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RESUMO

Introdugao: A esquizofrenia é um transtorno neuropsiquiatrico de etiologia ainda
pouco compreendida, caracterizado por disfungbes comportamentais, emocionais e
cognitivas. Embora avangos tenham sido feitos na identificagado de fatores associados
a doenca, os mecanismos moleculares permanecem pouco definidos. Este trabalho
caracterizou fatores transcricionais e vias moleculares associadas a esquizofrenia,
com o objetivo de ampliar a compreensao de sua base biolégica. Métodos: Foram
analisados dados publicos de expressao genética, contendo amostras do coértex pre-
frontal do cérebro (post mortem) e do sangue periférico. Apés critérios de elegibilidade
e verificagdes de qualidade, 17 conjuntos de dados foram incluidos, provenientes de
seis tipos de amostra diferentes: tecido cerebral (n = 6), neurbnios isolados (n = 5),
sangue total (n = 2), células mononucleares do sangue periférico (n = 2), leucécitos (n
= 1) e linfocitos (n = 1). Quatro conjuntos de dados cerebrais foram definidos como
conjunto de descoberta. Genes diferencialmente expressos (DEGs) foram
identificados comparando pacientes com esquizofrenia e controle, sendo
posteriormente usados na analise de enriquecimento funcional. Por fim, foi aplicado
técnicas de selecao de caracteristicas para identificar os DEGs mais informativos para
a classificacao de esquizofrenia, e posteriormente foi avaliada sua performance em
dados de outros tecidos. Resultados: Foram identificados 532 DEGs. A aplicacédo de
machine learning revelou trés genes (HUWE1, PTGDS e RPL31) como os mais
informativos para discriminar eficazmente individuos com esquizofrenia e controle. O
desempenho do modelo foi validado em outros tecidos, apresentando AUC (>72%)
em cérebro, sangue total, PMBC e leucécitos. A analise de enriquecimento revelou
um potencial ligagcdo com vias biolégicas neurodegenerativas. Conclusao: A
integracdo de dados de expressdo génica com ferramentas de selegcdo de
caracteristicas permitiu a identificagdo de marcadores transcricionais consistentes da
esquizofrenia em diferentes tipos de tecidos. Esses achados permitiram expandir o
conhecimento da fisiopatologia da esquizofrenia e para a compreensao dos processos
biolégicos compartilhados entre disturbios neuropsiquiatricos e neurodegenerativos.

Palavras-chave: Esquizofrenia. Biomarcadores. Doencgas neurodegenerativas.



ABSTRACT

Introduction: Schizophrenia is a neuropsychiatric disorder of poorly understood
etiology, characterized by behavioral, emotional, and cognitive dysfunction. Although
advances have been made in identifying factors associated with the disease, the
molecular mechanisms remain poorly defined. This work characterized transcriptional
factors and molecular pathways associated with schizophrenia, aiming to broaden the
understanding of its biological basis. Methods: Public gene expression data were
analyzed, including samples from the prefrontal cortex of the brain (postmortem) and
peripheral blood. After eligibility criteria and quality checks, 17 datasets were included,
originating from six different sample types: brain tissue (n = 6), isolated neurons (n =
5), whole blood (n = 2), peripheral blood mononuclear cells (n = 2), leukocytes (n = 1),
and lymphocytes (n = 1). Four brain datasets were defined as the discovery set.
Differentially expressed genes (DEGs) were identified by comparing schizophrenia
patients and controls and were subsequently used in functional enrichment analysis.
Finally, feature selection techniques were applied to identify the most informative
DEGs for schizophrenia classification, and their performance was subsequently
evaluated in data from other tissues. Results: 532 DEGs were identified. Machine
learning revealed three genes (HUWE1, PTGDS, and RPL31) as the most informative
for effectively discriminating individuals with schizophrenia from controls. The model's
performance was validated in other tissues, showing AUC (>72%) in the brain, whole
blood, PMBC, and leukocytes. Enrichment analysis revealed a potential link with
neurodegenerative biological pathways. Conclusion: The integration of gene
expression data with feature selection tools allowed the identification of consistent
transcriptional markers of schizophrenia in different tissue types. These findings have
expanded our knowledge of the pathophysiology of schizophrenia and the
understanding of the biological processes shared between neuropsychiatric and
neurodegenerative disorders.

Keywords: Schizophrenia. Biomarkers. Neurodegenerative diseases.
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1 INTRODUGAO

A esquizofrenia (SCZ) € um transtorno neuropsiquiatrico grave, multifatorial,
hereditario, e de etiologia desconhecida. Este transtorno afeta o desempenho
psicossocial de aproximadamente 24 milhdes de pessoas em todo o mundo, com uma
prevaléncia global estimada entre 0,3% e 0,7% da populagéo (1-3).

O inicio dos sintomas psicoticos ocorre comumente no final da adolescéncia e
inicio da vida adulta (3). Em homens, os primeiros episodios geralmente acontecem
entre os 15 e 25 anos, enquanto nas mulheres tende se apresentar um pouco mais
tarde, por volta dos 25 a 30 anos (4,5). Os primeiros sinais da esquizofrenia
frequentemente se desenvolvem de maneira progressiva e incluem isolamento social,
alteracdes afetivas e comprometimento cognitivo. Em cerca de metade dos casos,
também sao observados sintomas depressivos, podendo ser um agravo no
prognostico (3).

A esquizofrenia representa uma das 20 principais causas de incapacidade no
mundo, demonstrando a complexidade das implicagdes socioecondmicas do
transtorno e o impacto direto na vida dos individuos acometidos (6,7). Além disso,
observa-se uma redugao na expectativa de vida, estimada entre 15 a 20 anos a menos
em relagdo a populagéo geral, o que reforga a relevancia do transtorno como um
desafio de saude publica (3,8—-13).

Nao existem exames laboratoriais ou radiolégicos especificos para seu
diagnostico, que segue critérios clinicos (3,14). O tratamento é baseado em
intervengdes farmacoldgicas, sobretudo antipsicoticos, e intervengdes psicossociais,
como a Terapia Cognitivo-Comportamental (TCC), que juntas buscam controle

sintomatico, prevencao de recaidas e promogao da funcionalidade (15-24).


https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/Roa0+OZAc+KztS
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/KztS
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/juSM+c3tt
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/KztS
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/n2is+2rsb
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/KztS+uwU3+RKaK+GkqZ+iPbj+rQqK+EK0J
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/KztS+Zxcf
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/Rlsj+yAW7+dQ0W+jqM4+JCjG+MOUu+t6V8+tJcp+ApVq+wOnC
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Esquizofrenia: uma visao geral

Os primeiros sinais da esquizofrenia frequentemente se desenvolvem de
maneira progressiva e incluem isolamento social, alteracdes afetivas e
comprometimento cognitivo. Em cerca de metade dos casos, também sao observados
sintomas depressivos, podendo ser um agravo no prognostico (25).

A prevaléncia da esquizofrenia por sexo varia de acordo com os critérios
diagnodsticos adotados (25). Homens tendem apresentar sintomas negativos,
episédios mais prolongados e prognostico desfavoravel. No entanto, definicdes
diagndsticas mais amplas, que incluem sintomas afetivos e apresentagbes de inicio
breve, tendem a indicar riscos proporcionais entre os sexos (25). As caracteristicas
relativas ao sexo e ao género também se manifestam em aspectos hormonais e
neurobioldgicos. Nas mulheres, os sintomas psicoticos podem oscilar em fungao das
variagdes hormonais ao longo do ciclo menstrual, por exemplo, tendendo a piorar no
periodo pré-menstrual e no puerpério, quando os niveis de estrogénio estdo mais
baixos. Em contrapartida, durante a gestagéo, os niveis elevados desse horménio
parecem exercer um efeito protetor (25).

Embora o curso da esquizofrenia varie significativamente entre cada individuo,
€ comum a persisténcia de sintomas ao longo da vida (4). Em alguns casos, € possivel
apresentar remissdo parcial ou completa, enquanto outros casos seguem com
quadros crénicos, marcados por recaidas e perdas funcionais frequentes (4).

O comportamento suicida representa uma preocupacao significativa no manejo
da esquizofrenia (26—28). Aproximadamente 5% a 6% dos individuos diagnosticados
com esquizofrenia chegam a cometer suicidio, enquanto 20% tentam ou idealizam ao
longo da vida (25,27,29). Fatores de riscos incluem depressdao comorbida,
desesperancga, desemprego, uso de substancias, multiplas hospitalizagdes, inicio
tardio da doenca e historico familiar de transtornos psiquiatricos (27,28,30). Em
homens mais jovens, especialmente aqueles com elevada funcionalidade pré-
morbida, o risco de suicidio ainda é mais acentuado (28,30). Acrescente-se, ainda,
que o comportamento suicida pode também estar diretamente relacionado a delirios
ou alucinagdes com conteudo autodestrutivo (25,28).

Além dos prejuizos cognitivos e emocionais, é importante destacar os prejuizos
na escolarizacao, na insergao no mercado de trabalho e na manutencao das relagdes

10


https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/nKiE
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/nKiE
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/nKiE
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/nKiE
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/juSM
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/juSM
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/qjBoK+4f5xB+dWKMg
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/nKiE+4f5xB+Uuk51
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/4f5xB+dWKMg+Pfjb6
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/dWKMg+Pfjb6
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/nKiE+dWKMg
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sociais (31-33). Ha uma elevada prevaléncia por uso de substancias, sendo o
tabagismo presente em mais da metade dos individuos com esquizofrenia (10,12,26).
No ambito da saude fisica, destaca-se o aumento da incidéncia de obesidade (26,34—
36), diabetes tipo 2 (26,37-39), hipertenséo (26), sindrome metabdlica e doencgas
cardiovasculares (40—42). Essas comorbidades decorrem de multiplos fatores,
incluindo uso de antipsicoticos, estilo de vida sedentario, alimentagdo inadequada,
além do tabagismo mencionado anteriormente (42). A integralidade desses elementos
resulta em uma expectativa de vida significativamente reduzida (9,26).

Estudos de neuroimagem, neuropatologia e neurofisiologia tém demonstrado
diferengas consistentes em diversas regides cerebrais entre individuos com
esquizofrenia e individuos sem o transtorno, como alteragdes celular, na
conectividade da substéncia branca e no volume da substéncia cinzenta em areas
como os cortex pré-frontal e temporal. Observa-se, ainda, uma redugdo do volume
cerebral, a qual se acentua com o envelhecimento de forma mais destacada em
individuos com esquizofrenia quando comparadas em individuos sem esquizofrenia
(14,25,43,44). Além dessas alteragbes estruturais e funcionais, também foram
identificadas diferengas em indices eletrofisiolégicos e em medidas de rastreamento
ocular, além de prejuizos na coordenagado motora, na percepgao do préprio corpo e

do meio e na execugao de movimentos complexos (25).
2.2 Etimologia

Desde as primeiras tentativas de descrever estados mentais patoldgicos até as
formulagdes mais elaboradas do século XX, o entendimento da esquizofrenia passou
por grandes transformacgdes. Em 1853, o psiquiatra franco-austriaco Benedict Morel
introduziu pela primeira vez o termo démence précoce (deméncia precoce) para
descrever um conjunto de sintomas caracterizados por alteracbes de pensamentos,
emocgdes e comportamentos desorganizados ou inadequados, com inicio precoce,
comumente na adolescéncia. Morel associava tais quadros a uma degeneragao
hereditaria progressiva e inevitavel. Sua concepgao estava inserida no contexto do
pensamento degeneracionista do século XIX, influenciado por teorias biologicas e
morais sobre o declinio das fungdes mentais (45,46).

No final do século 19, o psiquiatra alem&o Emil Kraepelin refinou e consolidou
o entendimento de “deméncia precoce” ao classifica-la como um quadro

psicopatologico distinto, de inicio precoce e evolugdo crénica e com progndstico
11


https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/m5JJd+oVH6R+OMTBm
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/qjBoK+rQqK+GkqZ
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/ZEqiK+jWGNN+Q6CRj+qjBoK
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/ZEqiK+jWGNN+Q6CRj+qjBoK
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/cVhN1+GlORy+h7hLY+qjBoK
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/qjBoK
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/2R941+5Fsby+SVi25
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/SVi25
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/RKaK+qjBoK
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/nKiE+Zxcf+zvJpq+f4NH5
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/nKiE
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/CPo13+Wfonf

12

geralmente desfavoravel. Por meio de observagdes longitudinais de seus pacientes,
Kraepelin estabeleceu uma diferenciacdo entre a deméncia precoce e a psicose
maniaco-depressiva, esta ultima com curso episédico e melhor progndstico. A
contribuigdo de Kraepelin foi fundamental para a consolidagdo do modelo médico
descritivo de diagnéstico em psiquiatria, baseado n&o apenas na sintomatologia
aguda, mas também na evolugao da doenga (32,47—49).

Ja no inicio do século seguinte, o psiquiatra suico Eugen Bleuler propés uma
mudanga de paradigma ao introduzir o termo “esquizofrenia” (do grego,
schizo=divisao; phrene=mente), para descrever a dissociagdo entre pensamento,
emocgao e comportamento. Para Bleuler, a esquizofrenia ndo deveria ser encarada
com uma forma de deméncia no sentido literal, mas sim como uma desordem
complexa e heterogénea da psique, cuja evolugdo da doenga Vvariava
significativamente de individuo para individuo. Bleuler também foi responsavel por
classificar os sintomas fundamentais da esquizofrenia que, segundo o psiquiatra,
estariam presentes mesmo na auséncia de delirios ou alucinagbes. Essa nova
abordagem permitiu uma ampliagdo na compreensao do diagnostico e progndstico da
doenga, abrindo um novo caminho para uma visao integrativa, menos determinista e

mais sensivel as particularidades de cada caso (32,45,49,50).

2.3 Diagnéstico clinico da esquizofrenia

O diagnéstico da esquizofrenia envolve um processo longo e cuidadoso por
parte dos profissionais de saude mental. A exclusao de outras condi¢des psiquiatricas
€ um desafio por si s0, visto que seus sintomas sao comuns em outros transtornos,
como depressao maior, transtorno obsessivo-compulsivo, transtorno de estresse poés-
traumatico e transtorno bipolar (25,51). Esse processo envolve uma abordagem
abrangente, incluindo uma avaliag&o psiquiatrica e psicoldgica detalhada pautada em
sistemas classificatorios padronizados, especialmente o Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders (DSM), atualmente em sua 52 edi¢éo revisada (DSM-5-
TR), e a Classificagao Internacional de Doengas, em sua décima reviséo (CID-10),
que permanece vigente no Brasil até a implementagao definitiva da CID-11, prevista
para 2027 (25,52).

De acordo com 0 DSM-5-TR, a esquizofrenia é classificada como um transtorno

psicético e é necessario que, durante um periodo minimo de um més, o individuo

12


https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/cYLCy+ONAkK+mPOUF+oVH6R
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/tqM3v+mPOUF+CPo13+oVH6R
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/nKiE+80DJ
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/nKiE+0gSO

13

apresente pelo menos dois sintomas positivos (delirios, alucinagdes, discurso
desorganizado) (25). Além desses, também sdo considerados o comportamento
disfuncional ou catatdnico e os sintomas negativos, como a diminuigdo da expresséo
emocional, empobrecimento do repertério verbal (alogia) e a perda de motivagéo ou
iniciativa (avolia) (32). Os delirios, por exemplo, podem envolver desde ideias
persecutérias até crencas de grandeza (4,25,32,53). Ja as alucinagbes ocorrem mais
frequentemente de forma auditiva, com relatos tipicos de vozes conversando em
terceira pessoa (4,33,54). O discurso desorganizado pode se manifestar por meio de
respostas incoerentes ou associagdes fracas entre as ideias, dificultando a
compreensao (4). Vale destacar que, mesmo nos casos em que ha melhora clinica ou
remissao parcial dos sintomas da fase ativa, o diagndstico do transtorno permanece
valido se os critérios forem atendidos previamente, desde que os sintomas tenham
persistido na auséncia de intervengdes terapéuticas eficazes. Essa caracteristica
reforca o carater episddico e muitas vezes cronico da esquizofrenia, ressaltando a
importancia de um acompanhamento longitudinal no intuito de alcangcar uma
abordagem diagnostica e terapéutica adequada (25).

Além da manifestacdo dos sintomas positivos descritos, o diagndstico da
esquizofrenia também requer, conforme os critérios de prejuizo social e ocupacional
do DSM-5-TR, a identificagdo de danos significativos na funcionalidade (25). Tais
prejuizos podem refletir em diferentes areas da vida do individuo, como o desempenho
académico, a produtividade no trabalho ou na qualidade das relagcbes interpessoais
(25,31,33). Quando o transtorno se inicia na infancia ou adolescéncia, muitas vezes é
possivel observar uma interrup¢d0 ou regressao nos niveis esperados de
desenvolvimento, sendo comum que o individuo apresente dificuldades em
acompanhar o rendimento escolar ou estabelecer vinculos sociais compativeis com a
sua faixa etaria (25,32,55). A permanéncia dessas desordens durante o curso da
doenca pode ser agravada pela presenca de sintomas negativos, como o
comprometimento na capacidade de iniciar e manter comportamentos dirigidos a
metas, prejudicando a execucéao de atividades cotidianas, como manter uma rotina de
estudos ou comparecimento no trabalho (33). Além disso, as implicagdes cognitivas,
sobretudo nas areas de atengdo, memoaria e fungcbes executivas, contribui de forma
relevante no declinio funcional. Essas limitacbes, somadas ao impacto dos sintomas
positivos e negativos, tornam a esquizofrenia um transtorno que implica de maneira

crbnica a autonomia e a qualidade de vida dos individuos acometidos (25).
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Adicionalmente, é necessario que alguns sintomas estejam presentes de forma
continua por um periodo minimo de seis meses, incluindo pelo menos uma fase ativa
com sintomas psicoéticos. Frequentemente, a fase ativa é antecedida por um estagio
conhecido como fase prodromica (25,56). Nessa fase s&o comuns sintomas como
retraimento social, queda no desempenho escolar ou profissional, além de alteragbes
no sono e no humor (4,32).

Sintomas prodrémicos também podem incluir o surgimento de ideias de
referéncia, em que o individuo comeca a interpretar eventos cotidianos, como
comentarios alheios ou programas de televisdo, como tendo um significado especial
ou direcionado (54). Outras manifestagcdes incluem o desenvolvimento de crengas
incomuns ou pensamentos magicos, como acreditar que consegue influenciar o
pensamento de outras pessoas apenas com a mente ou interpretar coincidéncias
banais como sinais com significado especial (25,56).

Além disso, podem ocorrer experiéncias perceptivas disfuncionais, como ouvir
sons desconhecidos, sentir a presenga de alguém invisivel ou perceber alteragdes nos
ambientes sem que haja uma causa objetiva (57). Durante essa fase, o discurso do
individuo pode se tornar vago, com dificuldades de manter o foco e clareza nas
palavras. O comportamento, embora ndo necessariamente de forma grosseira, pode
parecer excéntrico ou inadequado ao contexto, como rir sem motivo aparente ou falar
sozinho em publico (57).

Apos a fase ativa da doenca, muitos individuos evoluem para uma fase
residual, caracterizada pela persisténcia de sintomas em grau subclinico, como tragos
leves de delirios ou alucinacdes, além dos sintomas negativos (57,58). E comum que
individuos antes socialmente ativos, apresentem um declinio continuo em suas
interacdes e nas atividades que antes desempenhavam normalmente, tornando o
isolamento e a perda de interesse pelas atividades corriqueiras um dos primeiros
sinais observaveis do transtorno (25).

A Classificagao Internacional de Doencgas (CID-10), por sua vez, oferece um
ponto de vista clinico mais fenomenolégico centrado nas observacdes dos sintomas e
na descricao dos diferentes modos de expressao da esquizofrenia. Sob o cédigo F20,
a esquizofrenia é definida como um grupo de transtornos caracterizados por
distorcdbes do pensamento e da percepcdo, além de afetos inapropriados ou
embotados. Geralmente, a consciéncia e a capacidade intelectual permanecem

relativamente preservadas, embora prejuizos cognitivos possam agravar ao longo do
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tempo. Entre os sintomas psicopatolégicos mais caracteristicos, a CID-10 destaca o
eco do pensamento, a imposicdo ou roubo do pensamento, bem como vozes
alucinatérias que comentam ou discutem em terceira pessoa. Também s&o
observados transtornos do pensamento e sintomas negativos, como diminui¢cdo da
expressao emocional, alogia e avolia (59).

O curso clinico da esquizofrenia, segundo a CID-10, pode ser continuo,
episédico com prejuizos progressivos ou estaveis, ou apresentar um ou mais
episodios seguidos de remissdo completa ou parcial. E importante destacar que para
a CID-10, o diagnéstico nao deve ser definido quando ha presenca de sintomas
depressivos ou maniacos, a menos que o0s sintomas esquizofrénicos tenham
claramente antecedido a mudanca afetiva. Nesse sentido, também ndo se deve
diagnosticar a esquizofrenia quando os sintomas decorrem de uma doenga cerebral
ou intoxicagao por substancias psicoativas (60).

A CID-10, diferente do DSM-5-TR, propde uma subdivisao da esquizofrenia em
diferentes formas clinicas de acordo com a predominancia dos sintomas. A
esquizofrenia paranoide (F20.0) é representada por delirios e alucinagdes
persistentes, geralmente auditivas, que tendem permanecer ao longo do tempo, com
menor comprometimento do afeto e da organizacdo do pensamento. Ja a
esquizofrenia hebefrénica (F20.1) apresenta um quadro distinto, caracterizado pela
presenca de afeto superficial ou inadequado, comportamento imprevisivel e discurso
incoerente, refletindo uma desorganizagédo do funcionamento psiquico e social. A
esquizofrenia catatdénica (F20.2) é definida pelo predominio de alteragdes
psicomotoras, que podem variar entre estupor e hipercinesia, incluindo episédios de
agitacédo intensa, rigidez postural e negativismo. Quando o quadro clinico reune
caracteristicas de diferentes subtipos sem um predominio claro, classifica-se como
esquizofrenia indiferenciada (F20.3), que abrange apresentacdes mistas ou atipicas
dentro do espectro esquizofrénico (61).

Além dessas formas classicas, a CID-10 descreve subtipos que refletem fases
evolutivas da doenga. A depressao pos-esquizofrénica (F20.4) ocorre quando um
episddio depressivo importante se instala apds uma fase esquizofrénica ativa,
mantendo ainda sintomas residuais do transtorno. Ja a esquizofrenia residual (F20.5)
representa uma fase cronica, em que os sintomas negativos persistem. E, por fim, a

esquizofrenia simples (F20.6) marcada por um declinio gradual e progressivo do
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funcionamento social, afetivo e ocupacional, sem que o individuo apresente episédios
psicoticos claramente definidos (61).

Ainda que o DSM-5-TR e a CID-10 apresentem abordagens diferentes, ambos
complementam na pratica clinica. Enquanto o Manual Diagnostico e Estatistico de
Transtornos Mentais (DSM) contribui com uma légica dimensional e funcional, além
da compreenséao tedrica e padronizagao internacional da pesquisa, a Classificagao
Internacional de Doengas (CID) oferece uma perspectiva descritiva e classificatoria da
esquizofrenia, orientando oficialmente os registros diagnosticos e epidemiologicos.
Essa complementaridade entre as duas diretrizes é fundamental, sobretudo no
contexto clinico, em que a CID-10 permanece como referéncia normativa.

Compreender ambos os sistemas classificatorios permitem nao apenas
alcangar maior precisao diagnostica, mas também desenvolver uma perspectiva mais
ampla e humanizada da experiéncia psicética, articulando o conhecimento técnico as

singularidades e ao contexto cultural no qual o individuo esta inserido (62).

2.3.1 Alteragodes historicas no diagnéstico clinico

Embora os critérios de diagndstico clinico da esquizofrenia mencionados acima
sdo os estabelecidos nas edigdes do DSM-5-TR e a CID-10, vale destacar que os
dados publicos usados nas analises deste trabalho foram originalmente coletados de
estudos anteriores, nos quais o diagndstico dos participantes com esquizofrenia foi
estabelecido segundo as versdes anteriores do manual diagnéstico, o DSM-3 e DSM-
4. A compreensao da evolugao desses critérios € fundamental para contextualizar as
condigbes sob as quais esses participantes foram diagnosticados, e assim,
compreender as caracteristicas clinicas representadas nos dados analisados.

O DSM-3, publicado em 1980, representou um marco importante na psiquiatria
ao propor critérios diagnosticos mais padronizados, buscando maior validade e
confiabilidade entre os profissionais de saude mental (60). Nesta edi¢cdo, o diagndstico
da esquizofrenia se baseava na presenca de sintomas psicoticos caracteristicos,
declinio funcional e critérios bem definidos de duragcdo e exclusao diagndstica.
Inicialmente, era exigida a apresentagao de pelo menos um sintoma da fase ativa do
transtorno, como delirios, alucinacbdes auditivas ou alteragao de pensamento, como
incoeréncia ou empobrecimento verbal, desde que associados a delirios,

comportamento desorganizado e paritimia.
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Além disso, era necessario que o individuo apresentasse um comprometimento
funcional significativo nas areas ocupacional, social e de autocuidado, quando
comparado ao seu nivel de funcionalidade anterior ao surgimento dos primeiros
sintomas. O quadro clinico deveria se estender por no minimo seis meses, incluindo
obrigatoriamente uma fase ativa com sintomas psicéticos, podendo abranger fases
prodrémicas e/ou residuais, marcadas por isolamento social, prejuizo no desempenho
de atividades, afeto embotado e experiéncias perceptivas atipicas. Importante
destacar que outros critérios exigidos incluiam inicio dos sintomas antes dos 45 anos
e exclusdao de transtornos afetivos primarios, transtornos mentais organicos ou
deficiéncia intelectual (61). Assim, o DSM-3 consolidou uma abordagem diagndstica
baseada na combinagéo de critérios sintomatoldgicos, funcionais e temporais.

Posteriormente, o DSM-4, publicado em 1994, manteve a estrutura diagndstica
introduzida pelo manual anterior, mas com aprimoramentos conceituais. Para o
diagndstico da esquizofrenia, o DSM-4 exigia a presenga de pelo menos dois (ou mais)
dos seguintes sintomas da fase ativa, sendo cada um presente durante um periodo
de um més: delirios, alucinagdes, discurso e comportamento desorganizado ou
cataténico, e sintomas negativos, como embotamento afetivo, alogia e avolia.

Contudo, se delirios fossem considerados bizarros ou se houvesse alucinag¢des
consistindo em vozes que comentam ou conversam entre si, a presenca de apenas
um desses sintomas ja era suficiente. Assim como no DSM-III, era necessario que o
individuo apresentasse um comprometimento funcional significativo nas areas
ocupacional e social, no entanto, com duragédo minima de seis meses de perturbagao,
incluindo ao menos um més de sintomas ativos. O DSM-4 também reafirmava a
necessidade de excluir transtornos de humor com sintomas psicéticos relevantes,
transtorno esquizoafetivo e condi¢gdes médicas ou uso de substancias que pudessem
justificar o quadro. Além disso, houve um cuidado maior na diferenciacdo entre
esquizofrenia e transtornos do espectro autista, especialmente em casos de inicio
precoce, exigindo alucinagbes ou delirios por pelo menos um més para que o

diagndstico fosse considerado (62,63).

2.4 Tratamento

O tratamento da esquizofrenia permanece como um dos maiores desafios em
saude mental, tanto pela complexidade clinica da doenga quanto pelas limitagdes

terapéuticas disponiveis, sendo a farmacoterapia, principalmente os antipsicéticos, o
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pilar central do manejo clinico (15,64). Desde a introdug¢ao do primeiro antipsicético
na década de 50, a clorpromazina, essa classe de farmacos se consolidou como a
principal intervengdo farmacoldgica, transformando o manejo do transtorno e
contribuindo para uma reducgédo significativa das internagdes psiquiatricas, além de
possibilitar que muitos individuos retornassem ao convivio social com maior
autonomia (17,64). Apesar disso, a esquizofrenia continua sendo uma doenga crénica
que exige manejo continuo, sem perspectiva de cura, mas com possibilidade de
controle sintomatico e prevencéo de recaidas (18,19).

Atualmente, diretrizes terapéuticas recomendam o uso de antipsicoticos,
escolhidos conforme o perfil de seguranca e tolerabilidade do individuo (6,65). Em
casos refratarios, apds tentativa com pelo menos dois antipsicéticos em dose e tempo
adequados, a clozapina € indicada, sendo considerada o farmaco mais eficaz para
casos resistentes, embora necessite monitoramento rigoroso devido ao risco de
agranulocitose e outros efeitos adversos (66).

Antipsicéticos tipicos, como haloperidol, atuam como antagonistas dos
receptores dopaminérgicos D2 e demonstram eficacia no controle dos sintomas
positivos, como delirios e alucinagdes, porém apresentam elevada incidéncia de
efeitos colaterais, como sintomas extrapiramidais, que podem ser capazes de
comprometer a adesdo ao tratamento (20). Ja os antipsicoticos atipicos, como
risperidona e olanzapina, além de atuarem nos receptores dopaminérgicos, interagem
com receptores serotoninérgicos, apresentando menor risco de efeitos extrapiramidais
e maior tolerabilidade, embora estejam associados a riscos metabdlicos, como ganho
ponderal de peso, dislipidemias e resisténcia a insulina (20).

Apesar dos avancgos, a adesdo ao tratamento farmacolégico da esquizofrenia
permanece sendo influenciado por fatores como os efeitos adversos, estigma, falta de
“insights” e aspectos socioculturais. Nesse sentido, a ndo adesao terapéutica esta
diretamente relacionada ao aumento do risco de recaidas, re-hospitalizagao, maior
custo para os sistemas de saude e piora no prognostico funcional e cognitivo (67-69).

Os antipsicoéticos injetaveis de longa duragcdo (LAI) representam uma
abordagem promissora no manejo farmacologico da esquizofrenia, principalmente
quando se refere a adesao (70). Os LAI, administrados por via intramuscular, foram
desenvolvidos com o intuito de promover a liberagdo prolongada do farmaco no
organismo, seja ele de primeira ou segunda geragao, assegurando niveis confiaveis

e permitindo reduzir a frequéncia de administragcdo de antipsicoticos, enquanto
18


https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/Rlsj+nh9QU
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/nh9QU+dQ0W
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/jqM4+JCjG
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/n2is+Ez2rj
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/GoRsi
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/MOUu
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/MOUu
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/GvuTE+LeqQL+yj7qP
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/bWkYm

19

mantém um controle satisfatério dos sintomas da esquizofrenia, com eficacia e
seguranga comparaveis aos antipsicéticos orais. Além de influenciar positivamente a
adesao terapéutica, alguns estudos demonstram que o uso de LAl contribui na
reducdo de recaidas e hospitalizacdo, no menor risco de mortalidade e na melhora da
funcionalidade e qualidade de vida desses individuos (21,70,71). Nesse sentido, o uso
do LAI se torna uma ferramenta importante dentro das estratégias de cuidado,
especialmente em contextos nos quais a adesao do tratamento se apresenta como
obstaculo.

Embora os antipsicéticos representem a base do tratamento farmacolégico da
esquizofrenia, estratégias terapéuticas complementares tém se destacado,
especialmente as abordagens psicossociais, como a Terapia Cognitivo-
Comportamental (TCC) (22,72,73). Baseada no modelo cognitivo desenvolvido por
Aaron Beck, a TCC parte do pressuposto que distorgdes cognitivas influenciam
diretamente emocgbes e comportamentos, e propde intervengdes que visam a
reorganizagao sobre os padrdes de pensamentos desadaptativos e das crengas
disfuncionais (23).

Por se tratar de uma abordagem estruturada, psicoeducativa e orientada por
objetivos, a TCC ¢é capaz de oferecer aos individuos com esquizofrenia a
reestruturagdo cognitiva, o desenvolvimento de habilidades de enfrentamento, bem
como, uma melhora expressiva na adesédo ao tratamento e reducédo do sofrimento
associado aos sintomas psicéticos (44,74). Essa abordagem tem se mostrado
favoravel principalmente na atenuacdo de sintomas positivos, como delirios e
alucinacdes, ao oferecer ferramentas para que os individuos com esquizofrenia
reavaliem crencgas persecutorias e enfrentam experiéncias psicéticas com menor
sofrimento subjetivo (74).

Uma metanalise recente sugere que a TCC tem o potencial de reduzir alguns
aspectos dos sintomas negativos como apatia, retraimento social e baixa motivagao,
sobretudo, quando combinada a outras intervengcbes psicossociais, como o
treinamento de habilidades sociais (24). Ha um consenso na literatura de que a TCC,
quando bem conduzida e adjuvante ao tratamento farmacoldgico, contribui
significativamente para a melhora da qualidade de vida, da autonomia e da
recuperacao funcional dos individuos com esquizofrenia, especialmente ao abordar
dimensdes clinicas nao suficientemente controladas pela farmacoterapia isolada

(22,72).
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3 JUSTIFICATIVA

Diante desse panorama clinico, historico e terapéutico, observa-se que, apesar
dos avangos na caracterizacdo e manejo da esquizofrenia, persistem importantes
lacunas quanto a compreensao de seus mecanismos moleculares e biolégicos do
transtorno. Essas limitagbes sustentam a necessidade de abordagens
complementares, capazes de integrar dados genOmicos e ferramentas
computacionais avangadas.

A investigacdo molecular representa uma abordagem fundamental para o
aprofundamento da compreenséao da fisiopatologia de doengas complexas, permitindo
a identificacdo de seus mecanismos intrinsecos, como depressao maior, transtorno
bipolar, autismo e esquizofrenia (75—77). A analise de expressao genética tem
permitido identificar padrées de regulacdo associados a processos celulares e vias
biolégicas alteradas, fornecendo subsidios para potenciais biomarcadores
diagndsticos, progndsticos e terapéuticos (78—82).

O uso de algoritmos de aprendizado de maquina ou machine learning (ML) tem
ampliado o potencial das analises em dados transcriptémicos, permitindo detectar
assinaturas moleculares complexas e classificar fen6tipos com maior preciséo (83—
86). A disponibilidade crescente de bases publicas de expressao génica fortalece a
robustez das descobertas e possibilita a integracao de diferentes tecidos e populacdes
(78,85-87).

Apesar dos avangos no diagnostico e tratamento, ainda ha um
desconhecimento relevante sobre os mecanismos neurobioldgicos da esquizofrenia,
o que justifica a intensificacdo das pesquisas em expressdo génica, especialmente
com o uso de ferramentas bioinformaticas robustas (88). Assim, este trabalho busca
caracterizar genes diferencialmente expressos e suas vias moleculares associadas a
esquizofrenia, utilizando conjuntos de dados cerebrais post-mortem do cortex pré-
frontal disponiveis publicamente, com uma abordagem bioinformatica robusta e apoio
de algoritmos de machine learning (89-91).

A elucidagdo da base genética e das vias moleculares associadas a
esquizofrenia pode fornecer insights essenciais para aprofundar a compreensao de
sua fisiopatologia, além de abrir perspectivas promissoras para o desenvolvimento de
ferramentas inovadoras que aprimorem tanto o diagndstico quanto as estratégias

terapéuticas da doenca.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Identificar e caracterizar genes e vias moleculares associadas a esquizofrenia em

amostras de cérebro e sangue periférico humano.
4.2 Objetivos especificos

I.Identificar genes diferencialmente expressos capazes de distinguir individuos com e
sem esquizofrenia em amostras cerebrais.
[l.Caracterizar vias moleculares associadas a esquizofrenia.
[ll.Validar a assinatura transcricional encontrada em cérebro e amostras de sangue

periférico humano.
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5 METODOLOGIA
5.1 Estratégia de pesquisa e critérios de selegcao

Os 209 conjuntos de dados disponiveis publicamente foram selecionados no
banco de dados Bioproject do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/) em 7 de
fevereiro de 2025, usando a consulta "Schizophrenia(All Fields) OR Schizophrenic(All
Fields) AND ("transcriptome gene expression"(Filter) AND "org human"(Filter))". O
primeiro processo de selegcdo teve como objetivo excluir conjuntos de dados nao
relacionados a esquizofrenia ou que n&o apresentassem informacgdes sobre a doenca
nas caracteristicas contidas em seus metadados (n=68), ndo tivessem amostras de
controle (n=22), ndo apresentassem amostras humanas (n=1), medissem apenas a
expressao de RNAs nédo codificantes (miRNAs ou circRNAs) (n=5) ou tivessem
amostras derivadas de células-tronco pluripotentes induzidas, linhagens celulares ou
células com expressao modificada in vitro (n=73), excluindo 169 conjuntos de dados
(Figura 1).

Os 40 conjuntos de dados restantes eram principalmente de amostras de
cérebro e sangue, a segunda triagem removeu conjuntos de dados inadequados que
nao tinham simbolos genéticos nem incluiam os genes selecionados para validagao
(n=8), conjuntos de dados que nao estavam disponiveis para download (n=3),
conjuntos de dados cerebrais apresentando outras regides além do cortex pré-frontal
(n=11) e conjuntos de dados apresentando metilacéo (n=1), um total de 23 conjuntos
de dados removidos. Apds a triagem, apenas conjuntos de dados apresentando
amostras do cortex pré-frontal do cérebro, PBMC, leucdcitos, linfécitos e sangue total,
com amostras de esquizofrenia e controle, foram incluidos na analise (Figura 1).

A amostragem final para esta analise resultou em 17 conjuntos de dados para
microarray, sendo 6 conjuntos apresentando amostras de cérebro inteiro, 2 conjuntos
apresentando células de neurdnios piramidais do coértex pré-frontal, 1 conjunto
apresentando células de neurdnios parvalbumina do cortex pré-frontal, 2 conjuntos
apresentando sangue total e, por fim, 2 conjuntos apresentando PBMCs. Para
RNAseq, 4 conjuntos de dados foram incluidos nesta analise, sendo 1 conjunto
apresentando sangue periférico, 1 conjunto apresentando linfocitos e 2 conjuntos
apresentando neurdnios isolados do cértex pré-frontal do cérebro e oligodendrdcitos

(Figura 1).
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Figura 1.
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Fluxograma representando o processo de amostragem para esta meta-andlise de dados de
participantes individuais, com detalhes sobre os critérios de exclusdo e o numero de estudos
excluidos/incluidos.

Os conjuntos de dados de microarray foram baixados usando o pacote
GEOquery (versao 2.72.0) (92), usando a funcdo getGEO com o parametro
GSEMatrix definido como TRUE para baixar a matriz de expressao e FALSE para
baixar os metadados. As sondas genéticas foram colapsadas usando o pacote
WGCNA (versdo 1.73) (93), usando a fungdo collapseRows com os dados de
expressao e dados de anotagdo como entrada, o parametro do método foi definido
como "absMaxMean". A deteccdo e remocdo de amostras discrepantes foram
realizadas usando o pacote arrayQualityMetrics (versdo 3.60.0), usando a fungao
outlier com o método definido como "KS" (94). Para esta analise, apenas amostras de
controle e esquizofrenia foram incluidas, mesmo de conjuntos de dados que
apresentavam outras condi¢gdes, como transtorno bipolar e TEPT. Apds o download,
os conjuntos de dados GSE17612 e GSE53987 foram transformados em log2. Devido
a auséncia de normalizacao prévia, os conjuntos de dados com normalizagao prévia
foram mantidos sem transformagdo. Por outro lado, as tabelas de contagem

processadas dos conjuntos de dados de RNA-seq foram recuperadas diretamente da
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plataforma de download de dados do geoNCBI. O download e todas as analises

subsequentes foram realizados em R (versao 4.4.2).

Todos os participantes com esquizofrenia foram diagnosticados de acordo com
o DSM-3 ou DSM-4 em seus respectivos estudos originais, a grande maioria em
tratamento com medicamentos antipsicoticos, como haloperidol, risperidona,
olanzapina, clozapina e quetiapina. A distribuicdo geral de idade e sexo entre cada
conjunto de dados com informagdes disponiveis foi avaliada usando o pacote
compareGroups (versao 4.9.1) (95). A diferenca estatistica de idade entre os grupos
foi testada usando o teste U de Mann-Whitney, enquanto a frequéncia de sexo foi

testada usando o qui-quadrado de Pearson.
5.2 Andlise dos dados
5.2.1 Desenho da analise e correcao do efeito de lote

Os conjuntos de dados foram divididos entre conjuntos de descoberta e
validag&o. Todos os conjuntos de dados cerebrais foram mesclados para avaliar a
combinagao mais eficiente com base no numero de genes e amostras que compdem
o conjunto de dados mesclado. O conjunto de descoberta mais eficiente foi composto
por 4 conjuntos de dados (GSE17612 (96), GSE12649 (96,97), GSE53987 (98) e
GSE92538 (97)), com um total de 226 amostras (124 controles e 102 esquizofrenia) e
10.829 genes. Os 10 conjuntos de dados restantes foram mantidos para validacéo.
Posteriormente, o efeito do lote foi corrigido usando a Analise de Variavel Surrogate,
disponivel no pacote sva (versao 3.52.0) (99). A correcao do efeito do lote foi avaliada
usando a Analise de Componentes Principais (PCA) antes e depois do ComBat, os
componentes principais foram recuperados usando a fungao prcomp do pacote stats
(versao 4.2.2), com o parametro scale definido como TRUE.

Além disso, os conjuntos de microarrays de validagdo foram organizados e
mesclados de acordo com o tecido dos conjuntos de dados. O conjunto de dados de
validagcado cerebral foi composto pelos 2 conjuntos de dados cerebrais restantes
(GSE21138 (100) e GSE12654 (101)), apresentando 84 amostras (43 controles e 41
esquizofrenia). O conjunto de dados de validagéo de sangue total foi composto por 2
conjuntos de dados (GSE38484 e GSE38481 (102)), com 235 amostras (115 controles
e 120 esquizofrenia). O conjunto de dados de validagdo de PBMCs também foi
composto por 2 conjuntos de dados (GSE18312 e GSE27383 (103)), apresentando
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88 amostras (34 controles e 54 esquizofrenia). Em relagdo aos neurénios isolados, o
conjunto de dados do neurénio piramidal foi composto por 2 conjuntos de dados
(GSE93987 e GSE87610 (104)) e apresentou 309 amostras (178 controles e 131
esquizofrenia). O conjunto de dados do neurbnio parvalbumina, GSE93577 (100), foi
mantido como 1 conjunto de dados individual e continha 139 amostras (69 controles
e 70 esquizofrenia).

Para os conjuntos de dados de validagdo de RNA-seq, o conjunto de dados de
linfécitos GSE165604 (105) foi incluido individualmente, apresentando 37 amostras
(18 controles e 19 esquizofrenia). Dados de sangue periférico também foram incluidos
como validagao, com o conjunto de dados GSE263180 que apresentou 29 amostras
(20 controles e 9 esquizofrenia). Por fim, neurdnios e oligodendrocitos isolados
também foram avaliados na validagdo, com 2 conjuntos de dados (GSE112523
(105,106) e GSE107638 (107)) sendo combinados, totalizando 74 amostras (44
controles e 30 esquizofrenia) apds a remogao de amostras nao esquizofrenia ou
controle. Todos os conjuntos de dados de validagdo mesclados para cada tecido com
2 ou mais conjuntos de dados também tiveram seus efeitos de lote corrigidos e

avaliados usando os mesmos pacotes e métodos do conjunto de descoberta.

5.2.2 Selecao de recursos: andlise de expressao diferencial e machine learning

Ap0ds a correcdo do efeito do lote, a analise de expressao diferencial foi aplicada
ao conjunto de descoberta, usando o pacote limma (versao 3.60.6) (108). Essa analise
usou dados de design criados com base em informacgdes de grupos (esquizofrenia ou
controle) e dados de expressdo como entrada, os valores estatisticos foram
calculados ajustando um modelo linear com a fungéo /mFit, incluindo contrastes com
base em grupos com a fungao contrasts.fit, e aplicando moderagao empirica de Bayes
dos erros padrao com a fungao eBayes todos os parametros das fungdes foram
definidos como padrdo, além da expressado de entrada e dos dados de design. A
comparagao realizada foi entre grupos esquizofrenia e controle, definida com
esquizofrenia - controle na fungdo makeContrasts do limma, genes diferencialmente
expressos (DEGs) foram identificados usando limiares de |logFC| > 1 e valor de p
ajustado por FDR < 0,05.

Na identificacdo dos DEGs mais informativos, seus dados de expressao foram
recuperados e a selecao de caracteristicas foi realizada usando o algoritmo de floresta

aleatéria, implementado nos pacotes randomForest (versao 4.7-1.2) (109) e caret
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(versao 7.0-1) (110). Os parametros da floresta aleatdria foram mtry definido como 24,
maxnodes definido como 6 e gerando 400 arvores. Os DEGs mais informativos foram
selecionados com base em seu indice de decréscimo médio de Gini, que esta
relacionado a homogeneidade do grupo da arvore em suas folhas, a fim de recuperar
0s genes com maior potencial de classificagdo. Para avaliar o perfil geral desses
genes mais informativos, um mapa de calor com agrupamento hierarquico nao
supervisionado foi criado com os valores de expressdao em escala z desses genes,
usando a distancia de Manhattan e o método de agrupamento ward D2. Uma
validacao cruzada k-fold também foi realizada para avaliar o modelo preditivo, usando
a matriz de confusdo do pacote caret para avaliar seu desempenho geral, com 5
dobras e 100 repeticdes. As entradas para a matriz de confusdo foram as classes
reais de cada amostra e as previsdes realizadas pelo modelo, treinado com o método
"rf'. O parametro trControl foi definido usando o método "repeatedcv", multiplicado por
5 e repetido 100 vezes.

A etapa de validagéo foi realizada para avaliar o desempenho dos genes mais
informativos na discriminacdo de esquizofrenia de amostras de controle em outros
tipos de tecido. Para isso, a classificagcdo das amostras foi realizada em cada conjunto
de dados de validagao, classificando suas amostras em esquizofrenia ou controle, a
precisao geral do modelo foi avaliada comparando o agrupamento previsto pelos
modelos e o agrupamento real das amostras, seu desempenho geral foi avaliado
usando curvas ROC, com o pacote pROC (verséo 1.18.5) (111). Um total de 8
conjuntos de validacao foram incluidos, apresentando amostras de cérebro, sangue
total, PBMCs, leucdcitos, linfocitos, neurbnios piramidais do cortex pré-frontal,

neurdnios de parvalbumina e neurdnios isolados.

5.2.3 Identificagdo das vias bioldgicas mais representadas: analise de enriquecimento

Para identificar quais vias bioldgicas estavam associadas aos DEGs e aos
genes selecionados na floresta aleatoria, uma analise de enriquecimento foi realizada
com os IDs Entrez disponiveis dos DEGs, recuperados usando o pacote biomaRt
(versao 2.60.1) (112), e valores de Fold change classificados como entrada, usando
o pacote clusterProfiler (versao 4.12.6) (113). A principal fungdo empregada foi o
compareCluster, com um tamanho maximo de conjunto de genes de 500, um tamanho
minimo de conjunto de genes de 10, um ponto de corte de valor q de 0,2, um ponto

de corte de valor de p de 0,05 e o método de ajuste de p "FDR" como parametros.
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Essa analise foi realizada duas vezes, usando o parametro "fun" definido como
"enrichPathway" para usar os bancos de dados Reactome (114) e "enrichKEGG" para
KEGG (115), com o objetivo de fornecer mais informagdes sobre as vias associadas

aos DEGs e aos genes na floresta aleatoria.
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6 RESULTADOS
6.1 Desenho do estudo e descrigcao da populagao

Dos 209 conjuntos de dados inicialmente avaliados, 17 foram recuperados para
analise posterior. O cértex pré-frontal foi selecionado devido a evidéncias
neurobioldgicas que demonstram sua relevancia para a patogénese da esquizofrenia,
visto que essa regido desempenha um papel central no suporte de fungdes cognitivas
e executivas sabidamente prejudicadas no transtorno (116). Além disso, a maturagéo
prolongada especifica do cortex pré-frontal, que se estende até a adolescéncia,
alinha-se ao periodo tipico de inicio da esquizofrenia (117).

Ap0s avaliar todas as combinagdes de conjuntos de dados do cértex pré-frontal
cerebral, 4 conjuntos de dados foram selecionados como o conjunto de descoberta,
enquanto os 2 conjuntos de dados cerebrais restantes foram usados para validacéo,
juntamente com 2 conjuntos de dados contendo PBMCs, 2 conjuntos de dados
contendo sangue total, 2 conjuntos de dados contendo neurdnios piramidais isolados
do cortex pré-frontal, 1 conjunto de dados contendo neurdnios parvalbumina isolados
do cortex pré-frontal, 1 conjunto de dados contendo leucdcitos, 1 contendo linfocitos
e 2 contendo neurdnios isolados do cértex pré-frontal (Figura 1). Em relagdo a
distribuicao por idade e sexo entre os conjuntos de dados, varios conjuntos de dados
nao tinham informagdes disponiveis sobre idade e sexo (GSE12649, GSE12654,
GSE87610, GSE93577, GSE93987). Entre os conjuntos de dados com informagdes
disponiveis sobre idade e sexo, a unica diferenca significativa foi na distribuicao por
sexo, observada no conjunto de sangue total (compreendendo GSE38481 e

GSE38484), onde o grupo esquizofrenia incluiu mais homens do que o grupo controle.

6.2 Expressao diferencial e selecao de caracteristicas para representar a esquizofrenia

Os 4 conjuntos de dados que compdem o conjunto de descoberta foram
recuperados e os efeitos de lote foram corrigidos (Figura 2). O conjunto de dados de
descoberta final incluiu 226 amostras (124 controles e 102 esquizofrenia) e 10.829
genes. Um total de 532 DEGs foram identificados ao comparar os grupos
esquizofrenia e controle, dos quais 383 foram regulados positivamente e 149 foram

regulados negativamente.
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Figura 2. Componentes principais do conjunto de descobertas antes e depois

da mitigacao do efeito de lote
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Diagramas de pontos exibindo o primeiro e o segundo componentes principais (CPs) mais informativos
do conjunto de descobertas antes e depois da mitigagdo do efeito de lote com Analise de Variavel
Substituta. As cores dos pontos representam os diferentes lotes e as elipses coloridas ilustram a area
geral do grafico que um lote ocupa.

Para identificar os genes diferencialmente expressos (DEGs) mais informativos
que distinguem esquizofrenia de amostras de controle, realizamos a selecdo de
caracteristicas usando o algoritmo de floresta aleatéria. Os 3 principais genes —
HUWET1, PTGDS e RPL31 — foram selecionados com base na diminuicao média no
indice de Gini, formando o modelo mais preditivo (Figura 3A). Para avaliar o perfil de
expressao desses genes, um mapa de calor com dados de expressdo em escala de
escore z foi empregado (Figura 3B). Dois clusters principais foram observados no
mapa de calor, o primeiro sendo composto principalmente por amostras de
esquizofrenia (84,31%), enquanto o segundo cluster foi formado principalmente por
amostras de controle (87,09%). Além disso, todos os 3 genes foram regulados
positivamente nas amostras de esquizofrenia: RPL31, HUWE1 e PTGDS
apresentaram alteragdes de 7,62, 20,84 e 26,90 vezes, respectivamente. A analise de
validagao cruzada de k-fold revelou um bom desempenho de discriminagdo nas
amostras de descoberta, com precisao de 1,0, intervalo de confianga (IC) de 95%
(0,98-1), taxa de auséncia de informacao de 0,55, kappa de 1, sensibilidade de 1,
especificidade de 1 e valores preditivos positivo e negativo de 1.

Os conjuntos de validagdo foram separados com base no tecido: cérebro,

sangue total, PBMCs, leucécitos, neurdnios de parvalbumina, neurbnios piramidais,
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linfocitos e neurdnios isolados, cada um deles sendo composto de 1 a 3 conjuntos de
dados diferentes. Cada tecido composto de dois ou mais conjuntos de dados teve seu
efeito de lote corrigido antes de prosseguir com a avaliagdo de desempenho (Figura
4). Os dados de validacdo com células cerebrais foram compostos de 2 conjuntos de
dados diferentes e apresentaram 84 amostras (43 controles e 41 esquizofrenia). Os 3
genes neste conjunto tiveram seus valores de expressao recuperados e o
desempenho preditivo do modelo avaliado usando uma curva ROC, apresentando
uma AUC de 0,75, IC de 95% (0,63-0,87) (Figura 3C). O mesmo foi feito com o
conjunto de sangue total, que foi composto de dois conjuntos de dados diferentes,
apresentando 235 amostras (115 controles e 120 esquizofrenia). Neste conjunto de
dados, a curva ROC apresentou uma AUC de 0,72, IC de 95% (0,66-0,79) (Figura
3C). O conjunto PBMC também foi composto por dois conjuntos de dados, com um
total de 88 amostras (34 controles e 54 esquizofrenia), e a AUC apresentada neste
tecido foi de 0,75, IC de 95% (0,65-0,85) (Figura 3C). O conjunto de dados de RNAseq
de leucécitos foi composto por 1 conjunto de dados com 29 amostras (20 controles e
9 esquizofrenia), a AUC ao classificar essas amostras foi de 0,98, IC de 95% (0,93-
1,00) (Figura 3C).

Em seguida, o conjunto de microarrays de neurdnios piramidais foi avaliado,
composto por 2 conjuntos de dados e com 309 amostras (178 controles e 131
esquizofrenia). Diferentemente dos outros tecidos, o modelo de 3 genes apresentou
desempenho discriminativo reduzido neste conjunto de dados, com AUCs de 0,59, IC
de 95% (0,53-0,66) (Figura 3D). Em seguida, o conjunto de neurbnios de
parvalbumina foi composto por apenas um conjunto de dados, apresentando 139
amostras (69 controles e 70 esquizofrenia). A precisdo do modelo de 3 genes também
foi reduzida neste conjunto, com AUCs de 0,46, IC de 95% (0,36-0,56) (Figura 3D). A
analise de classificagao de linfocitos, compreendendo 1 conjunto de dados de RNA-
seq (37 amostras no total: 18 controles e 19 esquizofrenia), demonstrou desempenho
discriminativo modesto com uma AUC de 0,64 (IC de 95%: 0,45-0,82) (Figura 3D).
Por fim, o conjunto de RNAseq com amostras de neurdnios isolados foi composto por
2 conjuntos de dados com 74 amostras (44 controles e 30 esquizofrenia). O
desempenho do modelo neste conjunto atingiu uma AUC de 0,67, IC de 95% (0,54-
0,79) (Figura 3D). Os tecidos apresentados, numero de amostras, AUCs calculadas,
tipo de dados e conjuntos de dados que compdem cada conjunto de validagédo foram

compilados na Tabela 1. Essas descobertas sugerem que o sinal discriminatorio do
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modelo pode nao ser detectavel em neurdnios ou linfécitos isolados, mas pode ser
transmitido através da barreira hematoencefalica e subindo de outros tipos de células

de suporte.

Figura 3. Identificagdo dos genes mais informativos e avaliagdao do desempenho
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A. Diagrama de pontos exibindo os valores de importancia da floresta aleatéria usados para selecionar
0s genes mais informativos para separar amostras de esquizofrenia de controle. B. Mapa de calor com
agrupamento hierarquico exibindo os dados de expressdo em escala z dos genes mais informativos no
conjunto de descoberta, as barras superiores representam os agrupamentos de amostras (vermelho
para SCZ e azul para controle). Os diagramas de barras no lado direito exibem os valores de Fold
Change calculados na comparagao de SCZ vs controle, as barras verdes representam Fold Change
significativos. C. Curvas ROC exibindo o desempenho dos genes mais informativos ao classificar
amostras de SCZ e controle, o eixo Y representa a sensibilidade e o eixo X a especificidade 1. As
curvas sao coloridas por conjuntos (roxo para leucécitos, verde para cérebro, azul claro para sangue
total e marrom claro para PBMC). D. Curvas ROC exibindo o desempenho dos genes mais informativos
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neurdnios de parvalbumina).
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Figura 4. Componentes principais de cada conjunto de validagao composto por
mais de um conjunto de dados antes e depois da mitigagao do efeito de lote
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Diagramas de pontos exibindo o primeiro e o segundo componentes principais (CPs) mais informativos
de cada conjunto usado para validagao. Os CPs foram calculados usando a fungdo prcomp, com a
escala definida como TRUE. As cores dos pontos representam os diferentes lotes e as elipses coloridas
ilustram a area geral do grafico que um lote ocupa. A. Conjunto de validagdo do cortex pré-frontal
cerebral. B. Conjunto de validag&o de sangue total. C. Conjunto de validagao de células mononucleares
do sangue periférico. D. Conjunto de validagdo de neurdnios piramidais. E. Conjunto de validagéo de
RNAseq de neurdnios isolados.
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Tabela 1. Caracterizagao dos conjuntos de dados de validagao

. Tipos de Conjuntos de
Tecidos Amostras AUC dados dados
Cértex pré-frontal N=84 0.75, 95% C.I. Microarra GSE12654,
(BA 10, 46, 9) (SCZ: 41, Controle: 43) (0.63 - 0.87) y GSE21138
N=88 0.75,95% C.I. . GSE18312,
PBMC (SCZ: 54, Controle: 34)  (0.65—-0.85)  Microarray GSE27383
N=235
. ) 0.72,95% C.I. . GSE38484,
Sangue total (SCZ: 1212,5()30ntrole. (0.66 — 0.79) Microarray GSE38481
Cortex pré-frontal N=309 o
dorsolateral (SCZ: 131, Controle: D.é'; 95’395(/)0 E%l' Microarray (éSéEE%s;%%
(neurdnios piramidais) 178) (0.53 - 0.66)
Cortex pré-frontal _ 3
dorsolateral cerebral . N=139 . 0.46, 95% C.I. Microarray GSE93577
(neurénios parvalbumina) (SCZ: 70, Controle: 69) (0.36 — 0.56)
- N=29 0.98, 95% C.I
Leucocitos (SCZ: 9, Controle: 20) (0.93 —1.00) RNAseq GSE263180
A N=37 0.64, 95% C.I.
LRI (SCZ: 18, Controle: 19)  (0.45 — 0.82) FEEE S
Cortex pré-frontal N=139 0.67,95% C.I. RNAse GSE112523,
(neurénios) (SCZ: 70, Controle: 69) (0.54 - 0.79) q GSE107638

Exibindo tipo de tecido, numero de amostras, desempenho geral dos genes mais informativos ao
discriminar amostras SCZ e controle, tipos de dados (microarray ou RNAseq) e conjuntos de dados que
compdem o conjunto de validagao.

6.3 As vias associadas aos DEGs da esquizofrenia também estao associadas a

outros disturbios neuronais e psiquicos

Apos a identificagdo de uma assinatura transcriptdmica associada a
esquizofrenia e a validacdo da precisdo do modelo em conjuntos de dados
independentes (incluindo multiplos tipos de tecidos), foram investigadas as vias
bioldgicas associadas a esses genes candidatos. A partir dos DEGs, identificamos 92
vias enriquecidas no banco de dados KEGG e 432 no banco de dados Reactome. Em
seguida, foram extraidas as 10 vias mais enriquecidas (classificadas por proporgao
génica) para DEGs com regulagao positiva e negativa de cada banco de dados. Para
garantir uma cobertura abrangente, foram incluidas adicionalmente vias que
apresentaram enriquecimento entre as 10 principais de ambos os grupos de DEGs,

mesmo que nao estivessem entre as 10 principais em um grupo. Por fim, foram
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destacadas as 10 principais vias associadas aos 5 genes mais importantes do nosso
modelo de floresta aleatoria.

Em primeiro lugar, as 10 principais vias do banco de dados KEGG enriquecidas
por DEGs superexpressos podem sugerir associa¢gdes consistentes entre os genes
identificados e disturbios neuronais e psiquicos. Vias como Fagossomo, Doencga de
Alzheimer, Cardiomiopatia Diabética, Esclerose Lateral Amiotroéfica, Doenga de Prion,
Doenca de Huntington, Vias de Neurodegeneragao - Doengas Multiplas e Doenga de
Parkinson incluiram um ou mais genes do modelo de floresta aleatéria em sua
composic¢ao, potencialmente envolvendo perda neuronal ou processos inflamatdrios
(118,119) (Figura 5). Além delas, as vias do Ciclo da Vesicula Sinaptica e da
Fosforilacdo Oxidativa também foram enriquecidas neste conjunto de genes (Figura
5). Por outro lado, as 10 principais vias enriquecidas pelos genes sub expressos em
esquizofrenia foram associados principalmente a vias metabdlicas, como secrecao de
acido gastrico, sintese e secrecdo de aldosterona, digestdo e absorcao de
carboidratos, sintese, secrecdo e agao do horménio do crescimento, sintese do
horménio tireoidiano, ferroptose, reabsorcédo de sodio regulada pela aldosterona,
sinapse glutamatérgica, via de sinalizacdo cGMP-PKG e absor¢cao de minerais
(Figura 4).

Em relacédo as 10 principais vias do banco de dados Reactome enriquecidas
por DEGs super expressos na esquizofrenia, as vias Transmissao através de sinapses
quimicas, Receptores de neurotransmissores e transmissao de sinal pos-sinaptico,
Ciclo da chaperona HSP90 para receptores de hormoénios esteroides (SHR) na
presenca de ligante, Sistema neuronal e Resposta celular a inanicdo apresentaram
genes de floresta aleatéria em suas composig¢des. Além disso, as vias ciclo do acido
citrico (TCA) e transporte respiratério de elétrons, sintese de ATP por acoplamento
quimiosmotico e produgdo de calor por proteinas desacopladoras, endocitose e
reciclagem de transferrina, captacao e transporte de ferro e transporte respiratério de
elétrons também foram enriquecidas por esse conjunto de genes (Figura 5). As vias
enriquecidas dos DEGs sub expressos foram sinalizagcao de opioides, sinalizagao por
NTRK1 (TRKA), sinalizagéo por NTRKs, via VEGFA-VEGFR2, degradacao de CS/DS,
CLECTYA (Dectina-1) induz ativagao de NFAT, biogénese de vesiculas associadas ao
sistema Golgi, fagocitose dependente do receptor Fcgama (FCGR), resposta a ions

metalicos e metalotioneinas ligam-se a metais (Figura 5).
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Figura 5. Diagrama de pontos para as principais vias da analise de
enriquecimento. Vias enriquecidas nos bancos de dados KEGG e Reactome

Ciclo do &cido citrico (TCA) e transporte respiratério de elétrons
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Doenga de Parkinson
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O diagrama de pontos exibe as vias que foram enriquecidas usando os DEGs regulados para cima e
para baixo como entrada. O tamanho do ponto representa a razdo de genes das vias, enquanto a cor
representa seu valor de p ajustado pela taxa de descoberta falsa. A cor de fundo representa os dois
bancos de dados diferentes avaliados para o enriquecimento: o azul claro representa as vias KEGG e
o vermelho claro representa as vias do Reactome. Os eixos Y e X exibem as vias e o conjunto DEG,

separados pela dire¢do da Fold Change.
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7 DISCUSSAO

Este trabalho empregou uma abordagem de bioinformatica robusta para
identificar assinaturas transcriptdmicas consistentes da esquizofrenia em multiplos
conjuntos de dados de expressdo genética disponiveis publicamente. Esta
metodologia de algoritmos de machine learning para identificar biomarcadores
transcriptdbmicos para caracterizar doengas foi usado em estudos anteriores com
outras doengas, como tuberculose (89), HTLV-1 (90) e até mesmo doenca de
Parkinson (120). Neste estudo, as areas de Brodmann 9, 10 e 46 do cértex pré-frontal
do cérebro foram os tecidos usados como conjunto de descoberta, ja que a disfungéo
dessas areas € uma caracteristica da esquizofrenia (121,122). O modelo preditivo
baseado em floresta aleatdria alcangou AUCs > 0,70 em amostras de cérebro,
sangue, leucdcitos e PBMC, exibindo uma precisédo consistentemente alta mesmo em
tipos de tecido mais acessiveis. Portanto, este modelo preditivo foi composto por
apenas 3 genes regulados positivamente em esquizofrenia: HUWE1, PTGDS e
RPL31.

O gene mais informativo, HUWE1, é sugerido como tendo um papel central
enquanto um regulador conservado na proliferacdo e diferenciacdo de células
progenitoras neuronais (123). Apesar de estar localizado no cromossomo X, 0s niveis
de expressdao desse gene sdo comparaveis entre homens e mulheres devido a
inativagado do cromossomo X em mulheres (123,124). No contexto da esquizofrenia,
mutagbes espontaneas nesse gene foram encontradas em individuos com essa
doencga (125), o que pode estar relacionado as variagdes irregulares desse gene
estarem associadas a deficiéncia intelectual (126), uma caracteristica presente na
esquizofrenia. Ao contrario dos outros dois genes, o RPL37 nao apresenta
associacdes anteriores com a esquizofrenia, embora um estudo anterior tenha
identificado proteinas codificadas por genes da mesma familia com menor abundancia
na esquizofrenia em comparacao ao controle em células neurais derivadas de células
da neuroesfera olfatéria (ONS) (127). No entanto, os resultados observados no estudo
anterior ndo podem ser comparados diretamente com os resultados desta analise,
devido as diferengas metodoldgicas entre os dois estudos.

O terceiro gene que compde este modelo, PTGDS, também pode apresentar
associagdes importantes com esquizofrenia, tendo sido proposto anteriormente como

um biomarcador do liquor cefalorraquidiano para este transtorno e para Alzheimer
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(128). Este gene foi selecionado como um biomarcador nos conjuntos de dados
cerebrais, apesar de ser altamente expresso em tipos de células ndo neuronais (129),
sugerindo uma forte influéncia da glia e de outros tipos de células de suporte presentes
no cérebro. A codificacdo da proteina prostaglandina D sintase, PTGDS, patrticipa do
metabolismo da prostaglandina, pois catalisa a conversao da prostaglandina H2 em
PGD2, um potente modulador da inflamagcédo no sistema nervoso central. Esta
molécula desempenha papéis importantes em processos neuro inflamatorios (130),
estando relacionada a vias enriquecidas em KEGG, como o Fagossomo e vias
associadas a glia, enriquecidas no Reactome, incluindo a Resposta celular a privagao
e a Fagocitose dependente do receptor Fcgama (FCGR) (131).

A influéncia da glia e de outros tipos de células de suporte também foi
observada nas analises de validacdo de desempenho inferior em neurénios isolados,
que alcangaram AUCs < 0,59. Isso sugere que neurdnios isolados nao apresentaram
0s niveis de expressao discriminativa observados em amostras de cérebro inteiro.
Além da expressdo de PTGDS ser mais proeminente em tipos de células nao
neuronais, o desempenho reduzido do nosso modelo em conjuntos de dados de
neurénios isolados também pode refletir a auséncia de interagbes neurdnio-glia. A
comunicagao neurdnio-glia desempenha um papel fundamental na regulagdo da
atividade neuronal e da expressao génica (132), e a auséncia dessas interacbes em
amostras de neurdnios isolados pode diminuir o sinal detectado em analises de tecido
em massa.

A validagao bem-sucedida em sangue total, leucécitos e PBMCs sugere que o
perfil de expressao do biomarcador pode atravessar a barreira hematoencefalica e ser
detectado na circulagdo periférica. Notavelmente, o desempenho reduzido da
classificagdo em linfocitos isolados sugere que o sinal discriminativo pode ndo ser
especifico do linfécito, mas sim influenciado por outras populagcbes de leucdcitos,
hipétese reforcada pelo melhor desempenho observado em amostras de leucécitos.

Embora a maioria dos principais genes informativos que identificamos tenham
sido previamente associados a esquizofrenia, a analise de enriquecimento reforga
ainda mais sua associagao com esse transtorno. Diversas vias KEGG, particularmente
aquelas que envolvem o0s genes selecionados pela floresta aleatéria, mostraram
relevancia para a esquizofrenia, com a maioria sendo associada a disturbios
neuronais. Apesar de suas vias etiolégicas dominantes e apresentagdes clinicas

serem diferentes, tanto a doenga de Alzheimer quanto a esquizofrenia compartilham
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o comprometimento da substancia branca cerebral e o déficit cognitivo como
caracteristicas comuns (133). Além disso, pessoas com esquizofrenia tém risco 2 a 4
vezes maior de desenvolver Alzheimer do que a populacdo em geral (134). A
esclerose lateral amiotrofica também apresenta associacbes com a esquizofrenia,
embora seus mecanismos biologicos comuns néo sejam bem compreendidos. No
entanto, foi observada uma correlagdo de loci genéticos de 14,3% entre ambas as
doencas (135). Em relagao as doengas de Prion e Huntington, ambas as doengas néo
apresentam fortes associacbes com a esquizofrenia, sendo relacionadas
principalmente devido a caracteristica clinica de psicose semelhante a esquizofrenia
(136,137). Por fim, estudos apontam uma associagcao entre a esquizofrenia e maior
risco para a doenga de Parkinson (138,139) e diabetes (37,38,140).

Varias vias enriquecidas no banco de dados Reactome contendo genes da
floresta aleatéria podem ter associacbes com fungdes sinapticas e plasticidade
neuronal anormais observados na esquizofrenia (141), como Transmissao através de
Sinapses Quimicas, Receptores de Neurotransmissores e transmissao de sinal pés-
sinaptico e Sistema Neuronal. Além disso, as vias enriquecidas por DEGs regulados
negativamente relacionadas a Neurotrofinas, como a sinalizagdo por NTRKs, também
estdo relacionadas a sobrevivéncia, diferenciacao e plasticidade de neurénios (142),
sendo a NTRK1 (TRKA). O NTRK1 (TRKA) esta relacionado a manutencao da
integridade das células neuronais na idade adulta (143). O gene HUWE1 pode
desempenhar um papel importante nessas vias, codificando a ubiquitina ligase E3,
como regulador do turnover proteico sinaptico, diferenciacdo neuronal e
neurotransmissao, processos cuja desregulacado tem sido associada a esquizofrenia
(144).

Algumas vias enriquecidas contendo DEGs regulados positivamente foram
relacionadas a atividade mitocondrial, como o ciclo do acido citrico (CA) e o transporte
respiratorio de elétrons, transporte respiratério de elétrons, sintese de ATP por
acoplamento quimiosmotico e producdo de calor por proteinas desacopladoras e
Transporte respiratério de elétrons. O gene RPL37 do modelo também pode estar
relacionado a essas vias metabdlicas e energéticas, pois codifica uma proteina
ribossomal, que participa do controle translacional e da sintese proteica (145). Além
disso, o numero reduzido de mitocdndrias em diversas regides cerebrais ja havia sido

associado a fisiopatologia da esquizofrenia (146). Possivelmente os DEGs super-

38


https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/eIXBJ
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/4SVuL
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/UqSx
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/Sxr7+8TdF
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/7Hl6+LbLj
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/v8Jv+GlORy+cVhN1
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/O5vnF
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/kv2rK
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/tJROZ
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/R203
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/lbqj
https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/CspR

39

expressos que enriquecem essas vias reflitam o menor niumero de mitocéndrias,
compensando a falta de unidades com niveis de atividade mais elevados.

Este trabalho apresenta algumas limitagdes, como informacgdes sobre as etnias
das amostras ndo estdo disponiveis nos metadados de varios estudos, podendo
introduzir um viés em relagao a representacgao étnica, que n&o pode ser avaliado com
os dados atuais, uma vez que a apresentacao clinica e o risco da esquizofrenia variam
entre diferentes origens étnicas e ancestrais (147,148). Covariaveis como género e
idade ndo puderam ser incluidas no modelo limma usado para identificar os DEGs,
pois este modelo exige metadados consistentes em todos os conjuntos de dados, os
quais nao estavam disponiveis. Outro potencial viés esta relacionado ao uso de
antipsicoticos, ja que todos os conjuntos de dados contém amostras de pacientes com
esquizofrenia que usam antipsicéticos regularmente. Isso provavelmente cria um fator
de confusdo sobre se as alteragcbes nos niveis de expressao génica estdo
relacionadas a doencga ou ao tratamento. Outra limitagao diz respeito as interpretacdes
causais dos resultados, visto que a natureza transversal deste estudo nao fornece
informagdes suficientes para estabelecer se os valores de expressao genética
observados sao causas ou consequéncias da esquizofrenia. Para abordar essa
limitacao, seriam necessarios estudos longitudinais que avaliassem essas expressoes
génicas ao longo do tempo. Por fim, estudos adicionais sdo necessarios para avaliar
o desempenho desse conjunto de genes em diferentes populagdes, a fim de fortalecer

a validacao da expressao desses genes e vias associadas a esquizofrenia.

39


https://paperpile.com/c/Iy2dRJ/JZHa+qIR7

40

8 CONCLUSAO

A analise de enriquecimento revelou vias com associagbes prévias a
fisiopatologia da esquizofrenia nos bancos de dados KEGG e Reactome, o que apoia
os achados deste estudo com o conhecimento atual sobre o transtorno. Esses
achados sugerem que a esquizofrenia pode envolver processos inflamatorios
sistémicos em vez de ser centralizada em neurénios, o que pode potencialmente
desviar o foco de pesquisas futuras para outros tipos de células ndo neuronais. Além
disso, a identificacdo de vias relacionadas a neurodegeneragdo, como Alzheimer,
Parkinson e ELA, reforca o entendimento que a esquizofrenia compartilha vias
patofisioldgicas com essas doengas, abrindo um caminho para o desenvolvimento de

novas estratégias terapéuticas combinadas.

Embora mais estudos sejam necessarios para validar o desempenho destes
biomarcadores em populagbes estratégicas, como por exemplo populagdes
miscigenadas da América Latina, nossos achados identificaram genes-chave e suas
vias associadas que sao diferencialmente expressas na esquizofrenia, esclarecendo
os potenciais mecanismos subjacentes a doenga. Esse conhecimento € crucial para
o potencial desenvolvimento de um novo teste diagnostico baseado nos niveis de
expressdo de trés genes, utilizando amostras de sangue de facil acesso. Essa
abordagem representa uma melhoria significativa em relacdo as estratégias
diagndsticas e terapéuticas atuais, aprimorando a deteccdo e 0 manejo da

esquizofrenia.
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Abstract

Background Schizophrenia (SCZ) is a neuropsychiatric disorder that is not yet fully understood, characterized by
behavioral, emotional, and cognitive dysfunctions. In this study, we analyzed publicly available gene-expression data
to identify SCZ-associated genes and pathways, offering deeper insights into its biological basis.

Methods The data collection aimed to retrieve gene expression databases featuring samples from the brain's
prefrontal cortex and blood. After performing exclusion criteria and quality checks, 17 datasets were retrieved from
six different sources: Brain biopsy (n=6), whole blood (n=2), peripheral blood mononuclear cells (n=2), leukocytes
(n=1), lymphocytes (n=1) and isolated neurons (n=5). We used four brain datasets as the discovery set for the initial
analysis. Differentially expressed genes (DEGs) were identified by comparing SCZ patients with controls and were
subsequently used in enrichment analysis. Finally, we applied feature selection to pinpoint the most informative DEGs
for SCZ and evaluated their accuracy using data from other tissues.

Results This analytical approach identified 532 DEGs. Feature selection revealed three genes—HUWET, PTGDS, and
RPL31—that effectively discriminated SCZ from control samples. The 3-gene model's performance was validated in
other datasets, presenting accuracy (>72%) in brain tissue, whole blood, PMBCs and leukocytes. Furthermore, the
enrichment analysis revealed a potential linkage with neurodegenerative biological pathways.

Conclusion These insights open new avenues for exploring key genes for SCZ, which can lead to new therapeutic
targets or tools for diagnosis, potentially transforming the management of SCZ and enhancing patient care.
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Background

Schizophrenia (SCZ) is a multifactorial neuropsychiat-
ric disorder characterized by behavioral, emotional, and
cognitive dysfunctions with worldwide prevalence rates
ranging between 0.33% and 0.75% [1, 2]. Although the
widely used Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders (DSM) provides classification criteria, diagnos-
ing SCZ remains challenging, requiring extensive psychi-
atric assessment [3]. An additional diagnostic challenge
involves distinguishing SCZ from other mental health
conditions, as its symptoms overlap with psychiatric dis-
orders including major depressive disorder, schizoaffec-
tive disorder, and bipolar disorder [4]. Treatment usually
involves antipsychotics and psychotherapy and, in some
cases, hospitalization. Despite established diagnostic
and treatment criteria, the neurobiological mechanisms
underlying SCZ remain poorly understood. This knowl-
edge gap has driven increased research into SCZ-specific
genetic expression patterns in recent years [5].

Recent years have seen intensified efforts to charac-
terize the SCZ expression profile, driven by the need to
improve diagnosis, enhance treatment, and elucidate its
underlying mechanisms. A primary focus has been the
prefrontal cortex (PFC), as this brain region supports
cognitive functions frequently impaired in SCZ - includ-
ing attention, working memory, and cognitive flexibility
[6]. Furthermore, a previous study observed that patients
with SCZ displayed altered activation of PFC during cog-
nitive tests, suggesting that this region’s disruption could
be related to such deficits [7]. While brain biopsy-based
biomarkers remain clinically impractical for diagnosis,
numerous studies have examined this approach to iden-
tify potential biomarkers and elucidate key mechanisms
in schizophrenia pathogenesis [8, 9].

Blood represents another crucial source for biomarker
discovery due to its easy accessibility, with whole blood
and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) being
particularly valuable. Among several previously proposed
blood based biomarkers [10], a microarray study iden-
tified six genes, including BTG1, GSK3A, HLA-DRBI,
HNRPA3, SELENBP1, and SFRSI1, which showed differ-
ential expression in brain and peripheral blood samples
from individuals with SCZ. SELENBP1 emerged as a
particularly potential biomarker candidate, demonstrat-
ing consistent differential expression across all examined
tissues. However, subsequent replication studies yielded
inconsistent results, highlighting the necessity for addi-
tional validation [11].

Machine learning has emerged as a transformative
approach for transcriptomic data analysis in several dis-
ease contexts, offering a capacity to uncover complex
patterns beyond the reach of traditional methods [12—
14]. Unlike conventional differential expression analyses,
which rely on predefined case-control comparisons and
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emphasize statistical significance of individual genes,
machine learning leverages multidimensional models
that capture nonlinear relationships, spatial dependen-
cies, and higher-order interactions within raw or normal-
ized data [15, 16]. This enables not only more accurate
classification of patients, but also the discovery of novel
biomarkers and regulatory interactions with enhanced
robustness [17-19]. In contrast to the lens of classical
approaches, machine learning provides a multidimen-
sional framework that is capable of identifying highly
informative transcriptomic alterations within disease
contexts, thereby advancing the identification of dis-
rupted pathways and molecular mechanisms underpin-
ning [15].

In this study, we employed a robust bioinformatics
pipeline incorporating machine learning algorithms to
identify transcripts significantly associated with SCZ
pathophysiology. By analyzing publicly available post-
mortem PFC datasets, we applied this approach - pre-
viously validated in other disease contexts [12-14] - to
elucidate key genes and pathways associated with SCZ.
Additionally, we evaluated the diagnostic accuracy of
identified biomarkers in more clinically accessible sam-
ples (e.g., blood). Our findings elucidate SCZ-associated
genetic mechanisms and molecular pathways, advancing
the understanding of disease pathophysiology. This work
establishes a foundation for developing improved diag-
nostic tools and targeted therapies, ultimately aiming to
enhance the quality of life for individuals with SCZ.

Methods

Search strategy and selection criteria

The 209 publicly available datasets were screened from
the NCBI's Bioproject database (https://www.ncbi.nlm
nih.gov/bioproject/) on February 07, 2025, using the
query “Schizophrenia[All Fields] OR Schizophrenic[All
Fields] AND (“transcriptome gene expression“[Filter]
AND “org human“[Filter])” Data collection was carried
out independently by five researchers, each following the
same standardized protocol. The first screening process
aimed to exclude datasets not related to schizophrenia
or not presenting the disease information on the features
within their metadata (#=68), had no control samples
within (n=22), did not feature human samples (n=1),
only measured miRNAs or circRNAs expression (1=5)
or had samples derived from induced pluripotent stem
cells, cell lines or cells with modified expression in vitro
(n=73), excluding 169 datasets. The remaining 40 data-
sets were mostly of brain and blood samples, the second
screening removed inadequate datasets which didn’t had
gene symbols nor included the selected genes for valida-
tion (1 =8), datasets which were unavailable to download
(n=3), brain datasets featuring other regions than pre-
frontal cortex (n=11 and datasets featuring methylation
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(n=1), a total of 23 removed datasets. After the screen-
ing, only datasets featuring samples from the brain’s
prefrontal cortex, PBMC, leukocytes, lymphocytes, and
whole blood, with both SCZ and control samples, were
included in the analysis.

The final sampling for this analysis resulted in 17 data-
sets, for microarray, 6 featuring samples of whole brain,
2 featuring brains’ prefrontal cortex pyramidal neuron
cells, 1 featuring brains’ prefrontal cortex parvalbumin
neuron cells, 2 featuring whole blood, and 2 featuring
PBMCs. For RNA-seq, 4 datasets were included in this
analysis, being 1 featuring peripheral blood, 1 featur-
ing lymphocytes and 2 featuring the brain’s PFC isolated
neurons and oligodendrocytes. All patients with SCZ
were diagnosed according to DSM-IV or DSM-III in their
respective original studies, the great majority on treat-
ment with antipsychotic medicines, such as haloperidol,
risperidone, olanzapine, clozapine and quetiapine. The
overall age and sex distribution among each dataset with
available information was assessed using the compare-
Groups package (version 4.9.1) [15], statistical difference
in age among the groups was tested using Mann-Whit-
ney U, while the sex frequency was tested using Pearson’s
chi-square.

The microarray datasets were downloaded using the
GEOgquery package (version 2.72.0) [16], using the func-
tion getGEOQ with the parameter GSEMatrix set as TRUE
to download the expression matrix and FALSE to down-
load the metadata. Gene probes were collapsed using the
WGCNA package (version 1.73) [17], using the function
collapseRows with the expression data and annotation
data as input, method parameter was set as “absMax-
Mean”. Outlier samples’ detection and removal were per-
formed using the arrayQualityMetrics package (version
3.60.0), using the function outlier with the method set as
“KS” [18]. For this analysis, only control and SCZ sam-
ples were included, even from datasets featuring other
conditions such as bipolar disorder and PTSD. After
the download, the datasets GSE17612 and GSE53987
were transformed into log2, due to the absence of previ-
ous normalization, datasets with previous normalization
were maintained untransformed. On the other hand,
the RNA-seq datasets had their processed count tables
retrieved directly from the geoNCBI's download data
platform. The download and all subsequent analyses were
performed in R (version 4.4.2).

Data analysis

Analysis design and batch effect correction

The datasets were split between discovery and validation
sets. All combinations of brain datasets were merged to
assess the most efficient combination based on the num-
ber of genes and samples comprising the merged dataset.
The merging was performed using the dplyr package’s
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Jjoin_all function [19], merging by gene symbols in order
to retrieve only common genes among the datasets, then
the number of common genes and samples for each com-
bination were assessed (Supplementary Material 1). The
most efficient discovery set was composed of 4 datasets
(GSE17612 [20], GSE12649 [21], GSE53987 [22], and
GSE92538 [22]), with a total of 226 samples (124 con-
trol and 102 SCZ) and 10,829 genes. The remaining 13
datasets were kept for validation. Afterward, the batch
effect was corrected using the Surrogate Variable Analy-
sis, available at the sva package’s (version 3.52.0) [23].
The batch effect correction was evaluated using Principal
Component Analysis (PCA) before and after the Com-
Bat, principal components were retrieved using the stats
package (version 4.2.2) prcomp function, with the param-
eter scale set as TRUE.

Furthermore, the validation microarray sets were
arranged and merged according to the datasets’ tis-
sue. The brain validation dataset was composed of the
2 remaining brain datasets (GSE21138 [24] GSE12654
[25]), featuring 84 samples (43 control and 41 SCZ). The
whole blood validation dataset was composed of 2 data-
sets (GSE38484 and GSE38481 [26]), with 235 samples
(115 control and 120 SCZ). The PBMCs validation data-
set al.so was composed of 2 datasets (GSE18312 [27]
and GSE27383 [27]), presenting 88 samples (34 control
and 54 SCZ). Regarding isolated neurons, the Pyramidal
neuron dataset was composed by 2 datasets (GSE93987
[28] and GSE87610 [28]) and presented 309 samples (178
control and 131 SCZ). The parvalbumin neuron dataset,
GSE93577 [24], was maintained as an individual dataset
and had 139 samples (69 control and 70 SCZ).

For the RNA-seq validation datasets, the lymphocyte
dataset GSE165604 [29]was included individually, fea-
turing 37 samples (18 control and 19 SCZ). Peripheral
blood was also included as validation, with the dataset
GSE263180, which featured 29 samples (20 control and 9
SCZ). Lastly, isolated neurons and oligodendrocytes were
also assessed in validation, with 2 datasets (GSE112523
[30] and GSE107638 [31]) being joined, totaling 74 sam-
ples (44 control and 30 SCZ) after removing non-SCZ or
control samples. All merged validation datasets for each
tissue with 2 or more datasets also had their batch effects
corrected and evaluated using the same packages and
methods as the discovery set.

Feature selection: differential expression analysis and
machine learning

After the batch effect correction, differential expression
analysis was applied to the discovery set, using the limma
package (version 3.60.6) [32]. This analysis used a design
data created based on groups (SCZ or control) informa-
tion and expression data as input, the statistical values
were calculated by fitting a linear model with the function

58

58



Reboucgas et al. BMC Psychiatry (2025) 25:1177

ImFit, including contrasts based on groups with the func-
tion contrasts.fit, and applying empirical Bayes modera-
tion of the standard errors with the function eBayes, all
functions parameters were set as default, aside from the
input expression and design data. The performed com-
parison was SCZ vs. control groups, set with SCZ - con-
trol at the limma’s makeContrasts function, differentially
expressed genes (DEGs) were identified using thresholds
of |logFC| > 1 and FDR-adjusted p-value < 0.05.

The identification of the most informative DEGs, their
expression data was retrieved, and feature selection was
performed using the random forest algorithm, imple-
mented in the randomkForest (version 4.7-1.2) [33] and
caret (version 7.0-1) [34] packages. The random for-
est’s parameters were mtry set as 24, maxnodes set as 6,
and generating 400 trees. The most informative DEGs
were selected based on their mean decrease gini, which
is related to the tree’s group homogeneity in its leaves,
in order to retrieve the genes with highest classification
potential. To assess these most informative genes’ overall
profile, a heatmap with unsupervised hierarchical clus-
tering was created with these genes’ z-scaled expression
values, using the Manhattan distance and ward D2 clus-
tering method. A k-fold cross-validation was also per-
formed to evaluate the predictive model, using the caret
package’s confusion matrix to assess its overall perfor-
mance, with 5-folds and 100 repetitions. The inputs for
the confusion matrix were the real classes of each sample
and predictions performed by the model, trained with
the “rf” method. The ¢rControl parameter was set using
the method “repeatedcy’, fold of 5, and repeat 100 times.

The validation step was performed to evaluate the most
informative genes’ performance in discriminating SCZ
from control samples in other tissue types. For this, the
samples’ classification was performed in each valida-
tion dataset, classifying its samples into SCZ or control,
the overall classification accuracy was assessed compar-
ing the models’ predicted sample classification and the
real sample classification, its overall performance was
assessed using ROC curves, with the package pROC
(version 1.18.5) [35]. A total of eight validation sets
were included, featuring samples of brain, whole blood,
PBMCs, leukocytes, lymphocytes, brain PFC’s pyramidal
neurons, parvalbumin neurons and isolated neurons.

Identifying the most represented pathways: enrichment
analysis

To identify which biological pathways were associ-
ated with the DEGs and random forest-selected genes,
an enrichment analysis was performed with the DEGs’
available Entrez IDs, retrieved using the biomaRt pack-
age (version 2.60.1) [36], and sorted fold change val-
ues as input, using the clusterProfiler [37] package
(version 4.12.6) [37]. The main employed function was
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the compareCluster, with a maximum gene set size of
500, minimum gene set the size of 10, q value cutoff of
0.2, p-value cutoff of 0.05 and p adjust method “FDR”
as parameters. This analysis was performed twice, using
the parameter “fun” set as “enrichPathway” for using the
Reactome [38] and “enrichKEGG” for KEGG [39] data-
bases, aiming to provide further information regarding
the DEGs and random forest genes’ associated pathways.
The list with all packages employed in this study is avail-
able as Supplementary Material (Supplementary Material

1.

Results

Study design and population description

From the 209 initially assessed datasets, 17 were retrieved
for further analysis. The sampling details, including the
exclusion criteria applied to each dataset, are available
as supplementary material (supplementary material 2).
The PFC, composed mainly of Brodmann Areas (BA) 10,
46 and 9, has been selected due to neurobiological evi-
dence demonstrating its relevance to SCZ pathogenesis,
as this region plays a central role in supporting cognitive
functions well known to be impaired in this disease [6].
Furthermore, the PFC’s particular prolonged maturation,
prolonged through adolescence, aligns with the typical
onset period of SCZ [40].

After assessing all combinations of brain’s prefrontal
cortex datasets, 4 datasets were selected as the Discovery
dataset, while the remaining 2 brain datasets were used
for validation, alongside 2 featuring PBMCs, 2 featuring
whole blood, 2 featuring PFC’s isolated pyramidal neu-
rons, 1 featuring prefrontal cortex’s isolated parvalbumin
neurons, 1 featuring leukocytes, 1 featuring lymphocytes
and two featuring PFC’s isolated neurons (Fig. 1). All
assessed combinations’s datasets, number of genes and
samples have been summarized (Supplementary mate-
rial 3). Regarding the age and sex distribution among
the datasets, several datasets had no age and sex related
information available (GSE12649, GSE12654, GSE87610,
GSE93577, GSE93987). Among the datasets with avail-
able age and sex information, the only significant dif-
ference was in sex distribution, observed in the Whole
Blood set (comprising GSE38481 and GSE38484), where
the SCZ group included more males than the control
group (Supplementary material 4).

Differential expression and feature selection to
characterize schizophrenia

The four datasets comprising the discovery set were
retrieved, and batch effects were corrected (Figure S1).
The final discovery dataset included 226 samples (124
controls and 102 SCZ cases) and 10,829 genes A total of
532 DEGs were identified when comparing the SCZ vs.
control groups, of which 383 were upregulated and 149
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SRA Bioproject query
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/
(n = 209 datasets)

Query:
Schizophrenia[All Fields] OR Schizophrenic[All
Fields] AND ("transcriptome gene
expression”[Filter] AND "org human"[Filter])

Records screened
(n =209)

Brain and blood
records assessment
(n =40)

Studies included in
the analysis

(n=17)
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Fig. 1 Sampling flow chart. Flow chart depicting the sampling process for this Individual participant data meta-analysis, with details about exclusion

criteria and numbers of excluded/included studies

were downregulated. A summary of all identified DEGs
and their related statistics are available as Supplementary
material (Supplementary material 5). To assess potential
p-value inflation in our differential expression analysis,
we generated a QQ-plot to visualize the observed ver-
sus expected p-value distributions (Figure S2). To iden-
tify the most informative differentially expressed genes
(DEGs) distinguishing SCZ from control samples, we
performed feature selection using the random forest
algorithm. The top three genes—HUWEI, PTGDS, and
RPL31—were selected based on the mean decrease in the
Gini index, forming the most predictive model (Fig. 2A
& Supplementary Material 6). To evaluate the expres-
sion profile of these genes, a heatmap with z-score-scaled

expression data was employed (Fig. 2B). Two major clus-
ters were observed on the heatmap, the first being com-
posed of mainly SCZ samples (84.31%), while the second
cluster was formed mainly by control samples (87.09%).
Furthermore, all three genes were upregulated in SCZ
samples: RPL31, HUWEI, and PTGDS had fold changes
of 7.62, 20.84, and 26.90, respectively. The k-fold cross-
validation analysis revealed a good discrimination perfor-
mance in the discovery samples, with an accuracy of 1.0,
95% confidence interval (C.I.) [0.98, 1], no information
rate of 0.55, kappa of 1, sensitivity of 1, specificity of 1,
positive and negative predictive values of 1.

The validation sets were separated based on the tissue:
brain, whole blood, PBMCs, leukocytes, parvalbumin

60

60



Reboucgas et al. BMC Psychiatry (2025) 25:1177

A B

Page 6 of 13

HUWE1 @ Mean Decrease
_ control — . _
PJEL%? @ Accuracy . scz
GAPDH o3 . .
TUBAIB 04 Schizophrenia
TUBAIC Os Vs
TUBB
wemoeccoss R Conto
LDHg Glrg .
B .
HSPGOAAT : 20 | | RPL31
SNAP25. BB
AP | HUWE1
NDUFB8 I PTGDS r————
o Z-score Fold change 0 10 20
FAM127A T Significance _ Fold change _
ATPBV1E1 Log2,
PEBP1 105 0-05-1 p-value < 0.05 (Log2)
10 15 20 25 p-value > 0.05
Mean Decrease Gini
-‘,—? !] Leukocytes [RNAseq] ? !] Lymphocytes [RNAseq]
s !] Brain s !] Isolated Neurons [RNAseq]
5 5
] Z]Whole blood ] !] Pyramidal Neurons
D PBMCs Z] Parvalbumin Neurons
AUC: 0.98, 95% C.1. [0.93 - 1.00]| AUC: 0.64, 95% C.1. [0.45 - 0.82]
/" AUC: 0.75, 95% C.I. [0.63 - 0.87] AUC: 0.67, 95% C.1. [0.54 - 0.79]
AUC: 0.59, 95% C.I. [0.53 - 0.66]
AUC: 0.72, 95% C.. [0.66 - 0.79] AUC: 0.46, 95% C.I. [0.36 - 0.56]

1 - Specificity

1 - Specificity

Fig. 2 Most informative genes identification and discriminative performance assessment. A. Dot plot displaying the random forest's importance values
used to select the most informative genes to separate SCZ from control samples. Mean decrease accuracy is related to the models' accuracy drop when
variables are removed, while Mean decrease gini is related to the tree branches’ homogeneity variation when variables are removed. B. Heatmap with
hierarchical clustering displaying the most informative genes' z-scaled expression data in the discovery set, topside bars represent sample groupings
(red for SCZ and blue for control). The employed distance and clustering methods were Manhattan and ward D2, respectively. Barplots at the right side
display fold change values calculated in the SCZ vs. control comparison performed using limma, green bars represent significant fold changes by P-value
adjusted by False discovery rate. €. ROC curves displaying the most informative genes’ performance when classifying SCZ and control samples, Y axis
represent the sensitivity and X axis the 1-specificity. Curves are colored by sets (purple for leukocytes, green for brain, light blue for whole blood and light
brown for PBMC). D. ROC curves displaying the most informative genes' performance when classifying SCZ and control samples. Curves are colored by
sets (brown for lymphocytes, grey for isolated neurons, blue for pyramidal neurons and dark yellow for parvalbumin neurons)

neurons, pyramidal neurons, lymphocytes, and isolated
neurons; each of them being composed of 1 to 3 differ-
ent datasets. Each tissue composed of 2 or more datas-
ets had its batch effect corrected before proceeding with
the performance assessment (Figure S3). The validation
data with brain cells was composed of 2 different datasets
and presented 84 samples (43 control and 41 SCZ). The
3-genes in this set had their expression values retrieved
and the model’s predictive performance assessed using
an ROC curve, presenting an AUC of 0.75, 95% C.I. [0.63,
0.87] (Fig. 2C). The same was done with the whole blood
set, which was composed of 2 different datasets, present-
ing 235 samples (115 control and 120 SCZ). In this data-
set, the ROC curve had an AUC of 0.72, 95% C.I. [0.66,
0.79] (Fig. 2C). The PBMC set was also composed of
2 datasets, had a total of 88 samples (34 control and 54
SCZ), and the presented AUC in this tissue was 0.75, 95%
C.I. [0.65, 0.85] (Fig. 2C). The leukocyte RNA-seq dataset

was composed of 1 dataset featuring 29 samples (20 con-
trol and 9 SCZ), the AUC when classifying these samples
was 0.98, 95% C.I. [0.93-1.00] (Fig. 2C).

Next, the pyramidal neurons microarray set was
assessed, composed of 2 datasets and with 309 samples
(178 control and 131 SCZ). Unlike the other tissues, the
3-gene model showed reduced discriminative perfor-
mance in this dataset, with an AUCs of 0.59, 95% C.I.
[0.53, 0.66] (Fig. 2D). Following, the parvalbumin neu-
rons set was composed of only 1 dataset, presenting 139
samples (69 control and 70 SCZ). The 3-gene model accu-
racy was also reduced in this set, with an AUC of 0.46,
95% C.I. [0.36, 0.56] (Fig. 2D). The lymphocyte classifi-
cation analysis, comprising 1 RNA-seq dataset (37 total
samples: 18 controls and 19 SCZ cases), demonstrated
modest discriminative performance with an AUC of 0.64
(95% CI: 0.45-0.82) (Fig. 2D). Lastly, the RNA-seq set
with isolated neuron samples was composed of 2 datasets
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with 74 samples (44 control and 30 SCZ). The model’s
performance in this set achieved an AUC of 0.67, 95%
C.L [0.54-0.79] (Fig. 2D). The featured tissues, number
of samples, calculated AUCs, type of data, and datasets
composing each validation set were compiled in Table 1.
These findings suggest that the model’s discriminatory
signal may not be detectable in isolated neurons or lym-
phocytes but could be transmitted across the blood-brain
barrier and rise from other supporting cell types.

Pathways associated with schizophrenia’s DEGs are also
associated with other neuronal and psychiatric disorders
Following the identification of a SCZ-associated tran-
scriptomic signature and validation of the model’s accu-
racy across independent datasets (including multiple
tissue types), we next investigated the biological path-
ways associated with these candidate genes. From the
DEGs we identified 92 enriched pathways in the KEGG
database and 432 in the Reactome database; the tables
with all enriched pathways and input data are available
as Supplementary material (Supplementary material 7).
We then extracted the top 10 most enriched pathways
(ranked by gene ratio) for both up and downregulated
DEGs from each database. To ensure comprehensive cov-
erage, we additionally included pathways that showed
enrichment in both DEG groups’ top 10, even if they
didn’t rank among the top 10 in one group. Finally, we
highlighted the top 10 pathways associated with our ran-
dom forest model’s top 5 most important genes.

First, the KEGG database’s top 10 pathways enriched
by upregulated DEGs may suggest consistent associations
between the identified genes with neuronal and psychiat-
ric disorders. Pathways such as “Phagosome’; “Alzheim-
er’s disease’, “Diabetic cardiomyopathy’, “Amyotrophic
lateral sclerosis’, “Prion disease’, “Huntington’s disease’,

Page 7 of 13

“Pathways of neurodegeneration - multiple diseases’,
and “Parkinson’s disease” included one or more genes
from the random forest model in its composition, poten-
tially involving neuronal loss or inflammatory processes
(41, 42]. (Fig. 3). Alongside them, the “Synaptic vesicle
cycle and Oxidative phosphorylation” pathways were
also enriched in this gene set (Fig. 4). On the other hand,
its downregulated counterpart’s top 10 enriched path-
ways were mostly associated with metabolic pathways,
such as “Gastric acid secretion’; “Aldosterone synthesis
and secretion’; “Carbohydrate digestion and absorption’;
“Growth hormone synthesis’, secretion and action’, “Thy-

» o«

roid hormone synthesis’, “Ferroptosis’, “Aldosterone -
regulated sodium reabsorption’, “Glutamatergic synapse’,
“cGMP - PKG signaling pathway” and “Mineral absorp-
tion” (Fig. 4).

Regarding the Reactome database’s top 10 pathways
enriched by upregulated DEGs, the pathways “Trans-
mission across Chemical Synapses’, “Neurotransmitter
receptors, and postsynaptic signal transmission’, “HSP90
chaperone cycle for steroid hormone receptors (SHR)
in the presence of ligand’, “Neuronal System’, and “Cel-
lular response to starvation” had random forest genes in
their compositions (Fig. 3). Furthermore, the pathways
“citric acid (TCA) cycle and respiratory electron trans-
port’, “Respiratory electron transport, ATP synthesis by
chemiosmotic coupling, and heat production by uncou-
pling proteins’, “Transferrin endocytosis and recycling’,
“Iron uptake and transport” and “Respiratory electron
transport” were also enriched by this set of genes (Fig. 4).
The downregulated DEGs’ enriched pathways were “Opi-
oid Signalling’; “Signaling by NTRK1 (TRKA)’, “Signaling
by NTRKSs’, “VEGFA - VEGFR2 Pathway’, “CS/DS deg-
radation”, “CLEC7A (Dectin-1) induces NFAT activa-

tion’, “Golgi Associated Vesicle Biogenesis’, “Fcgamma

Table 1 Characterization of validation datasets, exhibiting type of tissue, number of samples, overall performance of the most
informative genes when discriminating SCZ and control samples, type of data (microarray or RNA-seq) and datasets that compose the
validation set. The assessed brain's prefrontal cortex are mainly from brodmann's areas (BA) 10, 46 and 9

Tissue Samples
Brain prefrontal cortex (BA 10, 46, 9) N=84

AuC Type of data Datasets composing
0.75,95% Cl. [0.63,0.87] Microarray GSE12654, GSE21138

[SCZ: 41, Control: 43]

PBMC N=88

0.75,95% CI. [0.65,0.85] Microarray GSE18312, GSE27383

[SCZ: 54, Control: 34]

Whole Blood N=235

0.72,95% CI. [066,0.79] Microarray (GSE38484, GSE38481

[SCZ: 120, Control: 115]

Brain dorsolateral prefrontal cortex (pyramidal neurons) N=309

0.59,95% C.1.[0.53,0.66] Microarray ~ GSE93987, GSE87610

[SCZ: 131, Control:- 178]

Brain dorsolateral prefrontal cortex (parvalbumin neurons) N=139

[SCZ: 70, Control: 69

Leukocytes N=29

[SCZ: 9, Control: 20]

Lymphocytes N=37

046, 95% C. [0.36,0.56] Microarray GSE93577
0.98,95% C.I.[0.93-1.00] RNA-seq GSE263180
0.64, 95% CI. [045-0.82] RNA-seq GSE165604

[SCZ: 18, Contral: 19]

Brain prefrontal cortex (neurons) N=139

0.67,95% CI.[054-0.79] RNA-seq GSE112523,GSE107638

[SCZ: 70, Control: 69]
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dot size represents the pathways’ gene ratio, while the color represents its P-

value adjusted by False discovery rate. Background coler represents the two different databases assessed for the enrichment, light blue represents KEGG
pathways and light red represents reactome pathways. The Y and X axis displays the pathways and DEG set, separated by fold change direction (up or
down compared with control), respectively. Pathway names written in bold letters have the 3 genes in its composition. Employed parameters in each

enrichment were: Maximum gene set size of 500, minimum gene set size

of 10, g-value cutoff of 0.2, p-value cutoff of 0.05, p-adjustment method “FDR’,

and fun was set as "enrichPathway" for Reactome and "enrichKEGG" for KEGG

»

receptor (FCGR) dependent phagocytosis’, “Response to
metal ions” and “Metallothioneins bind metals” (Fig. 4).

Discussion

This study employed a robust bioinformatics pipeline to
identify consistent transcriptomic signatures of schizo-
phrenia (SCZ) across multiple publicly available gene-
expression datasets. This method of employing machine
learning algorithms to identify transcriptomic biomark-
ers for characterizing diseases was used in previous
studies with other diseases, such as Tuberculosis [12],
HTLV-1 [13], and even Parkinson’s disease [43]. In this
study, the brain’s prefrontal cortex’s Brodmann areas 9,

10, and 46, were the tissues used as the discovery set, as
these areas’ dysfunction is a hallmark of SCZ [44, 45].
The predictive model based on random forest achieved
AUCs >0.70 in brain, blood, leukocytes and PBMC sam-
ples, exhibiting a consistently high accuracy even in more
accessible types of tissue. Finally, this predictive model
was composed of only three upregulated genes in SCZ:
HUWEIL, PTGDS, and RPL31.

The most informative gene, HUWEI, is suggested to
play key roles as a conserved regulator in neuron progen-
itor cells’ proliferation and differentiation [46]. Despite
being located on the X-chromosome, this gene’s expres-
sion levels are comparable between males and females
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due to X-inactivation in females [47]In the SCZ context,
de novo mutations in this gene were found in patients
with this disease [48], which can be related to this gene’s
defective variations being associated with intellectual dis-
ability [49], a common symptom of SCZ. Unlike the other
two genes, RPL31 presents no previous associations with
SCZ, although a previous study identified proteins coded
by genes from the same family with lower abundance in
SCZ compared to control in neural cells derived from
olfactory neurosphere-derived (ONS) cells [50]. How-
ever, the results observed in the previous study cannot
be directly compared with this analysis’s results, due to
methodological differences between both studies.

The third gene composing this model, PTGDS, may
also present important associations with SCZ, being
previously proposed as a cerebrospinal fluid biomarker
for this disease and also for Alzheimer’s [51]. This gene
was selected as a biomarker in the brain datasets, despite
being highly expressed in non-neuronal cell types [52],
which suggests a strong influence of glial and other sup-
porting cell types of cells present in the brain. Encoding
for the protein prostaglandin D synthase, PTGDS, par-
ticipates in prostaglandin metabolism, as it catalyzes the
conversion of prostaglandin H2 to PGD2, a potent modu-
lator of inflammation in the central nervous system. This
molecule plays major roles in neuroinflammatory pro-
cesses [53], being related to pathways enriched in KEGG,
such as “Phagosome” and glial-associated pathways
enriched in Reactome, including “Cellular response to
starvation” and “Fcgamma receptor (FCGR)-dependent
phagocytosis” [54].

The influence of glial and other supporting cell types
was also observed in the lower performance validation
analyses using isolated neurons, which achieved AUCs <
0.59. This suggests that isolated neurons lack the discrim-
inative expression levels seen in whole-brain samples. In
addition to PTGDS’s expression being more prominent in
non-neuronal cell types, the reduced performance of our
model in isolated neuron datasets may also reflect the
absence of neuron-glia interactions. Neuron—glia com-
munication plays a fundamental role in regulating neuro-
nal activity and gene expression [55], and the lack of these
interactions in isolated neuron samples could diminish
the signal detected in bulk tissue analyses. The successful
validation in whole blood, leukocytes, and PBMCs sug-
gests that the biomarker’s expression profile can cross the
blood-brain barrier and be detected in peripheral circula-
tion. Notably, the reduced classification performance in
isolated lymphocytes implies the discriminative signal
may not be lymphocyte-specific, but rather influenced by
other leukocyte populations - a hypothesis supported by
the stronger performance observed in leukocyte samples.

While most of the top informative genes we identi-
fied have been previously linked to SCZ, our enrichment
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analysis further supports their association with this dis-
order. Notably, several KEGG pathways—particularly
those involving the random forest-selected genes—
showed relevance to SCZ, with most being associated
with neuronal disorders. Despite their dominant etio-
logic pathways and clinical presentations being different,
both Alzheimer’s disease and SCZ share the brain’s white
matter impairment and cognitive deficit as common fea-
tures [56]. Furthermore, people with schizophrenia have
2-4 times higher risk of developing Alzheimer’s than the
general population [57]. Amyotrophic lateral sclerosis
also has associations with SCZ, their common biologi-
cal mechanisms being not well understood, however, a
genetic loci correlation of 14.3% between both diseases
has been observed [58]. Regarding Prion and Hunting-
ton’s diseases, both diseases lack strong associations with
SCZ, being mostly related due to the SCZ-like psychosis
clinical feature [59, 60]. Lastly, SCZ is a risk factor for
Parkinson’s disease [61] and diabetes [62], although more
studies are necessary to enlighten possible associations
between these conditions.

Several enriched pathways containing random forest
genes in the Reactome database may have associations
with the SCZ’s abnormal synaptic functions and neuronal
plasticity [63], such as “Transmission across Chemical
Synapses’; “Neurotransmitter receptors and postsynap-
tic signal transmission’, and “Neuronal System”. Further-
more, the pathways enriched by downregulated DEGs
related to Neurotrophins, such as signaling by NTRKs,
are also related to survival, differentiation, and plastic-
ity of neurons [64]. The NTRK1 (TRKA) is related to the
maintenance of neuronal cells’ integrity in adulthood
[65]. The gene HUWEI may play a major role in these
pathways, encoding for E3 ubiquitin ligase, as a regulator
for synaptic protein turnover, neuronal differentiation,
and neurotransmission, processes which dysregulation
has been associated with SCZ [66].

Some enriched pathways containing upregulated DEGs
were related to mitochondrial activity, such as “the cit-
ric acid (CA) cycle and respiratory electron transport’,
“Respiratory electron transport, ATP synthesis by chemi-
osmotic coupling, and heat production by uncoupling
proteins” and “Respiratory electron transport”. The mod-
el’s gene RPL31 can also be related to these metabolic and
energy-related pathways, as it encodes for a ribosomal
protein, which participates in translational control and
protein synthesis [67]. Furthermore, reduced number of
mitochondria in several brain regions has been associ-
ated with the SCZ's pathophysiology before [68], perhaps
the upregulated DEGs enriching these pathways reflect
the lower number of mitochondria compensating for the
lack of units with higher activity levels.

This study has some limitations; information regarding
the samples’ ethnicities is not available in the metadata
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of several employed studies, possibly introducing a bias
regarding ethnicity representation, which cannot be mea-
sured with the present data, once SCZ clinical presenta-
tion and risk vary across different ethnic and ancestral
backgrounds [69, 70]. Covariates such as gender and age
couldn’t be included in the limma model used to identify
the DEGs, as this model demands consistent metadata
across all unavailable datasets. Another potential bias is
related to the use of antipsychotics, as all datasets have
samples from SCZ patients who use antipsychotics reg-
ularly; this probably creates a confounding factor as to
whether the changes in their gene expression levels are
related to the disease or the treatment. Another limita-
tion is towards the results’ causal interpretations, as this
study’s cross-sectional nature doesn’t provide enough
information to establish if the observed gene expres-
sion values are SCZ causes or consequences. To address
this limitation, longitudinal studies that evaluate these
gene expressions across time points would be necessary.
Lastly, further studies are necessary to explore this set
of genes’ performance with other populations to further
validate these genes and pathways’ specific expression in
SCZ.

Conclusions

The enrichment analysis revealed pathways with previ-
ous associations towards SCZ’s pathophysiology in both
KEGG and Reactome databases, which anchors this
study’s findings with the present knowledge towards
SCZ. Our findings suggest that SCZ may involve sys-
temic inflammatory processes rather than being central-
ized around neurons, which may potentially shift future
research focus toward other non-neuron cell types.
Although further studies are necessary to further validate
this biomarker’s performance and application, includ-
ing in other populations, our findings pinpointed key
genes and their associated pathways that are differentially
expressed in SCZ, shedding light on potential disease’s
underlying mechanisms. This knowledge is crucial for
potentially developing a new diagnostic test based on the
expression levels of three genes, using easily accessible
blood samples. This approach represents a significant
improvement over current diagnostic strategies, enhanc-
ing the detection and management of SCZ.

Abbreviations

sCz Schizophrenia

DSM Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
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