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RESUMO

A esquizofrenia é um disturbio psiquiatrico grave e incuravel, que afeta milhdes
de pessoas em todo o mundo, gera grandes despesas em saude e priva 0s pacientes
do bem-estar e funcionalidade. A hip6tese mais aceita para a origem dessa desordem
propde que alteragdes em varios genes de risco, interajam com estimulos ambientais,
impactando no neurodesenvolvimento e na funcao cerebral. O diagndstico é somente
clinico e o tratamento consiste em intervengdes psicossociais € no uso de
antipsicoticos, que possuem notaveis efeitos colaterais. A elucidagdo da fisiopatologia
do disturbio e o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes sdo os principais
desafios no contexto da esquizofrenia. Neste contexto, estudos protedmicos associam
o desenvolvimento e estabelecimento dessa desordem mental a disfungbes nos
sistemas neurotransmissores e nos oligodendrécitos, células mielinizantes do sistema
nervoso central (SNC). No presente projeto, cultivou-se uma linhagem celular de
oligodendrécitos humanos (células MO3.13) em associacao com fatores sollveis no
meio de cultura, visando estimular a maturacédo dessas células. Os oligodendrécitos
foram submetidos ao tratamento com: haloperidol (antipsicotico tipico), clozapina
(antipsicoético atipico) e clozapina + D-serina, com posterior caracterizacao de seus
proteomas, por protedmica shotgun. As proteinas comuns aos tratamentos estao
relacionadas a ubiquitinacdo, degradacao pelo proteassomo, metabolismo de lipidios,
e reparo de danos ao DNA. Os tratamentos com clozapina e haloperidol também
modularam proteinas envolvidas no citoesqueleto de actina e sinalizagcao por EIF2,
processos alterados na esquizofrenia. O tratamento com haloperidol modulou, dentre
outras, proteinas envolvidas na sintese de selenocisteina e a sinalizagdo por Rho-
GTPases. Ja o tratamento com clozapina modulou proteinas relacionadas a resposta
celular ao estresse, organizacao ou biogénese de componentes celulares, conjugacao
a ubiquitina e proteinas heat-shock. Ainda, a supra-regulagao da cistationina-p-sintase
(CBS), importante no metabolismo de homocisteina, pode estar envolvida na melhora
dos sintomas relacionada a administracdo de D-serina em conjunto com clozapina.
Nesse contexto, o presente estudo buscou contribuir para o entendimento dos
mecanismos bioquimicos moleculares envolvidos na acao dessas drogas utilizadas
no tratamento da esquizofrenia, através da integracdo das vias bioquimicas, bem
como para a identificacdo de moléculas-chave envolvidas na acdo desses

medicamentos nos oligodendrécitos.



ABSTRACT

Schizophrenia is a serious and incurable psychiatric illness that affects millions
of people around the world, generates large expenditures on health and deprives
patients of well-being and functionality. The most accepted hypothesis for the origin of
this debilitating condition proposes that changes in several risk genes interact with
environmental stimuli, affecting brain development and function. The diagnosis is only
clinical, and treatment is based on psychosocial interventions and on the use of
antipsychotics, which have detrimental side effects. The elucidation of the
pathophysiology of the disorder and the development of more effective treatments are
the main challenges in the context of schizophrenia. Consequently, proteomic studies
have associated the development and establishment of this mental disorder with
dysfunctions in neurotransmitter systems and oligodendrocytes, the cells responsible
for myelination in the CNS. In this project, we cultivated a cell line of human
oligodendrocytes (MO3.13 cells) in a culture medium with soluble factors, which
stimulate the maturation of these cells. The oligodendrocytes were treated with
haloperidol (typical antipsychotic), clozapine (atypical antipsychotic), and clozapine +
D-serine, with posterior characterization of their proteomes by shotgun proteomics.
Proteins common to haloperidol, clozapine and clozapine + D-serine treatments are
related to ubiquitination, proteasome degradation, lipid metabolism, and repair of DNA
damage. Clozapine and haloperidol also modulated proteins involved in the actin
cytoskeleton and EIF2 signaling. Haloperidol treatment modulated, among others,
proteins involved in the synthesis of selenocysteine and Rho-GTPase signaling.
Moreover, clozapine treatment modulated proteins related to cellular response to
stress, organization or biogenesis of cellular components, conjugation to ubiquitin, and
heat-shock proteins. Furthermore, up-regulation of cystathionine-p-synthase (CBS),
an enzyme important in the metabolism of homocysteine, may be involved in the
improvement of symptoms related to the administration of D-serine with clozapine. In
this context, this study aims to contribute to the understanding of the molecular
mechanisms involved with the action of these drugs through the integration of
biochemical pathways, as well as the identification of key molecules involved with their
effects on the oligodendrocytes.
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Figure 1: a) Neubauer chamber grid. In this case, it is important to count the four big
squares, numbered from 1 to 4. b) Cells touching the left and upper limits should be
considered (red cells), while those touching the right and lower limits should not be

counted (blue cells).

Figure 2: MO3.13 cell culture. On the left, cells in the conventional culture medium
(DMEM, 10% FBS and 0.1% penicillin/streptomycin). On the right, cells after 15 days
in maturation medium: DMEM, 0.5% N2, 0.5% B27, 0.1% penicillin/streptomycin, 10
ng/mL of PDGFa and 30 ng/mL of T3.

Figura 5: Cultura de MO3.13 em processo de maturagéao (cultivo em DMEM, contendo
0.5% N2, 0.5% B27, 0.1% penicilina/ estreptomicina, 10 ng/mL de PDGFa e 30 ng/mL
de T3), nos dias 03, 06 e 09; em comparacao com controle (cultivo em DMEM, 10%
soro fetal bovino e 0.1% penicilina/ estreptomicina).

Figura 6: Células MO3.13 maturadas, marcadas com anticorpos anti-PLP (parte
superior) e anti-PDGFRa (parte inferior), além do controle sem anticorpo secundario.

Escala: 100um.

Figura 7: Células MO3.13 maturadas, marcadas com anticorpos anti-PLP (esquerda)
e anti-CNPase (direita). Escala: 200um.



CAPITULO 2

Figura 8: Diagrama de Venn do numero de proteinas diferencialmente reguladas em
MO3.13 maturadas tratadas com haloperidol, clozapina e clozapina com D-serina.

Figura 9: Proteinas diferencialmente reguladas comuns as MO3.13 maturadas
tratadas com haloperidol, clozapina e clozapina + D-serina. As interagdes entre elas
estao representadas por linhas conectando os nédulos. Quanto mais escura a linha,
maior o grau de confianca a respeito da interagao, calculado a partir de evidéncias
encontradas na literatura e bancos de dados.

Figura 10: Vias canfnicas moduladas pelos tratamentos com haloperidol e com
clozapina. As vias em tons de vermelho estdo previstamente supra-reguladas,

enquanto as em tons de azul previstamente infra-reguladas.

Figura 11: Processos bioldgicos nas quais as proteinas diferencialmente reguladas
pelo tratamento com haloperidol estdo envolvidas em MO3.13 maturadas (em

comparacao com o veiculo).

Figura 12: Processos biol6gicos nas quais as proteinas diferencialmente reguladas
pelo tratamento com clozapina estdo envolvidas em MO3.13 maturadas (em

comparagao com o veiculo).

Figura 13: Interactoma das proteinas diferencialmente reguladas pelo tratamento com
clozapina, em comparac¢ao com veiculo. As coloridas em azul escuro estdo envolvidas
na organizagcao ou biogénese de componentes celulares. As em amarelo participam
do guidance axonal. As em rosa no metabolismo de mRNA. As em vermelho no
metabolismo celular e as em azul claro na conjugacao a ubiquitina. As interacdes entre

elas estado representadas por linhas conectando os nédulos.

Figura 14: Interactoma das proteinas diferencialmente reguladas exclusivamente pelo
tratamento com clozapina. As coloridas em azul escuro estdo envolvidas no
metabolismo de mRNA. As em vermelho na organizacdo ou biogénese de

componentes celulares, e as em verde no metabolismo de proteinas celulares. As



interacdes entre elas estdo representadas por linhas conectando os nédulos. Quanto
mais escura a linha, maior o grau de confianga a respeito da interagéo, calculado a

partir de evidéncias encontradas na literatura e bancos de dados.

Figura 15: Processos bioldgicos nas quais as proteinas diferencialmente reguladas
pelo tratamento com clozapina + D-serina estdo envolvidas em MO3.13 maturadas

(em comparacao com o veiculo).

Figura 16: Interactoma das proteinas diferencialmente reguladas pelo tratamento com
clozapina + D-serina, em comparagdao como veiculo, em MO3.13 maturadas. As
coloridas em vermelho estdo associadas a organizacdo ou biogénese de
componentes celulares (especialmente organelas, como os ribossomos). As coloridas
em rosa participam de processos metabdlicos, tanto catabdlicos quanto anabdlicos.
As em azul ao metabolismo de compostos nitrogenados, e as em verde a organizacao
de organelas. As interacdes entre elas estao representadas por linhas conectando os
ndédulos. Quanto mais escura a linha, maior o grau de confianca a respeito da
interacdo, calculado a partir de evidéncias encontradas na literatura e bancos de

dados.

ANEXO: ARTIGO DE REVISAO

Figure 1. An overview of the components endocannabinoid system. Legend:
anandamide (AEA), 2-arachyidonoylglycerol (2-AG), fatty acid amide hidrolase
(FAAH), monoacylglycerol lipase (MAGL), N-acyl-phosphatidylethanolamine-
phospholipase (NAPE), diacylglycerol lipase alpha (DAGLa) and beta (DAGL), a,3-
Hydrolase-domain-containing protein 6 and 12 (ABHD6 and ABHD12), a,B-hydrolase
domain-containing protein 4 (ABHD4), N-acylethanolamine-hydrolyzing acid amidase
(NAAA), and type 1 (CB1) and 2 (CB2) cannabinoid receptors.

Figure 2. An overview of the endocannabinoid signaling. Endocannabinoids are
synthesized upon demand at postsynaptic neurons and act as retrograde. After this,
the endocannabinoids are removed rapidly from synapses by transporters at neuronal
membranes. On the post-synaptic side, 2-AG can be hydrolyzed into glycerol and AA



by the enzyme ABHDG6, embedded in the membrane. On the pre-synaptic side, 2-AG
can be broken down by MAGL, loosely associated with the plasma membrane, or by
ABHD12, a transmembrane protein. On the other hand, AEA is hydrolyzed by FAAH,
an integral membrane enzyme, located at intracellular membranes of postsynaptic

somata and dendrites.

Figure 3. In silico analysis of proteins of the endocannabinoid system and those
modulated by THC in normal rats and Nrg1-HET. A and B evidence the role of
NAPEPLD in the endocannabinoid system. C: THC-modulated proteins, suggesting
the pivotal role of PARKY.
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1. INTRODUCAO

1.1. A esquizofrenia

A esquizofrenia € uma desordem psiquiatrica cronica, severa e incapacitante
caracterizada por disturbios comportamentais e fungbes mentais anormais,
consistindo em um dos mais importantes problemas de saude publica a nivel global
(Owen et al., 2016). Geralmente se manifesta por volta dos 16 a 30 anos de idade,
persistindo, na maioria dos casos, por toda a vida do paciente (Mueser & McGurk,
2004). A esquizofrenia apresenta uma combinacdo heterogénea de sintomas,
categorizados como produtivos, negativos e cognitivos (Owen et al., 2016).

Os sintomas produtivos referem-se a alteracées de pensamentos, tais como
perda de contato com a realidade, alucinacbes (falsas percepcodes), delirios (falsas
crencas) e desordens de fala e comportamento. Por sua vez, os sintomas negativos
sdo caracterizados por isolamento social, estagnacéo afetiva, anedonia (perda da
capacidade de sentir prazer) e diminuicdo da iniciativa. Ja os sintomas cognitivos
correspondem a um amplo conjunto de disfungdes cognitivas, tais como alteragdes na
mem©aria e no planejamento e execugao de tarefas (Kahn et al., 2015; Owen et al.,
2016).

O inicio do disturbio, embora muitas vezes nao seja diagnosticado como tal, é
denominado fase prodrémica (antes da manifestacao do primeiro episédio psicético),
e consiste em um declinio cognitivo e de funcdes sociais (Kahn et al., 2015; Owen et
al., 2016). Geralmente comeca nos anos iniciais da adolescéncia e precede o
aparecimento dos sintomas psicéticos. Entretanto, os pacientes ndo séao
encaminhados para consultas até a manifestacdo de psicose no comeco da vida
adulta (Kahn et al., 2015).

O tratamento consiste na combinacdo de medicamentos antipsicéticos e
intervencdes psicossociais (Kahn et al.,, 2015; Owen et al., 2016). Apesar do
tratamento farmacologico ser a principal abordagem, a associacdo com o
acompanhamento psicossocial € importante na aderéncia ao tratamento, reabilitacdo
e suporte aos pacientes e seus familiares. Quando efetivo, os sintomas produtivos
tendem a remitir, apesar de alguns pacientes apresentarem sintomas psicéticos

residuais a longo prazo (Owen et al., 2016).
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Os individuos com esquizofrenia geralmente vivenciam debilidades graves em
multiplos dominios da vida cotidiana, incluindo a habilidade de manter relagdes
sociais, trabalhar e viver de forma independente (Owen et al., 2016). Essas
debilidades geralmente persistem, mesmo apds a remissao dos sintomas psicoticos.
Cerca de 2/3 das pessoas que desenvolvem o disturbio necessitam de assisténcia
publica a partir de sistemas de seguranca social governamentais dentro de poucos
anos apos o inicio, sendo que a maioria é incapaz de retornar ao trabalho ou a escola
e ter interagcbes sociais relativamente minimas. Dessa forma, além da angustia dos
pacientes e do sofrimento de suas familias, os custos para a sociedade sao
contabilizados em bilhdes de délares anuais (Andreasen, 2000; Owen et al., 2016).

Neste contexto, a elucidacao da fisiopatologia do disturbio e o desenvolvimento
de tratamentos mais eficazes sdo os principais desafios no contexto da esquizofrenia
(Owen et al., 2016), considerando sua natureza multifatorial.

1.2. As bases genéticas e o efeito do ambiente

A esquizofrenia aparentemente resulta de uma interagdo complexa entre
fatores genéticos e ambientais que influenciam no desenvolvimento cerebral precoce,
levando a um processamento anormal de informacdes pelo cérebro (Kahn et al., 2015;
Owen et al.,, 2016). Estudos genéticos utilizando gémeos, adocao e histéricos
familiares demonstraram que o risco para desenvolvimento da esquizofrenia é maior
nos individuos que possuem uma relagao biolégica com o disturbio. Nesse contexto,
quanto mais proximo o nivel da relagdo genética, maior a probabilidade do
desenvolvimento da esquizofrenia (Lewis & Lieberman, 2000; Walker et al., 2004).
Entretanto, apesar de contribuirem de forma substancial, os fatores genéticos ndo sao
0s unicos envolvidos na etiologia dessa desordem (Owen et al., 2016).

Com os estudos genOGmicos de larga escala, foram identificados potenciais
alelos de risco para o disturbio (Owen et al., 2016). Mutagdes raras, variagdes do
namero de copias (CNVs), polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) e indels
(insercdo ou supressao de bases no genoma) foram identificados em genes
relacionados a diversas proteinas sinapticas (Hall et al., 2015), por exemplo. Além
disso, também foram encontradas variacées genéticas relacionadas a receptores de
glutamato (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium,
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2014) e de dopamina do tipo D2 (DRD2), o principal alvo dos antipsicéticos (Owen et
al., 2016).

Dentre as diversas hipoteses, a do neurodesenvolvimento (Fatemi & Folsom,
2009) supde que a predisposicao genética, associada a injurias no inicio do
desenvolvimento cerebral, resulta em uma conectividade defeituosa entre uma série
de regides do cérebro, como mesencéfalo, tdlamo e cortex pré-frontal (Lewis &
Lieberman, 2000; Kahn et al., 2015). Neste contexto, complica¢des na vida fetal e no
nascimento, tais como, infecgdes no periodo pré-natal (Brown, 2012; Khandaker et al.,
2013), estresse materno (Khashan et al., 2008), deficiéncias nutricionais (Brown,
2012; McGrath et al., 2010), crescimento anormal e complicacdes obstétricas (Brown,
2011; Cannon et al., 2003), podem contribuir para a patofisiologia, e aumentar o risco
de desenvolvimento de esquizofrenia (Schmitt et al., 2014; Kahn et al., 2015; Owen et
al., 2016). Além disso, adversidades na infancia, como abuso fisico e sexual, maus-
tratos e bullying, também estdo associados ao aumento do risco de desenvolvimento
do disturbio, assim como o uso persistente de drogas como anfetamina,
metanfetamina, cocaina e drogas derivadas de catinonas (Kahn et al., 2015).

Muitos dos genes associados a esquizofrenia sdo expressos preferencialmente
durante o desenvolvimento fetal, reforcando a hip6tese de que o disturbio se origina
no comeco da vida. Entretanto, ainda nao é claro por que a esquizofrenia se manifesta
como dificuldades sociais e cognitivas nas primeiras duas décadas de vida e emerge
como uma sindrome psicoética profunda no comeco da vida adulta. Os fatores de risco
mencionados anteriormente afetam a conectividade neural e 0 desenvolvimento do
cérebro. Desta maneira, esse circuito neural anormal é suscetivel a disfun¢do, quando
descoberto pelos processos de desenvolvimento e eventos oriundos da adolescéncia
(como a mielinizagdo, a poda sinaptica e os efeitos hormonais da puberdade no
sistema nervoso central) (Lewis & Lieberman, 2000). Sendo assim, acredita-se que
alteragbes no panorama bioldgico cortical nessa fase da vida, incluindo mudancgas
consideraveis na organizagdo das sinapses, podem ser um fator importante que
interage com as disposicdes do comeco do desenvolvimento (Kahn et al., 2015). A
exposicao a fatores de estresse na faixa etaria de desenvolvimento do disturbio
também pode contribuir para o processo (Lewis & Lieberman, 2000).

Ainda, estudos post-mortem de pacientes evidenciaram alteragdes nos
sistemas de neurotransmissores dopaminérgicos, glutamatérgicos, de GABA (y- &cido

aminobutirico), dentre outros. O desenvolvimento e manutencao da funcao sinaptica
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normal depende de diversas vias, que sao afetadas por fatores ambientais ao longo
do desenvolvimento cerebral. Cascatas de sinalizacdo associadas ao estresse,
especialmente aquelas envolvendo processos inflamatérios e estresse oxidativo,
modulam o desenvolvimento e manuteng¢do da conectividade singptica. Por exemplo,
a microglia, que modula a inflamagédo cerebral, estd envolvida na manutengéo e
deterioracdo de sinapses, especialmente na poda sinaptica durante a adolescéncia (Ji
et al., 2013; Paolicelli et al., 2011; Schafer et al., 2012). Neste contexto, diversos
fatores devem ser considerados no estudo da patofisiologia e etiologia da
esquizofrenia.

Outros fatores que podem contribuir para a disfuncéo cerebral na esquizofrenia
incluem a biologia anormal dos oligodendrécitos, a resposta inflamatoria e alteracbes
na expressao de genes associados a fungao sinaptica geral (Kahn et al., 2015). Ja
entre as alteracdes cerebrais estdo a reducao do volume das substancias branca e
cinzenta e do volume total do cérebro, o aumento do volume ventricular, e alteracao
na ativacao das estruturas corticais e subcorticais. Além da altera¢do na conectividade
de regibdes cerebrais, e anormalidades nas regides chave relacionadas a socialidade
(como cortex pré-frontal, juncdo temporoparietal e amigdala). Estas podem estar
relacionadas a déficits na cognicdo social caracteristicos da esquizofrenia (Kahn et
al., 2015).

1.3. Hipdteses glutamatérgica e dopaminérgica

Diversas evidéncias sugerem que alteracbes nos sistemas de
neurotransmissores estao envolvidas em processos neuropatoldgicos relacionados a
manifestagdo dos sintomas da esquizofrenia. Dentre estes, o0s sistemas
dopaminérgicos e glutamatérgicos sdo os mais estudados, com evidéncias
envolvendo também os sistemas gabaérgico, serotoninérgico, colinérgico (Laruelle et
al., 2003) e endocanabindide (Ksir & Hart, 2016).

A primeira proposicao da teoria dopaminérgica da esquizofrenia propde que 0s
sintomas produtivos sdo gerados por uma hiperatividade na via mesolimbica
(Carlsson & Lindqvist, 1963). Essa hipbétese baseou-se em associacdes entre as
doses clinicas de antipsicéticos e sua capacidade de bloqueio dos receptores D2 de
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dopamina, assim como nos efeitos psicogénicos de drogas estimulantes de dopamina
(Laruelle et al., 2003). Posteriormente, estudos farmacoldgicos e de imagem também
associaram a disfungao na neurotransmissao dopaminérgica a génese de sintomas
psicoticos (Howes & Murray, 2014, Laruelle et al., 2003). Ainda, déficits na
estimulacao do receptor D1 no cértex pré-frontal parecem contribuir para os déficits
cognitivos observados nos pacientes com o disturbio (Laruelle et al., 2003).

Além de evidéncias envolvendo a transmissao dopaminérgica, diversos
estudos clinicos, farmacolégicos e de imagem sugerem que anormalidades na
neurotransmissao glutamatérgica podem ser a base de alguns dos fenédmenos
psicopatoldgicos observados na esquizofrenia, especialmente na disfungéao cognitiva
(Barch & Ceaser, 2012; Kantrowitz & Javitt, 2010; Moghaddam & Javitt, 2012). O
glutamato é o aminoacido mais abundante do cérebro e possui um papel fundamental
como um importante neurotransmissor excitatério (Hashimoto et al., 2013).

Neste contexto, o receptor ionotrdépico de glutamato N-metil-D-aspartato
(NMDA), envolvido na transmissao glutamatérgica, € uma peca chave na plasticidade
neural do sistema nervoso central (SNC) (Harrison & Weinberger, 2004). Diversas
moléculas enddgenas e exdgenas sao capazes de modular a atividade do receptor de
NMDA, se ligando a diferentes sitios do receptor, aumentando ou diminuindo sua
atividade. Os efeitos da ativacao deste incluem, dentre outros, 0 aumento na produgéo
e liberacao de BDNF via sinalizacdo por mTOR. O aumento de BDNF, por sua vez,
pode potencializar a neuroplasticidade, levando a uma maior conectividade e
eficiéncia da rede neural, sendo importante na fungdo cognitiva (Peyrovian et al.,
2019).

Por mais de duas décadas, a fenilciclidina (PCP), a ketamina e outros
antagonistas dos receptores de NMDA foram utilizados para induzir sintomas
negativos, produtivos e cognitivos similares aos observados na esquizofrenia (Hu et
al., 2014). Em primatas ndo humanos e roedores, por exemplo, 0s antagonistas do
receptor de NMDA induziram fenétipos associados ao disturbio, tais como prejuizos
cognitivos, sociais e sensorio-motores e hiperlocomocgao (Lipska & Weinberger, 2000).
Nesse contexto, 0 uso de antagonistas do receptor de NMDA fornece um bom modelo
para estudo da esquizofrenia, uma vez que os mesmos ndo somente agravam 0s
sintomas, como também induzem quadros analogos aos sintomas da esquizofrenia
(Hashimoto et al., 2013; Paz et al., 2008).
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Uma das hip6teses € que esta disfungcédo glutamatérgica se relaciona com a
disfuncao de interneurénios parvalbumina-positivos no hipocampo e cortex cerebral.
Esse neur6nios sdo sensiveis a alteragdes nos receptores ionotrépicos de glutamato
do tipo NMDA. Disfun¢des nesta populacao celular podem contribuir para os déficits
cognitivos na esquizofrenia (Uhlhaas & Singer, 2010). Ainda, os interneurénios
parvalbumina-positivos fast-spiking sdo consideravelmente sensiveis ao estresse
oxidativo (Behrens et al., 2007; Do et al., 2009), que, por sua vez, contribui para
déficits de mielinizacdo (Cabungcal et al., 2014; Sawa & Seidman, 2014). Tal cenario
pode contribuir para a desconectividade neural associada ao disturbio.

As interacbes entre os sistemas de neurotransmissao glutamatérgica e
dopaminérgica podem ser relevantes na patofisiologia e tratamento da esquizofrenia.
Déficits na transmissao glutamatérgica podem levar a alteragbes na transmisséo
dopaminérgica, que por sua vez, exacerbam a disfuncao glutamatérgica (Laruelle et
al., 2003). A administragcao a longo prazo de antagonistas NMDA em estudos com
animais demonstrou que a disfungcdo da transmisséo via receptores NMDA induz
alteracées na transmissdo mediada por dopamina. Essas alteragbes, tais como
reducdo na atividade mesocortical e excesso de atividade subcortical, sao
consistentes com as alteragdes propostas pela hipétese do desbalanco de dopamina
na esquizofrenia (Jentsch & Roth, 1999). Ainda, o déficit cortical de dopamina e a
hiperatividade subcortical podem estar relacionados a alteragdes persistentes na
conexao sinaptica, provavelmente envolvendo o cortex pré-frontal (Laruelle et al.,
2003).

A ativacdo dos receptores de dopamina inibe a liberacdo de glutamato
dependente de calcio nos terminais cortico-estriados (Kim et al., 1980). Sendo assim,
com o bloqueio dos receptores D2 de dopamina pela acdo dos antipsicoticos, os niveis
de glutamato tendem a subir. Dessa forma, esses medicamentos restauram a
transmissédo glutamatérgica no estriado, a habilidade do estriado de receber e
processar informacdes corticais, e a plasticidade de processos cognitivos
relacionados a experiéncias (Laruelle et al., 2003).

Em suma, ainda ha muito o que ser investigado sobre a neurobiologia da
esquizofrenia. Evidéncias consistentes relacionam a disfuncdo na neurotransmissao
dopaminérgica com a génese de sintomas psicéticos. Outras associam anormalidades
na sinalizacao por glutamato aos sintomas negativos e cognitivos (Owen et al., 2016).
Neste contexto, a relacdo entre anormalidades na sinalizacdo por dopamina e a
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disfungéo glutamatérgica pode fornecer indicios de como a psicose e os déficits
cognitivos se manifestam na esquizofrenia, e em outras desordens psiquiatricas
associadas (Owen et al., 2016). Além das disfuncdes associadas aos sistemas de
neurotransmisséo e células neuronais, diversos estudos buscam compreender o papel

das células gliais, tais como astrécitos e oligodendrécitos, na esquizofrenia.

1.4. O papel dos oligodendrdcitos e da mielina

Os oligodendrocitos sao as células responsaveis pela mielinizagcdo do SNC,
envolvendo os axdnios em camadas especializadas de membrana celular para formar
a bainha de mielina. Esta, promove isolamento elétrico para aumentar a velocidade
de conduc¢ao axonal, e consequentemente, a velocidade de processamento neural (Xu
et al., 2016). A mielina compactada prové uma alta resisténcia elétrica e uma baixa
capacitancia, fatores essenciais para a propagacao de impulsos nervosos saltatérios.
E constituida principalmente por lipidios (70-80% do peso seco) e por pequenas
porcdes de proteinas, nas quais a proteina basica de mielina (MBP) e a proteina
proteolipidica (PPL) sdo as mais abundantes (Xu et al., 2016).

A linhagem de oligodendrocitos € composta por uma série de células em
desenvolvimento, que maturam progressivamente em células pds-mitdticas
mielinizantes a partir de células progenitoras (OPCs). Os pré-oligodendrdcitos e os
oligodendrdcitos imaturos e maduros sao caracterizados por alteracdes morfolégicas
e expressdo sequencial de  marcadores  estagio-especificos  (como
receptor tipo alfa para fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFaR),
antigeno neuro- glial 2 (NG2), marcador de oligodendrécito 4 (O4), PLP e MBP). Esse
processo € regulado por moléculas extrinsecas, como fatores de crescimento (PDGF,
fator de crescimento de fibroblasto basico (bFGF) e neurotrofina-3), citocinas,
hormonios, e alguns dos neurotransmissores classicos (Niu et al., 2010). A enzima
2',3'-nucleotidio ciclico 3'-fosfodiesterase (CNP), por exemplo, é expressa de forma
especifica pelos oligodendrdcitos e tem sido utilizada como um marcador de células
mielinizantes (Fang et al., 2013).

A desconectividade neural, assim como outras alteracées da substancia branca
na esquizofrenia, parecem estar relacionados a oligodendrdcitos anormais.

Y

Descobertas relacionadas a neuropatologia da substdncia branca incluem a
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diminuicdo da densidade de oligodendrécitos, alteragdes na distribuicao espacial dos
mesmos e variacdes na morfologia dessas células (Bernstein et al., 2014). Vale
ressaltar, que os oligodendrécitos expressam 0s genes que codificam as proteinas
estruturais da mielina de forma especifica e regulada (Buntinx et al., 2003). Nesse
contexto, analises de expressdo génica sugerem uma desregulagdo de genes
relacionados aos oligodendrécitos/mielina em pacientes com esquizofrenia. Ainda,
estudos neuropatol6gicos e de neuro-imagem também encontraram anormalidades e
degeneracgao relacionadas aos oligodendrécitos, em especial nos lobos frontal e
temporal e no corpo caloso em pacientes com esquizofrenia (Zhang et al., 2012).

Nos Uultimos quinze anos, diversos estudos descreveram alteracdes
significativas na composicédo da mielina, associadas a esquizofrenia. Algumas delas
aparentam ser régio especificas, enquanto outras parecem ser mais generalizadas
(Bernstein et al., 2014). Tais anormalidades podem ser centrais para o entendimento
dos prejuizos cognitivos na desordem em questao (Bernstein et al., 2014). Estudos
também demostram uma reducao na densidade de oligodendrécitos na substéancia
cinzenta do cértex pré-frontal, nucleo talamico anterior e da quarta regido do corno de
ammon do hipocampo em pacientes com esquizofrenia (Hof et al., 2003; Uranova et
al., 2004; Byne et al., 2006; Vostrikov et al., 2007; Schmitt et al., 2009).

Adicionalmente, estudos post-mortem do proteoma de tecidos cerebrais de
pacientes identificaram alteragdes em proteinas associadas aos oligodendrécitos e ao
processo de mielinizagdo, tais como transferrina, 2'.3'- nucleotideo ciclico 3'-
fosfodiesterase (CNP), proteina basica de mielina (MBP), proteina proteolipidica de
mielina (PLP1), glicoproteina associada a mielina (MAG) e glicoproteina de mielina de
oligodendrdcito (MOG) (Cassoli et al., 2015). Nesse contexto, Cassoli et al. (2015),
estudou o proteoma de oligodendrécitos (células MO3.13) tratados com MK-801, um
antagonista do receptor de NMDA e clozapina (antipsicético de segunda geracao).
Foram verificadas alteragcdes em proteinas associadas a comunicacao celular e
sinalizacao, metabolismo energético, crescimento e manutencgao celular, metabolismo
de proteinas e regulacdo do metabolismo de acidos nucleicos (Cassoli et al., 2015).
Varias dessas proteinas também sao diferencialmente expressas no tecido cerebral
de pacientes com esquizofrenia (Nascimento and Martins-de-Souza, 2015). Ainda, o
tratamento com clozapina parece reverter algumas das alteragcdes protedmicas
causadas pelo tratamento com MK-801, sugerindo que tais proteinas podem estar
associadas a resposta medicamentosa (Cassoli et al., 2015).
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Vale ressaltar que estudos recentes sugerem que os oligodendrécitos sao alvo
dos antipsicéticos, o principal modo de manejo da esquizofrenia (Zhang et al., 2012;
Cassoli et al.,, 2015). Sendo assim, o estudo da agcédo dessas drogas sobre os
oligodendrodcitos pode contribuir para o aprimoramento do tratamento e o

desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas no contexto da esquizofrenia.

1.5. O emprego dos antipsicéticos

Atualmente, o diagnostico da esquizofrenia é baseado em entrevistas
realizadas entre médico e paciente, envolvendo a comunicacdo dos sintomas
subjetivos e relato da histéria do paciente. A categorizacdo deste é realizada
utilizando-se o Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5) ou
através da Classificacdo Estatistica Internacional de Doencas e Problemas
Relacionados a Saude (Guest et al., 2015; Owen et al., 2016). Os critérios adotados
na caracterizacao levam em consideragcdao os sintomas produtivos, negativos e
cognitivos caracteristicos, a duracdo e efeito dos mesmos em funcbes sociais e
ocupacionais. Além de sua potencial contribui¢cdo para outras condigdes psiquiatricas,
distarbios de humor e problemas com abuso de drogas (Kahn et al., 2015). Sendo
assim, o tratamento da esquizofrenia deve abordar sua multifatorialidade por meio da
integracdo de drogas e tratamentos psicossociais para lidar com uma pessoa
cronicamente desabilitada (Kahn et al., 2015; Owen et al., 2016).

O tratamento medicamentoso da esquizofrenia tem como objetivo reduzir a
frequéncia e a gravidade da exacerbacado psicotica, melhorar os sintomas gerais e
proporcionar uma melhor qualidade de vida para o paciente. Os antipsicoticos sao
divididos em duas categorias: os medicamentos tipicos (primeira geragao), e 0s
atipicos (segunda geracdo) (Owen et al., 2016). Uma propriedade farmacoldgica
comum entre essas duas categorias de antipsicéticos é que ambos bloqueiam o
receptor de dopamina D2 (Owen et al., 2016). Os antipsicoticos de primeira geragao
sdo efetivos em reduzir os sintomas produtivos. No entanto, sdo minimamente
eficazes para os sintomas negativos e cognitivos, sendo o haloperidol um exemplo de
droga tipica. Ademais, possuem uma eficAcia menor quando comparados aos
antipsicéticos de segunda geragao, e estao frequentemente associados a recidivas e
menor qualidade de vida dos pacientes (Leucht et al., 2009).
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O haloperidol € um antipsicético de primeira geracao comumente utilizado no
tratamento da esquizofrenia. Atua de forma eficaz contra os sintomas produtivos
(como psicoses, alucinagdes, pensamentos desordenados), provavelmente devido ao
bloqueio efetivo dos receptores dopaminérgicos (incluindo receptores D2 e D3), no
mesocortex e no sistema limbico. Entretanto, apresenta um baixo efeito terapéutico
sobre sintomas negativos e déficits cognitivos em pacientes com esquizofrenia, como
apatia, incoeréncia, isolamento social, redugdo da atengdo, memdria, execugcao e
capacidade de processamento de informagdes (Niu et al. 2010).

Os antipsicéticos de segunda geracao, por sua vez, sdo mais eficazes na
diminuicdo dos sintomas negativos, estando associados a menor ocorréncia de
desordens de movimento (Owen et al., 2016). Porém também apresentam efeitos
colaterais, tais como aumento de peso e sedacao (Tandon, 2011; Leucht et al., 2009),
e maior risco de cardiometabdlico, quando comparados aos antipsicéticos de primeira
geragao (Owen et al., 2016). Além de se ligarem a receptores D2, os medicamentos
atipicos também afetam receptores de outros neurotransmissores, como receptores
de serotonina do tipo 5SHT2A no caso da clozapina (Meltzer, 1982).

A clozapina constitui um antipsicético de segunda geracdo que apresenta
eficacia superior quando comparado a outros agentes antipsicéticos, tanto tipicos
quanto atipicos. Seu uso esta associado a reducao de sintomas negativos e do risco
de suicidio (Srisurapanont et al., 2015). Além disso, esse medicamento apresenta uma
menor propensdo para causar desordens de movimento. Entretanto, o uso dessa
droga também pode desencadear efeitos colaterais como convulsées, agranulocitose
(diminuicao ou desaparecimento dos leucécitos polimorfonucleares), ganho de peso,
dislipidemia (presenca de niveis elevados ou anormais de lipidios e/ou lipoproteinas
no sangue) e necessidade de monitoramento constante de leucécitos (Rajkumar et
al., 2011).

Apesar de efetivos no tratamento de sintomas positivos, os antipsicéticos
apresentam uma eficacia limitada no tratamento de sintomas negativos e déficits
cognitivos. Sendo assim, € necessario estudar e avaliar abordagens alternativas de
tratamento (Insel, 2010; Javitt, 2015a). Neste contexto, a associacdo de co-agonistas
do receptor NMDA (tais como a D-serina), ao tratamento convencional com
antipsicéticos busca potencializar a reducdo dos sintomas, melhorando assim a
qualidade de vida dos pacientes.
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1.6 O papel da D-serina

A disfuncdo associada a NMDAr é uma das principais hipéteses para explicar
a fisiopatologia da esquizofrenia, sendo a ativagcao dos canais de calcio deste receptor
dependente da ligagdo do glutamato e co-agonistas. A D-serina € um co-agonista
enddégeno do NMDAr que apresenta um papel modulatorio importante, ao se ligar aos
sitios de glicina do receptor em questao (subunidades NR1/NR2) (Cho et al., 2016). A
D-serina derivada de astrécitos € importante na plasticidade sinaptica do hipocampo
(Cho et al., 2016), desempenhando também um papel chave na migracao neuronal
no cerebelo (Horn et al.,, 2013) e na fungdo cognitiva, através de processos
dependentes do receptor de NMDA (Nagai et al.,, 2012). Encontra-se distribuida
principalmente no cértex pré-frontal e no hipocampo, regides geralmente associadas
a desordens psiquiatricas (Cho et al., 2016). A diminuicado da disponibilidade deste
aminoacido resulta em uma hipofungéo do receptor de NMDA, ja que a mesma atua
como um co-agonista desse receptor (Cho et al., 2016).

E sintetizada pela serina racemase (SR) a partir de L-serina (Hashimoto et al.,
2013; Schell, 2004; Wolosker et al., 1999), e degradada pela D-aminoacido oxidase
(DAAQO) (Miyoshi et al., 2011; Schell et al., 1995; Horiike et al., 1994). A L-serina é
sintetizada a partir do 3-fosfoglicerato, um metabdlito da gliclise, através de 3 etapas
enzimaticas catalisadas pela 3-fosfoglicerato desidrogenase (PHGDH), fosfoserina
aminotransferase 1 (PSAT1) e fosfoserina fosfatase (PSP) (De Koning & Klomp,
2004). Os astrdcitos sintetizam L-serina, e esta é posteriormente transportada para os
neurdnios para ser convertida em D-serina pela serina racemase (SR), uma enzima
dependente de piridoxal-5"-fosfato (Nitoker & Major, 2014), em um processo
conhecido como shuttle de serina (Wolosker et al., 2016). A SR e a D-serina se
concentram nas densidades poés-sindpticas em neurbnios glutamatérgicos e
gabaérgicos que expressam SR (Li et al., 2013), onde a D-serina se liga aos sitios
moduladores de glicina em receptores sinapticos de NMDA, os preparando para
responder ao glutamato. D-serina é entdo transportada para os astrécitos, onde é
catabolizada pela D-aminoacido oxidase (DAAQ) (Miyoshi et al., 2011).

Diversos estudos demonstraram niveis reduzidos de D-serina no soro
(Hashimoto et al., 2003; Yamada et al., 2005; Calcia et al., 2012; El-Tallawy et al.,
2017; Panizzutti et al.,, 2018) e liquido cérebro-espinhal (Bendikov et al.,
2007; Hashimoto et al., 2005) de pacientes com esquizofrenia, em comparagdo com
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os controles. Vale ressaltar que a D-serina presente no sangue pode ser originada no
cérebro, e que niveis reduzidos de D-serina no soro podem ser reflexo de uma
diminuigédo da atividade da SR no cérebro de pacientes com esquizofrenia (Yamada
et al.,, 2005). Em contrapartida, outros estudos nao encontraram diferengas
significativas nesse sentido (Hons et al., 2008; Ohnuma et al., 2008; Ohnuma & Arai,
2011; Brouwer et al, 2013; Ozeki et al., 2016). Além disso, foi demonstrado um
aumento na expressao da D-aminoacido oxidase (DAAQ) no cérebro post-mortem de
individuos com esquizofrenia (Verrall et al, 2007; Madeira et al., 2008; Burnet et al.,
2008), e niveis significativamente aumentados de DAAO no soro de pacientes (El-
Tallawy et al., 2017).

Neste contexto, niveis reduzidos de SR e/ou elevados niveis de DAAO em
pacientes com esquizofrenia (Calcia et al., 2012; Bendikov et al., 2007), podem levar
a niveis reduzidos de D-serina, um importante co-agonista de NMDAr. Acredita-se que
a disfuncao na atividade deste receptor, por sua vez, esteja envolvida na fisiopatologia
do distarbio (Cho et al., 2016; Coyle, 2006). Dessa forma, a redugéo dos niveis de D-
serina pode contribuir para a hipofuncdo de NMDAr e prejudicar a plasticidade cortical
em individuos com esquizofrenia (Kantrowitz et al., 2016), contribuindo para o
agravamento dos sintomas clinicos (Cho et al., 2016). Sendo assim, estratégias de
tratamento baseadas na normalizacdo do metabolismo de D-serina podem ser
importantes no contexto do disturbio (El-Tallawy et al., 2017).

Dessa forma, a D-serina vem sendo testada como um agente terapéutico
potencial para a esquizofrenia. A administracdo de D-serina como uma terapia
adjunta, combinada a antipsicéticos atipicos, levou a melhoras em testes que avaliam
sintomas negativos e cognitivos (Heresco-Levy et al.,, 2005; Tsai et al., 1998b;
Kantrowitz et al., 2018), demonstrando ser benéfica no alivio de diversos sintomas
associados a esquizofrenia (Lane et al., 2010). Ainda, foi sugerido que administracao
de D-serina pode ajudar na prevencao de sintomas negativos, quando administrada
na fase prodrémica (Kantrowitz et al., 2015b).

1.7. ProteOmica

Visto que a esquizofrenia € um distarbio multifatorial, o estudo desta requer
métodos que permitam investigar e elucidar os mecanismos moleculares envolvidos
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em sua patologia (Guest et al., 2015). Na ultima década foram realizadas diversas
andlises de tecidos cerebrais post mortem de pacientes com esquizofrenia, utilizando
técnicas como eletroforese bidimensional (2D) e espectrometria de massas shotgun.
Tais estudos resultaram na identificacdo de alteragdes de proteinas envolvidas no
metabolismo energético, associadas ao estresse oxidativo, estrutura neuronal e
transporte, trafego celular e transducéao de sinal. As alteracdes encontradas, ao serem
analisadas em conjunto, sugerem um efeito na perda de mielinizagdo e fungéo
sinaptica, levando a disfuncdo de areas cerebrais especificas e uma comunicagao
perturbada entre regides cerebrais distais (Nascimento & Martins-de-Souza, 2015).
Nesse contexto, as técnicas de protebmica podem complementar os estudos
genéticos e vém sendo utilizadas na identificacdo de biomarcadores e vias
relacionadas a esquizofrenia, propiciando perspectivas sobre a fisiopatologia do
distarbio. Através de andlises protedmicas por espectrometria de massas, é possivel
investigar, de maneira quantitativa, a expressao global de proteinas ou grupos de
proteinas (e suas modificacdes pds-traducionais), em um dado momento e local, visto
que esses grupos podem mudar para cada tipo de célula e situacéo fisioldgica (Domon
& Gallien, 2015; Altelaar et al., 2012). Ademais, constitui uma técnica de alto
rendimento que pode detectar expressdes de proteinas pouco abundantes,
fornecendo um perfil preciso e funcional do estado fisiolégico atual, reflexo da
complexa interacao do gene com o ambiente. A importancia dessas interagdes tem
aumentado na pesquisa da esquizofrenia e outras desordens neurologicas

(Nascimento & Martins-de-Souza, 2015).

1.7.1. Espectrometria de massas

A andlise de peptideos por espectrometria de massas requer a ionizagcdo da
amostra de forma branda e eficiente, sendo necessaria uma fonte de ionizag&o.
Independente do estado inicial da amostra, esta é convertida ao estado gasoso para
que seja possivel analisa-la pelo espectrometro de massas. A ionizacao por
eletrospray (ESI) (Whitehouse et al., 1985; Fenn et al., 1989), por exemplo, ocorre por
repulsao eletrostatica, através da passagem do analito carregado em solugéo por um
capilar carregado, o que ira resultar em um spray aerossol, que na presenca de um
gas de nebulizacdo, ira dessolvatar a amostra (inicialmente em estado liquido),
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convertendo a mesma para o estado gasoso. Posteriormente, os ions gerados pela
fonte sdo atraidos para a regido de carga negativa resultante da voltagem aplicada,
sendo transportados para dentro do espectrémetro de massas. Para descricdo mais
detalhada do mecanismo de ESI, a revisao de Bruins (1998) pode ser consultada.

Apés a producao dos ions gasosos, 0s mesmos sao separados de acordo com
sua razd0 massa/carga (m/z), uma propriedade fisica dos ions medida pelos
analisadores de massa. Existem diversos tipos de analisadores, mas de forma geral,
todos utilizam energia elétrica estatica ou dindmica e campos magnéticos isolados ou
combinados para distinguir e separar os ions de acordo com seu comportamento,
determinado por sua m/z. As diferengas entre os tipos de analisadores estao
justamente na forma como esses campos sdo empregados na separagao dos ions.
Um espectrdmetro de massas, além da fonte de ionizagao, e do(s) analisador(es),
possui também um detector, responsavel por detectar e amplificar a informagéo do
analisador, gerando espectros de massas. Esse grande conjunto de dados é
analisado e processado por ferramentas computacionais especificas.

Os softwares de processamento de dados utilizam espectros tedricos,
produzidos a partir de bancos de dados de proteinas, para comparacao com os dados
experimentais, e consequente identificacdo dos peptideos. Nesse processo, sao
considerados os sitios de clivagem da enzima utilizada no processo de digestao das
proteinas. A enzima comumente utilizada é a tripsina, uma vez que a clivagem
catalisada por ela ocorre depois de residuos de lisina e arginina, garantindo pelo
menos um aminoacido com cadeia lateral basica, facilitando a ionizacdo da amostra.
Também sao considerados uma série de parametros de identificacdo, como reducéo
e alquilagéo de cisteinas, e modificagdes pos traducionais (Cravatt et al., 2007). Todos
esses parametros sao utilizados para fazer a digestao in silico das proteinas e gerar
espectros de massas teoricos. A partir da comparacao entre os espectros de massas
tedrico e experimentais, é possivel atribuir uma sequéncia peptidica para cada
espectro experimental e com base nessa sequéncia de peptideos, é possivel inferir a
sequéncia proteina, considerando seu tamanho e faixa de cobertura. Ao final, é
gerada uma lista de proteinas identificadas (e quantificadas dependendo da anélise),
gue serve como base para as analises de biologia de sistemas in-silico dos dados.
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1.7.1.1. Analisadores de massa

O quadrupolo é um analisador composto por quatro barras de metal paralelas,
nas quais sao aplicadas voltagens RF e DC, responséaveis pela geragcao de um campo
elétrico oscilatorio no centro dessas barras. Quando o feixe ibnico atravessa por entre
essas barras, o ajuste da voltagem no quadrupolo permite a selecéo de ions com m/z
de interesse, uma vez que os ions diferem na estabilidade de suas trajetorias, em
decorréncia de sua m/z. Os potenciais se alteram em pares ao longo da analise,
formando campos elétricos de polaridades inversas, com comportamento bem
definido, permitindo que os ions de interesse ndo colidam com nenhuma das barras.
Com a setagem de uma m/z especifica em um dado momento, é aplicada uma
voltagem especifica, permitindo que o ion descreva uma trajetéria estavel até chegar
ao detector. Neste caso, quando outros ions se chocam com as barras, sao
neutralizados e n&o atingem o detector do quadrupolo. A partir dessa configuragéo, é
possivel selecionar os ions que passarao para a proxima etapa e serao fragmentados,
caso o quadrupolo esteja atuando como um “filtro de massas”. Em suma, o quadrupolo
separa os ions de acordo com suas m/z, a partir da trajetéria em campos elétricos
oscilantes (Hoffman & Stroobant, 2007).

O analisador por tempo de véo (TOF — time of flight) (Stephens, 1946; Wiley &
Mclaren, 1955; Andrews et al., 2013) mede a m/z dos ions considerando o tempo de
travessia (v6o) dos mesmos por um tubo livre de potencial elétrico e sob vacuo. O
tempo de vbo esta relacionado a velocidade dos ions, que por sua vez, se relaciona a
sua m/z. Dados ions de m/z diferentes, com mesma energia cinética inicial, os ions
de menores m/z possuem maior velocidade, portanto menor tempo de v6o, chegando
mais rapido ao detector. Ao correlacionar o tempo de travessia com o tamanho do
tubo, é possivel inferira m/z.

Os espectrometros de massa podem possuir mais de um analisador,
possibilitando inUmeros tipos de experimentos. No caso de instrumentos do tipo Q-
TOF, os ions peptideos podem ser selecionados intactos no quadrupolo,
posteriormente, passam pela cAmara de colisdo, onde sédo fragmentados a partir da
colisdo com um gas inerte (dissociacao induzida por colisdo, CID), e os fragmentos,
por sua vez, sdo analisados pelo segundo analisador de massas, o TOF. E importante
ressaltar que nesse tipo de colisdo, CID, os peptideos sao fragmentados nas ligacoes
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peptidicas, formando os ions b e y. A partir da diferenca de massas entre os

fragmentos b e y consecutivos, € possivel obter a sequéncia dos peptideos.

1.7.1.2. Métodos de aquisicao de dados

Em equipamentos do tipo Q-TOF ¢é possivel fazer a aquisicao de dados para
protebmica de duas formas: i) aquisicdo dependente de dados (DDA), na qual o
quadrupolo é programado para selecionar os peptideos que sofrerdo fragmentacao a
partir do que é eluido pela cromatografia e adquirido no espectro de MS (ions
precursores) em tempo real. Ao selecionar os ions que serdo fragmentados, a
complexidade do espectro de MS/MS (dos ions fragmentos) € reduzida. Neste caso,
o primeiro analisador é fundamental na selegcdo de ions a partir de determinadas
caracteristicas dos ions intactos, como massa, intensidade e carga, por exemplo. O
espectro de MS/MS é, portanto, adquirido de forma sequencial, geralmente seguindo
a ordem de intensidade dos ions precursores. Para a geracao dos espectros de MS,
0 quadrupolo permite a passagem de todos os ions, sem selecédo. Ja nos ciclos de
aquisicao de MS/MS, o quadrupolo atua como um filtro de massa. Dessa forma, é feito
o espectro de MS/MS de um precursor por vez, a partir dos dados de MS. Para
identificacbes é um bom tipo de aquisicdo, mas para quantificacdo absoluta e relativa
apresenta desvantagens, uma vez que a fragmentacéo pode variar entre as replicatas,
caso a intensidade dos ions varie muito entre elas. Dessa forma, para quantificacao,
depende de uma reprodutibilidade superior entre as replicatas, o que néo € tao critico
para a aquisicdo independente de dados (DIA).

i) A aquisicao independente de dados (DIA), que por sua vez, ndo depende da
aquisicao de dados MS para fragmentar os ions precursores. Neste caso, o
quadrupolo atua como um guia de ions até a célula de colisdo, ndo ocorrendo selecao
de ions precursores para fragmentacao. Os ions sdo fragmentados simultaneamente
na camara de colisdo, gerando os espectros MS/MS de varios ions precursores
misturados (denominacdo MSe em equipamentos da Waters Co.). A energia de
colisdo é alterada de forma ciclica, sendo os espectros de MS/MS (MSe) gerados nos
ciclos de alta energia, e os espectros de MS nos ciclos de baixa energia (Levin et al.,
2011). Para separar o que € fragmento e o que é precursor, leva-se em conta o tempo
de retencao. Ha maior reprodutibilidade quando comparado com DDA, mas depende
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de uma cromatografia liquida eficiente e reprodutivel, para evitar co-eluicao e facilitar
a deconvolucao dos dados. Os espectros de MS/MS gerados por DIA sdo mais
complexos, com aumento no numero de peptideos fragmentados.

O método MSe corresponde ao método de DIA da Waters, e compara
intensidade dos peptideos a partir de mapas 3D para a amostra, levando em
consideracao a razdo m/z, o tempo de retencao e a intensidade relativa de cada pico.
Depende, como mencionado anteriormente, de um sistema cromatografico
reprodutivel, uma vez que o alinhamento do tempo de retengdo € a base para a
sobreposicao dos mapas.

O método de HDMSe (High Definition Mass Spectrometry), por sua vez, utiliza
também a mobilidade ibnica como critério de separagéo, separando melhor os sinais
mais complexos, antes ndo separados em decorréncia de co-eluigdo, permitindo uma
quantificacdo mais precisa. Isso é possivel, uma vez que peptideos de mesma massa
apresentam mobilidade i6nica diferente, em decorréncia de sua forma e propriedades
distintas. Neste contexto, ions de menor m/z, passam mais lentamente pela camara
de mobilidade idnica, na presenga de um gas de arraste. J& ions menores, atravessam
a camara mais rapidamente. Dessa forma, ocorre uma separacao fisica dentro do
espectrometro de massas, antes que os ions cheguem ao segundo analisador. Como
os ions ndao chegam simultaneamente, o poder de resolucao é maior. Vale ressaltar
que a mobilidade neste caso diz respeito aos ions precursores, e que 0 equipamento
necessita de uma cela de mobilidade i6nica para analises por HDMSe.

1.7.1.3 Synapt G2-Si

O Synapt G2-Si HDMS (Waters Corp, Milford, EUA) € um espectrémetro de
massas que apresenta fonte de ionizagdo do tipo ESI e dois analisadores: um
quadrupolo (Q) e um analisador TOF vertical, sendo caracterizado, portanto, como um
Q-TOF. Entre o ESI e o quadrupolo ha ainda uma Step Wave, que consiste de uma
camara capaz de separar moléculas carregas de moléculas nao carregadas,
aumentando a sensibilidade da analise. Nessa camara, os ions positivos (no caso de
uma analise no modo positivo) sdo atraidos para um orificio superior na cadmara, de

forma a seguir para as demais etapas da andlise, enquanto ions negativos e nao
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carregados continuam retos em suas trajetérias, ndo sendo transferidos para o
quadrupolo.

O Synapt G2-Si HDMS é um equipamento capaz de realizar tanto analise do
tipo DDA, quanto DIA. Além disso, apresenta uma cela de mobilidade ibnica de alta
eficiéncia (IMS), que confere mais uma dimensao para separacao dos ions. Assim
sendo, o drift time (tempo de mobilidade ibnica) também pode ser considerado,
permitindo anélises por HDMSe. A cela IMS (Tri Wave) é dividida em trés partes: a
trap, a cdmara de mobilidade e a transfer. Primeiramente os ions sao aprisionados na
trap e sado lancados em periodos regulares na camara de mobilidade. Esta, por sua
vez, os separa em funcao do drift-time, enquanto a transfer posteriormente conduz os

ions para o analisador TOF.

TRAP Camarade | TRANSFER || || Pusher | | Detector |

Step Wave Mobilidade
Fonte de Tri Wave
lonizagdo:
ESI

TOF

Figura 1: Esquema geral dos principais componentes do Synapt G2-Si HDMS, incluindo: a
fonte de ionizacdo (ESI); os analisadores de massa (quadrupolo e TOF); e a cela de
mobilidade i6nica (constituida pela trap, pela cAmara de mobilidade e pela transfer).
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2. JUSTIFICATIVA

A esquizofrenia € uma desordem psiquiatrica grave e atualmente incuravel, que
afeta milhdes de pessoas em todo o0 mundo, gera grandes despesas em saude e priva
0s pacientes do bem-estar e funcionalidade. A hip6tese mais aceita para a origem da
esquizofrenia propde que alteracdes em varios genes de risco, interajam com
estimulos ambientais, impactando no desenvolvimento e na fungéo cerebral. Diversas
metodologias, como as empregadas por transcriptomica, estudos de imagem e
protedmica, tém sido utilizadas visando compreender as bases moleculares do
disturbio. Estes estudos tém associado o desenvolvimento e estabelecimento dessa
desordem mental a disfungdes nos sistemas neurotransmissores € nos
oligodendrdcitos, responsaveis pela mielinizagdo no SNC.

Esse projeto buscou caracterizar os perfis bioquimicos, por analise de
proteoma, de oligodendrécitos humanos (células MO3.13) submetidos ao tratamento
com haloperidol (antipsicotico de primeira geragéo), clozapina (antipsicético de
segunda geracado) e ao co-tratamento de clozapina + D - serina. A partir disso,
identificamos as proteinas e as vias bioguimicas afetadas pelo uso desses
medicamentos e suas influéncias sobre as funcbes dos oligodendrécitos. Nesse
contexto, o presente estudo contribui para o entendimento dos mecanismos
bioquimicos moleculares envolvidos na acdo dessas drogas, através da integracao
das vias bioguimicas, bem como para a identificacdo de moléculas-chave envolvidas
na acao desses medicamentos nos oligodendrécitos. Isto é relevante, uma vez que a
compreensao dos mecanismos de acdo dos antipsicoticos disponiveis para o
tratamento da esquizofrenia é importante no desenvolvimento de tratamentos mais
seguros e efetivos (Joshi & Panicker, 2018), de forma a melhorar a qualidade de vida

dos pacientes.
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3. OBJETIVOS

O presente projeto teve como objetivo caracterizar bioquimicamente (via
analise de proteoma, por espectrometria de massas shotgun) a acado do haloperidol
(antipsicético de primeira geracao, da clozapina (antipsicético de segunda geracao),
e do co-tratamento de clozapina + D-serina (co-agonista endégeno do receptor
NMDAr) em uma linhagem celular de oligodendrécitos humanos (células MO3.13)
maturada. O estabelecimento de um protocolo de maturagéo dessas células também
foi um objetivo deste estudo. No decorrer do projeto, os seguintes objetivos

especificos foram perseguidos:

e (Cultivo da linhagem celular de oligodendrécitos humanos (OLs) MO3.13;

e Diferenciagdo/amadurecimento das células MO3.13 utilizando fatores de
crescimento especificos;

e Tratamento das células com haloperidol, clozapina e clozapina com D-serina;

e Analise do proteoma celular, por meio de nanocromatografia liquida, acoplada
a espectrometria de massas;

e Analise das proteinas diferencialmente expressas, através de biologia de

sistemas in silico;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Cultura celular, diferenciacao e tratamentos

A linhagem de oligodendrécitos humanos (MO3.13) foi cultivada em meio DMEM
(Sigma-Aldrich) contendo 0,5% penicilina / estreptomicina (Gibco) e 10% de soro fetal
bovino (Gibco), sendo 0 meio renovado a cada 2 dias, como descrito previamente
(lwata et al.,, 2013). Para maturagao, foi utilizado o meio DMEM (Sigma-Aldrich)
suplementado com 0,5% de N2 (Gibco), 0,5% de B27 (Gibco), PDGF-A (10 ng/mL)
(Thermo Fisher Scientific), 0,1% penicilina / estreptomicina (Gibco) e triiodotironina
(T3 - 30ng/mL) (Sigma-Aldrich), a 37°C em 5% COg2; sendo o meio renovado a cada 3

dias.

Para passagem das células, o meio de cultura foi removido com o auxilio de uma
bomba a vacuo, com posterior adicdo de uma solugéo estéril de 0.25% Tripsina -
EDTA para o desprendimento das células (2 mL para a garrafa de 25 cm?; 5 mL para
a garrafa de 75 cm?; 2 mL para a placa de 100 mm; 1 mL para a placa de 60 mm).
Foram realizados movimentos em forma de 8, com incubagao a 37°C por 3 minutos.
A solugéo de tripsina e células foi entdo coletada e adicionada a um tubo contendo
meio de cultura suplementado (na propor¢céo 1:3 em relagédo ao volume de tripsina
adicionado). Os tubos foram centrifugados a 1200 RPM por 5 minutos (FANEM
206BL), e o sobrenadante foi descartado, restando o pellet celular na base do tubo.
Por fim, as células foram ressuspendidas e adicionadas as placas de cultura, com
volumes estabelecidos a partir da contagem de células na Camara de Neubauer.

Os oligodendrécitos foram tratados em triplicata e coletados apds 8h de
tratamento como se segue: 50uM Clozapina (Cristélia); 50uM de Haloperidol
(Cristalia); 50uM de D-serina (Sigma); 50uM de solucdo de veiculo (0.01M HCI), 50uM
Clozapina + D — Serina. As células foram coletadas, com adicao de PBS 1X (Sigma-
Aldrich), e posterior raspagem superficial com um pequeno rodo plastico.
Posteriormente, foram adicionadas a um tubo falcon de 15 mL com meio de cultura e
centrifugadas a 1200 RPM por 5 min a 4°C (FANEM 206BL), com remocao do

sobrenadante e congelamento dos pellets celulares a -80°C.
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Os procedimentos de descongelamento, cultura, contagem, passagem,
maturagéo e coleta de células estao descritos em maiores detalhes no capitulo 1 desta

dissertagao.

4.2. Extracao e digestao do proteoma celular

Os precipitados celulares foram homogeneizados em 100uL de tampéao de lise
(contendo 6 M ureia (Sigma-Aldrich), 2 M tioureia (Synth), 10 Mm ditiotreitol (DTT) (GE
Health Care Life Sciences) e 0.1 mM pervanadato de sédio) e 10uL inibidor de
protease (Roche), vortexados e incubados por duas horas a 37°C. Apds a incubagao,
as amostras foram diluidas dez vezes com 20 mM TEAB (Sigma-Aldrich) (tampao de
bicarbonato de trietilaménio), pH 7.5 e sonicadas no gelo, em sonicador de ponta
(Ultrasonic Homogenizer 4710 Series, Cole-Parmer Instrument Co.). A alquilagdo e
digestdo do proteoma foi realizada de acordo com Melo-Braga et al., 2015.
Brevemente, as proteinas extraidas na etapa anterior foram alquiladas por incubacgéo
com 20 mM iodoacetamida (Amersham Biosciences), por 20 minutos ao abrigo da luz
em temperatura ambiente. Para a digestao foi utilizada tripsina (sequencing grade)
(Sigma-Aldrich / Promega) (1:50 enzima/substrato — 2% tripsina) overnight (12-16h) a
37°C. Apoés a incubagéo, foi adicionado acido formico (100%) (Sigma-Aldrich) para
parar a reagcdo (concentracao final 5%; incubacdo por 5 minutos a temperatura
ambiente). Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 45 minutos a 14000
RPM a 4°C (Eppendorf — Centrifuge 5430R) para remocao dos pellets lipidicos, sendo
0s sobrenadantes transferidos para tubos low-binding (Axygen).

4.3. Dessalinizacao e concentracao de peptideos em cartucho HLB/RP

Para o processo de dessalinizacdo das amostras de células, foi adicionado
acido trifluoroacético (TFA) 0.1 % (PerkinElmer) as mesmas, obtendo-se
aproximadamente 1mL de volume final, com ajuste de pH < 2. O cartucho HLB (Oasis
- Waters) foi ativado com 1 mL de metanol 100 % (Merck), seguido por 1 mL de
acetonitrila (ACN) 100 % (Merck), e equilibrado com 2 mL de TFA 0.1 % (PerkinElmer).
As amostras foram adicionadas lentamente ao cartucho HLB, sendo o volume de
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saida coletado e novamente adicionada ao mesmo cartucho. Em seguida, o HBL foi
lavado duas vezes com 2 mL de 0.1 % TFA (PerkinElmer) e os peptideos ligados
foram eluidos em tubos Eppendorf low-binding com 2 mL de 70 % ACN / 0.1 % TFA.
As amostras foram liofilizadas, e posteriormente reconstituidas em 20 mM formiato de
amdnio pH10. Uma aliquota foi utilizada para a determinacdo da concentracdo de
peptideos (DeNovix — DS11 Spectrophotometer). As amostras foram diluidas para

uma concentracao final de 1ug/uL de peptideo.

4.4. Analise por nanoLC-ESI MS/MS, busca e processamento de dados

As analises foram realizadas em um sistema nanoUPLC bidimensional Acquity
UPLC M-Class (Waters Corporation, Milford, MA), acoplado ao espectrometro Synapt
G2-Si (Waters Corporation, Milford, MA). As aquisicbes dos dados foram feitas de
modo multiplex dado-independente. Resumidamente, as amostras foram fracionadas
por fase reversa em duas dimensdes. Na primeira, os peptideos foram separados por
gradientes isocraticos descontinuos de acetonitrila e pH. Em seguida, cada grupo de
peptideos eluidos da etapa prévia foi submetido a uma nova cromatografia de fase
reversa usando gradiente linear de 7 a 40% de acetonitrila. Essa cromatografia foi
acoplada diretamente a fonte de ionizagao (por ESI) do espectrémetro de massas.

Os dados MS e MS/MS foram obtidos de maneira dado-independente utilizando
mobilidade i6nica, que € otimizada para cada conjunto de peptideos eluidos do sistema
cromatografico, segundo Distler et al., 2014. As amostras foram, portanto analisadas
utilizando o método de HDMSe, com 3 fracionamentos de 54 minutos (gradientes de
13,7%, 18,4% e 50% de acetonitrila).

Os espectros de MS e MS/MS foram processados usando algoritmos dedicados
em softwares de processamento e busca em bancos de dados. O ProteinLynx Global
SERVER (PLGS) (Waters) foi utilizado para identificacdées, enquanto o Progenesis Ql
for Proteomics (Waters) foi empregado para realizar as andlises qualitativas e
quantitativas por label-free. Nesse processo, foram considerados o0s seguintes
parametros: massa maxima de 600 KDa, pelo menos 2 fragmentos por peptideo, pelo
menos 5 fragmentos por proteina e pelo menos um peptideo por proteina, com FDR <
1%. Na lista final de proteinas, foram consideradas para analise in silico aquelas que
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apresentaram pelo menos um peptideo Unico. As proteinas com valor de p < 0.1 no
teste de Anova foram consideradas diferencialmente reguladas entre os grupos.

4.5. Anadlises de biologia de sistemas in silico

As proteinas diferencialmente expressas identificadas por shotgun foram
classificadas de acordo com os processos biolégicos envolvidos, e quanto a
localizagdo subcelular, utilizando bancos de dados de referéncia para proteinas
humanas. Para a compreensao da rede de proteinas alteradas, e sua relevancia para
a esquizofrenia, utilizou-se o IPA (ingenuity pathway analysis - QIAGEN
Bioinformatics) e softwares de andlise disponiveis online tais como Reactome, String
e Venny. Para tanto, considerou-se o acession das proteinas diferencialmente
reguladas, o p-valor do teste de anova (p < 0.1) e o log2 de FC (fold change),
considerando a razao entre tratamento e controle. Os dados foram agrupados em um
tabela Unica para carregamento no IPA (QIAGEN Bioinformatics), e analisados em
conjunto e individualmente para cada tratamento. Isto foi feito com o objetivo de
identificar vias bioquimicas e sistemas biologicos em que as proteinas
diferencialmente reguladas estdo envolvidas, assim como suas redes de interagdo. As

etapas experimentais descritas até aqui, estao representadas na figura 2.
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Figura 2: Etapas experimentais da cultura celular as andlises de biologia de sistemas in silico.

4.6. Imunocitoquimica

As células foram cultivadas em placas de 24 pogos, contendo laminulas de
vidro. Para fixagéo, utilizou-se 4% de paraformaldeido (PFA) (Sigma-Aldrich) em
solucdo de PBS 1X (Sigma-Aldrich) por 20 minutos a temperatura ambiente (250 pL
por poco). O PFA (Sigma-Aldrich) foi retirado, com posterior lavagem com PBS 1X
(Sigma-Aldrich), por 3 vezes.

Para a manipulagdo das amostras em camara umida, foram cortados
quadrantes de parafilm, sobre os quais as laminulas contendo as células foram
depositadas, com a face contendo as células voltada para cima. As laminulas foram
novamente lavadas com PBS 1X (Sigma-Aldrich), com posterior adicdo de glicina
(Sigma-Aldrich) 0,1M por 20 minutos a temperatura ambiente. Apds este periodo, esta
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solugéo foi retirada e as laminulas foram lavadas com PBS 1X (Sigma-Aldrich). Nas
laminulas a serem marcadas por CNPase (Abcam), as membranas celulares foram
permeabilizadas utilizando Triton X-100 0,2% (Sigma-Aldrich) em PBS 1X (Sigma-
Aldrich) por 2 minutos (Sigma-Aldrich), com posterior lavagem com PBS 1X (Sigma-
Aldrich). O bloqueio foi realizado com uma solucao de soro fetal bovino (SFB) 10%
(Gibco) em PBS 1X (Sigma-Aldrich), com incubacdo por 5 minutos a temperatura
ambiente.

Em seguida, as laminulas foram incubadas com os anticorpos primarios
(diluigao 1:400 em SFB 10% em PBS 1X) de PLP (Abcam), PDGFRa (Cell Signaling),
e CNPase (Abcam). Para incubacéo, aplicou-se uma gota de aproximadamente 37uL
sobre o parafilm e a laminula foi posta por cima, com o lado das células voltado para
baixo, com cuidado para evitar a formagéo de bolhas. A incubagédo com os anticorpos
primarios ocorreu overnight em geladeira, com posterior lavagem com PBS 1X
(Sigma-Aldrich). As laminulas foram entdo incubadas com os anticorpos secundarios
anti-mouse (Alexa Fluor™ 488 goat anti-mouse - Thermo Fisher Scientific) e anti-rabbit
(Alexa Fluor™ 488 goat anti-rabbit - Thermo Fisher Scientific) (1:400 em SFB 10% em
PBS 1X) e DAPI (Thermo Fisher Scientific), por 1 hora no escuro a 37°C, com posterior
lavagem com PBS 1X, por 3 vezes.

Tabela 01: Anticorpos primarios utilizados para imunocitoquimica.

Proteina Fabricante Cadigo Animal

CNPase Abcam Ab6319 | Mouse (monoclonal)
PLP Abcam Ab28486 Rabbit (policlonal)

PDGFaR Cell Signaling 31745 Rabbit

Para montagem das laminas, foi adicionada uma gota de meio de montagem
(Dako) nas laminas devidamente identificadas. As laminulas foram delicadamente
colocadas sobre o liquido de montagem com a face contendo as células voltada para
baixo, evitando ao maximo a formagdo de bolhas. As laminas foram secas a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz, com posterior leitura no Cytation 5 (BioTek).
As analises foram realizadas com auxilio do Image J (National Institutes of Health,
NIH).
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Abstract

Techniques such as the maturation and differentiation of cell lines and progenitor cells
are important for the improvement and development of representative and relevant in
vitro models. In this context, the following chapter proposes a maturation model of the
MOS3.13 cell line, aiming to contribute to a more robust and credible in vitro model of
human oligodendrocytes. This may prove to be an important tool in the study of
diseases related to dysfunctions in oligodendrocytes and demyelination, including
schizophrenia and multiple sclerosis.
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1. Introduction

Oligodendrocytes (OLs) are the myelinating cells of the central nervous system
(CNS), involving axons in specialized layers of cell membrane to form the myelin
sheath. This structure promotes electrical insulation of the axon to increase the
propagation speed of impulses, consequently enhancing neural processing (Xu et al.,
2016). The oligodendrocyte lineage consists of a series of developing cells that
gradually mature from oligodendrocyte progenitor cells (OPCs) into postmitotic
myelinating cells (Stangel & Hartung, 2002). In this process, the cells go through a
series of distinct phenotypic stages (including OPCs, pro-oligodendrocytes, immature
OLs, and mature OLs) which are characterized by morphological changes and
sequential expression of stage-specific markers, such as PDGFaR (platelet-derived
growth factor-a receptor), neuron-glial antigen 2 (NG2), O4, proteolipid protein (PLP),
and myelin basic protein (MBP), in response to differentiation signals (Stangel &
Hartung, 2002). It is important to point out that the development of the OL lineage is
guided by cell-extrinsic molecules, including cytokines, growth factors (bFGF, PDGF,
NT3), some classic neurotransmitters, and hormones (Niu et al., 2010).

MO3.13 cells have been developed as an immortalized hybrid cell line that
express phenotypic characteristics of primary oligodendrocytes, created by the fusion
of human oligodendrocytes with a 6-thioguanine resistant mutant from a human
rhabdomyosarcoma (cancer of skeletal muscle) by a lectin-enhanced polyethylene
glycol procedure (Tebu-bio Inonovative Lab Services & Reagents, 2018). These cells
present intracellular immunoreactivity to PLP and glial fibrillary acidic protein (GFAP),
and surface immunoreactivity for galactosyl cerebroside (GS). MO3.13 cells also
express the enzyme CNPase (2',3'-cyclic nucleotide 3'-phosphodiesterase) and
galactosylceramidase (GalC), markers of immature oligodendrocytes. Moreover, these
cells can also express the mature oligodendrocytes markers MBP and myelin
oligodendrocyte glycoprotein (MOG), under differentiation-inducing conditions (Tebu-
bio Inonovative Lab Services & Reagents, 2018).

It is important to emphasize that techniques such as the maturation and
differentiation of cell lines and progenitor cells are crucial to improve and develop in
vitro models that are both representative of the original cells and practical to the
scientific community. In this context, the following chapter proposes a maturation
model of the MO3.13 cell line, aiming to contribute to a more robust and credible model
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of human oligodendrocytes. This may be a valuable tool for the study of diseases

related to dysfunctions in oligodendrocytes or demyelination, for instance

schizophrenia (Miyata et al., 2015) and multiple sclerosis (Lubetzki & Stankoff, 2014)

2. Materials

. Culture medium: Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), 10% fetal bovine

serum (FBS), 0.1% penicillin/streptomycin (see Note 1).
Basal maturation medium: DMEM, 0.5% N2, 0.5% B27, 0.1%
penicillin/streptomycin.

3. Platelet-derived growth factor alpha (PDGFa).
4. Triiodothyronine (T3).
5. Dulbecco’s phosphate buffered saline (D-PBS) 1X: dilute sterile Dulbecco’s

= © © N O

phosphate buffered saline (D-PBS) 10X (stored at room temperature) in
autoclaved MilliQ water 1:10 in the laminar flow hood (see Note 2).

0.25% trypsin-EDTA solution.

70% ethanol.

Laminar flow hood.

Incubator set al 37°C with 5% COa.

0.Light microscope.

3. Methods (see Note 3)

3.1 Thawing

o &~ 0N

. Clean the laminar flow with 70% ethanol, spraying it liberally over surfaces and

wipe clean with a paper towel.

Thereafter, turn on the UV light for 15 min.

Meanwhile, warm the culture medium in a 37°C water bath.

Carefully remove the cryovial from liquid nitrogen.

Unscrew the cryovial cap just enough to break the seal to allow any pressure to
escape when heating the vial.

Then, thaw it quickly in a 37°C water bath, continually stirring it with figure-8
movements.
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7. In the laminar flow hood, pipet the content of the vial into a falcon tube
containing 6 mL culture medium, using a pasteur pipette.

8. Wash the cryovial walls with medium from the falcon tube and return it to the
falcon tube.

9. After that, gently mix by inverting the tube (see Note 4).

10. Centrifuge at 200 x g for 5 min.

11.Discard the supernatant ensuring that the cell pellet remains at the base of the
tube.

12. Slowly resuspend the pellet in 1-2mL culture medium.

13. Pipette the cells into the labeled culture plates (date, cell identification; passage
and name) (see Note 5).

14.Complete to the appropriate volume of culture medium (5 mL in a 25 cm? flask,
20 mL in a 75 cm? flask, 2 mL in a 6 well plate, 3.5 mL in a 60 mm plate, or 9mL
in a 100 mm plate).

15.Make delicate figure-8 movements to evenly spread the cells across the plate.

16.Incubate at 37°C under 5% COs2.

17.Clean the laminar flow hood with 70% ethanol, spraying it liberally over surfaces
and wipe clean with a paper towel.

18. Thereafter, turn on the UV light for 15 min.

19. Dispose liquid and solid biohazards wastes properly.

20.Add hypochlorite and leave for at least 30 min before discarding into a biohazard
receptacle.

21.Change the culture medium after 24 h to remove dead cells.

3.2 Cell passaging (see Note 6)

1. Clean the laminar flow hood with 70% ethanol, spraying it liberally over surfaces
and wipe clean with a paper towel.

2. Turn on the UV light for 15 min and warm the culture medium in a 37°C
waterbath.

3. Remove the old media from cultures, using a pipette or a pump (see Note 7).

4. Add sterile 0.25% trypsin-EDTA solution (2 mL in a 25 cm? flask, 5 mL in a 75
cm? flask, 2 mL in a 100 mm plate, 1 mL in a 60 mm plate), to detach the cells
(see Note 8).
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5. Stir the plate / flask with figure-8 movements.

6. Incubate at 37°C for 3 min.

7. Check if the cells have separated from the growth surface under the microscope
(the cells will be in suspension).

8. If cells have not detached, add more trypsin and incubate for an additional 2
min at 37°C.

9. Pipette the trypsinized-cell solution into a falcon tube containing 10 mL culture
medium supplemented, gently washing the plate/flask and collecting the wash
into the same tube.

10.Gently wash the plate/flask with 2 mL culture medium from the falcon tube and
collect the washout in order to recover more cells.

11.Using the microscope, confirm that there are no/few cells are left on the
plate/flask.

12. Centrifuge the collection tube at 200 x g for 5 min.

13.Discard the supernatant ensuring that the pellet remains at the base of the tube.

14.Resuspend cells in 1 mL basal maturation medium.

15.Count the cells as described below.

16.Add 5000 cells per well to a 6 well plate, containing 1.5 mL of maturation culture
medium per well.

17.First, add the basal maturation medium to the wells.

18. Thereafter, add 10 ng/mL PDGFa and 30 ng/mL T3 to each well (if using a 60
mm plate, use 3.5mL of culture medium and 8000 cells, following the same
procedure) (see Note 9).

19. Gently spread the cells with figure-8 movements.

20.Incubate at 37°C under 5% COz.

21.Clean the laminar flow hood with 70% ethanol, spraying it liberally over surfaces
and wipe clean with a paper towel.

22.Thereafter, turn on the UV light for 15 min.

23.Dispose liquid and solid biohazards wastes properly.

24.Add hypochlorite and leave for at least 30 min before discarding into a biohazard
receptacle.
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3.3 Cell Count

1. Clean the Neubauer chamber and the glass cover with 70% ethanol and wipe
clean with a paper towel.

2. In the laminar flow hood, put the glass cover on the Neubauer chamber central
area.

3. Pipette 10 uL of the solution containing culture medium and cells (when passing
the cells) into the Neubauer chamber.

4. Place the tip close to the glass cover edge, at the center of the Neubauer
chamber, and release the sample slowly (see Note 10).

5. Place the Neubauer chamber on the microscope and focus until you can see a
sharp image of the cells.

6. Count the cells in the first big square (Fig. 1a).

7. Cells touching the left and upper limits should be considered, while those
touching the right and lower limits should not be counted (Fig. 1b) (Bastidas,
2018)

8. Write down the number of cells counted in the first big square.

9. Count the remaining big squares, writing down the results from each of them.

10.Use the formula below to calculate the amount of cells in 1 mL (when counting
in the big squares) ) (Bastidas, 2018):

Concentration = (number of cells x 10#) / (number of squares)

11.In case of dilution, the concentration must be divided by the dilution applied
(Bastidas, 2018), as indicated below. Example: for a 1:10 dilution, dilution = 0.1.

Concentration = (number of cells x 10%)/ (number of squares x dilution)

12.Clean the laminar flow with 70% ethanol, spraying it liberally over surfaces and
wipe clean with a paper towel.

13. Thereafter, turn on the UV light for 15 min.

14.Clean the Neubauer chamber with 70% ethanol and wipe clean with a paper
towel.

15. Store the chamber and the glass cover in their suitable boxes.
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16.Dispose liquid and solid biohazards wastes properly.
17.Add hypochlorite and leave for at least 30 min before discarding in a biohazard

receptacle.

3.4 Maturation (culture medium exchange)

1. Clean the laminar flow with 70% ethanol, spraying it liberally over surfaces and
wipe clean with a paper towel.

2. Thereafter, turn on the UV light for 15 min and warm the culture medium in a
37°C waterbath.

3. Remove the old media from cultures, using a pipette or a pump. When using a
pump, use disposable tips at the end of the hose. Clean the pump hose with
70% ethanol after use, to avoid microbial growth.

4. Add the basal maturation medium to the plates/wells (to a 6 well plate, use 1.5
mL per well, to a 60 mm plate use 3.5 mL.

5. Add 10 ng/mL PDGFa and 30 ng/mL T3 directly to the plate/well (see Note 9).

6. Gently spread the cells with figure-8 movements (see Note 11).

7. Clean the laminar flow hood with 70% ethanol, spraying it liberally over surfaces
and wipe clean with a paper towel.

8. Thereafter, turn on the UV light for 15 min. Dispose liquid and solid biohazards
wastes properly.

9. Add hypochlorite and leave for at least 30 min before discarding into a biohazard
receptacle.

10.Change the culture medium every three days (see Notes 11, 12 and 13) and let

mature for at least 15 days (see Note 14).

3.5 Collection of cells

1. Clean the laminar flow with 70% ethanol, spraying it liberally over surfaces and
wipe clean with a paper towel.

2. Thereafter, turn on the UV light for 15 min.

3. Take all the materials needed to the culture room (see Note 15).

4. Remove the old media from cultures, using a pipette or a pump (see Note 16).



51

5. Add D-PBS (750 uL/well for a 6/well plate and 2 mL for a 60 mm plate).
6. Scrape cells gently from the bottom of the plate/well, using a scraper (see Note

9.

17).

Transfer the solution of D-PBS/cells to a 15 mL falcon tube (60 mm plate) or a
1.5mL microcentrifuge tube (6 well plate) and leave on ice.

Wash the plate/well again with D-PBS (same volume used previously) to collect
any residual cells.

Centrifuge 5 min at 200 x g to obtain the cell pellet.

10.Discard the supernatant, carefully removing the residual D-PBS.
11. Store the cell pellets at -80°C.

12.Between samples, soak the scraper in 70% ethanol and rinse in autoclaved

MilliQ water to remove cellular debris, to avoid cross-contamination between

samples (see Note 18).

13. Clean the laminar flow with 70% ethanol, spraying it liberally over surfaces and

wipe clean with a paper towel.

14. Thereafter, turn on the UV light for 15 min.

15. Dispose liquid and solid biohazard wastes properly. Add hypochlorite and leave

for at least 30 min before discarding into a biohazard receptacle.

4 Notes

1.

When supplementing with fetal bovine serum, observe its appearance. This
must be clear. If it is cloudy or particles are visible, it must be filtered.

D-PBS should not have calcium chloride and magnesium chloride, since
chlorides facilitate cell binding and clumping. D-PBS without these ions should
be used to wash and rinse suspended cells (Sigma-Aldrich, 2018).

All materials and solutions to be used in the laminar flow hood must be sterile.
Spray hands and other materials (such as bottles and packaging) with 70%
ethanol. Do not spray 70% ethanol on the plates or culture flasks. Always use
gloves and a clean lab coat (wash weekly). Be careful to not brush the pipet/tip
against anything outside of the plate/flask or culture medium bottle. If this
happens, change the pipet/tip to avoid microbial contamination.
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4. The freezing medium contains dimethyl sulfoxide (DMSQO), an important reagent
for cryopreservation. However, at room temperature, DMSO is toxic to the cells.
Therefore, it is important to thaw the cells rapidly and transfer to a new medium
to avoid cell losses.

5. MOS.13 cells grow on the surface of conventional tissue culture plastic, without
requiring a special coating (Tebu-bio Inonovative Lab Services & Reagents,
2018).

6. Cells should be passaged when ~ 90% confluence is reached.

7. When using a pump, use disposable tips at the end of the hose. Clean the pump
hose with 70% ethanol after use, to avoid microbial growth.

8. Trypsin must be stored between -5°C and -20°. Do not thaw/warm it in a water
bath. To thaw, just keep it at room temperature before use. It is recommended
to aliquot the solution into 10 mL aliquots.

9. Keep small aliquots of T3 and PDGFa to avoid repeated freezing and thawing
cycles. Avoid keeping these compounds at room temperature before adding
them to the plates.

10. The liquid should enter at the chamber uniformly. Repeat the operation if
bubbles are formed (Bastidas, 2018).

11.Avoid sudden movements and any rough handling of plates during maturation,
in order to prevent cells from detaching.

12.Keep a photographic record of cells at each medium change.

13. As cells begin to mature, their growth rate slows. Small groups of cells also tend
to form. Moreover, the cellular morphology changes, with cells presenting more
membrane projections (Fig. 2).

14.1t is recommended that cells in the maturation stage do not undergo passaging.
With passaging, many cells die and the phenotype regresses.

15.Ice will be needed to preserve the cells (it is better to keep the ice outside the
laminar flow, but close to your working area). Also, a 50mL falcon tube with
autoclaved water will be necessary, along with a container of 70% ethanol in
the laminar flow hood.

16.When using a pump, use disposable tips at the end of the hose. Clean the pump
hose with 70% ethanol after use, in order to avoid microbial growth.

17.Be careful to not use too much pressure, because this can release plastic from
the surface, contaminating the sample.
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18.The scraper can be reused, if thoroughly cleaned with 70% ethanol, packed in
a suitable plastic packaging, and exposed to UV light before use.
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a b

Fig. 1 a) Neubauer chamber grid. In this case, it is important to count the four big squares,
numbered from 1 to 4. b) Cells touching the left and upper limits should be considered (red

cells), while those touching the right and lower limits should not be counted (blue cells).

Fig. 2 MO3.13 cell culture. On the left, cells in the conventional culture medium (DMEM, 10%
FBS and 0.1% penicillin/streptomycin). On the right, cells after 15 days in maturation medium:
DMEM, 0.5% N2, 0.5% B27, 0.1% penicillin/streptomycin, 10 ng/mL of PDGFa and 30 ng/mL
of T3.
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Figuras Complementares

DIA 03 DIA 06

CONTROLE

Figura 5: Cultura de MO3.13 em processo de maturagéo (cultivo em DMEM, contendo
0.5% N2, 0.5% B27, 0.1% penicilina/ estreptomicina, 10 ng/mL de PDGFa e 30 ng/mL
de T3), nos dias 03, 06 e 09; em comparacdo com controle (cultivo em DMEM, 10%

soro fetal bovino e 0.1% penicilina/ estreptomicina).
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Controle Anticorpo 22 /

Figura 6: Células MO3.13 maturadas, marcadas com anticorpos anti-PLP (parte
superior esquerda) e anti-PDGFRa (parte superior direita), além do controle sem
anticorpo secundario (parte inferior). Escala: 100um.
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Figura 7: Células MO3.13 maturadas, marcadas com anticorpos anti-PLP (esquerda)
e anti-CNPase (direita). Escala: 200um.
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6. CAPITULO 2 (RESULTADOS E DISCUSSAO)

6.1 Proteomica das MO3.13 maturadas

Foram identificadas 1677 proteinas a partir das amostras de MO3.13
maturadas, utilizando um método de HDMSe com trés fracbes de 54 minutos
(gradientes de 13,7%, 18,4% e 50% de acetonitrila). O numero de proteinas
diferencialmente reguladas, e a condi¢édo desta regulacéo, estdo expressas na tabela
02. Para analise de biologia de sistemas in silico pelo IPA (ingenuity pathway analysis
- QIAGEN Bioinformatics), considerou-se o acession das proteinas diferencialmente
reguladas, o p-valor do teste de anova (p < 0.1) e o log2 de FC (fold change),
considerando a razao entre tratamento e controle. Os dados foram agrupados em um
tabela unica para carregamento no IPA (QIAGEN Bioinformatics), e analisados em
conjunto e individualmente para cada tratamento. Isto foi feito com o objetivo de
identificar vias bioquimicas e sistemas biolégicos em que as proteinas

diferencialmente reguladas estdo envolvidas, assim como suas redes de interago.

Tabela 2: Numero de proteinas diferencialmente reguladas por cada tratamento, em

células MO3.13 maturadas (em comparag¢ao com o veiculo).

Tratamento Diferencialmente reguladas | Supra-reguladas | Infra-reguladas
Clozapina 173 85 88
Clozapina + D-Serina 84 45 39
Haloperidol 467 318 149

Parte das proteinas diferencialmente reguladas foi comum a dois ou mais
tratamentos, enquanto outras foram reguladas por apenas um dos tratamentos. Este
panorama geral é representado pelo Diagrama de Venn disposto abaixo (figura 8). No
total, 17 proteinas foram comuns aos tratamentos com clozapina, haloperidol e

clozapina + D-serina. Estas, assim como suas interagdes, estdo dispostas na figura 9.
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Clozapina_D-Ser Clozapina

Haloperidol

Figura 8: Diagrama de Venn do numero de proteinas diferencialmente reguladas em MO3.13

maturadas tratadas com haloperidol, clozapina e clozapina com D-serina.

BTF3L4
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Figura 9: Proteinas diferencialmente reguladas comuns as MO3.13 maturadas tratadas com

haloperidol, clozapina e clozapina + D-serina. As interagbes entre elas estao representadas
por linhas conectando os nédulos. Quanto mais escura a linha, maior o grau de confianga a
respeito da interagao, calculado a partir de evidéncias encontradas na literatura e bancos de

dados.
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Dentre as proteinas moduladas pelo tratamento com haloperidol, clozapina, e
clozapina com D-serina estdo: PSMD12 (do inglés 26S proteasome non-ATPase
regulatory subunit 12), UBFD1 (do inglés ubiquitin family domain containing 1) e
COPS8 (do inglés COP9 signalosome complex subunit 8), relacionadas a
ubiquitinacdo e degradacdo pelo proteassomo. O sistema ubiquitina-proteassoma
(UPS) desempenha um papel importante em uma série de processos celulares, tais
como a marcacgao de proteinas para degradacao, transporte por vesiculas, transporte
de proteinas do reticulo endoplasmatico para a membrana plasmatica, e reciclagem
de receptores de membrana (Haas & Broadie, 2008). Esses processos sao
importantes na regulacao do ciclo, crescimento e diferenciacao celular, transducao de
sinal, transcricdo génica e apoptose (Kleiger & Mayor, 2014). Dessa forma, se este
mecanismo tem um comprometimento funcional ou estrutural, a atividade proteolitica
€ comprometida, o que pode levar ao acumulo de proteinas danificadas/disfuncionais.
Isto pode contribuir para a patogénese e caracteristicas fenotipicas de doencas
neurodegenerativas, incluindo as doencas de Alzheimer (Checler et al., 2000) e
Parkinson (Chung et al., 2001), e disturbios associados a deméncia (Mayer, 2003).

Os proteassomas contribuem para aspectos da funcdo neural que estao
anormais na esquizofrenia, incluindo processos do neurodesenvolvimento,
manutencao e morfologia dendritica e homeostase energética (Santos et al., 2015;
Djakovic et al., 2012; Erturkv et al., 2014; Hamilton et al., 2012; Green et al., 2011;
Rajasekaran et al., 2015; Moyer et al., 2015). Outros processos relacionados ao UPS,
tais como a sintese de neurotransmissores, a reciclagem de receptores e a producao
e ativagdo de citocinas também sao afetados no disturbio. Ainda, a atividade do
receptor de NMDA e a sinalizagdo dopaminérgica, vias desreguladas na
esquizofrenia, influenciam na atividade, expressao e localizagdo dos proteassomas
(Barroso-Chinea et al., 2015; Caldeira et al., 2013; Ferreira et al., 2015).

Diversas alteragées no sistema UPS foram relacionadas a esquizofrenia,
através de estudos envolvendo cérebros post-mortem de pacientes. Estes incluem:
(a) niveis elevados de proteinas ubiquitinadas no cértex orbitofrontal (OFC) e
eritrécitos de pacientes resistentes ao tratamento (Bousman et al., 2019); (b)
diminuicdo de proteinas ubiquitinadas e enzimas de ubiquitinacdo no giro superior
temporal (Scott et al., 2016); (c) infra-regulacdo na expressdo génica de enzimas
deubiquitinantes em neurdnios do hipocampo (Altar et al., 2005) e tecido do cértex
pré-frontal (Middleton et al., 2002; Vawter et al., 2001); (d) reducdo em enzimas
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conjugadoras E2 e ubiquitina ligases E3 no cértex pré frontal (Andrews et al., 2017);

(e) diminuicao da ubiquitinacédo de proteinas no giro superior temporal esquerdo, com

reduga@o nos niveis de ubiquitina livre, anormalidades em E1 ativases e E3 ligases e

expressao anormal de E1 e E3 envolvidas na sumoilagédo e nedilagcdo por NEDD8

(Rubio et al., 2013).
As proteinas relacionadas ao sistema UPS, moduladas pelos tratamentos com

haloperidol, clozapina e clozapina + D-serina estdo dispostas na tabela 3.

Tabela 3: proteinas relacionadas ao sistema UPS, moduladas pelos tratamentos com

haloperidol, clozapina e clozapina + D-serina.

Simbolo Nome (em inglés) Haloperidol | Clozapina | Cloz. + D-Ser.
BIRC6 Baculoviral IAP repeat containing 6
COPS8 COP9 signalosome complex subunit 8

DNAJB11 Dnaj heat shock protein family (Hsp40) member B11
DNAJB4 Dnaj heat shock protein family (Hsp40) member B4
ELOC Elongin C

HSP90AB1 Heat shock protein 90 alpha family class B member 1
HSPA1A/HSPA1B | Heat shock protein family A (Hsp70) member 1A/1B

HSPA1L Heat shock protein family A (Hsp70) member 1 like
HSPA4L Heat shock protein family A (Hsp70) member 4 like
HSPA5 Heat shock protein family A (Hsp70) member 5
HSPA9 Heat shock protein family A (Hsp70) member 9
PSMA1 Proteasome subunit alpha 1
PSMA3 Proteasome subunit alpha 3
PSMAS5 Proteasome subunit alpha 5
PSMB1 Proteasome subunit beta 1
PSMB6 Proteasome subunit beta 6
PSMD1 Proteasome 26S subunit, non-atpase 1
PSMD10 Proteasome 26S subunit, non-atpase 10
PSMD12 Proteasome 26S subunit, non-atpase 12
PSMD14 Proteasome 26S subunit, non-atpase 14
PSMD3 Proteasome 26S subunit, non-atpase 3
PSMD6 Proteasome 26S subunit, non-atpase 6
PSMD9 Proteasome 26S subunit, non-atpase 9
PSME2 Proteasome activator subunit 2
RPS27A Ribosomal protein s27a
UBE2L3 Ubiquitin conjugating enzyme E2 L3
UBE2V2 Ubiquitin conjugating enzyme E2 V2
UBFD1 Ubiquitin family domain containing 1
UCHLA1 Ubiquitin C-terminal hydrolase L1

uSo1 USO1 vesicle transport factor
USP14 Ubiquitin specific peptidase 14
USP40 Ubiquitin specific peptidase 40
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Neste contexto, COPS8 é uma das subunidades do complexo do signalossomo
COP9, um complexo proteico altamente conservado que atua como um importante
regulador em diversas vias de sinalizacdo. No contexto do proteassomo, regula
ubiquitina ligases E3, através de nedilagdo e denedilagdo, um processo similar a
ubiquitinacao, que tem como ligante a proteina NEDDS8 (do inglés neural precursor cell
expressed, developmentally downregulated 8). A nedilagdo por NEDD8 estimula a
poli-ubiquitinagdo de proteinas (Rubio et al., 2013), e disfungdes nesse processo ja
foram descritas em diversas doengas degenerativas, incluindo as doengas de
Parkinson (Choo et al., 2012) e Alzheimer (Kee et al., 2012). COPS8 é uma proteina
fundamental nessa regulacao, atuando especialmente no processo de denedilacao
(Liu et al., 2015). Segundo nossos dados, é um alvo comum aos tratamentos com
haloperidol, clozapina e clozapina com D-serina.

Conforme discutido, altera¢cdées no transporte e turn-over de proteinas, e em
vias de sinalizacdo relacionadas a ubiquitinacdo podem levar a anormalidades no
tecido cerebral que podem contribuir para a neurotoxicidade e comprometimento
funcional (Bousman et al., 2019; Scott et al., 2019). Neste contexto, elementos do
sistema UPS podem atuar como potenciais alvos farmacolégicos (Bousman et al.,
2019). Nossos dados alinham com essa perspectiva e propdéem que a modulacéao de
proteinas envolvidas no sistema UPS é um efeito comum dos trés tratamentos em
questéo, envolvida tanto a agéo de antipsicéticos tipicos, quanto atipicos.

Além disso, proteinas relacionadas ao metabolismo de lipidios também foram
moduladas pelos trés tratamentos, dentre elas: SCP-2 (proteina carreadora de esterol
2) e hidroximetilglutaril-CoA sintase. A SCP-2 se liga e transporta ligantes lipidicos,
como acidos graxos de cadeia longa e seus tio-ésteres CoA (Dansen et al., 1999),
endocanabindides (Martin et al., 2016), e fosfolipidios (Schroeder et al, 2003) para
organelas intracelulares para armazenamento, oxidag¢ao, excrec¢ao, ou regulacéo de
receptores (Milligan et al., 2018). Desta forma, é um componente importante na
manutencdo da homeostase lipidica. J& a hidroximetilglutaril-CoA sintase (ou HMG-
CoA sintase) € uma enzima que catalisa a reacao em que o acetil-CoA se condensa
com acetoacetil-CoA para formar 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). Este, € um
intermediario tanto da sintese de colesterol, quanto da cetogénese (formacédo de
corpos cetbnicos). A forma citossélica € o ponto de partida da via do mevalonato, que
leva a sintese de colesterol e outros compostos esterdides e isoprendides. Ja a forma
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mitocondrial é responsavel pela biossintese de corpos cetbnicos (Shimazu et al.,
2010).

Os lipidios apresentam uma série de fungdes fisioldgicas, especialmente na
composicao de membranas celulares, armazenamento de energia e sinalizagdo no
metabolismo celular (Leppik et al., 2019). Os fosfolipidios, em especial, sdo os
principais componentes das membranas celulares neuronais, tendo um importante
papel no crescimento e remodelamento de sinapses (Sethi et al., 2017a). Sendo
assim, disfung¢des na sintese e degradagao de lipidios podem afetar a fungéo neural,
a transmissao sinaptica, a sinalizagao celular, a mielinizagdo e os oligodendrécitos
(Narayan et al., 2009). Isso pode contribuir para falhas no neurodesenvolvimento
relacionadas a esquizofrenia (Sethi et al., 2017a; Narayan et al., 2009).

Neste contexto, diversos estudos relacionaram a esquizofrenia a
anormalidades lipidicas, tais como alteragdes em acidos graxos e fosfolipidios (Wang
et al., 2019). Dentre estes, fosfatidilcolinas (PCs), fosfatidiletanolamina (PE) e
esfingolipidios (SLs) (como a esfingomielina - SM) (Castillo et al., 2016, Misiak et al.,
2017, Weber-Fahr et al., 2013; Wang et al., 2019; Leppik et al., 2019). Alteragdes nas
substancias branca e cinzenta do cértex pré-frontal incluem alteragdes nos lipidios
totais, fosfolipidios, triglicerideos e ésteres de colesterol de pacientes com
esquizofrenia (Taha et al., 2013). Tais alteracées podem contribuir para disfun¢des na
substancia branca e disturbios na conectividade neural em circuitos envolvendo o
cértex pré-frontal (Ghosh et al, 2017).

Além disso, foram observados niveis alterados de fosfatidilcolinas no tecido
cerebral, plasma e soro sanguineo de pacientes com esquizofrenia (Horrobin et al.,
1994; Schmitt et al., 2004; Schwarz et al., 2008; He et al., 2012; Weber-Fahr et al.,
2013; Ghosh et al., 2017; Aquino et al., 2018; Leppik et al., 2019). Estudos também
demonstraram alteracées no perfil de esfingolipidios (Fukuzako & Kodama, 1999;
Matsumoto et al., 2011; Leppik et al., 2019) e acidos graxos (Kriisa et al., 2017).
Dentre estas, niveis elevados de 4cidos graxos de cadeia longa e niveis reduzidos de
acidos graxos de cadeia curta em pacientes em primeiro surto psicético ndo tratados
(Kriisa et al., 2017). Também foram encontrados niveis aumentados de acidos graxos
e corpos cetdnicos no soro e urina de pacientes, sugerindo uma supra-regulagao no
catabolismo de acidos graxos na esquizofrenia (Yang et al., 2013).

Estudos também sugerem que o tratamento com antipsicéticos pode

compensar ou reverter desregulagdbes em vias lipidicas relacionadas ao estagio
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inicial do distarbio (Narayan et al., 2009; McEvoy et al., 2013; Kriisa et al., 2017;
Leppik et al., 2019). Neste contexto, 0 metabolismo de &cidos graxos e a biossintese
de colesterol foram apontados, por estudos de expressado génica, como elementos
chave na resposta ao tratamento com antipsicéticos (Ferno et al., 2006;
Polymeropoulos et al., 2009). Uma das hip6teses levantadas propde que a modulagéo
da proporcao de acidos graxos poli-insaturados e saturados e de colesterol pelos
antipsicéticos pode afetar a fluidez das membranas neurais, resultado em alteragbes
na conectividade neural (Polymeropoulos et al., 2009) que podem estar relacionadas
aos efeitos terapéuticos.

O colesterol é um importante componente das membranas plasmaticas
celulares (Lange, 1992; Pal et al., 1990), atuando especialmente na determinagao da
permeabilidade da membrana (Dietschy, 2009). Também é fundamental no processo
de formacao sinaptica (Mauch et al., 2001), sendo importante na sinalizacao neuronal
e desenvolvimento cerebral (Dietschy, 2009). Cerca de 25% do colesterol corporal
humano € encontrado no cérebro, sendo sintetizado localmente por astrécitos e
oligodendrdcitos. Ainda, 70% do colesterol cerebral estd presente na mielina,
enquanto os outros 30% compdem as membranas plasmaticas de neurdnios e
astrécitos (Bjorkhem & Meaney, 2004).

Em nossos dados, a hidroximetilglutaril-CoA sintase (ou HMG-CoA sintase),
responsavel pela formagdo de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) esta supra-
regulada. A supra-regulacéo do gene da hidroximetilglutaril-CoA sintase 1 (HMGCS1)
foi previamente descrita por estudos que avaliaram o efeito de clozapina, olanzapina,
haloperidol, clorpromazina e risperidona em linhagens humanas de glioma (Ferno et
al., 2006) e célula epitelial pigmentar da retina (ARPE-19) (Polymeropoulos et al.,
2009). O HMG-CoA é um intermedidrio tanto da sintese de colesterol, quanto da
cetogénese. Neste contexto, a supra-regulagdo desta enzima pode contribuir para a
sintese de colesterol, um importante componente da mielina e pega fundamental do
metabolismo dos oligodendrécitos, o que pode estar relacionado ao efeito terapéutico
dos antipsicéticos.

Além de proteinas relacionadas a ubiquitinacdo, degradacdo pelo
proteassomo, e metabolismo de lipidios, os trés tratamentos modularam proteinas
relacionadas ao reparo de danos ao DNA, tais como RECQL (do inglés ATP-
dependent DNA helicase Q1), TRIM28 (do inglés Tripartite motif-containing 28),
RAD21 (do inglés Double-strand-break repair protein) e RNF113A (do inglés Ring
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Finger Protein 113A). Sendo assim, esses processos parecem ser relevantes na
resposta aos antipsicoticos nos oligodendrdcitos, estando possivelmente relacionados
aos efeitos terapéuticos desses medicamentos.

Ainda, as vias canénicas moduladas pelos tratamentos com haloperidol e
clozapina estdo representados na figura 10. As vias em tons de vermelho estdo
previstamente supra-reguladas, enquanto as em tons de azul previstamente infra-
reguladas, de acordo com a previsdo do IPA. Neste contexto, a sinalizagcdo por
proteinas Rho GTPases é evidente no tratamento com haloperidol, enquanto
processos envolvidos com o citoesqueleto de actina e a sinalizacao por EIF2 sao

modulados por ambos 0os medicamentos.

Neste contexto, EIF2 (fator de iniciacdo eucaribtico -2) é um fator de iniciagao
de transcricdo que media a ligacao de Met-tRNA ao ribossomo de uma forma
dependente de GTP, sendo fundamental para a sintese de proteinas pelo ribossomo
(Carter, 2007). Mutacbes associadas a EIF2B estdo associadas a doenca da
substancia branca evanescente, que provoca uma perda severa de oligodendrécitos
e astrocitos no comeco da vida (Pronk et al, 2006). Neste contexto, EIF2B
desempenha um papel fundamental na manutencdo da viabilidade dos
oligodendrdcitos, sendo que quando sua atividade € comprometida pode ocorrer uma
resposta disfuncional ao estresse celular (Carter, 2007).

Um estudo prévio de nosso grupo observou a modulacdo de proteinas
relacionadas a sinalizacao por EIF2 nos tratamentos com haloperidol, clorpromazina
e risperidona (Brandao-Teles et al., 2019). O tratamento com haloperidol contribuiu
para a infra-regulacdo desta via, enquanto o tratamento com clozapina supra-regulou
a via, segundo a previsao do IPA. As proteinas relacionadas a sinalizacao por EIF2
moduladas por esses tratamentos estdo listadas nas tabelas 4 e 5. Sendo assim,
antipsicéticos tipicos e atipicos podem ter efeitos distintos na sintese de proteinas
(Brandao-Teles et al., 2019), assim como na manutencdo da viabilidade dos
oligodendrdcitos, mediada pela sinalizagéo por EIF2.
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Figura 10: Vias candnicas moduladas pelos tratamentos com haloperidol e com clozapina. As
vias em tons de vermelho estédo previstamente supra-reguladas, enquanto as em tons de azul

previstamente infra-reguladas.
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Tabela 4: Proteinas moduladas pelo tratamento com haloperidol relacionadas a

sinalizacao por EIF2.

Simbolo Nome (em inglés) Regulacao
ACTA1 Actin, alpha 1, skeletal muscle

ACTC1 Actin, alpha, cardiac muscle 1

EIF2S2 | Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit beta
EIF3A Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A
EIF3I Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit |

EIF4A3 Eukaryotic translation initiation factor 4A3
EIF5B Eukaryotic translation initiation factor 5B Aumentada
FAU FAU, ubiquitin like and ribosomal protein S30 fusion

HSPAS5 Heat shock protein family A (Hsp70) member 5 Diminuida

MAP2K1 Mitogen-activated protein kinase kinase 1 Aumentada

PPP1CB Protein phosphatase 1 catalytic subunit beta Aumentada
RPL4 Ribosomal protein L4 Aumentada
RPL9 Ribosomal protein L9 Aumentada
RPL10 Ribosomal protein L10 Aumentada
RPL11 Ribosomal protein L11 Aumentada
RPL13 Ribosomal protein L13 Aumentada
RPL17 Ribosomal protein L17 Aumentada
RPL32 Ribosomal protein L32 Aumentada
RPL35 Ribosomal protein L35 Aumentada

RPL27A Ribosomal protein 127a Aumentada

RPL35A Ribosomal protein 135a Aumentada
RPLP1 Ribosomal protein lateral stalk subunit P1 Aumentada
RPLP2 Ribosomal protein lateral stalk subunit P2 Aumentada
RPS6 Ribosomal protein S6 Aumentada
RPS12 Ribosomal protein S12

RPS16 Ribosomal protein S16

RPS19 Ribosomal protein S19

RPS20 Ribosomal protein S20

RPS23 Ribosomal protein S23

RPS25 Ribosomal protein S25

RPS28 Ribosomal protein S28

RPS3A Ribosomal protein S3A

RPS4X Ribosomal protein S4 X-linked
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Tabela 5: Proteinas moduladas pelo tratamento com clozapina relacionadas a

sinalizacao por EIF2.

Sigla Nome (em inglés) Regulacao
EIF3A Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A

EIF3E Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E

PTBP1 Polypyrimidine tract binding protein 1

RPL4 Ribosomal protein L4 Aumentada
RPL10 Ribosomal protein L10 Aumentada
RPL27 Ribosomal protein L27 Aumentada
RPL31 Ribosomal protein L31 Aumentada
RPL34 Ribosomal protein L34 Aumentada
RPL35 Ribosomal protein L35 Aumentada
RPL37A Ribosomal protein L37a Aumentada
RPS2 Ribosomal protein S2

RPS25 Ribosomal protein S25

A sinalizagao relacionada ao citoesqueleto de actina também sofreu modulacéo
pelo tratamento com haloperidol e clozapina, estando supra-regulada em ambos 0s
casos. A actina é fundamental na estabilizagdo e manutencdo da morfologia celular,
e sua dindmica é a base de diversos processos celulares centrais, tais como a
motilidade celular e o trafego intracelular de proteinas (Dominguez & Holmes, 2011).
Muitas proteinas cruciais na estabilizacao do citoesqueleto de actina estao expressas
de forma alterada na esquizofrenia (Bhambhvani et al., 2017). No sistema nervoso,
por exemplo, esse processo é fundamental na manutencéo da morfologia e densidade
de espinhas dendriticas (Glausier & Lewis, 2013).

A regulacao do citoesqueleto de actina ja foi relacionada a esquizofrenia por
diversos estudos (Bhambhvani et al., 2017; Yan et al., 2016; Zhao et al., 2015; Hill et
al., 2006), incluindo uma analise transcriptémica de tecido cerebral post-mortem de
pacientes (Zhao et al.,, 2015). Neste contexto, foram observadas alteracbes na
expressao proteinas envolvidas em vias de regulacéo da polimerizacao da actina no
cértex cingulado anterior (Bhambhvani et al., 2017), além de altera¢des na expressao
de proteinas regulatérias da dindmica da actina no cértex pré-frontal dorsolateral
(DLPFC) de pacientes com esquizofrenia (Yan et al., 2016). Sendo assim, é possivel



69

que os tratamentos com haloperidol e clozapina auxiliem na normalizagdo das
alteracdes nas proteinas envolvidas com o citoesqueleto de actina, o que pode ter
relagdo com os efeitos terapéuticos desses medicamentos. As proteinas que sofreram
modulacéo por esses tratamentos e que estédo relacionadas ao citoesqueleto de actina
estao dispostas nas tabelas 6 e 7.

Tabela 6: Proteinas moduladas pelo tratamento com haloperidol relacionadas ao
citoesqueleto de actina.

Sigla Nome (em inglés) Regulacao
ACTAT1 Actin, alpha 1, skeletal muscle Aumentada
ACTCH1 Actin, alpha, cardiac muscle 1 Aumentada
ACTN1 Actinin alpha 1 Aumentada
ACTR3 ARP3 actin related protein 3 homolog Aumentada

APC2 APC2, WNT signaling pathway regulator Aumentada

CFLA Cofilin 1 Diminuida

EZR Ezrin Aumentada

FN1 Fibronectin 1 Aumentada
ITGB1 Integrin subunit beta 1 Aumentada
MAP2K1 Mitogen-activated protein kinase kinase 1 Aumentada
MYH11 Myosin heavy chain 11 Aumentada

MYL2 Myosin light chain 2 Aumentada

MYL4 Myosin light chain 4 Aumentada
MYL12B Myosin light chain 12B Aumentada
PPP1CB Protein phosphatase 1 catalytic subunit beta Diminuida

PPP1R12B Protein phosphatase 1 regulatory subunit 12B Diminuida

RAC2 Rac family small gtpase 2 Aumentada

TLNT1 Talin 1 Aumentada

TMSB10/TMSB4X Thymosin beta 4 X-linked Aumentada

Tabela 7: Proteinas moduladas pelo tratamento com clozapina relacionadas ao
citoesqueleto de actina.

Sigla Nome (em inglés) Regulacao
ARPC2 | Actin related protein 23 complex subunit 2 Aumentada
FN1 Fibronectin 1 Aumentada
GSN Gelsolin Diminuida
MYH6 Myosin heavy chain 6 Aumentada
MYL1 Myosin light chain 1 Aumentada
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6.1.1. Haloperidol x Veiculo

Nas células maturadas, o tratamento com haloperidol modulou, em
comparacao com o veiculo, proteinas relacionadas ao metabolismo (especialmente
de RNA e proteinas), sistema imune, transducdo de sinal, guidance axonal,
transcricao, dentre outros. Os processos bioldégicos nos quais essas proteinas estao
envolvidas estdo representados na figura 11.

Haloperidol x Veiculo
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Figura 11: Processos biologicos nas quais as proteinas diferencialmente reguladas pelo
tratamento com haloperidol estdo envolvidas em MO3.13 maturadas (em comparagao com o
veiculo).

Em relagéo as proteinas envolvidas no metabolismo proteico, diversas estao
relacionadas a modificacbes pos traducionais. Dentre essas modificacdes, estao a
glicosilacdo N-ligada por asparagina, nedilacdo, sumoilacdo, deubiquitinacdo e
fosforilagdo. Dentre as relacionadas com a transdugéo de sinal, estdo: sinalizagao por
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receptores tirosina-quinase, TGF-beta, GPCR, via NOTCH, via WNT, Hedgehog,
MAPK, Rho GTPases e sinalizacao intracelular por mensageiros secundarios. Ainda,
um numero consideravel de proteinas diferencialmente reguladas relacionadas ao
sistema imune estdo envolvidas na sinalizacdo por citocinas, especialmente

interleucinas, reforcando o papel do sistema imune no contexto da esquizofrenia.

Dentre as proteinas associadas ao metabolismo de aminoacidos e derivados,
estdo diversas proteinas envolvidas na sintese de selenocisteina. Esta, € um
aminoacido analogo a cisteina, em que o atomo de enxofre é substituido por um de
selénio. A selenocisteina € encontrada em tRNAs e no sitio catalitico de algumas
enzimas, como a glutationa peroxidase, por exemplo, (Gonzalez-Flores et al., 2013)
responsavel pela catélise de H202 e peréxidos lipidicos (Cohen & Hochstein, 1963). A
atividade desta enzima, portanto € selenocisteina-dependente (Rotruck et al. 1973;
Flohe et al., 1973; Gonzalez-Flores et al., 2013). Foram identificadas cerca de 25
selenoproteinas no proteoma humano (Kryukov et al., 2003). Destas, 12 conferem
protecao celular contra estresse oxidativo (Rayman, 2012; Steinbrenner & Sies, 2009;
Panee et al., 2007).

Estresse oxidativo € definido como um desequilibrio no balangco entre a
producdo de radicais livres e a atuagdo mecanismos de defesa antioxidantes. Os
radicais livres, ao entrarem em contato com acidos graxos da membrana plasmética
iniciam uma reacao em cascata denominada cascata de peroxidagao lipidica. Esta,
pode danificar a integridade da membrana e alterar um numero consideravel de
proteinas associadas a mesma, incluindo receptores. Esse processo resulta, por
exemplo, na disrupgdo da comunicacao celular e morte das células (Lohr et al., 2003).
Diversos estudos apontaram esse estresse como um dos mecanismos envolvidos na
patogénese da esquizofrenia (Behrens & Sejnowski, 2009; Boskovi¢ et al., 2011) e no
declinio de funcdes cognitivas (Abdel-Salam et al., 2012).

Além disso, ha evidéncias sugerindo um aumento no estresse oxidativo
associado ao uso de antipsicoéticos, especialmente a medicamentos tipicos (Dakhale
et al.,, 2004; Pillai et al., 2007; Martins et al., 2008; Cho & Lee, 2013), como o
haloperidol (Abdel-Salam et al., 2012; Cho & Lee, 2013). O estudo de Abdel-Salam et
al. (2012), por exemplo, demonstrou que a administragdo de haloperidol resultou em
um aumento nos niveis de malondialdeido (MDA), um marcador de estresse oxidativo,
e Oxido nitrico em modelo animal. Além disso, os autores também encontraram uma
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diminuicao nos niveis de glutationa em diversas regides cerebrais (Abdel-Salam et al.,
2012).

Neste contexto, € importante ressaltar que o tratamento crbénico com
haloperidol € comumente associado a efeitos colaterais extrapiramidais, tais como
tremores, rigidez, e movimentos involuntarios (Abdel-Salam et al., 2012). Esses
efeitos se desenvolvem em cerca de 40—76% de pacientes cronicamente tratados com
a droga (Parkes, 1982; Soares-Weiser & Fernandez, 2007). O uso crbnico de
haloperidol também é associado a prejuizos de aprendizagem e memdria, tanto em
humanos, quanto em modelos animais (Abdel-Salam et al., 2012). Um outro efeito
colateral notavel associado ao uso dessa droga € a discinesia tardia.

A discinesia tardia é um sério efeito colateral do uso prolongado de
antipsicéticos, especialmente tipicos (Cho & Lee, 2013). Cerca de 20-30% dos
pacientes com esquizofrenia tratados com antipsicoticos de primeira geracao
desenvolvem essa condicao (Jeste & Caligiuri, 1993, Kane et al., 1988, Yassa & Jeste,
1992). O sinal tipico da discinesia tardia sdo movimentos orofaciais involuntarios, mas
o tronco e as extremidades também podem ser afetados (Cho & Lee, 2013). O
desenvolvimento desta condicao parece ser multifatorial, sendo o estresse oxidativo
apontado como um dos fatores associados (Cho & Lee, 2013). Neste contexto,
deficiéncias nos mecanismos de defesa contra radicais livres podem estar
relacionados ao desenvolvimento da discinesia tardia (Cho & Lee, 2013).

O tratamento com haloperidol modulou proteinas envolvidas na sintese de
selenocisteina, um aminodcido importante na constituicdo e funcdo de enzimas
envolvidas na protecdo celular contra estresse oxidativo, como a glutationa
peroxidase, por exemplo. Sendo assim, o comprometimento da sintese de
selenocisteina pode afetar o funcionamento dessas enzimas, contribuindo para um
quadro de estresse oxidativo, relacionado ao desenvolvimento da discinesia tardia e
outros efeitos colaterais caracteristicos de antipsicéticos tipicos.

Além disso, diversas proteinas envolvidas na sinalizacdo por Rho-GTPases,
importantes na regulacdo do citoesqueleto de actina, sofreram modulacao pelo
tratamento com haloperidol. Neste contexto, estudos post-mortem relataram uma
diminuicao na expressao de proteinas pertencentes a familia das Rho-GTPases (Hill
et al., 2006; Hayashi-Takagi et al., 2010) na esquizofrenia. Os niveis de mMRNA da Rho
GTPase Cdc42 (do inglés cell division cycle 42), envolvida na regulacdo da
polimerizacao da actina (Scott et al., 2003; Saneyoshi et al., 2010) estdo diminuidos
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no DLPFC de pacientes com esquizofrenia (Hill et al., 2006), por exemplo. Além disso,
anormalidades na sinaliza¢do por Rho-GTPases foram identificadas como uma causa
proeminente de déficits intelectuais (Allen et al., 1998; Ramakers, 2002). Ainda, a
desregulagdo da via de RhoA, crucial no controle do tamanho e conectividade
cerebral, é considerada um fator de risco para o desenvolvimento de autismo e
esquizofrenia (Lin et al., 2015).

Neste contexto, o tratamento com haloperidol modulou proteinas envolvidas na
sinalizacao por Rho-GTPases, incluindo a supra-regulagéao da sinalizagao por RhoA e
por Cdc42, e a infra-requlacdo de RhoGDI. Sendo assim, é possivel que esse
medicamento auxilie na normalizagdo dos niveis das proteinas envolvidas na
sinalizacao por Rho-GTPases, o que pode ter relacdo com os efeitos terapéuticos da

droga em questao.

6.1.2. Clozapina x Veiculo

Nas células maturadas, o tratamento com clozapina modulou, em comparacao
com o veiculo, proteinas relacionadas ao metabolismo (especialmente de mRNA e
proteinas), regulacao da expressao génica, processamento de RNA, guidance axonal
(especialmente proteinas SLITs e ROBO), transdugéo de sinal, resposta celular ao
estresse, dentre outros. Os processos bioldgicos nos quais essas proteinas estdo
envolvidas estao representados na figura 12. Por sua vez, a rede de interacdo das
proteinas diferencialmente reguladas por este tratamento esta disposta na figura 13.
Nesta, alguns processos sdo evidenciados, como a organizacdo ou biogénese de
componentes celulares, guidance axonal, metabolismo de mRNA e conjugacdo a
ubiquitina.

O tratamento com clozapina modulou diversas proteinas relacionadas ao
metabolismo, dentre elas: a sintase de acidos graxos (supra-regulada), a piruvato
quinase (supra-regulada), a D-3-fosfoglicerato desidrogenase (PHGDH) (supra-
regulada), a subunidade 5B da citocromo ¢ oxidase (supra-regulada), e a acil-CoA
desidrogenase de acidos graxos de cadeia média (infra-regulada). Ainda, observou-
se a modulacédo de proteinas envolvidas na protecdo contra o estresse oxidativo,
como a glutaredoxina, a super-6xido dismutase e a tioredoxina, e a supra-regulacéo
de proteinas heat-shock, tais como HSP70 e HSP9O.
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Figura 12: Processos bioldgicos nas quais as proteinas diferencialmente reguladas pelo
tratamento com clozapina estdo envolvidas em MO3.13 maturadas (em comparacdo com o

veiculo).

Proteinas Heat-Shock (HSPs) s&o o grupo mais representativo de chaperonas,
proteinas fundamentais no dobramento e regulacdo de diversas proteinas celulares
(Kaneta et al.,, 2017). Neste contexto, estdo envolvidas em diversos fen6menos
cerebrais, incluindo o crescimento de neuritos (Ishima et al., 2012), diferenciacao
neuronal (Loones et al., 2000), polarizagao (Benitez et al., 2014), e neurodegeneragao
(Luo et al., 2010). HSPs, especialmente HSP70 e HSP90, sdo expressas de forma
constitutiva, desempenhando um papel crucial no destino neural no sistema nervoso
adulto (Aquino et al., 1993; Quraishi et al., 1995). Ainda, indicios sugerem que o
dobramento incorreto de proteinas, a agregacao proteica e expressdao de HSPs
podem estar envolvidas na patogénese de diversas desordens neurodegenerativas,
incluindo doencgas de Alzheimer, Huntington, Parkinson, e desordens priénicas (Benn
et al., 2004; Sherman et al., 2001).
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Os antipsicéticos atipicos olanzapina, aripiprazol e blonaserina foram
associados a aumentos na expressdo de HSP90 em células NG2 (+) (células
progenitoras que que expressam o proteoglicano NG2) diferenciadas da zona
subventricular de ratos adultos (Kaneta et al., 2017). Ainda, a supra-regulacao de
HSP90 pelo tratamento com esses antipsicéticos foi fundamental na reversado de
déficits na diferenciacao de interneurénios gabaérgicos a partir de células NG2(+),
induzidas por MK-801, um antagonista do receptor de NMDA (Kaneta et al., 2017).
Em contrapartida, o tratamento com haloperidol nao revertou a diminuigdo nos niveis
de HSP90 induzidas pelo tratamento com MK-801, nem os déficits associados a
diferenciacao de interneurdnios gabaérgicos. Ainda, o aumento nos niveis de HSP90
também foi associado a potencializagdo do crescimento de neuritos induzido por NGF
em células PC12, utilizada como modelo de diferenciacdo neuronal (Ishima et al.,
2012).

O tratamento com clozapina supra-regulou proteinas heat-shock, como a
HSP90, que parece ser benéfica na diferenciacdo neuronal e manutengdo da
homeostase neural. Dessa forma, a supra-regulacao de proteinas heat shock pode
contribuir para o dobramento correto de proteinas, evitando a agregacao de proteinas
disfuncionais e possiveis consequéncias patoldgicas associadas a esse quadro, o0 que
pode contribuir para os efeitos terapéuticos associados ao tratamento.

O tratamento com clozapina também modulou proteinas envolvidas na
protecdo contra o estresse oxidativo, dentre elas a tioredoxina (TRX). Esta é uma
proteina ubiqua com atividade de o6xido redutase que desempenha um papel
importante na protecdo contra o estresse oxidativo (Holmgren, 1985), associado,
dentre outros fatores, a déficits cognitivos na esquizofrenia (Bitanihirwe & Woo, 2011;
Yao & Keshavan, 2011). Foram observados niveis sorolégicos aumentados de TRX
em pacientes com esquizofrenia ndo tratados em primeiro episédio psicético, tanto em
comparagdo com pacientes tratados com antipsicéticos, quanto com individuos
controles (Zhang et al., 2009). Os estudos de Owe-Larsson et al. (2011) e Bas et al.
(2017) também relaram niveis aumentados de TRX, no plasma e soro de pacientes,
respectivamente (Owe-Larsson et al., 2011; Bas et al., 2017). Ainda, os niveis
sorolégicos de TRX também sofreram alteracdes entre os estados de psicose aguda
e remissao (Bas et al., 2017), sendo mais elevados durante episddios de psicose
aguda, com uma tendéncia a diminuicdo apos o tratamento (Bas et al., 2017).
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Os niveis sanguineos de TRX também foram relacionados positivamente aos
sintomas positivos da esquizofrenia, tendendo a diminuir apés o tratamento com
antipsicéticos (Wu et al., 2013). Segundo nossos dados, a tioredoxina foi infra-
regulada em oligodendrécitos pelo tratamento com clozapina. Sendo assim, a infra-
regulacao da tioredoxina pode estar associada aos efeitos terapéuticos da clozapina,
dentre eles a melhora de sintomas positivos.
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Figura 13: Interactoma das proteinas diferencialmente reguladas pelo tratamento com
clozapina, em comparagao com veiculo. As coloridas em azul escuro estdo envolvidas na

organizagao ou biogénese de componentes celulares. As em amarelo participam do guidance
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axonal. As em rosa no metabolismo de mRNA. As em vermelho no metabolismo celular e as
em azul claro na conjugacao a ubiquitina. As interacbes entre elas estao representadas por
linhas conectando os nodulos.

A figura 14, por sua vez, corresponde ao interactoma das proteinas moduladas
exclusivamente pelo tratamento com clozapina, sendo as interagdes representadas
pelas linhas conectando os nédulos. Processos como a organizacao ou biogénese de
componentes celulares, metabolismo de mMRNA e metabolismo de proteinas celulares

sdo bem expressivos neste tratamento.

Figura 14: Interactoma das proteinas diferencialmente reguladas exclusivamente pelo
tratamento com clozapina. As coloridas em azul escuro estao envolvidas no metabolismo de
mRNA. As em vermelho na organizacdao ou biogénese de componentes celulares, e as em
verde no metabolismo de proteinas celulares. As interacoes entre elas estdo representadas
por linhas conectando os noédulos. Quanto mais escura a linha, maior o grau de confianga a
respeito da interacao, calculado a partir de evidéncias encontradas na literatura e bancos de
dados.
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A mitocbndria é uma organela amplamente conhecida pela producdo de
energia, através da cadeia transportadora de elétrons e fosforilagcdo oxidativa. Além
disso, esta envolvida em uma série de outros processos celulares, tais como o
producao de espécies reativas de oxigénio, regulacao da apoptose, e modulagao da
atividade sinaptica (Roberts, 2017). Mitocdndrias sdo organelas plasticas e dinamicas,
que, em resposta as demandas energéticas, podem sofrer alteragdes de tamanho,
forma, nimero e localizagdo (Roberts, 2017). A forma geral da mitocdndria pode ter
implicagdes funcionais (Youle & van der Bliek, 2012; Ahmad et al., 2013). Além disso,
a morfologia da crista, matriz e membrana mitocondrial interna tem relacao com a
atividade da cadeia transportadora de elétrons (Hackenbrock, 1968). Ainda, o balanco
entre os processos de fusdo e fissdo é importante na manutencdo da estrutura,
fungéo, integridade (Legros et al., 2002), localizacao e forma mitocondrial (Flippo &
Strack, 2017).

Estudos com amostras humanas associaram a fungdo mitocondrial a
desordens psiquiatricas (Konradi & Ongiir, 2017). Evidéncias de disfuncdes
mitocondriais na esquizofrenia incluem anormalidades metabdlicas, enzimaticas,
anatdmicas e genéticas (Roberts, 2017). Dentre essas, esta o numero reduzido de
mitocbndrias em oligodendrocitos nas substancias cinzenta e branca do cértex
cingulato anterior (Uranova et al., 2007; Vikhreva et al., 2016), que pode afetar o
suprimento energético dessas células, e ter impactos subsequentes no processo de
mielinizagdo (Roberts, 2017). Ainda, observou-se um numero reduzido de
mitocondrias por sinapse no caudado e putamen na esquizofrenia (Roberts, 2017). No
caudado, ha uma diminuicdo do numero de mitocéndrias em astrécitos (Uranova et
al., 1996), e redugédo do tamanho mitocondrial nos oligodendrécitos (Uranova et al.,
2001).

A severidade dos déficits mitocondriais foi correlacionada positivamente com a
severidade dos sintomas positivos, evidenciando uma possivel relagao entre sintomas
parandicos e disfungdes nas mitocdndrias (Uranova et al., 2007). Os antipsicoéticos,
por sua vez, podem alterar o nimero, tamanho e fungao mitocondrial, dependendo da
regiao cerebral, dose, tempo de uso e rotina de administracdo (Roberts, 2017).

Neste contexto, algumas proteinas relacionadas a fungdo e dinamica
mitocondrial foram moduladas pelo tratamento com clozapina, tais como: a
subunidade 5B da citocromo c oxidase (supra-regulada), a acil-CoA desidrogenase de
acidos graxos de cadeia média (infra-regulada), a TOM34 (translocase de membrana
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mitocondrial externa 34) (infra-regulada) e a TIM13 (translocase de membrana
mitocondrial interna 13) (infra-regulada). Além disso, proteinas relacionadas a
organizagao ou biogénese de componentes celulares também foram moduladas por
esse tratamento. Sendo assim, é possivel que a modulagédo de proteinas envolvidas
tanto na funcdo e dindmica mitocondrial, quanto na organizacdo e biogénese de
organelas contribuam para a normalizacdo da biologia mitocondrial, tanto a nivel
estrutural, quanto na localizagdo e numero de organelas. Isso pode ter impacto em
processos como a mielinizagdo e suprimento energético dos axbénios neuronais,
fungbes importantes dos oligodendrocitos na manutencdo da conectividade neural.
Tais efeitos podem ser importantes a nivel terapéutico, contribuindo para a

normalizagdo de anormalidades mitocondriais associadas a esquizofrenia.

6.1.3. Clozapina + D-Serina x Veiculo

Nas células maturadas, o tratamento com clozapina + D-serina modulou, em
comparagdo com o veiculo, proteinas relacionadas ao metabolismo, transducao de
sinal, sistema imune, transporte, dentre outros. Os processos bioldégicos nos quais
essas proteinas estdo envolvidas estdo representados na figura 15. Por sua vez, a
rede de interacdo das proteinas diferencialmente reguladas por este tratamento esta
disposta na figura 16. Nesta, alguns processos sao evidenciados, tais como a
organizacdo ou biogénese de componentes celulares (especialmente organelas),
processos metabdlicos, e o metabolismo de compostos nitrogenados, por exemplo.

Uma das proteinas supra-reguladas pelo tratamento com clozapina + D-serina
em comparagao com o veiculo foi a cistationina-p-sintase (CBS). Esta enzima catalisa
a conversdao de homocisteina (Hcy) em cistationina, na primeira etapa da via de
transulfuracéo, que envolve a interconversao de cisteina e homocisteina, através da
cistationina intermediaria (Nozaki et al., 2001). Esta via € de suma importancia na
remocao do excesso de aminoacidos contendo enxofre (Banerjee & Zou, 2005), como
a homocisteina (Jhee & Kruger, 2005).
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Clozapina + D-Serina x Veiculo
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Figura 15: Processos bioldgicos nas quais as proteinas diferencialmente reguladas pelo
tratamento com clozapina + D-serina estdo envolvidas em MO3.13 maturadas (em

comparagao com o veiculo).

A homocisteina apresenta um papel chave no ciclo da metionina, que prové
grupamentos metil para reagbes gerais de metilagdo, e gera diversas moléculas
metiladas fisiologicamente ativas (Feng et al., 2009). Este aminoacido influencia a
funcdo neuronal e o desenvolvimento cerebral através de multiplas vias celulares,
incluindo o acumulo citossélico de calcio, inducao de estresse oxidativo, apoptose (Ho
et al., 2002) e alteragdes na metilagdo do DNA (Kruman et al., 2000). Através dessas
vias, a homocisteina, quando em excesso, parece afetar a plasticidade neuronal e
promover a degeneracao neuronal, por seu efeito neurotoxico (Lipton et al., 1997),
além de aumentar a vulnerabilidade de neur6nios do hipocampo a excitotoxicidade
(Kruman et al., 2000). Além disso, diversas evidéncias associam os niveis alterados
de homocisteina a anormalidades no neurodesenvolvimento, em decorréncia de
efeitos na vasculatura (Brown et al., 2007) e estresse oxidativo (Krebs et al., 2009),
através de alteracdes na producao de glutationa e cisteina (Krebs et al., 2009).

30
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Em pacientes com esquizofrenia, foi observado um aumento nos niveis
plasmaticos e/ou sorol6gicos de homocisteina (Feng et al., 2009; Haidemenos et al.,
2007; Dietrich-Muszalska et al, 2012; Wysokinski & Kloszewska, 2013; Ma et al., 2009;
Song et al., 2014; Yazici et al., 2019), com uma aparente correlagao positiva entre os
niveis de Hcy e a severidade de sintomas negativos (Petronijevic et al., 2008; Misiak
et al.,, 2014; Yazici et al.,, 2019) e efeitos colaterais extrapiramidais (Goff et al.,
2004). Ainda, a hiperhomocisteinemia parece estar relacionado a danos na substancia
branca (Vermeer et al. 2002; de Lau et al. 2009), a piora na performance cognitiva (de
Lau et al. 2009) e a sindrome metabdlica em pacientes com esquizofrenia (Vuksan-
Cusa et al., 2011).

A Hcy interage com receptores NMDA, atuando tanto como agonista (em altos
niveis de glicina), quanto como antagonista parcial (em niveis normais ou reduzidos
de glicina) (Lipton et al., 1997). Neste contexto, a hipoatividade desse receptor em
interneurdnios gabaérgicos no cortex pré-frontal pode resultar em uma
excitotoxicidade neuronal, contribuindo para o desenvolvimento da esquizofrenia
(Insel, 2010). Sendo assim, apesar de ainda serem necessarios estudos mais
detalhados a respeito dos mecanismos envolvidos, o aumento nos niveis de
homocisteina parece contribuir para a fisiopatologia da esquizofrenia (Krebs et al.,
2009; Kale et al., 2010; Yazici et al., 2019).

Neste contexto, estratégias focadas na reducédo dos niveis de homocisteina,
como a suplementacao oral com vitamina B12, B6 e &cido félico, parecem contribuir
para a melhora dos sintomas em pacientes com esquizofrenia com
hiperhomocisteinemia (Levine et al., 2006). Além disso, Yazici et al. (2019) verificou
que os niveis sericos de homocisteina sofreram uma diminuigdo significativa em
pacientes apds o tratamento com risperidona (Yazici et al., 2019). Neste contexto, a
supra-regulagao da cistationina-p-sintase (CBS) pode estar envolvida na melhora dos
sintomas relacionada a administracao de D-serina em conjunto com clozapina. A
supra-regulacédo desta enzima pode contribuir para a diminuicdo dos niveis de Hcy,
que parecem estar diretamente relacionados a severidade dos sintomas negativos.
Este pode ser um dos mecanismos envolvidos na melhora em testes que avaliaram
sintomas negativos e cognitivos em pacientes tratados com D-serina em associacao
com antipsicoticos, relatados por estudos anteriores (Heresco-Levy et al., 2005; Tsai
et al., 1998b; Kantrowitz et al., 2018).
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Processos metabdlicos, especialmente o metabolismo de compostos
nitrogenados, também sdo um alvo expressivo de modulacdo do tratamento com
clozapina + D-serina, especialmente considerando a rede de interagdo das proteinas
moduladas pelo tratamento (figura 14). Na figura 14, as proteinas coloridas em rosa
estdo envolvidos em processos do metabolismo (tanto anabdlicos, quanto
catabdlicos), e em azul no metabolismo de compostos nitrogenados. Alguns estudos
sugeriram uma relagao entre alteragdes no metabolismo do nitrogénio e exacerbagdes
e remissdes sintomaticas da esquizofrenia (Gjessing, 1938; Man et al., 1947). Um
deles observou uma reducao dos niveis plasmaticos de aminoacidos nitrogenados em
pacientes, especialmente durante crises agudas, e um aumento nos niveis desses
aminoacidos com a remisséo dos sintomas (Man et al., 1947).

Neste contexto, um estudo recente avaliou os niveis de derivados de N-acetil
no soro de pacientes com esquizofrenia, em comparacao com individuos controle
(Huang et al., 2019). Metabdlitos do grupo N-acetil sdo as variantes acetiladas dos
aminoacidos e acidos organicos, constituindo uma classe de compostos endégenos
caracterizados por um sistema conjugado, constituido por um grupo acetil e uma
porgao nitrogenada (Huang et al., 2019). Foram observados niveis aumentados de N-
acetilglutamina e niveis reduzidos de N6-acetil-L-lisina no soro de pacientes (Huang
et al., 2019), além concentracdes reduzidas de N-acetil-aspartato no cértex pré-frontal
em pacientes crénicos (Molina et al., 2007). Tais evidéncias parecem indicar uma
associagao entre derivados de N-acetil e a esquizofrenia (Huang et al., 2019).

Ainda, estudos observaram um aumento nos niveis plasmaticos de 6xido nitrico
(NO) em pacientes com esquizofrenia, em comparagdo com individuos controle
(Yilmaz et al., 2007, Taneli et al., 2004). Além disso, observou-se que pacientes em
fase psicética aguda apresentam um nivel extremamente elevado de 3-nitrotirosina
(um marcador da producdo de peroxinitrito) em proteinas plasmaticas (Dietrich-
Muszalska et al., 2009). Sendo assim, o peroxinitrito e outras espécies reativas de
nitrogénio, incluindo o éxido nitrico e seus metabdlitos, podem estar envolvidos na
patofisiologia da esquizofrenia (Yilmaz et al., 2007, Taneli et al., 2004, Dietrich-
Muszalska et al., 2009).

Conforme discutido, parece haver uma relagéo entre a desregulacao dos niveis
de alguns compostos nitrogenados e a esquizofrenia. Sendo assim, considerando a
modulagdo expressiva de proteinas envolvidas no metabolismo de compostos

nitrogenados, é possivel que o tratamento com clozapina + D-serina auxilie na
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normalizacdo do metabolismo e niveis desses compostos, 0 que pode estar

relacionada aos efeitos terapéuticos do tratamento.

EENSG00000160200

Figura 16: Interactoma das proteinas diferencialmente reguladas pelo tratamento com
clozapina + D-serina, em comparag¢ao como veiculo, em MO3.13 maturadas. As coloridas em
vermelho estdo associadas a organizacdo ou biogénese de componentes celulares
(especialmente organelas, como os ribossomos). As coloridas em rosa participam de
processos metabdlicos, tanto catabdlicos quanto anabdlicos. As em azul ao metabolismo de
compostos nitrogenados, e as em verde a organizacao de organelas. As interacdes entre elas
estao representadas por linhas conectando os nédulos. Quanto mais escura a linha, maior o
grau de confianga a respeito da interacdo, calculado a partir de evidéncias encontradas na

literatura e bancos de dados.
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7. CONCLUSAO

A esquizofrenia é um disturbio complexo, grave, multifatorial e associado ao
neurodesenvolvimento. Seu estudo requer, além da consideracdo de parametros
clinicos, a compreensao de mecanismos moleculares e bioquimicos envolvidos tanto
na fisiopatologia, quanto na resposta ao tratamento. Diversas metodologias, como as
empregadas por transcriptomica, estudos de imagem e protedmica, tém sido utilizadas
visando compreender as bases moleculares do disturbio. Esses estudos tém
associado o desenvolvimento e estabelecimento dessa desordem mental a disfuncoes
nos sistemas neurotransmissores e nos oligodendrécitos.

Neste contexto, o presente projeto contribuiu para o aprimoramento do modelo
com a linhagem de oligodendrécitos humanos MO3.13, com a proposta de um
protocolo de maturagao dessas células. Isto é relevante, uma vez que técnicas como
a maturacao e a diferenciagao de linhagens e progenitores celulares sdo importantes
para a melhoria e desenvolvimento de modelos in vitro significativos. Ainda, a partir
desse estudo, identificamos proteinas e vias bioquimicas afetadas pelo uso de
antipsicéticos e suas influéncias sobre as fungdes dos oligodendrécitos, através da
caracterizacao de seus proteomas, por protedmica shotgun.

Algumas proteinas e processos foram comuns ao tratamento com haloperidol,
clozapina e clozapina + D-serina. As proteinas comuns a esses tratamentos estdo
relacionadas principalmente a ubiquitinagdo, degradacdo pelo proteassomo,
metabolismo de lipidios, e reparo de danos ao DNA. Os tratamentos com clozapina e
haloperidol também modularam proteinas envolvidas no citoesqueleto de actina e
sinalizacao por EIF2, processos alterados na esquizofrenia. Sendo assim, é possivel
que o tratamento com esses farmacos auxilie na normalizagdo dessas vias, 0 que
pode ter relacdo com os efeitos terapéuticos.

O tratamento com haloperidol modulou, dentre outras, proteinas envolvidas na
sintese de selenocisteina, um aminoacido importante na constituicdo e funcao de
enzimas envolvidas na protecao celular contra estresse oxidativo, como a glutationa
peroxidase, por exemplo. Neste contexto, o comprometimento da sintese de
selenocisteina pode afetar o funcionamento dessas enzimas, contribuindo para um
quadro de estresse oxidativo, relacionado ao desenvolvimento da discinesia tardia e
outros efeitos colaterais caracteristicos de antipsicéticos tipicos.

Ja o tratamento com clozapina modulou proteinas relacionadas ao metabolismo
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(especialmente de mRNA e proteinas), resposta celular ao estresse, organizacao ou
biogénese de componentes celulares, conjugacéo a ubiquitina, dentre outros. Ainda,
observou-se a supra-regulacéao de proteinas heat-shock, tais como HSP70 e HSP90,
e a modulagéo de proteinas envolvidas na proteg¢ao contra o estresse oxidativo, como
a tioredoxina. A modulacao dessas proteinas e vias pode estar relacionada aos efeitos
terapéuticos da clozapina.

Ainda, a supra-regulacdo da cistationina-B-sintase (CBS), importante no
metabolismo de homocisteina, pode estar envolvida na melhora dos sintomas
relacionada a administracdo de D-serina em conjunto com clozapina. A supra-
regulacao desta enzima pode contribuir para a diminuicdo dos niveis de Hcy, que
parecem estar diretamente relacionados a severidade dos sintomas negativos. Este
pode ser um dos mecanismos envolvidos na melhora em testes que avaliam sintomas
negativos e cognitivos em pacientes tratados com D-serina em associagdao com
antipsicéticos, relatados por estudos anteriores. Ainda, € possivel que o tratamento
com clozapina + D-serina auxilie na normalizagdo do metabolismo e niveis de
compostos nitrogenados associados a esquizofrenia, o que pode estar relacionada a
seus efeitos terapéuticos.

Nesse contexto, buscamos contribuir para o entendimento dos mecanismos
bioquimicos e moleculares envolvidos na acédo dessas drogas nos oligodendrdcitos, e
suas possiveis implicagbes na esquizofrenia, tanto no contexto terapéutico, quanto
nos efeitos colaterais relacionados ao uso dos antipsicoticos. A partir desses dados,
esperamos contribuir para o aprimoramento dos tratamentos ja existentes e
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, focadas nas vias e proteinas em

questao.
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8. PERSPECTIVAS

O desenvolvimento deste projeto contribuiu para o aprimoramento do modelo
com a linhagem de oligodendrécitos humanos MO3.13, com a proposta de um
protocolo de maturacdo dessas células. Isso contribuira para novas abordagens
relacionadas a maturacéao e desenvolvimento dos oligodendrdcitos, e suas possiveis
implicagbes na esquizofrenia. As células foram submetidas ao tratamento com um
antipsicético tipico (haloperidol), um atipico (clozapina), e ao co-tratamento de
clozapina com D-serina, relacionado a uma melhora no alivio de sintomas negativos.
Os dados obtidos a partir desses tratamentos podem servir como base para o
desenvolvimento de projetos de pesquisa com foco mais direcionado a alteragdes e
vias especificas identificadas em nossos resultados. Dessa forma, este projeto e seus
desdobramentos podem contribuir para a compreensao do mecanismo de acao dos
antipsicéticos nos oligodendrécitos, e suas possiveis implicacées na esquizofrenia.

Ainda, o artigo de revisdo, escrito em conjunto com outros membros do
laboratorio, sob coordenacao da Dra Valéria de Almeida, reuniu diversos achados e
novas perspectivas para o estudo do sistema endocanabindide na esquizofrenia, a
partir de abordagens prote6micas e lipiddmicas. Esse conjunto de informacdes pode
nortear estudos futuros sobre a fisiopatologia da esquizofrenia sob a perspectiva do
sistema endocanabindide, assim como sobre possiveis abordagens terapéuticas
relacionadas a esse sistema. Outra publicagdo decorrente do projeto é o capitulo
referente ao protocolo de maturacao da linhagem MOS3.13.

O presente projeto também possibilitou a participacdo em congressos e
eventos durante o periodo do mestrado: a 73 SOBP Annual Meeting (em Nova
lorque) e o 1° CannX Brasil (em Sao Paulo), além da Sao Paulo School of Advanced
Science on Mass Spectrometry-based Proteomics (SPSAS-MS), organizada pelo
Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM) em Campinas. Tais

eventos foram de suma importancia em minha formag¢ao enquanto cientista.
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Abstract

Interest in the modulation of endocannabinoid signaling has increased since the
discovery of receptors for compounds of Cannabis sativa. Endocannabinoids are
crucial neuromodulators of many brain functions and changes in the ligands and their
receptors have been associated with psychiatric disorders, such as schizophrenia.
Genetic, neuroimaging, and behavioral studies have reinforced the role of
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endocannabinoids in the pathobiology of schizophrenia. However, molecular pathways
and biological processes involved in cannabinoid effects are not totally understood.
Additionally, the endocannabinoid signaling network with other non-cannabinoid
targets, and the effects of phytocannabinoids increase the complexity to understand
their role in schizophrenia and homeostasis conditions. Thus, proteomic studies can
provide evidence about the involvement of cannabinoid receptors, as well as the
metabolic and synthetic enzymes of the endocannabinoids in these disorders.
Additionally, quantification of endocannabinoids in the blood serum or cerebrospinal
fluid can be a useful approach to identify new biomarkers in schizophrenia, and
lipidomic techniques can be used to quantify these compounds. Herein, we review
proteomic and lipidomic studies which have been used for analysis of the
endocannabinoid system in healthy and schizophrenia function. The findings may
contribute to understand the involvement of endocannabinoids in the brain and in the
neurobiological basis of schizophrenia.

The endocannabinoid system

Cannabis sativa has been used as a recreational drug since ancient times. This
plant contains more than 70 phytocannabinoids, which can present several
pharmacological uses in disorders of central and peripheral nervous systems [1]. In
the late 1980s and early 1990s, the cannabinoid receptors [2] and their endogenous
ligands [3] were discovered. Since this time, increasing interest in modulation of the
endocannabinoid system has been observed. The endocannabinoid system consists
of multiple molecules (Table 1, Figure 1 and Figure 2). The most studied of these are
the endocannabinoids anandamide and 2-arachyidonoylglycerol (2-AG), the
degradative enzymes fatty acid amide hidrolase (FAAH) and monoacylglycerol lipase
(MAGL), the biosynthetic enzymes N-acyl-phosphatidylethanolamine-phospholipase
(NAPE), diacylglycerol lipase alpha (DAGLa) and beta (DAGL), as well the type 1
(CB1) and 2 (CB2) cannabinoid receptors [3-5].

Endocannabinoid signaling operates according to a different mechanism
compared to that seen in classical neurotransmission. The classic neurotransmitters
are stored at synaptic vesicles at presynaptic neurons, and once released in the
synaptic cleft, act on specific receptors in postsynaptic neurons. Differently,
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endocannabinoids are synthesized upon demand at postsynaptic neurons (Figure 2)
and, due to their lipophilic properties, they are not stored in vesicles, as classical
neurotransmitters. Once released by the postsynaptic neurons, these signaling
molecules act as retrograde messengers, by binding to cannabinoid receptors at
presynaptic. After this, endocannabinoids are removed rapidly from synapses by
transporters at neuronal membranes. In neurons, anandamide is hydrolyzed by FAAH
or N-acylethanolamine-hydrolyzing acid amidase (NAAA), producing ethanolamine
and arachidonic acid [6-8]. The MAGL has the greatest responsibility for degradation
of 2-AG to glycerol and arachidonic acid [9], although the serine hydrolases a,(3-
hydrolase domain containing protein 6 and 12 (ABHD6 and ABHD12) also mediate 2-
AG degradation [10] (Figure 2).

Although the definition of endocannabinoid system as their receptors, ligands,
and enzymes is widely known, this signaling presents a high complexity [11]. For
instance, anandamide and 2-AG can binding to other non-CB1/BC2 receptors such as
G-protein coupled receptor 55 (GPRS55), peroxisome proliferator-activated nuclear
receptors (PPARs), and transient receptor potential vanilloid-1 (TRPV1) channel [12-
15]. Moreover, the enzymes involved in biosynthetic pathways and enzymatic
hydrolysis of anandamide and 2-AG can also participate in metabolic process of other
N-acyl-ethanolamines and 2-mono-acyl-glycerols. Likewise, anandamide and 2-AG
can be metabolized by other non-cannabinoid enzymes, such as cyclooxygenase-2
(COX2) - an important component of inflammatory pathways [16].

This complexity of endocannabinoid signaling can be extended to
phytocannabinoids. As mentioned, Cannabis plant presents more than 70 compounds,
among these the A9-tetrahydrocannabinol (A9-THC) seems to be the most important
psychotomimetic phytocannabinoid. The main targets of A9-THC are the CB1 and CB2
receptors. Other phytocannabinoids, such as cannabidiol (CBD), CBD acid (CBDA),
cannabidivarin (CBDV), cannabigerol (CBG), A9-tetrahydrocannabivarin (THCV),
THCV acid (THCVA), and CBDV acid (CBDVA) can directly act on cannabinoid
receptors, or can produce effect through modulation of enzymatic process [11].

Take this complexity into account, the investigation of endocannabinoid system,
as well as the effects of phytocannabinoids or synthetic cannabinoids by several
methodologies could increase the knowledge about the regulation of endocannabinoid
signaling as a whole. Considering the large number of proteins and intricate protein

networks involved in these functions, the implementation of proteomic and lipidomic
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profiling studies may help to elucidate endocannabinoid activity in basal and
pathological psychiatric conditions.

Proteomics and lipidomics in the investigation of endocannabinoid system

Mass spectrometry-based proteomic and lipidomic techniques are potential
tools to understand the molecular mechanism involved in brain disorders. Proteomics
and lipidomics can simultaneously quantify a large number of proteins and lipids in
samples, under different conditions (for instance, drug treatment, substance abuse,
and basal or pathological state). Associated with the proteome and lipidome data, in
silico systems biology-based analysis can unravel pathways and biological process
implicated in the pathobiology of diseases and physiology function, under certain
condition that could not be investigated by other technical tools. Therefore, the
association of these tools is crucial to better understand the role of the
endocannabinoid signaling in the brain homeostasis and schizophrenia
pathophysiology.

Schizophrenia and endocannabinoid system

The first evidence of endocannabinoid system in schizophrenia was provide
from the observation about high Cannabis abuse among patients [17, 18]. Consistent
findings have shown that cannabis abuse worsens the symptoms of schizophrenia
patients [19, 20], and increases the risk for schizophrenia development in vulnerable
individuals [21]. A9-THC seems to be the main responsible for these effects. On the
other hand, another phytocannabinoid - CBD - presents antipsychotic properties in
patients [8, 22, 23].

Studies have investigated the genetic relationship between schizophrenia and
endocannabinoid system. The main findings point to CNR1 polymorphisms in this
disorder [24-27], while these polymorphisms were not confirmed by other studies [28,
29]. Ho et al. (2011) found that the interaction of CNR1 genetic polymorphisms (such
as rs12720071) with heavy cannabis use in schizophrenia patients resulted in

decreased white matter brain volume, and cognitive impairment. This corroborates
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with the hypothesis that schizophrenia is mediated by genetic and environmental
factors [30]. In addition, Ishiguro et al. (2010) found that variations in rs2501432
(R63Q) and rs12744386 polymorphisms in the CNR2 gene might have a role in the
pathophysiology of schizophrenia [31].

Neuroimaging studies, using Positron Emission Tomography (PET), have been
used to investigate CB1 in schizophrenia [32] (Table 2). Studies using different
radioligands have shown increase of the CB1 binding in some brain areas associates
with the pathophysiology of this disorder [33-35]. A postmortem study corroborated
this finding [36]. In contrast, another PET investigation reported a decrease in CB1
binding in schizophrenia patients compared to controls [37]. These divergent findings
might be related to the gender, sex and age of the subjects, the different affinity and
pharmacokinetics of PET traces, the disease duration, and the substance abuse [32,
38]. In this context, future PET studies on CB1 in schizophrenia should be designed
with a complex data set obtained in a large-scale investigation [32]. However, the PET
studies are not able to elucidated pathways or biological processes in regulation of
CB1 in several conditions, for instance, in Cannabis abuse or antipsychotic treatment
conditions. Thus proteomic-related techniques could be interesting in this field.

Postmortem investigations based on radioligand binding have demonstrated
alterations in CB1. Some studies measured CB1 autoradiographic density in
schizophrenia, and found higher levels of this receptor in the dorsolateral prefrontal
cortex (DLPFC) [39, 40], and in the cingulate cortex [41, 42]. On the other hand,
studies using immunodetection methods detected a decreased CB1 protein expression
in the DLPFC [43-45], and no changes in CB1 levels in the cingulate cortex in
schizophrenia [46].

Moreover, increased CB1 and CB2 receptors in peripheral blood leukocytes
were detected by flow cytometry in schizophrenia patients compared to controls [47].
Another group found increased levels of CB1 and CB2 mRNA in the human peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) from patients with schizophrenia [48]. In addition,
Ferretjans et al (2014) showed that increased cannabinoid receptors expression on
lymphocytes and monocytes was significantly correlated with worst outcomes in
cognitive performance [49]. Together, these findings point to dysregulation of
endocannabinoid signaling also in the peripheral system, and possible implications for

immune responses in schizophrenia.
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Animal models have also contributed to understand the pathophysiology of
schizophrenia. A PET study reported increased CB1 expression in the adulthood
progeny of female rats exposed to poly I:C during gestational period [50]. Another
group found changes in CB1 expression in the DISC1 mutant mice [51]. The increase
in CB1 was also observed in offspring from maternal malnutrition via high-fat or low-
protein diets, a model of maternal disturbance [52]. Moreover, increased mRNA levels
of NAPE-PLD, MAGL, CB1, DAGLB and DAGLa were detected in brains of socially
isolated rats, especially in cortical layers, and prefrontal and thalamic regions [53]. The
authors also verified a decreased FAAH mRNA expression in the caudate putamen,
some prefrontal regions, and cortical layers of those animals [53]. In contrast, studies
using a pharmacological model of schizophrenia, the PCP-treated rats, did not find
change in CB1 expression [54-56].

Although genetic, neuroimaging, and behavioral studies have reinforced the role
of cannabinoids in the pathobiology of schizophrenia, molecular pathways and
biological processes involved in cannabinoid effects are not totally understood.
Moreover, the multifactorial profile of the schizophrenia etiology results in a high
complexity of protein expression and molecular pathways that can be investigated
using proteomic-related methods. Finally, the diagnosis and treatment of
schizophrenia is only based in clinical findings. In this regard, the investigation of
endocannabinoids as biomarkers for disease prognosis or treatment response could
be an interest approach to assist psychiatrist.

Proteomic contribution to unravel the endocannabinoid signaling

The main proteins involved in endocannabinoid signaling can be found in
several tissues, where they are involved in several biological processes (Table 1).
Between these proteins, those related to enzymatic biosynthesis and metabolic play a
key role in the endocannabinoid signaling pathways. Initially, it was accepted that
FAAH and MAGL were the main responsible for anandamide and 2-AG hydrolyses.
Although, at least for 2-AG, proteomic studies have shown the role of others enzymes
in this process.

A proteomic tool used to investigate endocannabinoid enzymes is the activity-
based protein profiling (ABPP) [57]. This technique actively target proteins of interest,
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enabling the identification and visualization of active enzymes [57, 58]. The ABPP
probes can enrich, detect and identify various members of a protein class, which
presents conserved functional features, clarifying alterations in protein activity that are
not shown in protein abundance or transcript [59]. In this regard, a study using ABPP
fluorophosphonate-biotin with avidin chromatography and advanced LC-MS analysis
confirmed that MAGL is the main enzyme responsible for metabolism of 2-AG in brain,
although there some conversion occurs via ABHD6 and ABHD12 - two previous
uncharacterized enzymes in the hydrolyses of 2-AG [60].

A recent study used the ABPP approach, coupled with high-resolution MS
analysis, to quantify the activity of serine hydrolases (DAGL-a, FAAH, ABHDG,
ABHD12, MAGL, and ABDH4) associated with endocannabinoid biosynthesis and
degradation in the hippocampus, cerebellum, frontal cortex and striatum [58].
Interestingly, the activity profiles of some enzymes were not found to be correlated to
protein abundance, as reported in a global proteomics data set [61]. This suggests that
the activity of these proteins could be regulated by other feed-forward or feed-back
mechanism via alterations in post-translational modification, such as phosphorylation.
For instance, ABHD12 abundance in the hippocampus was two-fold higher compared
to that in other brain regions, but the activity of this enzyme was found to be the same
[58]. MAGL activity was lowest in the cerebellum, while the activity of DAGL-a in that
region was higher compared to the other regions, and FAAH was found to have the
highest activity in the hippocampus and frontal cortex [58]. Together, these findings
point to the variability in the expression of endocannabinoid enzymes across different
brain regions [1, 61-63].

In this regard, these findings could be applied to wunderstand the
pathophysiology of schizophrenia. As mentioned, alterations in the endocannabinoid
signaling have been reported in this disorder, but no data pinpoint the expression of
endocannabinoid enzymes in schizophrenia. Thus, ABPP coupled with MS analysis
can be a potential approach in this field.

Additionally, Viader et al. (2016) applied the ABPP technique combined with
shotgun LC-MS to investigate the serine hydrolase activities in astrocytes, neurons,
and microglia of mouse brain [64]. In this study, the brain cell proteomes were treated
with a biotin-coupled fluorophosphonate (FP) probe, enriched with avidin
chromatography and analyzed by Multidimensional Protein Identification Technology
(MudPIT) - a chromatography-based proteomics approach that allows the large-scale
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shotgun analyses of complex peptide mixtures - that preset the two-dimensional
chromatographic separation coupled to tandem MS. To note, the MudPIT approach
represent a potential methodology for proteomic studies because its robustness and
reproducibility [65]. In this way, Viader and colleagues [64] reported that the activity of
several enzymes presented a good correlation with RNA-seq data, however some
enzymes were not correlated, or even anti-correlated with this data [66]. Despite these
differences, the ABPP/MudPIT analysis was able to detect the differential expression
in the endocannabinoid enzymes between glial cells and neurons [64], consistent with
the hypothesis that there is a cooperativity between these cells in the central nervous
system [67]. In addition, Viader et al. (2016) found that serine hydrolases responsible
for 2-AG metabolic process are mostly compartmentalized enzymes. The MAGL or
DAGLa expression may be common in neurons, compared to microglia or astrocytes.
On the other hand, ABHD12 and DAGLB were found to be highly expressed in
microglia, and DAGLa is mostly found in astrocytes, while neurons or microglia express
higher levels of DAGLf3 [64].

As mentioned above, 2-AG modulates several functions such as behavioral,
mood, pain and neuroinflammation [68, 69], mainly through the effects of 2-AG on
tripartite synapses and inter-neuronal communications [70-73]. Thus, proteomic
studies may be applied to elucidate the mechanisms involved in the regulation of 2-AG
levels, as well as a mean of pointing to potential novel therapeutic targets for brain
disorders [64], especially those characterized by neuroinflammation.

In vivo study combining a selective pharmacological inhibition of DAGL, with
chemical proteomic/lipidomic analysis enabled the observation of rapid and extensive
changes in brain lipid signaling [74]. The inhibition of enzymes by chemical
compounds is a useful approach to investigate the effects of acute blocked of enzymes,
and its consequences in the signaling of physiological and pathological conditions.
Although, the known complexity of endocannabinoid metabolic process can hamper
the investigation of therapeutic potential of enzyme inhibitors, since anandamide and
2-AG share the enzymatic pathways with other lipids. In this regard, the association of
pharmacological inhibition with proteomic and lipidomic techniques can provide a
comprehensive overview about lipid network in brain [74]. Interestingly, this study
found that the known DAGLa and DAGL inhibitors affected not only 2-AG content,
but also anandamide, prostaglandins, arachidonic acid, and diacylglycerols levels
probably through cross-talk mechanism between endocannabinoid signaling [74].
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The ABPP proteomic method also investigated the enzyme responsible for
anandamide degradation (FAAH). Increasing interest in FAAH inhibitors has been
shown in clinic for several disorders [75], for instance the BIA 10-2474, an irreversible
inhibitor of FAAH, has been tested in humans, with disappointed results. One volunteer
died and four others were hospitalized [76-79], with mild-to-severe neurological
symptoms [78]. Therefore, van Esbroeck et al. (2017) used ABPP and mass
spectrometry to determine the serine hydrolase interaction landscape of BIA 10-2474,
in human cells and tissues [80]. Moreover, the authors compared its selectivity with
PF04457845, a highly selective FAAH inhibitor that advanced to phase 2 trials without
severe adverse events [81-83]. The authors showed that, at the lowest concentration
tested (0.2 mM), both drugs had good selectivity for FAAH. However, across the drug
concentration range, PF04457845 maintained its selectivity, while BIA 10-2474 (and
its metabolite BIA 10-2639) showed various off-targets, including xenobiotic drug-
metabolizing enzymes, and lipid hydrolases (such as ABHD6 and ABHD11) [80]. Most
of these off-targets are substantial expressed in human brain tissue, being that many
of them are involved in cellular lipid metabolism [84, 85]. Therefore, the use of FAAH
inhibitors must be carefully study, since promiscuous compounds may alter cellular
lipid networks in human cortical neurons, and deregulates the lipid metabolism in the
CNS, contributing to neurotoxicity [80]. In this context, proteomic tools, such as ABPP
and mass spectrometry may play a role in selectivity and toxicity studies of these
compounds in humans and animal models.

Although the aforementioned studies did not use schizophrenia models or
patients, they reveal interesting approaches to investigate the endocannabinoid

signaling in this disorder.

Effects of cannabinoids on proteome: implications for schizophrenia

It has been shown that psychotomimetic effects of A9-THC occurs by CB1
activation in neurons. However, effects of A9-THC on proteome of brain cells are not
totally understood. Similarly, the effects of CBD and others phytocannabinoids or
synthetic cannabinoids on proteome are not investigated in schizophrenia
pathobiology and treatment. Although, some studies have used proteome-related tools
to investigate the effects of A9-THC and CBD.
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Proteomic studies can elucidate molecular fingerprints of CB1 activation by A9-
THC or other agonists in synaptic development and axonal growth. This could lead to
an increased understanding of the molecular basis of cannabis-induced psychiatric
illnesses [86]. Along these lines, matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI)
is an ionization technique [87] in which the sample is vaporized and ionized using an
UV-absorbing chemical compound and a laser, producing multiply charged analytes
[88]; and electrospray (ESI) [89], was innovative since it made possible the analysis
of non-volatile, relatively large biomolecules, such as peptides and proteins [88]. In
this way, these techniques (nLC-MALDI/MS/MS and nLC-ESI/MS/MS) showed the
effects of THC on the neuronal proteome during neurodevelopment [90], suggesting
that fetal cannabis exposure may have a negative impact on establishment of synaptic
connectivity in neuronal networks underpinning memory, cognition and executive skills,
leading to “circuit failure” in these systems. This might account for the observed
increase in incidence of certain psychiatric disorders and drug addiction in the adult
offspring of those individuals who had been exposed prenatally to Cannabis use.

Although some studies applying genetic, image, and behavioral task
methodologies, as describe above (see Schizophrenia and endocannabinoid system
section) have pinpointed a role of this system in the pathophysiology of schizophrenia
[91, 92], few proteomic investigations have been carried out with the same goals in
mind. In the case of preclinical studies, hippocampal samples from the neuregulin 1
transmembrane heterozygous (Nrg1 HET) mouse - a model of schizophrenia - was
used in a proteome profiling analysis [93]. These animals and their wild-type (WT)
littermates were treated with A9-THC, and the proteome analyses demonstrated that
Nrg1 HET mice presented changes in the abundance of proteins involved in several
biological process (Table 3).

Another study investigated the effect of A9-THC on the hippocampal proteome
of adolescent and adult Wistar rats to elucidate the role of A9-THC treatment on
biological processes in brain [94]. This analysis found that the levels of 27 proteins
involved in important biological processes were induced by A9-THC treatment of
adolescent animals. At the same time, 10 hippocampal proteins involved mainly in
signaling pathways were more affected in adult rats following the same treatment.
Taken together with the behavioral alterations, these proteomic findings suggest that
the adolescent brain is more vulnerable to A9-THC exposure, in comparison to adult

brains.
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In order to extend our knowledge of the pivotal protein constituents involved in
the endocannabinoid system and psychiatric disorders, we used the in silico systems
biology tool STRING (Search Tool for Recurring Instances of Neighboring Genes —
Reference: doi: 10.1093/nar/gkw937). In this analysis, STRING was used to combine
proteins of the endocannabinoid system (Table 1) with those modulated by A9-THC in
Wistar, wild type and the Nrg1 HET animals (Table 3). This highlighted the proteins
NAPE-PLD and Parkinsonism associated deglycase (PARK7) as key hub proteins
(Figure 3). NAPE-PLD is involved in the biosynthesis of several N-acylethanolamines
(NAEs) in the mammalian brain [95], including anandamide. NAPE-PLD also plays a
role in inflammatory processes [96]. The levels of this enzyme increase throughout
brain development, suggesting that anandamide synthesis via the NAPE-PLD pathway
can be higher at maturity, compared to earlier stages of life [97].

Moreover, NAPE-PLD-knockout mice show lower levels of anandamide and
other NAEs, such as prostaglandins [63]. Thus, dysregulation of NAPE-PLD may affect
the brain through inflammatory processes [98]. This is consistent with the idea that
neuroinflammatory processes are implicated in the pathophysiology of schizophrenia
and other psychiatric conditions. Additionally, NAPE-PLD is up-regulated in adolescent
Nrg1 HET mice treated with A9-THC, compared to a vehicle-treated group [93],
suggesting a possible mechanism of A9-THC in regulation of anandamide levels.
Initially it was believed that phytocannabinoids like A9-THC only has CB1/CB2 agonist
properties, but currently studies have shown the effects of these compounds in
enzymatic process, and with the analyses we reported a role of A9-THC in NAPE-PLD
(Figure 3). These findings warrant further investigation to increase our understanding
of the potential role of NAPE-PLD in schizophrenia, and to explore this pathway for
potential novel biomarkers and drug targets.

Another protein highlighted by our analyses was PARKY, which is involved in
transcriptional regulation, protein degradation [99], neurotransmitter homeostasis
[100-102] cell survival and proliferation [103, 104], and mitochondrial function
regulation [105]. Moreover, PARKY presents antioxidant and chaperone activity, and
dysfunctions of this protein have been associated with neurodegenerative disorders,
such as Parkinson disease [99]. In mammalian cells, oxidative stress induces changes
in PARKY properties [106, 107]. In this context, a study reported the involvement of
PARK? in protection against oxidative stress, particularly in neurons [108]. Moreover,
Meiser et al. (2016) demonstrated that loss of PARK7 decreases serine biosynthesis
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and glutamine influx, two pathways that provide precursors for de novo synthesis of
glutathione, an important antioxidant [109].

In this regard, PARK?7 levels were decreased in the hippocampus of
adolescent Wistar rats treated with AS-THC [94]. Thus, A9-THC may increase the risk
of oxidative stress, particularly in neurons. Moreover, the down-regulation of PARK7
induced by A9-THC treatment may also impair neurotransmission [110], thereby
altering the expression of neurotransmitter receptors through feed-forward and
feedback mechanisms [111]. However, the function of PARK7 in schizophrenia has
not been completely elucidated. A postmortem study did not find changes in PARK7
MRNA levels in brain of schizophrenia patients compared to controls [112]. To note,
the main effects on PARKY7 aforementioned is associated with A9-THC that is not
present in the postmortem study, since these patients were not Cannabis users. Thus,
more efforts to understand the role of PARK7 in Cannabis abuse of schizophrenia
patients are needed.

Another phytocannabinoid, CBD, has been implicated in schizophrenia. Unlike
A9-THC, CBD presents antipsychotic properties in schizophrenia patients [8, 22, 23]
and in several animal models to study schizophrenia [113-118]. Although proteomic
data about CBD in schizophrenia are limited. Some studies have shown the effects of
CBD on behavioral-like schizophrenia symptoms associated with changes in protein
levels by western blot, immunohistochemistry, and autoradiography receptor binding
[97, 119, 120] (see Table 4). These studies point to important pathways in
schizophrenia pathophysiology; however, proteomic investigations could substantially
increase the understanding of protein, pathways, and mechanisms involved in
antipsychotic properties of CBD.

Taken together, the proteomic findings may contribute to the understanding of
the increased psychosis related to cannabis use in schizophrenia, and elucidate
possible relations with genetic vulnerability in patients with this disease. Furthermore,
this could lead to the identification of new biomarker candidates for monitoring disease

risk, progression or treatment response.
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Lipidomic studies

Lipids are comprised of compounds with long chain hydrocarbons, and they are
involved in several biological processes in all tissues such as the brain, including
exocytosis, ion channel regulation, membrane domain formation, localization and
function of proteins in membranes, and cell signaling pathways [121]. Studies have
shown that alterations in the brain lipid content may play a role in psychiatric disorders
[122, 123]. Thus, investigations of the lipid levels in some of these disorders may help
to elucidate their role in the pathophysiology. The most characterized
endocannabinoids, anandamide and 2-AG, belong to the N-acylethanolamine and
monoacylglycerol lipid classes, respectively. Therefore, the study of these
endocannabinoids in healthy and pathological conditions can be achieved via lipidomic
profiling techniques.

Lipidomics is the global study of lipids found in cells, tissues or organisms, and
the changes of its levels under different physiological conditions. Lipidomic profiling
can reveal the molecular pathways involved in the biotransformation of lipids [124],
and provide data about the role of specific lipids in physiological and pathological
signaling events in different tissues, such as the brain [123]. To quantify molecular
species of lipids, LC or GC, combined with and ESI/MS, can be applied under
atmospheric pressure conditions [121]. These platforms have allowed the acquisition
of better lipid profiles, and are essential to explore the dynamics of individual and
combined lipids in a signaling pathway [122]. However, these techniques are limited
by chromatographic resolution for lipid separations. Additionally, the technologies
required for quantification of the lipid-based endocannabinoids still requires some
optimization [125], since anandamide and 2-AG are mostly present at low
concentrations (pmol/g to nmol/g) in biological samples. As mentioned in the first
section, endocannabinoids are produced upon demand and are not stored in vesicles
or compartments, hampering their measurements in biological samples [126].
Moreover, the quantification of 2-AG seems to be more complex, due to its
isomerization into 1-arachidonoyl glycerol (1AG) [125, 127]. These studies suggested
that LC-MS/MS methods may be limited by interference from isobaric isomers,
resulting in false results about 2-AG content.

Isobaric (molecules with the same nominal mass, but differently exact mass)

and isomeric (molecules with the same molecular formula, but with different chemical
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structure) species confer an overlap in between lipid classes, resulting in a poorly
quantitative lipidomic profile in ESI/MS and LC-MS methods [128]. The
isobaric/isomeric species are usually observed in lipids. In this regard, the differential
mobility spectrometry (DMS), also called field-asymmetric waveform ion mobility
spectrometry (FAIMS), can provide a continuous-ion monitoring, and an orthogonal ion
mobility, resulting in a better separation in shotgun lipidomics [128, 129].

In DMS method the lipids are ionized by electrospray ionization (ESI), and
filtered by DMS cell prior to MS analysis [128]. A high-voltage asymmetric waveform
is applied across two planar electrodes in DMS cell, and the difference between the
mobility during the high- and low-field portions of the waveform determines the exact
trajectory taken by the ions. Thus, DMS allows the evaluation of isobaric and closely
related lipids, and quantification of monitored species. Another method using stable
isotope-labelled internal standards, solid-phase extraction and ultra-performance liquid
chromatography tandem mass spectrometry (UHPLC-ESI-QTOF-MS) was able to
identify and quantify different congeners of N-acylethanolamides (NAEs) family, in
which anandamide belongs [126]. Taken into account, these successful methods could
be used in lipidome analysis from schizophrenia patients to better understand the
endocannabinoid disturbances with high accuracy. Additionally, these methods could
be applied to study endocannabinoids as biomarkers for treatment response of
antipsychotics.

Although, DMS method is one of the most accurate for lipidome profile, some
studies have reported success approaches for quantification of the lipid-based
endocannabinoids. Kingsley and Marnett (2003) described that anandamide and 2-AG
of mammalian tissues can be quantified using ESI/LC-MS/MS [130]. Recently, a high
sensitivity microflow LC approach with detection by quadrupole MS/MS was reported
to quantify the levels of endocannabinoids [131]. Another group measured
endocannabinoid levels in rat brain using LC-MS/MS with electrospray positive
ionization and MRM (also termed selective reaction monitoring) [132].

Several studies have shown changes in endocannabinoid levels in
schizophrenia, employing several distinct MS-based methods (Table 5). A study using
high-performance LC-MS showed that anandamide levels in plasma were higher in
patients compared to healthy subjects [133], while increased levels of anandamide
and palmitylethanolamide were detected in the cerebrospinal fluid in schizophrenia
patients, using LC-MS and isotope dilution GC-MS [134]. These findings have been
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supported by other investigations using LC-MS/MS, which confirmed the occurrence
of increased anandamide levels in schizophrenia [135-138]. Interestingly, psychotic
symptoms were negatively correlated with anandamide levels [134], suggesting a
protective or antipsychotic profile of this endocannabinoid [135]. Another study
reported that the increase in anandamide levels in schizophrenia seems to be a
homeostatic mechanism to counteract the hyper dopamine neurotransmission [135].

According to these findings, CBD attenuated the schizophrenia symptoms, and
this effect was associated with increased anandamide levels [8]. Additionally,
anandamide levels were found to be increased in blood samples of schizophrenia
patients, and this alteration was attenuated after clinical remission with antipsychotic
treatment [139]. Corroborating with these findings, a recent study reported higher
levels of anandamide and palmitoylethanolamide in twin pairs discordant for
schizophrenia, compared to healthy twins [140]. These studies point to anandamide
as a potential biomarker for risk of developing psychosis, and for monitoring
antipsychotic treatment responses in patients.

In addition to serum and cerebrospinal fluids, postmortem brain samples
(cerebellum, hippocampus and prefrontal cortex) from schizophrenia patients and
control subjects have also been analyzed by lipidomic approaches [141]. This study
quantified endocannabinoid levels using the LC-MS detection and the analyses
showed that schizophrenia patients had higher levels of 2-AG and lower levels of
anandamide in all brain regions analyzed, while docosahexaenoylethanolamine
(DHEA) and dihomo-y-linolenoylethanolamine (LEA) levels where found to be
decreased in some brain regions compared to controls. Interestingly, this study found
changes between antipsychotic-free and antipsychotic-treated at time of death. For
instance, 2-AG levels of antipsychotic-treated patients did not differ from those of
healthy individuals, suggesting a modulation of treatment in endocannabinoid signaling
[141]. Although, the measurement of endocannabinoids in postmortem samples can
be limited. Another study highlighted the complexity of analyzing endocannabinoid
levels in brain samples of variable postmortem delay [142]. Thus, this factor should be
considered in the design and analysis of lipidomic data from postmortem studies, as
should be the case for all molecular and structural studies of the brain and other tissues
obtained in this manner.

Preclinical studies have also shown changes in the lipid-based cannabinoid
levels in models of psychiatric disorders. A lipidomic profiling study detected decreased
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levels of anandamide and 2-AG in the ventral striatum of rodents submitted to bilateral
olfactory bulbectomy, an animal model to study schizophrenia [143]. Additionally, the
results of the LC-MS analyses were associated with behavioral tests, suggesting that
the dysregulation mainly in 2-AG levels plays a role in the altered locomotor activity.
Likewise, studies using isotope dilution-LC-atmospheric pressure chemical ionization-
MS showed that the brain regions of rats treated with phencyclidine (PCP) [144] and
animals submitted to the social isolation rearing have altered anandamide and 2-AG
levels [145]. Moreover, the GC-chemical ionization MS approach using an isotope
dilution assay detected increased or decreased anandamide levels, depending on the
brain region analyzed, from PCP-treated rats [55, 56]. Another group showed
increased anandamide concentrations, and decreased or increased in 2-AG
concentrations in some brain areas Nrgl mouse model of schizophrenia [146].
Together the lipid profiles found by these studies point to role of anandamide and 2-
AG in schizophrenia-like behavior.

Although important lipidomic findings have shown the involvement of
endocannabinoid changes in the pathophysiology of schizophrenia, more efforts are
needed to clarify the effects of phytocannabinoids in this field, since these compounds
modulate enzymatic pathways of synthesis and hydrolyses of anandamide and 2-AG.
For instance, a study reported that antipsychotic properties of CBD occurs mainly
through the enzymatic blocking of FAAH, but the direct interaction of this
phytocannabinoid with CB1, CB2, or TRPV1 receptors may not be excluded [8]. The
same group used LC/MS to measure anandamide levels in CFS from first episode
schizophrenia patients under low or high-Cannabis exposure. The authors found that
high frequency abuse down-regulated anandamide levels [136], suggesting that A9-
THC can impair endocannabinoid levels. However, the molecular pathways involved

are not clear in these results. Thus, proteomic-related techniques could fill these gaps.

Endocannabinoid system and other brain disorders

Besides schizophrenia, endocannabinoids have been implicated in other
multifactorial psychiatric disorders, for instance depression and anxiety. Depression is
the most common psychiatric disorder and can have a severe impact on quality of life.
Clinical and preclinical evidence have shown that CB1 blockade or deletion result in
depression-like behavior [147, 148, 149], while increased endocannabinoid levels
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[150, 151, 152, 153] or exogenous CB1 agonists [154] are a potential antidepressant
treatment. In the case of anxiety, cannabinoid agonists have both anxiolytic and
anxiogenic effects depending on the dose used [155, 156]. In addition, genetic or
pharmacological manipulation of FAAH decreases anxiety-like behavior [157, 158,
159] and manipulation of DAGLa or MAGL activity, which results in decreased 2-AG
levels, also plays a role in anxiety [160, 161, 162].

Endocannabinoids have also been implicated in other brain disorders such as
multiple sclerosis (MS) and Parkinson’s disease (PD). In MS, cannabinoids provide a
management of tremor as well as spasticity, neurodegenerative and
neuroinflammatory processes in preclinical studies [163, 164, 165, 166, 167]. Several
lines of evidence also support the role of cannabinoids in the treatment of MS as
reviewed by Rog [168]. With respect to PD, the endocannabinoids are closely related
to control of motor activity in the brain [169]. This finding has generated new prospects
about treatment of PD [170, 171, 172].

Taken together these data reinforce the potential of endocannabinoid targets to
treat not only schizophrenia, but also other brain disorders. Additionally, further
investigations regarding endocannabinoid levels in serum or cerebrospinal fluid could
clarify the role of these compounds in brain disorders as well as identify biomarkers for
disease diagnosis and progression. Moreover, proteome investigations could fill the
knowledge gap about pathways and biological processes involved in the effects of
cannabinoids in these diseases. Finally, the endocannabinoid system deserves
attention from omics-related studies on several conditions and not only schizophrenia

as highlighted here.

Conclusions

There has been an increasing interest in potential dysfunctions of the
endocannabinoid system in multiple brain diseases, but many aspects of
endocannabinoid functions in the brain have not been completely elucidated. In this
regard, the application of proteomic, lipidomic, and metabolomics studies could provide
further knowledge about the role of the endocannabinoid system in healthy brain
function, as well as how disturbances in this system could contribute to psychiatric
disorders. These technologies have the advantage over traditional methods by proving
a screening or profiling service as opposed to targeted approaches, which rely on prior



132

knowledge. However, from all of these methods combined, the endocannabinoid
enzymes and receptors have come under increased scrutiny as potential targets for
improved treatment of some brain disorders. This may prove to be fruitful as it has
been known for decades that some patients suffering from schizophrenia actually seek
to self-medicate with Cannabis and other substances, and this may help to alleviate
certain psychiatric symptoms and emotional distresses [173, 174]. Whether or not
such self-medication is truly beneficial, these observations still support the involvement
and continued investigation of the endocannabinoid pathway as a potential source of
biomarkers and drug targets for psychiatric diseases.

The protein constituents of the endocannabinoid pathway have been
investigated by several proteomic studies that used MS and other differential display
approaches. The consensus of these studies showed that not only the proteins
abundance must be considered in endocannabinoid signaling, but also their functional
state, cellular compartment, post-translational regulation, and potentially their
differential expression across different cell types and brain regions. MS is also widely
used in lipidomic studies of anandamide and 2-AG. The direct investigation of
endocannabinoid levels by several studies has confirmed a role of these compounds
in the pathophysiology of these disorders. The lipidomic findings suggest that
anandamide can be a potential biomarker for schizophrenia, which prove useful for
improved stratification of patients, and to monitor the responses to antipsychotic
treatments. In turn, this may lead to improved treatment of individuals suffering with
this, and potential other, psychiatric disorders.
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