influéncia ainda ndo esta esclarecido em sua totalidade, sendo que,
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conforme destacado por Duclot e Kabbaj, a maioria dos potenciais alvos do EGR1 ainda terdo
que ser decifrados (DUCLOT; KABBAJ, 2017). No entanto, alguns estudos ja predisseram
alvos do EGR1 em potencial, sendo que ao analisar funcionalmente vias relacionadas a esses
alvos ficou claro o enriquecimento de alvos diretos que fazem parte de vias de fatores de
crescimento - incluindo neurotrofinas (como o BDNF, por exemplo, j& bastante associado aos
transtornos psiquiatricos) —bem como genes de vias chave de sinalizacéo intracelular, tais como
Ras e proteinas cinase ativadas por mitégeno (MAPK) (DUCLOT; KABBAJ, 2017).
Curiosamente, muitos dos alvos do EGR1 estdo associados com processos e vias relacionados
a comunicacdo intercelular, tais como o reconhecimento e interacéo célula a célula, sugerindo
que 0 EGR1 participa da regulagdo destes processos através de sua influéncia sobre uma grande
quantidade de genes alvo.

O processo de aprendizado, por exemplo, requer uma série de modificacGes estruturais
da sinapse, as quais necessitam da ocorréncia de varios eventos intracelulares, que dependem
de elementos-chave, como a via de transducdo de sinal conhecida como via das MAPK, que
sdo proteinas sinalizadoras fundamentais ativadas, por exemplo, por diversos fatores de
crescimento e neurotransmissores. Estudos ja demonstraram que esta via esta envolvida em
diferentes formas de plasticidade, incluindo a ativacdo de transcricdo génica, modificacao
estrutural da sinapse, insercdo de receptores e regulacdo da sintese de proteinas dendriticas
(DAVIS; LAROCHE, 2006). Além do mais, ja foi reportado que a ativacdo de proteinas desta
via € requerida para que ocorra a consolidacdo de memorias de longo prazo e ha indicios de que
também sdo necessérias para a reconsolidacdo de memodrias (DAVIS; LAROCHE, 2006). A
cinase regulada por sinais extracelulares (ERK) é membro dessa familia e largamente expressa
em neurbnios maduros e pds-mitéticos, sendo que a cascata ERK esta presente em todas as
regides encefélicas nas quais ha plasticidade sinéptica e a sua ativacdo é necessaria para que

haja a formacdo de novas memdrias (ENGLISH; SWEATT, 1997). Assim, quando ha um sinal
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apropriado que chega ao neurdnio/a sinapse, ocorre a ativagao desta via através da ligacdo de
um determinado ligante (neurotransmissor, fator de crescimento, mitdgeno) a uma proteina
transmembrana, que é um receptor tirosina cinase (MCCAIN, 2013). Uma vez ativados, esses
receptores levam a ativacao sequencial das classes centrais de cinases desta via, Ras e Raf, que
por sua vez ativardo MEK, que fosforila ERK1 e ERKZ2, as quais entéo translocam para o nucleo
onde ativam os fatores de transcricdo downstream Elk-1 e c-Myc, além de ativar o fator de
transcricdo conhecido como proteina de ligagdo ao elemento de resposta do AMPc (CREB)
através de uma cinase intermediéria - a proteina ribossomal S6 cinase (RSK) - ou da cinase
ativada pelo estresse (MSK). Elk-1 e c-Myc tém sitios de ligacdo em vérios IEGs, tais como
EGRL1 e c-Fos, e no proprio BDNF (DAVIS; LAROCHE, 2006). Elk-1 tem a capacidade de
formar um complexo com o fator sérico de resposta (SRF) e entdo se ligar na regido promotora
denominada elemento sérico de resposta (SRE)! presente no EGR1 e em outros IEGs, 0s quais
codificam, por eles proprios, fatores de transcri¢do. Desta forma, a inducdo de IEGS por meio
desta via leva a alteracdo na expressdo de diversos outros genes da cascata, instituindo novos
programas de expressdo génica. Tendo em vista que esses IEGS que codificam fatores de
transcricdo conhecidamente ativam genes-alvo downstream, esta cascata de sinalizacdo
MAPK/ERK encontra-se numa posi¢do determinante entre os sinais que iniciam a plasticidade
dependente de atividade e o desfecho final, que consiste na modificacao estrutural da célula.
Assim, conforme mencionado no capitulo IV, o EGR1, através de suas acdes sobre
genes downstream, modula muitos processos fundamentais para a comunicacdo intra e
intercelular, incluindo trafego de proteinas, transporte de vesiculas sinapticas, endocitose,
cascatas de sinalizacdo intracelular e fosforilacdo de proteinas, tendo também como alvos
alguns genes ligados a processos de degradacgéo proteica mediada por proteossoma, sendo esta

relacdo j& descrita em células neuronais, nas quais a superexpressao de EGR1 resultou em

1 As regiGes promotoras de muitos genes cuja transcrigdo é induzida rapidamente e transientemente apos a estimulagdo de um fator de
crescimento ou mitdgeno contém uma sequéncia regulatéria comum, conhecida como elemento de resposta sérico (SRE).
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upregulation de proteinas relacionadas ao proteassoma, bem como de outros processos como
fosforilago, transporte de ions e metabolismo (BAUMGARTEL et al., 2009). Desta maneira,
devido a sua influéncia (seja esta direta ou indireta) na reorganizacao do citoesqueleto de actina
até o controle de outros fatores transcri¢do através das cascatas de sinalizacdo intracelulares, o
EGR1 tem importante papel na formacéo e na arquitetura das sinapses, bem como na liberacéo
de neurotransmissores, o que o coloca como um regulador mestre da atividade neuronal, com a
habilidade de controlar, também por meio dos seus diversos genes alvo, niveis variados dos
processos de plasticidade neuronal e sinaptica de uma forma bastante abrangente. A influéncia
do EGR1 nos processos supracitados, bem como elementos das vias de sinalizagcdo que estdo
ligados a sua modulacédo estdo exemplificados na Figura 9. Nesta ilustracdo aparecem outros
potenciais moduladores upstream do EGR1, como as outras cinases p38, c-Jun N-terminal
cinase (JNK) e a Akt, uma serina-treonina cinase, sendo que as cascatas de proteinocinases que
levam a ativacdo de p38 e JNK aparentemente sdo ativadas preferencialmente por estresse
celular ou citocinas inflamatorias.

Adicionalmente, temos em destaque o0 NAB1, que constitui um elemento de regulacdo
da expressao de EGR1, atuando como um correpressor, sendo que o Egrl medeia a inducéo de
seu proprio repressor, evitando assim uma transativacdo permanente do Egrl e de seus genes
alvo e uma reacdo danosa exacerbada em resposta a sinais ambientais em determinados
momentos, uma vez que a repressdo da transcri¢do génica é critica para a funcéo celular, bem
como para a satide e o desenvolvimento normal de um organismo (SWIRNOFF et al., 1998). A
parte disso, é importante citar também a influéncia dos micro-RNAs na expressdo do EGR1.
Nesse sentido, um miRNA ja ganhou destaque, 0 miR-124, o qual ja foi reportado como um
regulador dos niveis de EGR1 no SNC, estando também associado diretamente com modulac&o
da fungéo neuronal e processos cognitivos superiores. Desta forma, 0 miR-124 pode fazer parte

de um mecanismo de retroalimentacdo negativa que controla a expressdo de EGR1 também em
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nivel pés-transcricional (WANG et al., 2016; YANG et al., 2012), conforme sugerido na Figura

9.
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Figura 9. Representacdo da regulacéo e das funcbes do EGR1 no sistema nervoso central no contexto da
plasticidade sindptica. Em resposta a varios estimulos como estresse ou tarefas de aprendizado/cognitivas que
levam a liberacdo de fatores de crescimento, secre¢cdo de hormonios, ou atividade neuronal, muitas vias de
sinalizacéo intracelular, incluindo MAPK ou Akt s&o ativadas. Fatores de transcri¢do como SRF, CREB ou ELK1
sdo entdo induzidos e prontamente regulam a transcri¢cdo de Egrl. Consequentemente, EGR1 pode entdo regular
diretamente muitos alvos transcricionais relacionados a diversas funcgGes bioldgicas relativas a plasticidade
sinaptica: liberacdo de vesiculas e endocitose, metabolismo de neurotransmissores, miRNA, receptores, vias de

sinalizacdo, citoesqueleto de actina, bem como componentes do complexo do proteossoma. EGR1 pode entéo,
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através de uma série de alvos transcricionais diretos, modular maltiplos aspectos da plasticidade sinaptica, e dessa
forma orquestrar a integracdo de estimulos ambientais em nivel de plasticidade sinaptica, a fim de regular
processos superiores como aprendizagem e memoria, além de adicdo, ansiedade e transtornos neuropsiquiatricos.
Por fim, alguns mecanismos de retroalimentacdo negativa também estdo presentes, seja diretamente através do

préprio EGR1, ou indiretamente através dos seus alvos NAB1 ou miR-124. Adaptado de Duclot & Kabbaj, 2017.

Diferentemente do EGR1, ndo houve diferenca na expressdo de EGR3 e CRY2 entre
pacientes com TB, TDM e SZ e individuos saudaveis, conforme abordado no capitulo V. No
entanto, estudos j& reportaram reducdo na expressdo periférica (células sanguineas
mononucleares) de CRY?2 em pacientes bipolares em episddio depressivo (LAVEBRATT et
al., 2010), assim como variantes deste gene ja foram associadas a TDM e TB (KOVANEN et
al., 2013, 2017) e também a ciclagem rapida no TB (SJOHOLM et al., 2010), além de genes
que fazem parte do controle do ritmo circadiano — o que inclui os da familia dos criptocromos
(CRY1 e CRY2) — terem alteracfes na sua expressdo reportadas em pacientes com SZ
(JOHANSSON et al., 2016). Quanto ao EGR3, este ja foi associado com TB (MANSOUR et
al., 2009) e SZ (KIM et al., 2010; ZHANG et al., 2012) e um estudo recente mostrou reducéo
na expressdo de EGR3 no sangue periférico de pacientes com SZ comparados a controles
saudaveis (NIE et al., 2021). O fato de ndo encontrarmos diferenca entre 0s grupos pode ter
ocorrido devido a caracteristicas da amostra, por ser constituida de pacientes de um hospital
terciario, referéncia no atendimento de casos graves e que, conforme destacado no capitulo IV,
estdo em uso de varios medicamentos, os quais podem ter exercido efeito sobre a expressdo de
EGR3 e CRY?2, impedindo que diferencas ficassem aparentes ao compararmos pacientes com
transtornos psiquiatricos e controles. Em relacdo a expressdo de EGR1, acreditamos que a
diferenga entre controles e pacientes teria sido ainda mais evidente se ndo tivéssemos a
influéncia dos medicamentos. 1sso porque, no geral, 0s medicamentos psiquiatricos modulam

positivamente a plasticidade sinéptica, sendo que, por exemplo, o litio evita a reducéo no



143

comprimento dos dendritos devido ao estresse cronico em roedores (WOOD et al., 2004), o
tratamento crénico com fluoxetina estimula a arborizagéo dendritica e a maturagéo de novas
células granulares hipocampais (WANG et al., 2008), e o haloperidol, além de outros
antipsicoticos, também exerce influéncia sobre a plasticidade sindptica (KONRADI,
HECKERS, 2001).

E vélido pontuar que, como destacamos no capitulo 1V, ndo encontramos nenhuma
correlagéo significativa entre os medicamentos individuais e a expressdo dos genes em questéo,
ou seja, ndo podemos afirmar que, de fato, exercem algum efeito na expressédo de EGR1, EGR3
e CRY2 na amostra estudada. Porém, temos que destacar que grande parte dos pacientes estava
em uso de mais de uma medicacdo psiquiatrica, o que complica a avaliagdo de efeitos
individuais de cada farmaco neste quesito, uma vez que podemos ter ainda interacBes entre
farmacos que afetam a expressdo desses genes. Ademais, também ndo observamos nenhuma
associacao dos niveis de mMRNA de EGR1, EGR3 e CRY2 com escalas psiquiatricas ou
caracteristicas clinicas tais como intensidade de sintomas, gravidade de doenca, tempo de
doenca e idade de inicio da doenca, por exemplo. Apesar dessas limitacdes, inerentes a amostra
utilizada, tivemos como resultado consistente a diminui¢cdo na expressdo génica de EGR1 nos
pacientes psiquiatricos quando comparados a controles saudaveis, conforme ja discutido
anteriormente.

Ao avaliarmos a capacidade de EGR1, EGR3 ou CRY2 diferenciarem pacientes
psiquiatricos de controles usando como base os niveis de MRNA verificamos que, conforme
esperado, somente EGR1 possibilitou a distin¢do entre os dois grupos. Assim, utilizamos os
dados de expressédo de EGR1 para verificar se poderia haver uma melhor classificacdo de TB,
TDM ou SZ individualmente versus controles, usando como base as caracteristicas das curvas
ROC obtidas, bem como se esses dados poderiam diferenciar um transtorno do outro.

Observamos entdo que analisar individualmente cada transtorno versus controles ndo melhorou
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consideravelmente as caracteristicas das curvas ROC, ou seja, ndo se mostrou Util em relacéo a
comparagao anterior (pacientes psiquiatricos x controles) e, consequentemente, este dado
também n&o teve potencial para distinguir entre pacientes dos diferentes diagnosticos (TB,
TDM e SZ). Assim, essa abordagem reforca que, ao menos nas condicdes estudadas, a reducéo
na expressdo génica de EGR1 é comum nesses transtornos psiquiatricos, podendo ser
considerada uma caracteristica molecular transdiagnostica nesses termos.

De acordo com as observagOes contidas nesta tese, ressaltamos que a busca por
biomarcadores é relevante para o entendimento da fisiopatologia dos transtornos psiquiatricos,
assim como de caracteristicas que se sobrepdem em transtornos distintos com similaridades na
clinica. No entanto, hoje esta claro que doencas complexas, como é o caso do TB, TDM e SZ,
ndo podem ser explicadas e nem diferenciadas por um simples biomarcador sérico,
principalmente quando nos referimos a transtornos com etiologia variada que envolve fatores
genéticos, ambientais e sociais, dentre outros. Como vimos, as vezes nem mesmo conjuntos de
biomarcadores séricos sdo suficientes para diferenciar de forma fidedigna transtornos ou
caracteristicas especificas desses. Sendo assim, torna-se cada vez mais necessario utilizarmos
analises mais complexas, como as contempladas por técnicas de machine learning, para que
biomarcadores possam vir a ser Uteis no diagnostico e/ou na resposta ao tratamento. Genes que
atuam como reguladores mestres, como aqueles mencionados no capitulo 111, podem trazer
novos rumos na elucidacéo da fisiopatologia dos transtornos psiquiatricos e, consequentemente,
tornarem-se alvos terapéuticos, principalmente pelo fato de um regulador mestre modular
diversos outros genes alvo e, portanto, alteragdes na sua fungdo influenciarem uma série de
cascatas bioldgicas, conforme discutido anteriormente em relacdo ao regulon EGRL1, que se

tornou o foco principal deste trabalho.
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E importante ressaltar que apesar de as vias investigadas estarem relacionadas a diversos
processos cognitivos e sinapticos, a traducgdo direta dos achados moleculares nestes estudos
para efeitos clinicos e cognitivos ndo foi examinada, e ainda configuram hipdteses passiveis de
estudos. A caracteristica transversal dos estudos reunidos nesta tese precludem inferéncias de
causalidade. Além disso, ndo foi possivel avaliar a influéncia direta de medicamentos e de
drogas licitas na expressdo dos genes alvo, bem como nos niveis de marcadores séricos
investigados.

Em suma, sugerimos que - considerando reguladores mestres, sua respectiva regulacéo
transcricional e 0s processos bioldgicos modulados no CPF - TB e SZ possuem bases
fisiopatologicas que aproximam esses transtornos e os distanciam do TDM. Além disso, temos
0 EGR1 ocupando uma posi¢do de destaque, pois aparentemente desempenha um papel
fundamental na fisiopatologia dos transtornos psiquiatricos, devido a sua capacidade de
responder a estimulos ambientais - tais como estresse, experiéncias sociais e eventos
traumaticos (principalmente no inicio da vida) — e a fungédo que este gene exerce na plasticidade
sinaptica, seja diretamente ou através da sua atuacdo como um regulador mestre, modulando
genes alvo os quais estdo implicados em diversos processos relacionados a neuroplasticidade e,
desta forma, influenciando vias que fazem parte da fisiopatologia dos transtornos psiquiatricos,
como aquelas ligadas ao aprendizado e a memoria. No entanto, vale ressaltar que é necessario
confirmar essa observacdo em relacdo ao EGR1 com um nimero maior de individuos, além de
verificar se a redugdo na expressdo desse gene é consistente independente do status do
transtorno e se esta presente desde o inicio da manifestagdo da doencga. De qualquer forma, o
EGRL1 surge como um potencial alvo molecular para o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas. Por fim, estudos futuros poderdo avaliar a possibilidade de se combinar dados de
biomarcadores séricos com outras variaveis bioldgicas, tais como dados de genbmica,

transcriptdmica e protedbmica, bem como incluir informacg6es clinicas nos modelos a serem
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construidos, com o intuito de desenvolver com maior acuracia assinaturas biologicas

relacionadas aos transtornos psiquiatricos.

5. CONCLUSAO
Considerando os resultados obtidos nesta tese, podemos concluir que:

e A ruminacdo, considerada uma caracteristica mal adaptativa comum em pacientes com
transtornos psiquiatricos distintos, ndo apresentou associacdo com 0s niveis dos
biomarcadores periféricos IL-6, IL-1p, IL-10, TNF-0, CCL11 ¢ BDNF. Diferentemente
das variaveis bioldgicas, algumas variaveis clinicas - PSWQ, GAD-7, CGI-S, HDRS,
severidade da doenca, status socioeconémico e diagndstico atual de Transtorno de
Panico - foram relevantes para distinguir individuos mais ruminadores dos menos
ruminadores. Uma hipotese para a falta de associagdo os entre niveis de biomarcadores
e ruminacdo reside nos farmacos que os pacientes utilizam, ja que medicamento
psiquiatricos conhecidamente influenciam os niveis de biomarcadores séricos.

e A utilizacdo de biomarcadores séricos para distinguir caracteristicas clinicas parecidas,
como é o caso da depressdo unipolar e da depresséo bipolar, assim como para diferenciar
individuos saudaveis de pacientes com transtornos psiquiatricos, ainda constitui um
campo desafiador. No entanto, se nos valermos de algoritmos de machine learning para
associar conjuntos de marcadores biol6gicos ja sabidamente relevantes nesses
transtornos, poderemos chegar a respostas mais concretas.

e Haunidades regulatdrias disfuncionais no CPF de pacientes com TB, TDM e SZ, sendo
que o padrdo de disfuncéo do ponto de vista de regulacéo transcricional aproxima os
diagnosticos de TB e SZ, ou seja, torna mais complexa a distin¢do entre estes dois
transtornos, e os distancia do TDM.

e Transporte e homeostase de célcio, assim como as vias upstream que modulam esses

processos, mostraram-se alterados na SZ, o que possivelmente pode estar relacionado
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ao mau funcionamento de inimeras outras vias downstream, levando a morte neuronal
e disfuncéo sinaptica, os quais também foram processos evidenciados na analise de
enriquecimento funcional na SZ.

No TB, distdrbios na fungéo sinaptica e no transporte iénico transmembrana ganharam
destaque, bem como processos relacionados a funcdo imunoldgica e ao estresse
oxidativo.

No TDM, apenas dois processos ficaram evidentes: um ligado ao metabolismo de &cidos
graxos e outro ao desenvolvimento celular glial.

Por meio de analises de bioinformatica com dados disponiveis publicamente, os IEGs
EGR1 e EGR3 mostraram-se predominantemente reprimidos no CPF de pacientes com
TB, TDM, SZ, demonstrando que podem fazer parte de vias fisiopatoldgicas
moleculares comuns nos trés transtornos.

Os niveis de mMRNA de EGR1 encontram-se reduzidos no sangue total de pacientes com
TB, TDM e SZ quando comparado a controles, corroborando com os dados obtidos no

SNC para este gene.

6. PERSPECTIVAS

Avaliar a expressdo génica de EGR1, EGR3 e CRY2 no sangue total de pacientes
psiquiatricos no inicio da doenca e, se possivel, antes do inicio de tratamento com
farmacos; além de acompanhar o perfil de alteracdo na expressao desses genes de acordo
com a progressdo do transtorno, por meio de estudos longitudinais.

Avaliar os potenciais alvos do EGR1, novamente com o auxilio de ferramentas de
bioinformética, e a seguir valida-los por meio de imunoprecipitagdo de cromatina
seguida de sequenciamento (ChlP-seq), para assim analisar se esse fator de transcrigéo
precipita com os sitios de ligacdo ao DNA de seus alvos, de acordo com o que sera

previamente previsto computacionalmente. Neste ponto, seria interessante utilizar
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amostras de tecido cerebral post-mortem (CPF), bem como células polimorfonucleares
sanguineas, para assim realizar uma validacdo em nivel central e periférico e verificar
se os resultados seréo concordantes.

Investigar a influéncia de certos miRNAs, como o ja mencionado miRNA-124, sobre a
expressdao de EGR1 no sangue total, visto que miRNAs sdo expressos e altamente
correlacionados no enceéfalo e na periferia.

Utilizar a estratégia de Mapas de Conectividade (CMAP) para buscar drogas candidatas
para reposicionamento. Com essa abordagem, poderdo ser buscados farmacos que se
correlacionem negativamente com os perfis de expressdo observados nos transtornos e,
desta forma, o farmaco poderia ser usado para reverter a assinatura molecular da doenca,

ou seja, tornar-se-ia uma droga candidata para tratamento.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.166.894

Apresentacéo do Projeto:

Projeto do PPG-Psiquiatria. Visa avaliar a hipétese que nos pacientes com transtornos psiquiatricos a
expressdo génica do EGRS3 esta reduzida em relagdo aos controles saudaveis, independentemente do
transtorno psiquiatrico diagnosticado (TB, SZ ou DM), o que afetara diretamente na regulacdo de potenciais
genes-alvo deste fator de transcricao (EGR1, OMG, RGS4, HTR2A, GABRA1, CRY2, CRHBP). Nos ultimos
anos, o estudo sobre a neurobiologia dessas doencas tem crescido, trazendo importantes avang¢os na
compreensao dessas condi¢fes, cujas causas podem ser consideradas multifatoriais. No entanto, a
fisiopatologia desses transtornos ainda ndo esta completamente elucidada. Neste contexto, o estudo da
familia de genes Immediate Early Genes (IEG) tem despertado maior interesse no campo da psiquiatria
devido ao fato de estes genes apresentarem o potencial de traduzir estimulos ambientais em alteracdes em
longo prazo no cérebro, além de possivelmente influenciarem no risco para transtornos psiquiatricos. O fator
de transcricdo Early Growth Response 3 (EGR3) pertence a familia IEG e, assim como outros membros
desta familia, pode ser ativado no cérebro em resposta a estimulos ambientais, como o estresse. EGR3
regula uma série de genes-alvo que atuam em processos neurobiolégicos criticos, tais como plasticidade
sinaptica, memdéria e cognicdo — processos estes que estdo alterados nas doencas psiquiétricas.
Adicionalmente, a expressdo de EGR3 é induzida pelo fator neurotréfico derivado do
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cérebro (BDNF), essencial para o desenvolvimento do sistema nervoso e desempenho cognitivo durante a
vida adulta, o qual tem sido consistentemente relacionado a fisiopatologia de transtornos psiquiétricos.
Desta forma, estudos sdo necessérios para entender a relacdo entre EGR3 e BDNF e o possivel papel
desta via bioldgica nos transtornos mentais, o que pode identificar potenciais alvos para novas terapias.
Assim, o objetivo deste estudo esta centrado em compreender o envolvimento do fator de transcricdo EGR3,
assim como de alguns de seus potenciais genes-alvo - EGR1, OMG, RGS4, HTR2A, GABRAL, CRY2,
CRHBP - e do gene BDNF, de forma concomitante, na fisiopatologia de transtornos psiquiatricos maiores
(Transtorno Bipolar, Esquizofrenia e Depressédo Maior).

Alteracbes em fatores de transcricdo que fazem a translacdo de efeitos ambientais para mudancas
biolégicas, como é o caso do EGR3, poderiam estar associadas a uma maior vulnerabilidade ao estresse de
pacientes psiquiatricos e poderiam auxiliar a compreender porque eventos estressantes muitas vezes
desencadeiam episddios da doenca e aumentam a gravidade dos sintomas.

O estudo a ser realizado trata-se de um estudo observacional analitico transversal.

A amostra sera constituida por pacientes oriundos de outros 3 projetos ja aprovados e em curso. Algumas
amostras ja foram coletadas e estdo armazenadas. Tamanho amostral de 80 (20 adultos com esquizofrenia,
20 com depressao e 20 bipolares, além de 20 controles saudaveis).

O estudo esta associado a outros 3 estudos: As amostras biolégicas a serem utilizadas foram ou estao
sendo coletadas dentro de projetos vigentes que preveem o uso do material biolégico para experimentos
envolvendo analises bioldgicas, os quais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa/HCPA,
conforme segue:Pacientes com TB: Projeto 2017-0029 (Somente a primeira coleta — W00) — Prof?
responsavel: Drd. Marcia Kauer Sant’Anna;Pacientes com DM: Projeto 2016-0540 — Prof. responsavel: Dr.
Marcelo Pio de Almeida Fleck;Pacientes com SZ: Projeto 2015-0282 - Prof® responséavel: Clarissa Severino
Gama;Controles: Projeto 2015-0282 - Prof® responsavel: Clarissa Severino Gama. Todos os pesquisadores
responsaveis citados acima fazem parte do presente projeto

Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo geral

Compreender o envolvimento do gene EGR3, assim como de alguns de seus potenciais genes-alvo e do
gene do BDNF, de forma concomitante, na fisiopatologia de transtornos psiquiatricos maiores
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(TB, SZ e DM).

Objetivos especificos

« Analisar a expressao génica do EGR3 em pacientes com transtornos psiquiatricos comparados a controles
saudaveis;

« Comparar os niveis de expressao do gene EGR3 entre os pacientes com TB, SZ e DM;

« Analisar a expressédo de potenciais genes-alvo do EGR3 - EGR1, OMG, RGS4, HTR2A, GABRA1, CRY2,
CRHBP — em pacientes com transtornos psiquiatricos comparados a controles; « Comparar os niveis de
expressédo de potenciais genes-alvo do EGR3 - EGR1, OMG, RGS4, HTR2A, GABRA1, CRY2, CRHBP —
entre pacientes com TB, SZ e DM.

» Analisar a expressao do gene do BDNF em pacientes com transtornos psiquiatricos comparados a
controles;

« Comparar os niveis de expressao génica do BDNF entre os pacientes com TB, SZ e DM.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos: Nao sao conhecidos riscos aos individuos, pois a coleta de sangue ja esta prevista em cada projeto
citado.

Beneficios: Ndo sdo esperados beneficios diretos aos individuos ao participarem deste estudo, porém o
presente projeto podera auxiliar para um melhor entendimento da fisiopatologia dos transtornos

psiquiatricos.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Trata-se de um projeto de pesquisa com questdes que seguem em aberto na literatura, portando que pode
trazer solidas contribuicdes. Grupos de pesquisa com expertise em trabalhos desta natureza.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
Apresenta TCLE.

Solicitacdo de dispensa quando da impossibilidade de obteng&o de consentimento:

A participacdo dos individuos nos projetos de pesquisa citados é solicitada e, em caso de aceite, 0s
pacientes/controles assinam o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os TCLEs
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aprovados referentes a cada projeto original citado encontram-se em anexo. 11 Considerando que 0s trés
projetos citados encontram-se em curso, grande parte das amostras que serdo utilizadas neste projeto ja se
encontram coletadas e algumas delas virao a ser coletadas nos préximos meses. Desta forma, serd adotado
0 seguinte procedimento: a) Em relacao aos controles, as amostras necessarias para este projeto ja foram
coletadas. Desta forma, solicitamos a dispensa de aplicagdo do TCLE para estes individuos, visto que nédo
tém data prevista para que eles retornem ao HCPA. b) No caso de as amostras ja terem sido coletadas e os
pacientes retornarem para acompanhamento no HCPA, sera aplicado um novo TCLE, apresentado neste
projeto, solicitando autorizacéo do individuo para que o material biologico seja utilizado neste estudo; c) No
caso de as amostras ja terem sido coletadas e o paciente ndo retornar para acompanhamento do HCPA,
solicitamos a dispensa da aplicacdo de um novo TCLE, visto que o acesso a esses individuos seria
dificultado pelo fato de muitos néo residirem em Porto Alegre e/ou ja terem retornado para acompanhamento
em suas Unidades Basicas de Saude. Além disso, nesses casos, 0 processo geraria um 6nus para os
individuos, visto que teriam que se deslocar até o HCPA; d) No caso de novos recrutamentos, o TCLE do
presente projeto sera aplicado juntamente com o TCLE do projeto principal por um pesquisador que esta
envolvido nos dois projetos.

Recomendacdes:
Nada a recomendar.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
O projeto ndo apresenta pendéncias e esta em condi¢bes de aprovacéo.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Lembramos que a presente aprovacao (projeto versédo 17/12/2018, TCLE versao 17/12/2018 e demais
documentos que atendem as solicitacdes do CEP) refere-se apenas aos aspectos éticos e metodolégicos do
projeto.

Os pesquisadores devem atentar ao cumprimento dos seguintes itens:

a) Este projeto esta aprovado para inclusdo de 80 participantes no Centro HCPA, de acordo com as
informacdes do projeto ou do Plano de Recrutamento apresentado. Qualquer alteragdo deste numero
devera ser comunicada ao CEP e ao Servico de Gestdo em Pesquisa para autorizacdes e atualizacdes
cabiveis.

b) O projeto devera ser cadastrado no sistema AGHUse Pesquisa para fins de avaliacao logistica e
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financeira e somente podera ser iniciado apds aprovacéo final do Grupo de Pesquisa e Pds-Graduacéo.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Aims: Changes in serum cytokines and altered neutrophin concentration have been associated with bipolar
Bipolar disorder disorder (BD). Our aim here was to analyze peripheral blood biomarkers according to the clinical stages of BD.
Cytokines ) Method: Euthymic BD-I patients were grouped according to their level of functioning in early-stage (n = 25) and
Inflammation late-stage (n = 23), and compared to healthy siblings (n = 23) and genetically unrelated healthy controls
E:;:zgzzgms (n = 21). Neurotrophin (neurotrophin-3 and BDNF) concentration and biomarkers of inflammation, including

cytokines (IL-6, IL-10 and TNF-a), leukocytes count and acute phase proteins, were measured.

Results: IL-10 concentration was significantly increased in early-stage patients compared to late-stage patients,
healthy siblings and controls whereas TNF-a concentration was significantly increased in late-stage patients
compared to controls. Total leukocytes, neutrophil and monocyte count were significantly increased in late-stage
patients compared to healthy siblings and controls. The concentration of IL-6, neurotrophin-3 and BDNF was
unchanged in euthymia. Healthy siblings did not show significant changes in any biomarker.

Conclusions: The concentration of IL-10, TNF-a, neutrophil and monocytes subtype count in blood is altered in
patients with BD during euthymic state. The link between peripheral inflammation and different stages in BD

Clinical staging

deserves further studies.

1. Introduction

Bipolar disorder (BD) is a severe, chronic mood disorder character-
ized by recurrent episodes of depression and (hypo)mania, interspersed
with periods of clinical remission or euthymia. BD is associated with an
important global disability as well as increased morbidity and mortality
(Soreca et al., 2009; Vieta et al., 2013). Several clinical staging systems
have been proposed to classify BD patients into different stages of the
disease, taking into account clinical, neurocognitive and functional
variables as well as peripheral biomarkers (Berk et al., 2007; Kapczinski
et al., 2009, 2014).

It has been postulated that the pathophysiology of BD could be
understood as a progressive process in which the action of certain
exogenous agents can produce small changes in the structures of the
central nervous system (CNS) that could alter the course of the disease
(Post, 1992, 2007b). The molecular mediators associated with these

changes include genes, neurotrophic factors, hormones, the inflamma-
tory/immune system and oxidative/nitrosidative stress (Vieta et al.,
1999; McEwen and Wingfield, 2003; Caspi and Moffitt, 2006; Berk
et al., 2007, 2011; Schloesser et al., 2008; Leboyer et al., 2012; Gama
et al., 2013; Goldstein and Young, 2013; Rege and Hodgkinson, 2013;
Barbosa et al., 2014a).

Notably, most of the studies on peripheral biomarkers in BD have
focused on depression and/or mania and have consistently shown
increased concentrations of pro-inflammatory cytokines, such as TNF-
a (O'Brien et al., 2006; Brietzke et al., 2009; Kauer-Sant'Anna et al.,
2009; Hope et al., 2011; Ortiz-Dominguez et al., 2007; Barbosa et al.,
2011, 2012b; Munkholm et al., 2013; Modabbernia et al., 2013) and IL-
6 (O'Brien et al., 2006; Kauer-Sant'Anna et al., 2009; Brietzke et al.,
2009; Hope et al., 2011, Modabbernia et al., 2013) in BD patients.
Moreover, several reports have shown that cytokine concentrations
return to normal values after resolution of acute episodes (Munkholm
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Background: Crack-cocaine is an important public health problem in Brazil and worldwide. It is a potent form of
cocaine which results in rapid and damaging stimulating effects on the central nervous system through inhibition
L?Ptin of the dopamine transporter. Some studies have suggested that both food and drugs — including crack, can act on
B“’markers_ the same brain reward mechanisms, altering the dopamine pathways that modulate behavioral responses. Our
Err:ii Srz‘;::g system hypothesis was that leptin, a well-known peptide that modulates energy metabolism and appetite, can be used as
a biomarker for drug use.
Methods: Anthropometric data, drug use profiles, and leptin serum levels were evaluated in a cross-sectional
study of 40 crack-cocaine users.
Results: Leptin showed an inverse correlation with the severity of crack use, and this correlation remained when
corrected by body mass index (BMI) and body composition by bioimpedance (BIA). The majority of subjects
were eutrophic or overweight/obese considering BMI and BIA, and these variables were not significantly as-
sociated with the severity of crack use, but positively correlated with leptin levels.
Conclusions: Our preliminary findings suggest that leptin could be involved in drug use severity, perhaps through
pathways similar to those whereby it modulates food intake. Considering the anthropometric parameters, these
findings provide additional evidence that low weight is not predominant in crack users.

Keywords:
Crack cocaine

1. Introduction reward signaling between drug addictions and eating, suggesting a link

between food restriction, satiety signaling, and substance abuse. Mal-

Crack-cocaine (crack) addiction is an important public health pro-
blem in Brazil and worldwide. Crack is a potent smoked form of co-
caine, which results in rapid and damaging stimulating effects on the
central nervous system by blocking the re-uptake of monoamine neu-
rotransmitters (e.g. dopamine, serotonin, and norepinephrine), produ-
cing high levels of these neurotransmitters at postsynaptic receptors
[15,20]. Identification of biomarkers may be useful in untangling
neurobiological processes involved in drug abuse for both clinical and
research purposes [22].

Jeynes and Gibson [9], in a recent narrative review assessing the
relationship between substance use disorders and nutrition, noted the
demand for detailed nutritional assessment to determine specific mi-
cronutrient needs, and found evidence of overlaps in brain chemical

nutrition in this population may be multifactorial, and the drug itself
may act as an appetite suppressant, reducing body weight with its an-
orexic effects. On the other hand, weight gain and binge eating have
been observed in recovering addicts [4,21]. Surprisingly, a pilot study
conducted by our group showed high rates of crack users with normal
weight and overweight at hospital admission [27].

Volkow et al. [23] suggested the possibility that food and drugs,
such as crack, may act on the aforementioned brain reward mechanisms
(i.e., disruption of dopamine pathways that modulate behavioral re-
sponses). Therefore, it is not surprising that neurotransmitters im-
plicated in food intake would also be implicated in drug-seeking be-
haviors. In this line of though, peptides that regulate food intake—such
as leptin—could also influence drug-reinforcing effects. Leptin is an
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Background: Oxidative stress has been implicated in the pathophysiology of mood disorders in young adults.
However, there is few data to support its role in the elderly. The primary aim of this study was to evaluate
whether subjects with late-life depression (LLD) presented with changes in oxidative stress response in com-
parison with the non-depressed control group. We then explored how oxidative stress markers associated with
specific features of LLD, in particular cognitive performance and age of onset of major depressive disorder in
these individuals.

Methods: We included a convenience sample of 124 individuals, 77 with LLD and 47 non-depressed subjects
(Controls). We measure the plasma levels of 6 oxidative stress markers: thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS), protein carbonil content (PCC), free 8-isoprostane, glutathione peroxidase (GPx) activity, glutathione
reductase (GR) activity, and glutathione S-transferase (GST) activity.

Results: We found that participants with LLD had significantly higher free 8-isoprostane levels (p = 0.003) and
lower glutathione peroxidase activity (p = 0.006) compared to controls. Free 8-isoprostane levels were also
significantly correlated with worse scores in the initiation/perseverance (r = —0.24, p = 0.01), con-
ceptualization (r = —0.22, p = 0.02) sub-scores, and the total scores (r = —0.21, p = 0.04) on the DRS.
Conclusions: Our study provides robust evidence of the imbalance between oxidative stress damage, in particular
lipid peroxidation, and anti-oxidative defenses as a mechanism related to LLD, and cognitive impairment in this
population. Interventions aiming to reduce oxidative stress damage can have a potential neuroprotective effect
for LLD subjects.

Keywords:

Late-life depression
Oxidative stress

Lipid peroxidation
Cognitive impairment
Elderly

1. Introduction

Oxidative stress can be defined as a disturbance in pro-oxidan-
t-antioxidant balance in favor of the former, leading to potential cel-
lular and tissue damage (Valko et al., 2007). Free radicals and other so-
called ‘reactive species’ are constantly produced in vivo by all body
tissues, mainly during oxidative phosphorylation in the mitochondrial
matrix (Adam-Vizi and Chinopoulos, 2006). Under physiological cir-
cumstances, reactive oxygen species (ROS) are eliminated by cellular
enzymatic and non-enzymatic antioxidant mechanisms. However,
under pathological circumstances, there is a shift towards a pro-oxi-
dative state due to the increase in pro-oxidation markers, reduction in
antioxidant mechanisms, or both. The persistent increase in oxidative

stress can lead to cellular and tissue damage that can manifest in dif-
ferent ways, including lipid peroxidation, protein and DNA damage.
Increased oxidative stress is a major driving of the aging process and
is involved in the pathophysiology of several neuropsychiatric disorders
across lifespan (Joshi and Pratico, 2014). Several studies have in-
vestigated whether mood disorders in young and middle-aged adults
were associated with changes in oxidative stress markers. Patients with
bipolar disorder, regardless of symptomatic phase or euthymia, and
with major depressive disorder consistently show higher levels of oxi-
dative stress markers (e.g. TBARS, 8-OH-DNA, protein carbonyl con-
tent) and lower levels of antioxidants (e.g. glutathione peroxidase,
glutathione transferase) (Andreazza et al., 2009, 2007; Black et al.,
2015; Magalhaes et al.,, 2012; Soeiro-de-Souza et al., 2013). Of
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Obijective: To evaluate whether an animal model of mania induced by lisdexamfetamine dimesylate
(LDX) has an inflammatory profile and whether immune activation by lipopolysaccharides (LPS) has a
cumulative effect on subsequent stimuli in this model. We also evaluated the action of lithium (Li) on
inflammatory and neurotrophic factors.

Methods: Adult male Wistar rats were subjected to an animal model of mania. After the open-field
test, they were given LPS to induce systemic immune activation. Subsequently, the animals’ blood
was collected, and their serum levels of brain-derived neurotrophic factor and inflammatory markers
(tumor necrosis factor [TNF]-a, interleukin [IL]-6, IL-1B, IL-10, and inducible nitric oxide synthase
[INOS]) were measured.

Results: LDX induced hyperactivity in the animals, but no inflammatory marker levels increased
except brain-derived neurotrophic factor (BDNF). Li had no effect on serum BDNF levels but prevented
iNOS levels from increasing in animals subjected to immune activation.

Conclusion: Although Li prevented an LPS-induced increase in serum iNOS levels, its potential anti-

inflammatory effects in this animal model of mania were conflicting.

Keywords: Bipolar disorder; mania; lithium; inflammation; lisdexamfetamine dimesylate

Introduction

Bipolar disorder is a severe psychiatric disorder affecting
1-4% of the population.” Bipolar disorder is also associ-
ated with high rates of medical comorbidities,? such as
autoimmune disorders, cardiovascular disease, and meta-
bolic dysfunction.® The connection between bipolar dis-
order and these comorbidities seems to involve multiple
biological pathways, among which inflammation stands
out as a pivotal pathophysiological mechanism.

A recent study by Leboyer et al. suggested that low-
grade inflammation may be present in bipolar patients,
based on alterations in peripheral and central inflamma-
tory markers, which could be associated with damage
to the central nervous system (CNS).* A meta-analysis of
30 studies found that pro-inflammatory, anti-inflammatory,
and regulatory cytokines are activated in bipolar disorder,
although their precise role in the pathophysiology of this
mental disorder remains unknown.® Inducible nitric oxide
synthase (iNOS) is involved in the production of a great
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amount of nitric oxide (NO) for sustained periods of time
and has been linked to inflammation and the potential
damaging actions of NO. In a study by Savas et al., higher
plasma NO levels were found in bipolar patients than
healthy subjects.®

Lithium (Li), the gold standard treatment for bipolar
disorder, has been implicated in immune system modula-
tion since the pioneering work of Horrobin & Lieb in the
early 1980s.” Since then, the effects of Li on inflammation
have been investigated in a number of studies. One of
them found fewer cytokine-secreting cells (interleukin [IL]-6,
IL-10, IL-2, and interferon [IFN]-y) in bipolar patients after
chronic Li treatment, suggesting that Li may normalize
immune activation.®

In addition to its effects on inflammation, Li acts on
other biological pathways related to oxidative stress and
neurotrophins,® probably helping to delay illness progres-
sion. Neurotrophins are essential for CNS development
and maintenance. Among them is the brain-derived neuro-
trophic factor (BDNF), which is widely distributed in the
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Abstract

Background: Innate immune system dysfunction has been recognized as an important element in the pathophysi-
ology of bipolar disorder (BD). We aimed to investigate whether there are differences in the response of macrophages
derived from patients in the early stages and late stages of BD and healthy subjects.

Methods: Human monocytes purified from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of patients with BD type

| (n=18)—further classified into early- and late stage BD patients according to their functioning- and from healthy
individuals (n = 10) were differentiated into macrophages in vitro. Monocyte-derived macrophages (M) were exposed
to IFNy plus LPS-M(IFNy 4 LPS)- or IL-4-M(IL-4)—to induce their polarization into the classical (also called M1) or alter-
native (also called M2) activation phenotypes, respectively; or either My were not exposed to any stimuli character-
izing the resting state (denominated MQ). In vitro secretion of cytokines, such as IL-1(3, IL-6, IL-10, and TNF-a, was used
as an index of macrophage activity.

Results: M(IFNy+ LPS) from late-stage BD patients produced less amount of IL-1(3, IL-6, and IL-10 when compared to
early-stage BD patients and healthy controls. Following alternative activation, M(IL-4) derived from late-stage patients
secreted less IL-6 compared to the other groups. TNFa was less secreted by all macrophage phenotypes derived from
late-stage patients when compared to healthy controls only (p <0.005). My from late-stage patients exhibited lower
production of IL.-1( and IL-10 compared to macrophages from healthy subjects and early-stage patients respectively.
Interestingly, cytokines secretion from M(IFNy + LPS), M(IL-4) and My were similar between early-stage patients and
healthy controls.

Conclusion: Our results suggest a progressive dysfunction in the response of peripheral innate immune cells of BD
patients in the late stages of the illness. This failure in the regulation of the immune system function may be impli-
cated in the multisystemic progression of BD.

Keywords: Bipolar disorder, Mood disorders, Inflammatory cytokines, Macrophage polarization, Macrophage
dysfunction
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Abstract: Aims: Oxidative stress is increased during the acute phases of bipolar disorder (BD). Our
aim here was to analyze oxidative stress biomarkers in patients with BD during euthymia and their
siblings.

Method: A cross-sectional study was performed in euthymic patients with BD-1 (n=48), unaffected
siblings (n=23) and genetically unrelated healthy controls (n=21). Protein carbonyl content (PCC),
total antioxidant capacity (TRAP), lipid peroxidation (TBARS) and uric acid were measured as bio-
markers of oxidative stress in blood.

ARTICLE HISTORY  pocylts: The antioxidant capacity (TRAP) was lower (p<0.001) in patients with BD compared to their

siblings and controls, whereas no differences were observed in PCC, TBARS or uric acid. In patients,
the concentrations of TRAP and TBARS were positively associated with the dose of valproic acid
(p<0.05 and p<0.001, respectively). The concentrations of these biomarkers were not significantly
associated with any of socio-demographic and clinical variables.
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Conclusion: A selective reduction in antioxidant capacity is present in BD during euthymia state,
whereas other markers of oxidative stress are unaltered during euthymia. Siblings did not show any
alterations in oxidative stress biomarkers. Oxidative stress might represent a state-dependent marker in
BD. The association between treatment with valproic acid and oxidative stress markers in euthymia
deserves further studies.

1. INTRODUCTION conditions, including cancer, inflammatory states, and neu-
rodegeneration [16]. Evidence of oxidative damage has been
consistently shown in mood episodes [17-19] and may also
help link the accelerated aging, functional impairment, cog-
nitive dysfunction, and premature mortality seen in BD [20-

23].

Bipolar disorder (BD) is a chronic mood disorder associ-
ated with an important global disability and increased morbi-
mortality [1, 2]. It has been postulated that the pathophysiol-
ogy of BD could be understood as a progressive process in
which the action of certain exogenous agents can produce

small changes in the structures of the central nervous system
(CNS) that could alter the course of the disease [3-5]. Sev-
eral molecular mediators had been shown to be altered in the
blood of patients with BD including genes, neurotrophic
factors, hormones, the inflammatory/immune system and
oxidative stress species [6-15].

Oxidative damage occurs when reactive oxygen species
(ROS) interact with lipids, proteins or nucleic acids. ROS-
mediated is a mechanism of cellular injury in a number of
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During the acute phases (mania or depression) of BD,
oxidative stress has been suggested as one of the major mo-
lecular alterations linked to the pathophysiology of BD [24-
29, 18] because it may promote DNA oxidation [30] and
mitochondrial dysfunction [31, 32]. Both molecular events,
DNA damage and mitochondrial dysfunction have been re-
ported in patients with BD [25, 33-37].

In contrast, during euthymia, no alterations have been
found in some biomarkers of oxidative stress such as the
activity of the antioxidant enzyme, superoxide dismutase
(SOD) [24, 26, 38] or the concentration of the thiobarbituric
acid substances (TBARS), a marker of lipid peroxidation
[39-41].
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ABSTRACT

Prolonged activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis and sustained increase of glucocorticoids
have been evidenced in major depression and are related to changes involving neurotrophins and markers of
oxidative stress in response to inflammation. This study aimed to evaluate central measures of brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), oxidative damage and total antioxidant capacity in rats submitted to chronic un-
predictable mild stress (CUMS), as well as to investigate the relationship between BDNF levels and differentially
processes. For this purpose, male Wistar rats were submitted to CUMS for six weeks. Based on a sucrose pre-
ference test (SPT), the animals were divided into anhedonic or non-anhedonic clusters. Afterwards, forced swim
test (FST) and open field test (OFT) were performed, and the animals were euthanized. Brain tissue was col-
lected, followed by quantification of oxidative damage, total antioxidant capacity and BDNF levels. Anhedonic
behavior was evidenced in stress-susceptible animals through decreased sucrose preference. No differences were
found in FST or OFT results. We observed increased BDNF levels in the hippocampus (HPC) of animals exposed
to the CUMS protocol, accompanied by decreased total antioxidant capacity, despite the absence of oxidative
damage to lipids and proteins. Moreover, we used a bioinformatics approach to identify proteins involved in
oxidative stress and inflammation pathways, which were differentially expressed in anhedonic animals from
other studies with similar experimental protocol. expressed proteins (DEP) involved in oxidative stress and
inflammatory biological Anhedonic behavior was associated with peroxiredoxin-1 (PRDX-1) up-regulation and
down-regulation of proteins involved with apoptotic and inflammation signaling (RELA, ASK-1 and TAK-1) in
the HPC. Taken together, these data suggest that BDNF and PRDX-1 might be involved in initial stress response,
playing a compensatory role by preventing oxidative damage to lipids and proteins through the modulation of
antioxidant defense after CUMS in anhedonic animals.

1. Introduction

as a high risk of suicide [1-3]. Anhedonia is a clinical hallmark of MDD,
which is characterized by a lack of pleasure and loss of reactivity to

Major depressive disorder (MDD) is a severe, chronic, highly dis- positive stimuli [4,5]. Individuals with MDD exhibit functional im-
abling psychiatric disorder often associated with comorbidities, as well pairment and poor quality of life, which are important outcomes for
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Abstract

Introduction: Gender dysphoria (GD) is characterized by a marked incongruence between experienced
gender and one’s gender assigned at birth. Transsexual individuals present a higher prevalence of
psychiatric disorders when compared to non-transsexual populations, and it has been proposed that
minority stress, i.e., discrimination or prejudice, has a relevant impact on these outcomes. Transsexuals
also show increased chances of having experienced maltreatment during childhood. Interleukin (IL)-
1B, IL-6, IL-10 and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) are inflammatory cytokines that regulate our
immune system. Imbalanced levels in such cytokines are linked to history of childhood maltreatment and
psychiatric disorders. We compared differences in IL-1B, IL-6, IL-10 and TNF-a levels and exposure to
traumatic events in childhood and adulthood in individuals with and without GD (DSM-5).

Methods: Cross-sectional controlled study comparing 34 transsexual women and 31 non-transsexual
men. They underwent a thorough structured interview, assessing sociodemographic information, mood
and anxiety symptoms, childhood maltreatment, explicit discrimination and suicidal ideation. Inflammatory
cytokine levels (IL-1B, IL-6, IL-10 and TNF-a) were measured by multiplex immunoassay.

Results: Individuals with GD experienced more discrimination (p = 0.002) and childhood maltreatment
(p = 0.046) than non-transsexual men. Higher suicidal ideation (p < 0.001) and previous suicide attempt
(p = 0.001) rates were observed in transsexual women. However, no differences were observed in the
levels of any cytokine.

Conclusions: These results suggest that transsexual women are more exposed to stressful events from
childhood to adulthood than non-transsexual men and that GD per se does not play a role in inflammatory
markers.

Keywords: Gender dysphoria, childhood maltreatment, discrimination, inflammatory cytokines,
transsexuality, case-control study.
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