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RESUMO

PINHEIRO, Z. M. S.. Os mecanismos neuroimunes dos farmacos
antipsicéticos: uma abordagem de medicina de redes para o
reposicionamento de medicamentos no tratamento da esquizofrenia. 2023.
Trabalho de Conclusdao de Curso de Farmacia-Bioquimica — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2023.

Palavras-chave: Reposicionamento, Medicina de redes, Antipsicoticos,
Esquizofrenia.

INTRODUGAO: A esquizofrenia envolve comprometimento cognitivo e processos
imunoldgicos e inflamatérios. Anti-inflamatérios e certos antipsicéticos mostram
beneficios no tratamento. Abordagens de rede podem acelerar a descoberta de
novos farmacos. O estudo dos mecanismos neuroimunes € crucial para avangar
no tratamento da esquizofrenia. OBJETIVO: Instigar os mecanismos neuroimunes
dos medicamentos antipsicoticos utilizando uma abordagem de medicina de redes
computacionais, bem como, uma busca por medicamentos ainda ndo utilizados
para tratar a esquizofrenia que possam ter mecanismos neuroimunes similares
aqueles encontrados para os antipsicoticos com melhor eficiéncia. MATERIAL E
METODOS: Para o desenvolvimento do projeto buscamos os genes relacionados
a esquizofrenia e aos principais medicamentos antipsicoticos em bancos de dados
publicos. Com a obtencdo de uma rede de interagao proteina-proteina foi possivel
analisar a relagdo entre genes alvos de antipsicoticos e genes associados a
esquizofrenia a partir da construgao de suas redes. RESULTADOS: A analise de
Enriquecimento Genético Funcional revelou que a via de sinalizagdo
endocanabindide retrégrada, envolvida na regulacdo da neurotransmisséo e no
controle da plasticidade sinaptica, foi enriquecida com genes associados a
esquizofrenia. Além disso, a via de sinalizagdo dopaminérgica e as vias
serotoninérgica e glutamatérgica também apresentaram associacbées com a
esquizofrenia. A via de sinalizagao do fator de necrose tumoral (TNF) e a via de
regulacdo do mediador inflamatério dos canais TRP foram destacadas, assim
como a via de secrecdo salivar, que esta relacionada aos efeitos adversos dos
antipsicoticos. A analise da rede de farmacos antipsicéticos revelou informacoes
que evidenciam a importancia dessas metodologias na busca de combinagdes de
terapias eficazes no tratamento de disturbios psicéticos. Ja a construcao da rede
de farmacos antipsicoticos mostrou alvos proximos a esquizofrenia. A construgao
da rede de alvos da esquizofrenia revelou uma regido com genes relacionados a
funcdo mitocondrial e a cadeia de transporte de elétrons, indicando sua relevancia
na doenga. O Elamipretide, um peptideo com propriedades mitoprotetoras e
antioxidantes, pode ser explorado como uma possivel terapia para melhorar a
fungdo mitocondrial e reduzir o estresse oxidativo na esquizofrenia, embora mais
pesquisas sejam necessarias para confirmar seu potencial
terapéutico. CONCLUSAO: Os resultados aqui apresentados indicam a
importdncia das vias de sinalizagdo endocanabindide, dopaminérgica,
serotoninérgica e glutamatérgica no desenvolvimento da esquizofrenia. A analise
de redes de farmacos €& uma ferramenta que pode ser util na busca de
combinagdes de terapias eficazes no tratamento de disturbios psicéticos.. A
funcdo mitocondrial e o uso do Elamipretide mostram potencial terapéutico, mas
mais pesquisas sao necessarias.



1.

INTRODUGCAO
1.1. Definicao, Epidemiologia e Tratamento da Esquizofrenia

Segundo dados da OMS, a esquizofrenia afeta aproximadamente 24 milhdes
de pessoas ou 1 em cada 300 pessoas (0,32%) em todo o mundo. A principal
preocupacao desses pacientes é que a doenca possa atrapalhar uma vida
independente, seu convivio social e produtividade nos ambientes educacionais e
de trabalho. Foi observado que individuos que alcangaram um bons niveis de
manejo clinico dos sintomas apresentam vidas plenas e produtivas, esclarecendo
a importancia do tratamento desses pacientes.

A esquizofrenia €& um transtorno mental que se caracteriza pelo
comprometimento cognitivo progressivo de areas envolvidas em atengao,
memoria de trabalho e funcionamento executivo. A doenca se apresenta por
multiplos sintomas cognitivos, caracterizados clinicamente por sintomas positivos
e negativos, desordens de humor, desorganizacdo mental, além das deficiéncias
cognitivas. Os sintomas positivos da esquizofrenia incluem a presencga de ideias,
percepcdes ou acdes exageradas, alucinagdes e disturbios do pensamento, que
sédo o nucleo da doenga (STEPNICKI; KONDEJ; KACZOR, 2018). Pacientes com
esquizofrenia podem apresentar episodios psicoticos, quando os pensamentos e
percepgdes do individuo sdo perturbados levando-o a ter dificuldade em entender
0 que é real e o que nao é. Os sintomas da psicose incluem delirios (crencas
falsas) e alucinagbes (ver ou ouvir coisas que 0s outros ndao veem ou
ouvem)(NATIONAL INSTITUTE OF MENTAL HEALTH, [s.d.]). Ja os sintomas
negativos estdo relacionados a problemas cognitivos como a falta de
funcionamento mental normal, falta de afeto e retraimento social, disturbios de
aprendizagem e atengdo, (MCCUTCHEON; REIS MARQUES; HOWES; KAPUR,
2009). A presengca de sintomas negativos também foi associada ao
desenvolvimento de depressdo em pacientes com esquizofrenia. (KRYNICKI et
al., 2018).

A esquizofrenia ndo tem etiologia clara, entretanto, sabe-se que existem
muitos fatores envolvidos no desenvolvimento da doenca, incluindo alteracdes de
neurotransmissores, diminuicdo da plasticidade sinaptica e diminuicdo do volume
do hipocampo. A doenga tem um componente genético bem estabelecido e é
considerada de alta herdabilidade, o que aponta para um papel importante das

variantes genéticas herdadas na etiologia da esquizofrenia (SULLIVAN;
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KENDLER; NEALE, 2003). Atualmente os genes descobertos associados ao
desenvolvimento da esquizofrenia estdo envolvidos com a sintese de dopamina,
regulagcdo dos canais de calcio, imunidade e neuro receptores de glutamato
(SCHIZOPHRENIA WORKING GROUP OF THE PSYCHIATRIC GENOMICS
CONSORTIUM, 2014). Estudos mostraram que existem outros componentes
associados ao desenvolvimento da doenga, como as interagdes gene-ambiente
(VAN OS; RUTTEN; POULTON, 2008) e mecanismos epigenéticos, o que reflete o
efeito de fatores ambientais. Dentre esses fatores, incluem-se complicagées na
gravidez e nascimento, traumas e adversidades sociais, classe social, isolamento,
urbanicidade, uso de substancias como psicoestimulantes e deficiéncias
cognitivas e anormalidades estruturais do cérebro (STILO; MURRAY, 2019).

A hipétese mais estudada sobre a etiologia da doenca é de que exista uma
desordem na neurotransmissado de dopamina, mais precisamente a desregulagao
pré-sinaptica da dopamina no sistema mesolimbico, causando os efeitos
positivos, e na via mesocortical, responsavel pelos sintomas negativos,
(LARUELLE, 2014). A principal hipétese é de que os sintomas positivos estédo
associados a super ativagao do receptor D2 de dopamina (DAVIS et al., 1991).
Os neurdnios dopaminérgicos se projetam por diversas regides do cérebro e o
sistema dopaminérgico mesocorticolimbico desempenha um papel importante na
regulacdo da fungdo emocional e cognitiva (CSERNANSKY et al, 1991). Os
receptores de dopamina D2 sao inibitérios e desempenham um papel fundamental
na regulagcado da atividade dos neurbénios dopaminérgicos e controlam a sintese,
liberacdo e captagcdo de dopamina. A ativagdo desses receptores diminui tanto a
excitabilidade dos neurbnios dopaminérgicos quanto a liberacdo de dopamina
(JACKSON; WESTLIND-DANIELSSON, 1994). A hipétese mais aceita atualmente
€ de que os sintomas negativos e cognitivos resultam da hipoestimulacdo do
receptor D1 de dopamina do cortex pré-frontal devido a diminuicdo das projegdes
mesocorticais de dopamina (LAU et al., 2013).

O sistema dopaminérgico é dividido em trés sistemas, a partir de suas
projecoes, os sistemas mesocorticolimbico, estriatonigral e tuberoinfundibular.
Esses sistemas desempenham papéis criticos em a¢des neuronais que vao desde
a cognicdo, locomogdo e processamento de recompensa até a fungéo
neuroenddcrina (BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011). Essa hipotese é corroborada

pela acdo de estimulantes no sistema nervoso central. Drogas como a
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anfetamina, um agonista do receptor de dopamina D2, podem aumentar a
liberacdo de dopamina o que causa sintomas psicéticos (HOWES; KAPUR, 2009).
Um estudo utilizando o método de tomografia computadorizada de emissao de
fétons mediu a liberagdo de dopamina induzida por anfetamina no estriado de
quinze pacientes com esquizofrenia e quinze controles saudaveis e foi encontrado
aumento da atividade de dopamina no estriado e efeito elevado da anfetamina
sobre os receptores de dopamina do tipo D2 (LARUELLE et al., 1996).

Outro ponto que sustenta a hipotese dopaminérgica como principal etiologia da
esquizofrenia é que o tratamento farmacolégico da doenga consiste
principalmente no uso de farmacos antipsicéticos (APCs), desde meados da
década de 1950, chamados de antipsicéticos tipicos ou de primeira geragao (por
exemplo, clorpromazina e haloperidol). Na década de 1990, novos medicamentos
antipsicoticos, chamados de antipsicoticos de segunda geragao ou “atipicos”
(SGAs), foram desenvolvidos, sendo eles a clozapina, risperidona, olanzapina,
ziprasidona, quetiapina, amissulprida, sertindol, lurasidona, paliperidona,
iloperidona, asenapina, aripiprazol e, mais recentemente, brexpiprazol, cariprazina
e zotepina (ROGNONI; BERTOLANI; JOMMI, 2021). A principal acdo desses
farmacos ocorre sob o receptor de dopamina D2, antagonizando-os. Os efeitos de
farmacos depletores da dopamina, como a risperidona, reforcam a hipotese
dopaminérgica, por terem acdo na redugdo dos sintomas psicoticos. (LALLY;
MACCABE, 2015).

Apesar da grande gama de medicamentos usados para o tratamento da
esquizofrenia sua eficacia ainda € baixa para alguns pacientes, principalmente
sobre os sintomas negativos da doenga. Os agentes mais novos parecem mais
eficazes do que a farmacologia convencional na redugdo desses sintomas,
provavelmente por agir nas causas secundarias dos sintomas negativos (MARIC
et al., 2016). O bloqueio do receptor de dopamina se mostra necessario, mas nem
sempre suficiente para a resposta antipsicotica pois esses farmacos atuam
apenas em um aspecto da etiologia da doencga. Melhorias foram relatadas com
moléculas que atuam em outros receptores (glutamato, glicina, canabinoide,
estrogénio), proteinas de sinalizag&o intracelular ou produtos de genes de risco
identificados (MARIC et al., 2016). Evidéncias mais recentes destacam o papel da
neurotransmissado glutamatérgica disfuncional no desenvolvimento de sintomas

cognitivos e negativos, sendo uma complementacédo a hipétese dopaminérgica. A
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hipétese glutamatérgica considera alteragcbes na conectividade neuronal
pré-frontal envolvendo a neurotransmissdo glutamatérgica no receptor
N-metil-d-Aspartato (NMDA) (LARUELLE, 2014).

1.2. Envolvimento dos processos imunolégicos-inflamatérios no
desenvolvimento da Esquizofrenia

A partir da década de 2010 houve o desenvolvimento nas pesquisas de
psicose fomentado pela descoberta do envolvimento de processos imunoldgicos e
inflamatoérios no desenvolvimento da esquizofrenia (KHANDAKER et al., 2015).
Foi descoberto que as moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) classe | estdo envolvidas na regulagdo de componentes importantes do
desenvolvimento do cérebro, como a formagao das sinapses, processo neuronal e
plasticidade homeostatica (SCHAFER et al.,, 2012). Estudos de associagao
genbmica ampla mostraram que a associagdo mais significativa € com multiplas
variantes altamente correlacionadas no complexo principal de
histocompatibilidade (MHC). Este locus contém muitos genes que nao estado
envolvidos na fungdo imune, mas dados preliminares sugerem que variantes
associadas com esquizofrenia também sdo enriquecidos em regides genémicas
fora do MHC que estdo potencialmente envolvidas na imunidade adquirida, em
loci envolvidos no desenvolvimento de células B (SCHIZOPHRENIA WORKING
GROUP OF THE PSYCHIATRIC GENOMICS CONSORTIUM, 2014). Outro
achado importante é a relagdo do MHC classe | com o receptor de glutamato
NMDA, como um modulador essencial em sua funcido e no trafico do receptor de
glutamato AMPA (receptor alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazol propiénico) no
sistema nervoso central dos mamiferos (FOURGEAUD et al, 2010).

Estudos recentes, mostraram associag¢des claras entre o risco de desenvolver
transtornos psicoticos e infeccbes ou presengca de doenca autoimune
(KOHLER-FORSBERG et al, 2019, BENROS et al, 2014, CULLEN et al., 2019 e
NIMGAONKAR et al.,, 2020), que apontam para hipétese do envolvimento do
sistema imunologico no desenvolvimento da esquizofrenia. De acordo com os
resultados de estudos em animais, citocinas pro-inflamatérias elevadas durante a
gravidez foram associadas a um risco aumentado de esquizofrenia (ALLSWEDE
et al., 2016). Todos esses achados sdo somados aos beneficios recentemente
demonstrados dos tratamentos anti-inflamatorio na psicose (PANDURANGI;

BUCKLEY, 2020). Um estudo de 2016 mostrou um efeito terapéutico significativo



do celecoxib, um conhecido agente anti-inflamatério que inibe seletivamente a
ciclooxigenase (COX)-2, usando o modelo de esquizofrenia induzida por
anfetaminas em ratos (EL-SAYED EL-SISI et al., 2016).

Outra relagado importante entre a farmacologia da esquizofrenia e os fatores
neuroimunes é que alguns APCs também possuem uma acdo significante no
sistema imune. Estudos com culturas celulares sugerem que o tratamento com
APCs (haloperidol, quetiapina e clonazepam) é capaz de alterar funcgdes
imunoldgicas, aumentando os niveis de citocinas anti-inflamatdérias (IL-4 e IL-10) e
diminuindo os niveis de citocinas pré-inflamatérias (IFN-y) (AL-AMIN; NASIR
UDDIN; MAHMUD REZA, 2013). Uma estudo clinico, realizado com o objetivo de
investigar alteracbes das citocinas TH1 e TH2 antes e apds o tratamento
antipsicotico em pacientes com esquizofrenia, mostrou uma redugao significativa
nos niveis basais de citocinas do brago TH-2 apds o tratamento com APCs (PAE
et al., 2006). A clozapina, antipsicético mais efetivo atualmente no tratamento da
esquizofrenia, vem sendo descrito como um potente anti-inflamatério e
neuroprotetor capaz de regular a ativagdo da microglia - células imunoldgicas do
cérebro (HU et al., 2012 e CEYLAN et al., 2021). Também foi relatada a
capacidade da clozapina de modular a producéo de citocinas inflamatérias como
IL-6, IL-10 e IFN-y em células do sangue periférico (SONG et al., 2000 e
PATERSON et al., 2006).

Uma explicagdo para essa relagao entre o tratamento da esquizofrenia e o
envolvimento do sistema imunolégico se da pelo fato de que algumas doencas
compartilham alvos biolégicos por vezes comuns e que a expressao de um unico
gene é capaz de controlar varias caracteristicas. A existéncia desse efeito
pleiotrépico dos alvos moleculares € a base cientifica do reposicionamento de
farmacos, ou seja, o uso de um medicamento em uma indicacao diferente daquela

para a qual foi inicialmente comercializado (JOURDAN et al., 2020).

1.3. Abordagens baseadas em rede: Definicao e aplicagdes na descoberta de
novos farmacos

As abordagens racionais baseadas em rede surgem como uma alternativa
promissora para acelerar o processo de descoberta de novos farmacos e
reposicionamento. Estratégias baseadas em rede ja foram usadas para identificar
possiveis terapias combinadas para o tratamento de hipertensdo (CHENG,;
KOVACS; BARABASI, 2019) e na identificagdo de novas associacdes
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farmaco-doenca (CHENG et al., 2018). LUSCHER DIAS et al., 2020, utilizou-se de
uma abordagem de medicina de rede para investigar as caracteristicas
moleculares dos transtornos psiquiatricos neuroldgicos (depresséo, transtorno
bipolar, esquizofrenia, deméncia e doenca de Alzheimer, ansiedade, doencga de
Huntington e doenga de Parkinson) e para identificar novos candidatos a
medicamentos para reposicionamento.

O conceito de redes € baseado na interconectividade entre diferentes
componentes e suas interdependéncias para explicar um resultado, como por
exemplo, as redes sociais. (BOEZIO et al., 2017). A ideia é a de modelar um
sistema real como um mapa de pontos e linhas interconectados representando o
conjunto de elementos e o conjunto de relacionamentos entre eles,
respectivamente, sendo muitas vezes representagdes simplificadas de sistemas
complexos. Os elementos de uma rede sdo chamados de nds (Figura 1), sdo as
entidades que constroem todo esse sistema de rede, ja as conexdes entre eles
sdo as arestas (Figura 1) (RECANATINI; CABRELLE, 2020, CSERMELY et al.,
2013 e ZLATIC; GHOSHAL; CALDARELLI, 2009).

Quando se trata de redes biolégicas, os ndés s&o as entidades criticas no
sistema sob investigacdes e sao geralmente alvos moleculares (genes, proteinas),
compostos (farmacos) ou doengas, com suas relagbes inferidas a partir de
interagdes estruturais (por exemplo, interagdes proteina-proteina), correlagao (por
exemplo, redes de co-expressdo) ou dependéncias condicionais (por exemplo,
redes bayesianas) (TRUONG et al, 2022). As arestas nas redes bioldgicas
denotam as relagcdes entre os nos e dizem respeito a natureza das interacdes
entre essas entidades (interacdes, associagdes, semelhanca) (DE SILVA;
STUMPF, 2005). Outros elementos importantes de uma rede biolégica sao os
modulos (Figura 1), que sdo os grupos de nods intimamente conectados. O
numero de conexdes diretas que um né tem com outros nédulos € denominado de
grau e os nés com mais altos graus dentro de uma rede sao os Hubs (Figura 1), o
que significa que eles tém o maior numero de conexdes (TRUONG et al., 2022).
Um exemplo de uma rede bioldgica sdo as redes de interagdo proteina-proteina
(PPI), também definidos como “interactomas”. PPIs sao redes de proteinas e as
interacoes fisicas entre elas, capaz de fornecer informacgdes sobre propriedades
topoldgicas gerais das interagdes das proteinas e as posi¢des de proteinas
especificas dentro dessa rede (CUSICK et al., 2005).



As redes bioldgicas sao definidas a partir das interacbes existentes dentro
dessa rede, podendo ser redes doenga-gene, gene-gene ou proteina-proteina e
farmaco-gene. As redes doenga-gene dizem respeito a interagcdo entre uma
doenca e os genes associados ao desenvolvimento dessa doenga, levando em
consideragao que uma doenga raramente € uma consequéncia simples de uma
anormalidade em um unico gene, mas reflete a interacdo de multiplos processos
moleculares. As proteinas associadas a doenga tendem a se agrupar na mesma
regido do interactoma, formando um médulo de doencga, isto €, um subgrupo
conectado que contém grande parte dos determinantes moleculares de uma
doenca, (MENCHE et al.,, 2015). Essa metodologia assume que todos os
componentes celulares que pertencem ao mesmo maédulo topoldgico, funcional ou
de doenca tém uma alta probabilidade de estarem envolvidos na mesma doenca.
(BARABASI; GULBAHCE; LOSCALZO, 2011). As redes farmaco-gene dizem
respeito a interagcdo entre os farmacos e seus alvos, a maioria dos alvos séo
proteinas codificadas a partir de genes, havendo entdo uma interagéo
farmaco-gene (ZHU et al.,, 2018) . Os genes alvos de um farmaco também se
agrupam na mesma regido do interactoma, formando um aglomerado chamado
modulo do farmaco (CHEN; ZHOU, 2021).

Para as redes biologicas, a distadncia entre cada no fornece informacdes
significativas, como por exemplo, CHENG et al.,, 2019 que usou o conceito de
proximidade de rede para avaliar a significancia da distancia de rede entre os
alvos de um farmaco e os genes associados a uma determinada doencga. Dentro
dos mddulos, existem diversos nds com distancias distintas entre eles e essa
distancia é representada pelo numero de arestas entre um determinado né A e
outro n6é B, podendo existir multiplas distadncias com diferentes numeros de
arestas. O conceito de redes baseia-se sempre na menor distancia entre um né e
outro, entdo se, por exemplo, entre um ndé A e B existirem as distancias com
quantidade de arestas 3, 4, e 5, sempre que falarmos da distancia entre A e B

estaremos nos referindo a distancia com 3 arestas (TRUONG et al., 2022).
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Menor distancia (A até B) = 3

" A Médulo

Figura 1. Principais elementos de uma rede. Os nos (circulos) sdo conectados por
meio de arestas (linhas). Hubs sdo os nés com o maior numero de conexdes. A
distancia mais curta entre o n6 A e B é o caminho com o numero minimo de arestas
de A até B. Adaptada de TRUONG et al., 2022.

A deteccdo da comunidade topolégica e abordagens baseadas em
proximidade de rede ja foram usadas na identificagdo de novas associagcbes de
doencgas-farmacos (CHENG et al., 2018 e UDRESCU et al., 2016) e para identificar
combinagdes de medicamentos sinérgicos que aumentam a eficacia terapéutica sem
toxicidade aditiva (CHENG; KOVACS; BARABASI, 2019).

1.4.Reposicionamento de farmacos e aplicagao das abordagens baseadas
em rede

A medicina de redes € uma abordagem que utiliza a teoria das redes
complexas para estudar e compreender os sistemas bioldgicos e suas interagdes.
A medicina de redes tem sido aplicada em diversas areas do desenvolvimento de
farmacos, incluindo a descoberta de biomarcadores, o estudo de doencas
complexas e a identificacdo de alvos terapéuticos (BARABASI, 2007). A
abordagem se mostrou positiva na aplicagao para reposicionamento de farmacos,
a exemplo do estudo Project Repethio, em que os autores relatam a construgao
de uma rede heterogénea para captar as conexdes entre medicamentos e
doencas e seu uso para prever novas associacdes de farmacos/doengas como
possibilidade de reposicionamento de medicamentos conhecidos (HIMMELSTEIN
et al., 2016). O reposicionamento de farmacos consiste em reaproveitar um

insumo farmacéutico ativo que ja estd no mercado para uma nova indicagao
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(JOURDAN et al., 2020).

De forma geral, as abordagens baseadas em redes podem contribuir no
conhecimento dos mecanismos imunolégicos envolvidos na fisiopatologia da
esquizofrenia e na forma de acdo dos medicamentos utilizados para trata-la,
possibilitando novas abordagens de tratamento que visam uma acéo no sistema
imunolégico (como anti-inflamatérios) e o reposicionamento de farmacos ja
existentes.

Neste projeto, serdo investigados o0s mecanismos neuroimunes dos
medicamentos antipsicéticos utilizando uma abordagem de medicina de redes
computacionais. Também serdo feitas buscas por medicamentos ainda nao
utilizados para tratar a esquizofrenia que possam ter mecanismos neuroimunes

similares aqueles encontrados para os APCs com melhor eficiéncia.



2. OBJETIVOS

Esse trabalho tem como objetivo instigar os mecanismos neuroimunes dos
medicamentos antipsicéticos utilizando uma abordagem de medicina de redes
computacionais, bem como, uma busca por medicamentos ainda n&o
utilizados para tratar a esquizofrenia que possam ter mecanismos
neuroimunes similares aqueles encontrados para os antipsicéticos com melhor

eficiéncia.
2.1. Objetivos especificos

- Construir uma rede de alvos dos APCs e da doenga Esquizofrenia;

- Determinar a distdncia entre os moédulos de APCs e o médulo de da
doenca Esquizofrenia;

- Analisar os genes do mddulo da doenga Esquizofrenia, genes alvos de
APCs e outros genes relevantes da rede, a fim de encontrar aqueles
relacionados com vias/processos biolégicos interessantes

- A partir dos resultados obtidos, ser capaz de prever farmacos com agao

neuroimune para o reposicionamento para tratamento da esquizofrenia

MATERIAL E METODOS
3.1.Obtengao do Conjunto de Dados
3.2. Genes relacionados aos principais medicamentos antipsicéticos

Atualmente 21 farmacos antipsicoticos sao aprovados pelo FDA para o uso
no tratamento da esquizofrenia, com diferentes mecanismos de acéo e perfis
de efeitos colaterais. Usando como referéncia uma revisdo sistematica e
metanalise que comparou a eficacia e tolerabilidade dos APCs aprovados pelo
FDA, selecionamos os 15 farmacos com maior eficacia em relagcdo a
mudangas nos sintomas (HUHN et al., 2020). Com essa lista realizamos a
fitragem dos alvos desses farmacos em bancos de dados de interagcéo

droga-gene.

Para obter os genes associados aos medicamentos partimos de 3 bancos

de dados de interagdes droga-gene:
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O DrugBank (https://go.drugbank.com/) que contém dados de farmacos
(com perfis quimicos, farmacéuticos e farmacoldgicos) e alvos de farmacos
(sequéncia e funcdes de alvo/enzimal/transportador/portador) destinados como
enciclopédia de medicamentos (Wishart et al, 2006). O DGidb
(https://www.dgidb.org/) uma base com dados de genes com interagdes
medicamentosas conhecidas (COTTO et al., 2017). Por fim, coletamos os
dados da base de dados CTDbase (ctdbase.org) que relaciona informagdes
toxicoldgicas de produtos quimicos, genes, fenotipos, doengas e exposigoes,
integrando interagdes baseadas na literatura com atualizagdes bienais (DAVIS
et al., 2022). Para manipulagao dos bancos de dados foi desenvolvido o script
em R 'manipulate_banks.R'. Este script limpa e organiza o conjunto de dados
provenientes dos 3 bancos, contendo todos os genes associados aos APCs

selecionados.

3.3.Genes associados a esquizofrenia a partir do Open Targets

13

Em seguida, buscamos por genes associados a esquizofrenia utilizando o banco

de dados Open Targets, que agrega evidéncias de diferentes categorias, como

associagao genética, expressao génica e modelos animais para associar genes a
doengas (REF OPEN TARGETS). O Open Targets atribui um escore de confianga

para cada associagao gene-doenga, de acordo com a robustez das evidéncias

cientificas que dao suporte a cada relagdo. Todos os genes associados a

esquizofrenia foram obtidos juntamente com o escore de confianga de cada

associagao. Os genes com escore de confianga maior que 0.5 foram inicialmente

rotulados como o0s principais genes associados a doenga. A manipulagdo do

banco de dados do Open targets foi realizada usando o script em R:

manipulate_open_target.R.

3.4. Priorizagao do banco de dados de interagao droga-gene

Os 3 bancos de dados de associagao droga-gene (DrugBank, DGIdb e
CTD) foram comparados quanto a quantidade de genes alvos dos 15 APCs
selecionados em relagdo aos genes associados a esquizofrenia com escore
de confianga maior que 0.5. Foi utilizado o teste exato de Fisher para
determinar a significancia estatistica da sobreposi¢cado entre genes alvos de

cada farmaco obtidos em cada banco e os genes da esquizofrenia (escore >


https://www.dgidb.org/

14

0.5) obtidos no Open Targets usando os scripts em R ‘compare_datasets.R' e
enrichment_analysis.R. Os resultados do valor de p (escala entre 0 e 1) do
teste exato de Fisher foram convertidos para -log do valor de p (escala de 0 a
infinito) para melhor visualizagdo. Os valores de -log de p sdo uma medida da
significancia estatistica da sobre-representacdo dos genes nos conjuntos de
dados. Quanto menor o valor de p, maior € a probabilidade de que a
associagdo entre o conjunto de genes alvos dos farmacos e os genes da
esquizofrenia seja real. O melhor banco de dados de alvos de farmacos foi
aquele em que o enriquecimento dos alvos dos APCs em relagcdo aos

principais genes de esquizofrenia foi maximo (menor valor de p).

3.5 Selecgao dos principais genes de esquizofrenia associados a
antipsicoticos

Para avaliar o conjunto de genes associados a esquizofrenia com maior
enriquecimento para alvos de APCs, foi realizado um teste exato de Fisher
usando todos os 5.093 genes da doenga obtidos no Open Targets em relacéo a
um pool contendo todos os genes associados aos 15 APCs advindos do
Drugbank. A lista de genes da esquizofrenia foi ordenada com base no escore de
confianga do Open Targets, sendo agrupada em lotes incrementais de 10 genes
cada (ou seja, os primeiros 10, 20, 30 genes e assim sucessivamente). Para cada
lote, calculamos o valor p do teste de Fisher em relagcdo ao conjunto de
genes-alvo dos APCs. O lote de genes que apresentasse o menor valor de p
indicaria o0 grupo de genes associados a doenga que estd mais enriquecido em
relagdo aos alvos de farmacos. A analise de enriquecimento funcional com o pool

de genes também foi realizada para os bancos de dados do CTD e DGIdb.

3.4. Enriquecimento funcional dos alvos de cada farmaco e dos genes
associados a esquizofrenia.

Apods a selecdao do banco de dados de informacbes sobre os farmacos e dos
principais genes associados a esquizofrenia, realizamos o enriquecimento
funcional destes genes visando identificar vias biologicas estatisticamente
associadas a eles. Todos os genes codificadores de proteina do genoma humano

(~20.000 genes) foram utilizados como wuniverso para a analise de
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enriquecimento. A anadlise de enriquecimento genético funcional foi realizada
usando o script em R: path_enrichment_analysis.R. A analise usou identificadores
dos genes de interesse, nesse caso 0 arquivo com 0s genes alvos da doenga
obtido pelo Open Targets e o arquivo dos genes relacionados aos APCs obtidos
pelo DrugBank, e um conjunto de genes de referéncia utilizando a ontologia
KEGG pathways (https://www.genome.jp/kega/). A fungado fora do pacote fgsea

(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/fgsea.html) foi usada no
enriquecimento.

3.5.Construcao da rede de farmacos antipsicéticos

Para a construcao da rede de distancias entre os APCs usamos o script
network_proximity.py =~ do repositério do GitHub do  AFnetproximity
https://github.com/ChengF-Lab/AFnetproximity/tree/main/proximity. Essa
ferramenta calcula a proximidade entre diferentes conjuntos de genes com base
na topologia da rede de interacao proteina-proteina humana (LAL et al., 2022). O
algoritmo utiliza como entrada pares de listas de genes alvos (podendo ser os
genes da doenga ou dos farmacos) e uma rede de interagdo de proteinas. Aqui,
foi utilizada a rede de interacao proteina-proteina publicada por Gysi et al., 2021.
Em seguida, o script calcula as distancias entre os genes de cada lista, utilizando
a medida de caminho minimo (shortest path) na rede de interagdo de proteinas.
Essa medida representa o numero minimo de interacbes que sao necessarias
para conectar dois genes na rede. O script entdo calcula a distancia média entre
0s genes alvos em cada conjunto e compara esse valor a distancia meédia obtida
a partir de 1000 listas aleatérias de genes com propriedades de rede similares
aquelas dos genes alvo (mesma distribuicdo de grau). Com isso, um z-score €&
calculado, que representa o quéo distantes (valores positivos) ou préximos
(valores negativos) os genes das listas de entrada estdo entre si comparados a
média das distancias de milhares de conjuntos aleatorios de genes. Caso o
z-score seja proximo de 0, isso significa que os conjuntos de genes testados nao
estdo nem mais nem menos proximos entre si do que o esperado ao acaso para
a rede utilizada. Em termos bioldgicos, isso significa que provavelmente ndo ha

uma relagao funcional relevante entre esses conjuntos de genes.


https://www.genome.jp/kegg/
https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/fgsea.html
https://github.com/ChengF-Lab/AFnetproximity/tree/main/proximity
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O script foi baixado e rodado no terminal apés a instalagao da biblioteca numpy
pandas scipy. Foi criado um arquivo .txt para cada um dos 15 farmacos contendo
seus genes alvos. Para que o script fosse capaz de comparar a proximidade de
rede entre pares de arquivos relacionados a farmacos, foi criado um novo script
em Python: proximity _drug_drug.py, que busca todos os arquivos .txt de diretério
especificado e armazena-os. Esse script utiliza uma estrutura de repeticdo em um
bloco while para iterar sobre a lista de arquivos de genes para cada antipsicético
e continua até que todos os arquivos tenham sido comparados pelo script
network_proximity.py.

O script retorna uma matriz de proximidade de rede entre os alvos dos pares
de APCs que foi usada para visualizar as relacbes entre eles. Essa matriz foi
importada em uma ferramenta de visualizacdo de redes, o Gephi 0.10.1
(https://gephi.org/), para gerar uma visualizagdo grafica das distancias de rede

entre os alvos dos diferentes pares de APCs.

3.6. Calculo das distancias entre os genes da Esquizofrenia e os alvos dos
antipsicoéticos

Usamos o script em python network_proximity.py para calcular as distancias
entre os 15 APCs considerando os genes alvos e os genes relacionados com a
esquizofrenia obtidos no Open Targets. Foram usados como entrada, além dos 15
arquivos .txt com os genes associados aos farmacos, um arquivo .txt com os 220
genes associados a esquizofrenia que apresentam maior enriquecimento para
alvos de APCs. Para que o script fosse capaz de comparar a proximidade de rede
entre os genes dos farmacos e os genes da doenga, foi criado um novo script em
Python: proximity drug_diesease.py, que busca todos os arquivos .txt de diretorio
especificado e armazena-os. Esse script utiliza uma estrutura de repeticao em um
bloco while para iterar sobre a lista de arquivos de genes para cada antipsicotico e
continua até que todos os arquivos tenham sido comparados com o arquivo de
genes da esquizofrenia pelo script network proximity.py. Em resumo, o script
automatiza a comparagcdo de genes de farmacos e doengas usando o script
"network_proximity_edit.py", executando-o para cada arquivo de farmacos
encontrado no diretério especificado. O resultado € registrado em um arquivo de
saida, uma matriz de distancia contendo o nome do farmaco, a distancia de rede

D em relagdo aos genes da esquizofrenia, e o escore de Z normalizado para cada
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farmaco, que leva em consideracao a distribuicdo das distancias entre conjuntos
aleatérios de genes, como descrito anteriormente. Também ¢é atribuido um valor
de p associado a cada farmaco, que indica a significAncia estatistica da
proximidade do farmaco com a esquizofrenia. Apds obter os valores de distancia
no arquivo, foi usado um script em R para criar um grafico de barras comparando

os valores de Z-score absoluto.

3.7.Visualizagao da rede de interagcao entre genes da esquizofrenia e com
os alvos dos antipsicoéticos

Para a construgcdo da rede de interacdo foi necessario definir os nés e as
arestas dessa rede. Os nés, representagdes dos genes presentes nos conjuntos
de dados, foi definido a partir de um script em R. O script ‘network.analysis.R’,
carrega os dados de genes relacionados a doenga (disease_genes), informacoes
sobre alvos de farmacos (drug_targets), informagdes sobre vocabulario de
farmacos (drug_vocabulary) e informagdes sobre interagcbes proteina-proteina
(PPI). Foi criado entdo um pool com os genes alvos dos farmacos e outro com os
alvos da doenca. O script também cria uma tabela de arestas, que sao
representacdes das interagbes proteina-proteina (PPI) entre os genes, a tabela
PPI_subset, que contém informacdes sobre as arestas, especificamente as
conexdes entre os nods. A intengdo desses dois arquivos é espelhar os genes da
doenga e alvos dos farmacos na rede PPI buscando identificar a relagao entre
eles (Figura 2). Esses arquivos foram inseridos no Gephi para visualizagao da
conexao com o0s nos interagindo entre si, permitindo uma analise visual das
conexodes e padrdes na rede de genes relacionados a esquizofrenia e ao pool de

genes alvos dos antipsicoticos (Figura 9).
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Figura 02. Conceito de integracao entre a rede de interagdes proteina-proteina,
os genes relacionados a doencga e os alvos dos farmacos. Rede PPI: Representa
a rede de interag¢des proteina-proteina (PPI), mostrando as conexdes entre os genes.
As arestas (linhas) representam as interacdes entre os genes, e 0s nos (circulos)
representam os genes. Essa rede é central na figura e serve como base para as
outras duas redes. Rede de Doencas: Representa a rede de genes relacionados a
doenga - esquizofrenia. Os noés (circulos) nessa rede representam o0s genes
associados a doencga, e as conexdes com a rede PPl mostram quais desses genes
estdo presentes na rede de interacbes proteina-proteina.Rede de Alvos dos
Farmacos: Representa a rede de genes alvo dos farmacos. Os nés (circulos) nessa
rede representam os genes que sao alvos dos farmacos utilizados no tratamento da

doenca. As conexdes com a rede PPl mostram quais desses genes estao presentes
na rede de interacdes proteina-proteina.

Adaptada de TRUONG et al., 2022.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Obtengao do Conjunto de Dados

4.1.1. Selegao do banco de dados de genes relacionados aos principais
medicamentos antipsicéticos

Os 3 bancos de dados analisados, DrugBank, CTD e DGldb, apresentam uma
variedade significativa na quantidade de genes alvos de APCs disponiveis (Figura
3A). O Drugbank e o DGIdb apresentam genes alvos para todos os farmacos (Fig.
3A). Tanto o DrugBank quanto a DGIdb usam dados experimentais e validados
para compilar suas informag¢des sobre farmacos e interagdes gene-farmacos,
variando apenas pelas fontes de dados das informacbes e periodicidade de
atualizagcdo dos dados.Ja o CTD apresenta uma grande quantidade de genes
alvos para farmacos, entretanto apenas para 7 dos 15 APCs(Figura 3A). A base
de dados CTD coleta dados de literatura cientifica, revisdes sistematicas e banco
de dados publicos para integrar informagdes sobre interagdes entre genes,
baseada em um processo de triagem sistematica de artigos cientificos. A
explicagdo para haver muitos genes alvos para alguns farmacos é que as
informagdes do CTD se concentram em interagdes entre genes e produtos
quimicos que podem ter efeitos toxicos no organismo, além de interagdes
terapéuticas. Portanto, o CTD pode incluir informagdes sobre genes-alvo que nao
sao considerados diretamente relevantes para o tratamento de uma doencga, mas
que tém uma relagdo com a toxicidade de um determinado produto quimico.

Em seguida, genes associados a esquizofrenia foram obtidos do banco de
dados OpenTargets. Um total de 5093 genes foram obtidos, sendo que 200
desses genes apresentavam um escore de confianga maior que 0.5. Com o
objetivo de comparar os trés bancos de dados de alvos de farmacos, realizamos
uma analise de enriquecimento dos genes alvos de APCs de cada banco em
relagcdo aos 200 genes associados a esquizofrenia obtidos no Open Targets que
possuiam escore de confianga maior que 0.5 . O menor enriquecimento médio
dos alvos de APCs em relagao aos genes de esquizofrenia foi encontrado para os
alvos do banco de dados CTD (Figura 4B), indicando que para esse banco de
dados os alvos dos APCs nao estao significativamente sobre-representados em

relacdo aos genes da doenca. O resultado mais significativo (menor p-valor
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médio) foi observado para os genes alvos obtidos pelo banco de dados Drugbank,
0 que indica que os genes alvos de APCs disponiveis neste banco estdo mais
fortemente associado aos genes da esquizofrenia. A partir dessa analise
concluimos que o banco de dados genético utilizado seria o Drugbank, pois os

dados estavam mais enriquecidos para os genes da esquizofrenia.
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Figura 3. Namero de genes alvos para os 15 antipsicéticos selecionados. Ampla
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variacdo de genes alvos nos 3 bancos de dados, com o A. Drugbank e C. DGldb
apresentando genes alvos para todos os farmacos e sem diferengas significativas
entre eles. O B. CTD apresenta uma grande quantidade de genes alvos, mas apenas
para 7 dos 15 antipsicéticos.
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Figura 4. Comparagao dos bancos de interagcdao droga-gene em relagao aos
genes de esquizofrenia. A. Quantidade de genes alvos de 15 antipsicéticos e
que também sao associados com a esquizofrenia. O grafico de barras mostra que
o Drugbank e DGIldb possuem quantidades semelhantes de genes associados a
esquizofrenia que sao alvos desses 15 farmacos. O CTD apresenta alta variabilidade,
com uma grande quantidade de genes associados a esquizofrenia como alvo de
alguns farmacos (por exemplo, Clozapina e Haloperidol) e uma quantidade muito
baixa comparada aos outros bancos de dados (por exemplo, Clorpromazina e
Risperidona). B. Analises de enriquecimento dos alvos de antipsicéticos de cada
banco de dados em relagao aos genes de esquizofrenia para genes associados
a esquizofrenia. O menor enriquecimento foi encontrado para os genes do banco de
dados CTD, enquanto o resultado mais significativo foi observado para os genes do
banco de dados Drugbank, indicando maior associagdo desses genes a
esquizofrenia.

4.1.2. Selegao da quantidade de genes associados a esquizofrenia a
partir de dados do Open Targets

Apos a decisao de utilizar o DrugBank como referéncia, foram utilizados os
genes alvos desse banco para determinar o numero ideal de genes associados a
esquizofrenia obtidos do Open Targets para prosseguir com a analises. Uma vez
que o corte de escore de confianga maior que 0.5 foi decidido de forma arbitraria
para comparar os bancos de alvos de drogas, essa analise teve como objetivo
verificar se de fato os 200 primeiros genes da doenca ofereciam o maior

enriquecimento para genes alvo de APCs. Os resultados da analise de
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enriquecimento estao apresentados no grafico (Figura 5A).

O ponto maximo de enriquecimento foi encontrado para um numero de
genes igual a 220. Esses dados sao satisfatorios pois indicam que com uma
quantidade pequena de genes, comparada a quantidade inicial de mais de 5 mil
genes, conseguimos um enriquecimento maximo. Essa analise também
corrobora que o corte de escore de confianca de 0.5, apesar de arbitrario,
correspondeu a um conjunto de genes relevantes para o propdsito das nossas
analises. A partir desses dados definimos que o projeto seria conduzido com os
220 genes de esquizofrenia que ofereciam o maior enriquecimento para alvos de
APCs do DrugBank.. Para o CTD observamos que o enriquecimento nao atinge
um valor superior aquele obtido para o Drugbank, ja para o DGldb esse ponto
maximo sO ocorre para uma corte de genes superior a 3500 genes. Esses

resultados reforcam que nesse caso o melhor banco de dados é o Drugbank
(Figura 6A e 6B).
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Figura 5. Analise de enriquecimento para o pool de genes associados aos 15
farmacos antipsicoticos obtidos do Drugbank, com diferentes cortes de genes
associados a esquizofrenia. Os primeiros 220 genes de esquizofrenia do Open
Targets possuem maior enriquecimento para genes alvo de antipsicoticos.O ponto em
rosa representa o ponto maximo de enriquecimento (ponto de corte escolhido). Em
azul o enriquecimento para o corte de genes com escore de confianga do Open
Targets > 0.5 (200 genes). Em preto temos todos os genes associados a
Esquizofrenia obtidos do Open Targets.
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Figura 6. Analise de enriquecimento para o pool de genes associados aos 15
farmacos antipsicoticos obtidos do DGIdb e C. do CTD. O quadrado em azul
representa o ponto maximo de corte encontrado para o enriquecimento para alvos da
esquizofrenia. O ponto em rosa representa o ponto maximo de enriquecimento obtido
usando os dados do CTD. Em amarelo o enriquecimento para o corte de genes com
overall score do Open Targets > 0.5 (os 200 genes). Em preto temos todos os genes
associados a Esquizofrenia obtidos do Open Targets.

4.2. Enriquecimento funcional dos alvos de cada farmaco e dos genes
associados a esquizofrenia.

Uma vez que foram obtidos os alvos de APCs e genes associados a
esquizofrenia ideais, foi feita a analise de enriquecimento funcional desses
genes. Essa analise foi util para entender as vias bioldgicas e os processos
celulares em que os genes de interesse estdo envolvidos (Figura 7A e 7B).

Primeiro foi realizada a analise para os genes associados a esquizofrenia. A
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via com maior enriquecimento foi a de sinalizagcdo endocanabindide retrograda
(Figura 8). Este &€ um mecanismo de sinalizagdo celular em que o
neurotransmissor endocanabindide, anandamida, ou seu analogo exdgeno, o
delta-9-tetrahidrocanabinol (THC), age como um mensageiro que se move na
diregao oposta ao fluxo normal de informacgao neuronal (ALGER, 2002). Essa via
atua como um mecanismo de feedback negativo, regulando a liberagdo de
neurotransmissores, e foi sugerido que anormalidades nessa via podem contribuir
para os sintomas cognitivos e comportamentais da esquizofrenia (LUPICA;
RIEGEL, 2005). Até agora, o papel fisiolégico mais proeminente e mais bem
estudado para essa classe de moléculas é como mensageiro sinaptico retrogrado
Os neurotransmissores canabinoides sao liberados dos neurdnios pos-sinapticos
apoés a despolarizagao, ativam os receptores CB1 localizados nos terminais
axonicos pré-sinapticos e, assim, inibem a liberagdo do neurotransmissor. Essa
acao endocanabinoide explora, portanto, a distribuicdo onipresente de receptores
CB1 nos terminais axdnicos em todo o cérebro, permitindo que os neurdnios
pos-sinapticos regulam suas préprias entradas sinapticas em fungao de seu nivel
relativo de atividade (ALGER, 2002, WILSON, 2002). A via de sinalizagao
endocanabindide retrégrada pode modular a neurotransmissao GABAérgica
regulando a liberacdo de GABA dos terminais pré-sinapticos. Além disso,
interneurénios GABAérgicos no cérebro expressam receptores CB1, e a ativagao
desses receptores pode modular a neurotransmissdao GABAérgica (Figura 8A).
(LEWIS; MOGHADDAM, 2006, GONZALEZ-BURGOS; LEWIS, 2012,
TAMMINGA; HOLCOMB, 2005). Estudos tém demonstrado alteragdes na fungéo
GABAérgica em pacientes com esquizofrenia, incluindo redug¢do da atividade de
enzimas envolvidas na sintese e na degradagao do GABA, bem como alteragdes
nos receptores de GABA. Essas disfungdes na modulacdo GABAérgica tém sido
associadas a sintomas como déficits cognitivos, alteracbes na percepgéo
sensorial e perturbagdes na integracdo neuronal (LEWIS; HASHIMOTO, 2007),
sugerindo que anormalidades na via endocanabindide retrograda podem
contribuir para os sintomas cognitivos e comportamentais da esquizofrenia.
Outros genes associados a via de sinalizagdo endocanabinside
retrograda encontrados no enriquecimento para a esquizofrenia foram os genes
da familia NDUF que codificam subunidades do complexo NADH desidrogenase

(ubiguinona), também conhecido como complexo |, que € um componente chave
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da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial (ETC) (Figura 8A) (CARDOL,
2011). O complexo 1 esta envolvido na sinalizagdo endocanabindide retrégrada
através da fosforilacdo oxidativa nas mitocéndrias no terminal inibitério da via
(Kanehisa and Goto, 2000). As mitocéndrias do terminal inibitério possuem
receptores CB1 acoplados a proteina G, que sao ativados pela anandamida
(AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-AG), e ativam indiretamente o complexo 1.
Estudos demonstraram que anormalidades na fungdo mitocondrial e na
biogénese, que esta intimamente ligada a ETC, podem contribuir para o
desenvolvimento da esquizofrenia. A disfungdo mitocondrial pode levar a
diminui¢cdo da producao de energia e estresse oxidativo, que por sua vez pode
levar a danos neuronais e morte. Além disso, o ETC esta envolvido na regulagao
dos niveis de calcio intracelular, que desempenham um papel crucial na
sinalizagao neuronal e na plasticidade sinaptica (Morris et al, 2018. Prabakaran et
al., 2004). Mitocondrias disfuncionais tém sido associadas a uma variedade de
disturbios neuroldgicos e psiquiatricos, incluindo esquizofrenia (REFS).

O gene CACNA1C esta envolvido na via de sinalizagdo endocanabindide
retrograda e possui associagdo genética com o desenvolvimento da
esquizofrenia (“Open Targets Platform”, [s.d.]). Esse gene esta envolvido na
codificagdo da subunidade alfa-1C do canal de calcio dependente de voltagem
tipo L, que é importante na sinalizagdo de calcio nos neurénios, o influxo de
calcio através desses canais € acoplado a vias de sinalizagdo que estimulam a
expressao de genes essenciais para a sobrevivéncia e plasticidade neuronal
(HARRISON et al.,, 2022, DOLMETSCH, 2001)(Figura 8A). Estudos sugeriram
que variagdes genéticas no gene CACNA1C podem contribuir para o
desenvolvimento da esquizofrenia, alterando a sinalizagdo de calcio e a liberagéo
de neurotransmissores (BILLINGSLEY et al., 2018). O gene CACNA1C é um
componente crucial da sinalizagdo do sistema endocanabinoide, através da
regulagdo da expressao génica de canais de calcio dependentes de voltagem
(LTCC), que por sua vez afeta a excitabilidade neuronal e a plasticidade sinaptica
(LAZARY et al., 2021). A expressao diferencial de CACNA1C foi associada ao
risco de desenvolver esquizofrenia (BIGOS et al., 2010). Essa associagéo sugere
que o disturbio pode ser parcialmente uma canalopatia ibnica, com possiveis
envolvimentos dos canais de calcio. Alguns medicamentos antiepilépticos usados

para controlar os sintomas da esquizofrenia afetam os canais de sddio ou calcio
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dependentes de voltagem (JOHANNESSEN LANDMARK, 2008).

O enriquecimento também enfatizou a relagdo de alguns sistemas de
neurotransmissdo com a esquizofrenia (Figura 7A). Além das vias de sinalizagao
GABAérgica e Dopaminérgica ja citadas, foram encontradas associagdes
genéticas entre as vias serotoninérgica e glutamatérgica (Figura 8B). O principal
grupo de genes foram os de tipo HTR que codifica uma proteina receptora de
serotonina. As evidéncias ainda ndo sdo muito claras, mas diversos estudos
sugerem que os receptores de serotonina (5-HT) estdo alterados na
esquizofrenia (Figura 8B) (STAHL, 2018). Uma metanalise investigou 46 artigos
cientificos de associagao entre variagcbes genéticas no gene transportador de
serotonina (SLC6A4) e o risco de desenvolver esquizofrenia. O estudo descobriu
que uma variagao especifica no gene SLC6A4 estava associada a um risco
aumentado de desenvolver esquizofrenia, e que essa variagado também estava
associada a alteracbes na funcdo cerebral em regides envolvidas na
neurotransmissédo serotonérgica (XU; WANG; YAO, 2018). Essa meta-analise
também mostrou que uma variagcdo no gene HTR2A esta associada a um risco
aumentado de desenvolver esquizofrenia em populagdes europeias, mas nao em
populacées do Leste Asiatico ou Africano. Outro estudo publicado em 2008
encontrou uma associagao entre uma variagdo no gene HTR3A e o risco de
esquizofrenia em uma populagao chinesa (GU et al., 2008).

Anormalidades na neurotransmissao glutamatérgica também tém sido
implicadas na patogénese da esquizofrenia. Especificamente, foi proposto que a
disfungdo do subtipo de receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) dos receptores de
glutamato desempenha um papel fundamental nos sintomas cognitivos e
psicoticos da esquizofrenia (Figura 8B) (STAHL, 2018). Alguns estudos
investigaram a associagao entre variagbes geneéticas em genes relacionados ao
sistema glutamatérgico e o risco de esquizofrenia. Um estudo publicado em 2021
mostrou que uma variagdo no gene que codifica a subunidade GRIN2A do
receptor NMDA estava associada com o inicio precoce da esquizofrenia.
(POLTAVSKAYA et al., 2021). Outros achados mostraram associagcbes entre
variagbes em outros genes relacionados ao sistema glutamatérgico, como genes
que codificam o transportador de glutamato EAAT2 e a subunidade do receptor
de cainato GRIK4, e o risco de esquizofrenia (PARKIN et al., 2018, LI et al.,
2008).
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Tentando entender os mecanismos neuro imunes envolvidos na com a
esquizofrenia verificamos o enriquecimento dos genes da doenga para a via de
sinalizacdo do fator de necrose tumoral (TNF) (Figura 7A), que € uma rede de
interagcbes moleculares que regulam varios processos celulares, incluindo
apoptose, inflamagao e respostas imunes. A via envolve a ligagdo do TNF aos
seus receptores, o que desencadeia uma série de eventos de sinalizacéo
intracelular mediados por multiplas proteinas quinases, fatores de transcricéo e
outras moléculas de sinalizagdo (CHEN, 2002). Um dos alvos da via de
sinalizacdo do TNF é o gene AKT3, que codifica uma serina/treonina quinase
chamada AKT (também conhecida como proteina quinase B ou PKB). A ativacao
da via de sinalizagdo do TNF pode estimular a atividade do AKT3 induzindo sua
fosforilagdo e translocagdo para a membrana plasmatica, onde interage com
outras moléculas de sinalizagao e regula os efetores a jusante. O AKT3 também
pode modular a via de sinalizagédo do TNF regulando a atividade de varios fatores
de transcricdo e outras moléculas de sinalizagdo envolvidas na via (Figura 8C)
(MANNING; TOKER, 2017). A sinalizagcdo AKT-GSK3 beta é um alvo do litio e,
como tal, tem sido implicada na patogénese dos transtornos de humor. Estudos
mostram evidéncias de que essa via de sinalizagdo também desempenha um
papel na esquizofrenia (REF). Estudos genéticos psiquiatricos identificaram loci
significativos em todo o genoma para a esquizofrenia. O locus AKT3/1g44 ¢é a
principal regido de risco e as andlises de rede genética identificam os
polimorfismos AKT3 como constituintes de varias vias neurobiolégicas relevantes
para o risco psiquiatrico entretanto os mecanismos neurobiolégicos permanecem
desconhecidos (HOWELL; FLOYD; LAW, 2017).

Em seguida, analisamos também as principais vias relacionadas aos
APCs a partir do enriquecimento dos genes alvos desses farmacos (Figura 7B).
O principal sistema de neurotransmissao encontrado foi a via de sinalizagao
dopaminérgica. Os principais genes alvos encontrados relacionados com essa via
foram aqueles que codificam o receptor de dopamina (Figura 8D) (MISSALE et
al., 1998). Esse achado ja é esperado, pois a principal hipétese para a etiologia
da doenca é de que os sintomas positivos estdo associados a super ativagao do
receptor D2 de dopamina e os sintomas negativos e cognitivos resultam da
hipoestimulagdo do receptor D1 de dopamina (DAVIS et al., 1991, LAU et al.,

2013). Os APCs tém como principal alvo os receptores dopaminérgicos,
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principalmente os subtipos D2. Eles bloqueiam a agdo da dopamina nesses
receptores se ligando a eles de forma antagonista, reduzindo a neurotransmissao
dopaminérgica e, portanto, diminuindo a hiperatividade dopaminérgica (SEEMAN,
2002).

A via de regulagdo do mediador inflamatério dos canais TRP também foi
encontrada na analise do enriquecimento funcional (Figura 8E). Os principais
genes associados a essa via que sdo alvos dos APCs s&o os que codificam os
receptores de serotonina. A serotonina é sintetizada tanto pelos neurénios quanto
pelos mastocitos (NAUTIYAL et al., 2012), sendo os mastécitos a relagao direta
com a via de regulagcdo do mediador inflamatério dos canais TRP (do inglés
Transient Receptor Potential). Estas proteinas estdo envolvidas em diversas
fungdes fisioldgicas, incluindo a regulacdo de mediadores inflamatorios, como o
TNF-a, a Interleucina-1 beta (IL-1B) e as Prostaglandinas (BAUTISTA et al.,
2006). A serotonina liberada pelos mastécitos apds lesdo tecidual ativa os
receptores de serotonina que agem indiretamente sobre os canais TRP,
modulando a resposta inflamatoria (Figura 8E). Evidéncias funcionais
enfatizaram os papéis principais dos receptores metabotrépicos 5-HT2 e 5-HT7
na sinalizacdo de dor e coceira no sistema nervoso periférico. A ativacdo de
ambos o0s receptores leva a potencializacdo da funcdo TRPV1, o que
provavelmente contribui para a hiperalgesia inflamatéria em ratos (OHTA et al.,
2006). Uma revisao publicada em 2017 mostrou o papel imunomodulador da
serotonina periférica (HERR; BODE; DUERSCHMIED, 2017), Um estudo com
medicdes baseadas em eletroforese capilar com deteccéo de fluorescéncia nativa
indicou uma contribuicdo significativa de serotonina para o meio hipocampal
associada a ativagdo de mastécitos em camundongos (NAUTIYAL et al., 2012).
Essa relagdo pode ser uma hipdtese para explicar o uso na pratica clinica dos
APCs atipicos risperidona, olanzapina, quetiapina, ziprasidona e aripiprazol no
tratamento de varias condigdes de dor crénica (RICO-VILLADEMOROS;
CALANDRE; SLIM, 2014). O gene HRH1 também esta associado com a via de
regulacdo do mediador inflamatério dos canais TRP e é alvo da maioria dos
APCs selecionados. Esse gene codifica o receptor de histamina H1. A ativagéo
do receptor histaminico H1 pode levar a liberagdo de mediadores inflamatérios,
como a prostaglandina E2 (PGE2), que pode ativar a cascata de sinalizagao

intracelular envolvida na modulagdo dos canais TRP. Por outro lado, a ativagao
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dos canais TRP pode levar a liberacdo de neurotransmissores e mediadores
inflamatédrios, incluindo a histamina, que pode retroalimentar e modular a
resposta inflamatéria (PARENTI et al.,, 2016). Os farmacos APCs tém acao
antagonista nesse alvo, e em sua maioria a acado farmacolégica é pouco
conhecida (FELL et al., 2012). Uma possivel agdo da antagonizacao do receptor
histaminico H1 sob essa via seria a diminuigao da atividade dos canais TRP que,
por sua vez, poderia levar a uma reducdo na liberagdo de mediadores
inflamatdrios, como a PGEZ2, se relacionando com estudos utilizando APCs no
tratamento da dor e da inflamacédo. (PANDURANGI; BUCKLEY, 2019, JIMENEZ;
SUNDARARAJAN; COVINGTON, 2018). No entanto, é importante ressaltar que o
receptor histaminico H1 esta envolvido em muitos outros processos fisiologicos
além da regulacdo dos canais TRP e sua inibicdo pode ter efeitos colaterais
indesejados, como por exemplo o efeito da Olanzapina e Quetiapina nos
receptores H1 do cérebro humano bloqueando o sistema histaminérgico central
em humanos, o que reduz a ativacdo de neurdnios responsaveis pela promocao
da vigilia e aumenta a ativagdo de neurdnios que promovem o sono, resultando
em sonoléncia e fadiga (SATO et al., 2015).

Em relagcdo aos eventos adversos dos APCs, nossa analise encontrou
enriquecimento de alvos para a via de secregédo salivar (Figura 8F), sendo
principalmente genes associados a resposta de noradrenalina no nervo simpatico
que possui um papel importante na secregcao de eletrdlitos, agua e proteinas
pelas células salivares. E sabido que existe alteragdo na taxa de fluxo salivar em
pacientes que fazem uso de medicamentos APCs, levando a efeitos adversos
como boca seca ou salivagado excessiva (SCULLY CBE, 2003, MAHER et al.,
2016). Uma revisédo publicada em 2019 buscou entender a mediagdo genética
por tras da alteragao do fluxo salivar em pacientes com esquizofrenia que fazem
uso de APCs (MOHANDOSS; THAVARAJAH, 2019). O principal achado esta
relacionado com a agao desses farmacos no sistema nervoso simpatico na via de

secrecao salivar (Figura 8F).
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aprofundamento: via de sinalizagdo dopaminérgica, via de regulagdo do mediador

inflamatdrio dos canais TRP e via de secrecao salivar.
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endocanabindide retrograda, a qual regula a liberagado de neurotransmissores e pode
contribuir para sintomas cognitivos e comportamentais da esquizofrenia. O gene
CACNA1C, associado ao desenvolvimento da esquizofrenia, esta envolvido nessa
via. Além disso, outros genes associados ao complexo NADH desidrogenase
(ubiquinona) também estdo envolvidos na sinalizacdo endocanabindide retrégrada,
que € mediada pela fosforilagdo oxidativa nas mitocdndrias no terminal inibitério da
via. B. A via serotoninérgica esta associada aos genes HTR que codificam proteinas
receptoras de serotonina, enquanto a via glutamatérgica esta relacionada a disfungao
do subtipo NMDA dos receptores de glutamato. C. A via de sinalizacdo do TNF
envolve a regulacdo de processos celulares, incluindo apoptose, inflamagao e
respostas imunes, sendo um dos alvos dessa via o gene AKT3.D. Foi identificada a
via dopaminérgica como o principal sistema de neurotransmissdo afetado pelos
antipsicoéticos, agindo principalmente nos receptores dopaminérgicos D2. E. Além
disso, foi encontrada uma relagao entre a regulagao inflamatoéria dos canais TRP e os
receptores de serotonina, e entre os receptores histaminicos H1 e a modulagédo dos
canais TRP. Essas relagdes podem ajudar a explicar a agdo dos antipsicoticos em
condicbes de dor e inflamagado. F. Os antipsicéticos afetam principalmente genes
associados a resposta de noradrenalina no nervo simpatico, que tem um papel
importante na secregao de eletrolitos, agua e proteinas pelas células salivares.
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4.3. Construcao da rede de farmacos antipsicéticos

Apds a analise funcional dos genes alvo de medicamentos APCs, analisamos a
distancia entre os alvos de cada uma das drogas na rede de interagcéo de proteinas
humana. Com essa analise, &€ possivel identificar potenciais semelhancas nos
mecanismos dos diferentes farmacos para além da comparacao direta entre os seus
alvos. Farmacos que atingem genes proximos na rede de proteinas, mesmo que nao
compartilhem alvos, possivelmente apresentam mecanismos de agao similares. Em
contrapartida, farmacos que atingem alvos distantes entre si, provavelmente
possuem mecanismos distintos.

Os farmacos que apresentaram menor distancia entre si foram a Paliperidona e a
Risperidona (D = 0,026, Figura 9). A risperidona é um derivado do benzisoxazol e a
paliperidona ou 9-hidroxi-risperidona € o principal metabdlito ativo da risperidona. As
duas moléculas se diferem apenas pela presenga de um grupo hidroxila (—OH) na
posicao 9 na risperidona, o que confere diferentes propriedades quimicas e fisicas ao
farmaco. Ambas tém os mesmo alvos genéticos diferindo apenas pela forga de
interacdo entre eles (CORENA-MCLEOD, 2015). E sabido que a associacdo de
paliperidona com risperidona pode aumentar os eventos adversos desses
medicamentos, como sonoléncia, sedag¢do, ganho de peso, disfungdo metabdlica,
alteracbes hormonais, como aumento dos niveis de prolactina e efeitos
extrapiramidais (ORTIZ-ORENDAIN et al., 2017). O segundo farmaco mais proximo
da risperidona é a lloperidona (D = 0,389, Figura 9), um derivado de
piperidinil-benzisoxazol estruturalmente relacionado a risperidona (CACCIA; PASINA;
NOBILI, 2010). Essa molécula se difere das outras pela incorporagao de um ligante
de trés carbonos entre a piperidina e a porgdo aromatica trissubstituida e a
introducdo de um fluor na posi¢cao 6 do anel benzisoxazol, diminuindo a afinidade a
receptores muscarinicos e histaminicos (MACDONALD; BARTOLOME, 2010).

Os farmacos que apresentaram maior distancias entre si foram a Amisulprida e a
Clozapina (D = 1,932, Figura 9). A Clozapina possui 27 alvos genéticos conhecidos
(DRUGBANK, 2005), comparado a 4 da Amisulprida (DRUGBANK, 2005), sendo
esses 27 de grande variedade como receptores de dopamina, receptores de
serotonina, receptores alfa-adrenérgicos, receptores de histamina, receptores
muscarinicos, entre outros. Relatos de casos mostraram bons resultados na

combinagdao de amissulprida com clozapina em casos de psicoses esquizofrénicas
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graves, devido a capacidade da Clozapina de interagir com uma variedade de
receptores de neurotransmissores, e a alta afinidade de ligagdo da Amisulprida com
receptores D3/D2-dopamina (“Combination of Clozapine and Amisulpride in
Treatment-Resistant Schizophrenia - Case Reports and Review of the Literature”,
2004). Esses dados indicam a importancia da analise de redes como uma ferramenta
de auxilio pela busca de combinacdes de terapias utilizando medicamentos que
atuam em aspectos distintos da etiologia da doenca.

Ainda em relagédo a combinacédo de terapias, a segunda menor distancia entre
farmacos é entre o Aripiprazol e a Quetiapina (D = 0,097, Figura 9). O Aripiprazol é
um farmaco antipsicotico atipico que pertence aos derivados do benzisoxazol, uma
molécula composta por um anel benzénico e um oxiazol. A Quetiapina € uma
dibenzotiazepina, ou seja, molécula composta por dois anéis benzénicos com um
anel central contendo uma molécula de enxofre. As moléculas, apesar de serem de
classes diferentes, sao estruturalmente parecidas pois nao possuem sistema
triciclico. Essas moléculas compartiiham alvos em comum e alta afinidade aos
receptores serotoninérgicos. A terapia combinada desses dois farmacos pode
aumentar os efeitos colaterais, como sonoléncia, boca seca, célicas abdominais,
devido a alta seletividade desses dois farmacos aos receptores serotoninérgicos
(KANE et al., 2009). Estudos comparando a eficacia desses dois farmacos n&o
mostraram nenhuma diferenga significativa entre o aripiprazol e a quetiapina em
relacdo a melhora dos sintomas positivos e negativos da esquizofrenia (SHAFTI;
KAVIANI, [s.d.]).

Os farmacos com as maiores distdncias em relagdo a outros APCs sido a
Amisulprida e o  Haloperidol  (Amisulprida/Haloperidol D = 1.909,
Amisulprida/Olanzapina D = 1.882, Amisulprida/Quetiapina D = 1.750,
Haloperidol/Lurasidona D = 1.680, Figura 9). A primeira possivel explicacdo para isso
sdo as diferengas quimicas e estruturais entre essas duas moléculas e as demais. O
Haloperidol é uma butirofenona, um medicamento derivado da butirofenona
(CHILAKAPATI; MEHENDALE, 2014). Sua estrutura € muito semelhante a da
Dopamina, um anel fenil substituido, uma cadeia carbdnica de alongamento e uma
amina, adicionado a ele um grupo cetona funcional. O haloperidol é um antipsicotico
tipico que atua como um potente antagonista dos receptores de dopamina, com alta
afinidade pelos receptores D2 - dopaminérgicos (DAVIS, 2007). Inicialmente foi muito

usado no tratamento da esquizofrenia, mas vem sendo substituido pelo uso de APCs
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atipicos. Seus alvos genéticos sao principalmente os receptores dopaminérgicos, o
que pode explicar também a distancia entre os outros APCs aqui analisados, também
nao € usualmente aplicado na clinica como tratamento concomitante com APCs
atipicos (DRUGBANK, 2005). Embora a Amisulprida seja um antipsicético atipico,
sua estrutura quimica é muito préxima da dopamina, pois € um derivado da
benzamida e foi desenvolvida para se ligar aos receptores de dopamina D2 e D3 do
cérebro (GRATTAN et al.,, 2019), sendo portanto, uma estrutura composta por um
anel fenil substituido, uma cadeia carbbénica de alongamento e uma amina. Os alvos
genéticos da Amisulprida sao principalmente os receptores dopaminérgicos e
receptores de serotonina 5-HT7 (DRUGBANK, 2005), sendo a sua ligagao potente
aos receptores de serotonina 5-HT7 a principal caracteristica desse farmaco devido a
acao significante no tratamento dos quadros de depressdo em pacientes com
esquizofrenia (ABBAS et al, 2009). Essa acao significante no receptor
serotoninérgico e a distancia significativa entre a Olanzapina (D = 1.882, Figura 9)
explica o porqué do uso concomitante desses dois farmacos € muito explorado
clinicamente com bons resultados (ZINK; HENN; THOME, 2004,
SCHMIDT-KRAEPELIN et al., 2022). De acordo com a analise de distancia de rede
entre o Haloperidol e a Lurasidona, que resultou em uma distancia de D = 1.680,
podemos inferir que esses farmacos tém interagdes com alvos genéticos distintos.
Considerando as informacdes apresentadas, em que APCs com distancia de redes
tém sido utilizadas em combinagao na pratica clinica, podemos sugerir uma potencial
combinacgao desses antipsicoticos. O Haloperidol € conhecido por ser um antagonista
potente dos receptores de dopamina, enquanto a Lurasidona é um antagonista com
afinidade moderada aos receptores de dopamina e serotonina, e também possui
afinidade por outros subtipos de receptores de serotonina, como os receptores 5-HT7
e 5-HT1A (MCDONAGH et al., 2017). Considerando a distancia desses farmacos na
rede, pode-se sugerir que combinagcdo deles poderia potencialmente levar a uma
acao mais ampla em termos de modulagcdo dos sistemas de neurotransmissao
dopaminérgica e serotoninérgica. E importante ressaltar que farmacos com distancia
menor na anadlise de rede tendem a ter maior afinidade eletiva aos mesmos
receptores, o que pode resultar em efeitos colaterais mais pronunciados quando
usados em combinagdo. No entanto, a distédncia de rede entre o Haloperidol e a
Lurasidona sugere que sua combinagdo pode potencializar a agdo farmacoldgica,

com menos ocorréncia de eventos adversos.
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O Derivados de benzisoxazol @ Derivados de indol

@ Derivados de butirofenona @ Derivados de fenotiazina
@ Derivados de dibenzoxazepina @ Derivados de quinolina
@ Benzamidas

*

Figura 9. Rede representando as distancias dos farmacos antipsicéticos e
suas estruturas quimicas. Os farmacos da rede foram coloridos de acordo
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com a classe quimica. Em azul: benzamidas, em roxo: derivados da quinolina,
em rosa: derivados de dibenzoxazepina, em laranja: derivados da fenotiazina,
em vermelho: derivados da butirofenona, em verde: derivados do indol e em
amarelo: derivados do Benzisoxazol (PRYOR; STORER, 2013).

4.4.Calculo das distancias entre os genes da Esquizofrenia e os alvos dos
antipsicoéticos

O préximo passo consistiu em analisar a distancia na rede de interagcao de
proteinas humana entre os alvos dos farmacos APCs e os genes associados a
esquizofrenia. A maioria dos farmacos apresentou alvos préximos a genes
relacionados a esquizofrenia (z-score < 0), reforgcando a relevancia terapéutica.
Dentre eles, o aripiprazol se destacou com o maior valor absoluto de Z escore (ou
seja, distancia menor que aquela esperada ao acaso). Estudos sugerem sua eficacia
no alivio de sintomas positivos e negativos da doenga (Kane et al., 2009; Leucht et
al., 2014). Além disso, o aripiprazol apresenta um perfil de tolerabilidade favoravel em
comparagao com outros APCs, reduzindo os efeitos colaterais como ganho de peso e
disfungdo metabdlica (Komossa et al., 2010). Por outro lado, o amisulpride, um dos
farmacos analisados, mostrou um valor de Z escore negativo e baixo em relagdo aos
outros APCs. Essa observagao pode ser atribuida a um possivel viés na analise, uma
vez que o amisulpride tem poucos alvos conhecidos em comparagao com outros
APCs amplamente estudados, e estes poucos alvos estdo distantes dos genes de
esquizofrenia na rede. O mecanismo de agao do amisulpride envolve uma alta
afinidade pelos receptores dopaminérgicos D2/D3. Isso resulta em um perfil mais
seletivo de acao, principalmente em relagdo aos sintomas positivos da esquizofrenia
(Leucht et al., 2017).
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Figura 10. Comparacao dos Escores de Proximidade de Farmacos. O grafico
de barras ilustra a comparacao dos escores de proximidade de farmacos para o
conjunto estudado. Os valores absolutos de Z score sdo mostrados no eixo X,
representando o grau de proximidade entre os farmacos e a doenga-alvo. Os
nomes dos farmacos estdo listados no eixo y. A Amisulprida (Z score < 0):
Farmaco que apresenta um Z score negativo, indicando uma relagéo distinta com
a doencga-alvo. Outros Farmacos (Z score > 0): Farmacos com Z scores altos,

indicando uma forte associacdo com a doenca-alvo.

4.5. Construcao da rede de alvos da esquizofrenia e interagdao com os alvos

dos antipsicéticos

Por fim, construimos uma sub-rede a partir da rede de interacdo de
proteinas humana contendo ndés que representam genes associados a
esquizofrenia, genes alvo dos APCs e outros genes que fazem parte das
conexodes entre os dois primeiros grupos. Com a construgdo dessa sub-rede
podemos identificar um grande componente conectado na periferia da rede,
composto principalmente pelos genes da familia NDUFA, NDUFAF, NDUDV
e NDUFB (Figura 11), que pode indicar a presenga de genes relevantes e
interessantes para pesquisas e desenvolvimento de terapias relacionadas a
esquizofrenia. Percebe-se também que os farmacos APCs analisados nao
ttm como alvos genes dessa familia, nem atingem alvos que estao
localizados na vizinhanga desses genes. Como discutido anteriormente, os
alvos dos APCs ou sdo genes chave de sistemas de neurotransmisséo,
como o0s receptores de dopamina e serotonina, ou estdo localizados na
proximidade de genes desses sistemas. A rede da Figura 11 permite concluir

que existem aspectos potencialmente relevantes da fisiopatologia da



esquizofrenia que nado sao diretamente afetados pelos farmacos mais
utilizados no tratamento da doenga, como é o caso dos genes da familia
NUDF.

Como ja citado anteriormente, os genes da familia NDUFA, NDUFAF,
NDUDV e NDUFB estdo associados a fungdo mitocondrial e a cadeia de
transporte de elétrons. Estudos sugerem que disfungbes na atividade
mitocondrial € na cadeia respiratéria podem desempenhar um papel na
fisiopatologia da esquizofrenia (MULLER; SCHWARZ, 2010; Prabakaran et
al.,, 2004). Essas disfungdes podem estar relacionadas a alteragdes no
metabolismo energético, estresse oxidativo e neurotransmissdo. Déficit
mitocondrial, equilibrio redox alterado e inflamacgao crbénica de baixo grau sao
evidentes na esquizofrenia. Supde-se que as respostas de estresse
oxidativo/nitrosativo devido a disfungdes mitocondriais possam ativar vias
imunoinflamatorias e subsequentemente levar a alteracdes
neuroprogressivas na esquizofrenia (RAJASEKARAN et al., 2015, MULLER;
SCHWARZ, 2010).

Explorando moléculas que podem atuar nessa regido destaca-se o
Elamipretide, um peptideo sintético que possui propriedades antioxidantes e
mitoprotetoras. Ele atua principalmente no nivel das mitocondrias (NHU et
al., 2022). Estudos mostram a capacidade dessa molécula em atenuar o
estresse oxidativo neural (peréxido de hidrogénio, peroxidacao lipidica e
ROS), neuroinflamacédo (TNF, IL-6, COX-2, iINOS, NLRP3, caspase-1 clivada,
IL-18 e IL -18) e acumulo de proteina toxica (AB) (GROSLAMBERT,; PY,
2018). Embora a Elamipretide tenha sido objeto de estudos e ensaios
clinicos em diversas areas terapéuticas, ndo foram encontradas evidéncias
especificas sobre a eficacia do medicamento no tratamento de doencas
neuropsiquiatricas, bem como os alvos especificos dessa molécula,
entretanto sua acdo na melhoria da fungdo mitocondrial e na reducao do
estresse oxidativo sugere que essa molécula pode ter um potencial
terapéutico na esquizofrenia, agindo no nivel mitocondrial para melhorar a
funcdo mitocondrial, reduzir o estresse oxidatvo e modular a
neuroinflamacao. Portanto, mais pesquisas e estudos sdo necessarios para

investigar seu potencial terapéutico nesse contexto.
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Genes alvos da Esquizofrenia
Genes alvos dos Antipsicéticos

Genes alvos comum dos APCs e da Esquizofrenia

O e @ o

Outros genes da rede

Figura 11. Rede de alvos da esquizofrenia e interagcdo com os alvos dos
antipsicoéticos. Genes Alvos da Esquizofrenia: Os nés (circulos)
representados em verde representam todos os genes alvos da esquizofrenia
identificados. Genes Alvos da Esquizofrenia (Alvos de Farmacos): Os nos
(circulos) representados em roxo representam os genes alvos da esquizofrenia
que também sao alvos dos farmacos antipsicoticos selecionados. Genes Alvos
de Farmacos (Nao Alvos da Esquizofrenia): Os ndés (circulos) representados
em azul representam os genes que sao alvos dos antipsicoticos, mas nao
estdo diretamente associados a esquizofrenia. No entanto, esses genes estao
claramente dentro do Maior Componente Conectado (MCC) da doencga, o que
sugere uma possivel relevancia na compreensdo e tratamento da
esquizofrenia. Genes Conectados (Nao Associados a Esquizofrenia e
Antipsicéticos): Os nds (circulos) representados em cinza representam os
genes que estdo conectados aos genes alvos da esquizofrenia e aos genes
alvos de farmacos, mas n&o estdo diretamente associados a esquizofrenia
nem aos antipsicoéticos. Esses genes podem ter uma relagao indireta com a
doenca ou podem representar pontos de conexdo na rede. Periferia com
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Grande Componente Conectado: Na periferia da rede, ha um grande
componente conectado que ndo esta diretamente associado aos genes alvos
dos antipsicoticos. Essa regido pode conter genes interessantes e relevantes
que podem ser alvos promissores para futuras pesquisas e desenvolvimento
de terapias.

5. CONCLUSOES

Esse estudo trouxe uma revisdo ampla sobre os genes associados a
esquizofrenia e aos principais APCs usados no tratamento da doenca. Em relagao
aos bancos de dados de genes associados aos farmacos concluimos que o
DrugBank apresentou a associagao mais forte entre os genes dos APCs e os
genes da esquizofrenia, indicando que é o banco de dados mais adequado para
essa relagdo. O banco de dados CTD inclui informagbes sobre genes-alvo que
podem nao ser diretamente relevantes para o tratamento da doenca, mas
relacionados a toxicidade de produtos quimicos.

O estudo também trouxe o enriquecimento genético como uma ferramenta
para reduzir a quantidade de genes a serem estudados sem perder genes
significativos. A analise de enriquecimento funcional revelou a importancia da via
de sinalizacdo endocanabindide retrégrada na esquizofrenia, envolvendo
neurotransmissores como anandamida e THC. Além disso, foram encontradas
associagdes genéticas nas vias serotoninérgica, dopaminérgica e glutamatérgica.
O gene CACNA1C, envolvido nessa via, esta associado ao risco de desenvolver
esquizofrenia. A disfuncdo mitocondrial e a sinalizagdo do fator de necrose
tumoral (TNF) também foram identificadas como relevantes na doencga. Esses
achados destacam a importancia dos sistemas de neurotransmissao e a
necessidade de compreender os mecanismos neuroimunes envolvidos na
esquizofrenia.

Ja a analise de enriquecimento funcional aplicada para a busca de vias nas
quais estdo envolvidos os genes alvos dos APCs revelou que esses farmacos
estdo associados principalmente a via de sinalizacdo dopaminérgica, cujos genes
alvo estdo relacionados aos receptores de dopamina. Além disso, a via de
regulacdo do mediador inflamatério dos canais TRP também se mostrou
relevante, com genes associados aos receptores de serotonina e histamina.
Essas vias podem ter influéncia na resposta inflamatoria e na regulagéo da dor.

Foi observado ainda um enriquecimento de alvos relacionados a via de secrecéo
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salivar, que pode estar ligado aos efeitos adversos dos APCs na salivagao. Essas
descobertas ajudam a compreender os mecanismos de agao e 0s possiveis
efeitos colaterais dos APCs.

A andlise de distancia entre os farmacos APCs revelou que a estrutura
quimica e as propriedades fisicas dos medicamentos podem fornecer insights
sobre sua efetividade e seguranga quando combinados. A analise de distancia
revelou semelhancas estruturais entre certos farmacos, mostrando que alguns
compartilham alvos genéticos semelhantes, o que pode gerar efeitos colaterais ou
interacbes medicamentosas indesejadas. Por outro lado, farmacos com grandes
distancias entre si podem ter diferentes alvos genéticos e mecanismos de agao, o
€ relevante para a efetividade da terapia combinada, pois farmacos com alvos
genéticos diferentes podem potencialmente aumentar a resposta terapéutica por
atuarem em diferentes alvos, principalmente em doengas multigenéticas como a
esquizofrenia. Portanto, a andlise de distancia entre farmacos se mostrou
importante para compreender melhor a farmacologia desses medicamentos e
auxiliar na selecdo e combinagdo adequada de tratamentos para garantir a
efetividade e seguranca da terapia.

A andlise de distancia entre os farmacos e doencas também €& uma
abordagem interessante para a compreensdo da doenga e dos tratamentos. A
analise dos valores de Z score de proximidade entre os farmacos APCs e os
genes da esquizofrenia revelou a relevancia terapéutica desses medicamentos
para o tratamento da doenca. O amisulpride mostrou um valor de Z escore
negativo e baixo em relacdo aos outros APCs. Isso pode ser atribuido a sua
menor quantidade de alvos conhecidos em comparagdo com outros APCs
estudados, achados que indicam que, os estudos usando a distancia das redes
podem conter um viés e devem ser considerados a quantidade de genes alvos,
bem como a forca de afinidade desses farmacos aos receptores.

Por fim, a construcdo da rede de alvos da esquizofrenia e sua interagdo com
os alvos dos APCs revelou a presenga de um grande componente conectado na
periferia da rede, composto pelos genes da familia NDUFA, NDUFAF, NDUDV e
NDUFB, e que ndo esta diretamente ou proximamente afetado pelos farmacos
APCs. Esses genes podem ser relevantes e interessantes para pesquisas e
desenvolvimento de terapias relacionadas a esquizofrenia, bem como o

reposicionamento de medicamentos como o Elamipretide.
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