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RESUMO

Introducdo: O transtorno depressivo maior (TDM) é um transtorno altamente prevalente e
debilitante, mas sua fisiopatologia ainda néo foi totalmente elucidada. O objetivo deste estudo
é identificar novas proteinas e processos bioldgicos potencialmente associados ao TDM, por
meio de uma abordagem de biologia de sistemas. Metodologia: Artigos originais descrevendo
a dosagem de proteinas no sangue de pacientes diagnosticados com TDM foram selecionados.
Dados sobre as proteinas diferencialmente expressas (PDES) em cada artigo foram extraidos e
importados para o R, e 0 pacote pathfindR foi usado para identificar os principais termos de
ontologia genética envolvidos. Dados do banco de dados STRING foram combinados com as
PDEs identificadas nos estudos originais para criar redes expandidas de interacdes proteina-
proteina (IPPs). Um algoritmo foi desenvolvido no R para obter as cinco conexdes mais
confiaveis de cada PDE e criar as redes, que foram visualizadas através do software Cytoscape.
Resultados: Dos 510 artigos encontrados, oito que continham todos os valores necessarios para
a analise foram selecionados, incluindo 1112 pacientes adultos (67,8% mulheres) com TDM e
864 (62,2% mulheres) controles. Um total de 240 PDEs foram identificadas, com o termo de
ontologia genética mais significativo sendo “limen do reticulo endoplasmatico” (46 PDEs,
valor de p = 5,5x10™"%). Uma rede estendida de IPPs foi construida, na qual a proteina
Anoctamina-8, que ndo foi identificada em nenhum dos estudos proteémicos, foi a proteina
mais central. Conclusdo: A aplicacdo de técnicas de biologia de sistemas contribuiu para a
interpretacdo dos dados obtidos em estudos de proteémica aplicada ao TDM, expandindo os
achados destas pesquisas. O uso combinado dessas metodologias pode fornecer novos insights
sobre a fisiopatologia dos transtornos psiquiatricos, identificando novos biomarcadores para
melhorar as estratégias de diagnostico, prognostico e tratamento no TDM.

Palavras-chave: depressdo, protedbmica, biologia de sistemas



ABSTRACT

Introduction: Major depressive disorder (MDD) is a highly prevalent and debilitating disorder,
yet its pathophysiology has not been fully elucidated. The aim of this study is to identify novel
potential proteins and biological processes associated with MDD through a systems biology
approach. Methodology: Original articles involving the measurement of proteins in the blood
of patients diagnosed with MDD were selected. Data on the differentially expressed proteins
(DEPs) in each article were extracted and imported into R, and the pathfindR package was used
to identify the main gene ontology terms involved. Data from the STRING database were
combined with the DEPs identified in the original studies to create expanded networks of
protein-protein interactions (PPIs). An R script was developed to obtain the five most reliable
connections from each DEP and to create the networks, which were visualized through
Cytoscape software. Results: Out of 510 articles found, eight that contained all the values
necessary for the analysis were selected, including 1112 adult patients (67.8% female) with
MDD and 864 (62.2% female) controls. A total of 240 DEPs were identified, with the most
significant gene ontology term being “endoplasmic reticulum lumen” (46 DEPs, p-value =
5.5x10-13). An extended PPI network was obtained, where Anoctamin-8 (ANO8), which was
not identified by the proteomic studies, was the most central protein. Conclusion: The use of
systems biology contributed to the interpretation of data obtained in proteomic studies on MDD
and expanded the findings of these studies. The combined use of these methodologies can
provide new insights into the pathophysiology of psychiatric disorders, identifying novel
biomarkers to improve diagnostic, prognostic, and treatment strategies in MDD.

Keywords: depression, proteomics, systems biology
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1 INTRODUCAO

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) € altamente prevalente, associado a alta
morbidade e prejuizos funcionais, sociais e econémicos. Mundialmente, estima-se que mais de
300 milhGes de pessoas sejam acometidas pela depresséo, com uma prevaléncia anual de 4,4%
(1). O TDM atualmente representa a 5% maior causa mundial de Anos Vividos com Incapacidade
(YLDs, do inglés Years Lived with Disability), totalizando 34,1 milhdes de anos (2). Ja no
Brasil, 0 TDM representa a 42 maior carga de doenga, com prevaléncia estimada em 3,3% (3).

Estima-se que 1 a cada 5 pessoas ird desenvolver um episddio depressivo ao longo da
vida, com maior probabilidade de inicio dos sintomas entre a 22 e a 5% década de vida (4). O
transtorno € quase duas vezes mais comum em mulheres do que homens, diferenca atribuida a
maior suscetibilidade do sexo feminino por fatores bioldgicos, psicolégicos, ambientais e
sociais (1,4). O O TDM também apresenta letalidade importante, por ser um dos principais
fatores de risco associados ao suicidio, responsavel por 1,5% dos ébitos no mundo. O suicidio
pode ocorrer em qualquer estagio do desenvolvimento do individuo, levando a mais de 13.000
Obitos por ano no Brasil, e quase 800.000 o6bitos no mundo. Proporcionalmente, 0os mais
atingidos parecem ser 0s mais jovens: o suicidio é a segunda maior causa de 6bitos na faixa
etaria de 15 a 29 anos no mundo, e a terceira maior para homens e quarta maior para mulheres
de 15 a 34 anos no Brasil (1,5). Até 0 momento, as principais estimativas de prevaléncia,
incidéncia e carga de doenca se baseiam em dados coletados anteriormente a 2019. Entretanto,
estudos preliminares ja apontam para um aumento significativo de casos em decorréncia da
pandemia de COVID-19 (6).

Cerca de !5 dos individuos com TDM evoluirdo para sua forma mais cronica,
denominada Depressdao Resistente ao Tratamento (4). Esta apresentacdo do TDM ocorre
quando o individuo é refratario a duas ou mais tentativas de tratamento farmacoldgico (7).
Ainda que os antidepressivos mais recentes permitam uma evolucdo no perfil de efeitos
adversos, melhorando a tolerabilidade e reduzindo as interacdes farmacoldgicas, a eficacia
destas drogas segue similar a dos primeiros antidepressivos desenvolvidos ha mais de 50 anos
(8). Outros tratamentos somaticos como a eletroconvulsoterapia (ECT), a estimulacdo
magnética transcraniana (EMT), e alguns tipos de psicoterapia complementam o arsenal
terapéutico disponivel (9). Ainda assim, cerca de 20% dos pacientes seguem sintomaticos apos
dois anos de tratamento(10). Desta forma, o foco das pesquisas cientificas tem sido otimizar a

estratégia de tratamento para o TDM. Entretanto, para que novas medicagdes ou intervencdes


https://www.zotero.org/google-docs/?ZMZ8LW
https://www.zotero.org/google-docs/?bEnsMV
https://www.zotero.org/google-docs/?FElEi0
https://www.zotero.org/google-docs/?5CXeyM
https://www.zotero.org/google-docs/?9vBP4A
https://www.zotero.org/google-docs/?lg9pPV
https://www.zotero.org/google-docs/?TW0u5j
https://www.zotero.org/google-docs/?jFiYYy
https://www.zotero.org/google-docs/?Gf61vK
https://www.zotero.org/google-docs/?Tcmoy2
https://www.zotero.org/google-docs/?9rhqTD
https://www.zotero.org/google-docs/?mvAnyD
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sejam desenvolvidas, é necessario um maior entendimento dos mecanismos fisiopatoldgicos
que originam a depresséo.

O texto revisado da 5% edicdo do Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-V-TR) caracteriza o0 TDM pela presenca de humor deprimido (tristeza, sensagao
de vazio e desesperanca) e/ou e acentuada diminuicdo da capacidade de sentir interesse ou
prazer, ocorrendo durante a maior parte do dia, na maioria dos dias, por pelo menos duas
semanas. E necessario apresentar pelo menos um destes sintomas (Critério A), e no total pelo
menos 5 sintomas ao se somar com os sintomas do Critério B: aumento/reducéo significativa
do apetite e/ou do peso; insdnia ou hipersonia; agitacdo ou retardo psicomotor; fadiga ou perda
de energia; sentimentos de inutilidade e/ou culpa excessiva; capacidade diminuida de pensar
e/ou se concentrar e pensamentos recorrentes de morte. Também é necessario identificar no
paciente a presenca de sofrimento clinicamente significativo ou prejuizo no funcionamento em
areas importantes da vida do paciente (11). Um fator determinante para as limitacGes
encontradas até 0 momento na busca por novas ferramentas terapéuticas é a propria defini¢éo
do TDM, baseada em parametros vivenciados pelo paciente ao longo da doencga, como o niUmero
de sintomas, os tipos de sintomas, a intensidade dos sintomas e 0s prejuizos sociais, funcionais
e ocupacionais apresentados (12). Este modelo vem se mantendo relativamente inalterado desde
as primeiras classificagdes diagnosticas no final do século XIX, quando o conceito de
“melancolia” originado na Grécia antiga deu lugar ao moderno termo “depressdao” (13).
Curiosamente, mais de 3.000 anos antes do nascimento da psiquiatria como ciéncia, e até
mesmo antes dos gregos, textos medicos originarios da Mesopotamia ja descrevem sindromes
psiquiatricas, como depressdo e ansiedade, com construtos marcadamente similares aos
utilizados nos dias atuais (14,15). Ja em relacdo ao DSM, é necessario ressaltar que, desde a
publicacdo do DSM-III, em 1980, o construto de TDM passou por poucas alteracdes até chegar
na sua versdo atual.

Outro fator que interfere no avanco das pesquisas sobre 0 TDM é a heterogeneidade
da depressdo (16). Ao classificar o transtorno apenas através de critérios clinicos, os fatores
biologicos, genéticos, psicoldgicos e sociais que também participam do adoecimento se tornam
invisiveis. Calculos de analise combinatdria estimam que, entre os 9 critérios diagndsticos do
DSM, sdo possiveis mais de 1400 combinacGes diferentes (17). Subtipos como distimia,
depressdo psicotica, depressdo sazonal, depressdo atipica, depressdo com sintomas mistos,
depressdo com sintomas ansiosos e depressao perinatal sdo fendtipos ja conhecidos e diferentes

entre si, e potencialmente apresentam também mecanismos etiologicos distintos (9,18).


https://www.zotero.org/google-docs/?rZqslB
https://www.zotero.org/google-docs/?hg0pbo
https://www.zotero.org/google-docs/?8Fzlbf
https://www.zotero.org/google-docs/?1ELFv2
https://www.zotero.org/google-docs/?1ogI2S
https://www.zotero.org/google-docs/?bwcKDk
https://www.zotero.org/google-docs/?cmNHms
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Ainda hoje os transtornos psiquiatricos séo diagnosticados apenas com base em grupos
de sintomas e na observacdo de comportamentos, sem integra-los com seus mecanismos
bioldgicos (12). Buscando otimizar as classificacdes diagndsticas em psiquiatria, o National
Institute of Mental Health (NIMH) propds, em 2008, uma nova forma de classificar os
transtornos mentais, de forma a unir a genética, a neurociéncia e a ciéncia comportamental,
dando origem ao Research Domain Criteria (RDoC). O RDoC busca integrar diversos niveis
de informacdo, desde o molecular até o relato dos sintomas pelo paciente, e também se propbe
a aumentar a compreensao da fisiopatologia dos transtornos mentais (19). Neste processo, a
descoberta de biomarcadores, especialmente em nivel molecular e celular, € um dos elementos
centrais.

O estudo de biomarcadores, indicadores objetivos de processos biologicos normais e
patologicos, bem como de resposta ao tratamento, também pode auxiliar na melhor
compreensdo da fisiopatologia da depressdo e de seus possiveis tratamentos (20).
Biomarcadores s6 podem ser aprovados apds testes rigorosos que atinjam um desfecho
conclusivo, se conectando aos mecanismos e apresentacoes clinicas da doenca em questédo (18).
No caso de transtornos psiquiatricos, os desafios para o estabelecimento de biomarcadores é
consideravel, ja que as apresentacdes clinicas dos sintomas sdo altamente variaveis na sua
expressdo de um individuo para outro, e carecem de especificidade para alteragdes especificas
(12). AlteracGes bioldgicas encontradas na depressdo compreendem modificacdes genéticas,
inflamatdrias, endocrinologicas, neurotréficas, metabdlicas, de neurotransmissores e estruturais
(21).

Entretanto, apesar da vasta quantidade de estudos analisando potenciais biomarcadores
no TDM, até o momento, nenhum apresentou acuracia e confiabilidade suficientes para ser
consolidado. Consequentemente, a tendéncia atual das pesquisas em psiquiatria é tentar
identificar assinaturas moleculares compostas por varios biomarcadores em conjunto (22).
Nesse sentido, os sistemas biologicos e suas vias moleculares podem ser avaliados pelas
técnicas conhecidas como “6micas”: gendmica, epigendmica, transcriptomica, protedmica, e
metabolémica. Ao analisar sistemas em diferentes niveis, € possivel caracterizar e quantificar
biomarcadores no nivel “6mico” e vincular sua fun¢do aos efeitos em um organismo individual
(23).

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de transtornos psiquiatricos sao
altamente complexos e multifatoriais. Predisposi¢des genéticas podem ter sua expressdo
modificada pelo ambiente através da epigenética, enquanto alteragdes na transcri¢cdo dos genes

podem influenciar na sintese de proteinas, que por sua vez podem interagir entre si ocasionando


https://www.zotero.org/google-docs/?yMZpRj
https://www.zotero.org/google-docs/?MuI8mH
https://www.zotero.org/google-docs/?CnQ9PT
https://www.zotero.org/google-docs/?ulI859
https://www.zotero.org/google-docs/?JY7iBg
https://www.zotero.org/google-docs/?rNgv83
https://www.zotero.org/google-docs/?dNKkDd
https://www.zotero.org/google-docs/?F7k5pt
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diferentes respostas no organismo (24,25). Desta forma, para melhor compreendé-los, pode ser
necessario integrar informag6es em diferentes niveis (21).

Proteinas podem ser modificadas de varias maneiras, como por mudangas nos seus
niveis expressos nos tecidos, e também por mudangas na sua conformacéo ou atividade, através
de mecanismos celulares influenciados por fatores internos e externos ao organismo (26,27).
Logo, a andlise qualitativa e quantitativa de proteinas e a sua detec¢do em fluidos (soro/plasma,
saliva, urina, liquor) e tecidos (linhagens celulares, bidpsias e tecidos humanos post-mortem)
pode representar uma importante ferramenta de deteccdo de biomarcadores (28). A protedmica
é 0 estudo de qualquer proteina expressa por uma determinada célula, tecido ou organismo em
um determinado momento, sob condi¢des conhecidas e determinadas (29). Entre os diferentes
niveis de “Omicas”, a protedmica avalia as etapas ap0s a transcri¢ao do gene, e ¢ utilizada para
identificar os niveis de expressdo de proteinas em um compartimento distinto. Varios niveis de
proteinas tém sido implicados no TDM, incluindo citocinas inflamatorias, fatores de
crescimento e neurotransmissores (18).

Entretanto, os estudos de protedmica sobre TDM ja publicados até o momento
apresentam como limitacdo a heterogeneidade dos achados, provavelmente associada a
heterogeneidade entre as amostras de pacientes deprimidos, mas também por diferencas entre
os kits de teste disponiveis (30). Técnicas de biologia de sistemas representam novas estratégias
que podem transpor estas dificuldades e ser utilizadas para compreender doencgas complexas e
multifatoriais, como o TDM (31). Biologia de sistemas € a nomenclatura utilizada para
descrever o estudo dos componentes moleculares dentro de um Unico nivel, e também entre
diferentes niveis biologicos (por exemplo, células, tecidos e 6rgédos), e como eles se conectam
as funcdes fisioldgicas e fendtipos de um organismo (32).

Através de raciocinios quantitativos, modelos computacionais, criacdo de redes de
interacdo e tecnologias experimentais de alto rendimento, a biologia de sistemas busca
compreender como as interagdes entre 0s componentes moleculares podem dar origem a
funcoes fisiologicas (e também patoldgicas), quando o estudo componentes individuais isolados
ndo € conclusivo (33). Desta forma, a integracdo dos conhecimentos sobre interacdes de
multiplos componentes sdo tratadas como um Unico sistema, criando uma representacao mais
fidedigna de como ocorrem 0s processos bioldgicos (34). Com a possibilidade de visualizar
estes processos em redes de interacdo, observando o impacto de cada fator isoladamente e em
grupo sobre cada mecanismo sendo analisado, a biologia de sistemas se torna uma alternativa
promissora na busca por novos biomarcadores em transtornos psiquiatricos complexos, como
0 TDM (25).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS ENVOLVIDOS NO TRANSTORNO
DEPRESSIVO MAIOR

2.1.1 Hipdtese Monoaminérgica

A hip6tese monoaminérgica, desenvolvida na metade do século XX propds que a
depressao seria causada por alteraces nos niveis de uma ou mais monoaminas: serotonina (5-
HT), noradrenalina (NE) e dopamina (DA). Esta teoria surgiu a partir de descobertas feitas
durante pesquisas com o anti-hipertensivo reserpina, cujo principal mecanismo de acéo é a
deplecdo de monoaminas. Foi observado que, ap0s 0 uso desta medicacdo, pacientes que ndo
sofriam de TDM previamente passaram a apresentar sintomas depressivos (35). A hipotese foi
corroborada por evidéncias de que compostos triciclicos e inibidores da monoaminoxidase
(IMAOs) elevam as concentracdes sinapticas de monoaminas, revertendo sinais e sintomas de
depresséo (36).

Os processos de funcionamento da memoria, regulacdo comportamental e atengéo plena
estdo todos associados a funcao do cortex pré-frontal, que é coordenada através de neurénios
noradrenérgicos. A DA esta ligada a circuitos de recompensa e motivacdo, a memoria de
trabalho e a atencdo plena, enquanto a 5-HT ¢é responsavel pelo maior e mais coeso sistema de
neurotransmissores, atuando em todas as areas do cérebro (37). Sabe-se que varios sintomas
comportamentais (fadiga, humor deprimido, retardo psicomotor e anedonia) estdo associados a
sistemas monoaminérgicos, e que anormalidades nos niveis de DA no cérebro causam
comprometimento da motivacdo, agregacdo e concentracdo, enquanto niveis reduzidos de NA
(individualmente ou em conjunto com a DA) participam da génese de varios sintomas
depressivos, como irritabilidade, reducédo de libido, dificuldade de concentracéo, alteractes de
apetite e desmotivacdo (38). Cabe ressaltar que neurotransmissores nao operam isoladamente,
e estdo integralmente interligados através de sistemas de neurotransmissores. Logo, uma
alteracdo em qualquer um desses neurotransmissores provavelmente afeta a funcdo dos demais
(39).

Foi demonstrado que a deplecdo de NA e de triptofano, um aminoacido essencial para
a sintese de 5-HT, induz sintomas depressivos em pacientes em remissao previamente tratados
para depressdo com antidepressivos, mas nao tem efeito em individuos saudaveis (40). Também

ha relatos de niveis consideravelmente mais baixos de 5-HT em amostras cerebrais post mortem
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provenientes de casos de suicidio (38). Entretanto, revisdes mais abrangentes da literatura
afirmam que ndo ha uma relacéo clara e consistente entre 0 TDM e déficits de monoaminas
(41,42).

A resposta positiva dos sintomas depressivos ao tratamento com inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina (ISRSs), inibidores da recaptacdo de serotonina e noradrenalina
(ISRNs), antidepressivos triciclicos (ADTS), inibidores da recaptacdo de noradrenalina e
dopamina (IRNDs) e IMAOs contribui para a validacdo deste modelo (43). Entretanto, foi
observado que apenas uma parcela dos pacientes apresenta resposta satisfatoria a
antidepressivos, e até /5 evolui com sintomas refratarios mesmo apos varias tentativas diferentes
de tratamento (44). Além disso, a hip6tese dopaminérgica ndo explica a grande variabilidade
de apresentac6es clinicas observada no TDM, ou por que alguns pacientes respondem a um tipo
de antidepressivo e outros ndo (4). O modelo também n&o justifica o longo tempo necessario
para o tratamento antidepressivo desenvolver a acdo terapéutica (varias semanas), mesmo que
0S niveis de monoaminas sejam rapidamente aumentados (em poucos minutos) por esses
medicamentos (45).

Acredita-se que o fendmeno de downregulation e a dessensibilizacdo dos receptores séo
processos secundarios a aumentos sucessivos nos niveis de monoaminas apds o uso prolongado
de antidepressivos, levando a ativacdo prolongada de receptores (46). A densidade desses
receptores no cérebro diminui, porém eles ndo sdo totalmente eliminados, e mesmo em baixas
concentracdes podem ser suficientes para responder as elevacdes dos niveis de monoaminas.
Desta forma, o uso prolongado de antidepressivos pode produzir a ativacao ininterrupta de vias
de transducdo de sinal dentro da célula, dando inicio a cascatas de sinalizacdo que viabilizam a
melhora dos sintomas depressivos a longo prazo (47). Estes achados sugerem que as
monoaminas estdo de alguma forma envolvidas no desenvolvimento e manutencdo da resposta

antidepressiva; porém, por si s6, ndo conseguem explicar a fisiopatologia da doenca (48).

2.1.2 O Eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal

Frequentemente é possivel observar uma associacdo entre estresse e depressdo. Sabe-se
gue eventos estressores podem desencadear episddios depressivos em individuos suscetiveis, e
gue a exposicdo a alguns tipos de estressores na infancia esta associada a um maior risco de
desenvolver sintomas depressivos na vida adulta (49,50). Em seres humanos, 0s mecanismos
de resposta ao estresse envolvem o aumento da secrecdo de mdultiplos horménios, como

glicocorticoides, catecolaminas, horménio do crescimento e prolactina, cujos efeitos buscam
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adaptar o individuo as modificacbes no ambiente externo. Tais hormdnios e mediadores
celulares promovem eventos adaptativos quando a resposta é eficientemente ativada e/ou
bloqueada, mas também podem promover processos patoldgicos quando a resposta ao estresse
é excessiva ou desregulada (51). Consequentemente, a relacdo entre o eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HHA) e o TDM tem sido um foco de estudo importante nas ultimas décadas.

Ao reconhecer a presenca de estresse, o cortex pré-frontal (CPF) propaga a informacéo
ao hipotélamo, que por sua vez secreta o hormonio liberador de corticotrofina (CRH),
estimulando a sintese e liberacdo do horménio adrenocorticotrofico (ACTH) pela hipofise (52).
O ACTH entdo estimula a liberacédo de glicocorticdides (cortisol) pelo cortex adrenal, mediando
uma variedade de mudangas adaptativas em resposta ao estresse, incluindo aumento da pressao
arterial, débito cardiaco, resposta imunoldgica e circulacdo de glicose no sangue, além de agir
diretamente em receptores de glicocorticoides no eixo HHA, exercendo feedback negativo
sobre a secrecdo de CRH e ACTH (53,54).

Os glicocorticoides apresentam varios efeitos centrais, tais como: 1) Regulacdo da
sobrevivéncia neuronal; 2) Regulacdo da neurogénese; 3) Regulacdo do tamanho do
hipocampo; 4) Formacédo de novas memorias €; 5) Regulacdo da avaliacdo emocional sobre
determinados eventos (55). Estes hormbnios agem diretamente em trés regides do cérebro: o
cortex pré frontal medial (CPFm), relacionado com fungdes executivas e no processamento de
emocoes; o hipocampo, envolvido no aprendizado e consolidacdo de memarias; e na amigdala,
também responsavel pelo processamento de emocdes (56). Entretanto, a exposicdo ao estresse
crénico pode levar a dessensibilizacdo dos receptores glicocorticoides, inibindo a alca de
feedback negativo e ocasionando uma “hiperativagao” do eixo HHA. Esta eleva¢ao persistente
nos niveis de cortisol impacta diretamente o hipotalamo, ao inibir a neurogénese e induzir a
apoptose neuronal e a atrofia de espinhas dendriticas, prejudicando ainda mais 0s mecanismos
de feedback negativo (36,57).

A desregulacdo do eixo HHA apresenta diversas correlacdes clinicas que validam a
hipdtese. Niveis elevados de CRH produzem modificacdes comportamentais e fisioldgicas
como reducdo do apetite, reducdo da libido e perturba¢des do sono, também presentes no TDM
(52,58). Cerca de 40% a 60% dos pacientes com TDM apresentam sinais de hiperativacdo do
eixo HHA, como niveis elevados de cortisol em amostras de sangue, saliva e urina; elevacdes
de CRH em amostras de liquor e em regides limbicas; aumento de tamanho e atividade da
hipofise e glandulas adrenais (59-61). A associacdo com hipercortisolemia parece ser mais forte
para episddios depressivos mais graves, subtipos melancélicos e com sintomas psicoticos
(62,63).


https://www.zotero.org/google-docs/?8L2AfX
https://www.zotero.org/google-docs/?8K1zF8
https://www.zotero.org/google-docs/?ukVkVK
https://www.zotero.org/google-docs/?FLuHmk
https://www.zotero.org/google-docs/?3tNTbw
https://www.zotero.org/google-docs/?Uwr3zZ
https://www.zotero.org/google-docs/?10wxwz
https://www.zotero.org/google-docs/?heQNBM
https://www.zotero.org/google-docs/?sCQCQa

19

Acredita-se que o tratamento com antidepressivos pode restabelecer a funcdo dos
receptores glicocorticoides e normalizar o equilibrio do eixo HHA (64). Entretanto, em casos
onde ndo ocorre a recuperacao do eixo, a resposta ao tratamento tende a ser menor, com maiores
taxas de recaida e pior prognostico (65,66). Apesar da quantidade de evidéncias que implicam
0 desequilibrio do eixo HHA no TDM, a causalidade nesta relacdo ainda € incerta. Apesar de
estar implicada na ocorréncia do TDM, sabe-se que apenas metade dos pacientes com este
diagndstico apresenta alteracdes detectaveis no eixo HHA (67). Estudos mais recentes sugerem
que a influéncia dos glicocorticéides nos mecanismos envolvidos na depresséo seja mediada

também pela ativacdo do sistema imune (68).

2.1.3 Hipotese Inflamatoria

A ativagdo do eixo HHA interfere diretamente nas agdes do sistema imune no
organismo. Quando os niveis de cortisol aumentam, a sintese de citocinas pro-inflamatorias
diminui, e quando os niveis de cortisol diminuem, a sintese de citocinas pro-inflamatorias
aumenta (69). Logo, durante o processo de reacdo aguda ao estresse, 0s hormdnios
glicocorticoides também atuam neutralizando os efeitos da inflamacdo no organismo.
Entretanto, a exposicdo ao estresse crénico pode levar a uma vulnerabilidade sustentada as
citocinas inflamatorias, que favorecem o surgimento da resisténcia aos glicocorticoides no eixo
HHA, tornando-o hiperativado (70). A hipotese de que as citocinas induzem alteracGes
significativas em sistemas relacionados ao desenvolvimento do TDM, como o eixo HHA e o
sistema nervoso simpatico, ja foi extensamente consolidada pela literatura (71).

Citocinas sdo substancias sintetizadas principalmente por mondcitos, macrofagos e
linfocitos, bem como células cerebrais como neurénios, células endoteliais, astrocitos e
micrdglia. Elas atuam em receptores especificos localizados nas membranas celulares para
transmitir informacoes as células, e sdo divididas em: 1) interleucinas (ILs); 2) quimiocinas; 3)
fatores de necrose tumoral (TNF); 4) interferons (IFNs) e; 4) fatores transformadores de
crescimento (TGFs) (72)). Além desta divisdo, as citocinas sdo classificadas como 1) Pro-
inflamatorias (IL-1, IL-2, IL-6, IFN-y e TNF-a) e 2) Anti-inflamatorias (1L-4, IL-10, I1L-11, IL-
13 e fatores de crescimento transformadores beta - TGF-B) (73). As concentracfes periféricas
de citocinas tém sido associadas a funcédo cerebral, ao bem-estar e a cognicdo (74). Acredita-se
que elas possam induzir alteragdes estruturais e funcionais no sistema nervoso central (SNC),

resultando em sintomas depressivos.
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A teoria macrofagica da depressdo foi proposta no inicio dos anos 1990, com base na
observacdo de que as citocinas inflamatérias IL-6 e IL-1p poderiam induzir sintomas
depressivos em individuos ndo deprimidos (75). Estudos posteriores identificaram que a
administracdo de IFN-a no tratamento de hepatite C também induz sintomas depressivos em
30-50% dos pacientes tratados, elevando niveis de IL-2, IL-6 e TNF-a (76), além de induzir
outras alteragdes comportamentais, como ansiedade, anedonia, fadiga e alterac6es do sono (77—
79). Desta forma, a depressdo induzida por IFN-a tem sido usada como modelo no estudo de
como alteragOes inflamatorias levam a sintomas comportamentais, como observado no TDM.
O exato mecanismo da depressao induzida por IFN-o ainda ndo esta claro; entretanto, fatores
de exposicdo prévia, incluindo inflamacdo, podem estar correlacionados com a etiologia
depressiva. Sabe-se que estressores ao longo do desenvolvimento, como abusos fisicos e
sexuais na infancia, impactam diretamente nos sistemas neuroenddcrino e imunoldgico,
desencadeando o surgimento de fenotipos pro-inflamatorios durante a idade adulta (80,81).
Traumas na infancia parecem levar a aumentos nos niveis de IL-6 e proteina C reativa (PCR),
0 que pode ocorrer devido a uma elevada reatividade do eixo HHA durante a idade adulta
(82,83). Evidéncias consistentes sugerem que a exposicao a estressores psicossociais pode
induzir inflamacdo, tornando-se um fator de risco para o desenvolvimento do TDM (77,84).

A relacéo entre depressao e inflamacéo € bidirecional. Pacientes deprimidos apresentam
uma maior taxa de doencas autoimunes e inflamatdrias, e as taxas de depressdo sdo
significativamente mais altas entre individuos com condi¢Ges médicas inflamatdrias crénicas,
tanto em distdrbios que afetam principalmente o SNC, como a esclerose maltipla (85), quanto
naqueles que afetam a periferia, como a artrite reumatoide e doenca inflamatoria intestinal (86—
88). A hipdtese inflamatdria do TDM sugere que citocinas pro-inflamatorias impactam ndo s6
o0 sistema imunoldgico periférico, mas também o metabolismo dos neurotransmissores, 0 eixo
neuroendocrino, a neurogénese e a atividade cerebral, influenciando na génese da depressao
através de diversas vias (89-91).

Diversas metanalises identificaram elevagdes de IL-1, IL-6, TNF-a e PCR em pacientes
com TDM (92-96). Além disso, também foi demonstrado que proteinas de fase aguda,
quimiocinas e moléculas de adesdo estdo aumentadas no sangue periférico de pacientes
deprimidos (97). Sabe-se os tratamentos antidepressivos reduzem a sintese de citocinas pro-
inflamatérias periféricas e induzem a producdo de citocinas anti-inflamatérias como 1L-10 e
TGF-B1, e fatores neurotroficos como o BDNF, exercendo um efeito imunoregulador
significativo em pacientes com TDM (98,99). Também foi identificado que pacientes com

TDM ndo tratada apresentaram niveis mais elevados de marcadores inflamatérios, e que ap6s
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tratamento com antidepressivos, foram aumentados os niveis de citocinas anti-inflamatorias. J&
no grupo de pacientes ndo respondedores ao tratamento, os niveis de citocinas pré-inflamatdrias
seguiram elevados (100).

A hipétese inflamatdria sugere que o desequilibrio de citocinas pro-inflamatorias e anti-
inflamatorias pode estar envolvido nos mecanismos fisiopatoldgicos da depressdo. Dentro desta
perspectiva, ela complementa as lacunas deixadas pela hip6tese monoaminérgica, corroborando
com a teoria de que a depressao € o evento final de uma falha de adaptacao ao estresse cronico,

e que a neuroinflamacéo e as citocinas estdo envolvidas neste processo.

2.1.4 Hipdtese Neurotrofica

Descobertas sobre a influéncia da resposta ao estresse na neurogénese no hipocampo, e
sua associacdo com o TDM, possibilitaram o surgimento da hipotese neurotrofica da depresséo
(101). Fatores neurotrdficos foram inicialmente descritos como reguladores do crescimento e
diferenciacdo neural durante o desenvolvimento do SNC, mas atualmente ja se sabe que
também atuam na plasticidade e sobrevivéncia de neurdnios e células da glia. A hipdtese
neurotrofica propde que deficits na regulacdo neurotrofica podem contribuir para alteracdes
hipocampais envolvidas na génese da depresséo, e que a reversao destes deficits por tratamentos
antidepressivos pode contribuir para a melhora de sintomas depressivos (52).

O fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF, do inglés brain-derived neurotrophic
factor) é a neurotrofina mais comum no cérebro humano, e esta envolvido na sintese,
diferenciacdo, manutencdo e sobrevivéncia de neurdnios, tanto no sistema nervoso central
quanto no periférico (102). O BDNF é expresso em grandes quantidades no sistema limbico, e
é considerado o principal regulador no processo de neurogénese (36). A exposicao ao estresse
agudo e/ou crbnico pode reduzir a expressdao do BDNF, induzindo a atrofia e reduzindo a
proliferacdo celular no hipocampo (51).

Os niveis séricos de BDNF estdo reduzidos em pacientes deprimidos, mas podem ser
normalizados através do tratamento da depressdo, tanto com antidepressivos como com
psicoterapia e ECT (103,104). Ainda que a concentracao sanguinea de neurotrofinas tenha valor
controverso, também ha evidéncias de que o efeito antidepressivo dos tratamentos tem potencial
de atenuar ou reverter a atrofia hipocampal (105). Estudos post mortem com amostras de tecido
cerebral de individuos deprimidos falecidos por suicidio também identificaram concentragdes
reduzidas de BDNF no hipocampo (106,107). Acredita-se que a administragdo continuada de

antidepressivos (e 0 consequente aumento de monoaminas na fenda sindptica) aumente a
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expressdo do fator de transcricio CREB (do inglés cyclic-AMP response element binding
protein) vérias regibes do SNC, aumentando a expressao do BDNF (48,52,108).

Os mecanismos pelos quais novos neuronios podem melhorar sintomas depressivos
ainda ndo sdo completamente conhecidos. Acredita-se que a neurogénese possa facilitar a
resiliéncia contra o estresse, 0 que poderia ser a base dos efeitos clinicos antidepressivos (109).
Ainda que a elevacdo da concentracdo de monoaminas na fenda sindptica seja necessaria para
os efeitos dos antidepressivos, este aumento de neurotransmissores nao necessariamente tem
acdo direta sobre o humor. Entretanto, o estimulo da neurogénese e o consequente aumento da
plasticidade em redes limbicas e corticais disfuncionais torna possivel o processo de
aprendizado e adaptacdo frente aos estimulos estressores (110,111). Desta forma, a hipdtese
neurotrofica se conecta as teorias monoaminérgicas, neuroendécrinas e inflamatorias,
fornecendo uma explicacdo para o tempo de acdo necessario para o inicio do efeito terapéutico
dos antidepressivos (48).

2.1.5 Vias Glutamateérgicas e Plasticidade Sinaptica

Descobertas recentes expandiram o conhecimento sobre a influéncia da plasticidade
sinaptica no TDM. Com base em estudos demonstrando que a administracéo de antidepressivos
alterava a afinidade de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), e na hipotese de que uma
reducdo na funcdo de receptores NMDA contribua para a acao de antidepressivos, Berman et
al identificaram que, ap0s receberem uma unica dose de infusdo endovenosa de quetamina (um
antagonista do receptor NMDA), pacientes com TDM apresentaram melhora dos sintomas
depressivos em poucas horas (112). Este achado foi posteriormente corroborado por ensaios
clinicos randomizados, representando uma das descobertas mais relevantes na psiquiatria nos
Gltimos 60 anos (113).

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatério liberado pelas sinapses no SNC,
e esta envolvido na plasticidade sinaptica, processos cognitivos, processamento emocional e de
sistemas de recompensa. A exposicdo ao estresse pode induzir a secrecdo pré-sinaptica de
glutamato, que se liga fortemente aos receptores ionotropicos de glutamato, incluindo
receptores NMDA e receptores de acido amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico
(AMPA) na membrana pds-sinaptica, ativando vias de sinalizacdo, regulando o crescimento
neuronal, a migracdo, a poda, a apoptose e a sinaptogénese (105). O acumulo patoldgico da
neurotransmissdo glutamatérgica leva a diminuigdo da quantidade de receptores de glutamato,

retragdo e até a perda de espinhas dendriticas. O efeito de “transbordamento” do glutamato
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rompe 0S mecanismos homeostaticos da plasticidade sinaptica, responsaveis pela
vulnerabilidade e perda das conexdes sindpticas neurais (114).

Diversas evidéncias sugerem que as vias glutamatérgicas estdo implicadas na génese da
depresséo. O estresse agudo aumenta a concentracdo extracelular de glutamato no CPFm e no
hipocampo, gerando a hipétese de que a excitotoxicidade mediada pelo glutamato, através dos
receptores NMDA, é responsével pela atrofia dos neurdnios nessas regides cerebrais (115). A
exposicéo ao estresse cronico prejudica a liberacdo e recaptacéo do glutamato pelos receptores
AMPA e NMDA, resultando na reducdo da densidade e didmetro das sinapses, do comprimento
dendritico e da arborizagdo neuronal. Esta exposicdo também pode levar a alteracdes
desadaptativas das sinapses do glutamato e agravar a ativacdo das vias apoptéticas celulares
(116). Estudos de neuroimagem e post mortem identificaram a elevagéo de niveis de glutamato
no plasma, no liquor e no tecido cerebral de pacientes com TDM e vitimas de suicidio (117—
120). Autopsias de pacientes com TDM identificaram alteragbes na expressdo e fungéo dos
receptores NMDA, além de anormalidades na transmisséo da glutamina no SNC (121-123).
Danos as células da glia, essenciais nas vias de sinalizacdo glutamatérgica, também ja foram
encontrados no CPF de pacientes com TDM (124). Em resumo, a exposicao ao estresse cronico
interfere negativamente na estrutura e no funcionamento dos neurdnios glutamatérgicos,
corroborando a hipotese de que a atrofia destes neurénios contribui para a reducdo de volume
cortical e de estruturas limbicas implicada na fisiopatologia da depressao (125).

Os receptores de glutamato e NMDA desempenham um papel importante nos modelos
celulares de aprendizagem e memoria, e principalmente na potenciacdo de longo prazo (LTP,
do inglés long term potentiation), caracterizada pelo fortalecimento sindptico sustentado em
resposta a estimulacdo prévia de alta frequéncia. A quetamina age bloqueando os receptores
NMDA localizados nos interneurénios GABAérgicos, resultando na desinibi¢do de neurdnios
glutamatérgicos (126). Assim, ocorre uma espécie de “explosdo” de glutamato no CPF que
ativa receptores AMPA pds sinapticos, que acionam a via mTOR (do inglés mammalian target
of rapamycin), levando a expressdo de proteinas sinapticas e o consequente aumento da
densidade de espinhas dendriticas. Acredita-se que esta explosdo de glutamato também ativa
canais de calcio sensiveis a voltagem, liberando BNDF e outras neurotrofinas que também
contribuem para os efeitos de plasticidade sinaptica (127). Através destes mecanismos, em
poucas horas a quetamina também age causando um incremento semelhante a LTP na formacéo

de sinapses no CPFm e no hipocampo (128).
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2.1.6 Alteractes Neuroanatdmicas e Estruturais

Os efeitos celulares do estresse no TDM também apresentam consequéncias
morfoldgicas visiveis no SNC, que podem ser avaliadas em estudos post mortem ou através de
técnicas de neuroimagem. O hipocampo é a regido do cérebro mais estudada em pacientes com
TDM, por ter um papel importante em processos de aprendizado e memoria, e também por ser
rico em receptores glicocorticoides e se relacionar diretamente com o hipotalamo, regulando o
feedback do eixo HHA (129,130). Além disso, o hipocampo é uma das duas Unicas areas (junto
ao bulbo olfatério) onde a neurogénese ocorre na vida adulta, sendo um sitio importante em
processos de neuroplasticidade (45,131). Sabe-se que 0 hipocampo apresenta uma reducéo
volumétrica de até 8% a 19% em pacientes com TDM, que parece ser reversivel em pacientes
que atingem remissao com antidepressivos e ECT (132-134). O dano estrutural ao hipocampo
permanece em casos refratarios ao tratamento, e parece progredir quanto mais longo é o tempo
de doenca (135,136). A atrofia de espinhas dendriticas parece ser o principal mecanismo
envolvido, sugerindo uma perda sindptica significativa, suficiente para ocasionar a reducao de
tamanho visivel a olho nu (45). As alteracGes estruturais no hipocampo de pacientes com TDM
assemelham-se aquelas observadas apds exposicdo prolongada ao estresse, ou a altos niveis de
glicocorticoides circulantes, como € o caso de pacientes com sindrome de Cushing (137).

Diversas alteracdes estruturais no CPF também ja foram implicadas no TDM. A
exposicdo prolongada ao estresse no CPF promove alteracfes neurodegenerativas como
ativacdo da micrdglia, atrofia de neurdnios piramidais, retracdo dendritica e reducdo de
proteinas sinapticas (138-141). O cdrtex cingulado anterior (CCA) parece ser uma das regides
mais sensiveis a exposicdo ao estresse, apresentando reducdo de volume em pacientes com
TDM (134). Ele atua no processamento emocional de estimulos internos e externos, na
producdo de estados afetivos e na regulacdo autonémica relacionada a rea¢6es emocionais, além
de regular aspectos da funcéo executiva, como a atencéo seletiva, o planejamento e a regulacéo
de estados afetivos (142). Reducdes na densidade neuronal e de células da glia também ja foram
identificadas no cortex pré-frontal dorsolateral (CPFDL) e no cértex orbitofrontal (143). J& em
estudos de neuroimagem funcional, foi observada a reducéo nos niveis de atividade no CPFDL
em pacientes com TDM, prejudicando funcBes de controle cognitivo, resolucdo de tarefas
complexas, manutencdo e organizacdo de informagdes na memdria de trabalho (130,144). A
reducédo de atividade nesta regido também ja foi associada com sintomas de anedonia e retardo

psicomotor.


https://www.zotero.org/google-docs/?qCYlaa
https://www.zotero.org/google-docs/?6lOXyZ
https://www.zotero.org/google-docs/?9tvgmB
https://www.zotero.org/google-docs/?eTh0XU
https://www.zotero.org/google-docs/?f77WNl
https://www.zotero.org/google-docs/?dwewW8
https://www.zotero.org/google-docs/?ZiG47E
https://www.zotero.org/google-docs/?4x1fjr
https://www.zotero.org/google-docs/?RwFckT
https://www.zotero.org/google-docs/?m3Q7xT
https://www.zotero.org/google-docs/?DSOV6Q

25

A amigdala esta envolvida no processamento de estimulos, no aprendizado emocional,
na memoria e na regulacdo neuroenddcrina (144). Evidéncias relacionadas a alteragdes
morfoldgicas na amigdala ainda sdo inconsistentes. Entretanto, é consenso que, em episddios
depressivos, ocorre um aumento funcional da atividade da amigdala, que tende a ser
diretamente proporcional & gravidade dos sintomas (145). Tal aumento também parece estar
relacionado a tendéncia a ruminag&o e a ansiedade (146).

Pacientes com TDM tendem a apresentar reducdo da densidade neuronal subcortical,
além da reducdo de astrécitos e microglia (147). Também ocorre reducdo do fluxo sanguineo
no CPFDL e no CCA, em paralelo ao aumento do fluxo sanguineo na amigdala e no CPF
ventromedial (145,148). Tais alterac6es favorecem a ocorréncia de retardo psicomotor, apatia,
prejuizo atencional, ansiedade, pensamento ruminativo e maior sensibilidade a estimulos
negativos (142). Outras alteracGes também ja foram reportadas em regides como talamo, insula,
cerebelo e nicleos da base (149,150). Entretanto, os achados ainda sdo muito heterogéneos e

pouco reprodutiveis, possivelmente refletindo a prépria heterogeneidade do TDM.

2.2 ESTRATEGIAS PARA A IDENTIFICACAO DE NOVOS BIOMARCADORES

2.2.1 O que sé@o biomarcadores?

O National Institute of Health define um biomarcador como “uma caracteristica que ¢é
objetivamente medida e avaliada como um indicador de processos biologicos normais,
processos patogénicos ou respostas farmacologicas a uma intervengdo terapéutica” (151). Um
biomarcador € um parametro que pode ser medido e claramente diferenciado entre estados
normais e patologicos. Entre possiveis biomarcadores estdo 0s genes, seus produtos como RNA,
proteinas e modificacdes pds-traducionais dessas proteinas, lipidios ou complexos
biomoleculares. Portanto, praticamente qualquer molécula presente no corpo humano € um
potencial candidato a biomarcador, quando as alteracfes em seus niveis puderem ser associadas
a algum transtorno ou doenga (152).

Biomarcadores com foco mecanicista tem potencial para expandir a compreensdo de
uma doenca e, assim, guiar o desenvolvimento de terapéuticas direcionadas (153). Idealmente,
um biomarcador adequado precisa apontar para algum processo fisiopatologico especifico de
uma doenca, e ndo apenas refletir sintomas puramente clinicos ou consequéncias secundarias
da atividade da doenga. Além disso, também deve ser reprodutivel de forma confidvel, e

apresentar medidas adequadas de acuracia. Para que seja incorporado na pratica clinica, o
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biomarcador também precisa ser obtido com praticidade: sua afericdo ndo deve causar danos
ao individuo, sendo preferencialmente ndo-invasivo, de simples obtencao, e de custo acessivel
(12).

Biomarcadores podem ser utilizados com diversas finalidades, como (154):

e Biomarcadores de risco: quantificam a predisposi¢ao de um individuo para desenvolver
um determinado transtorno.

e Biomarcadores diagnosticos: caracteristicas mensuraveis que indicam a presenca de
uma doenca e sdo sensiveis e especificas.

e Biomarcadores de estado: refletem a gravidade do processo patoldgico.

e Biomarcadores de estagio: utilizados para determinar o estadiamento de doencas
progressivas e/ou degenerativas.

e Biomarcadores de resposta ao tratamento: estimam a probabilidade de resposta a um
tratamento especifico.

e Biomarcadores prognosticos: fornecem uma previsao do curso provavel da doenca.

A identificacdo de biomarcadores em transtornos psiquiatricos ainda é um desafio,
devido a semelhanca dos sintomas entre diferentes doencgas (que pode resultar em incerteza
diagnostica), a acentuada heterogeneidade dos sintomas em pacientes com 0 mesmo
diagnostico, e ao desconhecimento das causas subjacentes a cada transtorno em niveis
moleculares (155). Portanto, a aplicacdo clinica de biomarcadores em transtornos
neuropsiquiatricos ainda é restrita, por resultados inconsistentes e baixo impacto nos possiveis
desfechos (156). Considerando que genes e seus produtos nao codificam diretamente sintomas
ou comportamentos, é improvavel que biomarcadores sejam especificos para diagnosticos
psiquiatricos. Ainda assim, o estudo dos biomarcadores tem potencial para corroborar
diagndsticos, informar sobre a fisiopatologia da doenca ou orientar a tomada de decisGes sobre

o tratamento ideal para cada individuo (157).

2.2.2 Os Estudos “Omicos”

No TDM, assim como em outras condi¢cdes de saude, os biomarcadores podem ser
examinados numa ampla variedade de niveis, conhecidos como “Omicos”. Em psiquiatria, os
sistemas bioldgicos, suas vias moleculares e seus efeitos podem ser avaliados pelas seguintes
Omicas: gendmica, epigendmica, transcriptdbmica, protebmica e metabolémica. Ao analisar
sistemas em diferentes niveis, podemos caracterizar e quantificar biomarcadores ao nivel

“Omico” e vincular sua fungdo aos efeitos em um organismo individual (23).
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2.2.2.1 Genbmica

As primeiras pesquisas avaliando a expressao genética em psiquiatria tiveram como
foco familias, gémeos e individuos adotados, fornecendo fortes evidéncias de herdabilidade
para 0s principais transtornos psiquiatricos. A herdabilidade estima a propor¢do da variacdo
individual em uma caracteristica especifica, que é explicada por fatores herdados, enquanto o
restante da variacdo ¢ explicado por fatores ndo herdados (158). Estima-se que a herdabilidade
do TDM seja de baixa a moderada, o que é compativel com as hip6teses prévias sobre 0s
mecanismos envolvidos na génese da depressdo, altamente influenciados pela exposicdo a
fatores estressores externos (158,159). Pela complexidade do TDM, com etiologia multifatorial
e um numero indeterminado de subtipos, considera-se que a influéncia genética no transtorno
seja poligénica, ou seja, através da expressao de multiplos genes distintos (36).

Apds o mapeamento do genoma humano, estudos buscando “genes candidatos” foram
popularizados, porém ndo obtiveram resultados replicaveis (160). Levando em consideracdo os
estudos com tamanhos amostrais reduzidos e insuficientes, e genes com tamanhos de efeito
individuais muito pequenos, foram propostos os estudos de associa¢do por varredura ampla de
genomas (GWAS, do inglés genome-wide association studies). Os GWAS sdo estudos
gendmicos que buscam identificar diferencas na frequéncia alélica de variantes genéticas entre
grupos de individuos que compartilham ancestrais semelhantes, mas sdo fenotipicamente
diferentes (por exemplo, casos de TDM versus controles saudaveis). Polimorfismos de
nucleotideo tnico (SNPs, do inglés single-nucleotide polymorphisms) séo as variantes genéticas
mais amplamente analisadas em GWAS, através de ensaios de genotipagem, que também séo
utilizados para detectar variantes de grande nimero de copias (CNVSs, do inglés copy number
variants). Os GWAS identificam SNPs que possuem associacOes estatisticamente significativas
com os fendtipos de interesse, com base na associacdo que atinge significancia em todo o
genoma (utilizando uma correcdo para todos os SNPs testados) e mostra evidéncias de
replicacdo independente (9).

Os GWAS confirmaram as hipdteses sobre a natureza poligénica e pleiotropica (na qual
a expressdao de um Unico gene controla varias caracteristicas fenotipicas distintas) dos
transtornos psiquiatricos (161). Entretanto, estes estudos identificam apenas a regido do genoma
que pode estar envolvida, mas nao esta diretamente relacionada a funcdo biolégica potencial.
Além disso, a associacdo de um gene com o fendtipo do TDM pode apenas fazer parte das vias

patogénicas da doenca, ou também ser indiretamente influenciada por caracteristicas
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intermediarias na via causal no resultado final (162). Desta forma, para que estes biomarcadores
genéticos possam contribuir para uma maior compreensdo dos mecanismos envolvidos no
TDM, é necessario entender como os alelos interagem entre si, e também como interagem com

fatores ambientais (163).

2.2.2.2 Epigenémica

Apos a identificacdo das variantes de risco genético através dos GWAS, foi evidenciada
a necessidade de investigar a relacdo entre estes marcadores e o ambiente. Os estressores
ambientais podem ocasionar alteragdes na expressdo génica no SNC, o que pode alterar a
plasticidade neuronal em areas relacionadas a fisiopatologia do TDM. A epigenética ou
epigendmica é o estudo das modificagdes da expressdo do genoma (sem alteracdes na sequéncia
do DNA) e podem resultar em alteragdes na expressdo génica, permitindo a expressao
diferencial de informagdes genéticas comuns (164,165). O estudo das modificacGes
epigenéticas possibilita a compreensédo dos efeitos das influéncias ambientais no genoma e no
surgimento de doencas (166).

Mecanismos epigenéticos tradicionais, como a metilacdo do DNA, a acetilagdo de
histonas, a remodelacdo da cromatina e a regulacdo mediada pelo RNA ndo-codificante
(ncRNA), afetam as interacdes entre o DNA e proteinas, a diferenciacdo celular, a
embriogénese, a impressdo genémica e inativacdo do cromossomo X (167). Através destes
mecanismos, a epigenética também regula a expressdo génica envolvida na plasticidade
neuronal, na resposta ao estresse, nos comportamentos depressivos e na resposta aos
antidepressivos (168).

Mudancas epigenéticas podem ocorrer devido a fatores de estresse, que podem ser tanto
fisicos quanto psicologicos. Dependendo da gravidade dos estressores, em individuos
vulneraveis, regides cerebrais podem ser especialmente afetadas por meio de alteracGes na
estrutura da cromatina de loci gendémicos especificos, levando a modificac@es significativas na
expressdo genética que podem contribuir para a depressdo (169). Estudos investigando as
interacdes gene x ambiente consideram eventos de vida traumaticos como a principal exposi¢édo
ambiental em transtornos de humor (170). Sob influéncia de estressores externos, a epigenética
pode modular o eixo HHA e influenciar nos niveis de reatividade a estressores ao longo da vida
(172).

Apesar de ainda incipientes, os estudos de epigendmica tém potencial de contribuir com

a compreensdo da heterogeneidade fenotipica a partir de uma determinada varia¢do genética ou
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exposicdo a um estressor ambiental, fornecendo informagdes adicionais sobre os supostos
mecanismos subjacentes ao TDM (172). Desta forma, esses estudos favorecem o
desenvolvimento de biomarcadores robustos para uma melhor estratificacdo dos pacientes além

da expressao fenotipica (173).

2.2.2.3 Transcriptémica

A transcriptdmica analisa 0s niveis de expressdo de todas as transcri¢des genéticas em
uma determinada célula, em um determinado momento e em um determinado estado. A
upregulation e a downregulation dos genes resultam em diferentes niveis de proteinas e
metabolitos, que induzem alteragdes fenotipicas no individuo (23). Desta forma, um
transcriptoma representa um fendtipo quantitativo, fornecendo contexto biolégico para a
compreens&o das vias moleculares atingidas por processos patologicos (174).

Através do sequenciamento de RNA é possivel identificar e quantificar genes
codificantes e ndo-codificantes, além de suas isoformas de transcricéo e splicing (174). A maior
parte da variacdo genética associada a transtornos complexos reside em regides nao-
codificantes (175). Os microRNAs (miRNAs) sdo o0os RNAs ndo-codificantes de
aproximadamente 22 nucleotideos de comprimento que atuam na regulacéo da expressédo génica
pos-transcricional, e tem sido mais consistentemente estudados em psiquiatria, com papel
importante na regulacdo da plasticidade neural e do funcionamento do cérebro (176). A
compreensdo sobre como atuam os miIRNAs na depressao ainda esta em seu estagio inicial.
Entretanto, estudos pré-clinicos e clinicos ja sugerem gue 0s miRNAs podem desempenhar um
papel critico no desenvolvimento de disturbios relacionados ao estresse como 0 TDM (177).

Os possiveis produtos da transcricdo genética mostram heterogeneidade substancial
entre as diferentes células, tecidos e estagios de desenvolvimento humano e séo frequentemente
altamente especificos para cada espécie (limitando estudos em modelo animal) (178,179). A
replicabilidade de estudos de transcriptémica, até 0 momento, ¢ insuficiente, possivelmente por
diferencas metodoldgicas e estatisticas, tamanhos de amostras reduzidos, falsos positivos e pela
natureza inerente dinamica e especifica de cada célula na sua expressao genética. Além disso,
a heterogeneidade clinica tem sido reconhecida como um importante fator limitante para a

caracterizacao robusta de alteracdes na expressao génica no TDM (180).

2.2.2.4 Protedbmica
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Protedbmica é o estudo de qualquer proteina expressa por uma determinada célula, tecido
ou organismo em um determinado momento, sob condi¢des conhecidas e determinadas, como
a modificagcdo de uma proteina ou conjunto de proteinas por mecanismos celulares que variam
sob a influéncia de certos fatores internos e ambientais (27,29). O “proteoma” pode ser definido
como o contetdo global de proteinas em uma célula, podendo ser caracterizado em relagdo a
sua localizagdo, interacbes e modificagdes em um determinado momento. Estudos de
protedmica também podem ser utilizados para identificar novas proteinas, e modificacdes pos-
traducionais, que alteram a atividade, a localizagdo e as interagdes com outras proteinas (181).
Os estudos de protedmica podem ser divididos em: analises de expressao (analise protedbmica
quantitativa e qualitativa), funcionais (analise das propriedades funcionais de proteinas
individuais e sua organizacdo em subestruturas, complexos e redes) e protedbmica clinica
(identificacdo de biomarcadores e mecanismos de doencas) (182).

As flutuagdes no nivel de expressao génica podem ser determinadas através de analises
transcriptémicas e protedmicas, buscando diferengas entre dois estados bioldgicos de uma
célula. Proteinas executam diversas fungdes biologicas, e os seus niveis ndo dependem apenas
dos niveis correspondentes de RNA transcrito, mas também do controle e regulacao da tradugéo
proteica do individuo (183). A analise do proteoma fornece uma descricdo completa das
informaces estruturais e funcionais da célula, bem como seu mecanismo de resposta contra
varios tipos de estresse e drogas. Desta forma, a protebmica pode ser considerada a analise dos
dados mais relevantes para a caracterizacdo de um sistema bioldgico (184).

Anélises protedmicas para podem ser utilizadas para a deteccdo de biomarcadores,
através das seguintes etapas: (1) isolamento de proteinas de diferentes tecidos ou fluidos
corporais (por exemplo, sob condicGes patoldgicas versus condigdes normais/controles); (2)
fracionamento e separacdo da mistura complexa de proteinas; (3) analise das frac6es separadas
por espectrometria de massa (MS, do inglés mass spectrometry); e (4) utilizacéo de ferramentas
de bioinformética e bases de dados especificas para processamento de dados (28). Dada a
natureza complexa e dindmica do proteoma, sua analise é considerada desafiadora, por
apresentar uma enorme diversidade de propriedades, como variagdes em quantidade, tamanho
molecular, hidrofobicidade e hidrofilicidade (185).

A expansao dos estudos de protedbmica so foi possivel gracas a evolugdo das analises de
MS através de técnicas de alto rendimento, que aumentaram a abrangéncia, a sensibilidade e a
confiabilidade dos seus resultados (186). Para a identificacdo exploratdria de biomarcadores de
protedmica, as proteinas contidas nas amostras bioldgicas sdo fragmentadas a peptideos, que

sdo separados por técnicas de cromatografia liquida (187). Os peptideos ionizados resultantes
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séo analisados pela MS por suas relagbes carga/massa para calcular os pesos moleculares das
proteinas (183,188). Como as massas e sequéncias dos peptideos sdo Unicas, o resultado
apresenta alta especificidade e acuracia (189). A Ultima etapa do processo consiste na analise
dos dados obtidos por técnicas de bioinformatica, que possibilitam identificacdo, categorizacdo
e quantificacdo das proteinas contidas nas amostras. A integracdo destes resultados com bases
de dados pode fornecer mais informagdes sobre as funcbes bioldgicas e interacBes entre as
proteinas. Cada etapa pode ser realizada através de diferentes métodos, e as diferentes
combinagdes de metodologias resultam em uma variedade de informagdes sobre os diversos
estados proteicos (188).

Apo6s a identificacdo exploratdria de proteinas e peptideos que possam atuar como
biomarcadores, é necessario validar estes achados utilizando técnicas com maior sensibilidade
e especificidade. Os testes de ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) séo
imunoensaios altamente especificos amplamente utilizados para fins diagnosticos (190). Eles
também sdo considerados métodos de analises protedmicas, e podem ser utilizados para
quantificar uma ou algumas proteinas especificas, consolidando-as como biomarcadores (30).
Também é possivel validar biomarcadores utilizando imunoensaios de western blotting, com
alto poder para deteccao de proteinas de baixa abundancia (191). Mais recentemente, também
tém sido utilizados os ensaios multiplex, que permitem a quantificacdo de maltiplas proteinas
em amostras individuais de pequeno volume. Esta tecnologia utiliza microesferas codificadas
por corantes, revestidas com reagentes de captura especificos (anticorpos e/ou aptameros
baseados em DNA) que podem se ligar a vérias proteinas/peptideos dentro de uma Unica

amostra biologica (192).

2.2.2.5 Metaboldmica

Os metabdlitos sdo substratos ou produtos de um metabolismo que estdo presentes em
células, tecidos e fluidos, atuando em funcdes celulares essenciais, como producdo e
armazenamento de energia, transducdo de sinal e apoptose. Além de serem produzidos
diretamente pelo organismo, os metabdlitos podem ser produzidos a partir de microrganismos,
de fontes dietéticas e outras fontes exdgenas (193). A metabolomica é definida como “a aferi¢do
quantitativa da resposta metabolica multiparamétrica dindmica de sistemas vivos a estimulos
fisiopatologicos ou modificagdes genéticas” (194). Com uma proposta similar a protedmica,
técnicas de metabolémica visam preencher a lacuna entre genétipo e fenétipo, permitindo o

monitoramento simultaneo de diversas moléculas em um sistema vivo (23).
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As funcbes bioguimicas dos metabdlitos sdo altamente diversas. Eles podem regular
mecanismos de epigenética, mantendo a pluripoténcia de células tronco embrionérias (195). J&
metabdlitos como ATP, acetil-Coenzima A, NAD+ e S-adenosil metionina podem atuar como
co-substratos, regulando modificagdes pds-traducionais que interferem na atividade proteica
(196,197). Além disso, acidos graxos e horménios podem interagir com proteinas plasmaticas,
possibilitando seu transporte na corrente sanguinea (198). As interacfes entre metabdlitos e
proteinas também podem auxiliar na facilitagdo de respostas celulares, iniciando cascatas de
sinalizag&o e influenciando na transducéo de sinal (139).

Diferente de técnicas que quantificam DNA, RNA e proteinas, na metaboldémica ndo ha
“blocos” de construgdo equivalentes, como acidos nucléicos ou aminoacidos, o que gera uma
diversidade quimica dos metabdlitos que torna seu estudo particularmente desafiador (30). Para
que possam ser integrados como biomarcadores, e contribuam para a expansdo da compreensao
dos mecanismos envolvidos no TDM, os metabdlitos precisam ser colocados em seu contexto
biologico, identificando seus papéis nas vias metabolicas, suas interacbes com outros
metabolitos e suas relagcBes com genes e proteinas. Técnicas computacionais podem auxiliar na

correlacdo entre os diversos niveis de 6micas, gerando e testando hipoteses (199).

2.2.3 Biologia de Sistemas

A quantidade de informagao obtida a partir de estudos “Omicos” € gigantesca, e segue
em constante expansao. Entretanto, para que possam atingir o estagio de aplicabilidade clinica,
estes dados precisam antes ser organizados, analisados e contextualizados, para que possam ser
validados e replicados por outros estudos (200). Sdo necessarias ferramentas e metodologias
computacionais para identificar, quantificar e processar estes dados de forma confiavel (201).
Somada a estas necessidades, a disponibilidade dessas informacgdes em bases de dados virtuais
gera a oportunidade de estudar doengas complexas atraves de técnicas de biologia de sistemas
(202).

A biologia de sistemas é o estudo das interacbes moleculares em diferentes niveis,
permitindo a identificacdo e caracterizacdo da maquinaria subcelular que constitui as unidades
operacionais funcionais em células, tecidos e sistemas de d&rgdos, resultando em
comportamentos fisiologicos (32). Ela é considerada uma ciéncia de informacéo, e ndo apenas
investiga sistemas bioldgicos inteiros, mas também as suas interagdes com o ambiente (203).
Utilizando analises matematicas, estatisticas e computacionais é possivel analisar a arquitetura

estatica desses sistemas, mas também caracterizar como seus componentes interagem ao longo
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do tempo em resposta a estimulos (204—-206). Desta forma, tem se tornado possivel entender
como os fendtipos sdo gerados a partir de seus gendtipos (207).

A integragdo de dados experimentais de estudos “Omicos” com modelos computacionais
tém possibilitado a compreensao de como as interagdes entre componentes moleculares podem
dar origem a comportamentos funcionais, quando individualmente eles ndo seriam capazes
(26). A biologia de sistemas ndo integra apenas entidades moleculares na mesma escala, mas
também em diferentes escalas. As principais estratégias para compreender 0s mecanismos de
algum processo patolégico sdo a avaliagdo das mudancas nas moléculas estudadas (como
ncRNAs, proteinas e metabdlitos) nos tecidos afetados ao longo da progressdo da doenga, e a
analise de como a dindmica das redes de interacdes se correlaciona com a etiologia e progressao
da doenga (200).

Transtornos psiquiatricos apresentam fendtipos complexos, causas heterogéneas e uma
natureza poligénica. Tais fatores dificultam a sua compreensdo, mas possibilitam que esses
transtornos sejam estudados através de ferramentas da biologia de sistemas (208). No caso do
TDM, elas podem ser utilizadas para desvendar as interacGes nao-lineares complexas entre as
moléculas, vias, fatores desencadeantes e mecanismos de transtornos comarbidos, além de
identificar quais alteragdes nessas estruturas poderiam levar a depressdo, e desenvolver
modelos matematicos para delinear a assinatura molecular da doenga, visando a identificacdo
de novos biomarcadores no TDM (99). A partir dessa compreensdo, seria possivel desenvolver
estratégias preventivas e terapéuticas adaptadas aos tipos especificos de riscos e vias causais.
Agentes terapéuticos agindo em moléculas e reguladores centrais seriam provavelmente mais
eficazes na neutralizacdo da patogénese da doenca na populacdo geral, a0 mesmo tempo que
alteracdes moleculares especificas de cada individuo poderiam direcionar estratégias
personalizadas de prevencdo e tratamento. As diversas vias conectadas nas redes de interacoes
também poderiam orientar a selecdo de estratégias de tratamento combinado e potencializacéo
com medicamentos direcionados a diferentes vias (200,209). Até o momento, as principais
estratégias de biologia de sistemas que tém sido aplicadas ao TDM sdo as analises de

enriquecimento de conjuntos de genes e a visualizacao de redes de interacdes (208,210,211).
2.2.3.1 Gene Set Enrichment
A andlise do enriquecimento de conjuntos de genes (GSEA, do inglés gene set

enrichment analysis) é um método estatistico utilizado para identificar componentes

moleculares potencialmente responsaveis por fenotipos e fungbes, com base nos elementos
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moleculares diferencialmente expressos em amostras bioldgicas. Considerando que as a¢oes de
genes individuais tém tamanhos de efeito muito pequenos, que podem néo atingir significancia
estatistica ou relevancia clinica, e que as fungdes biolégicas ocorrem através da articulacdo de
varios elementos em um sistema, esta analise se baseia em conjuntos de genes (212). Estes
conjuntos representam genes que compartilham entre si alguma fungéo biolédgica, localizagdo
cromossdmica ou mecanismo de regulacdo. Eles sdo definidos a partir de conhecimentos
bioldgicos prévios, como dados encontrados na literatura sobre vias bioquimicas e dados
experimentais de co-expresséo (213).

Através desta técnica de biologia de sistemas, os elementos moleculares identificados
como diferencialmente expressos nos estudos “Omicos” podem ser “enriquecidos” com
informacGes derivadas de ontologias especificas (34). Uma ontologia € um conjunto de termos
estruturados com relacionamentos especificos, que descrevem os elementos e relacdes em um
dominio de interesse, em um formato computavel hierarquicamente estruturado (do mais geral
ao mais especifico), o que permite seu uso em multiplas aplicacbes (214). Tais elementos
contidos em ontologias séo disponibilizados para utilizacdo como eixos em torno dos quais 0s
dados podem ser organizados, indexados, agregados e interpretados, através de varios servicos,
bases de dados e aplicacdes diferentes (215). Nos estudos “Omicos”, a maior base de dados
utilizada como referéncia é a de ontologia de gene (GO, do inglés gene ontology), que
possibilita a identificacdo das funcGes e locais relacionados aos elementos diferencialmente
expressos (216,217).

O Gene Ontology Project é uma ferramenta computacional abrangente de informacdes
sobre as fungdes dos genes e seus produtos em diversos organismos diferentes (218). Esta base
de dados é dividida em dois componentes principais: a propria GO, que representa a estrutura
I6gica das funcbes biologicas (“termos™) e suas relagdes entre si, ¢ as anotagdes de GO,
declaracdes baseadas em evidéncias que relacionam um produto genético especifico (uma
proteina, ncRNA ou complexo macromolecular) a um termo de GO especifico. A combinacéo
de informacbes de todos os organismos num repositério central torna possivel integrar
conhecimentos de diferentes bases de dados, inferir a funcionalidade de genes recentemente
descobertos e obter informacGes sobre a conservacdo e varia¢fes de subsistemas bioldgicos
(216).

A GO é um vocabulario padronizado de termos para representar a biologia de forma
estruturada e hierarquica. Os termos sdo subdivididos em trés ontologias distintas que
representam diferentes aspectos biologicos: Fungdo Molecular (MF, do inglés Molecular

Function), Componente Celular (CC) e Processo Bioldgico (BP, do inglés Biological Process)
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(219). MFs sdo processos que podem ser realizados pela a¢do de um Unico complexo
macromolecular, por meio de interacfes fisicas diretas com outros elementos moleculares.
Assim, ‘fung@o’ denota uma acdo ou atividade que um produto genético executa. Os CCs
descrevem localizagdes (relativas aos compartimentos e estruturas celulares) ocupadas por
complexos macromoleculares quando desempenham as MFs. Diferente dos outros aspectos do
GO, seus conceitos ndo se referem a processos, mas sim a anatomia celular do organismo. Os
BPs representam objetivos especificos que o organismo é geneticamente “programado” para
alcancar, sendo geralmente descritos pelos seus resultados ou estados finais. Cada BP é
executado por um conjunto particular de processos moleculares derivados de produtos
genéticos especificos, frequentemente de forma altamente regulada e em sequéncia temporal
especifica. BP € o maior dos trés aspectos ontoldgicos na GO, e também o mais diverso,
refletindo a multiplicidade de niveis de organizacdo biolégica nos quais as funcdes
geneticamente codificadas podem ser identificadas. No modelo proposto pela GO, um gene
codifica um produto génico, que realiza um processo ou atividade em nivel molecular (MF) em
um local especifico em relagédo a célula (CC), contribuindo para um objetivo biologico maior
(BP) composto por multiplos processos em nivel molecular (218).

As anotacOes de GO consistem da associacdo entre um gene e um termo de GO,
representando uma das principais formas de atribuir informacbes funcionais usando
vocabulario padronizado (23,217). O principal componente de cada anotacdo é o objeto, ou
seja, a entidade associada a um termo de GO: um gene, uma proteina, um ncRNA, um complexo
macromolecular ou outro produto genético. Cada objeto € classificado quanto ao seu tipo de
molécula e de termo, contendo também nome (e sinbnimos), cédigo identificador na base de
dados de origem e seus especificadores e qualificadores. Logo, cada anotacdo é Unica. Todas
as anotacdes sdo baseadas em evidéncias, como referéncias de publicacdes (experimentais) ou
descrices das metodologias utilizadas para criar as anotacdes (ndo experimentais: inferéncias
por similaridade estrutural, por contexto genémico, analises filogenéticas, entre outras). Desta
forma, todas as anotacdes de GO sdo apoiadas pela literatura cientifica, direta ou indiretamente
(216).

As GSEAs também podem ser combinadas com outras ferramentas de bioinformatica,
ampliando conhecimentos sobre mecanismos biol6gicos, como as vias de sinalizacdo que
regulam os fendtipos especificos analisados (34). As informacdes obtidas sobre a expressao
genética e as interagdes entre seus produtos fornecem evidéncias da complexidade da
cooperacdo molecular nas células durante o desenvolvimento e curso de doengas complexas

(220). Além de sequéncias lineares de eventos, através da integracdo destas informagfes com
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dados provenientes de diferentes analises, como protedmica e metaboldémica, é possivel
construir, analisar e visualizar redes moleculares funcionais capazes de ilustrar de forma mais

fidedigna a complexidade de sistemas bioldgicos e suas perturbagdes (221,222).

2.2.3.2 Redes de Interacéo

Uma grande quantidade de dados brutos se originou a partir da popularizacdo dos
estudos “Omicos” em psiquiatria (211,223). Entretanto, é necessario que estes dados sejam
contextualizados, explorando as causas e consequéncias que se relacionam as variacbes na
expressdo dos elementos moleculares quantificados, bem como a forma como interagem entre
si (224). As analises de redes fornecem uma estrutura distinta e racional para descrever essas
interacbes e organizar os dados disponiveis de forma simultdnea, promovendo uma
representacdo topologica que integra a logica de sistemas complexos com dados quantitativos
obtidos em larga escala a partir do estudo de condicdes especificas, como processos patologicos
(220,225). A aplicagdo desta abordagem computacional aos estudos “Omicos” amplia as
possibilidades de comparacdes e interpretacdes, delineando mais um caminho possivel na busca
por biomarcadores no TDM (226).

Redes sd@o modelos de representacdo grafica que ilustram as interacGes entre 0s seus
nos. Em redes biologicas, os nos (ou vértices) sdo os elementos moleculares (genes, ncRNAs,
proteinas, metabolitos) e as arestas representam as relacGes entre eles, que podem ser interacdes
diretas ou indiretas. Um modulo é uma sub-rede de nds altamente interconectados que se
conectam de forma relativamente esparsa a rede maior (208). Considera-se que redes
moleculares tenham uma arquitetura “sem escala”, na qual a maioria dos nés tem apenas
algumas conexdes com outros nos (nds periféricos), enquanto uma pequena proporcado dos nos
tem um alto nivel de conectividade ¢ esta localizada no centro da rede (“hubs”) (25). Outras
caracteristicas topologicas também sdo importantes na interpretacdo de modelos de redes
moleculares. O grau de um n6 é definido pela quantidade de arestas adjacentes a ele, ou pelo
namero de nos vizinhos com os quais interage diretamente. Menor caminho é o nome dado a
menor distancia disponivel entre dois nos especificos, e a intermediacdo de um né é definida
como a quantidade de menores caminhos que o atravessam (210). A perturbacdo de uma rede,
descrita como a remocdo de alguns dos seus nds, pode ser utilizada para mensurar a resisténcia
da rede a mudancas, também chamada de robustez. Redes sem escala sdo consideradas robustas
a perturbacdo aleatoria dos seus nés (em maioria periféricos), porém frageis quando ha

perturbacdo de hubs (221). A observacao destas propriedades em redes moleculares pode ser
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uma peca fundamental para entender como ocorrem 0s processos de adoecimento em um
sistema, e além de direcionar a busca de biomarcadores e guiar o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas direcionadas (34,225).

Estudos aplicando redes de interacdo a transtornos psiquiatricos ja sdo uma realidade,
porém ainda em estagios iniciais. As redes de genes reguladores focam em elucidar as
interacOes gene-gene e suas relagdes regulatorias, organizando genes com base em clusters de
co-expressao ou causalidade inferida, e pares regulatdrios (25). Ja nas redes de interacao
proteina-proteina (RIPPS), os nos sdo proteinas e as arestas representam as interagdes fisicas
entre elas, baseando-se em bases de dados experimentais (como o STRING) ou simulacéo
computacional. As arestas ndo séo direcionadas e as medidas ponderadas das arestas indicam a
confiabilidade de cada interacéo (227). As redes de revisdo de literatura sdo construidas a partir
de conhecimentos gerais, como bancos de dados de anotacdes de vias/fungdes/genes, e analises
textuais da literatura existente e de dados experimentais, buscando identificar genes que
contribuam para fungdes biologicas especificas (228). Por fim, redes hibridas combinam e
integram informac6es de dois ou mais tipos de redes diferentes, explorando os pontos fortes e
compensando as desvantagens e limitacdes de cada tipo para produzir um resumo mais
abrangente dos objetos em estudo (229).

Moléculas no mesmo modulo tém maior probabilidade de interagir e/ou desempenhar
papéis na mesma funcdo bioldgica (230). Quando um mddulo é identificado em redes
moleculares, ele também pode ser caracterizado funcionalmente, utilizando técnicas
bioinformatica, de acordo com as funcdes ja conhecidas das moléculas contidas nos mddulos,
ou experimentalmente através da manipulacdo genética dos componentes do modulo (208).
Arestas ndo-direcionadas representam a interacdo entre 0s nds sem especificar a hierarquia,
enquanto as arestas direcionadas caracterizam ndo apenas a interacao entre 0s n6s, mas também
a direcdo da propagacdo do sinal e da hierarquia (34). Neste contexto, direcionalidade é
equivalente a causalidade. Para poder determinar esta orientacdo, € necessario integrar
diferentes tipos de dados (gen6bmica, epigendmica, transcriptdmica, protedmica e/ou
metabolémica) em uma rede hibrida. O uso de varios tipos de dados pode compensar por
informacGes faltantes ou problematicas em algumas das amostras utilizadas, e a convergéncia
de evidéncias de dois ou mais tipos de dados torna as descobertas mais robustas (231,232).

Acredita-se que genes com funcBes semelhantes interagem entre si mais estreitamente
nas RIPPs do que genes ndo-relacionados funcionalmente (233). Diversas evidéncias
corroboram a hipétese de que transtornos psiquiatricos complexos, como o TDM, sdo

ocasionadas por genes funcionalmente relacionados (como por vias ou complexos proteicos)
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através de sua interacdo e regulacdo dindmicas, em oposicao as teorias mais antigas postulando
que poderiam ser causadas por um Unico gene (234-236). A unido destes conceitos sugere que
analises e comparagdes sistematicas de genes potencialmente associados a estas doencas em
redes de interacdo poderia ampliar o conhecimento sobre os mecanismos fisiopatoldgicos
envolvidos, incluindo aqueles que ndo poderiam ser identificados através da analise de um

Unico gene ou biomarcador (210,237).
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3JUSTIFICATIVA

O Transtorno Depressivo Maior € um dos transtornos psiquiatricos mais prevalentes,
e representa uma das principais causas de incapacidade no mundo. A perda de funcionalidade
induzida pela depressao acarreta em prejuizos psiquicos, mas também laborais, sociais, afetivos
e financeiros. Dada a sua magnitude, ja foi extensivamente estudada pela ciéncia ao longo dos
séculos. Foram propostas diversas hipOteses sobre a sua fisiopatologia, e muitas se
complementam entre si. Entretanto, seus exatos mecanismos ainda ndo foram inteiramente
elucidados. Sua propria classificacdo fenomenoldgica é incerta, pois a heterogeneidade entre as
suas apresentacdes sugere que talvez se trate de varios transtornos diferentes com sintomas em
comum, dificultando ainda mais a sua compreensao. Esta se faz necessaria para a defini¢ao do
tratamento mais adequado a cada caso, pois, apesar da ampla variedade de opcOes
farmacoldgicas, psicoterapias, intervengdes psicossociais e métodos de tratamento
intervencionista, uma parcela significativa dos pacientes apresenta sintomas refratarios e
crénicos. Também séo pouco conhecidos os fatores que influenciam quem podera se beneficiar
ou ndo de quais tratamentos, o que pode prolongar a morbidade da doenca ao submeter 0s
pacientes a sucessivas tentativas falhas de tratamento, nunca isentas de efeitos adversos
deletérios. Logo, para que sejam desenvolvidas alternativas terapéuticas mais eficazes, e para
gue sejam mais conhecidos os preditores de resposta aos tratamentos, é necessario buscar novas
estratégias que auxiliem na compreensdo dos mecanismos envolvidos na ocorréncia do

Transtorno Depressivo Maior, em todas as suas variadas formas de apresentacao.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Identificar proteinas e processos biologicos envolvidos no TDM através de técnicas de

biologia de sistemas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar o0s principais processos biolégicos relacionados as proteinas
diferencialmente expressas no sangue de pacientes com TDM, quando comparados a
controles saudaveis.

e Criar redes de interacdo proteina-proteina a partir da lista de proteinas diferencialmente
expressas no sangue de pacientes com TDM, expandindo-as utilizando bases de dados
contendo suas interacfes com outras proteinas (interactomas), incluindo aquelas nédo
mensuradas por métodos de protedmica.

e Analisar as redes de interacdo proteina-proteina, buscando identificar potenciais
proteinas centrais aos mecanismos fisiopatoldgicos que ndo sejam diretamente
mensuradas pelas atuais técnicas de protedmica.

e Correlacionar os resultados encontrados com a literatura, buscando validar as técnicas

de biologia de sistemas no estudo do TDM.
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5 METODOS

5.1 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Para esta revisdo, foram selecionados apenas artigos originais reportando achados de
protedmica no sangue de individuos com TDM, de acordo com os seguintes critérios de
incluséo:

e Estudos incluindo sujeitos adultos (acima de 18 anos), com diagndstico de Transtorno
Depressivo Maior pelos critérios diagndsticos do DSM-IV, DSM-IV-TR, DSM-V ou
CID-10;

e Estudos comparativos avaliando niveis de proteinas no sangue periférico (plasma ou
soro) de pacientes com TDM e de controles saudaveis;

e Estudos avaliando niveis de proteinas em pacientes com TDM com ou sem tratamento;

e Estudos utilizando técnicas de espectrometria de massa (MS) ou analise imunoensaio
multiplex de proteinas (MAP) para identificar a expressdo de proteinas usando apenas

individuos saudaveis como controles.

5.2 ESTRATEGIAS DE BUSCA E SELECAO DE ARTIGOS

A busca foi realizada em agosto de 2023 nas bases de dados PubMed e Science Direct,
utilizando os seguintes termos: Proteomic”[All Fields] AND ("Serum"[All Fields] OR
"plasma"[All Fields] OR "Blood"[All Fields]) AND ("Depressive disorder"[All Fields] OR
"Depression”[All Fields] OR "psychiatric illness"[All Fields]). A busca nas bases de dados
identificou um total de 510 resultados (Figura 1). Resumos e métodos dos estudos foram
analisados através da plataforma Rayyan. Apos a exclusdo de 11 duplicatas, foram excluidos
480 artigos que utilizavam amostras de tecidos sélidos, urina, saliva e liquido cefalorraquidiano;
artigos contendo apenas técnicas metabolémicas, genémicas e transcriptbmicas; artigos
baseados em estudos em modelos animais; artigos sem grupo controle; artigos de reviséo,
editoriais, cartas ao editor e resumos em anais de eventos. No total, foram identificados 19
artigos que avaliaram proteinas diferencialmente expressas no soro ou plasma de individuos
com TDM. Destes, 9 foram excluidos por ndo apresentarem na publicacdo dados referentes a
quais proteinas foram identificadas, e estes dados ndo serem disponibilizados apds tentativas

de contato por email com os autores. Dois foram excluidos por utilizarem os mesmos dados ja
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contidos em outros artigos selecionados. Por fim, foram incluidos 8 artigos na revisdo (238—
245).

Figura 1 — Processo de selec@o dos artigos

N
510 artigos identificados na busca em
bases de dados (116 PubMed, 394
Science Direct)
. J
—{ 11 duplicatas removidas ]
( N
499 artigos avaliados por titulo e resumo
N\ 7,
—-[ 480 artigos excluidos ]
( R
19 textos completos avaliados para
elegibilidade
9 11 artigos excluidos:
- -/ - sem dados sobre as proteinas
e identificadas (n=9)
N - usaram as mesmas amostras de
d outros estudos ja incluidos (n=2)
8 artigos incluidos na revisao
N\ J

5.3 EXTRACAO DE DADOS

Para extrair os dados dos estudos originais, foram criadas planilhas de extracdo de
dados contendo: nimero ID da proteina (Universal Protein - UniProt), simbolo do gene na
Human Genome Organization (HUGO), nome da proteina, nome do estudo que identificou a
proteina, tipo de amostra (soro ou plasma), tamanho da amostra, tipo de técnica de protedbmica
utilizada, alteracdo identificada na expressdo (aumento/reducdo), valor de fold-change

(magnitude da alteracdo em relacdo aos valores de normalidade) e valor de p.

5.4 ONTOLOGIA DO GENE

O pacote pathfindR versdo 1.5 para o software R foi aplicado a lista de proteinas
diferencialmente expressas para encontrar termos de GO associados as proteinas
diferencialmente expressas em pacientes com TDM (246). Os termos da GO descrevem as
fungdes dos produtos da expressao de genes, separando-as em trés subtipos: funcdo molecular,

componente celular e processo biolégico (247). O procedimento € ilustrado na figura 2.


https://www.zotero.org/google-docs/?9PfLVm
https://www.zotero.org/google-docs/?9PfLVm
https://www.zotero.org/google-docs/?xMovuk
https://www.zotero.org/google-docs/?PIrt15
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Figura 2 — Processamento de dados

®
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Criagao das redes

A) Proteinas diferencialmente expressas no TDM identificadas na revisdo. B) Termos de ontologia de gene
encontrados utilizando o pacote R pathfindR com base nas proteinas identificadas. C) Uma rede de interacdo
proteina-proteina foi criada no R com base nas proteinas identificadas e nas interagdes do banco de dados STRING.
D) Métricas de centralidade (intermediacdo) foram calculadas no Cytoscape.

5.5 REDES DE INTERACAO PROTEINA-PROTEINA

A partir da lista de proteinas diferencialmente expressas identificadas nos estudos
selecionados, foram criadas redes de interacGes proteina-proteina, que foram expandidas de
acordo com suas interacdes com outras proteinas. Para isso, dados referentes a estas interacoes
proteina-proteina foram obtidos através da base de dados STRING (www.string-db.org), que
contém dados de interacdo proteina-proteina de fontes primarias, interacdes previstas e alguns
tipos de evidéncias de interacdes (227). O banco de dados extraido do STRING foi importado
para o software R 4.0.2 (interface R Studio versdo 1.2) (248). Um escore de confianca foi
calculado a partir de escores do banco de dados, de experimentos e de pontuacBes de
coexpressdo. As interacdes com escores de confianca inferiores a 7.0 foram removidas,
mantendo apenas interacfes com altos escores de confianca. Um script de R foi utilizado para
criar as redes, buscando as cinco intera¢fes mais confiaveis para cada proteina diferencialmente
expressa (disponivel em https://osf.io/qjt8a/). ApOs a criacdo de varias pequenas redes, 0
algoritmo obtém as cinco conexdes mais confiaveis para cada uma das proteinas (Figura 3). Em
seguida, o processo é repetido para a consolidacdo da rede. Desta forma, sdo incluidas nas redes
as interagdes proteina-proteina de 1° grau a partir daquelas identificadas inicialmente pelos

estudos. O programa Cytoscape (versdo 3.8) foi utilizado para visualizagdo das redes e calculo


https://www.zotero.org/google-docs/?s0gfaf
https://www.zotero.org/google-docs/?ljWapE
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das medidas de centralidade (249). Um plugin para este programa, chamado stringApp (verséo

1.5) foi usado para obter mais dados sobre as proteinas da rede (250).

Figura 3 — Criacéo de Redes de Interagdo
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1a) Identificacdo de proteinas diferencialmente expressas. 1b) Por exemplo, P1 e P2 representam duas proteinas
diferencialmente expressas. 1c) As proteinas diferencialmente expressas foram inseridas no pathfindR, para
identificacdo dos principais termos de oncologia de gene associados. Criagdo do conjunto de dados de interagdes


https://www.zotero.org/google-docs/?6pnIqX
https://www.zotero.org/google-docs/?nwB14f
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proteina-proteina (2a — 2c): 2a) Um banco de dados com interacdes proteina-proteina foi baixado do STRING. 2b)
O banco de dados foi importado para R. 2¢c) Em seguida, foram excluidas interacdes com indice de confianca
inferior a 0,7. 3) P1 e P2 foram mapeados em um conjunto de dados contendo interacfes proteina-proteina. 4) As
interacBes proteina-proteina foram criadas com base em escores de interagdes com alta confianca. Proteinas
vizinhas de até um grau foram selecionadas (proteinas em laranja na ilustracdo da etapa 4). 5) As medidas de
centralidade foram calculadas no Cytoscape.
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6 ARTIGO
The relevance of endoplasmic reticulum lumen and Anoctamin-8 for major depression:

results from a systems biology study.

Sofia Cid de Azevedo'?", Jacson Gabriel Feiten'?*, Marcelo P. Fleck?, Marco Antonio
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Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil
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ABSTRACT

Introduction: Major depressive disorder (MDD) is a highly prevalent and debilitating disorder,
yet its pathophysiology has not been fully elucidated. The aim of this study is to identify novel
potential proteins and biological processes associated with MDD through a systems biology
approach. Methodology: Original articles involving the measurement of proteins in the blood
of patients diagnosed with MDD were selected. Data on the differentially expressed proteins
(DEPs) in each article were extracted and imported into R, and the pathfindR package was used
to identify the main gene ontology terms involved. Data from the STRING database were
combined with the DEPs identified in the original studies to create expanded networks of
protein-protein interactions (PPIs). An R script was developed to obtain the five most reliable
connections from each DEP and to create the networks, which were visualized through
Cytoscape software. Results: Out of 510 articles found, eight that contained all the values
necessary for the analysis were selected, including 1112 adult patients (67.8% female) with
MDD and 864 (62.2% female) controls. A total of 240 DEPs were identified, with the most
significant gene ontology term being “endoplasmic reticulum lumen” (46 DEPs, p-value =
5.5x101%). An extended PPl network was obtained, where Anoctamin-8 (ANO8), which was
not identified by the proteomic studies, was the most central protein. Conclusion: The use of
systems biology contributed to the interpretation of data obtained in proteomic studies on MDD
and expanded the findings of these studies. The combined use of these methodologies can
provide new insights into the pathophysiology of psychiatric disorders, identifying novel
biomarkers to improve diagnostic, prognostic, and treatment strategies in MDD.

Keywords: depression, proteomics, systems biology

Artigo submetido para publicacdo na revista Molecular Psychiatry (Anexo A).
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Introduction

Biological research has demonstrated that Major Depressive Disorder (MDD) is
associated with inflammatory, metabolic, neuroplastic, and genetic factors [1]. However, the
current understanding of MDD’s pathophysiology remains limited, with many underlying
mechanisms still elusive. Further understanding of this pathophysiology is necessary to develop

new and more efficient treatments and identify clinically useful biomarkers.

Many attempts have been made to identify biomarkers related to MDD, and while
some progress has been achieved, the entire chain of events leading to depressive symptoms
remains uncovered [2]. Biomarkers have not yet proven clinically helpful in confirming
diagnosis, assessing severity, or guiding treatment in MDD. Proteomics represents a promising
tool for understanding depression's pathophysiology by quantifying proteins in biological
samples such as blood, cerebrospinal fluid, or urine, using techniques like mass spectrometry,
immunoassays, or two-dimensional gel electrophoresis. Proteomic studies exhibit considerable
heterogeneity in terms of identified differentially expressed proteins, samples, and

methodologies, although they often converge on common pathways or interacting proteins [3].

Several reviews have addressed this issue and suggested various biological processes
associated with depression [3-5]. Proteomic studies have highlighted growth factors like BDNF
and VEGF, as well as inflammatory markers such as IL-1p, IL-6, IL-10, IFN-y, CRP, and TNF-
a, as potential predictors of disease activity and treatment response in MDD. However, their

specific roles in the development of depressive symptoms remain unclear [6].

Proteomic studies primarily focus on protein expression levels, whereas the impact of
a protein on MDD may also relate to its activity level or interactions with other proteins,
parameters not typically assessed by proteomic techniques [5]. Another limitation of published
proteomic studies on MDD is their heterogeneity, likely influenced by differences in samples,

measurement methods, and available assay Kits [6].

Systems biology techniques offer new strategies for understanding complex and
multifactorial diseases like psychiatric disorders [4]. Methods such as gene ontology
annotations and protein-protein interaction (PPI) networks can potentially overcome some of
these proteomic study limitations and provide additional insights into the biological events and
interactions underlying MDD. Gene ontology annotations, sourced from comprehensive

databases, provide knowledge about gene and gene product functions [7]. These biological


https://www.zotero.org/google-docs/?69wFc1
https://www.zotero.org/google-docs/?n7r4Ig
https://www.zotero.org/google-docs/?8KqvdO
https://www.zotero.org/google-docs/?b8XcW7
https://www.zotero.org/google-docs/?lmHwOY
https://www.zotero.org/google-docs/?qBrqOf
https://www.zotero.org/google-docs/?fqYUSC
https://www.zotero.org/google-docs/?wANUVN
https://www.zotero.org/google-docs/?fmfEwX
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processes can be integrated with differentially expressed proteins identified in proteomics
studies to enhance understanding of how these changes impact the patient’s physiology. PPI
networks allow the overlap of proteomic study results with biological interaction databases
(interactomes), facilitating the identification of key interacting proteins not initially detected in

screenings [8].

This study aims to identify potential proteins and biological processes associated with
MDD. We reviewed proteomics studies comparing individuals with MDD to healthy controls,
analyzing proteins differentially expressed in the MDD group across studies. First, we
examined the primary biological processes (gene ontology terms) associated with these
proteins. Subsequently, we constructed PPI networks based on proteins identified in our review,
expanding these networks using interactome data to identify central proteins within the MDD

network.
Materials and methods

We selected original articles reporting proteomics techniques that compared blood
samples from patients diagnosed with MDD to those from healthy controls. In August 2023, a
search was conducted using the terms: “Proteomic"[All Fields] AND ("Serum"[All Fields] OR
"plasma"[All Fields] OR "Blood"[All Fields]) AND ("Depressive disorder"[All Fields] OR
"Depression”[All Fields] OR "psychiatric illness"[All Fields]) in PubMed and Science Direct
databases. The database search yielded a total of 510 results. Abstracts and methods were
analyzed to identify studies that evaluated differentially expressed proteins in the serum or

plasma of individuals with MDD.

We specifically focused on studies employing mass spectrometry (MS) or
immunoassay multiplex analysis of proteins (MAP) to identify protein expression, with healthy
subjects serving as controls. Inclusion criteria included articles reporting proteomics using
blood samples from adults (over 18 years old) diagnosed with MDD according to the DSM-1V,
DSM-IV-TR, DSM-V, or ICD-10 criteria, compared to blood samples from healthy controls.
Exclusion criteria encompassed articles using samples from solid tissues, urine, saliva, or
cerebrospinal fluid, articles focusing solely on metabolomic or genomic technigues, and articles

based on animal model studies.

Data extraction


https://www.zotero.org/google-docs/?bcgmz2
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To extract data from the original studies, we developed data extraction sheets. These
sheets included the following information for each study: protein ID (Universal Protein -
UniProt), Human Genome Organization (HUGO) gene symbol, protein name, author(s),
direction of expression change (up/down), fold-change, p-value, type of sample (serum or
plasma), proteomics techniques utilized, sample size, and study design (supplementary table
1).

Gene ontology

The plugin pathfindR from R package version 1.5 was employed to analyze the list of
differentially expressed proteins and identify the primary biological functions (gene ontology
terms) associated with MDD [9]. Gene ontology terms categorize the functions of gene products
into three main aspects: molecular function, cellular component, and biological process [10].
This process is depicted in Figure 1, with additional details provided in supplementary figure
1.

Protein-protein interaction networks

The PPI networks were constructed based on the differentially expressed proteins
reported by the original studies, which were further expanded by their interactions with other
proteins. These interactions were sourced from the STRING metadatabase version 11

(www.string-db.org), which integrates PPI data from primary sources, predicted interactions,

and various types of evidence. [11]. The database containing these interactions was downloaded
from STRING and imported into R 4.0.2 (R Studio interface version 1.2) [12]. A new
confidence score was calculated based on database scores, experimental evidence, and co-
expression data. Interactions with scores less than 7.0 were excluded. A R script was developed

to create the networks (available at https://osf.io/qjt8a/). This algorithm identifies the five most

confident connections for each differentially expressed protein and generates networks
connecting them. Cytoscape version 3.8 was used to visualize networks [13]. The stringApp
plugin version 1.5 for Cytoscape was employed to retrieve additional data about the proteins

and enhance network analysis [14].
Results

Review of the literature
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The initial search identified 510 articles, of which 19 involved human subjects
diagnosed with depressive disorder, and included protein measurements in blood (serum or
plasma) with differential expression compared to healthy controls (Figure 2). Eight of these
articles provided complete data necessary for analysis, comprising a total of 1112 patients with
depression (67.8% female) and 864 controls (62.2% female), all aged 18 years and older (Table
1) [15-22]. The study by Stelzhammer et al. included two distinct sets of patients and controls.
One set analyzed samples using multiplex immunoassay, while the other utilized liquid
chromatography-tandem mass spectrometry.

The included studies identified 427 proteins differentially expressed in individuals
with major depression compared to control groups (supplementary table 1). From these, a total
of 240 proteins were utilized to construct the protein-protein interaction network, following the
exclusion of duplicates, 13 unmapped proteins, and 35 proteins lacking interactions with other
proteins (supplementary information). Among the studies, three involved patients receiving
pharmacological treatment, while five studies specifically included drug-free individuals with
major depression. The majority of studies utilized serum samples for protein analysis. Notably,
one study focused on late-life depression [16], and another concentrated on recurring depression
[17]. Different methods were employed across studies for protein separation and identification:

multiplex assay or liquid chromatography-tandem mass spectrometry.
Differentially expressed proteins

Significant heterogeneity was observed among the studies regarding proteins that were
differentially expressed between patients with major depression and controls. Out of the 240
proteins identified, 192 (80%) proteins were found by one study, 39 (16 %) by two different
studies, and 6 (2.5 %) by three studies. Specifically, Macrophage Inhibitor Factor (MIF), Von
Willebrand factor (VWF), and Lipoprotein(a) (LPA) were each identified by four different

studies (Table 2). No proteins were found in more than four of the eight included studies.
Gene ontology terms

The most significant gene ontology term associated with the DEPs in MDD was found
to be endoplasmic reticulum (ER) lumen (Table 3). Nine biological processes related to lipid
metabolism and lipoproteins were identified, along with four processes directly linked to

coagulation.


https://www.zotero.org/google-docs/?0F9cdU
https://www.zotero.org/google-docs/?qO7GeY
https://www.zotero.org/google-docs/?7pgVJL
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Among the proteins found to be differentially expressed in multiple studies, APOAL
participates in 10 out of the 15 most significant processes. LPA is involved in serine-type
endopeptidase activity and endopeptidase inhibitor activity. VWF plays a role in platelet
degranulation and platelet alpha granule lumen.

Protein-protein interaction network (PPIN)

The PPINs created contain 240 differentially expressed proteins reported in the
original studies and an expanded network totaling 755 proteins, including those with relevant
interactions according to String metadatabase version 11. The largest PPIN comprises 378
nodes and 469 edges, with 141 of these nodes representing differentially expressed proteins
(see supplementary figure 2). Within this network, Anoctamin-8 (ANOS8) is connected to seven
differentially expressed proteins found in the blood of depressed individuals (Figure 3). Among
these connections, follistatin-related protein 1 (FSTL1), albumin (ALB), and Cystatin-C
(CST3) were found to be underexpressed. In contrast, galactin-1 (LGALS1), Insulin-like
growth factor-binding protein 3 (IGFBP3), Insulin-like growth factor-binding protein 1
(IGFBP1), and complement C3 (C3) were overexpressed. C3, IGFBP1, IGFBP3, ALB, CST3,
and FSTL1 are also related to the endoplasmic reticulum lumen and cellular protein metabolic

processes.

Additionally, smaller PPINs not connected to the main network, consisting of two to
nine nodes each, were created by the procedure (supplementary figure 3). However, only the
largest network was utilized to calculate betweenness centrality, a global centrality metric

deemed more suitable for evaluation within the main network context.
Discussion

Despite the extensive research on the subject, the pathophysiology of depression
remains elusive. Through the application of systems biology, we have identified the most
significant gene ontology terms associated with the proteins differentially expressed in
depressed individuals according to proteomic studies. A majority of these proteins are localized
in the endoplasmic reticulum lumen and are involved in biological processes related to lipid
metabolism and coagulation pathways. Furthermore, we created an expanded PPIN based on
proteins differentially expressed in individuals with MDD. Through this approach, we have
identified ANO8 — a protein not previously detected by proteomic studies in peripheral blood

— as the most central protein in the PPIN.
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Differentially Expressed Proteins

The proteomic studies included in our analysis revealed a highly heterogeneous set of
proteins differentially expressed in depression. Interestingly, for the majority of these proteins,
findings from one study were not replicated in any of the others. The most consistent results
were observed for MIF, vVWF, and LPA, which are related to the HPA-axis and immune and
inflammatory mechanisms and were each reported as differentially expressed by four studies.
While MIF and vWF were consistently upregulated, LPA showed a mixed pattern of

expression, being reported as upregulated in three studies and downregulated in one.

MIF, a cytokine of innate immunity known for its role in increasing leukocytes,
neutrophils, and monocytes, as well as upregulating T and B lymphocytes, has previously been
linked to depression by Musil et al. [23]. As a proinflammatory cytokine induced by HPA-axis
activation, it is also associated with chronic inflammation in conditions such as obesity and
diabetes mellitus, as well as MDD and cardiovascular events [24, 25]. There is evidence
suggesting that MIF levels decrease with antidepressant therapy and psychotherapy [26, 27].
However, an article by Conboy et al. [28] indicates that the complete absence of MIF in animal

models can be detrimental, potentially leading to reduced hippocampal neurogenesis.

Von Willebrand Factor, induced by acute stress, is known to increase procoagulant
activity [29]. As a marker of endothelial dysfunction, it was found to be increased in a control-
matched sample of 12 individuals with MDD and gradually decreased with SSRI treatment
[30]. Similar to MIF, VWF also influences macrophage and leukocyte recruitment while
facilitating platelet adhesion in stress situations [31]. Numerous links have been established
between MDD and alterations in coagulation. More recently, Yang et al. [32] suggested an
association between hyperactivation of the extrinsic pathway and suicide attempts in MDD

patients when compared to MDD patients with no attempts.

LPA is primarily recognized for its pro-atherogenic and pro-thrombotic effects.
Elevated levels of LPA significantly increase the risk of atherothrombotic cardiovascular
disease [33]. LPA has been associated with vascular risk in MDD, bipolar depression, and
schizophrenia [34]. A more specific correlation has been made by Hamidifard et al. [35], in
which increasing levels of LPA were associated with higher scores in the Beck Depression

Inventory.
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The changes in the expression of these proteins may partially explain the link between
depression and cardiovascular disease. Depressive symptoms are an independent risk factor for
cardiovascular events, with a stronger interaction observed in patients with high metabolic risk
[36, 37]. This association is bidirectional, as depressive episodes often complicate recovery
following a cardiovascular event [38, 39] and also represent a risk factor for subsequent

cardiovascular events and all-cause mortality [40].
Gene Ontology

Regarding biological functions, the primary gene ontology term associated with
proteins differentially expressed in MDD was “endoplasmic reticulum lumen”. One of the main
roles of the ER is to properly fold the synthesized proteins before their delivery to the
cytoplasm. This folding process can be disrupted by various external factors, leading to an
imbalance between the cell's demand for ER function and its capacity, a condition known as
"ER stress™ [41]. During ER stress, the cell activates the ER stress response as a mechanism to
reduce and ideally halt the delivery of unfolded proteins, thereby maintaining cellular integrity
in response to stressors such as glutamate-mediated excitotoxicity [42]. According to Mao et
al. [43], the ER stress response is continuously activated in MDD, potentially leading to
intracellular accumulation of reactive oxygen species (ROS) and calcium ions (Ca++), which
in turn can induce apoptosis [44]. It is also known that activation of BDNF-trkB signaling acts
to reduce ER stress-induced apoptosis, however the exact mechanisms in these pathways have
not yet been fully elucidated [45, 46]. Conversely, a recent co-expression network analysis in
MDD patients found that activated pathways involved in protein processing in the ER
specifically correlated with recurrent-type MDD in older adults [47]. Animal models and in
vitro studies have indicated that antidepressants may reduce biomarkers associated with the ER

stress response, potentially reversing this pathological process [48, 49].

In addition, many stages of lipid metabolism were represented in the most significant
GO terms, reaffirming its association with depression. Lipids can influence the localization and
function of proteins in neuronal cell membranes, affecting intracellular signaling and neuronal
function. They also act as second messengers in signal transduction, regulating processes such
as glucocorticoid action and inflammation, potentially affecting mood and behavior through
multiple mechanisms [50]. Conversely, dysfunctions in reverse cholesterol transport and low

levels of HDL cholesterol are linked with both metabolic syndrome and mood disorders.
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Lipidomic studies have demonstrated that differential lipid species significantly correlate with

depression severity, as measured by the Hamilton Depression Scale [51-53].

We also identified coagulation as a gene ontology term relevant to depression.
Plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1), known as a pro-thrombotic agent, was found to be
upregulated in three of these biological processes. PAI-1 inhibits tissue plasminogen activator
(tPA) and the conversion of plasminogen into plasmin, processes necessary for proteolysis of
the brain-derived neurotrophic factor precursor (proBDNF) into mature BDNF. This
mechanism suggests that PAI-1 may enhance apoptosis and spine retraction, potentially
contributing to depressive symptoms. Elevated levels of PAI-1 have consistently been reported
in MDD patients [54]. Moreover, alterations in platelet structure and function have been noted
in MDD, promoting a pro-thrombotic state that appears to be partially reversed with
antidepressant treatment [55-57]. These findings underscore the intricate interplay between
lipid metabolism, coagulation pathways, and the pathophysiology of depression, highlighting

potential avenues for therapeutic interventions.
PPIN and ANO8

The expanded PPIN encompassed differentially and non-differentially expressed
proteins in the peripheral blood of individuals with depression, highlighting ANO8 as the
central protein. ANOS8 is predominantly expressed in brain tissues, particularly in regions such
as the cerebellum, pons, amygdala, and prefrontal areas of the cerebral cortex, particularly the
anterior cingulate cortex [58, 59]. Notably, anatomical changes in these brain regions have been
associated with depression [60]. Supporting its potential relevance to depression, a genome-
wide association study (GWAS) by Wong et al. [61] identified a single nucleotide
polymorphism in the ANO8 gene linked to MDD.

ANOS8 belongs to a family of transmembrane proteins known as calcium-activated
chloride channels, although it does not function as one [62]. Instead, ANO8 serves as a tether
membrane protein, facilitating interactions between the ER and plasma membrane at
specialized regions known as membrane contact sites [63]. It is presumed that ANO8 plays a
central role in calcium signaling, organizing calcium signaling proteins in phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate (PIP2)-rich ER compartments. It recruits sarco/endoplasmic reticulum
Ca(2+)-ATPase (SERCA2) pumps located in the ER, influencing both calcium uptake and
depletion. Moreover, ANO8 may enhance inositol trisphosphate (IP3) production by
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hydrolyzing PIP2 through phospholipase C (PLC), thereby enhancing cellular signaling and

communication across compartments crucial for intracellular calcium homeostasis.

Interestingly, the gene ontology analysis described in the present article identified the
ER lumen as a significant gene ontology term related to depression, aligning with ANO8's
functional role. Lithium, a mood stabilizer commonly used as an augmentation strategy in MDD
pharmacological treatment, is also involved in IP3 pathways, further implicating calcium
signaling pathways in MDD pathophysiology [64]. However, it's important to note that the
current understanding of ANO8's function in depression is primarily based on studies in mouse
tissues and cultured cells, and to date, there are no other studies associating changes in ANO-8
expression in patients with MDD [65]. Human studies are necessary for elucidating ANO8's

precise role, relevant polymorphisms, and its implications in depression-related mechanisms.
Limitations

The interpretation of the results of this study should consider some limitations. The
original studies included in this review identified diverse sets of differentially expressed
proteins using varied proteomic methodologies, some with small sample sizes. Our approach
aimed to be inclusive, encompassing a wide range of studies to maximize protein coverage.
Consequently, a significant majority (80%) of the proteins included in the PPIN were found to
be differentially expressed in only one study. This raises the possibility that altering the
inclusion or exclusion of datasets could influence centrality scores in the PPIN. In most studies,
patient and control samples were predominantly female, which is consistent with the
epidemiology of depression. However, although there are gender differences in the
pathophysiology of MDD, this was not considered in the analyses described in the articles.
Therefore, it was not possible to identify differences in protein expression between male and
female subjects, since the studies did not provide data groups stratified by gender. Furthermore,
four articles had to be excluded from our analysis due to insufficient data or the absence of
supplementary materials upon request, underscoring the challenges posed by inconsistent data

availability and reporting standards in proteomic studies.

Translating these findings into clinical practice is complex. It remains unclear how
protein levels in peripheral blood correlate with their levels in brain tissue or how alterations in
biological processes may contribute to the development of depressive symptoms. It is also not

possible to determine, at this point, for all the proteins identified, whether such alterations in
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protein expression and biological processes vary according to disease activity, represent

predispositions to the diagnosis, or are associated with treatment response rates.
Conclusions

The heterogeneity of depression subtypes presents another significant challenge.
Evidence suggests that different subtypes of depression may not share the same biomarkers,
highlighting the necessity for studies that elucidate and differentiate the various mechanisms
underlying this complex disease [66, 67].

Understanding the mechanisms underlying depression remains a significant challenge,
as neither genetic markers nor serum or plasma biomarkers have demonstrated sufficient
sensitivity or specificity to be integrated into clinical practice. In order to advance the
understanding of MDD, this scenario demands new strategies, such as systems biology. To our
knowledge, this study represents the first application of systems biology networks to proteomic
studies in MDD patients. Using this approach, we found that molecular processes involving the
ER lumen, lipid metabolism, and coagulation are prominent among the proteins identified by
proteomic studies, expanding the notion that these pathways are involved in the
pathophysiology of MDD. Furthermore, our study identified Anoctamin-8 as a potentially
relevant protein in the pathophysiology of depression despite it not being routinely measured
in laboratory tests. To better understand the relevance of ANO8 for MDD, additional research
is needed. Future proteomics studies in MDD are also recommended, using larger patient

cohorts and methodologies capable of detecting a broader array of proteins.
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Figure 1. Analysis workflow.
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A) Proteins differentially expressed in major depression disorder were prospected by literature.
B) Gene ontology terms were found using the R package pathfindR based on the proteins
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prospected as input and based on the interactions in the STRING database. D) Centrality metrics

(betweenness) were calculated in Cytoscape.



Figure 2. Study selection process.
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Figure 3. Most central protein.
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ANO8 was the most central protein. It can connect three differentially expressed proteins and
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expressed. Bigger nodes indicate higher betweenness centrality. Only a part of the whole
network is shown to highlight the interactions of ANO8 with other proteins. ALB: Albumin.
AMELX: Amelogenin, X isoform. ANOS8: Anoctamin-8. ANXA2: Annexin A2. APOCa3:
Apolipoprotein C-111. APOH: Beta-2-glycoprotein 1. C3: Complement C3. CALU: Calumenin.
CFHR5: Complement factor H-related protein 5. CHGB: Secretogranin-1. CHRDLL1: Chordin-
like protein 1. CNN2: Calponin-2. CPN2: Carboxypeptidase N subunit 2. CST3: Cystatin-C.
DBNL: Drebrin-like protein. ENAM: Enamelin. FSTL1: Folistatin-1. GNB4: Guanine
nucleotide-binding protein subunit beta-4. GNG5: Guanine nucleotide-binding protein
G(D/G(S)/G(O) subunit gamma-5. HRC: Sarcoplasmic reticulum histidine-rich calcium-
binding protein. IGFBP1: Insulin-like growth factor-binding protein 1. IGFBP3: Insulin-like
growth factor-binding protein 3. LGALS1: Galectin-1. MXRAS8: Matrix remodeling-associated
protein 8. RAC1: Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1. SPP2: Secreted phosphoprotein
24. TAS2R42: Taste receptor type 2 member 42. TNC: Tenascin. WNT5A: Protein Wnt-5a.



Table 1. Demographic and sample characteristics of each study.
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Total of MDD Age Healthy Age Total of Differentially
individuals Patients Mean Controls Mean Material Method proteins expressed
(M/F) (SD) (M/F) (SD) identified proteins

Domenici et al., 245 53,2 254 48,9 Multiplex

2010 499 (78/167) (143) (81173) (142) M o inoassay & 32
21 29,52 21 30,76

Xu etal., 2012 42 (9/12) (9.32) (9/12) (7.18) Serum LC-MS/MS 94 9

Stelzhammer et

al., 2014 23 40,83 42 40,57 Multiplex

(Multiplex 65 (1112)  (1164) (1824) (1117) ™ jmmuncassay 112 30

Immunoassay)*

Stelzhammer et
15 39,53 21 41,14 i}

?IE,CZ_('\)/E/MSP 36 (510)  (13.09) ©12)  (1267) Serum LC-MS/MS 119 19
687 41,2 420 39,0 Multiplex

Botetal., 2015 HO7 ooaie3) (123) (168/25) (149) MM immunoassay L't 28

L 44 72,4 31 72,7 Multiplex

Diniz et al., 2016 75 (6/38) (6.0) (17/14) (6.2) Plasma Immunoassay 195 53
10 38,6 10 375

Lee et al., 2016 20 (0/110) (13.0) (0/10) (111) Serum LC-MS/MS 87 50
22 46,32 20 42,4

Wang et al., 2016 42 (9/13) (6,01) (9/11) (7.55) Serum LC-MS/MS 472 154

Ren etal., 2017 60 80 2957 30 2843 g cMeMS 1012 52

(16/14)  (494)  (15/15)  (6,01)

1Stelzhammer et al.

(2014) employed two proteomics techniques.



Table 2. Proteins differentially expressed in major depression in at least three studies.
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MIF  VWF LPA APOAl1 CRP IL1IRN FABP1 IL16
Domenici, 2010 up up down up up down
Xu, 2012
Stelzhammer, 2014
(LC-MS/MS)t up up up
Stelzhammer, 2014
(Multiplex immunoassay)* up up up up
Bot, 2015 up up up up
Diniz, 2016 up up up down down
Lee, 2016 up down
Wang, 2016 down up
Ren, 2017 up

1Stelzhammer et al. (2014) employed two proteomics techniques.

LC-MS/MS: Liquid chromatography-tandem mass spectrometry. MIF: Macrophage Inhibitor Factor. VWF: von
Willebrand Factor. LPA: Lipoprotein (a). APOAL: Apolipoprotein A-l. CRP: C-Reactive Protein. IL1RN:
Interleukin 1 receptor antagonist. FABP1: Fatty Acid Lipid Binding Protein 1. IL16: Interleukin 16.



Table 3: Fifteen most significant gene ontology terms.
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Term Fold
ID Description Enrichment p-value Upregulated Downregulated
Alpha-2-HS-glycoprotein,
Albumin, Apolipoprotein A-l,
Apolipoprotein B-100, Apolipoprotein A-II,
Apolipoprotein E, Beta-2- Apolipoprotein A-1V, Amyloid-beta
microglobulin, Complement C3, precursor protein, Antithrombin-I11,
Complement C4-A, Coagulation Ceruloplasmin, Cystatin-C,
factor VIII, Fibrinogen alpha chain, Prothrombin, Coagulation factor
Fibrinogen gamma chain, Heparin ~ VII, Coagulation factor IX,
endoplasmic cofactt?rfz, Ter;)a_lscai_n, Insulir)-lilke (l:;aglélati_orl; factlor X, Irtﬁrleukin?
) . growth factor-binding protein 1, subunit beta, Inter-alpha-trypsin
GO:0005788  reticulum 105 5.502B-13 | lin-like growth factor-binding  inhibitor heavy chain H2,
lumen protein 3, Insulin-like growth Kininogen-1, Protein disulfide-
factor-binding protein 5, Insulin, isomerase, Alpha-1-antitrypsin,
Laminin subunit gamma-1, Glucosidase 2 subunit beta, Vitamin
Urokinase plasminogen activator K-dependent protein C,
surface receptor, Osteopontin, Thrombospondin-1, SPARC-like
Serotransferrin, Ghrelin, Collagen  protein 1, Vitamin K-dependent
alpha-1(XVIII) chain protein Z, Mesothelin, Follistatin-
related protein 1, Interleukin-23
subunit alpha
Alpha-2-HS-glycoprotein,
. . Albumin, Apolipoprotein A-l,
Apolipoprotein B-100, Apolipoprotre)zin pAFI)I
Apolipoprotein E, Beta-2- . . .
microglobulin, Complement C3, Apollpoproteln'A-IV, 'AmyI0|q-beta
Complement C4-A, Fibrinogen precursor pro_teln, Antl'thrombln-lll,
alpha chain, Fibrinogen gamma Ceruloplas_mm, Cystgitln-C, -
chain, Heparin cofactor 2, Tenascin, Prothrombin, G.GIS(.)Im’ Insu_lm-hke
cellular protein Insulin-like growth factor-binding gro""tlh fa“?(;'lb'b”.‘l"”g frotein
GO0:0044267  metabolic 120  1.192E-10 protein 1, Insulin-like growth o vt bibitor heaue chain
process factor-binding protein 3, Insulin- Hg Kin>i/r?ogen-1 72 kDa ty}rl)e v
like growth factor-binding protein ' LT T
5, Insulin, Laminin subunit gamma- _collagenase, Protein dls_ulflde_-
1, Lysozyme C, Serum amyloid A-1 isomerase, Alpha-1-antitrypsin,
protein, Osteopontin, Glucos!dase_z su_bunlt beta,
Serotransferrin, Transthyretin, Prola_ctln, Vitamin K_—depend_ent
Histone H4 protein C: SPAR_C—Il!(e protein 1,
Mesothelin, Follistatin-related
protein 1
Prothrombin, Coagulation factor
serine-type Complement factor B, Serine \é:)ggi?;?grgz?ofra)c(tﬁr I7>2<’kDa type
G0:0004252 end;)g?\r/)ittlgase 125 1.589E-06 g;troé(reﬁ:fyrs];arﬁ)_slln, Apolipoprotein(a), ||/ collagenase, Urokinase-type

plasminogen activator, Vitamin K-
dependent protein C, Trypsin-1
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Albumin, Apolipoprotein A-l,

high-density Apolipoprotein A-ll, Cholesteryl
) lipoprotein Apolipoprotein C-I, Apolipoprotein ester transfer protein,
G0O:0034375 particle 36.6 3.904E-05 C-I11, Apolipoprotein E Phosphatidylcholine-sterol
remodeling acyltransferase, Phospholipid
transfer protein, Endothelial lipase
Alpha-2-HS-glycoprotein,
Alpha-1B-glycoprotein, Alpha-2-  Albumin, Apolipoprotein A-I,
macroglobulin, Alpha-1- Amyloid-beta precursor protein,
antichymotrypsin, Beta-2- Plasma protease C1 inhibitor,
glycoprotein 1, Pro-epidermal Histidine-rich glycoprotein, Inter-
growth factor, Coagulation factor  alpha-trypsin inhibitor heavy chain
platelet VIII, Fibrinogen alpha chain, H3, Kininogen-1, Galectin-3-
G0:0002576 d lati 17.2 1.569E-04 Fibrinogen beta chain, Fibrinogen  binding protein, Alpha-1-acid
egranulation gamma chain, Inter-alpha-trypsin  glycoprotein 1, Alpha-1-acid
inhibitor heavy chain H4, glycoprotein 2, Platelet factor 4,
Plasminogen activator inhibitor 1, ~ Alpha-1-antitrypsin, Kallistatin,
Superoxide dismutase, Platelet basic protein, Vitamin K-
Serotransferrin, Tetranectin, von dependent protein S, SPARC,
Willebrand factor Thrombospondin-1, Multimerin-1,
Fermitin family homolog 3
serine-type Alpha-2-macroglobulin, Alpha-1-  Protein AMBP, Amyloid-beta
. endopeptidase antichymotrypsin, Plasminogen precursor protein, Plasma protease
GO:0004867 inhibitor 22.9 1.883E-04 activator inhibitor 1, Plasma serine  C1 inhibitor, Alpha-1-antitrypsin,
activity protease inhibitor Antileukoproteinase
Alpha-2-HS-glycoprotein,
R . _ Albumin, Amyloid-beta precursor
Alpha-18 glycoproteln, Alpha-2 protein, Plasma protease C1
macroglobulin, Alpha-1- Do PR
. . . inhibitor, Histidine-rich
antichymotrypsin, Pro-epidermal . L
hf lation f glycoprotein, Kininogen-1, Alpha-
latelet alpha growth factor, Coagulation factor 3 & glycoprotein 1, Alpha-1-acid
G0:0031093 P 23.0 2.838E-04  VIII, Fibrinogen alpha chain, . '
granule lumen o A glycoprotein 2, Platelet factor 4,
Fibrinogen beta chain, Fibrinogen . . .
. - Alpha-1-antitrypsin, Platelet basic
gamma chain, Plasminogen < 2
. L protein, Vitamin K-dependent
activator inhibitor 1, von .
Willebrand factor protein S, SPARC,
Thrombospondin-1, Multimerin-1,
Fermitin family homolog 3
Nl Al oo
G0:0043691  cholesterol 31.9 2.181E-03  Apolipoprotein E Phosphatidylcholine-sterol
transport acyltransferase, Endothelial lipase
. . Apolipoprotein A-1, Apolipoprotein
s Apolipoprotein B-100, .
) phospholipid : - Ca - . A-ll, Coagulation factor X, Rho
G0:0005543 binding 10.7 4.360E-03  Apolipoprotein C-I, Apolipoprotein GTPase-activating protein 35,

E, Beta-2-glycoprotein 1

Serum paraoxonase/arylesterase 1
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intermembrane Apolipoprotein A-l, Apolipoprotein
G0:0120020  cholesterol 20.9 4.794E-03  Apolipoprotein B-100 A-ll, Apolipoprotein A-1V,
transfer activity Cholesteryl ester transfer protein
very low Apolipoprotein B-100,
) density Apolipoprotein C-1, Apolipoprotein Apolipoprotein A-l, Apolipoprotein
G0:0034361 lipoprotein 334 4.794E-03 C-I11, Apolipoprotein E, Beta-2- A-I1, Apolipoprotein A-1V
particle glycoprotein 1
. - Apolipoprotein A-1, Apolipoprotein
cholesterol ﬁgﬁ::ﬁgmiiﬁ 24130' A-ll, Apolipoprotein A-IV,
G0:0042632 - 10.1 8.632E-03 - . L Cholesteryl ester transfer protein,
homeostasis Apolipoprotein E, Angiopoietin- Phosphatidvicholi |
related protein 3 osphatidylcholine-sterol
acyltransferase, Endothelial lipase
Apolipoprotein A-II,
. response to Phosphatidylinositol-glycan-
G0:0009749 glucose 8.8 1.490E-02 - specific phospholipase D,
Thrombospondin-1
Apolipoprotein B-100,
Apolipoprotein C-11l, Apolipoprotein A-1, Apolipoprotein
) . Apolipoprotein E, Serotransferrin,  A-1l, Apolipoprotein A-1V,
GO:0005769 early endosome 43 1.635E-02 Vascular cell adhesion protein 1, Amyloid-beta precursor protein,
ATP-binding cassette sub-family B Endothelial lipase
member 9
Keratin, type |1 cytoskeletal 1,
Keratin, type 11 cytoskeletal 2
. _ epidermal, Keratin, type |
GO:0018149 pEpIt.'dli.”OSS 167  1737E-02 - cytoskeletal 10, Cornifin-A,
INKing Protein-glutamine gamma-
glutamyltransferase E,
Thrombospondin-1
] - ) ) Cystatin-C, Inter-alpha-trypsin
endopeptidase :;';Ssirrllnir?r?ift?i(;t)?'rhzéawecrhzlirr)lhli 4 inhibitor heavy chain H2, Inter-
G0:0004866 inhibitor 22.9 2.307E-02 . h ' alpha-trypsin inhibitor heavy chain
activity Apolipoprotein(a), Pregnancy zone H3, Vitamin K-dependent protein

protein

S, Antileukoproteinase
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Supplementary information

In ‘Results’ section:

Thirteen proteins encoded by the following genes were not mapped in String dataset:
IgM, IGHV12, IGHV3-30, IGKV1D-33, IGKV1D-12, IGKV3-20, IGLV2-11, IGLV2-14,
IGLV6-57, IGHE, IGKV4-1, IGKV1-33, and IGHG3.

No interactions were found for 35 proteins encoded by the following genes: ABCBS,
ABCB9, AFM, ALDOB, APOD, B2M, BPIFB1, C1QB, CCDC180, CCL23, CFAP46,
CLEC11A, CRELD1, DCD, DDR2, DNAH14, ENKUR, FAM53B, FGA, FRMPD1, HHIPL1,
ITIH1, KCP, KNG1, KRTAP13-1, MYOMS3, NEXMIF, POF1B, PRG4, PXDNL, PZP, SBSN,
SLC26A6, TGM3, and TIEL.
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Supplementary figure 1. Detailed analysis workflow.

_ L{teratu_re data _ STRING
Proteins differentially expressed in
) database
three studies or more
Y Y
1b 2b
- O P1 P2 0.4
ATl Protein-protein interactions
P1 and P2 B P1 P3 0.75
P2 P4 0.71
% Y
Protein-protein interactions T = =
We keep only interactions with high P1 P3 0.75
confidence score.
P2 P4 0.71
® y j
> P1 P3 0.75
P2 P4 0.71
0.75
Y
4 P1 e P3 == P6
Protein-protein interaction I
network
P7
0.71 /
7 - Y P2 el P4 |
1c \
Main biological processes Betweenness centrality P8
R package pathfindR
Protein differentially
expressed from literature
First degree neighbour protein

o /

a) We prospected differentially expressed proteins. 1b) For example, P1 and P2 represent two
proteins differentially expressed. 1c) The differentially expressed proteins were as input in
pathfindR. 3) P1 and P2 were mapped in a dataset containing protein-protein interactions. This
dataset was created in three steps (2a — 2¢): 2a) A dataset with protein-protein interactions was
downloaded from STRING. 2b) The dataset was imported to R. 2c) After, interactions with
confidence score less than 0.7 were excluded. 4) The protein-protein interaction was created
based on interactions with high confidence. Neighboring proteins of up to one degree were

selected (orange proteins in illustration in step 4). 5) Betweenness centrality was calculated in
Cytoscape.
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Supplementary figure 2. Main protein-protein interaction network.

Purple circles represent overexpressed proteins in the blood of major depressive disorder
patients, yellow circles represent underexpressed proteins, and pink nodes indicate there is no

consensus about the expression of the protein based on the included studies.
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Supplementary figure 3. Small protein-protein interaction networks.

Purple circles represent overexpressed proteins in the blood of major depressive disorder
patients, yellow circles represent underexpressed proteins, and pink nodes indicate there is no
consensus about the expression of the protein based on the included studies.
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7 CONCLUSAO

Compreender 0s mecanismos que levam a depressdo ainda é um desafio. Ainda que
haja interesse e investimentos significativos no ramo, até 0 momento, nenhum biomarcador
demonstrou sensibilidade ou especificidade suficiente para se tornar ferramenta na pratica
clinica psiquidtrica do TDM. Este cenario expde a necessidade de novas estratégias
metodoldgicas, como a biologia de sistemas, para que siga em expansao o conhecimento sobre
os mecanismos fisiopatologicos da depressdo. Apesar das descobertas recentes, as aplicaces
de redes de interacdo nas pesquisas em psiquiatria ainda estdo numa fase inicial. Até onde
sabemos, este € o primeiro estudo combinando técnicas de biologia de sistemas a revisdo de
literatura de estudos de protedmica em pacientes com TDM, criando redes hibridas. Ao utilizar
esta abordagem, descobrimos que as fungdes bioldgicas envolvendo o limen do reticulo
endoplasmatico, o metabolismo lipidico e a coagulacdo foram predominantes nas proteinas
diferencialmente expressas identificadas pelos estudos na revisdo, sugerindo que essas vias
podem estar envolvidas na fisiopatologia do TDM. Também identificamos uma proteina que
pode participar de forma relevante nos mecanismos da depresséo, mas que ndo é rotineiramente
aferida pelos métodos laboratoriais disponiveis. A integracao das abordagens de bioinformatica
e de redes de interacdo pode contribuir para a descoberta de mecanismos fisiopatogénicos
anteriormente desconhecidos, em especial aqueles que ndo poderiam ser identificados por
metodologias tradicionais. Para compreender melhor a relevancia da ANOS e sua relacdo com
0 TDM, sdo necessarias mais pesquisas. A validacdo experimental dos achados ja previamente
identificados em estudos de protebmica também é recomendada, incluindo amostras maiores

de pacientes, e utilizando metodologias mais reprodutiveis e confiaveis.
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