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APRESENTAÇÃO

Esta tese tem como objetivo investigar biomarcadores, alvos terapêuticos e princípios

biológicos do transtorno bipolar a partir de diferentes perspectivas. Para alcançar esse

propósito, foram empregadas análises computacionais in silico utilizando dados

transcriptômicos e proteômicos em nível periférico para estudar marcadores biológicos, alvos

terapêuticos e fundamentos moleculares. A pesquisa por biomarcadores foi estendida ao

ambiente in vivo, analisando o perfil proteômico no sangue de pacientes com transtorno

bipolar.

Capítulo I: Resumo, Abstract, Lista de figuras, Lista de abreviaturas e siglas, Introdução e

Objetivos;

Capítulo II: Metodologia e Resultados divididos em capítulos e apresentados na forma de

quatro artigos científicos: o primeiro artigo, intitulado Master Regulatory Genes in Bipolar

Disorder: Employing Transcriptomics to Uncover Phase-Specific Mood Biomarkers, utilizou

uma abordagem de biologia de sistemas e transcriptômica para identificar fatores de

transcrição que desempenham papel de reguladores mestres no transtorno bipolar com foco na

descoberta de biomarcadores; o segundo artigo, intitulado Drug Repurposing and

Personalized Treatment Strategies for Bipolar Disorder Using Transcriptomic, combinou

dados transcriptômicos e técnicas computacionais para identificar novos compostos bioativos

ou medicamentos já aprovados pela Food and Drug Administration para o manejo do

transtorno bipolar; o terceiro artigo intitula-se Potential Candidates for Biomarkers in Bipolar

Disorder: A Proteomic Approach Through Systems Biology e aborda uma revisão da literatura

com o objetivo de encontrar biomarcadores potenciais para o transtorno bipolar através da



análise do proteoma no sangue. Além disso, o estudo visa compreender as vias moleculares

disfuncionais relacionadas à fisiopatologia da doença; o quarto artigo, intitulado Proteomic

Insights into Biology of Bipolar Disorder: Implications for Health Complexity and Mortality,

aborda a análise exploratória de proteínas em sangue de pacientes do Programa de Tratamento

do Transtorno de Humor Bipolar (PROTHABI) do Hospital de Clínicas de Porto Alegre

(HCPA), por meio de LC-MS/MS.

Capítulo III: Discussão, Conclusão, Referências citadas na Parte I e na Parte III, e Anexo

(Parecer consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa).

Os trabalhos que compõem esta tese foram desenvolvidos de 2019 e 2023 no Laboratório de

Psiquiatria Molecular, localizado no Centro de Pesquisa Experimental do Hospital de Clínicas

de Porto Alegre, sob orientação da Dra. Adriane Ribeiro Rosa. O estudo foi financiado por

CAPES, FAPERGS e FIPE-HCPA.
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RESUMO

A complexidade das manifestações clínicas no transtorno bipolar (TB) é frequentemente
propensa a diagnósticos imprecisos ou subestimação, o que resulta no prolongamento das
fases agudas, na piora do prognóstico e no comprometimento da eficácia terapêutica. Deste
modo, a compreensão aprofundada da doença, aliada à busca por marcadores específicos,
torna-se essencial. Assim, os estudos contidos nesta tese integraram diferentes níveis de
informação, juntamente com a exploração de marcadores específicos, para aprimorar a
precisão diagnóstica e promover intervenções farmacológicas mais eficazes. O primeiro artigo
científico conduziu uma revisão da literatura para identificar candidatos a biomarcadores no
TB por meio da análise do proteoma sanguíneo. O estudo destacou cinco proteínas distintas
(IGF-1, TF, A2M, C3 e APOA1) envolvidas em diferentes processos biológicos. A análise de
vias revelou associações importantes com o sistema complemento e a cascata de coagulação.
No segundo artigo desta tese, a identificação de biomarcadores em pacientes com TB foi
abordada com foco na análise transcriptômica. A biologia de sistemas foi utilizada para
identificar fatores de transcrição que atuam como reguladores mestres no TB a partir de dados
de microarranjos obtidos do banco de dados GEO. Foram identificados 59 reguladores
mestres no TB, sendo que o DMTF1 estava presente em todos os estados de humor. Ademais,
foram determinados conjuntos de genes enriquecidos relacionados à depressão, eutimia e
mania. O terceiro artigo explorou compostos bioativos ou medicamentos aprovados pela FDA
para o manejo do TB, utilizando dados transcriptômicos e técnicas computacionais. A análise
de interação fármaco-gene identificou compostos relacionados às assinaturas de expressão
gênica nos estados de humor do TB. Compostos promissores incluíram medicamentos
aprovados pela FDA como agentes antineoplásicos (dasatinibe, sorafenibe e sunitinibe) ou
agentes anti-hipertensivos (minoxidil e alisquireno), e compostos bioativos que estão sendo
testados em modelos animais, como gugulsterona, ácido betulínico e ácido cafeico, sugerindo
seu potencial para o tratamento do TB. O quarto artigo realizou uma análise exploratória de
proteínas no sangue de pacientes do Programa de Tratamento do Transtorno de Humor
Bipolar (PROTHABI) do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), utilizando
LC-MS/MS. As proteínas estavam associadas ao metabolismo lipídico, sistema complemento
e cascata de coagulação. Além disso, doenças cardiovasculares foram proeminentes,
especialmente em casos de TB com baixo funcionamento, sugerindo um aumento no risco de
eventos cardiovasculares. As vias identificadas estão intimamente ligadas à comorbidades no
TB, que, por sua vez, estão entre as principais causas globais de morte. Portanto, uma
compreensão abrangente do perfil de transcritos e proteico bem como os processos biológicos
envolvidos no TB oferece insights valiosos para intervenções direcionadas, abordando
aspectos de saúde mental e mecanismos subjacentes a comorbidades no TB.
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ABSTRACT

The complexity of clinical manifestations in bipolar disorder (BD) is often prone to inaccurate
diagnoses or underestimations, leading to prolonged acute phases, worsened prognosis, and
compromised therapeutic efficacy. Thus, a profound understanding of the disease, coupled
with the search for specific markers, becomes essential. The studies in this thesis integrated
different levels of information along with the exploration of specific markers to enhance
diagnostic accuracy and promote more effective pharmacological interventions. The first
scientific article conducted a literature review to identify biomarker candidates in BD through
the analysis of blood proteome. The study highlighted five distinct proteins (IGF-1, TF, A2M,
C3, and APOA1) involved in various biological processes. Additionally, pathway analysis
revealed significant associations with the complement system and the coagulation cascade. In
the second article of this thesis, the identification of biomarkers in BD patients was addressed
with a focus on transcriptomic analysis. Systems biology was employed to identify
transcription factors acting as master regulators in BD from microarray data obtained from the
GEO database. Fifty-nine master regulators in BD were identified, with DMTF1 present in all
mood states. Furthermore, sets of enriched genes related to depression, euthymia, and mania
were determined. The third article explored bioactive compounds or FDA-approved
medications for BD management using transcriptomic data and computational techniques.
Drug-gene interaction analysis identified compounds related to gene expression signatures in
BD mood states. Promising compounds included FDA-approved drugs like antineoplastic
agents (dasatinib, sorafenib, and sunitinib) or antihypertensive agents (minoxidil and
aliskiren), and bioactive compounds being tested in animal models, such as guggulsterone,
betulinic acid, and caffeic acid, suggesting their potential for BD treatment. The fourth article
conducted an exploratory analysis of blood proteins from patients in the Program for Bipolar
Disorder Treatment (PROTHABI) at the Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), using
LC-MS/MS. The proteins were associated with lipid metabolism, the complement system, and
the coagulation cascade. Additionally, cardiovascular diseases were prominent, especially in
cases of BD with low functioning, suggesting an increased risk of cardiovascular events. The
identified pathways are closely linked to BD comorbidities, which, in turn, are among the
leading global causes of death. Therefore, a comprehensive understanding of the
transcriptomic and proteomic profile, as well as the biological processes involved in BD,
provides valuable insights for targeted interventions addressing mental health aspects and
underlying mechanisms of comorbidities in BD.
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1. INTRODUÇÃO

1.1 TRANSTORNO BIPOLAR

O Transtorno Bipolar (TB) é uma doença grave e altamente incapacitante entre adultos

em idade produtiva (MATHERS; LONCAR, 2006; ROSA et al., 2012). Caracteriza-se por

flutuações no estado de humor que levam progressivamente a prejuízos cognitivos e

funcionais significativos. A doença está, inclusive, associada a altas taxas de mortalidade por

causas naturais e por suicídio (CRUMP et al., 2013). Devido à sua natureza crônica e

constantes mudanças no humor, o tratamento do TB é altamente desafiador, sendo que

aproximadamente 37% dos pacientes recaem após 1 ano de tratamento (GITLIN et al., 1995).

Em razão disso, é necessário compreender melhor os mecanismos biológicos envolvidos na

doença a fim de aprimorar o desenvolvimento de fármacos mais efetivos.

O diagnóstico dos transtornos psiquiátricos é feito através de uma avaliação clínica

dos sintomas, por meio de uma entrevista estruturada, baseado nos critérios estabelecidos no

Manual de Diagnóstico e Estatística dos Transtornos Mentais versão 5 (DSM-V) ou pela

Classificação Estatística Internacional das Doenças e Problemas Relacionados com a Saúde

versão 11 (CID-11). Embora o TB se manifeste por meio de episódios maníacos, são os

episódios depressivos que assumem predominância (MANNING, 2005). O TB é dividido em

tipos I e II, além do Transtorno Ciclotímico e o transtorno não especificado. O tipo I

caracteriza-se pela alternância de episódios maníacos e depressivos, podendo ou não envolver

episódios psicóticos. Já o tipo II exige um ou mais episódios depressivos e pelo menos um

episódio hipomaníaco. Os sintomas da mania incluem aumento de energia, redução do sono,

impulsividade, euforia, grandiosidade, intensificação da atividade sexual, irritabilidade,

agressão e comportamentos imprudentes. Nos episódios depressivos, destaca-se humor

deprimido, falta de prazer em atividades, alterações no peso, insônia, retardo psicomotor e
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ideação suicida (VIETA et al., 2018). Um dado preocupante é a alta prevalência (14-59%) dos

indivíduos com TB que apresentam pensamentos suicidas, dos quais em torno de 20%

efetivamente chegam à consumação do ato (GONDA et al., 2012). Apesar dos episódios

maníacos impactarem a saúde dos pacientes com TB, muitas vezes levando a hospitalização, a

fase depressiva merece destaque devido às altas taxas de resistência ao tratamento. Poucos

fármacos são plenamente efetivos em tratar os episódios depressivos, e o uso de

antidepressivos em monoterapia para tratar a depressão bipolar é controverso pois parece estar

associado ao aumento de virada maníaca (CHEN et al., 2022). Estima-se que o diagnóstico

preciso do TB ocorra, em média, cerca de 7,5 anos após o surgimento dos primeiros sintomas.

Esse atraso resulta em um tratamento inadequado para muitos pacientes, que frequentemente

recebem apenas antidepressivos como terapia única. Esse cenário, conforme relatado, pode

aumentar significativamente o risco de episódios maníacos e deterioração no prognóstico dos

pacientes (CHEN et al., 2015; STERN, 2006). A falta de precisão no diagnóstico do TB

resulta em um elevado número de casos subdiagnosticados ou diagnosticados erroneamente

com implementação de tratamentos inadequados que, em última instância, agravam o curso

clínico da doença (CHEN et al., 2015; DE JESUS et al., 2015). Neste sentido, a busca por

marcadores biológicos específicos para o TB é extremamente relevante pois poderia

contribuir para aumentar a acurácia dos diagnósticos e prescrição de tratamentos efetivos.

O TB é associado a um marcado prejuízo cognitivo que afeta diferentes aspectos do

funcionamento do paciente. Esses déficits não apenas persistem após o avanço da doença, mas

também se manifestam após o primeiro episódio (ZANELLI et al., 2022). O TB está ligado a

prejuízos em vários aspectos, tais como atenção, concentração, memória verbal e aprendizado,

memória de trabalho e flexibilidade mental, prejuízos que sofrem um agravamento

significativo durante as fases agudas da doença e persistem em uma trajetória de piora ao

longo do curso do TB (CARDOSO et al., 2015). Segundo uma revisão sistemática recente,
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pacientes eutímicos apresentaram diferenças na atividade cerebral, medida por ressonância

magnética funcional, em áreas-chave como aquelas envolvidas na memória de trabalho,

incluindo os córtex pré-frontal ventromedial e dorsolateral, quando comparados com

participantes saudáveis (SALDARINI; GOTTLIEB; STOKES, 2022). Outra pesquisa

relevante identificou três subgrupos cognitivos distintos no TB por meio de análise

hierárquica de clusters. Utilizando uma bateria neurocognitiva, os pacientes foram

categorizados em cognição intacta, comprometimento cognitivo seletivo e comprometimento

cognitivo global. Esses achados destacam a existência de um espectro de gravidade, que vai

desde pacientes sem comprometimento até aqueles com uma notável redução no

funcionamento cognitivo (LIMA et al., 2019). Uma meta-análise abrangendo 6.424 pacientes

com TB tipo I, 702 com Tb tipo II e 8.276 controles revelou, por meio de uma avaliação

cognitiva completa, déficits em várias áreas cognitivas, em especial, na memória verbal em

pacientes com TB. O TB tipo I foi associado a prejuízos mais severos em comparação ao TB

tipo II em todas as funções, exceto no controle inibitório que foi mais comum no TB-II

(COTRENA et al., 2020). O indivíduo com TB demonstra, inclusive, desafios na manutenção

prolongada da atenção, propensão a distrações e aceleração dos pensamentos. Entre outras

comorbidades, essas características podem aumentar a susceptibilidade ao desenvolvimento

de transtornos de atenção e hiperatividade (SANDSTROM et al., 2021).

O impacto do TB transcende o indivíduo, afetando diversas áreas do funcionamento

psicossocial incluindo o desempenho acadêmico, profissional, social e relações familiares

(RICHARDSON; JANSEN; FITCH, 2018). Pacientes com TB podem experimentar variações

no seu funcionamento ao longo do tempo, em decorrência das flutuações de humor

características da doença e déficits cognitivos. Enquanto nos episódios de mania um indivíduo

pode apresentar energia excessiva, aumento da atividade e otimismo exacerbado; durante os

episódios depressivos, o funcionamento pode ser comprometido devido à falta de energia,
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desânimo e dificuldade de concentração. No entanto, boa parte dos pacientes continuam

apresentando dificuldades no funcionamento psicossocial mesmo durante o período de

remissão, ou seja, fora dos episódios de humor. Em um estudo realizado por nosso grupo,

pacientes eutímicos classificados em diferentes estágios da doença mostraram um paralelo

entre o nível de funcionamento e a gravidade do curso do TB, ou seja, aqueles em estágios

mais avançados da doença apresentavam maiores dificuldades no funcionamento global e em

áreas específicas do comportamento (ROSA et al., 2014). Diversos fatores, como variáveis

demográficas, clínicas e neurocognitivas, têm sido relacionados ao funcionamento

psicossocial em indivíduos com TB (BAENA-OQUENDO et al., 2022; BONNÍN et al.,

2019). Assim, a complexidade entre os déficits cognitivos e funcionais de pacientes com TB

destaca a necessidade de abordagens integradas e personalizadas no tratamento. O diagnóstico

precoce e a intervenção específica em áreas comprometidas podem ser promissores para

melhorar a qualidade de vida dos indivíduos e atenuar o impacto do TB no seu funcionamento

global.

1.2 MARCADORES PERIFÉRICOS

Biomarcador é definido como uma substância com característica mensurável, capaz de

indicar processos biológicos, discriminar entre o normal e o patológico e medir as respostas a

exposições ou intervenções. Um biomarcador ideal é aquele capaz de auxiliar em áreas como

diagnóstico, monitoramento, predição e prognóstico (CALIFF, 2018). Um biomarcador

diagnóstico é utilizado para confirmar ou identificar a presença de uma doença ou condição

específica e, também para reconhecer subtipos específicos da doença em indivíduos. No

entanto, é importante definir um método de validação para medir um biomarcador de forma

precisa e repetitiva a um baixo custo para garantir a sua confiabilidade. Além disso, um ponto
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de grande relevância a ser considerado é o limite de detecção, o qual realizado de forma

incorreta pode levar a uma significativa diferença nos cuidados médicos. Já o biomarcador de

monitoramento consiste em uma substância cujas medições são repetidas, sendo empregada

para avaliar continuamente o estado de uma doença ou condição médica. Os biomarcadores

de monitoramento são importantes para medir os efeitos farmacodinâmicos, detectar

evidências precoces de uma resposta terapêutica ou ainda para detectar complicações de uma

doença ou terapia. Um exemplo clássico é o caso do tratamento da alta pressão arterial, onde

uma redução na medida da pressão arterial fornece evidências de que a terapia está

funcionando. O biomarcador preditivo, por sua vez, tem o propósito de identificar efeitos

positivos ou negativos em resposta à exposição a um determinado tratamento ou agente

ambiental. É importante para melhoria no desenho de ensaios clínicos, especialmente na fase

de registo, no qual os participantes com níveis elevados de um biomarcador preditivo permite

um sinal mais claro de que o tratamento realmente tem efeito. Por exemplo, pacientes com

colesterol LDL elevado apresentam alto risco de desenvolver aterosclerose, uma vez

diagnosticada a doença, que por consequência terão um desfecho mais pronunciado do

tratamento. Por fim, o biomarcador prognóstico é utilizado para determinar a probabilidade de

ocorrência de eventos clínicos, recorrência de doença ou progressão em pacientes que já têm a

doença ou condição médica em questão. Distinguem-se dos biomarcadores preditivos, que

identificam fatores associados ao efeito da intervenção ou exposição. Um exemplo relevante

de biomarcadores prognósticos é a alocação de recursos na saúde da população: quando

estratificado o risco de resultados clínicos e financeiros negativos, uma organização pode

diferenciar quais os pacientes podem se beneficiar de uma avaliação mais intensiva, ao

mesmo tempo que evita testes de diagnóstico desnecessários ou intervenções médicas

(CALIFF, 2018; FDA-NIH BIOMARKER WORKING GROUP, 2016).
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Entre diferentes fluidos biológicos, o sangue se destaca por ser de fácil acesso.

Consiste em diferentes tipos celulares, proteínas e metabólitos, componentes que fornecem

informações valiosas sobre os processos fisiológicos e patológicos que ocorrem no

organismo. As proteínas, em particular, desempenham um papel crucial na regulação e

execução de diversas funções biológicas e suas alterações podem estar associadas a condições

normais, patológicas ou a respostas a intervenções específicas (LIUMBRUNO et al., 2010).

Existem várias proteínas que têm grande importância clínica, como é o exemplo da troponina,

um biomarcador cardíaco usado para diagnosticar e avaliar danos no músculo cardíaco

(GARG et al., 2017). Algumas proteínas no sangue são conhecidas como proteínas de fase

aguda (por exemplo, a proteína C-reativa), cujos níveis aumentam ou diminuem em resposta a

inflamações ou lesões (DIX et al., 2022). Na oncologia, um importante exemplo de proteína

biomarcadora é o PSA (do inglês Prostate Specific Antigen), utilizado para detectar e

monitorar o câncer de próstata (SOKOLL; CHAN, 1997). Apesar do uso disseminado em

Medicina, o estudo de biomarcadores sanguíneos para o diagnóstico de doenças psiquiátricas

é uma área de pesquisa ainda incipiente, porém crucial dada ao potencial para aumentar a

acurácia dos diagnósticos, monitorar o curso da doença e avaliar a resposta aos tratamentos. É

importante ressaltar que a literatura contempla uma série de estudos envolvendo proteínas

periféricas relacionadas a doenças psiquiátricas, tendo alguns autores sugerido que tais

manifestações poderiam representar as alterações cerebrais (HERBERTH et al., 2011; HU et

al., 2023; OLSSON et al., 2016; THE LANCET PSYCHIATRY, 2016).

1.3 CIÊNCIAS ÔMICAS

As ciências ômicas se referem ao estudo global de moléculas biológicas e suas

interações em um organismo ou sistema biológico. A partir delas é possível explorar várias

camadas de informações biológicas, como genomas, proteomas, transcriptomas, metabolomas,
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entre outras (WANG; FRIDLEY, 2023). Deste modo, a cascata ômica (Figura 1) ilustra o fluxo

de informações bioquímicas em diferentes níveis moleculares dentro de um organismo, desde

os genes até os metabólitos. Esse processo sequencial envolve decifrar as informações

genômicas, compreender a expressão gênica por meio da transcriptômica, desvendar as

complexidades das proteínas por meio da proteômica e explorar o cenário metabólico por

meio da metabolômica (BABU; SNYDER, 2023). Ao analisar e integrar os dados em cada

nível, é possível adquirir melhor entendimento molecular de cada doença estudada. Com o

objetivo de compreender melhor os mecanismos fisiológicos envolvidos no TB sob uma

perspectiva integrada, nesta tese foram utilizados dados de transcriptômica e proteômica.

Figura 1: A cascata ômica ilustra os diversos níveis moleculares em um organismo. A seta simboliza os

processos bioquímicos pelos quais a informação é transmitida de um nível para o seguinte. A metabolômica,

como estágio final na cascata, dedica-se ao estudo de moléculas mais próximas do fenótipo.

1.3.1 Transcriptômica

A transcriptômica é um campo da biologia molecular que se concentra na análise

abrangente dos transcritos de RNA em uma célula, tecido ou organismo específico. Os

transcritos de RNA são moléculas mensageiras produzidas a partir do DNA por meio da

transcrição e servem como moldes para a síntese de proteínas durante o processo de tradução
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(MOROZOVA; HIRST; MARRA, 2009). A transcriptômica não se limita apenas ao RNA

mensageiro, mas também abrange outros tipos de transcritos, como microRNAs e RNAs

longos não-codificantes. Ela investiga não apenas a expressão desses RNAs, mas também sua

função, localização e processo de degradação, tanto em condições normais quanto em

situações patológicas (JIANG et al., 2015). A transcriptômica tem grande relevância pois

permite estudar quais genes estão ativos e consequentemente sendo transcritos a mRNA em

um determinado momento. Isso é essencial para entender as vias de sinalização celular, o

desenvolvimento e as respostas a estímulos externos. A compreensão da expressão gênica

regulada em condições saudáveis e patológicas pode levar à descoberta de novos alvos

terapêuticos. Medicamentos podem ser desenvolvidos para modular a expressão de genes

específicos (LAN et al., 2022; YI et al., 2022). Ainda, ao analisar padrões de expressão gênica

em diferentes condições é possível identificar marcadores biológicos específicos para cada

doença estudada (ROELANDS et al., 2023; ZENG et al., 2023).

As tecnologias transcriptômica high-throughput permitem a análise de expressão

gênica em larga escala, podendo ser realizada pela técnica do microarranjo ou sequenciamento

de RNA de nova geração (RNA-Seq). O microarranjo permite a investigação da expressão de

milhares de genes regulados em diferentes condições biológicas, como estágios de

desenvolvimento, tipos celulares ou em resposta a tratamentos específicos. Já o RNA-Seq

permite a identificação e quantificação de transcritos de RNA com alta resolução e

sensibilidade, fornecendo informações detalhadas sobre a diversidade de transcritos, splicing

alternativo, novas isoformas de genes, e expressão diferencial de genes em diferentes

condições biológicas (JIANG et al., 2015; YANG; WEI, 2015). Deste modo, a literatura

contempla diferentes abordagens transcriptômicas com intuito de elucidar aspectos biológicos

envolvidos nas doenças psiquiátricas (FRIES et al., 2017; HESS et al., 2020; KREBS et al.,

2020; MAHMOUDI; GREEN; CAIRNS, 2021). Um recente estudo destacou o papel crucial
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da microglia no envelhecimento cerebral, empregando a técnica de RNA-seq. Ao analisar o

transcriptoma de 255 amostras de microglia humana obtidas post-mortem de 100 indivíduos,

identificaram-se variantes associadas a doenças como Alzheimer e Parkinson. A partir daí, foi

construído um catálogo abrangente dos efeitos genéticos no transcriptoma microglial,

fornecendo variantes funcionais candidatas em distúrbios neuropsiquiátricos (LOPES et al.,

2022). Além disso, foi realizada a integração de genótipos e sequenciamento de RNA em

amostras de córtex cerebral de 1695 indivíduos com transtorno do espectro autista,

esquizofrenia (ESZ), TB e controles. Foi observado que alterações em isoformas,

especialmente em mais de 50 genes, mostraram impacto significativo no cérebro disfuncional,

enriqueceram para risco genético e forneceram especificidade de doença em redes de

coexpressão. Assim, este trabalho enfatizou a desregulação em nível de isoformas como um

mecanismo crucial, que associa fatores de risco genético à fisiopatologia das doenças

psiquiátricas (GANDAL et al., 2018). Considerando análises periféricas, um importante

estudo combinou dados de transcriptoma e metiloma em jovens com alto risco de desenvolver

TB. Utilizando microarranjo em células mononucleares do sangue de crianças e adolescentes,

foram identificados 43 genes que diferenciaram pacientes com TB, jovens de alto risco e

controles saudáveis. Ainda, a análise de vias indicou um enriquecimento na via do receptor de

glicocorticóides, sugerindo um possível papel da resposta ao estresse no risco de TB em

populações vulneráveis (FRIES et al., 2017). Hess e colaboradores realizaram uma

meta-análise transcriptômica do sangue periférico de pacientes com TB e ESZ, identificando

19 genes e 4 módulos diferencialmente expressos em casos de TB. Quando combinado o

grupo TB e ESZ (denominado "psicose maior"), foram identificados treze módulos gênicos

ligados a apoptose, estresse oxidativo e cromatina. Utilizando aprendizado de máquina foi

introduzido um método chamado "pontuação de risco poli transcriptômico" que distinguiu

casos de TB e ESZ (HESS et al., 2020). A literatura explorou uma abordagem integrada para
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compreender a vulnerabilidade ao estresse e a depressão, combinando a análise de

características fenotípicas com o perfil de expressão gênica no sangue. Utilizando a técnica de

microarranjo, foram identificados os perfis de expressão gênica em indivíduos com resiliência,

vulnerabilidade e resistência ao estresse. Notavelmente, genes ribossomais foram identificados

como regulados positivamente em relação à vulnerabilidade ao estresse e em pacientes

deprimidos (SACKS et al., 2018). Ademais, foi realizado um estudo de caso-controle

comparando perfis de expressão gênica global em células mononucleares do sangue coletadas

logo após o parto. Nove mães, sem tratamento antidepressivo, que desenvolveram um episódio

depressivo após o parto, foram comparadas com 10 mães que não apresentavam sintomas

depressivos e foi observada uma assinatura distinta de expressão gênica. As mães que

desenvolveram episódio depressivo apresentaram ativação imunológica e diminuição do

envolvimento transcricional na proliferação celular e nos processos de replicação e reparo do

DNA (SEGMAN et al., 2010). Apesar das importantes descobertas até o presente momento,

ainda não foram encontrados biomarcadores periféricos efetivos e aplicáveis no diagnóstico de

doenças psiquiátricas.
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1.3.2 Proteômica

A proteômica, por sua vez, é uma ciência que possibilita a identificação em larga

escala das proteínas envolvidas nos processos celulares e teciduais. Essa análise detalhada

proporciona uma compreensão profunda dos processos biológicos em nível molecular,

oferecendo entendimentos valiosos sobre as funções das proteínas e suas interações

(TANGREA et al., 2004). Ao investigar os padrões de proteínas em diferentes estados

patológicos, a proteômica pode auxiliar na identificação de biomarcadores. Assim como

relatado acima, muitas proteínas são usadas como biomarcadores na Medicina, auxiliando na

detecção precoce e o acompanhamento de doenças, possibilitando diagnósticos mais rápidos e

precisos, além de facilitar o monitoramento do progresso e da resposta ao tratamento

(PREECE; HAN; BAHN, 2018). Analisar a interação proteína-proteína é fundamental para

entender redes de sinalização, vias e processos metabólicos de doenças de alta complexidade,

como é o caso do TB (DASH ATAN et al., 2018). Assim como as proteínas no organismo

humano devem variar com o estresse e outros fatores ambientais, a detecção de mudanças na

expressão, na abundância, na estrutura e na função das proteínas, pode indicar anormalidades

patológicas antes mesmo da propagação dos sintomas clínicos.

Deste modo, a abordagem proteômica é particularmente importante em doenças de alta

complexidade como é o caso das doenças neuropsiquiátricas (SAIA-CEREDA et al., 2016;

SONG et al., 2015; ZAKHAROVA et al., 2022). A literatura mostrou a relevância de realizar

pesquisas sobre marcadores e elaborar estratégias para a detecção precoce de fatores de risco

associados à doença de Alzheimer, utilizando como base o perfil proteômico (ZAKHAROVA

et al., 2022). Uma compreensão mais aprofundada sobre a fisiopatologia da depressão maior

tem sido alcançada por diferentes métodos como neuroimagem, genômica e proteômica. A

identificação de biomarcadores sanguíneos por meio de tecnologias proteômicas é muito
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promissora e os avanços podem abrir caminho para um diagnóstico mais preciso da depressão

maior (GADAD et al., 2018; PREECE; HAN; BAHN, 2018). Análises abrangentes do plasma

sanguíneo podem oferecer insights sobre vias moleculares desreguladas e sua relação com os

transtornos psiquiátricos, além de fornecer informações sobre características relacionadas ao

envelhecimento e ao gênero nessa condição. A pesquisa, que envolveu participantes ao longo

de seis décadas de vida, revelou uma interrupção metabólica contínua e aumento de

marcadores inflamatórios entre os componentes do proteoma periférico identificados nos

pacientes com ESZ (CAMPEAU et al., 2022). Um estudo recente criou modelos preditivos

para transtornos psicóticos em indivíduos com alto risco e indivíduos que experimentaram

episódios psicóticos durante a adolescência. Esta pesquisa integrou dados biológicos, como

informações sobre proteínas plasmáticas, com dados clínicos e através de técnicas de

aprendizado de máquina foi possível identificar biomarcadores preditivos nessa condição

(MONGAN et al., 2021). Estudos exploratórios na área da proteômica têm contribuído para

uma compreensão mais aprofundada dos mecanismos moleculares relacionados ao TB. As

descobertas recentes destacam a disfunção nos sistemas imunológico e inflamatório, bem

como alterações em vias metabólicas cruciais, como o sistema complemento e a cascata de

coagulação, como elementos-chave na fisiopatologia do TB (RODRIGUES et al., 2022;

ZIANI et al., 2022). A tabela 1 mostra uma série de estudos envolvendo proteômica no TB

Song e colaboradores, por exemplo, identificaram alterações em 16 proteínas plasmáticas, as

quais eram específicas para cada fase do TB. Um estudo adicional diferenciou pacientes com

TB de outras condições psiquiátricas ao analisar o perfil proteômico do soro sanguíneo. Os

resultados apontaram diferenças nos níveis das seguintes proteínas: ApoA1, ApoE, ApoC3,

ApoA4, Samp, SerpinA1, TTR, IgK, Alb, VTN, TR, C4A e C4B em pacientes com TB em

comparação com pacientes com ESZ e controles saudáveis. De acordo com a rede molecular

global, a maioria destas proteínas estão associadas com a resposta inflamatória (DE JESUS et
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al., 2017). A literatura destaca o uso da proteômica para discriminar a depressão bipolar da

depressão maior. A análise do plasma dos pacientes revelou alterações significativas em 9

proteínas entre TB e depressão maior, sendo a maioria associada ao sistema imunológico.

Adicionalmente, foi realizada uma análise bioinformática que sugeriu que B2RAN2 e ENG

poderiam desempenhar papéis relevantes na depressão, atuando como biomarcadores para

diferenciar as duas condições (REN et al., 2017). Em conjunto, essas descobertas demonstram

o valor da proteômica na compreensão de doenças, diagnóstico, monitoramento e

desenvolvimento de estratégias terapêuticas mais eficazes.

Tabela 1: Estudos proteômicos identificando biomarcadores periféricos no TB.

Autor Fração Grupo Amostra Técnica Resultados

Herbert
h et al.
(2011)

Soro TB
C
TB
C

32
32
16
15

LC-MS

Multiple
x

22 analitos diferencialmente
expressos em comparação

com controles

Alsaif
et al.
(2012)

Soro
Plasm

a

TB
C
TB
C

24
21
24
21

Multiple
x

6 (soro) e 10 (plasma) proteínas
diferencialmente expressas no
TB comparado com controle

2 proteínas alteradas em ambos
os fluidos

Haenisc
h et al.
(2014)

Plasm
a

TB
C

17
46

Multiple
x

26 analitos diferencialmente
expressos em comparação

com controles

Chen
et al.
(2015)

Plasm
a

TB
C

20
30

2-DE/MS
Multiple

x

3 proteínas diferencialmente
expressas no TB comparado

com controle

Song
et al.
(2015)

Plasm
a

Eutímia
C

Depressão
C

Mania
C

10
20
20
20
15
20

2-DE/MS 32 proteínas diferencialmente
expressas no TB comparado com

controle;
16 proteínas diferencialmente
expressas no TB independente

da fase;
16 proteínas associadas a um
estado de humor específico
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de Jesus
et al.
(2017)

Soro TB
CNF
TB
CF

14
9
14
3

LC-MS/
MS

6 proteínas diferencialmente
expressas no TB comparado

com controle

Ren et
al.

(2017)

Plasm
a

TB
C

30
30

LC-MS/
MS

54 proteínas diferencialmente
expressas no TB comparado

com controle

TB, transtorno bipolar; C, controle; CNF, controle não-familiar; CF, controle familiar; LC, cromatografia líquida;
MS, espectrometria de massas; 2-DE, eletroforese bidimensional.
Adaptado de Ziani et al., 2022.

Apesar do que foi mencionado anteriormente, a pesquisa em proteômica na área da

psiquiatria ainda é limitada. É mais comum encontrar estudos que avaliam marcadores

individuais em vez de investigar redes de proteínas e sua relação com a doença. Dessa forma,

a análise de proteínas agindo individualmente aumenta a chance de que se perca uma

informação fundamental: a interação entre milhares de proteínas nos sistemas biológicos em

um determinado momento e sua importância sobre a fisiopatologia do TB. Nesse cenário, é

fundamental se apropriar de metodologias inovadoras, como é o caso, da técnica de

espectrometria de massas (MS, do inglês Mass Spectrometry) que permite a análise de redes

de proteínas em larga escala. A MS é uma técnica fundamental para a caracterização de

proteínas, permitindo a identificação da sequência de aminoácidos de uma proteína. O

princípio básico da MS envolve a medida da massa das moléculas ionizadas em um processo

que consiste em três etapas principais: ionização, análise de massa e detecção. Após a

separação, os íons são detectados e registrados, produzindo um espectro de massas. Este

espectro mostra a intensidade dos íons em função de sua razão massa-carga. Cada composto

possui uma massa molecular única, o que permite a identificação e quantificação precisa das

substâncias na amostra (DE HOFFMANN; STROOBANT, 2007). Em suma, a MS assume

protagonismo na proteômica, especialmente por estar envolvida nas inovações tecnológicas e

proporcionar avanços científicos. Ela tem funcionado como uma importante ferramenta na
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identificação e quantificação de proteínas, bem como no mapeamento de interações proteicas e

na compreensão das modificações pós-traducionais. Esse detalhamento de informações

reveladas nas análises proteômica, por meio de MS, tem sido fundamental para descobertas e

avanços no entendimento da fisiopatologia do TB.

Assim, as tecnologias transcriptômica e proteômica high-throughput são ferramentas

fundamentais e sólidas na obtenção de dados para entender a fisiopatologia do TB. As

informações oriundas dessas disciplinas constituem peças-chave na construção de uma visão

mais abrangente da biologia de sistemas. Deste modo, buscamos avaliar, in silico, o

transcriptoma e proteoma de pacientes com TB a fim de identificar um perfil que discrimine

casos de controles, podendo contribuir na descoberta de biomarcadores capazes de auxiliar nas

questões diagnósticas. Além disso, a pesquisa por biomarcadores foi estendida ao ambiente in

vivo, analisando o perfil proteômico no sangue de pacientes com TB.

1.4 BIOLOGIA DE SISTEMAS

A biologia de sistemas é uma abordagem interdisciplinar que busca compreender e

modelar os sistemas biológicos complexos como uma entidade integral, priorizando uma visão

abrangente em vez de se concentrar exclusivamente em componentes isolados. Ela emprega

técnicas experimentais e computacionais quantitativas para interpretar o fluxo de informações

proveniente de genes, proteínas e outros componentes presentes em vias de sinalização,

regulação e funcionalidade. Essa ferramenta tem como objetivo o estudo das interações

moleculares em diferentes níveis, permitindo a caracterização da maquinaria subcelular

responsável pelas unidades funcionais em células, tecidos e sistemas de órgãos, resultando em

comportamentos fisiológicos (TAVASSOLY; GOLDFARB; IYENGAR, 2018; ZUPANIC;

BERNSTEIN; HEILAND, 2020). A biologia de sistemas aborda sistemas biológicos em

diferentes níveis hierárquicos, nos quais a interação entre componentes diversos leva à
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cooperação para atingir estados estáveis de homeostase (NIJHOUT; BEST; REED, 2019). A

hierarquia vai desde a representação tradicional da organização funcional da célula: genoma,

transcriptoma, proteoma e metaboloma até a arquitetura hierárquica de organização em larga

escala. Mesmo com a diversidade de sistemas, há princípios comuns que regem a organização

e a conectividade nas redes. Esses princípios podem ser aplicados de maneira ampla,

transcendendo as diferenças específicas entre os organismos, sugerindo uma espécie de

universalidade nas leis subjacentes à formação e estrutura das redes (OLTVAI; BARABÁSI,

2002). Portanto, a compreensão dessas interações pode fornecer insights valiosos para a

medicina, desafiando abordagens tradicionais ao reconhecer a importância da interconexão

entre diferentes componentes moleculares para decifrar os sistemas biológicos.

1.4.1 Redes regulatórias transcricionais

No contexto da biologia de sistemas, as redes regulatórias transcricionais referem-se a

sistemas de interações entre genes e proteínas que controlam a expressão gênica em uma

célula. Dentro da rede regulatória transcricional, compreendem-se quatro elementos

fundamentais: os fatores de transcrição; seus motivos de ligação ao DNA; os genes-alvo; e os

genes expressos. O fator de transcrição associa-se ao seu motivo específico de ligação ao

DNA, desencadeando a transcrição e expressão subsequente do gene-alvo na forma de RNA

mensageiro (LIN; ZACK; QIAN, 2006). Essas redes desempenham papel fundamental na

regulação dos processos biológicos, permitindo que as células respondam a sinais ambientais e

mantenham a homeostase. Diversos métodos computacionais podem ser utilizados para criar

redes regulatórias transcricionais, incluindo o algoritmo para a reconstrução de redes celulares

precisas (ARACNe, do inglês Algorithm for the Reconstruction of Accurate Cellular

Networks). Ele identifica interações transcricionais entre produtos gênicos ao analisar dados
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de perfis de expressão de microarranjos, ao mesmo tempo em que prevê associações

funcionais entre genes ou propõe novas funções para genes ainda não caracterizados (LEE;

TZOU, 2009; MARGOLIN et al., 2006). Sob a orientação dos fatores de transcrição, cada

gene exerce influência sobre a atividade celular ao produzir RNA mensageiro, que por sua vez

guia a síntese de proteínas pelos ribossomos no citoplasma, onde ocorrem reações

bioquímicas. A representação da regulação da expressão gênica como uma rede surge da

necessidade dos estudiosos de deduzir essas redes a partir de informações disponíveis, visando

descrever os complexos fenômenos naturais (LEE; TZOU, 2009). A Figura 2 ilustra a

inferência de Redes de Regulação Gênica a partir de dados de expressão gênica, representando

a obtenção da rede regulatória de transcrição. Esta representação refere-se à organização

estrutural e aos padrões de interconexão entre os elementos constituintes da rede. Cada vértice

ou nó, na representação gráfica, simboliza a presença de um gene específico, ao passo que

cada aresta estabelece visualmente as interações entre esses genes, proporcionando uma visão

abrangente e detalhada das conexões na rede.
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Figura 2: Inferência de Redes de Regulação Gênica. O mRNA é obtido de células ou tecidos, seguido por

experimentos de microarranjo. Os resultados desses experimentos geram um conjunto de dados de perfil de

expressão gênica, utilizado por métodos computacionais na inferência da Redes de Regulação Gênica. Em

algumas situações, os biólogos precisam consultar bases de dados de natureza diversa (como caminhos

biológicos, interações proteína-proteína, sítios de ligação conservados evolutivamente de fatores de transcrição

ou perfil de expressão gênica) para limitar o escopo da pesquisa. A expectativa é que uma sub-rede ou módulo se

manifeste, servindo como um modelo final para os biólogos, permitindo a formulação de hipóteses e o

planejamento de experimentos.

PPI, do inglês Protein-Protein Interaction; TFBS, do inglês Transcription Factors Binding Sites.

Adaptado de Lee e Tzou, 2009.

1.4.2 Análise de regulador mestre

A análise de regulador mestre (MRA, do inglês Master Regulator Analysis), por sua

vez, é uma abordagem na biologia de sistemas que visa identificar genes ou fatores de

transcrição que desempenham um papel crucial na regulação de redes gênicas. Neste contexto,
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certos fatores de transcrição atuam como reguladores mestres coordenando o comportamento

celular e exercendo influência sobre um fenótipo específico (CAI et al., 2020). O emprego de

reguladores mestres como biomarcadores tem sido objeto de investigação em diferentes

condições, incluindo câncer (TOVAR et al., 2015), asma (DO et al., 2021) e doença de

Alzheimer (VARGAS et al., 2018). A literatura enfatiza, inclusive, a aplicação deste método

na investigação da regulação transcricional de doenças psiquiátricas. Por meio da MRA, o

gene EGR3 foi reconhecido como um potencial alvo chave, mostrando-se reprimido no córtex

pré-frontal de indivíduos com TB (PFAFFENSELLER et al., 2016). Em seguida, um estudo

adicional investigou fatores de transcrição atuando como reguladores mestre no TB, na

depressão maior (DM) e na ESZ. Os resultados indicaram que a supressão do gene EGR3 foi

predominante no TB e na ESZ, com uma presença menos pronunciada na DM (LIN; ZACK;

QIAN, 2006). Embora diversos estudos tenham explorado a expressão gênica diferencial em

distúrbios psiquiátricos em estruturas cerebrais, até o momento desconhecemos estudos

usando o método MRA para avaliar fatores de transcrição no sangue de pacientes com TB.

Este enfoque é particularmente relevante, uma vez que os reguladores mestres desempenham

um papel central na regulação gênica global e podem ter implicações significativas na

compreensão dos processos patológicos, assim como no desenvolvimento de estratégias

terapêuticas.

1.4.3 Análise de enriquecimento funcional

A análise de enriquecimento funcional (FEA, do inglês Functional Enrichment

Analysis) é uma técnica utilizada para interpretar grandes conjuntos de genes ou proteínas,

comumente derivados de experimentos de expressão gênica. O objetivo principal é entender os

processos biológicos, funções celulares ou vias metabólicas que estão significativamente
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representadas nos conjuntos de genes em análise. O processo geral da FEA envolve comparar

o conjunto de genes de interesse com anotações funcionais previamente conhecidas, como

termos de ontologia gênica, vias metabólicas ou funções celulares (WEBBER, 2011). Para

facilitar a identificação de pacientes com características fenotípicas semelhantes, diversos

bancos de dados foram desenvolvidos, permitindo uma rápida disseminação dos dados

genéticos associados a esses pacientes. As fontes de informações funcionais frequentemente

utilizadas compreendem anotações na literatura como Gene Ontology, KEGG, REACTOME,

entre outros (WEBBER, 2011).

A análise de enriquecimento de conjuntos de genes (GSEA, do inglês Gene Set

Enrichment Analysis), por sua vez, é uma técnica amplamente reconhecida para identificar

genes enriquecidos em amostras de diferentes grupos. Este método compara dois grupos de

amostras para identificar se os genes em um conjunto pré-definido estão distribuídos de

maneira não aleatória entre essas amostras. Deste modo, a GSEA é realizada para entender se

esse conjunto de genes está correlacionado com alguma característica fenotípica ou condição

experimental (REIMAND et al., 2019; SUBRAMANIAN et al., 2005). A relação entre o

genótipo e o fenótipo de um indivíduo torna-se mais robusta e confiável quando são

encontradas variações genéticas comuns que são exclusivas para um grupo de pacientes que

compartilham sintomas semelhantes (WEBBER, 2011). Assim, analisar as características

compartilhadas entre os genes candidatos pode fornecer insights valiosos sobre a origem e

desenvolvimento de uma doença, contribuindo para uma compreensão mais aprofundada de

sua etiologia.
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1.4.4 Reposicionamento de fármacos

O reposicionamento de fármacos trata da identificação de novos usos terapêuticos para

medicamentos existentes que foram inicialmente desenvolvidos para tratar outras condições.

Em vez de criar novos medicamentos a partir do zero, o reposicionamento de fármacos

explora a possibilidade de reutilizar medicamentos já aprovados para outras finalidades,

aproveitando seu perfil de segurança conhecido e acelerando o processo de desenvolvimento

(PUSHPAKOM et al., 2019). Dessa forma, o Connectivity Map (cMap) destaca-se como uma

perspectiva promissora para a reutilização de medicamentos. Este banco de dados abrange

perfis transcriptômicos de compostos bioativos, como medicamentos e substâncias químicas

experimentais, capazes de impactar a expressão gênica celular. Ao facilitar a análise e

comparação desses perfis, o cMap possibilita uma compreensão mais profunda das relações

entre doenças, processos fisiológicos e os mecanismos de ação de agentes (LAMB, 2007).

Juntamente com o cMap é possível utilizar dados da Rede Integrada de Assinaturas Celulares

Baseadas em Biblioteca do NIH (do inglês LINCS). O LINCS é uma iniciativa do Instituto

Nacional de Saúde dos Estados Unidos que visa compreender e catalogar as respostas

celulares a diversas perturbações, como drogas, agentes genéticos e outras intervenções. O

objetivo é criar uma biblioteca de assinaturas celulares que representem as mudanças nas

expressões genéticas e nas vias biológicas induzidas por essas perturbações (KEENAN et al.,

2018). Ao contrário da abordagem convencional da farmacologia, os perfis transcriptômicos

disponibilizados pelo cMap e pelo LINCS empregam estratégias de biologia de sistemas nos

níveis de vias e redes, em oposição à focalização em um único alvo. Assim, ao integrar a

transcriptômica high-throughput e a análise de redes, é possível identificar potenciais

fármacos específicos para o tratamento do TB, fundamentados na assinatura de expressão
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gênica. Deste modo, podemos melhorar nossa compreensão da biologia do TB e facilitar a

elaboração de estratégias terapêuticas personalizadas para esse transtorno complexo.

2. HIPÓTESE

Hipotetizamos que pacientes com TB apresentam um perfil molecular distinto

daqueles encontrados em pessoas saudáveis. Tais padrões poderão fornecer insights sobre

mecanismos patológicos subjacentes, contribuindo para a identificação de novos alvos

terapêuticos. Acreditamos que a compreensão aprofundada dessas assinaturas moleculares não

apenas aprimora a estratificação de pacientes com TB, mas também abre caminho para

intervenções terapêuticas mais direcionadas e eficazes.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

O objetivo central deste estudo é identificar um padrão molecular, por meio da análise do

proteoma e do transcriptoma, no sangue periférico de pacientes com TB, bem como avaliar a

associação destas medidas com a progressão da doença e identificar novos alvos terapêuticos.

3.2 Objetivos Específicos

a) Examinar os níveis séricos de transcritos em pacientes nos estados maníaco, depressivo,

eutímico do TB, a partir de bancos de dados, com o intuito de identificar potenciais

biomarcadores para cada fase da doença;

b) Identificar, por meio de dados transcriptômicos e técnicas computacionais, com base em

assinaturas de expressão gênica, novos compostos bioativos ou medicamentos aprovados pela

FDA para o tratamento do TB;

c) Comparar os proteomas sanguíneos de indivíduos com TB e indivíduos saudáveis

reportados na literatura utilizando interação proteína-proteína, a fim de identificar e propor

vias biológicas disfuncionais associadas envolvidas na doença;

d) Caracterizar assinaturas moleculares, vias de sinalização e doenças relacionadas ao TB

utilizando análise integrativa de proteômica e bioinformática em amostras de sangue de

pacientes em comparação com controles.
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4. ARTIGO CIENTÍFICO 1

Artigo científico intitulado: Master Regulatory Genes in Bipolar Disorder: Employing

Transcriptomics to Uncover Phase-Specific Mood Biomarkers

Artigo a ser submetido.
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Abstract

Bipolar disorder (BD) is a complex mood disorder affecting approximately 2.4% of the global

population. Distinguishing bipolar depression from regular depression poses a significant

challenge in clinical diagnosis. Omics sciences, particularly transcriptomics, have emerged as

essential tools in understanding BD. Transcriptomics, focusing on messenger RNAs, aids in

tracking disease progression and identifying biomarkers for personalized treatment. Master

Regulatory Genes play a vital role in cellular regulation and are categorized into family

MRGs and signaling pathway MRGs. Gene Set Enrichment Analysis identifies genes

involved in specific biological processes. This study utilized a systems biology approach,

employing Microarray data from BD patients' blood samples. We identified 59 Master

Regulatory Genes in BD, with DMTF1 identified across all mood states. Enrichr analysis

further delineated key biological processes associated with each BD phase. Transcriptomic

tools enhance our understanding of BD and improve diagnostic accuracy, paving the way for

targeted treatments.

Keywords: Transcriptomic, Biomarkers, Mood Disorder, Systems Biology, Bioinformatics.
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Abstract

Bipolar disorder (BD) is a debilitating condition associated with a high prevalence of medical

comorbidities and premature mortality. This is the first study to explore, through

high-throughput-omics combined with bioinformatics, molecular signatures, pathways, and

main medical diseases related to different stages of BD. Blood samples from BD patients

(n=10) classified into high (BD+) or poor functioning (BD-), based on functional and

cognitive status, and healthy controls (n=5) were analyzed using mass spectrometry-based

proteomic analysis. Bioinformatics was performed to detect biological processes, pathways,

and diseases related to BD. Eight proteins exclusively characterized the molecular profile of

patients with BD+ compared to HC, while 26 altered proteins were observed in the BD- group.

These altered proteins were mainly enriched in biological processes related to lipid

metabolism, complement system and coagulation cascade, and cardiovascular diseases; all

these changes were more prominent in the BD- group. These findings may represent systemic

alterations that occur with the progression of the illness and a possible link between BD and

medical comorbidities. Such comprehensive understanding provides valuable insights for

targeted interventions, addressing mental and physical health aspects in subjects with BD.

Keywords: Mass spectrometry, molecular signatures, bioinformatics, biomarkers, complement

system, coagulation cascade.
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8. DISCUSSÃO

A fisiopatologia do TB se revela de maneira heterogênea, envolvendo fatores

genéticos, comportamentais e ambientais. A complexidade das manifestações clínicas muitas

vezes leva a diagnósticos equivocados ou subestimados, o que por sua compromete a

implementação de abordagens terapêuticas efetivas. Nesse contexto desafiador, a compreensão

aprofundada da doença, aliada à busca por marcadores específicos, emerge como um

imperativo. Portanto, estratégias que integram variados níveis de informação, juntamente com

a pesquisa de marcadores específicos, são essenciais para aprimorar a precisão diagnóstica e

favorecer intervenções farmacológicas mais eficazes neste contexto clínico.

Na primeira etapa desta pesquisa, foram empregados dados de microarranjos, obtidos

a partir do banco de dados GEO, que estavam disponíveis em amostras de sangue de pacientes

com TB para conduzir análises in silico. Enquanto a Análise de Regulador Mestre permite a

identificação de reguladores-chave que exercem controle sobre muitos genes em uma rede

gênica (CAI et al., 2020), a Análise de Enriquecimento de Conjuntos de Genes ajuda a

identificar conjuntos de genes coordenadamente envolvidos em processos biológicos

específicos (SUBRAMANIAN et al., 2005). Essas duas ferramentas em conjunto

possibilitaram a descoberta de padrões biológicos importantes envolvidos na doença. Foram

identificados 59 candidatos a reguladores mestres no TB, sendo que o DMTF1 foi o único

gene presente nos três estados de humor. Além disso, identificamos 134 genes enriquecidos,

dos quais 2 (CLOCK e SETDB2) foram identificados no estado de depressão, 3 (ZNF358,

ZNF653 e ZNF787) na eutimia e 4 (ELF4, ZNF467, ZNF512 e ZNF91) na mania. Essa

descoberta sugere que os genes identificados podem indicar o estado da doença, ou seja,

alterações que ocorrem durante os episódios de humor, contribuindo para uma compreensão

mais abrangente e precisa do transtorno. No entanto, é importante destacar que a confirmação

e validação dessas descobertas requerem a realização de estudos adicionais no futuro. Este
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passo é essencial para garantir a robustez e a confiabilidade dos resultados obtidos até o

momento.

Adicionalmente, o segundo artigo científico uniu os dados transcriptômicos

previamente discutidos a abordagens computacionais, destacando o emprego dos bancos de

dados cMap e LINCS. Essa integração teve como propósito identificar novos compostos

bioativos ou medicamentos aprovados pela FDA, cujos mecanismos de ação estivessem

relacionados à assinatura de expressão gênica associada ao TB. O cMap foi utilizado para

explorar padrões de resposta transcriptômica a tratamentos específicos, enquanto o LINCS

permitiu uma análise abrangente de perturbações celulares, contribuindo para a identificação e

compreensão de agentes potencialmente relevantes no contexto do TB. Curiosamente, alguns

desses compostos eram específicos para mania, depressão ou eutimia, enquanto outros eram

comuns aos três estados de humor. Eles incluem medicamentos aprovados pela FDA, como

agentes antineoplásicos (dasatinibe, sorafenibe e sunitinibe) ou agentes anti-hipertensivos

(minoxidil e alisquireno), e compostos bioativos que estão sendo testados em modelos

animais, como gugulsterona, ácido betulínico, ácido cafeico, entre outros. Boa parte destes

compostos ou medicamentos aprovados já foram descritos em estudos prévios que

estabeleceram uma provável conexão entre os mecanismos de ação dos compostos

identificados com a neurobiologia dos transtornos psiquiátricos, em especial, o TB

(CARNOVALE et al., 2023; GULBINS et al., 2016; HU et al., 2020; LI et al., 2022; LIU et

al., 2017). Assim, nosso trabalho identificou novos candidatos a medicamentos por meio da

reutilização computacional de medicamentos, com base na assinatura transcriptômica de

indivíduos com TB, seguida da análise subsequente dos perfis de expressão gerados pelos

medicamentos. Na era da bioinformática e Medicina de Precisão, o uso de avanços

inovadores, incluindo modelos de biologia de sistemas e abordagens multiômicas, é

bem-vindo para lidar com desafios importantes relacionados a transtornos psiquiátricos,
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devido a) à compreensão limitada da neurobiologia, b) à heterogeneidade da doença e c) à

falta de modelos animais validados. Embora a maioria dos candidatos a medicamentos

identificados aqui tenha respaldo na literatura, nossa análise foi baseada na geração de

hipóteses, e a validação experimental é necessária antes da tradução clínica.

No terceiro artigo desta tese foi conduzida uma revisão da literatura com o objetivo de

identificar potenciais candidatos a biomarcadores no TB por meio de uma análise in sílico do

proteoma sanguíneo. Neste estudo, foram coletados dados sobre proteínas diferencialmente

expressas nos proteomas de plasma e soro de indivíduos com TB. Buscou-se identificar

possíveis biomarcadores para distinguir entre pacientes e controles saudáveis, bem como

compreender as vias moleculares disfuncionais subjacentes à fisiopatologia do TB. Nos

estudos abordados, os resultados principais destacam a proeminência de cinco proteínas

distintas: IGF-1, TF, A2M, C3 e APOA1. Em termos gerais, essas proteínas estão envolvidas

em processos biológicos comuns como regulação do crescimento, sistema endócrino,

transporte de ferro livre, inibição de proteases, defesa contra patógenos e transporte de

colesterol. Através da análise de vias do KEGG, encontramos duas principais vias

metabólicas: o sistema complemento e a cascata de coagulação. A interação entre os sistemas

de coagulação e complemento no TB sugere uma comunicação bidirecional, influenciando a

expressão diferencial de proteínas (KREM; CERA, 2002; ONCUL; AFSHAR-KHARGHAN,

2020). O sistema de complemento tem origem na cascata de reações da serina protease,

compartilhando uma ancestralidade comum com os fatores de coagulação (KREM; CERA,

2002; ONCUL; AFSHAR-KHARGHAN, 2020). A ativação da cascata de coagulação

compreende a hemostasia primária e secundária, e geralmente é acompanhada pela ativação de

mecanismos inflamatórios (LUYENDYK; SCHOENECKER; FLICK, 2019). Por outro lado, a

disfunção na ativação do sistema complemento pode contribuir para a patologia, resultando

em um estado pró-trombótico e antifibrinolítico aumentado (FLETCHER-SANDERSJÖÖ;
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MAEGELE; BELLANDER, 2020). Assim, a interação entre esses sistemas pode desempenhar

um papel na resposta inflamatória, coagulação e lesões locais em TB. Portanto, compreender

esses mecanismos, juntamente com a identificação das proteínas envolvidas, oferece

informações cruciais sobre indicadores do estado do TB.

Reconhecer as limitações em nossa pesquisa é fundamental, englobando desde a

heterogeneidade das amostras até as restrições algorítmicas. Alguns estudos não fornecem

informações clínicas completas, como estado de humor, duração da doença, comorbidades ou

farmacoterapia, fatores que podem impactar os resultados. A seleção de conjuntos de dados

minimizou as disparidades amostrais, porém, ao utilizar exclusivamente dados de

transcriptômica ou proteômica periféricos, a representatividade global das amostras e a

complexidade cerebral podem estar limitadas. As técnicas bioinformáticas estão em constante

evolução, tornando desafiadora a escolha da ferramenta adequada para análises específicas.

Algumas ferramentas podem apresentar limitações de precisão ou capacidade de

processamento. No artigo que propusemos fármacos e compostos bioativos, é importante

ressaltar que a descoberta de medicamentos é um processo multifacetado que vai além da

expressão gênica, envolvendo aspectos críticos como farmacocinética e toxicologia, que são

igualmente essenciais para o desenvolvimento de novos fármacos. Por fim, estudos de

validação envolvendo técnicas de biologia molecular são necessários para confirmar nossos

achados.

Por fim, no quarto artigo da tese buscamos confirmar os achados do estudo acima em

uma amostra brasileira. Portanto, usamos sangue periférico de pacientes com TB oriundos do

Programa de Tratamento do Transtorno de Humor Bipolar (PROTHABI) do Hospital de

Clínicas de Porto Alegre (HCPA), por meio de LC-MS/MS. Inicialmente, os pacientes foram

divididos em dois grupos: bom funcionamento (BD+) ou mau funcionamento (BD-),

considerando seu estado funcional e cognitivo conforme as escalas FAST e COBRA (LIMA et
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al., 2018; ROSA et al., 2007, 2009, 2014). De maneira singular, as descobertas extraídas de

nossos resultados destacaram um perfil molecular diferenciado entre pacientes com

desempenho cognitivo e funcional classificado como bom e mau. Essa singularidade sugere

que possíveis variações nas proteínas circulantes periféricas podem estar intrinsecamente

associadas a cada grupo, identificando assim variações moleculares significativas

provavelmente associadas com a progressão da doença. Os resultados mostraram, ainda, que

as proteínas diferencialmente expressas estavam principalmente envolvidas no metabolismo

lipídico, no sistema complemento e na cascata de coagulação. Assim, nossos achados

corroboram estudos anteriores - inclusive o primeiro artigo desta tese​ - indicando que a

interação entre o sistema de complemento e a cascata de coagulação está envolvida na

etiologia e progressão do TB (REGINIA et al., 2018; RODRIGUES et al., 2022; ZIANI et al.,

2022). Outro importante resultado foi a proeminência de doenças cardiovasculares associadas,

especialmente, ao TB com baixo funcionamento. Em condições normais, um sistema de

hemostasia estritamente regulado apresenta risco mínimo de complicações ou respostas

inadequadas. No entanto, a desregulação pode resultar em respostas plaquetárias hiperativas,

formação anormal de fibrina e fibrinólise prejudicada, criando um ambiente propício a eventos

cardiovasculares. Além disso, a intercomunicação entre os sistemas de complemento e

coagulação tem o potencial de amplificar processos inflamatórios no sistema vascular,

aumentando o risco de eventos cardiovasculares (CHAUDHRY; USAMA; BABIKER, 2023;

HU et al., 2020). É importante destacar que as doenças cardiovasculares são comorbidades

comuns entre pacientes com TB, fato que pode explicar, parcialmente, a disparidade na

mortalidade entre indivíduos com TB e a população em geral (SCHOEPF; HEUN, 2015). Essa

compreensão abrangente oferece insights valiosos para intervenções direcionadas, abordando

aspectos de saúde mental e mecanismos subjacentes a comorbidades no TB. Por fim, as

proteínas identificadas revelaram uma correlação entre TB e a variável “número de
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medicações”. Boa parte dos pacientes, em especial, aqueles com mau funcionamento são

polimedicados, o que deve representar quadros mais crônicos e de difícil tratamento. Pacientes

com regimes mais complexos de tratamento estão também associados com as alterações mais

proeminentes no sistema do complemento e coagulação e comorbidades médicas. Por outro

lado, não podemos descartar o efeito das medicações (psicofármacos) nas alterações

moleculares aqui identificadas.

Algumas limitações devem ser consideradas ao interpretar os resultados deste estudo.

Em primeiro lugar, o número de amostras foi relativamente pequeno e todos os pacientes

estavam sob tratamento farmacológico. A polimedicação introduz complexidades adicionais

que exigem uma análise minuciosa, uma vez que os agentes farmacológicos podem influenciar

diretamente as respostas biológicas investigadas e gerar efeitos sinérgicos ou antagonistas nos

resultados observados. A variabilidade individual na resposta ao tratamento é um fator

significativo, tornando desafiador tirar conclusões definitivas sobre as associações entre as

proteínas identificadas e condições de saúde comórbidas. Em segundo lugar, algoritmos e

métodos de análise podem influenciar significativamente os resultados. Diferentes algoritmos

podem gerar interpretações distintas a partir dos mesmos conjuntos de dados, e a interpretação

biológica de resultados obtidos por abordagens bioinformáticas pode ser desafiadora. Devido a

isso, colaboramos com um bioinformático experiente para trabalhar com os dados. Em terceiro

lugar, o perfil proteômico foi obtido a partir de uma amostra de sangue, potencialmente não

capturando integralmente as complexas mudanças moleculares associadas ao TB em todo o

cérebro. Essas limitações são cruciais para uma compreensão completa e crítica dos resultados

obtidos.
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9. CONCLUSÃO

De acordo com os resultados alcançados nesta pesquisa, é possível inferir que:

➢ A diferenciação entre indivíduos saudáveis e pacientes com TB por meio de

biomarcadores séricos ainda é um grande desafio. Contudo, é possível obter respostas

mais definitivas quando se utiliza biologia de sistemas e técnicas de bioinformática

para correlacionar conjuntos de proteínas e transcritos já identificados nesse

transtorno.

➢ A análise transcriptômica identificou reguladores mestre e genes específicos

relacionados aos estados de humor no TB, contribuindo para uma compreensão mais

precisa e abrangente do transtorno.

➢ A abordagem de fármaco-gene revelou compostos bioativos e medicamentos

existentes, sugerindo potenciais opções terapêuticas (a ser adequadamente testadas)

para diferentes fases do TB.

➢ A revisão do proteoma sanguíneo identificou cinco proteínas (IGF-1, TF, A2M, C3 e

APOA1) associadas ao TB, destacando sua ligação com as vias do sistema

complemento e coagulação.

➢ A análise exploratória de proteínas em pacientes evidenciou a associação do TB com o

metabolismo lipídico, sistema complemento e cascata de coagulação, além de

correlacionar comorbidades, em especial as cardiovasculares e a polifarmacoterapia,

destacando a importância da gestão integrada da doença.
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