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Efeitos dos Antidepressivos Fluoxetina, Nortriptilina e Bupropiona
no Proteoma de Oligodendrocitos Humanos
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Introducao

A depresséo é um transtorno psiquiatrico cronico, debilitante e recorrente, que afeta cerca de 4,4% da
populacdo global. Os sintomas exercem influéncia na produtividade e qualidade de vida dos pacientes,
culminando em disrupturas a nivel pessoal e social. A etiologia do distarbio € complexa e heterogénea, se
desenvolvendo a partir da interacdo de fatores biolégicos e ambientais. Sua fisiopatologia ndo se encontra
completamente elucidada, mas é bem delineada por diversas hipétese, que em maioria, focam em disrupturas
neuronais. Entretanto, nos ultimos anos evidéncias tém sugerido que os oligodendrécitos (OLDs) exercem
um papel importante na fisiopatologia do transtorno e que possivelmente estejam envolvidos em respostas aos
tratamentos com farmacos antidepressivos (ADs) e na severidade da depresséo. O tratamento do distarbio
€ pautado principalmente no uso de ADs, cujo mecanismo de acdo é bem estabelecido em neurbnios, mas
pouco mapeado em OLDs. Deste modo, através da investigacdo protedmica, utilizando espectrometria de
massas, este projeto buscou avaliar os efeitos de trés classes distintas de antidepressivos em uma linhagem
de oligodendrocitos humanos (MO3.131). Os ADs avaliados neste projeto foram: fluoxetina -FLX- (inibidor
seletivo da recaptacao de serotonina), bupropiona -BUP- (inibidor da recaptag&o de noradrenalina e dopamina)

e nortriptilina -NOR- (antidepressivo triciclico).
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Figura 1. Efeitos das diversas concentrag6es de antidepressivos sobre a viabilidade dos oligodendrécitos MO3.13 apds 8 horas, avaliada pelo
ensaio de viabilidade celular (MTT). As diferentes concentragGes foram diluidas em DMEM sem soro. Os dados séo apresentados como porcentagem
de variagcdo em relagdo ao veiculo. Cada coluna representa a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes. Os asteriscos denotam o nivel de
significancia; *p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett). Véiculo = 0,5% DMSO em todos os
tratamentos.



Resultados: Protedmica

Figura 2. Proteinas diferencialmente expressas nos tratamentos com BUP, FLX e NOR representadas no Diagrama de Venn
(http://www.interactivenn.net/). Nos trés tratamentos, duas proteinas se mostram comumente alteradas: Putative annexin A2-like protein (ANXA2P2) e
Peroxiredoxin-6 (PRDX®6).
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Figura 3: (A) Principais processos biolégicos (David bioinformatic database; ANOVA p< 0,05); (b) principais vias bioquimicas (Reactome pathway
database; ANOVA p <0,05); (c) Principais componentes celulares (David bioinformatic database; ANOVA p< 0,05), relacionados com as proteinas
diferencialmente reguladas identificadas no tratamento de MO3.13 com bupropiona.
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Figura 4: Analise de enriquecimento de interacdo das proteinas dos oligodendrécitos MO3.13 tratados com bupropiona
(https://metascape.org/). A rede de interagdo (canto supeior a esquerda) representa o subconjunto de proteinas que formam interacoes fisicas com
pelo menos um outro membro da lista. O algoritmo de Deteccdo do Complexo Molecular (MCODE) foi aplicado para identificar os componentes da rede
densamente conectados (rede de proteinas nomeadas e coloridas canto superior direito).



Discussao e Conclusao

Os ADs FLX e NOR néo alteraram significamente o proteoma das células M0O3.13. Hipotetizamos,
primeiro, que a nao alteracéo ocorreu pelo fato de que estes farmacos atuam em recaptadores de monoamina
e ndo ha na literatura evidéncias de que as células M0O3.13 expressam, ou hao, tais recaptadores. Segundo, 0
tempo de tratamento (8h) ndo foi suficiente para a acdo desses farmacos. Sendo necessarios novos
experimentos para confirmar tais hipteses. Porém, devido a pandemia do coronavirus, nao foi possivel realizar
novos experimentos.

A BUP alterou significativamente o proteoma das células MO3.13. As principais proteinas alteradas se
relacionaram com as vias bioquimicas e processos biologicos de resposta celular ao estresse, ciclo celular,
transducao de sinais, exossoma extracelular, metabolismo de DNA e de proteinas (fig. 3 e 4). Destacamos as
proteinas PRDX6 (peroxiredoxin-6) (fig. 2), RPL3 (60S ribosomal protein L3) (fig. 4), PSMC4 (26S proteasome
regulatory subunit 6B) (fig. 4) e 14-3-3 gamma, sendo esta Ultima uma das poucas proteinas com expressao
reduzida (em nossos achados. Dentre as vias bioquimicas alteradas pelo tratamento com BUP, podemos
ressaltar as que se referem a transducdo de sinais, como resposta celular a estimulos externos e resposta
celular ao estresse (fig. 3-B e 4). As células respondem a uma gama diversa de estimulos externos e a resposta
a estes sinais se mostram essenciais para a manutencdo da homeostase e desenvolvimento celular adequado
(Klltz, 2005).

A PRDX6 (Peroxiredoxin-6) € uma proteina multifuncional que desempenha papel chave na protecéo
celular contra o estresse oxidativo e no metabolismo de fosfolipidios, além de também participar de vias de
sinalizacdo celular (Arevalo and Vazquez-Medina 2018). A PRDX6 mostrou-se mais expressa nos tratamentos
com BUP. Em tecido cerebral post-mortem de pacientes com depressao psicoética esta proteina se mostrou
pouco expressa (Martins-de-Souza et al. 2012) e em modelo animal de esclerose multipla a expressao de
PRDX®6 potencializou a sobrevivéncia de OLD e preveniu a desmielinizagdo na medula espinhal dos animais
(Yun et al. 2015). Apesar de termos nos pautado em concentragcdes previamente testadas pelo ensaio MTT,
pode ser que a BUP tenha exercido um insulto celular na linhagem estudada, gerando respostas celulares ao
estresse. E cabivel considerar também que essa droga talvez apresenta mecanismos estressores para as
células MO3.13, sendo necessérias investigacdes mais profundas sobre esse potencial efeito em OLD.

Também foi observado o aumento de expressao e enriquecimento (fig. 6) da proteina PSMC4 (26S
proteasome regulatory subunit 6B), uma subunidade do complexo enzimatico proteassoma, que desempenha
funcdo essencial na selecdo e degradacdo de proteinas mal formadas ou danificadas, sendo portanto,
fundamental para a manutencdo da homeostase proteica (Guo et al. 2016). Camundongos com uma dele¢éo
especifica do gene PSMC4 em neurdnio motor mostraram disfuncdo locomotora acompanhada por perda
progressiva de neurdnios motores e gliose (Tashiro et al. 2012). Diante disso, pode ser que 0 aumento da
expressao de PSMC4 por BUP esteja contribuindo para a homeostase proteica de OLD M0O3.13.

A proteina RPL3 (60S ribosomal protein L3) em nossos dados se mostrou mais expressa. A RPL3
participa da montagem da subunidade 60S dos ribossomos e € um componente essencial e indispensével para
a formacéo do centro de peptidiltransferase, que por sua vez, é essencial para a formacao de novas proteinas
(Meskauskas and Dinman 2007; Garcia-Gomez et al. 2014). No contexto da depresséo, alteracdes nessa
proteina também foram relatadas em andlises post mortem da glandula pituitaria de pacientes portadores da
desordem (Stelzhammer et al. 2015).

O tratamento com BUP resultou em poucas proteinas com expressdo diminuida. Dentre elas, é
interessante destacar a proteina 14-3-3 gamma. Diversos estudos tém avaliado alteracdes nesta familia de

proteinas na esquizofrenia, entretanto ainda faltam trabalhos que avaliam o estado dessa no transtorno



depressivo maior (Stelzhammer et al. 2015; Rivero et al. 2015). No cérebro, essas proteinas modulam
sinalizagdes intracelulares, processos de divisdo e diferenciacdo das células, canais ibnicos e
neurodegeneracao, além de também estarem implicadas em diversas neuropatologias, como Parkinson,
Alzheimer, doen¢a de Huntington e esquizofrenia (Foote and Zhou, 2012). A proteina 14-3-3 gamma foi
comumente encontrada alterada em tecido post mortem de pacientes com depresséo, transtorno bipolar e
esquizofrenia (Saia-Cereda et al. 2017). Em OLD, foi demonstrado que a proteina 14-3-3 gamma desempenha
papel fundamental na mediacdo de vias de sinalizacdo para protecdo de OLD na neuroinflamacao. Ratos
modelo de esclerose mdltipla com knockout dessa proteina apresentaram um aumento da apoptose de OLD,
levando a maior perda dessas células e consequente aumento da desmielinizacdo, lesdo axonal, gliose e
severidade da doenca (Lee et al. 2015).

No tocante as vias relacionadas ao ciclo celular, foram observadas alteracbes nas proteinas presentes
em vias responsaveis pela manutencdo cromossomal, como montagem de nucleossomo e deposicdo da
proteina A do centrébmero (CENP-A), uma variante Unica da histona H3, também designada CenH3. A proteina
CENP-A recém-sintetizada é depositada em nucleossomos nos centrébmeros durante a fase tardia da tel6fase
e G1 inicial do ciclo celular, conferindo estabilidade na associacdo dos nucleossomos com o centrémero e
garantindo que estes sejam particionados igualmente durante a fase S (Dunleavy et al. 2009). A deposicdo
desta variante em nucleossomos de centrédmeros é essencial para a montagem do cinetécoro, bem como para
a estabilidade cromossémica, além disso, falhas nesse processo podem estar associadas a transtornos
mentais, envelhecimento e doencas degenerativas (Valdivia et al. 2009).

Em nossas andlises, proteinas histonas essenciais, como variantes de H2A e H2B (fig. 6), que compdem
a unidade béasica da cromatina, o nucleossomo, mostraram-se mais expressas. No SNC a diversidade de
subtipos neuronais e gliais, bem como a regulacdo génica necessaria para a plasticidade neural dependem
fortemente de padrdes precisos de regulacdo da cromatina e alteracfes nesse processo podem influenciar a
estabilidade dos nucleossomos. Ainda, cabe destacar que uma ampla variedade de mecanismos epigenéticos,
como modificacdo de histonas e remodelamento da cromatina, sdo fundamentais para modular os programas
genéticos capazes de alterar e manter os estados celulares durante a proliferagdo e maturagéo de progenitoras
de oligodendrécitos, bem como estabelecer a identidade e progressao de oligodendrécitos ja maturados, tendo
portanto implicacdes diretas nos processos de mielinizacdo e reparo da mielina (Koreman, Sun, and Lu 2018;
Berry, Wang, and Lu 2020).

Cabe ressaltar que também houveram alteragfes em proteinas relacionadas ao exossoma extracelular
(fig. 3-C). A vesiculas extracelulares secretadas por OLDs cumprem um importante papel neuroprotetor, pois
participam da interacdo entre glia e axénio e proporcionam suporte aos neurdnios permitindo que estes
mantenham processos celulares vitais em condi¢cdes de alta demanda (Reiter and Bongarzone 2020). Além
disso, vesiculas secretadas por OPCs podem desenvolver papel chave durante o neurodesenvolvimento, no
reparo de circuitos neurais apoés injurias e em processos de remielinizacao (Kramer-Albers 2020). Entender
como os antidepressivos agem nesse sistema pode revelar novas perspectivas sobre as interacfes OLD-ax6nio
e consequente modulagéo da integridade neuronal dentro do contexto da depresséo.

Nossos resultados mostraram que a realizacdo de estudos com modelos in vitro, associado a andlise
protedmica em larga escala possibilitou a identificacdo de algumas vias, processos biolégicos e proteinas
relacionadas com as alteragBes provocadas pela BUP. Isso permite uma melhor compreensao sobre os
mecanismos de acdo deste antidepressivo em OLD. Identificamos algumas vias alvo que podem ser
investigadas mais a fundo em novas condicdes experimentais com esta droga. Novas condi¢cdes experimentais

também seriam necessérias para adquirir resultados mais robustos com relacdo as FLX e NOR. Portanto, é



ainda necessério o desenvolvimento de mais estudos para melhor compreender os mecanismos de agéo das
classes de SSRIs, NDRIs e TCAs em oligodendrécitos MO3.13.
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