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RESUMO 

 

O Transtorno Bipolar afeta 1% da população mundial e, juntamente com a 

esquizofrenia, transtorno esquizoafetivo e depressão maior, constitui o grupo das 

doenças mentais graves. Essas doenças são as maiores responsáveis por incapacitação 

e sobrecarga ao sistema previdenciário mundialmente. Essas doenças são consideradas 

uma das principais doenças crônicas dos jovens e, na velhice, estão associadas a 

maiores taxas de demência. Até o momento, inexiste uma base genética esclarecida ou 

testes biológicos que identifiquem esses transtornos. De momento, a expressão gênica 

cerebral tem apontado para alterações pró-apoptóticas e inflamatórias no córtex pré-

frontal de indivíduos com essas condições. O presente estudo é uma prova de conceito. 

Realizamos um estudo de aprendizado de máquina a partir da expressão gênica em 

áreas cerebrais pré-frontais na maior coleção de expressão gênica em psiquiatria do 

mundo. Nosso objetivo foi criar assinaturas de expressão gênica com potencial para 

prever genótipos clínicos, numa engenharia reversa de expressão gênica “predizendo” o 

diagnóstico. No presente estudo, verificamos que é possível diferenciar o transtorno 

bipolar da esquizofrenia e de controles. Da mesma forma, foi possível diferenciar a 

esquizofrenia e o transtorno bipolar (psicose) de controles. O presente estudo demonstra 

a factibilidade de uma engenharia-reversa em que entidades diagnósticas clássicas 

podem ser deduzidas a partir de padrões de expressão gênica cerebral. Questionam-se 

se, futuramente, outros tecidos passíveis de serem biopsiados poderão também gerar 

predições diagnósticas similares. Parecemos nos encaminhar para uma mudança de 

paradigma onde achados de expressão gênica possam informar sobre diagnósticos 
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complexos que não raro demoram décadas a serem feitos, atrasando as intervenções e 

piorando o prognóstico desses pacientes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 
 

Sumário 

I. INTRODUÇÃO ................................................................................................................. 9 

    I.I.      Definição: sintomas, classificação e diagnóstico .................................................... 9 

I.II.  Breve histórico sobre o Transtorno Bipolar .......................................................... 13 

I.III. Dados epidemiológicos ............................................................................................ 15 

I. IV. Principais comorbidades clínicas e psiquiátricas associadas ao TB ................... 17 

I.V. Transtorno Bipolar e qualidade de vida .................................................................. 20 

I.VI. Transtorno Bipolar e uso de serviços de saúde ..................................................... 20 

I.VII. Suicídio e comportamento suicida .......................................................................... 21 

I.VIII. Fatores genéticos associados ao Transtorno Bipolar ....................................... 22 

I.IX. Expressão Gênica no Transtorno Bipolar em comparação à esquizofrenia e a 

indivíduos saudáveis .......................................................................................................... 24 

II. OBJETIVOS .................................................................................................................. 26 

III. CONDUÇÃO DO ESTUDO .............................................................................................. 27 

III.I. Amostras ....................................................................................................................... 27 

III.II. Pré-processamento do sequenciamento de RNA ..................................................... 28 

III.III. Isoforma diferencial e expressão gênica .................................................................. 29 

III.IV. Previsões individualizadas usando contagens de genes e abundâncias de 

isoformas ............................................................................................................................. 31 

III.V. Análise de enriquecimento de conjuntos de genes ................................................. 33 

III.VI. Estudos de associação genômica ampla ................................................................. 34 

IV. RESULTADOS E DISCUSSÃO ....................................................................................... 36 

IV.I. Análise de expressão diferencial dos genes ............................................................. 36 

IV.I.I. Transtorno Bipolar vs Controles ................................................................................... 37 

IV.I.II. Esquizofrenia vs Controles .......................................................................................... 38 

IV.I.III. Psicose vs Controles .................................................................................................. 39 

IV.II. Análise da expressão diferencial de isoformas ........................................................ 40 

IV.II.I. Esquizofrenia vs controles .......................................................................................... 40 

 



8 
 

IV.II.II. Transtorno Bipolar vs Controles ................................................................................. 42 

IV.II.III. Esquizofrenia x Transtorno Bipolar ........................................................................... 44 

IV.II.IV. Psicose vs Controles ................................................................................................ 45 

IV.II.V. Discussão - Análise diferencial de expressão gênica e isoformas ............................. 46 

IV.III. Biomarcadores de expressão gênica na esquizofrenia, transtorno bipolar e 

controles .............................................................................................................................. 49 

IV.III.I. Classificação binária .................................................................................................. 49 

IV.III.II. Preditores importantes nos modelos de genes, relevância dos preditores e 

comparação de algoritmos .................................................................................................... 51 

IV.IV. Biomarcadores de expressão de isoformas data-driven na esquizofrenia, 

transtorno bipolar e controles ............................................................................................ 53 

IV.IV.I. Classificação Binária ................................................................................................. 53 

IV.IV.II. Preditores importantes em modelos de isoformas, relevância dos preditores e 

comparação de algoritmos .................................................................................................... 55 

IV.IV.III. Direções futuras em modelos preditivos de genes e isoformas ................................ 58 

IV.V. Análise de enriquecimento de conjuntos de genes ................................................. 58 

IV.VI. GWAS de genoma completo ..................................................................................... 63 

V. CONCLUSÃO E DIREÇÕES FUTURAS .......................................................................... 66 

VI.  FIGURAS ................................................................................................................... 70 

ViI.  REFERÊNCIAS .......................................................................................................... 94 

 

 

 

 

 

 

 



9 
 

 

I. INTRODUÇÃO 

 

I.I.   Definição: sintomas, classificação e diagnóstico 

 

O Transtorno Bipolar (TB) é uma doença crônica que afeta cerca de 1% da 

população mundial, segundo dados da Organização Mundial da Saúde (OMS)¹. O TB 

acomete igualmente homens e mulheres, cursando com diversas recidivas ao longo da 

vida e causando prejuízos significativos na funcionalidade e na cognição ².  

O TB é caracterizado principalmente por episódios de mania, determinados 

principalmente por humor expansivo, eufórico ou irritável, pensamento acelerado e fuga 

de ideias, agitação psicomotora, pressão de fala, taquilalia, paranoia, hipersexualidade, 

impulsividade, aumento de energia e redução da necessidade de sono³. Durante um 

episódio maníaco, o raciocínio pode estar fragmentado e incoerente, acompanhado ou 

não de delírios e/ou alucinações. Episódios de hipomania, quando comparados à mania, 

caracterizam-se por uma menor intensidade e duração dos sintomas, ainda que 

apresente repercussões extremamente significativas à funcionalidade do indivíduo 4.  

O TB também é caracterizado pela presença de episódios depressivos. Os 

estados depressivos são fenomenologicamente “opostos” à mania, caracterizando-se por 

uma redução de energia, o que inclui um maior desinteresse sexual, incapacidade de 

sentir prazer, falta de vontade de manter as atividades diárias, lentificação do 

pensamento e retardo psicomotor³. Na depressão, há predomínio de sentimentos 

pessimistas e de desesperança, que podem também estar acompanhados de raiva e 
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ansiedade. Um episódio depressivo pode ocorrer em diferentes condições clínicas ou 

psiquiátricas, como no Transtorno Depressivo Maior (TDM) e no TB. A diferenciação entre 

depressão unipolar e depressão bipolar só pode ser inferida ao constatar-se a presença 

de episódios maníacos/ hipomaníacos ao longo da vida, o que caracterizaria uma 

depressão bipolar. Este conceito é de extrema relevância clínica devido ao fato de que 

boa parte dos quadros de TB iniciam por episódios depressivos, o que faz com que 

diversos indivíduos com TB sejam equivocadamente diagnosticados e tratados5. Outro 

conceito importante é o de episódio misto, onde há uma sobreposição concomitante entre 

sintomas de mania e depressão. O episódio misto é uma condição de difícil diagnóstico 

e está associado a uma evolução desfavorável da doença6. 

A presença de sintomas psicóticos é um fator crucial na avaliação prognóstica da 

doença. Indivíduos com TB sem história de episódios psicóticos tendem a apresentar um 

menor prejuízo cognitivo e uma menor desorganização comportamental, enquanto 

indivíduos com história de psicose tendem a maiores prejuízos sociais e cognitivos7. Ao 

longo da vida, pacientes com TB têm risco elevado de recidiva da doença8. Ainda sobre 

o prognóstico da doença, estima-se que até um terço dos indivíduos com TB possam 

apresentar remissão sintomática da doença após um episódio de humor9, assim com um 

número parecido de indivíduos pode ter sua funcionalidade recuperada9,10. Variáveis 

associadas a um pior prognóstico e a uma evolução desfavorável são: má adesão ao 

tratamento, abuso de substâncias, transtornos de ansiedade comórbidos, presença de 

episódios mistos, presença de sintomas psicóticos, número prévio de episódios de humor 

e variáveis demográficas, como idade avançada, sexo masculino e baixo nível 

socioeconômico11. A presença de um maior número de episódios de humor, 
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especialmente quando múltiplos e de maior gravidade, e de um maior número de 

hospitalizações, são fatores conceitualmente associados a um maior declínio cognitivo12. 

O TB está associado a um progressivo declínio cognitivo e funcional, marcado não 

apenas por piora clínica, mas também por algumas alterações fisiológicas e 

neuroanatômicas13. Há relatos de alterações em substratos inflamatórios, estresse 

oxidativo e redução de neurotrofinas, além de alterações como aumento dos volumes 

ventriculares cerebrais e alterações estruturais no córtex pré-frontal, hipocampo e corpo 

caloso14.  

Na quinta edição revisada do Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos 

Mentais (DSM-5-TR), espectro bipolar foi classificado nas seguintes categorias: TB Tipo 

I, TB tipo II, Transtorno Ciclotímico, Transtorno Bipolar Devido à Outra Condição Médica, 

Transtorno Bipolar Induzido por Substância ou por Medicamentos, Transtorno Bipolar 

Devido à Outra Condição Médica, Outro Transtorno Bipolar ou Condições Relacionadas 

Especificadas, Transtorno Bipolar ou Transtorno Relacionado Não Especificados e 

Transtorno de Humor não especificado³. Foge ao escopo desta monografia a 

apresentação de todos os tipos de TB; entretanto, a Tabela 1 traz as características 

principais do TB Tipo I, TB tipo II e Transtorno Ciclotímico. 

 

Tabela 1. Highlights sobre as principais categorias do espectro bipolar no 

conforme o DSM-5-TR 

Transtorno 

Bipolar Tipo I 

Caracteriza-se pela ocorrência de, no mínimo, um episódio maníaco, 

podendo ou não, manifestar-se com episódios depressivos. 
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Transtorno 

Bipolar Tipo II 

Caracteriza-se pela ausência de episódios maníacos e pela presença 

de, no mínimo, um episódio hipomaníaco e um episódio depressivo 

maior. 

Transtorno 

Ciclotímico 

Caracteriza-se pela ocorrência de, por no mínimo dois anos, diversos 

períodos com sintomas hipomaníacos, porém sem fechar critério para 

episódio hipomaníaco, e diversos períodos com sintomas depressivos, 

porém sem caracterizar episódio depressivo maior. 

 

 O diagnóstico diferencial do TB inclui, principalmente, a esquizofrenia e 

transtornos relacionados, transtorno esquizoafetivo, transtornos de personalidade e 

depressão unipolar. Outros diagnósticos diferenciais também relevantes incluem a 

psicose reativa breve, psicose cicloide, psicose atípica, transtornos cerebrais orgânicos, 

epilepsia e abuso de substâncias15. 

Neste sentido, uma boa avaliação do TB requer acompanhamento longitudinal e 

uma abordagem médica completa, uma vez que o diagnóstico depende da história de 

vida e de anamnese não direcionada apenas ao episódio atual. Em uma avaliação 

transversal, a presença de sintomas como irritabilidade, paranoia e aceleração do 

pensamento podem não ser suficientes para o estabelecimento adequado do diagnóstico 

de TB. Desta forma, uma avaliação completa deve analisar, no mínimo, o histórico 

familiar, o funcionamento pré-mórbido e a caracterização de possíveis sintomas 

psiquiátricos e episódios prévios de humor.  

A diferenciação entre TB e depressão unipolar é incluída como um dos principais 

diagnósticos diferenciais, considerando que muitos dos indivíduos com TB apresentam o 
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polo depressivo como primeiro episódio de humor, o que contribui para um erro 

diagnóstico estimado entre 40% e 60% nas fases iniciais da doença16. Sendo assim, na 

avaliação de um indivíduo que se apresenta com sintomas depressivos, deve-se 

primeiramente avaliar a presença de possíveis sintomas prévios de hipomania ou mania. 

É importante salientar que muitos pacientes apresentam um insight empobrecido sobre 

seus sintomas atuais ou passados, o que sugere a realização de entrevistas familiares e 

coleta de informações externas. 

           Em suma, o diagnóstico do TB exige uma boa coleta da história pessoal e familiar. 

A descrição completa dos episódios anteriores, incluindo duração, momento de início e 

resposta a tratamentos é parte essencial da anamnese psiquiátrica. Em pacientes com 

sintomas depressivos, as entrevistas devem necessariamente abordar o diagnóstico 

diferencial entre TB e depressão unipolar – considerando-se que algumas variáveis estão 

associadas a um risco maior para depressão bipolar, como a história familiar positiva para 

TB e um início precoce ou tardio da doença15. 

 

I.II.  Breve histórico sobre o Transtorno Bipolar 

 

Os primeiros registros de uma doença associada à variação de humor surgiram 

da Grécia antiga. À época, acreditava-se que diversas doenças estavam associadas a 

um desequilíbrio entre os humores-fluidos vitais. De acordo com a teoria dos humores, o 

equilíbrio entre os quatro humores - bílis amarela, bílis negra, sangue e fleuma – era 

responsável pelo bem-estar e saúde geral, enquanto o desequilíbrio entre os elementos 

levava ao surgimento de enfermidades, como as mudanças do humor16.  O estado de 
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tristeza estava associado a um desequilíbrio da bílis negra, o que cunhou o termo 

melancolia, palavra de raiz grega que deriva do termo bílis negra.  

Cinco séculos depois, Areteu da Capadócia descreveu as síndromes maníacas e 

depressivas, e, pela primeira vez, ambas foram agrupadas em um único transtorno, na 

qual os dois estados ocorriam alternadamente17. Mais de dezoito séculos depois, no 

século XIX, os psiquiatras Baillarger e Falret descreveram, de forma independente, um 

transtorno caracterizado pela alternância entre um estado de baixa energia (depressão) 

e um estado de alta energia (mania).17. No entanto, foi no século XX que Emil Kraepelin 

apresentou sua tese acerca da “insanidade maníaco-depressiva" 18. Sua tese não só 

revolucionou as diretrizes da época sobre o TB, como influenciou a grande maioria dos 

sistemas de classificação que são usados até hoje. Sua tese foi desenvolvida levando 

em conta sua experiência clínica e relatos de casos de aproximadamente mil pacientes 

com insanidade maníaco-depressiva. Seus resultados levaram em conta diversas 

variáveis médicas e de cunho epidemiológicas, como idade, profissão, etiologia da 

doença psiquiátrica, hereditariedade, idade dos sintomas, sintomas clínicos e seu curso 

ao longo do tempo, além de informações extras, como observações forenses. Para Emil 

Kraepelin, em sua tese, todas as alterações da eutimia foram agrupadas em um único 

transtorno, como sendo galhos de uma única árvore. Tanto alterações isoladas, como 

crônicas, formas leves ou agressivas, condições com psicose associada, casos 

subsindrômicos e características de personalidade neste modelo. Kraepelin acreditava 

que todos os tipos de alterações fizessem parte da mesma condição. As ideias de 

Kraepelin foram progressiva e positivamente aceitas pelo público, unificando em toda a 

Europa o conceito de insanidade maníaco-depressiva. Os estudos de Kraepelin e suas 
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esquematizações dos fenômenos psicopatológicos permitiu um avanço significativo nos 

estudos em psiquiatria19. 

O termo bipolaridade foi primeiramente utilizado em 1957, por Leonard; nos anos 

80, o termo foi incluído no DSM em substituição ao termo “transtorno maníaco-

depressivo” 16. O Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais (DSM), que 

consiste em uma publicação da American Psychiatric Association, está atualmente em 

sua 5ª edição revisada (DSM-5-TR), como já mencionado nesta monografia. Ao longo 

das primeiras edições do DSM, alguns dos critérios para o diagnóstico do TB foram 

alterados, mas sua classificação se mantém relativamente fixa nas últimas edições, 

principalmente quanto às características clássicas da doença16. 

 

I.III. Dados epidemiológicos 

 

Nas últimas décadas, diversos estudos foram desenvolvidos na tentativa de 

estimar a prevalência do TB ao redor do mundo. Um dos primeiros grandes estudos 

epidemiológicos sobre TB demonstrou uma prevalência ao longo da vida de 0,8% para o 

TB tipo I e de 0,5% para o TB tipo II na população norte-americana20.  Desde então, 

outras pesquisas foram conduzidas em outros países, com boa parte apresentando 

prevalências similares entre os sexos21. Em 2011, a World Mental Health Survey Iniciative 

(WMHSI)22, ao analisar dados de 11 países, identificou uma prevalência ao longo da vida 

de 0,6% para o TB tipo I, 0,4 % para o TB tipo II, 1,4 % para transtornos subsindrômicos 

e 2,4% para o espectro bipolar total. O mesmo estudo também demonstrou que, devido 

às diferenças possíveis entre as regiões do mundo, a prevalência do espectro bipolar 
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variou 0,1% na Índia e 4,4% nos EUA. No caso do Brasil, o WMHSI encontrou uma 

prevalência de TB na grande São Paulo de 2,1%, sendo 0,9% parao TB tipo I e 0,2% 

para o TB tipo II total 22. 

     Quanto à incidência do TB, o estudo National Epidemiologic Survey on Alcohol 

and Related Conditions (NESARC) identificou uma incidência de 1,97% para o TB tipo I 

e 0,65%, para TB tipo II, respectivamente, durante 3 anos de estudo23.  

Outro aspecto epidemiológico do TB é a identificação de fatores de riscos/ fatores 

associados à doença, como idade, escolaridade, condições socioeconômicas, sexo e 

estado civil. Por exemplo, a prevalência do TB é semelhante em ambos os sexos, como 

já mencionado anteriormente, embora seu tratamento seja mais prevalente no sexo 

feminino22. Outro escopo interessante é a análise etária do TB, visto que a sua 

prevalência, tanto ao longo da vida (lifetime prevalence) quanto nos últimos 12 meses 

(12-months prevalence) é maior em pessoas mais novas23. De acordo com dados do 

NESARC, indivíduos com menos de 65 anos são mais propensos a desenvolver tanto TB 

tipo I quanto TB do tipo II 24. Alguns autores justificam esse achado considerando que o 

risco de óbito em indivíduos com TB é maior do que indivíduos saudáveis, o que diminui 

a prevalência “relativa” da doença na população mais velha, quando comparada à de 

indivíduos mais novos25. 

Quanto à associação entre TB e condições socioeconômicas, não há uma 

correlação óbvia entre a prevalência da doença e baixa renda, apesar de alguns poucos 

estudos explorarem essa associação20,26. Entretanto, dados norte-americanos apontam 

que a taxa de desemprego em indivíduos com TB é maior no que na população saudável, 

além de uma maior dependência de recursos públicos por parte de portadores da 
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doença20. No âmbito macroeconômico, países desenvolvidos têm uma prevalência 2 

vezes maior no diagnóstico de TB e, quando o indivíduo é diagnosticado, a prevalência 

de tratamento é até 3 vezes maior nesses países 22. 

 Outro aspecto relevante é a presença de comorbidades nas populações com TB. 

Segundo dados da World Mental Health Survey Initiative22, três entre quatro indivíduos 

com TB apresentam sintomas sugestivos de outros transtornos psiquiátricos ao longo da 

vida, com uma maior prevalência de comorbidades psiquiátricas entre pacientes com TB 

Tipos I e II, quando comparados a TB subclínico. Segundo o mesmo estudo, as 

comorbidades mais comuns no TB são os transtornos de ansiedade e o transtorno por 

uso de substâncias (TUS). Estima-se cerca de 80% dos pacientes com TB apresentam 

algum transtorno de ansiedade ao longo da vida, principalmente ataques de pânico e 

fobia22,24.  

 

I. IV. Principais comorbidades clínicas e psiquiátricas associadas ao TB 

 

As comorbidades clínicas no TB têm um impacto direto sobre a funcionalidade e a 

saúde geral dos indivíduos. A presença de comorbidades está comumente associada a 

um pior curso do TB; pacientes com comorbidades tendem a apresentar mais episódios 

depressivos e/ou mistos e maior número de tentativas de suicídios ao longo da vida27. 

Como mencionado acima, os transtornos de ansiedade e o TUS estão entre as 

comorbidades mais comuns no TB28. Indivíduos com TB e TUS tendem a apresentar uma 

maior predisposição ao desenvolvimento de sintomas depressivos crônicos, assim como 
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a ter mais conflitos conjugais, mais complicações médicas durante internações 

hospitalares e pior desempenho ocupacional27. Já em indivíduos com TB e transtornos 

de ansiedade, a idade de início do TB tende a ser mais precoce, também com maior 

predisposição ao desenvolvimento de um maior número de episódios depressivos, 

maníacos ou ciclagem rápida29. 

Diversas comorbidades clínicas também estão comumente presentes em 

indivíduos com TB, quer como resultado do efeito adverso de medicações, quer como 

consequência de um pior estilo de vida, quer por questões ainda pouco compreendidas. 

A presença de distúrbios metabólicos é uma das comorbidades mais importantes no TB. 

Algumas evidências associam ao TB uma maior mortalidade por causas 

cardiovasculares, em comparação com a população geral 30. Estima-se que a associação 

entre TB e mortalidade por causas cardiovasculares esteja mediada/ moderada por 

fatores como obesidade, glicemia fora do alvo, dislipidemia30, maior consumo de cigarro 

e hipertensão arterial sistêmica (HAS)31. Entretanto, sabe-se que a mortalidade 

cardiovascular no TB não reduz a despeito de um controle estrito dos parâmetros 

metabólicos, o que permite inferir que o TB é um fator de risco independente 32. Alguns 

autores têm demonstrado que o aumento de mortalidade nos transtornos de humor pode 

estar relacionado a uma maior inflamação sistêmica e à agregação plaquetária 27. 

Levando em consideração outras comorbidades clínicas, as doenças tireoidianas 

também têm sido associadas a sintomas de humor e instabilidade afetiva27. O 

hipotireoidismo é uma condição que pode cursar com humor deprimido e disfunções 

cognitivas, além de sintomas como fadiga, perda de cabelo, ganho de peso, pele seca, 

intolerância ao frio e irritabilidade. No hipertireoidismo, sintomas como instabilidade 
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emocional, disforia, inquietude e ansiedade podem estar presentes na apresentação da 

doença27. 

Sobrepeso e obesidade também são condições recorrentes no TB.  O ganho de 

peso é um dos efeitos adversos mais comuns dos psicotrópicos, além de também haver 

evidências sugerindo uma associação direta entre TB e obesidade27. Os antipsicóticos 

atípicos, medicações amplamente utilizadas no manejo farmacológico do TB, estão 

associados a um maior depósito central de gordura, o que se configura como um 

importante fator de risco para morte por causas cardiovasculares33. Alguns 

antidepressivos e certos estabilizadores de humor, como o lítio e o ácido valproico, 

também estão comumente associados ao ganho de peso.  No que diz respeito ao próprio 

TB, a presença de alterações do humor pode ditar mudanças comportamentais que 

levam ao ganho ponderal: na depressão atípica, por exemplo, indivíduos tendem a 

apresentar um aumento do apetite e hipersonia³.  

O Diabetes Mellitus (DM) é uma outra condição recorrente no TB. 

Fisiopatologicamente, alterações no eixo hipotálamo-hipófise-adrenal têm sido 

identificadas em indivíduos com transtornos de humor, onde uma maior liberação de 

cortisol sérico aumenta o risco à resistência insulínica27. 

Por fim, algumas evidências sugerem que a prevalência de enxaqueca é maior em 

indivíduos com TB 33, especialmente no TB Tipo II e em pacientes femininas34. Nas 

populações masculinas com TB, a presença de enxaqueca associa-se a um início mais 

precoce do TB e a um maior risco de presença de comorbidades ansiosas34. 
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I.V. Transtorno Bipolar e qualidade de vida  

 

O TB tem um grande impacto na qualidade de vida, sendo uma das principais 

causas de anos de vida ajustados por incapacidade (DALYs)35. Uma redução na 

funcionalidade global pode estar presente não apenas em episódios maníacos ou 

depressivos, mas também nas fases de remissão da doença, apesar de menos 

significativa36. Neste sentido, diversas pessoas que vivem com TB enfrentam diariamente 

o desemprego e a redução de suas capacidades laborais, com consequências financeiras 

negativas a nível individual e social 37. 

 

I.VI. Transtorno Bipolar e uso de serviços de saúde 

 

De um modo geral, indivíduos com TB utilizam mais o sistema de saúde quando 

comparados à população geral, tanto para atendimentos clínicos quanto psiquiátricos38. 

Entretanto, apenas uma pequena parcela dos pacientes com TB tem acesso a serviços 

de saúde mental. Estima-se que, em países desenvolvidos, apenas metade dos 

indivíduos com TB frequentem serviços de atendimento psiquiátrico; em países em 

desenvolvimento, o percentual reduz para um terço16. 

Estudos como o US National Comorbidity Survey (NCS) indicam que o tratamento 

do TB é instituído, na maioria das vezes, de forma equivocada em clínicas gerais 26. Além 

disso, estima-se também uma baixa prevalência de tratamentos de manutenção na 

população portadora da doença 26. 
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I.VII. Suicídio e comportamento suicida 

 

Há uma ampla associação entre TB e suicídio. Estima-se que o risco de suicídio é 

20 a 30 vezes maior em indivíduos com TB quando comparados à população geral, 

estando o suicídio entre as três principais causas de morte no TB, junto com câncer e 

doenças cardiovasculares39. Um aumento no risco de suicídio está particularmente 

associado ao TB não tratado, inadequadamente tratado ou resistente ao tratamento40.  

No TB, o comportamento suicida apresenta um componente familiar que não é 

considerado exclusivamente genético, mas também associado a um tipo de aprendizado 

comportamental com influência próprio ambiente40. A despeito disso, é necessário 

destacar que há uma forte influência genética no suicídio: estudos com filhos adotivos 

associaram um maior risco de cometer suicídio à parentalidade biológica aos parentes 

biológicos41. 

Diversos estudos têm tentado identificar os aspectos neurobiológicos do suicídio, 

incluindo em indivíduos com TB. Há evidências de uma correlação entre um 

hipofuncionamento de serotonina e o aumento do risco de suicídio, principalmente em 

casos de tentativa consideradas violentas 42. Além disso, alguns estudos identificaram 

uma alteração da região promotora do gene transportador da serotonina em amostras de 

indivíduos que cometeram suicídios42. Níveis reduzidos de colesterol e comportamentos 

impulsivos-agressivos também já foram considerados fatores de risco ao suicídio43. 

Acredita-se também que alterações no eixo hipotálamo-hipófise-adrenais possam 

também relacionar-se a um risco aumento ao suicídio44. Uma redução dos níveis de 

noradrenalina no locus coeruleus também já foi associada ao suicídio45. 
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Fatores sociais também podem estar relacionados ao risco de suicídio, sendo 

fatores de risco ou de proteção. Suporte familiar e de amigos e presença de uma crença 

religiosa são exemplos de fatores protetores46. A própria cultura de como lidar com 

questões psiquiátricas e de como procurar ajuda são condições a serem consideradas. 

 

I.VIII. Fatores genéticos associados ao Transtorno Bipolar 

 

O TB é a doença psiquiátrica de maior herdabilidade 47. Estima-se que a 85 a 90% 

das variações fenotípicas no TB decorram de fatores genéticos, percentual também 

superior à herdabilidade da maioria das doenças clínicas, com as doenças 

cardiovasculares (com herdabilidade estimada de 30%, em média)48. Outras doenças 

psiquiátricas, como a esquizofrenia e o TUS, também apresentam alta herdabilidade, 

porém o TB é considerado a condição com maior carga genética associada ao seu 

desenvolvimento. Contudo, ressalva-se que o TB e a esquizofrenia apresentam um 

elevado percentual de hereditariedade compartilhada 49. 

O TB apresenta um padrão de herança multifatorial poligênica, ou seja, é uma 

condição fenotípica resultante de um conjunto de fatores genéticos e ambientais47. Os 

fatores genéticos correspondem a um conjunto de processos como mutações, 

polimorfismos e variações do número de cópias de um gene específico. Os fatores 

ambientais, por sua vez, são condições atribuídas a estilo de vida, traumas, estresse 

psicológico ou estresse desencadeado, por exemplo, por patógenos ou agentes 

químicos47. 
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Diversas características clínicas e epidemiológicas sugerem que o TB seja uma 

condição de alta carga genética. Por exemplo, a presença de vários indivíduos com TB 

em uma mesma família aponta para uma alta herdabilidade. A ausência de uma 

associação entre TB e escolaridade e uma relativa estabilidade da incidência do 

transtorno ao longo das décadas também apontam para isso47. Porém, ainda não foram 

identificados genes específicos para o TB, o que poderia embasar o desenvolvimento de 

novos tratamentos biológicos. Essa ausência de resultados no campo da genética 

também fomenta discussões acerca da viabilidade e da utilidade do diagnóstico atual, 

além de questionar o quanto uma “baixa especificidade diagnóstica” impede o 

aprimoramento de pesquisas moleculares e genéticas. Ao encontro disso, o National 

Institute of Mental Health (NIMH) desenvolveu o Research Domain Criteria (RDoc), uma 

pesquisa avançada que busca identificar elementos biológicos a partir de referências 

objetivas, como domínios neuropsicológicos e sistemas regulatórios do ciclo sono-vigília, 

ao invés de focar-se em classificações nosológicas das doenças50. 

Estudos de genética epidemiológica demonstram que o risco de um indivíduo 

desenvolver TB é diretamente proporcional ao seu grau de parentesco com um familiar 

portador da doença51. As mesmas evidências também apontam que o risco de 

desenvolver TB entre parentes de primeiro grau é de, em média, 10%, enquanto o risco 

para gêmeos homozigóticos sobe para 90% 51. 

Em relação à influência dos fatores ambientais no surgimento do TB, a ocorrência 

de traumas psicológicos toma uma importância particular. Um estudo retrospectivo 

demonstrou que apenas 18% dos adultos com TB não possuíam traumas ou questões 

ligadas à negligência na infância52. Além disso, o mesmo estudo demonstrou que um 



24 
 

terço dos pacientes com TB apresentavam história prévia de, no mínimo, 5 episódios 

traumáticos moderados a severos52. Entretanto, a literatura científica ainda não foi capaz 

de estabelecer uma clara relação de causalidade entre eventos traumáticos e o 

desenvolvimento do TB. 

Outro aspecto importante refere-se à influência dos fatores não-genéticos na 

manifestação dos fatores genéticos que determinam um fenótipo.  Essa condição – 

atualmente reconhecida como epigenética – consiste na possibilidade de eventos 

ambientais modularem a expressão gênica, através da metilação de genes específicos53. 

Acredita-se que esse fenômeno esteja envolvido com a liberação de citocinas pró 

inflamatórias, predisposição ao estresse, hiperativação do eixo hipotálamo-hipófise-

adrenal e inibição de fatores neurotróficos52,54,55.  

 

I.IX. Expressão Gênica no Transtorno Bipolar em comparação à esquizofrenia e 

a indivíduos saudáveis 

 

Os transtornos psicóticos, incluindo o TB e a esquizofrenia, representam 

transtornos psiquiátricos graves que podem cursar com alucinações, delírios e 

desorganização do pensamento e comportamento56. Embora a etiologia específica do TB 

e da esquizofrenia permaneçam amplamente desconhecidas, estudos anteriores 

demonstraram uma associação de múltiplos genes com o aumento do risco da ocorrência 

desses distúrbios, juntamente com a interação de fatores genéticos e ambientais. Por 

exemplo, em um estudo em grande escala57 avaliando RNAs longos não codificantes 
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(lncRNA) no tecido cerebral post-mortem de 296 indivíduos com TB e esquizofrenia e 

controles não afetados, e uma validação independente de 370 indivíduos, o fator de 

transcrição POU3F2 foi considerado um fator central regulador de uma rede de co-

expressão gênica associada a esses distúrbios. Além disso, o lncRNA DGCR5, que é 

encontrado na deleção 22q11.2, atualmente associada a um risco aumentado para 

esquizofrenia, foi relacionado à co-expressão de vários genes codificadores de proteínas 

associadas à esquizofrenia57. Além disso, em um estudo que avaliou as vias funcionais 

mitocondriais no córtex pré-frontal dorsolateral (CPFDL) na substância cinzenta e nos 

neurônios piramidais das camadas 3 e 5 em indivíduos com TB e esquizofrenia³, 41% 

dos genes relacionados às mitocôndrias foram expressos diferencialmente na 

esquizofrenia, enquanto apenas 8% foram diferencialmente expressos no TB. Além 

disso, na esquizofrenia, foi encontrada uma menor expressão nas vias de produção de 

energia, o que não foi encontrado no TB, e esses efeitos não foram atribuídos à 

medicação antipsicótica58. Além disso, em um estudo em grande escala compreendendo 

amostras post-mortem de tecido cortical frontal de 1695 indivíduos com esquizofrenia, 

transtorno bipolar, transtorno do espectro do autismo e controles saudáveis59, várias 

diferenças entre esses distúrbios foram observadas nos módulos de rede de co-

expressão microglial, astrócitos e resposta ao interferon, com maior número de 

desregulações da expressão isoforma nessas condições, em relação às alterações da 

expressão gênica59. 

Embora estudos anteriores post-mortem tenham identificado uma série de genes 

que potencialmente auxiliam na distinção entre esquizofrenia e TB, servindo como 

potenciais alvos genéticos, marcadores genômicos estatisticamente significativos em 
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nível de grupo não necessariamente se traduzem em biomarcadores que possam 

distinguir TB, esquizofrenia e controles saudáveis em nível individual. Dessa forma, 

segue na literatura a necessidade de desenvolver novos estudos com objetivo de 

identificar genes expressos e isoformas capazes de diferenciar esquizofrenia, TB e 

controles saudáveis. Para uma maior compreensão, uma isoforma constitui um RNA 

mensageiro (mRNA) produzido a partir do locus, mas com diferentes locais de início de 

transcrição ou sequências de DNA codificadoras de proteínas. 

 

II. OBJETIVOS 

 

Apesar do avanço da ciência em relação aos aspectos clínicos e epidemiológicos 

do TB, pouco se conhece sobre as características genéticas dessa condição. Estudos de 

expressão gênica no TB trazem consigo um grande desafio, devido à extensa gama de 

manifestações fenotípicas características da doença, tal como os sintomas de mania, 

depressão, psicose, alterações cognitivas, presença de sintomas mistos e de 

comorbidades psiquiátricas. Diversas pesquisas têm sido desenvolvidas na tentativa de 

identificar as características genéticas do TB, porém, até o momento, poucos resultados 

se mostraram suficientemente específicos para serem considerados biomarcadores 

genéticos. Atualmente, há uma grande expectativa de que pesquisas futuras sejam 

capazes de identificar alvos genéticos e moleculares para o tratamento do TB. Desta 

forma, o objetivo desta monografia foi desenvolver uma análise da expressão gênica em 

tecidos cerebrais post-mortem de indivíduos com TB, comparando-a a amostras de 

indivíduos com esquizofrenia e a controles saudáveis.  
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O presente estudo incorpora uma análise de expressão diferencial de genes e 

isoformas, a fim de identificar um conjunto de genes e isoformas diferencialmente 

expressos entre esquizofrenia e controles, TB e controles, esquizofrenia e TB, além de 

psicose (esquizofrenia + TB) e controles, respectivamente. Além disso, usando um 

subconjunto de genes expressos diferencialmente (log2FoldChange ≥ 1; padj ≤ 0,01) e 

suas isoformas (log2FoldChange ≥ 2; padj ≤ 0,01), desenvolvemos uma série de modelos 

de classificação de aprendizado de máquina (machine learning) para diferenciar 

esquizofrenia, transtorno bipolar e controles saudáveis, em nível individual. Além disso, 

em uma análise de enriquecimento funcional (functional enrichment analysis), 

exploramos genes supraregulados e infrarregulados na psicose para elucidar seu 

significado funcional. Além disso, realizamos um estudo de associação genômica ampla 

(GWAS) usando dados de sequenciamento genômico de um subconjunto de indivíduos 

(47 com esquizofrenia, 29 com TB e 200 controles saudáveis) para examinar possíveis 

loci significativos para a ocorrência de psicose. 

 

III. CONDUÇÃO DO ESTUDO 

 

III.I. Amostras 

As amostras analisadas no presente estudo foram coletadas como parte do estudo 

“BrainGVEX”, que incorpora amostras de cérebro humano post-mortem do Banner Sun 

Health Research Institute (BSHRI) e do Stanley Medical Research Institute (SMRI). 

Amostras com metadados ausentes, incluindo intervalo post-mortem, lote coleção de 

fragmentos, protocolo de registro, número de integridade do RNA, causa da morte, idade 
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na morte e sexo foram excluídos da análise. A amostra retida para análise foi composta 

por 231 controles saudáveis, 57 indivíduos com TB e 80 com esquizofrenia. Conforme 

estudo anterior59, amostras de RNA foram coletadas do SMRI como parte de "Array 

Collection”, “Consortium Collection”, “New Collection” and “Extra Collection”, 

respectivamente. Amostras matriz e de consórcio foram coletadas do giro frontal superior 

do córtex cerebral (área 9 de Brodmann, BA9) e amostras da nova coleção foram 

extraídas do giro frontal médio do córtex cerebral, sendo ambas as áreas envolvidas em 

processos cognitivos, incluindo memória de trabalho, funcionamento executivo e 

atenção60. Uma amostra adicional de 184 controles foi obtida do BSHRI, com RNA 

extraído de tecido do córtex frontal congelado (fresh-frozen) por homogeneização 20-50 

mg de tecido em QIAzol (Qiagen), usando o sistema FastPrep-24 (MPBiomedicals) e 

Lysing Matrix D. Todas os fragmentos dos SMRI e BSHRI com um número de integridade 

do RNA (RNA Integrity Number, RIN) inferior a 5,5 foram removidos da análise. Além 

disso, os sequenciamentos de RNA (RNA Sequencing Libraries) foram preparados 

usando kit de preparação de TruSeq Stranded Total RNA com RiboZero Gold HMR 

(Illumina). Os sequenciamentos de RNA foram multiplexados (3 por pista) por 

sequenciamento emparelhado de 100 bp em um Illumina HiSeq 2000, com uma 

profundidade média de ≥ 70 milhões de leituras. 

 

III.II. Pré-processamento do sequenciamento de RNA 

 

Arquivos compactados em FastQ foram baixados do portal PsychENCODE 

disponível em synapse.org (syn7062404). Conforme estudo anterior61, o FastQ é um 
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formato baseado em texto amplamente usado que armazena informações de títulos, 

sequências de DNA (as próprias leituras), bem como armazenamentos de qualidade. Os 

arquivos Illumina FastQ emparelhados passaram primeiramente por um ajuste do 

adaptador usando fastp 62 com configurações padrão. Após, as leituras aparadas foram 

alinhadas ao genoma de referência GRCh38.p13, usando STAR (2.7.9a) 63, com 

anotação de gene abrangente disponível no GENCODE (versão 40) 64. A quantificação 

da transcrição foi realizada com arquivos do Mapa de Alinhamento Binário (BAM), usando 

RSEM65. O RSEM é um pacote de software usado para quantificar genes e isoformas 

através de sequenciamentos de RNA de extremidade única ou pareada65. O RSEM 

também foi usado para estimar as frequências relativas de isoformas dentro de genes 

únicos. Além disso, as leituras mapeadas foram calculadas usando htseq-count, um script 

disponível por meio de da Python HTSeq, que conta a sobreposição de leituras de genes 

para análise de expressão diferencial66. As métricas de controle de qualidade foram 

calculadas usando PicardTools (CollectRNASeqMetrics, 

CollectAlignmentSummaryMetrics, MarkDuplicates e CollectInsertSizeMetrics), fastQC e 

Samtools (flagstat) 67. O pacote de análise de variável substituta (sva) no R68 foi utilizado 

para identificar e remover efeitos de lote e fontes latentes de variação dentro de leituras 

e transcrições mapeadas. 

 

III.III. Isoforma diferencial e expressão gênica 

 

A expressão diferencial foi realizada em abundâncias de isoformas e contagens 

de leitura de genes usando o pacote DESeq2 no software R69. Resumidamente, o 
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DESeq2 usa uma estratégia de normalização geométrica que incorpora estimadores de 

encolhimento para dispersão e mudança de dobra, que melhoram a reprodutibilidade e 

estabilidade dos resultados em relação a abordagens baseadas em soluções de 

estimadores de máxima verossimilhança. Ele também tem alta sensibilidade e acurácia, 

enquanto controla efetivamente falsos positivos, bem como fornece classificação de 

genes, visualização e transformações logarítmicas aprimoradas para agrupar dados 

dispersos de contagem dispersas69. Para mais informações sobre outros métodos de 

expressão diferencial, incluindo edgeR, limma-voom e o teste Wilcoxon rank-sum, vide 

material de referência70,71,72. 

No pacote DESeq2, um modelo linear generalizado (Generalized Linear Model, 

GLM) binomial negativo com teste de significância Wald foi usado para estimar os efeitos 

de tamanho e a dispersão. O modelo linear generalizado binomial negativo foi ajustado 

com um teste Wald Qui-Quadrado69. Uma pré-filtragem foi realizada para remover todas 

as linhas com menos de 10 leituras no total. Em seguida, uma filtragem independente foi 

realizada usando a média das contagens normalizadas como estatística de filtro. Além 

disso, a função ‘lfcShrink’ foi usada com o argumento Aproximate Posterior Estimation 

(apeglm)73 para calcular o erro-padrão e as alterações logarítmicas 2-fold. O argumento 

apeglm tem menos viés do que outros estimadores de encolhimento e uma capacidade 

comparável de reduzir a variação de genes não significativos73. Além disso, os IDs de 

ensembl foram convertidos em IDs de genes usando a função mapIDs() no arquivo 

“org.Hs.eg .db'' disponível em Bioconductor, com gene e tipos de chave de identificação 

de transcrição para contagens de genes e abundância de transcritos, respectivamente. 
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III.IV. Previsões individualizadas usando contagens de genes e abundâncias de 

isoformas 

 

No presente trabalho, procurou-se determinar se as contagens de genes 

expressos e as abundâncias de isoformas poderiam discriminar os diferentes 

diagnósticos (esquizofrenia, transtorno bipolar e controles) em nível individual. 

Considerando que as análises de enriquecimento de genes (gprofiler2), WGCNA (Análise 

de rede de correlação ponderada) e GWAS de caso-controle são análises em nível de 

grupo e que, portanto, não permitem uma extração direta dos preditores em nível 

individual, utilizaram-se apenas contagens de genes e abundâncias de isoformas no 

desenvolvimento do modelo. A extração dos preditores foi realizada aplicando, 

primeiramente, uma transformação estabilizadora de variância aos dados de contagem 

(genes e isoformas), que normaliza os dados de contagem dividindo pelo tamanho dos 

fatores de normalização e produzindo, consecutivamente, uma matriz de valores com 

variância constante ao longo do intervalo de valores médios. Essa estratégia também foi 

utilizada para normalizar os dados de contagem em relação ao tamanho da coleção de 

fragmentos (library). Isso evitou o uso de uma matriz de contagem amplamente esparsa 

com variação significativa nas contagens entre indivíduos como entrada para modelo de 

aprendizado de máquina. 

Considerando um grande conjunto de preditores candidatos (mais de 69.000 

variáveis nos genes e isoformas), foram incluídas apenas aquelas com valor de p 

ajustado ≤ 0,01. Além disso, uma vez que um maior número de isoformas 

diferencialmente expressas foi identificado em relação a genes diferencialmente 
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expressos (conforme discutido na Seção 3.1), o limite do tamanho do efeito foi definido 

como log2FoldChange ≥ 2 entre as isoformas e log2FoldChange ≥ 1 entre os genes, 

respectivamente. 

Modelos separados foram desenvolvidos considerando contagens de genes e 

isoformas como preditores para comparar o desempenho relativo na distinção entre 

classes de diagnóstico. As amostras foram divididas em conjuntos de treinamento (70%) 

e teste (30%) usando a função CreateDataPartition74. Dois indivíduos com dados 

ausentes (status de diagnóstico) foram removidos da análise. A validação cruzada interna 

repetida 5 vezes (5-fold) foi realizada usando a função trainControl, com amostragem da 

técnica de sobreamostragem minoritária sintética (Synthetic Minority Over-sampling 

Technique, SMOTE)75 para abordar o desequilíbrio de classe. O ajuste de 

hiperparâmetros foi realizado usando uma pesquisa em grade. Vários algoritmos foram 

comparados para discriminar as classes diagnósticas, incluindo elastic net76, random 

forest77,78, condicional forest79, extreme gradient boosting (XGBoost) 80 e Support Vector 

Machine (SVM) 81. 

O desempenho do modelo foi avaliado por acurácia balanceada (sensibilidade + 

especificidade / 2)82, sensibilidade, especificidade, acurácia com intervalos de confiança 

de 95%, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) 83 e área sob a curva 

(AUC) 84. Gráficos de importância dos preditores para cada modelo foram gerados 

usando a função VarImp no software R 74. No entanto, é importante mencionar que 

gráficos de importância dos preditores padrões atribuem pontuações de importância 

global a variáveis em todo o conjunto de treinamento e, como tal, falham em capturar o 

valor de importância relativa dos preditores entre os indivíduos da amostra, também 
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conhecidas como explicações locais 85 Recentemente, novos métodos de explicações 

locais foram desenvolvidos, incluindo Shapley Additive Explanations (SHAP), para 

demonstrar as contribuições variáveis em nível individual 86. Há também adaptações, 

como o TreeExplainer, que aproveita a estrutura interna de modelos baseados em árvore 

para calcular eficientemente as explicações locais usando valores de Shapley87. Além 

disso, esse método captura efeitos de interação entre preditores e permite examinar o 

efeito que um único preditor tem nas previsões feitas pelo modelo87. Para isso, o pacote 

SHAPforXGBoost em R foi usado para examinar explicações locais em modelos de genes 

e isoformas, discriminando TB, esquizofrenia e controles em nível individual. 

 

III.V. Análise de enriquecimento de conjuntos de genes 

 

Gprofiler é uma ferramenta de enriquecimento funcional, que usa o teste 

hipergeométrico88 para medir a significância de termos funcionais na lista de genes de 

entrada. Conforme descrito em outros estudos89, a análise de enriquecimento funcional 

é usada para identificar grupos de genes que compartilham função biológica, regulação 

ou localização cromossômica dentro de análises de expressão gênica diferencial, 

servindo para elucidar o significado funcional de genes regulados positivamente e de 

genes regulados negativamente. Embora existam alternativas, o Gprofiler é um recurso 

continuamente atualizado, fácil de usar e computacionalmente eficiente para 

enriquecimento funcional. Resumidamente, o Gprofiler engloba três ferramentas 

abrangentes, uma para realizar análise de enriquecimento funcional (g:GOSt), outra para 
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converter automaticamente identificadores de genes (g: Convert) e uma última para 

mapear genes ortólogos entre espécies (g:Orth)90. 

No presente estudo, o enriquecimento funcional foi realizado usando gprofiler2, 

um pacote do software R que permite realizar análises de enriquecimento funcional em 

pipelines automatizados91. Genes e isoformas com valor p ajustado ≤ 0,05 e 

log2FoldChange maiores ou menores que 0,58 foram considerados na análise de 

enriquecimento - e a classificação foi ordenada por log2FoldChange. Usando a função 

gost, a análise de enriquecimento foi realizada com uma correção de False Discovery 

Rate (FDR), com fontes de dados limitadas às vias GO (Processo Biológico, Componente 

Celular e Função Molecular) 92 e KEGG93. 

 

III.VI. Estudos de associação genômica ampla 

 

O sequenciamento completo do genoma (Whole Genome Sequencing, WGS) foi 

realizado em um subconjunto de 276 pacientes (47 indivíduos com esquizofrenia, 29 

indivíduos com TB e 200 controles) usando DNBSEQ-400, uma plataforma central 

desenvolvida pelo MGI para sequenciamento do genoma em média e grande escala. O 

sequenciamento completo do genoma aumenta significativamente a amplitude dos testes 

de genes associados a uma doença ou condição específica, em relação a matrizes de 

polimorfismos de nucleotídeo único (Single Nucleotide Polymorphism, SNP). É 

importante ressaltar que o sequenciamento completo do genoma fornece um caminho 

potencial para identificar novos biomarcadores de doenças, particularmente à medida 

que as tecnologias de sequenciamento se tornam mais custo-efetivas 94,95,96. 
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Arquivos FASTQ de sequenciamento completo do genoma foram convertidos em 

arquivos de formato (vcf) usando o pipeline “Fastq-to-vcf”, disponível no github 

(https://github.com/vlkofly/Fastq-to-vcf). Esse processo envolve uma série de scripts que, 

primeiramente, prepara o genoma de referência no formato fasta e, após, cria os índices 

necessários para mapear as leituras usando o Burrows-Wheeler Aligner (BWA) 97. As 

leituras inapropriadas são cortadas usando trimmomatic e mapeadas usando a função 

mem BWA; as duplicatas são marcadas usando o comando MarkDuplicates no 

PicardTools, disponível no github (http://broadinstitute.github.io/picard/). A chamada por 

variante individual é executada nos arquivos BAM resultantes usando a ferramenta GATK 

(Genome Analysis Toolkit) 'HaplotypeCaller' (https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-

us/articles/360037225632-HaplotypeCaller). Os arquivos vcv da etapa anterior são 

convertidos em genomic variant call format (GVCF) e os arquivos brutos são filtrados de 

acordo com as práticas recomendadas do GATK (https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-

us/articles/360035894711 - Sobre as Melhores Práticas do GATK). 

O controle inicial de qualidade foi realizado usando PLINK 2.098 para remover 

SNPs com zero alelos alternativos, MAF (Minor Allele Frequency) <1%, taxa de chamada 

de genotipagem <0,95, valor p de Hardy-Weinberg < 1 x 10-6, além de corrigir inversões 

de fita. A pré-fase e a imputação de haplótipos paralelos foram realizadas através do 

Minimac499 com o painel de referência de 1000 genomas100 (Fase 3, versão 5). 

Considerando que os SNPs foram armazenados no formato cromossomo: posição final: 

alelo menor: alelo principal, o arquivo do Banco de Dados de Polimorfismo de Nucleotídeo 

Único (dbSNP)101 (versão 151) foi usado para converter os SNPs para o formato de 

referência SNP ID102 (rsID). Subsequentemente, para avaliar a presença de estratificação 
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populacional, o argumento --pca var wts foi usado em PLINK (v1. 9) para gerar uma matriz 

dos 20 principais componentes em todas as amostras. Em seguida, o PLINK (v1.9)103 foi 

usado para realizar um estudo de associação do genoma entre psicose (n=76) e controles 

(n=200), usando um modelo logístico com os 20 principais componentes, idade e sexo 

como covariáveis. Para maior esclarecimento, a estratificação populacional foi 

previamente definida como a diferença nas frequências alélicas entre psicose e controles 

devido a diferenças de ancestralidade, em vez da associação de genes com doença. 

 

IV. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

IV.I. Análise de expressão diferencial dos genes 

 

A expressão gênica diferencial foi calculada em 31.519 genes entre: 1) 

esquizofrenia e controles, 2) TB e controles e 3) psicose e controles. Uma vez que não 

foram identificados genes diferencialmente expressos entre esquizofrenia e TB, este 

resultado foi excluído da análise. As diferenças nas variáveis demográficas entre 

esquizofrenia, TB e controles estão presentes nas Figuras 1-2. Os genes significativos 

em cada modelo estão descritos nas Figuras 3-4. Além disso, foi utilizado o 

GeneCards104, um buscador web de informações sobre genes humanos. O GeneCards 

foi usado para identificar a função de um determinado gene quando há poucas outras 

informações prévias disponíveis na literatura científica. 
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IV.I.I. Transtorno Bipolar vs Controles 

 

Entre TB e controles, 40 genes mostraram uma alteração Log2-vezes (Log2FC) 

maior que 1 ou menor que -1, e um valor p ajustado (p-adj) ≤0,01, sendo considerados 

preditores candidatos aos modelos de aprendizado de máquina, conforme discutido na 

seção 3.2. Conforme apresentado na Figura 3a, seis genes atingiram o limiar de log2FC 

≥ 1,5 ou log2FC ≤ -1,5 e padj ≤ 0,001. Os genes expressos negativamente incluíram 

Transmembrane 131 Like (TMEM131L, log2FC = -1,68; padj = 9,049953e-06), DEAD-

Box Helicase 3 Y-Linked (DDX3Y, log2FC = -1,65, padj = 9,049953e-06) e Centrin 2 

(CETN2, log2FC = -1,56; padj = 2,980951e-04). O gene MGAM está envolvido na quebra 

de oligossacarídeos do amido no intestino delgado e está envolvido na via do receptor 

de glicocorticoides105,106. O TMEM131107 está envolvido na regulação negativa da via de 

sinalização Wnt e na regulação negativa da proliferação de células T imaturas no timo.  

Acredita-se que o DDX3Y (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/8653) esteja envolvido nas 

ligações de ATP, hidrólise, ligações de RNA e na formação de interações 

intramoleculares. O CETN2 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1069) está envolvido na 

ligação de ácidos nucleicos e de microtúbulos, enquanto TOM1L2 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/146691) está envolvido na ligação da proteína 

quinase e da clatrina. Entre os genes regulados positivamente, o Target Of Myb1 Like 2 

Membrane Trafficking Protein (TOM1L2, log2FC = 1.60, padj = 9.211579e-06) está 

envolvido na ligação da proteína quinase e na ligação da clatrina, que desempenha um 

papel importante no transporte de moléculas de carga da superfície celular para o meio 

intracelular 108. 
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IV.I.II. Esquizofrenia vs Controles 

 

Entre esquizofrenia e controles, 104 genes apresentaram log2FC maior que 1 ou 

menor que -1 e valor p ajustado (p-adj) ≤0,01, sendo considerados preditores candidatos 

aos modelos de aprendizado de máquina, conforme discutido na seção 3.2. Conforme 

apresentado na Figura 3b, sete genes atingiram um limiar mais rigoroso de log2FC ≥ 1,5 

ou log2FC ≤ -1,5 e padj ≤ 0,001. Dentre eles, o Sine Oculis Homeobox Homolog 3 (SIX3) 

foi expresso negativamente (log2FC = -1,95; padj = 1,649220e-09). Esse gene atua ao 

lado do HEX1 para controlar a proliferação celular através da via Wnt/beta-catenin 

(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SIX3). Esse gene, 

tradicionalmente implicado no funcionamento dos olhos e no desenvolvimento neuronal 

normal, também tem sido relacionado à esquizofrenia, pois retinas e vasos sanguíneos 

retinianos de menor dimensão já foram observados em indivíduos com essa doença109. 

Os genes expressos positivamente incluíram DEAD Box Protein 60-Like (DDX60L, 

log2FC = 1,51; padj = 6,237661e-04), non-protein-coding long intergenic RNA 467 

(LINC00367, log2FC = 1,55; padj = 5,191554e-04), Centromer E Protein (CENPE, log2FC 

= 1,65, padj = 1,361707e-04) ), Mucin 16 Cell Surface Associated (MUC16, log2FC = 

1,94, padj = 2,971853e-05) e Fibrillin 3 (FBN3, log2FC = 2,58, padj = 1,044207e-04). Em 

termos da função desses genes diferencialmente expressos, DDX60L contém motivos 

conservados que medeiam a ligação de ATP, hidrólise de ATP, ligação de ácido nucleico 

https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SIX3
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e desenrolamento de RNA - e membros dessa família estão envolvidos na imunidade 

antiviral, atuando como sensores citosólicos de ácidos nucleicos110. A diminuição da 

função do CENPE pode ter um efeito de supressão tumoral e a inibição do CENPE 

demonstrou induzir apoptose em células tumorais e consecutiva regressão tumoral111,112. 

MUC16 é um gene codificador de proteína que desempenha um papel na proteção contra 

patógenos em células epiteliais113 e o FBN3 está relacionado à ligação do íon cálcio e a 

constituição estrutural da matriz extracelular114.  

 

IV.I.III. Psicose vs Controles 

 

Entre indivíduos com psicose (TB + esquizofrenia) e controles, 123 genes 

apresentaram Log2FC maior que 1 ou menor que -1 e valor p ajustado (p-adj) ≤0,01, 

sendo considerados preditores candidatos aos modelos de aprendizado de máquina, 

conforme discutido na seção 3.2. Conforme apresentado na Figura 3d, doze genes 

atingiram um limite mais rigoroso de log2FC ≥ 1,5 ou log2FC ≤ -1,5 e padj ≤ 0,001. O 

MGAM, conforme descrito anteriormente, foi regulado negativamente na psicose (log2FC 

= -1,52, padj = 9,956657e-13), enquanto os genes regulados positivamente foram: 35-

Member Solute Carrier Family G1 (SLC35G1, log2FC = 1,52, padj = 1,640472e-04), 

Periostin (POSTN, log2FC = 1,53, log2FC = 3,043702e-05), Protein E Centromere 

(CENPE, log2FC = 1,62, padj = 1,679577e-05), Non-Protein Intergenic Long Encoding 

RNA 639 (LINC00639, log2FC = 1,63, padj = 1.161980e-07), CCDC26 Non-Encoding 

Long RNA (CCDC26, log2FC = 1,63, padj = 1,146750e-05), ATP Subfamily C Member 

12 Binding Cassette (ABCC12, log2FC = 1,76, padj = 4,673842e-04), Mucin 16 and Cell 
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Surface Associated (MUC16, log2FC = 1,76, padj = 2,604812e-06). Acredita-se que o 

SLC35G1 desempenhe um papel na regulação dos níveis de cálcio dentro da célula 115 

e as doenças associadas ao SLC35G1 incluem dependência de cannabis116 e de 

alucinógenos (https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl? gene=SLC35G1). O 

POSTN codifica uma proteína que se liga a integrinas para apoiar a adesão e a migração 

de células epiteliais117 e acredita-se que também esteja envolvida na patogênese das 

doenças cardiovasculares118. Já o CENPE está envolvido no ciclo celular e na formação 

do fuso mitótico, tendo por finalidade garantir que os cromossomos sejam igualmente 

particionados entre os dois polos da célula em divisão119. 

 

IV.II. Análise da expressão diferencial de isoformas 

 

IV.II.I. Esquizofrenia vs controles 

 

A expressão gênica diferencial foi calculada em 37.684 isoformas entre 1) 

esquizofrenia e controles, 2) TB e controles, 3) esquizofrenia e TB e 4) psicose e 

controles, respectivamente. Entre esquizofrenia e controles, 56 isoformas mostraram um 

log2FC ≥ 2 ou log2FC ≤ -2 e um padj ≤ 0,01, sendo consideradas como preditores 

candidatos no desenvolvimento do modelo (seção 3.4). Conforme apresentado na Figura 

4b, 19 isoformas mostraram um log2FC ≥ 1,5 ou log2FC ≤ -1,5 e um padj ≤ 0,001. Este 

mesmo limiar foi considerado para psicose versus controles, TB versus esquizofrenia e 

TB versus controles, conforme discutido abaixo. As isoformas reguladas negativamente 

incluíram:  COMM Domain Containing 10 (COMMD10, log2FC = -5,62 padj = 2,34E-17), 
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Acylglycerol-3-Phosphate O-Acyltransferase 1 (AGPAT1, log2FC = -3,21 padj = 8,24E-

15), ABR Ativador de RhoGEF e GTPase (ABR, log2FC = -2,68 padj = 4,55E-08), ATPase 

H+ Transporting V1 Subunit G2 (ATP6V1G2, log2FC = -2,31 padj = 1,73E-11), 

Transporter 2, ATP Binding Cassette Subfamily B Member (TAP2, log2FC -2,21 padj 

1,00E-10), Beta-2-Microglobulin (B2M, log2FC = -2,08 padj = 1,78E-07) e Gamma-

Aminobutyric Acid Receptor Type B Subunit 1 (GABBR1, log2FC = -2,08 padj = 1.64E-

06). 

Em termos de funcionalidade das isoformas expressas negativamente, a 

COMMD10 está envolvida no metabolismo de proteínas e regula negativamente a 

ativação de NF-kappa-B, uma via de sinalização pró-inflamatória responsável por ativar 

as citocinas inflamatórias interleucina-6 e interleucina-8 120, ambas reguladas 

positivamente na esquizofrenia121,122. Da mesma forma, também há evidências de 

anormalidades na sinalização de NF-kappa-B na esquizofrenia123. O AGPAT1 codifica 

uma enzima que converte ácido lisofosfatídico em ácido fosfatídico124.  Ácido 

lisofosfatídico e ácido fosfatídico são dois fosfolipídios envolvidos na transdução de sinal 

e na biossíntese de lipídios no meio intracelular125. Recentemente, foi demonstrado que 

os níveis de ácido lisofosfatídico no líquido cefalorraquidiano (LCR) foram 

significativamente menores em indivíduos com Transtorno Depressivo Maior (TDM) e 

esquizofrenia, mas não em controles126.  Com relação às outras isoformas expressas 

negativamente, o ABR é um importante regulador negativo da atividade neuronal de 

RAC1, e a atividade de RAC1 tem sido associada a distúrbios na transmissão 

glutamatérgica na esquizofrenia127. O ABR também regula funções de macrófagos, como 

motilidade e fagocitose direcionadas ao CSF-1, através da modulação da atividade de 
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RAC1128. Já o gene ATP6V1G2 está envolvido na reciclagem e na transdução de sinal 

do receptor de insulina129; o FPR3 atua no sinal do receptor acoplado à proteína G, que 

também tem sido implicada na esquizofrenia130; e a TAP2 está envolvida no sistema 

imune inato e na sobrevivência de macrófagos131. 

Curiosamente, uma isoforma do gene da glicoproteína de oligodendrócitos de 

mielina (MOG) 132 foi regulada negativamente na esquizofrenia (log2FC = -2,02, padj = 

2,35E-06), enquanto a outra isoforma foi regulada positivamente (log2FC = 1,88, padj = 

3,87E-07). O gene MOG está associado à codificação de uma proteína de membrana 

expressa na superfície da célula de oligodendrócitos e na superfície mais externa das 

bainhas de mielina133. Outras isoformas reguladas positivamente incluem a Microtubule 

Associated Protein Tau 134 (MAPT, log2FC = 1,59, padj = 1,03E-08), potencialmente 

envolvida na manutenção da polaridade neuronal e ASNSD1 Upstream Open Reading 

Frame135 (ASDURF, log2FC = 1,50, padj = 4,35E-08), associada à biossíntese da 

asparagina e a processos metabólicos da glutamina. Em um estudo anterior examinando 

aminoácidos e aminas biogênicas em pacientes em primeiro episódio psicótico sem uso 

prévio de antipsicóticos, níveis significativamente elevados de asparagina e glutamina 

foram encontrados no soro desses pacientes, quando comparados a controles136. 

 

IV.II.II. Transtorno Bipolar vs Controles 

 

Entre transtorno bipolar e controles, 26 isoformas mostraram log2FC ≥ 2 ou log2FC 

≤ -2 e padj ≤ 0,01, sendo consideradas candidatas no desenvolvimento do modelo (3.4). 

Conforme apresentado na Figura 4a, 65 isoformas mostraram um log2FC ≥ 1,5 ou 



43 
 

log2FC ≤ -1,5 e um padj ≤ 0,001. Isoformas reguladas positivamente incluíram 

Selenoprotein P (SELENOP, log2FC = 1,518075351; padj = 1,56E-06), gente envolvida 

no transporte de selênio para tecidos-alvo, como o cérebro137. Evidências anteriores já 

apontavam uma suprarregulação do gene SELENOP na esquizofrenia e no TB138. 

Os genes regulados negativamente no TB incluíram o AGPAT1124 (log2FC = -

5,112288774, padj = 5,47E-24), o COMMD10139 (log2FC = -3,117138121, padj = 

0,000376786) e o Motif Tripartite Containing 26 (TRIM26, log2FC = - 2.724878985, padj 

= 1.64E-08), estando este último envolvido na sinalização do interferon gama e no 

sistema imunológico inato140. Também foram significativamente regulados 

negativamente no TB os genes Transporter 2, membro da ATP Binding Cassette 

Subfamily B (ABCA2, log2FC = -2.640300619, padj = 6.40E-10), o Ankyrin Repeat 

Domain 22 (ANKRD22, log2FC = -2.408317477, padj = 2.34E-12) e o Major 

Histocompatibility Complex (HLA-DRB4, log2FC = -2,503043236, padj = 3,22E-08). O 

ABCA2 está envolvido no transporte de colesterol e fosfolipídios, com polimorfismos 

sendo atualmente considerados como fator de risco precoce para a doença de Alzheimer 

141,142. O ANKRD22 está associado à defesa do hospedeiro contra infecções virais 

(https://www.genecards.org/cgi-bin/ carddisp.pl?gene=ANKRD22) e o HLA-DRB4 está 

envolvido na sinalização de CD28 nas células T-Helper, desempenhando um papel 

fundamental nas respostas imunes contra patógenos e doenças autoimunes 143. O gene 

MOG 77(log2FC = -2,239269, padj = 1,83E-05) também foi regulado negativamente no 

TB, embora, diferentemente do que ocorreu na esquizofrenia, nenhuma isoforma 

regulada positivamente tenha sido observada. 
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IV.II.III. Esquizofrenia x Transtorno Bipolar 

 

Entre esquizofrenia e transtorno bipolar, 10 isoformas resultaram em um log2FC ≥ 

2 ou log2FC ≤ -2 e um padj ≤ 0,01, sendo consideradas preditores candidatas ao 

desenvolvimento do modelo (seção 3.4). Conforme apresentado na Figura 4c, 17 

isoformas mostraram um log2FC ≥ 1,5 ou log2FC ≤ -1,5 e um padj ≤ 0,001. O transtorno 

bipolar foi usado como referência, com genes significativamente supraregulados 

refletindo aqueles com maior expressão na esquizofrenia (quando comparado ao TB) e 

genes significativamente infrarregulados refletindo os de menor expressão na 

esquizofrenia (também comparando ao TB). As isoformas reguladas negativamente 

incluíram: 1) Beta-2-microglobulin (B2M, log2FC = -3,40, padj = 2,23E-08), um marcador 

potencialmente sensível, porém não específico, de inflamação144;  2) Flotillin 1 (FLOT1, 

log2FC = -2,60 , padj = 0,001101317), associado à codificação de uma proteína que 

promove a formação de sinapses glutamatérgicas em neurônios do hipocampo145; e 3) 

Vitamin K Epoxide Reductase Subunit 1 Like 1 (VKORC1L1, log2FC = -2,17, padj = 

7,17E-08), responsável por codificar uma enzima importante no ciclo da vitamina K, 

envolvida na carboxilação de resíduos de glutamato146. Em relação ao VKORC1L1, o 

estresse oxidativo pode aumentar a expressão desse gene e a proteína codificada pode 

proteger células e proteínas de membrana do dano oxidativo146. Além disso, há o 

GABBR1 (log2FC = -2,01, padj = 0,001448441), que está envolvido na atividade do 

receptor GABA acoplado à proteína G147 - e defeitos neste gene já foram previamente 

encontrados em indivíduos com esquizofrenia148,149. 

As isoformas significativamente reguladas positivamente, refletindo maior 

expressão na esquizofrenia em relação ao TB, incluíram:  1) DLG Associated Protein 2 
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(DLGAP2, log2FC = 2,10, padj = 3,31E-05), responsável por codificar uma proteína de 

membrana associada à organização da sinapses e sinalização em células neuronais, 

gene que tem sido descrito em estudos com esquizofrenia; 2) Major Histocompatibility 

Complex, Class II, DR Beta I (HLA-DRB1, log2FC = 2.02, padj = 5.36E-05) (HLA-DRB1, 

log2FC = 2,02, padj = 5,36E-05),  envolvido na sinalização de CD28 em células T-Helper 

e na co-estimulação de CD28 150; e 3) Tweety Family Member 1 (TTYH, log2FC = 1,98, 

padj = 0,000433703043674298), gene envolvido na ligação de íons de cálcio e na 

atividade do transportador transmembrana de íons de ferro151. 

 

IV.II.IV. Psicose vs Controles 

 

Entre indivíduos com psicose e indivíduos controles, 8 isoformas apresentaram 

log2FC ≥ 2 ou log2FC ≤ -2 e padj ≤ 0,01. Conforme apresentado na Figura 4d, 33 

isoformas mostraram um log2FC ≥ 1,5 ou log2FC ≤ -1,5 e um padj ≤ 0,001. As isoformas 

significativamente infrarreguladas na psicose foram: 1) COMMD10 (log2FC -3,77, padj 

3,32E-11), já descrita anteriormente121,122,123; 2) Fc Gamma Binding Protein (FCGBP, 

log2FC = -2,48, padj = 4,71E-29), localizada em um exossomo extracelular e associada 

à defesa inata da mucosa e à imunidade tumoral 152; 3) NLR Family Apoptosis Inhibitor 

Protein (NAIP, log2FC -2.155443139 padj = 1.06E-10), associada à prevenção de 

apoptose dos neurônios motores (https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl? 

gene=NAIP); 4) MOG (log2FC = -2,10, padj = 1,16E-09), também já apresentada 

anteriormente 132;  5) C-Type Lectin Domain Containing 5A (CLEC5A, log2FC = -2,10, 

padj = 1,96E-25), associada ao sistema imunológico inato, à ligação de carboidratos e à 



46 
 

atividade de receptores virais153,154; 6) FPR3 (log2FC = -2,09, padj = 1,28E-24); 7) 

AGPAT1 (log2FC = -1,95, padj = 1,53E-06); 8) TAP2 76 (log2FC = -1,91, padj = 5,61E-

11); e 9) ATP Synthase Membrane Subunit G (ATP5MG, log2FC = -1,88, padj = 7,33E-

15), envolvida na ativação transcricional da biogênese mitocondrial e potencialmente 

implicada nas doenças cardiovasculares associadas à síndrome metabólica155. 

As isoformas significativamente suprareguladas foram:  1) Nucleosome Assembly 

Protein 1 Like 4  (NAP1L4, log2FC = 2,43, padj 9,50E-15), associada à família das 

proteínas de montagem do nucleossoma (NAP) e com potencial interação com histonas 

do núcleo, tendo uma função como chaperona de histona156; 2) Complement C4A  (C4A, 

log2FC = 1,62, padj = 1,06E-05), um mediador do processo inflamatório local, cuja 

superexpressão tem sido associada à perda sináptica excessiva e alterações 

comportamentais em camundongos 157; e 3) MOG132 (log2FC = 1,52, padj = 2,21E-06) 

que, na presente análise, tem estado supra e infrarregulado na esquizofrenia, 

infrarregulado no TB e supraregulado. 

 

IV.II.V. Discussão - Análise diferencial de expressão gênica e isoformas 

 

Através das análises diferenciais de expressão gênica, foram observados vários 

alvos significativamente supra e infraregulados. Entre o transtorno bipolar e a psicose, o 

gene MGAM105,106 esteve infrarregulado. Recentemente, em um GWAS compreendendo 

indivíduos com transtorno bipolar (n = 1001) e controles (n = 1034), de ascendência 

europeia, evidenciou-se uma associação da doença com o SNP nuclear rs1880924 no 

gene MGAM158.  O gene MGAM está envolvido nas etapas finais da digestão do amido, 
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e sabe-se também que indivíduos com TB apresentam prejuízos no metabolismo da 

glicose159. Na esquizofrenia e na psicose, o gene SIX3 esteve infrarregulado. Em uma 

metanálise recente sobre miocardite induzida por clozapina em pacientes com 

esquizofrenia, SIX2-SIX3 foi identificado entre loci no cromossomo 2p21 (p < 1 x 10-6) 160. 

Como mencionado anteriormente, este gene, que é implicado nos olhos e no 

desenvolvimento neuronal normal, também tem sido relacionado à esquizofrenia, uma 

vez que menores retinas e menores vasos sanguíneos retinianos têm sido observados 

nesse transtorno161. 

Entre as análises de expressão diferencial de isoformas, foi encontrado um maior 

número de alvos infra ou supraregulados. Foram observadas isoformas diferencialmente 

expressas entre TB e esquizofrenia. No TB, as isoformas relacionadas à ativação 

transcricional da biogênese mitocondrial e ao metabolismo lipídico peroxissomal 

(ATP5F1B), à manutenção da bainha de mielina (MOG) 132, à montagem de ribossomos 

e spliceossomos (DDX24) e à inibição da montagem de PIC e iniciação da transcrição 

(RPAP2) apresentaram os maiores log2FC. Na esquizofrenia, as isoformas com o maior 

log2FC incluíram CDR1, BRD2 e DENND5A. A CDR1 está associada à codificação de 

uma proteína envolvida na degeneração cerebelar e, embora preliminar, esse gene 

aparece superexpresso nos leucócitos de sangue periférico de indivíduos com doença 

de Alzheimer162. O BDRE associa-se à produção de citocinas pró-inflamatórias em 

macrófagos163; em estudos com camundongos nocaute, esse gene relaciona-se a uma 

menor resposta inflamatória, protegendo os animais contra a resistência insulínica e a 

intolerância à glicose164. 
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Na esquizofrenia e no TB, em relação aos controles, os genes EIF3K165 e 

ACTN4166 estiveram significativamente supraregulados. Esses genes estão envolvidos 

no ciclo, diferenciação celular e apoptose, bem como na sinalização do citoesqueleto, 

desempenhando um papel na regulação das vias de sinalização celular.  Além disso, o 

CXCL10, um gene pleiotrópico envolvido na estimulação de monócitos, de células natural 

killer e da migração de células T167, esteve significativamente infraregulado na 

esquizofrenia e no TB, em relação aos controles. Da mesma forma, nas análises de 

expressão diferencial de genes e isoformas, emergiram alvos relacionadas à sinalização 

imune, à apoptose e ao metabolismo celular em indivíduos com psicose. No entanto, é 

importante destacar algumas limitações da presente análise. Vários genes e isoformas 

identificados relacionados à morte celular programada, como NAIP, EIF3K, CENPE 

podem estar relacionados ao maior intervalo post-mortem (observado em amostras de 

psicose, quando comparado aos controles, conforme apresentado nas Figuras 1-2. Além 

disso, é possível que diferenças nos tratamentos medicamentosos usados em pacientes 

com esquizofrenia, TB e controles, bem como as diferenças nos efeitos cumulativos das 

medicações usadas nesses grupos, tenham influenciado a expressão de alguns genes 

no presente estudo. Em análises futuras, planejamos avaliar o impacto potencial dos 

medicamentos nos resultados da expressão diferencial dos genes, usando conjuntos de 

dados disponíveis de modelos animais expostos a classes de medicamentos 

psiquiátricos, em especial um conjunto de dados RNA-Seq do córtex pré-frontal 

dorsolateral (CPFDL) de primatas não-humanos expostos por seis meses a haloperidol, 

clozapina ou placebo, e um conjunto de dados de microarray (GSE66276) de ratos 

expostos a lítio, lamotrigina ou placebo por 21 dias. Além disso, enquanto a análise da 

variável substituta168 foi usada para remover efeitos de lote e outras fontes indesejadas 
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de variação dos dados, outros métodos também pode ser usados para remover 

covariáveis potenciais que potencialmente afetam genes e isoformas expressos 

diferencialmente, incluindo Splines de Regressão Adaptativa Multivariada (MARS, 

Multivariate Adaptive Regression Splines)169, onde covariáveis como intervalo post-

mortem, número de integridade do RNA, banco de cérebros e causa da morte são 

transformadas em componentes principais, com o modelo incorporando uma "passagem 

para frente" (forward pass) para capturar a quantidade máxima de variância explicada 

pelo conjunto de covariáveis, seguida por uma "passagem para trás" (poda)  para 

remover termos redundantes. 

 

IV.III. Biomarcadores de expressão gênica na esquizofrenia, transtorno bipolar e 

controles 

 

IV.III.I. Classificação binária 

 

Em relação aos modelos de classificação binária, o melhor desempenho na 

discriminação entre esquizofrenia e controles foi encontrado usando rede elástica 

(Acurácia = 79,57%, IC 95%: 69,96-87,23; Sensibilidade: 79,71%; Especificidade: 

79,17%; Acurácia equilibrada = 79,44%; AUC: 0,839), seguido por XGBoost (Acurácia= 

82,80%, IC 95%: 73,57-89,83; Sensibilidade = 89,86%; Especificidade = 62,50%; AUC: 

0,890), conforme mostrado na Figura 5. Dentro do modelo de rede elástica, foram 

incluídos como preditores globais SIX3, MGAM, AHSA1 e FBN3; enquanto isso, no 

modelo XGBoost, os preditores globais mais importantes foram o MGAM, LINC01206, 
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SLIT1, FBN3 e MOB.  Os preditores com valores SHAP mais altos no modelo XGBoost 

incluíam FBN3, MGAM, SCARNA2, MUC16 e MOBP. 

Além disso, em um modelo separado distinguindo TB de controles, o melhor 

desempenho foi encontrado usando SVM com um kernel de função de base radial (RBF) 

(Acurácia = 82,56%, IC 95%: 72,87-89,90; Sensibilidade = 64,71%; Especificidade = 

86,96%; AUC = 0,874), enquanto o modelo XGBoost apresentou um desempenho 

ligeiramente inferior (Acurácia = 72,09%, IC de 95%: 61,38-81,23; Sensibilidade = 

70,59%; Especificidade = 72,46%; AUC = 0,812). Dentro do modelo SVM, os preditores 

globais mais importantes foram MGAM, CADM3, HSPA5, NDUFV1 e RPL35. Da mesma 

forma, os preditores mais importantes no modelo XGBoost foram MGAM, MTND5P24, 

NDRG3, MUC16 e RPL24. Os preditores com os valores SHAP mais altos incluíam 

YWHAG, NDRG4, SNURF, WDR74 e TRPM4. 

Também foram desenvolvidos modelos separados para distinguir indivíduos com 

psicose (TB e esquizofrenia) de controles, com melhor desempenho usando SVM com 

kernel RBF (Acurácia = 75,45%, IC 95%: 66,33-83,16; Sensibilidade = 75,61%; 

Especificidade = 75,36%; AUC = 0,825). Um desempenho semelhante também foi 

observado em um modelo XGBoost (Acurácia= 76,36%, IC 95%: 67,32-83,94; 

Sensibilidade = 70,73%; Especificidade = 79,71%; AUC = 0,823). No modelo SVEM, 

foram considerados como preditores globais mais importantes: MGAM, MUC16, 

LOC105379109, NDRG4 e LINC02055. Já no modelo XGBoost, foram considerados 

como preditores globais mais importantes: MGAM, LOC105379109, MOBP, PLPP2, 

MTND5P24 e NDRG4. Os preditores com os valores SHAP mais altos foram MGAM, 

NDRG3, FBN3, MOBP e LOC105379109. 
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IV.III.II. Preditores importantes nos modelos de genes, relevância dos preditores 

e comparação de algoritmos 

 

Através do modelo de classificação multiclasse utilizando marcadores de 

expressão gênica para diferenciar TB, esquizofrenia e controles em nível individual, 

encontraram-se como preditores globais mais significativos: 1) KCNIP4,  associado à 

regulação da sinalização nuclear de beta-catenina, à condução cardíaca, à ligação de 

íons cálcio e à regulação dos canais de potássio (https://www.genecards.org/cgi-

bin/carddisp.pl?gene=KCNIP4); 2) MED13L, envolvido na atividade co-reguladora da 

transcrição170; 3) ST6GALNAC5, envolvido na alteração das interações célula-célula ou 

célula-matriz extracelular, com mutações implicadas na doença arterial coronariana171; 4) 

PIK3CB, associado à atividade transferase, à regulação da formação sináptica e à 

plasticidade neuronal172; 5) SYNGAP1, com mutações implicadas nos distúrbios do 

neurodesenvolvimento, incluindo a esquizofrenia173; 6) SELENOP, atualmente 

considerado um antioxidante extracelular137,138; 7) YWHAE, associado à hipertrofia 

cardíaca, à apoptose e à autofagia celular, sendo também considerado um gene de 

suscetibilidade à esquizofrenia174; 8) FIS1, associada à apoptose celular175,176; e 9) 

FABP3, possivelmente responsável pela modulação do crescimento e proliferação 

celular177. 

Em termos de variáveis com o maior valor de SHAP, indicando uma maior 

contribuição para a saída do modelo, encontraram-se: 1) MAST3, associado à inflamação 

da mucosa colônica178; SIX3, já discutido anteriormente; 3) CADM3, associado à 



52 
 

remodelação da cromatina e à transcrição gênica (https://www.genecards.org/cgi-

bin/carddisp.pl?gene=CADM3); 4) SEMA3B, envolvido na via do receptor da vitamina D 

e à inibição de extensões axonais (https://www.genecards.org/cgi-

bin/carddisp.pl?gene=SEMA3B); e 5) PCDHGB7, possivelmente envolvido na formação 

e na manutenção de conexões neuronais cerebrais específicas 

(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PCDHGB7). 

Entre os modelos de classificação binária desenvolvidos para a distinção entre 

esquizofrenia e controles, encontraram-se como preditores globais mais significativos:  

SIX3, AHSA1, FBN3, SOGA3 e MUC16. O gene AHSA1 relaciona-se à ativação de 

células T, ligação de chaperonas e ativação de ATPase, sendo um alvo promissor no 

tratamento do mieloma (alvo contra a proliferação celular e a resistência a inibidores de 

proteassoma) 179. Já o gene FBN3 está relacionado à organização da matriz extracelular 

e a via da integrina, enquanto SOGA3 está envolvido na regulação da autofagia.  O 

MUC16 associa-se à sinalização CLEC7A (Dectin-1), que desencadeia respostas imunes 

inatas contra infecções fúngicas e bacterianas. MOBP tem sido associado a abuso de 

cocaína180 e à demência frontotemporal181, tendo um papel central na estabilização da 

bainha de mielina182.  

Já entre os modelos de classificação binária desenvolvidos para a diferenciação 

entre TB e controles, destacaram-se: CADM3, HSPA5, NDUFV1, RPL35 e WHRN. O 

gene CADM3 está relacionado à junção celular e às proteínas sinápticas reguladas por 

NOVA, que direcionam a integração sináptica dos interneurônios somatostatina-

positivos183, uma importante subpopulação de células GABAérgicas hipocampais. Como 

já mencionado anteriormente, estima-se que o número de neurônios hipocampais 
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somatostatina-positivo seja menor em pacientes com TB184. O HSPA5 está relacionado 

à ligação da proteína ligase de ubiquitina, com evidências preliminares sugerindo uma 

associação entre TB e desregulação do sistema ubiquitina-proteassoma185. O gene 

NDUFV1 está relacionado à deficiência do complexo mitocondrial I; estudo recente 

associou o TB a alterações mitocondriais186.  O gene RPL35 é considerado um 

codificador de proteína ribossomal; e o gene WHRN está envolvido na formação de 

complexos proteicos que facilitam a transmissão sináptica no sistema nervoso central, 

também anteriormente associado ao TB187. 

Em termos do desempenho relativo entre os algoritmos, o XGBoost apresentou 

um melhor desempenho no modelo de classificação multiclasse, seguido pelo modelo de 

random forest. A rede elástica apresentou o melhor desempenho no modelo de 

classificação binária entre esquizofrenia e controles, com SVM com um kernel RBF 

apresentando o melhor desempenho na diferenciação entre TB versus controles e 

psicose versus controles. 

 

IV.IV. Biomarcadores de expressão de isoformas data-driven na esquizofrenia, 

transtorno bipolar e controles 

 

IV.IV.I. Classificação Binária 

 

Quatro modelos separados de classificação binária foram desenvolvidos para 

diferenciar esquizofrenia vs controles, TB vs controles, esquizofrenia vs TB e psicose vs 
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controles. O melhor desempenho na discriminação entre esquizofrenia e controles foi 

encontrado no modelo SVM com um kernel RBF (Acurácia = 79,71%, IC 95%: 68,31-

88,44; Sensibilidade: 85,11%; Especificidade: 68,18%; AUC: 0,757), com desempenho 

ligeiramente inferior no modelo XGBoost (Acurácia = 72,46%, IC 95%: 60,38-82,54; 

Sensibilidade: 76,60%; Especificidade: 63,64%; AUC: 0,749). Conforme apresentado na 

Figura 8, os preditores importantes no modelo SVM foram o CDR1, YWHAE, MTC03P12 

e PLEKHM1. Da mesma forma, os preditores globalmente importantes no modelo 

XGBoost incluíam CDR1, DENND5A e FLOT1. Os preditores com valor SHAP mais alto, 

indicando um impacto maior na saída do modelo, foram CDR1, LLPH, DENND5A e 

ARHGAP23. 

Conforme a Figura 9, os preditores de isoforma discriminaram indivíduos com TB 

de controles com uma acurácia de 93,44% (95% CI: 84,05-98,18) no modelo SVM com 

kernel RBF, tendo como preditores mais importantes: KCNIP4, MED13L, ST6GALNAC6, 

PIK3CB e SYNGAP1. O desempenho foi amplamente mantido no modelo XGBoost 

(Acurácia = 88,52%, 95% CI: 77,78-95,26), sendo os preditores importantes: MED13L, 

KCNIP4, ST6GALNAC5 e KCNS1. Os preditores com os valores SHAP mais altos foram: 

KCNIP4, DYRK1B, RPS11 e AMY2B. 

Na Figura 10, o TB pode ser diferenciado da esquizofrenia com uma acurácia de 

80,56% IC de 95%: 63,98-91,81) no modelo de randon forest, tendo como principais 

preditores o KCNIP4, SLC25A24 e CDR1. O modelo XGBoost apresentou uma maior 

acurácia (75,00%, 95% CI: 57,80-87,88), porém também apresentou o SLC25A24 e o 

KCNIP4 como preditores mais importantes globalmente. Os preditores com valores 

SHAP mais altos foram: KCNIP4, SLC24A24, MED13L, ABR e ZNF891. Além disso, 
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conforme a Figura 11, os indivíduos com psicose foram discriminados dos controles 

através de preditores de isoforma com uma acurácia de 79,76% (IC 95%: 69,59-87,75) 

no modelo XGBoost e de 78,57% (IC 95%: 68,26-86,78) em um modelo SVM com kernel 

RBF, respectivamente. O modelo XGBoost teve como preditores globalmente 

importantes o CDR1, KCNIP4, ST6GALNAC6, RPS9 e SYNGAP1; enquanto isso, para o 

modelo SVM, os preditores mais importantes foram: KCNIP4, YWHAE e MED13L. Os 

preditores com os valores SHAP mais altos foram o CDR1, ST6GALNAC6, EGLN2 e 

YWHAE. 

 

IV.IV.II. Preditores importantes em modelos de isoformas, relevância dos 

preditores e comparação de algoritmos 

 

Em um modelo de classificação multiclasse usando marcadores de expressão de 

isoformas para diferenciar TB, esquizofrenia e controles em nível individual, os preditores 

globais importantes foram: 1) KCNIP4 e MED13L, também considerados preditores 

principais na expressão gênica no modelo multiclasse (seção 3.3.3); 2) CDR1, que 

codifica uma proteína associada à degeneração cerebelar162; 3) SLC25A24, que codifica 

a proteína transportadora trocadora ATP-Mg e fosfato, associada à proteção contra a 

morte celular induzida por estresse oxidativo188. Os preditores com valor SHAP mais alto, 

indicando uma maior contribuição para a saída do modelo, foram: CDR1, já apresentado 

anteriormente; ZNF891, associação à inibição da transcrição de DNA (https://www. 

genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ZNF891); ZFP36, envolvido na resposta celular 

ao estímulo de citocinas e fatores de crescimento189; LENG1, que codifica uma proteína 
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do sistema de antígeno leucocitário humano – sistema imune 

(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=LENG1); e AGPAT, associado à 

conversão do ácido lisofosfatídico em ácido fosfatídico124. No modelo de classificação 

binária entre TB e esquizofrenia, as isoformas KCNIP4, SLC25A24 e CDR1 surgiram 

como os preditores globais mais importantes. 

Na diferenciação entre esquizofrenia e controles, os CDR1 e YWHAE foram os 

preditores mais importantes no modelo, ao lado do PLEKHM1. O PLEKHM1 está 

envolvido na agregação das vias autofágica e endocítica e na ação dos endossomos, 

sendo importante em diversos processos celulares, como adesão celular, morfogênese 

e fusão celular, além de estar relacionado ao aprendizado e à memória190.  Em um estudo 

recente de associação ampla de transcriptoma (TWAS), o PLEKHM1 esteve entre os sete 

genes relacionados a parâmetros de medidas cerebrais, inclundo volume cerebral total. 

Os preditores com os maiores valores de SHAP foram: LLPH, que regula o crescimento 

dendrítico e a transmissão sináptica nos neurônios hipocampais 

(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=LLPH); DENND5A, envolvido na 

infraregulação do crescimento de neuritos191; e ARHGAP23, que codifica a proteína 

ativadora de Rho GTPase 23, associada à regulação de diversas funções celulares, 

especialmente do citoesqueleto192  A Rho GTPase 23 também associa-se a transcriação 

gênica e receptores e alvos nas vias de sinalização celular193. 

No modelo de classificação binária para diferenciação entre TB e controles, 

mostraram-se como isoformas importantes: KCNIP4, DYRK1B e RPS11. O RPS11 

codifica a proteína ribossomal S11, envolvida no alongamento das cadeias peptídicas, 

um processo que leva à decodificação do mRNA e à síntese de uma cadeia 
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correspondente de aminoácidos (https://www.genecards.org/cgi-

bin/carddisp.pl?gene=RPS11). Outras isoformas importantes ao modelo foram o AMY2B 

e o CCDC92. O AMY2B codifica a amilase alfa 2B, uma proteína envolvida no 

metabolismo da glicose, na digestão e absorção (https://www.genecards.org/cgi-

bin/carddisp.pl? gene=AMY2B). Em um estudo prévio, foi identificada uma diferença na 

alfa-amilase salivar de indivíduos com TB submetidos a um estresse por estimulação 

elétrica, quando comparados a controles194. Já o CCDC92 codifica uma proteína 

estimulada por interferon com papel na imunidade celular 

(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CCDC92). Modelos recentes de 

camundongos knockout sugeriram um papel do CCDC92 na disfunção das células 

endoteliais durante o desenvolvimento de aterosclerose195 e de doença arterial 

coronariana devido à resistência insulínica196. 

Em termos de desempenho do algoritmo, o modelo de conditional forest 

demonstrou o melhor desempenho na classificação multiclasse para diferenciar TB, 

esquizofrenia e controles, enquanto o modelo de SVM com um kernel RBF apresentou o 

melhor desempenho na diferenciação de TB versus controles e esquizofrenia versus 

controles. O modelo de random forest apresentou o melhor desempenho em diferenciar 

TB de esquizofrenia, enquanto o XGBoost apresentou o melhor desempenho em 

diferenciar psicose de controles. 
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IV.IV.III. Direções futuras em modelos preditivos de genes e isoformas 

 

Futuramente, acredita-se que novos métodos de seleção de preditores, incluindo 

seleção de preditores locais197, redundância mínima e relevância máxima198 e seleção de 

recursos aprimorados199 possam ser usados para produzir modelos em machine learning 

com maior redução de dimensionalidade.  Nossa equipe tem por objetivo futuro explorar 

as interações entre genes e isoformas, particularmente usando modelos combinados que 

incorporem ambos preditores em toda a amostra. Além disso, usando os mesmos 

preditores identificados nos modelos aqui desenvolvidos, pretendemos prever, por 

modelos de regressão, possíveis covariáveis associadas, como idade, intervalo post-

mortem, número de integridade de RNA, gênero e causa de morte, além de determinar 

se o desempenho do modelo será parcialmente contingente a essas variáveis. 

 

IV.V. Análise de enriquecimento de conjuntos de genes 

 

Para explorar o perfil funcional dos genes diferencialmente expressos, uma análise 

de enriquecimento funcional foi realizada usando gprofiler2 com as vias KEGG93 e GO92. 

Os genes candidatos foram primeiramente filtrados para um valor de p ajustado < 0,05; 

os genes com log2FC > 0,58 foram considerados supraregulados e os genes com log2FC 

< -0,58 foram considerados como infrarregulados. Este limiar reflete uma mudança de 

1,5 vezes na variação dos níveis de expressão gênica entre indivíduos com psicose e 

controles, além de também capturar efeitos menores. 
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Conforme apresentado na Figura 12, foram retidos 44 termos significativamente 

suprarregulados e 10 termos significativamente infraregulados. Os termos 

suprarregulados foram termos associados à atividade do transportador transmembrana 

ativado por oxidorredução (GO:0015453), atividade de NADH desidrogenase 

(GO:0008137), respirassoma mitocondrial (GO:0005746), transdução de sinal 

(GO:0007165), fosforilação oxidativa (KEGG:00190) e cardiomiopatia diabética 

(KEGG:05415). Outros termos suprarregulados na psicose estiveram relacionados à 

atividade de NADH hidrogenase (GO003954), respirassoma (GO:0070469), complexo 

proteico da membrana mitocondrial interna (GO:0098800), síntese de ATP acoplada 

transporte de elétrons (GO:0042773), termogênese (KEGG:04714) e doença de 

Alzheimer (KEGG:051010). 

Termos significativamente infraregulados estiveram associados à ligação proteica 

(GO:0005515), citosol (GO:9995829), regulação negativa de processos celulares 

(GO:0048523), regulação de transporte celular (GO:005149), arrastamento circadiano 

(KEGG: 04713) e diferenciação de osteoclastos (KEGG:04380). Outros termos 

significativos estiveram associados à regulação de processos biológicos (GO:0050789), 

regulação de processos celulares (GO:0050794) e regulação biológica (GO:0065007). 

À presente análise, é importante destacar as características funcionais dos genes 

diferencialmente expressos em tecidos cerebrais post-mortem de indivíduos com psicose 

e controles.  Entre os termos significativamente supraregulados, a NADH desidrogenase 

é responsável pela conversão da forma reduzida da NAD (NADH) para sua forma oxidada 

(NAD+), estando implicada à atividade antioxidante, metabolismo energético e 

biossíntese redutiva. A NAD também está relacionada ao estresse oxidativo, à função 
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mitocondrial e consequentemente ao processo de envelhecimento200. Na verdade, o 

balanço entre NAD+ oxidado e NADH reduzido reflete um estado de estresse oxidativo e 

produção de energia impactada200. Em relação à psicose, evidências recentes in vivo 

usando espectroscopia por ressonância magnética sugerem uma redução significativa 

na razão NAD+/NADH em indivíduos com esquizofrenia, quando comparados a 

controles, e em pacientes com esquizofrenia em primeiro episódio psicótico, quando 

comparados a pacientes em primeiro episódio de TB e paciente controles201,202. Em 

relação ao transtorno bipolar, há evidências demonstrando que níveis elevados de 

estresse oxidativo e de citocinas pró-inflamatórias estão associados ao aumento da 

suprarregulação de alguns genes, incluindo genes que codificam NAD, associando-se, 

portanto, à estimulação da fosforilação oxidativa202. 

Outro termo supraregulado na psicose foi o respirassoma mitocondrial 

(GO:0005746), que é uma série de complexos proteicos que formam o sistema de 

transporte mitocondrial de elétrons, associada à membrana mitocondrial interna. 

Curiosamente, há evidências de que o respirassoma mitocondrial estimula a atividade da 

NADH desidrogenase203. Estudos recentes também sugerem uma redução na expressão 

dos genes que codificam o complexo mitocondrial I na esquizofrenia. O complexo 

mitocondrial I está associado à produção de energia mitocondrial e há evidências 

demonstrando uma atividade reduzida desse complexo em amostras post-mortem204 e 

em linfócitos e plaquetas de pacientes tratados com antipsicóticos205, quando 

comparados a controles saudáveis. Também há evidências de que o respirassoma 

mitocondrial estimula a atividade da NADH desidrogenase203. Outro termo supraregulado 

na psicose foi a fosforilação oxidativa (KEGG:00190). Durante a fosforilação oxidativa, os 
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elétrons derivados do NADH e FADH2 agrupam-se ao oxigênio - e a energia liberada 

dessas reações é usada para facilitar a síntese de ATP a partir do ADP206. 

Em relação aos termos infraregulados na psicose, destacaram-se os termos 

associados à ligação de proteínas e aminoácidos (GO:0005515), ao citosol 

(GO:0005829), à regulação negativa de processos celulares (GO:0048523) e à regulação 

de transporte celular (GO:0051049). Embora em grande parte inespecíficas, há 

evidências atuais sugerindo a presença de perturbações em nível de aminoácidos e de 

baixo GABA plasmático em indivíduos em primeiro episódio psicótico206.  Em relação ao 

citosol, sabe-se que o citosol contribui para o metabolismo das células eucarióticas207 e 

que contém sistemas de controle de qualidade envolvidos no monitoramento e na 

remoção de proteínas mal-dobradas208, cujo acúmulo tem sido relacionado ao 

desenvolvimento de distúrbios neurodegenerativos209. Para um maior esclarecimento, o 

citosol é uma solução líquida citoplasmática que contém um material particulado, como 

complexos de proteínas. Embora uma discussão aprofundada sobre o papel do citosol 

na exportação de proteínas pós-traducionais não esteja no escopo desta monografia 

(para maiores informações, consultar a literatura de apoio207), salienta-se também que o 

citosol controla parte do direcionamento do movimento de substâncias (como 

macromoléculas, íons e pequenas moléculas) no meio intracelular e no transporte 

intercelular Um dos principais mecanismos de transporte celular é o movimento 

bidirecional contínuo entre citosol e núcleo, embora o transporte celular não seja limitados 

a este mecanismo de controle citosólico. 

Outro termo supraregulado na psicose relaciona-se ao arrastamento circadiano 

(KEGG:04713). O arrastamento circadiano refere-se à regulação do ritmo circadiano 
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biológico, mais especificamente à regulação do relógio biológico interno através de sinais 

exógenos recorrentes, onde os ritmos endócrinos e comportamentais são sincronizados 

com os sinais ambientais210. Nos mamíferos, a principal regulação do ritmo circadiano 

(relógio-mestre) encontra-se nos núcleos supraquiasmáticos (SCN) do hipotálamo, 

capazes também de sincronizar os relógios periféricos presentes em outros tecidos, 

como no coração. Além disso, a luz desempenha um papel crítico na sincronização do 

relógio-mestre dos núcleos supraquiasmáticos211. Em nível molecular, uma série de 

feedback de transcrição-tradução resulta na expressão rítmica dos "genes-relógio", com 

consecutivas oscilações em diversas funções celulares212,213. Há várias evidências 

demonstrando distúrbios do ritmo circadiano em indivíduos com TB214 e com 

esquizofrenia215. Em relação ao TB, indivíduos com a doença têm demonstrado alta taxas 

de anormalidade do sono216; além disso, amostras celulares de indivíduos respondedores 

a lítio apresentam maior propensão a períodos circadianos curtos, relação linear entre 

período e fase, e períodos com menor manutenção do efeito do lítio217. Em modelos pré-

clínicos, camundongos com mutação delta 19 CLOCK (Circadian Locomotor Output 

Cycles Kaput), com ausência de uma proteína importante para o ritmo circadiano celular, 

exibem ciclos rápidos de humor, que podem ser revertidos após exposição ao lítio218. No 

contexto da esquizofrenia, um estudo anterior219 apontou que indivíduos com 

esquizofrenia dormem mais, têm um tempo de sono mais variável e estão menos tempo 

expostos à luz, quando comparados a controles. Entretanto, os autores desse estudo 

sugeriram que essas diferenças decorrem da redução à exposição à luz - e não por uma 

diferença nos períodos circadianos intrínsecos219. Outro estudo prévio, ao examinar os 

ritmos circadianos diurnos e a expressão gênica no CPFDL humano em pacientes com 

esquizofrenia e controles, identificou que pacientes com esquizofrenia apresentaram um 
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conjunto distinto de transcrições de ritmos. As principais vias em transcrições rítmicas 

circadianas na esquizofrenia estão associadas à função mitocondrial220. 

Em estudos futuros, nossa equipe utilizará amostras adicionais do CommonMind 

Consortium para analisar diferenças de grupo entre esquizofrenia e controles, TB e 

controles e esquizofrenia e TB. Além disso, temos como objetivo expandir a presente 

análise afim de comparar as vias GO e KEGG entre indivíduos com psicose e controles. 

Além disso, realizaremos análises adicionais com limiares mais rigorosos, 

correspondendo a um valor p ajustado de <0,01 e genes com log2FC ≥ 2 e ≤ 2. 

 

IV.VI. GWAS de genoma completo 

 

O sequenciamento do genoma completo foi realizado em uma subamostra de 276 

indivíduos (47 com esquizofrenia, 29 com TB e 200 controles). Considerando a pequena 

amostra disponível de indivíduos com esquizofrenia e TB, esses grupos foram agrupados 

como psicose (n=76) e comparados a um grupo controle (n=200). Foram realizados dois 

GWAS separadamente: 1) um correspondendo a um modelo logístico incluindo idade, 

sexo e estratificação populacional como covariáveis (componente principal #1) e 2) um 

estudo de associação caso/controle menos conservador usando um teste alélico qui-

quadrado com valores de p gerados por teste de Fisher. Ambas as análises foram 

conduzidas por  PLINK 1.9, seguindo uma avaliação inicial de qualidade usando PLINK 

2.059 (remoção de zero alelos alternativos, MAF <1%, taxa de chamada de genotipagem 

<0,95, valor p de Hardy-Weinberg < 1 x 10-6 e corrigindo para fita flip). A pré-fase e a 

imputação de haplótipos paralelos foram realizadas através do Minimac499, com um 
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painel de referência de 1000 genomas100 (Fase 3, versão 5) para a imputação. Na Figura 

13, foram apresentados mais detalhes da análise, incluindo gráficos de Manhattan para 

os acertos significativos em ambos os GWAS. 

No modelo logístico, apenas um polimorfismo de nucleotídeo único (SNP) 

alcançou significância em todo o genoma (rs1288375099, chr1), com sete SNPs 

adicionais atingindo significância sugestiva: rs548813390 (chr2), rs1288375099 (chr6), 

rs537159235 (chr6), rs1256611773 (chr8), rs993980541 (chr8), rs1174187000 (chr17) e 

rs998768145 (chr17). No teste alélico qui-quadrado com teste exato de Fisher, três SNPs 

alcançaram significância em todo o genoma: rs1256611773 (chr8), rs1174187000 (chr17) 

e rs1288375099 (chr6). SNPs adicionais que atingiram significância sugestiva foram: 

rs998768145 (chr17), rs537159235 (chr6), rs1381579917 (chr18), rs1423560297 (chr2), 

rs1342030405 (chr6), rs1285306564 (chr7) e rs1197055059 (chr10). 

Todos os SNPs que atingiram significância genômica nos modelos de teste alélico 

logístico e qui-quadrado são íntrons, ou seja, seções não-codificadoras de DNA ou da 

RNA transcrito, ou seja, seções "retiradas" antes da molécula de RNA ser traduzida em 

uma proteína221. Isso é diferente dos éxons, seções de DNA ou RNA que são transcritas 

e traduzidas, envolvidas, portanto, na síntese de proteínas atualmente conhecidas222. 

Embora as funções biológicas precisas dos íntrons representem um campo ainda pouco 

esclarecido223, sabe-se que os íntrons desempenham um papel importante na regulação 

e expressão gênica. Além disso, diversos SNPs nos íntrons têm sido associados a 

doenças e a alterações na associação genótipo-fenótipo224. Também foi recentemente 

demonstrado que os íntrons promovem resistência à inanição, aumentando a repressão 

de genes de proteínas ribossomais nas vias TORC1 e PKA de detecção de nutrientes225. 
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Evidências recentes também sugerem um papel dos íntrons na regulação da expressão 

monoalélica, definida como a expressão em que apenas uma das duas cópias de um 

gene está ativa, enquanto a outra é silenciada. Infelizmente, nenhum registro dos loci 

significativos em todo o genoma ou loci de significância sugestiva em qualquer um dos 

GWAS estava disponível no ClinVar 226, um arquivo público de código de variantes 

genéticas humanas, mantido pelo National Institutes of Health. 

Em estudos futuros, nossa equipe tem por objetivo utilizar um conjunto de dados 

adicionais disponíveis pelo National Institute of Mental Health, como o CommonMind 

Consortium (CMC) 227 para realizar uma metanálise GWAS - uma abordagem com maior 

poder estatístico para detectar efeitos menores em todo o genoma. Como o estudo 

presente analisou agrupadamente TB e esquizofrenia, devido a um tamanho amostral 

reduzido, pesquisas subsequentes se beneficiarão da análise independente dessas duas 

condições, conforme disponibilidade de maiores amostras. Além disso, o presente GWAS 

examinou íntrons e éxons em todo o genoma. Prospectivamente, uma metanálise de 

sequenciamento separado de todo o exoma será realizada a fim de identificar outros loci 

envolvidos na codificação das proteínas nesses transtornos228. Também é importante 

mencionar que a maioria dos indivíduos incluídos na presente análise era de ascendência 

europeia. Essa condição diminuiu a possibilidade de estratificação da população 

estudada através de diferenças de ancestralidade229, além de impedir a generalização 

dos resultados paras não-descendentes europeus. Além disso, usando estatísticas 

resumidas de GWAS e pesos de expressão gênica, realizaremos um estudo de 

associação ampla de transcriptoma (TWAS) usando o pacote fusion package no software 

R 230. Conforme evidências prévias230, estudos de TWAS integrados a estudos GWAS e 
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a conjuntos de dados de expressão gênica facilitam a identificação entre associações 

traços-genes e potencialmente amplificam a capacidade de identificação de genes 

candidatos a uma determinada condição. 

 

 

V. CONCLUSÃO E DIREÇÕES FUTURAS 

 

No presente estudo, foram identificados vários genes e isoformas diferencialmente 

expressas no TB, esquizofrenia e psicose. Modelos de aprendizado de máquina data-

driven foram desenvolvidos através de um subconjunto desses preditores para examinar 

suas capacidades de diferenciar, em nível individual, os diagnósticos descritos acima. 

Além disso, também foram realizadas uma análise de enriquecimento funcional para 

identificar genes supra ou infrarreguladas no contexto da psicose e um GWAS com 

sequenciamento completo do genoma para identificar loci potencialmente significativos 

na psicose. 

Em termos de genes e isoformas, o presente estudo identificou diversos alvos 

genéticos supra ou infraregulados em amostras de indivíduos com TB ou esquizofrenia. 

Dentre eles, foram identificados alvos associados à proteção das células epiteliais contra 

patógenos (MUC16), à mediação da defesa do hospedeiro contra infecções virais 

(ANKRD22), à defesa inata da mucosa (NAIP), ao metabolismo da glicose (MGAM), à 

biogênese mitocondrial e metabolismo lipídico peroxissomal (ATP5F1B), à manutenção 

da bainha de mielina (MOG), que permite que os sinais elétricos sejam conduzidos 
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eficientemente entre as células nervosas, à degeneração cerebral (CRD), à produção de 

citocinas pró-inflamatórias em macrófagos (BRD2), à medição de processos inflamatórios 

locais (C4A), à organização sináptica e sinalização em células neuronais (DLGAP2), à 

apoptose celular (EIF3K e ACTN4) e à ligação ao receptor de glutamato ionotrópico 

(FLOT1). 

Da mesma forma, em uma análise de enriquecimento, os termos supraregulados 

na psicose incluíram o complexo proteico da membrana mitocondrial (GO:0098800), a 

transdução de sinal (GO:0007165) e a fosforilação oxidativa, reflexo do estresse oxidativo 

(KEGG:00190). Já os termos infraregulados incluíram a ligação a proteínas e 

aminoácidos (GO:0005515), o citosol (GO:0005829), a regulação negativa de processos 

celulares (GO:0048523), a regulação de transporte (GO:0051049) e o arrastamento 

circadiano (KEGG :04713). Além disso, em um GWAS, apenas os íntrons surgiram como 

loci significativos em todo o genoma, cuja função exata ainda permanece pouco 

compreendida na literatura. 

Em análise futuras, nossa equipe contará com a incorporação do CommonMind 

Consortium227, um conjunto de dados externos com 986 amostras oriundas de quatro 

bancos de cérebro (353 com esquizofrenia e 120 com TB). Com isso, o nosso grupo 

avaliará se um padrão semelhante de genes e isoformas expressos diferencialmente 

emergem neste conjunto de dados independente, o que potencialmente permitirá a 

generalização dos nossos achados atuais. Além disso, contanto com uma maior amostra, 

realizaremos análises de expressão diferencial na tentativa de identificar potenciais 

interações entre idade e esquizofrenia e transtorno bipolar.  Modelos separados por sexo/ 

gênero também serão desenvolvidos a fim de avaliar o surgimento de diferenças no 



68 
 

desempenho dos genes e isoformas. Também serão desenvolvidas outras abordagens 

para uma melhor avaliação do impacto de certas covariáveis no modelo, incluindo a 

técnica de MARS. Nesta técnica, covariáveis como intervalo post-mortem, número de 

integraidade de RNA, banco de cérebros e causa da morte serão transformadas em 

componentes principais, com o modelo incorporando em "passagem para frente" (forward 

pass) para capturar a quantidade máxima de variância explicada pelo conjunto de 

covariáveis, seguida por uma "passagem para trás" (poda) para remover termos 

redundantes, como já mencionado anteriormente. 

Também avaliaremos a co-expressão de genes através do WGCNA, comumente 

utilizado para avaliar a funcionalidade dos genes em nível de sistema, encontrar clusters 

(módulos) de genes altamente correlacionados e relacionar clusters entre si e com 

amostra externa231. O WGCNA é baseado no conceito de uma rede livre de escala, onde 

a conectividade entre genes (nós) segue uma distribuição power-law, com os nós 

altamente conectados ligando os nós menos conectados ao sistema geral. Nesse caso, 

os nós são considerados conectados se os genes forem significativamente co-

expressos232. Embora os nós possam se comunicar mesmo com e taxas de falha muito 

altas em redes livres de escala, a remoção de alguns nós altamente conectados pode 

afetar a integridade da rede231. Devido a isso, o WGCNA, ao invés de identificar todas as 

relações causais dentro de uma rede, assume que todos os genes estão conectados – e 

a força das conexões é quantificada usando os coeficientes de correlação da expressão 

gênica diferencial231,232. 

Através de modelos de aprendizado de máquina, avaliaremos se a acurácia 

preditiva da diferenciação entre esquizofrenia, TB e controles em nível individual, 
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encontrada no presente estudo, se mantém em um conjunto de dados independente. 

Compararemos também o desempenho dos modelos usando genes, isoformas e uma 

combinação desses preditores, nos mesmos pacientes, para explorar ainda mais a 

relevância biológica desses preditores. Exploraremos também os efeitos potenciais da 

interação entre genes específicos e isoformas através do método SHAP, bem como a 

interação entre preditores genômicos e características clínicas, como idade, sexo, altura 

e peso. Modelos de regressão com os mesmos preditores serão usados para prever 

potenciais covariáveis (idade, intervalo post-mortem, número de integridade do RNA, 

dentre outros): se um pequeno coeficiente de determinação for observado, é improvável 

que essas covariáveis estejam desempenhando um forte papel contributivo no 

desempenho do modelo. Da mesma forma, na análise de enriquecimento funcional, com 

um maior tamanho amostral, exploraremos os termos supra e infrarregulados entre TB e 

controles, esquizofrenia e controles e esquizofrenia e TB, a fim de identificar novas 

tendências nas classes de genes e isoformas. 

 

 

 

 

 

 

 



70 
 

 

VI.  FIGURAS 

 

Número de integridade do RNA (RIN) Sexo 

 

 

 

Etnia Idade do óbito 
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Figura 1 – Dados demográficos da contagem de genes 

Resumo dos metadados demográficos do estudo BrainGVEX, compreendendo 231 indivíduos controles, 47 indivíduos com 

transtorno bipolar (TB) e 80 indivíduos com esquizofrenia, respectivamente. Uma maior variação foi observada no intervalo post-

mortem (PMI), na psicose e na idade nos controles, respectivamente.  

Legenda: Bipolar Disorder = Transtorno Bipolar; Control = Controles; Schizophrenia = Esquizofrenia. 
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Número de integridade do RNA (RIN) Sexo reportado  

 

 

 

Etnia Idade do óbito 

 

 

pH cerebral Intervalo Postmortem 

 

 

Figura 2 - Dados demográficos da Abundância de IsoformasUm resumo dos metadados demográficos do estudo BrainGVEX, compreendendo 157 indivíduos 

controles, 49 indivíduos com transtorno bipolar (TB) e 76 indivíduos com esquizofrenia. Uma maior variação foi observada no intervalo post-mortem (PMI), na 

psicose e na idade dos controles, respectivamente.   

Legenda: Bipolar Disorder = Transtorno Bipolar; Control = Controles; Schizophrenia = Esquizofrenia. 
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A. Transtorno Bipolar vs Controles B. Esquizofrenia vs Controles 

 

 

C. Transtorno Bipolar vs Esquizofrenia D. Psicose vs Controles 

 

 

 
 

Figura 3 – Análise diferencial da expressão gênica 
As contagens de leitura de genes foram geradas através da função de contagem de htseq na estrutura python HTSeq 2.0 em 231 indivíduos controles, 47 indivíduos com transtorno bipolar (TB) e 80 indivíduos com esquizofrenia, respectivamente. A expressão 
diferencial foi realizada em contagens de leitura usando o pacote DESeq2 no softaware R. O DESeq2 usa uma estratégia de normalização geométrica que incorpora estimadores de encolhimento para dispersão e mudança de dobras, aprimorando a reprodutibilidade 
e aestabilidade dos resultados em relação a abordagens baseadas em soluções de estimadores de máxima verossimilhança. O DESeq2 possui alta sensibilidade e precisão, enquanto controla efetivamente falsos positivos, tamanho das coleções de fragmentos, além 
de fornecer classificação dos genes, visualização e transformações logarítmicas aprimoradas para agrupar dados de contagem superdispersos. No DESeq2, um modelo linear generalizado binomial negativo (GLM) com testes de significância Wald foi usado para 
estimar fatores de tamanho, dispersão e ajustar um modelo linear generalizado binomial negativo (GLM) com um teste Wald Qui-Quadrado. A pré-filtragem foi realizada para remover quaisquer linhas com menos de 10 leituras no total. Em seguida, a filtragem 
independente foi realizada usando a média das contagens normalizadas como estatística de filtro. Além disso, a função 'lfcShrink' foi usada com o argumento Aproximate Posterior Estimation (apeglm) para calcular o erro padrão e as alterações logarítmicas 2-fold. 
Além disso, os IDs de Ensembl foram convertidos em IDs de genes usando a função mapIDs() no pacote “org.Hs.eg.db'' disponível no Bioconductor, com tipos de chave de gene usados para contagens de genes. A expressão diferencial foi calculada entre A) TB e 
controles, B) esquizofrenia e controles, C) TB e esquizofrenia, e D) Psicose e controles. 
Volcano plots, mostrando a significância estatística (valor p ajustado), em relação à magnitude da mudança (log2FoldChange) foram gerados usando a função EnhancedVolcano no software R. Os genes em vermelho indicam um Log2FC de ≥ 1,5 ou ≤ -1,5 e padj ≤ 
0,001. A) Entre TB e controles, genes significativamente regulados positivamente incluíram TF, WHRN e ENPP2, enquanto genes regulados negativamente incluíram MGAM e WDR74. B) Em esquizofrenia vs controles, genes regulados positivamente incluíram FBN3, 
CAMK2A, KIF1A e INPP4A e KIF1A, enquanto SIX3 foi regulado negativamente. C) Nenhuma expressão diferencial significativa foi observada entre TB e esquizofrenia. D) Além disso, entre psicose (TB + esquizofrenia) e controles, genes regulados positivamente 
incluíam KLK6, SEPTIN4, TF, KIF1 e HILPDA. Legenda: Bipolar Disorder = Transtorno Bipolar; Control = Controles; Schizophrenia = Esquizofrenia; variables = variáveis 
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A. Transtorno Bipolar vs Controles  B. Esquizofrenia vs Controles 

 

 

C. Transtorno Bipolar vs Esquizofrenia D. Psicose vs Controles 

 

 

 
Figura 4 – Análise diferencial de Expressão de Isoformas 
Abundâncias de isoformas foram calculadas usando a função rsem-calculate-expression no RSEM em 157 controles, 49 indivíduos com Transtorno Bipolar (TB) e 76 indivíduos com esquizofrenia, respectivamente. A expressão diferencial foi realizada em 
abundâncias de isoformas usando o pacote DESeq2 em R. DESeq2 usa uma estratégia de normalização geométrica que incorpora estimadores de encolhimento para dispersão e mudança de dobra, que melhoram a reprodutibilidade e estabilidade dos resultados 
em relação a abordagens baseadas em soluções de estimadores de máxima verossimilhança. Ele também possui alta sensibilidade e precisão, enquanto controla efetivamente falsos positivos, tamanho da coleção de fragmentos, além de fornecer classificação 
de genes, visualização e transformações logarítmicas aprimoradas para agrupar dados de contagem superdispersos. No DESeq2, um modelo linear generalizado binomial negativo (GLM) com testes de significância Wald foi usado para estimar fatores de tamanho, 
dispersão e ajustar um modelo linear generalizado binomial negativo (GLM) com um teste Wald Qui-Quadrado. A pré-filtragem foi realizada para remover quaisquer linhas com menos de 10 leituras no total. Em seguida, a filtragem independente foi realizada 
usando a média das contagens normalizadas como estatística de filtro. Além disso, a função 'lfcShrink' foi usada com o argumento Aproximate Posterior Estimation (apeglm) para calcular as alterações logarítmicas 2 vezes encolhidas e o erro padrão. Além disso, 
os IDs de ensembl foram convertidos em IDs de transcrição usando a função mapIDs() no pacote “org.Hs.eg.db” disponível no Bioconductor, com tipos de chaves de transcrição usados para contagens de genes. A expressão diferencial foi calculada entre A) TB 
e controles, B) esquizofrenia e controles, C) Tb e esquizofrenia, e D) Psicose e controles. 
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Volcano plots mostrando a significância estatística (valor p ajustado), em relação à magnitude da mudança (log2FoldChange) foram gerados usando a função EnhancedVolcano no software R. Os genes em vermelho indicam um Log2FC de ≥ 1,5 ou ≤ -1,5 e padj 
≤ 0,001. A) Entre TB e controles, as isoformas reguladas negativamente incluíram MOG, RPAP2 e TTYH1, enquanto as isoformas reguladas positivamente incluíram ATP5F1B, EIF3k, CDK17, CNOT3 e ACTN4. B) Entre esquizofrenia e controles, as isoformas 
reguladas negativamente incluíram CXCL10 e BRD2, enquanto as isoformas reguladas positivamente incluíram CRD1 DENND5A, ACTN4 e EIF3K. C) Entre TB e esquizofrenia, as isoformas reguladas negativamente incluíram VKORC1L1, B2M e FLOT1, enquanto 
as isoformas reguladas positivamente incluíram DLGAP2 e MTRNR2L8. D) Além disso, entre indivíduos com psicose (TB + esquizofrenia) e controles, os genes regulados positivamente incluíram GTF2IP1, enquanto os genes regulados negativamente incluíram 
RPS11, FCGBP, FPR3, FCGBP, ANKRD22, RNASE2, TAP2, RAP2A, PDCD6, CXCL9 e CXCL10. 

Legenda: Bipolar Disorder = Transtorno Bipolar; Control = Controles; Schizophrenia = Esquizofrenia; variables = variáveis 
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Variável de importância: Rede Elástica Métricas de desempenho  
Rede elástica 

SHAP – Explicabilidade do Modelo 

 

Acurácia balanceada = 
79,44% 
Sensibilidade = 79,71% 
Especificidade = 79,17% 
Acurácia = 79,57% 
(IC 95%: 69,96-87,23) 
Valor Preditivo Positivo = 
97,67 
Valor Preditivo Negativo = 
57,58 
 
Área sob a curva (AUC) = 
0,839 
 
Classe “Positiva”= Controle 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Variável de importância: XGBoost Métricas de desempenho: 
XGBoost 

 

Acurácia balanceada = 
76,18% 
Sensibilidade: 89,86% 
Especificidade: 62,50% 
Acurácia = 82,80% 
(IC 95%: 73,57-89,83) 
Valor Preditivo Positivo = 
87,32 
Valor Preditivo Negativo = 
62,50 
 
Área sob a curva (AUC) = 
0,890 
 
Classe “Positiva”: Controle 

 

 
Figura 5 – Análise Diferencial de Expressão Gênica – Esquizofrenia vs Controles: Interpretabilidade, Desempenho e Explicabilidade do Modelo. 
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Modelos de classificação de aprendizado de máquina foram utilizados para identificar marcadores de expressão gênica data-driven que possam servir como biomarcadores candidatos na 

diferenciação entre indivíduos com esquizofrenia e indivíduos controles, em nível individual. Dentro do modelo de rede elástica, os preditores globais mais importantes foram SIX3, MGAM, 

AHSA1 e FBN3; já no modelo XGBoost, os preditores globais mais importantes foram MGAM, LINC01206, SLIT1, FBN3 e MOB. Além disso, os preditores com valores SHAP mais altos no 

modelo XGBoost incluíam FBN3, MGAM, SCARNA2, MUC16 e MOBP. 
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Variável de importância: SVM RBF Kernel Métricas de desempenho 
SVM RBF Kernel 

SHAP – Explicabilidade do Modelo 

 

Acurácia balanceada = 
75,83% 
Sensibilidade = 64,71% 
Especificidade = 86,96% 
Acurácia = 82,56% 
(IC 95%: 72,87-89,90) 
Valor preditivo positivo = 
55,00 
Valor preditivo negativo = 
90,91 
 
Área sob a curva (AUC) = 
0,874 
 
Classe “positiva”: Bipolar 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Variável de importância: XGBoost Métricas de desempenho: 
XGBoost 

 

Acurácia balanceada = 
71,53% 
Sensibilidade: 70,59% 
Especificidade: 72,46% 
Acurácia = 72,09% 
(IC 95%: 61,38-81,23) 
Valor preditivo positivo: 38,71 
Valor preditivo negativo: 
90/91 
 
Área sob a curva (AUC): 
0,812 
 
Classe “positiva”: Bipolar 

 

  
Figura 6 – Análise Diferencial de Expressão Gênica – Transtorno Bipolar vs Controles: Interpretabilidade, Desempenho e Explicabilidade do Modelo 
Modelos de classificação de aprendizado de máquina foram utilizados para identificar marcadores de expressão gênica data-driven que possam servir como biomarcadores 
candidatos na diferenciação entre indivíduos com transtorno bipolar e controles, em nível individual. Dentro do modelo SVM, os preditores globais mais importantes foram: 
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MGAM, CADM3, HSPA5, NDUFV1 e RPL35. Já os preditores mais importantes no modelo XGBoost foram MGAM, MTND5P24, NDRG3, MUC16 e RPL24. Os preditores com 
valores SHAP mais altos incluíam YWHAG, NDRG4, SNURF, WDR74 e TRPM4. 
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SVM (Radial Basis Vector Kernel)  Métricas de desempenho 
SVM 

 

 

Acurácia balanceada = 
75,49% 
Sensibilidade: 75,61% 
Especificidade: 75,36% 
Acurácia = 75,45 
(IC 95%: 66,33-83,16) 
Valor preditivo positivo = 
64,58 
Valor preditivo negativo = 
83,87 
 
Área sob a curva (AUC) =  
0,825 
 
Classe “positiva”: Psicose 

 
 
 
 
 
 

 

XGBoost  Métricas de desempenho 
XGBoost 

 

Acurácia balanceada = 
75,22% 
Sensibilidade = 70,73% 
Especificidade = 79,71% 
Acurácia = 76,36 
(IC 95%: 67,32-83,94) 
Valor preditivo positivo = 
67,44 
Valor preditivo negativo = 
82,09 
 
Área sob a curva (AUC) 
=0,823 
 
Classe “positiva”: Psicose 

 

Figura 7 – Análise Diferencial de Expressão Gênica – Psicose vs Controles: Interpretabilidade, Desempenho e Explicabilidade do Modelo 
Modelos de classificação de aprendizado de máquina foram utilizados para identificar marcadores de expressão gênica data-driven que possam servir como biomarcadores 
candidatos na diferenciação entre indivíduos com psicose e controles, em nível individual. Os preditores globais mais importantes no modelo SVM foram MGAM, MUC16, 
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LOC105379109, NDRG4 e LINC02055 e no modelo XGboost foram MGAM, LOC105379109, MOBP, PLPP2, MTND5P24 e NDRG4. Os preditores com os valores SHAP 
mais altos foram MGAM, NDRG3, FBN3, MOBP e LOC10537910 
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Variável de importância: SVM RBF Kernel Métricas de desempenho: 
SVM RBF Kernel 

SHAP – Explicabilidade do Modelo 

 

Acurácia balanceada = 
76,64% 
Sensibilidade = 85,11% 
Especificidade = 68,18% 
Acurácia = 79,71% 
(IC 95%: 68,31-88,44) 
Valor preditivo positivo = 
85,11 
Valor preditivo negativo =  
68,18 
 
Área sob a curva (AUC) 
=0,757 
 
Classe “Positiva”: Controle 

 
 
 
 
 

 

Variável de importância: XGBoost Métricas de desempenho: 
XGBoost 

 

Acurácia balanceada = 
70,12% 
Sensibilidade = 76,60% 
Especificidade = 63,64% 
Acurácia  = 72,46% 
(IC 95%: 60,38-82,54) 
Valor preditivo positivo 
=81,82 
Valor preditivo negativo = 
56,00 
 
Área sob a curva (AUC) = 
0,749 
 
Classe “Positiva”: Controle 

 

Figura 8 – Análise de Expressão de Isoforma Diferencial – Esquizofrenia vs Controles: Interpretabilidade, Desempenho e Explicabilidade do Modelo 
Modelos de classificação de aprendizado de máquina foram utilizados para identificar marcadores de expressão gênica data-driven que possam servir como biomarcadores 
candidatos na diferenciação entre indivíduos com esquizofrenia e controles, em nível individual. Os preditores mais importantes no modelo SVM foram CDR1, YWHAE, 
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MTC03P12 e PLEKHM1.Os preditores globalmente importantes no modelo XGBoost incluíam CDR1, DENND5A e FLOT1. Os recursos com o valor SHAP mais alto incluíram 
CDR1, LLPH, DENND5A e ARHGAP23 
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Variável de importância: SVM RBF Kernel Métricas de desempenho: 
SVM RBF Kernel 

SHAP – Explicabilidade do Modelo 

 

Acurácia balanceada = 
88,22% 
Sensibilidade = 78,57% 
Especificidade = 97,87% 
Acurácia = 93,44% 
(IC 95%: 84,05-98,18) 
Valor preditivo positivo = 
91,67 
Valor preditivo negativo =  
93,88 
 
Área sob a curva (AUC) = 
0,975 
 
Classe “positiva”: Bipolar 
 

 
 
 
 
 
 

 

Variável de importância: XGBoost Métricas de desempenho: 
XGBoost 

  

Acurácia balanceada= 
82,52% 
Sensibilidade: 71,43% 
Especificidade: 93,62% 
Acurácia = 88,52% 
(IC 95%: 77,78-95,26) 
Valor preditivo positivo = 
76,92% 
Valor preditivo negativo = 
91,67% 
 
Área sob a curva (AUC) = 
0,942 
 
Classe “positiva”: Bipolar 

 

 
Figura 9 – Análise de Expressão Diferencial de Isoformas – Transtorno Bipolar vs Controles: Interpretação, Desempenho e Explicabilidade do Modelo 
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Modelos de classificação de aprendizado de máquina foram utilizados para identificar marcadores de expressão gênica data-driven que possam servir como biomarcadores 
candidatos na diferenciação entre indivíduos com transtorno bipolar e controles, em nível individual. Os preditores isoformas discriminar TB de controles com uma precisão de 
93,44% (95% CI: 84,05-98,18) no modelo SVM com kernel RBF, tendo com preditores importantes: KCNIP4, MED13L, ST6GALNAC6, PIK3CB e SYNGAP1. O desempenho foi 
amplamente mantido no modelo XGBoost (Precisão = 88,52%, 95% CI: 77,78-95,26), tendo como preditores globalmente importantes: MED13L, KCNIP4, ST6GALNAC5 e 
KCNS1. Preditores com valores SHAP mais altos incluíram KCNIP4, DYRK1B, RPS11 e AMY2B 
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Variável de importância: Random Forest Métricas de desempenho: 
Random Forest 

SHAP – Explicabilidade do Modelo 

 

Acurácia balanceada =  80,19% 
Sensibilidade = 78,57% 
Especificidade = 81,82% 
Acurácia = 80,56% 
(IC 95%: 63,98-91,81) 
Valor preditivo positivo =  73,33 
Valor preditivo negativo =85,71 
 
Área sob a curva (AUC) =  0,883 
 
Classe “positiva”: Bipolar 

 
 
 
 
 

 

Variável de importância: XGBoost Métricas de desempenho: 
XGBoost 

 

Acurácia balanceada = 73,05% 
Sensibilidade = 64,29% 
Especificidade = 81,82% 
Acurácia = 75,00% 
(IC 95%: 57,80-87,88) 
Valor preditivo positivo =  69,23 
Valor preditivo negativo = 78,26 
 
Área sob a curva (AUC) = 0,840 
 
Classe “positiva”: Bipolar 

 

Figura 10 – Análise de Expressão Diferencial de Isoformas – Esquizofrenia vs Transtorno Bipolar: Interpretabilidade, Desempenho e Explicabilidade do Modelo 
Modelos de classificação de aprendizado de máquina foram utilizados para identificar marcadores de expressão gênica data-driven que possam servir como biomarcadores 
candidatos na diferenciação entre indivíduos com esquizofrenia e bipolar, em nível individual. O TB pode ser diferenciado da esquizofrenia com acurácia de 80,56% (IC 95%: 63,98-
91,81) em um modelo de random forest, tendo como preditores principais: KCNIP4, SLC25A24 e CDR1. Já o modelo XGBoost teve menor acurácia (75,00%, 95% CI: 57,80-87,88), 
porém com preditores similares: SLC25A24, KCNIP4. Os preditores com os valores SHAP mais altos incluem KCNIP4, SLC24A24, MED13L, ABR e ZNF891. 

 



88 
 

Variável de importância: SVM RBF Kernel Métricas de desempenho: 
SVM RBF Kernel 

SHAP – Explicabilidade do Modelo 

 

Acurácia balanceada =  78,26% 
Sensibilidade = 75,68% 
Especificidade = 80,85% 
Acurácia  = 78,57% 
(IC 95%: 68,26-86,78) 
Valor preditivo positivo =  75,68 
Valor preditivo negativo = 80,86 
 
Área sob a curva (AUC) =0,857 
 
Classe “positiva”: Psicose 

 
 
 
 
 

 

Variável de importância: XGBoost Métricas de desempenho: 
XGBoost 

 

Acurácia balanceada =  80,76% 
Sensibilidade = 89,19% 
Especificidade = 72,34% 
Acurácia  = 79,76% 
(IC 95%: 69,59-87,75) 
Valor preditivo positivo = 71,74 
Valor preditivo negativo = 89,47 
 
Área sob a curva (AUC) = 0,835 
 
Classe “positiva”: Psicose 
 

 
Figura 11 – Análise Diferencial de Expressão de Isoformas – Psicose vs Controles: Interpretabilidade, Desempenho e Explicabilidade do Modelo 

Modelos de classificação de aprendizado de máquina foram utilizados para identificar marcadores de expressão gênica data-driven que possam servir como biomarcadores candidatos na diferenciação entre indivíduos 

com psicose e controles, em nível individual. Indivíduos com psicose foram diferenciados de controles usando características de isoforma com uma acurácia de 79,76% (IC 95%: 69,59-87,75) no modelo XGBoost e 
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78,57% (IC 95%: 68,26-86,78) no modelo SVM com kernel RBF, respectivamente. Preditores globalmente importantes no modelo XGBoost incluíam CDR1, KCNIP4, ST6GALNAC6, RPS9 e SYNGAP1, enquanto no 

modelo SVM, incluíram-se KCNIP4, YWHAE e MED13L. Os preditores com os valores SHAP mais altos foram CDR1, ST6GALNAC6, EGLN2 e YWHAE.
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a) 
 

 
b) 

 
 



91 
 

 

 

Figura 12 – Análise de enriquecimento de conjuntos de genes 

Para explorar ainda mais o perfil dos genes diferencialmente, uma análise de enriquecimento funcional foi 

realizada usando gprofiler2 com KEGG94 e GO 93. Os genes candidatos foram primeiramente filtrados para um 

valor de p ajustado < 0,05 e os genes com log2FC > 0,58 foram considerados supraregulados, enquanto os 

genes com log2FC < -0,58 foram considerados como infraregulados. Foram encontrados, como termos 

suprarregulados na psicose, os termos associados à atividade do transportador transmembrana acionado por 

oxidorredução (GO:0015453), à atividade de NADH desidrogenase (GO:0008137), ao respirassoma 

mitocondrial (GO:0005746), à transdução de sinal (GO:0007165), à fosforilação oxidativa (KEGG:00190) e à 

cardiomiopatia diabética (KEGG:05415). Os termos infraregulados na psicose, foram termos associados à 

ligação a proteínas (GO:0005515), ao citosol (GO:9995829), à regulação negativa de processos celulares 

(GO:0048523), à regulação de transporte celular (GO:005149), ao arrastamento circadiano (KEGG:04713) e 

à diferenciação de osteoclastos (KEGG:04380). 
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A.      Modelo logístico 

 
 
B.  Teste alélico qui-quadrado com teste exato de Fisher 

 

 
 

 
Figura 13: Estudo de associação de todo o genoma por sequenciamento completo do genoma 
Um estudo de associação de todo o genoma usando sequenciamento completo do genoma em um 
subconjunto de 274 pacientes (74 casos, 200 controles). Foram realizados separadamente dois GWAS, 
correspondendo a 1) um modelo logístico com idade, sexo e estratificação populacional inseridos como 
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covariáveis (componente principal #1); e 2) um estudo de associação caso/controle menos conservador 
usando um teste alélico qui-quadrado com valores de p gerados pelo teste exato de Fisher. Ambas as 
análises foram conduzidas por  PLINK 1.9, seguindo uma avaliação inicial de qualidade usando PLINK 2.059 

(remoção de zero alelos alternativos, MAF <1%, taxa de chamada de genotipagem <0,95, valor p de Hardy-
Weinberg < 1 x 10-6 e corrigindo para fita flip). A pré-fase e a imputação de haplótipos paralelos foram 
realizadas através do Minimac499, com um painel de referência de 1000 genomas (Fase 3, versão 5) para a 
imputação. Os gráficos de Manhattan foram realizados através função manhattan, no pacote qqman em R. 
No gráfico, os polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) acima da linha vermelha foram os que obtiveram 
signifiância em todo o genoma (-log10(5e-8)), enquanto os SNPs acima da linha azul obtiveram uma 
significância sugestiva (-log10(1e-5)). 
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