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RESUMO 
 

O transtorno depressivo maior é uma doença que afeta em torno de 320 milhões 

de pessoas no mundo, sendo que em torno de 50 a 60% desses indivíduos não responde 

adequadamente aos fármacos de primeira linha. Ainda não conhecemos os marcadores 

moleculares envolvidos com a falha na resposta farmacológica. Dessa forma, este 

trabalho utilizou análises in sílico em três organismos para auxiliar nessa avaliação. Foi 

realizada uma revisão sistemática da literatura a partir dos artigos publicados na base de 

dados PubMed, foi feita a triagem e curadoria manual dos artigos, assim como a seleção 

de proteínas e genes relacionados ao TDR. Assim, pôde-se construir uma rede de 

interação proteína-proteína para cada organismo, sendo que foram derivadas destas outras 

redes de proteínas com ação central em regiões como córtex pré-frontal e hipocampo. 

Com isso chegou-se a proteínas como subunidade do receptor AMPA (Gria4), proteínas 

relacionadas com sobrevivência e plasticidade neuronal (BDNF e Mapk1) e proteínas 

relacionadas à transcrição do BDNF (AKT1, mTOR e Creb1) reguladas para baixo. E, 

proteínas como subunidades do receptor de glutamato NMDA (Grin1, Grin2, Grin2b e 

Grin3a), proteínas relacionadas a sinalização de morte celular e necrose (Gsk3a, Gsk3b e 

TNF), Proteína relacionada à conversão de triptofano em quinurenina (Ido1) e 

interleucinas pró inflamatórias (Il1b e Il6) reguladas para cima. Dessa forma acredita-se 

que essas proteínas podem ser potenciais marcadores do TDR, podendo ser utilizados 

para estudos pré-clínicos como alvos terapêuticos na psiquiatria de alta-performance.  
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ABSTRACT 
 

Major depressive disorder is a disease that affects around 320 million people 

worldwide, and about 50 to 60% of these individuals do not respond to first-line drugs. 

We still don't have knowledge about the molecular markers involved in the failure in 

pharmacological response. Thus, this work used in silico analysis in three organisms to 

assist in this evaluation. A systematic literature review was performed from the articles 

published in the PubMed database, those articles were screened and manually curated, as 

well as the selection of proteins and genes related to TRD. Therefore, a protein-protein 

interaction network could be constructed for each organism, and other protein networks 

with central action in regions such as prefrontal cortex and hippocampus were derived 

from these networks. This led to proteins such as AMPA receptor subunit (Gria4), 

proteins related to neuronal survival and plasticity (BDNF and Mapk1) and proteins 

related to down-regulated BDNF transcription (AKT1, mTOR and Creb1). And proteins 

such as NMDA glutamate receptor subunits (Grin1, Grin2, Grin2b and Grin3a), proteins 

related to cell death and necrosis signaling (Gsk3a, Gsk3b and TNF), tryptophan-to-

kynurenine conversion-related protein (Ido1) and pro-inflammatory interleukins (Il1b and 

Il6) up-regulated. In this way we believe that these proteins may be potential markers of 

TRD and could be used for preclinical studies as therapeutic targets in high-performance 

psychiatry. 
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INTRODUÇÃO 
 

 Um dos transtornos mentais mais recorrentes e incapacitante é o transtorno 

depressivo maior (TDM). Ele acomete mais de 320 milhões pessoas no mundo, sendo que 

o agravamento do transtorno pode levar a circunstâncias críticas como o suicídio.  Mais 

de 150.000 internações por ano no Brasil são relacionadas à esquizofrenia e transtornos 

psiquiátricos comuns, isso corresponde a um gasto anual médio de US$ 67,216,056 com 

despesas hospitalares (CAMERON et al., 2014; CARTERI et al., 2020).   

O tratamento para a depressão é realizado a partir de fármacos, psicoterapia ou 

métodos alternativos como estimulação eletromagnética do córtex pré-frontal. Porém, 

ainda havendo fármacos com diferentes mecanismos de ação, a resistência aos 

antidepressivos é recorrente no tratamento do TDM. Cerca de 50% a 60% dos indivíduos 

tratados não apresentam recuperação significativa dos sintomas depressivos, mesmo 

utilizando múltiplos medicamentos. Esse quadro é caracterizado pelo transtorno 

depressivo resistente (TDR) (ZUSKY, 1988; FAVA, 2003). 

Por conta do número significativo de pacientes que apresentam o transtorno 

depressivo resistente, ou seja, que possuem uma falha na resposta ao tratamento de pelo 

menos 2 medicamentos distintos administrados, a necessidade de investigação acerca de 

estratégias e alternativas para o tratamento desses pacientes é de fundamental relevância 

(SWAINSON et al., 2019). Porém, ainda que existam informações que levantem 

hipóteses sobre os mecanismos envolvidos com a resistência farmacológica na depressão, 

os dados apresentados na literatura são escassos e inconclusivos. 
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REVISÃO DE LITERATURA 
 

O transtorno depressivo maior (TDM) é uma desordem mental recorrente e 

incapacitante, que acomete mais de 320 milhões pessoas no mundo. Uma vez não tratada 

afeta gravemente os ambientes familiares, de trabalho e sociais, sendo que a pessoa pode 

assumir uma condição inábil de realizar atividades psíquicas e motoras. A disfunção é 

caracterizada por episódios de humor depressivo e perda de interesse ou prazer em quase 

todas as atividades, ao longo de, ao menos, duas semanas. Além dessas características, a 

classificação do TDM é realizada a partir de uma lista de nove sintomas, levando em 

consideração a recorrência e gravidade dos episódios (DSM-5, 2014; CAMERON et al., 

2014;). Ainda, o agravamento do transtorno pode levar a circunstâncias críticas como por 

exemplo o suicídio. Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) 800 mil pessoas 

cometem suicídio anualmente, sendo que a correlação entre transtornos mentais e o 

suicídio já está fortemente estabelecida (BĂDESCU et al., 2016; JAKUSZKOWIAK-

WOJTEN, 2019; OPAS, 2020). 

O desenvolvimento do TDM é resultado de uma combinação de fatores 

ambientais, fisiológicos e genéticos. Dentre os mecanismos genéticos associados ao TDM 

encontram-se a acetilação ou desacetilação de histonas, mutações no DNA, metilação e 

hidroximetilação do DNA e os mecanismos dos RNA não codificantes. A desacetilação 

das histonas, por exemplo, afeta a modulação da expressão gênica, uma vez que há a 

condensação da cromatina e os fatores transcricionais são impedidos de se ligar na fita de 

DNA. Estudos trazem alguns dos genes relacionados com o TDM, tais como, o GDNF, 

SIRT1, SLC6A4, 5-HT2a e APOE (HAN, 2012; UCHIDA et al., 2018; FAN et al., 2019). 

Além disso, a correlação entre a inflamação e a depressão, levantada por Smith 

(1991), possibilitou que outros estudos fossem realizados, onde foram apresentadas 

evidências da relação entre a sinalização pró-inflamatória e a presença de sintomas 

depressivos (KIM and MAES, 2003; KIM et al 2015). Sob uma situação de estresse 

ocorre a ativação do eixo Hipotálamo-Pituitária-Adrenal (HPA), a partir da secreção de 

Hormônio Liberador de Corticotropina (CRH) pelo hipotálamo. O CRH irá estimular a 

glândula pituitária a produzir e liberar o hormônio adrenocorticotrófico (ACTH), que por 

sua vez irá promover a produção de cortisol pela glândula adrenal. O aumento dos níveis 

de cortisol resulta na diminuição da produção do CRH por feedback negativo (DE 

KLOET et al., 1998.)  A atividade exacerbada do eixo HPA promove o aumento dos 
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níveis de cortisol, devido a diminuição da sensibilidade dos receptores de glicocorticóides 

(GRs) e uma resposta atenuada do feedback negativo (Figura 01) (KIM, et al. 2015).  

 

 
Figura 01 - Eixo hipotálamo-pituitária-adrenal. 

(Fonte: KANDEL,  2014) 

 

Estudos demonstram que o nível aumentado de cortisol a longo prazo induz um 

aumento na sensibilidade dos receptores b-adrenérgicos, e um aumento dos níveis 

plasmáticos das catecolaminas. Há evidências, da formação de leucócitos 

polimorfonucleares por conta da exposição prolongada à altos níveis de epinefrina, isso 

gera um aumento na expressão de citocinas pró inflamatórias, como IL-2, IL-6, IL-8 e 

fator de necrose tumoral (TNF), que estão relacionadas positivamente com sintomas 
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depressivos e comportamento suicida (KIM, et al. 2014; PERRY e REID 1993; SOUSA, 

et al. 2015). 

O processo de síntese da serotonina pode ser afetado negativamente pelo aumento 

nas concentrações de cortisol. Sabe-se que o precursor da serotonina (5-hidroxitriptamina) 

é o triptofano, de forma que a enzima triptofano hidroxilase o converte em 5-

hidroxitriptofano. Este perderá seu grupamento carboxila (-COOH) na cadeia orgânica 

por meio da ação da 5-hidroxitriptofano descarboxilase, formando, assim, a serotonina 

(NOLTE, 2002). Com os níveis de cortisol elevados, enzima triptofano hidroxilase é 

inibida, e assim, o triptofano proveniente da dieta tende a ser convertido em quinurenina, 

substância neurotóxica diminuindo a síntese de serotonina. Outro fator afetado pelo 

aumento dos níveis de cortisol é a expressão dos receptores de serotonina. A elevação dos 

níveis de cortisol promove uma diminuição dos RNAs mensageiros (mRNAs) que 

codificam esses receptores, resultando em uma menor quantidade de receptores 

sintetizados, diminuindo também a capacidade de ligação e ação da serotonina 

(WOLKOWITZ, 1999; SARAIVA, 2005). Dessa forma, esses eventos associados irão 

gerar a diminuição dos níveis cerebrais de serotonina e uma menor ação sobre os seus 

receptores, intensificando o quadro característico do TDM. 

 

 

Figura 02 – Estruturas químicas do triptofano, 5-hidroxitriptofano e serotonina. 

(Fonte: Martins et al., 2010) 

Dentre os primeiros fármacos utilizados no tratamento da depressão se encontram 

os inibidores da monoamino-oxidase (IMAO). As aminas biogênicas são inativadas pela 

atividade dessa enzima oxidativa.. A MAO pode ser encontrada em duas isoformas 

distintas: MAO-A e MAO-B, sendo que a MAO-A possui uma preferência pela 

norepinefrina (NE) e serotonina (5-HT), em contrapartida a MAO-B atua 

preferencialmente sobre a dopamina (DA) (BALDESSARINI et al, 1996; GLOVER, 
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1977). Em decorrência da síntese de derivados benzodiazepínicos, foram descobertos em 

1951 os antidepressivos tricíclicos convencionais (ATCs), que atuam na inibição não-

seletiva da recaptação da NE, 5-HT, e em menor proporção da DA. Os inibidores seletivos 

da recaptação de serotonina (ISRS) foram considerados uma nova classe de fármacos 

antidepressivos com o surgimento da fluoxetina, pois esse fármaco se mostrou altamente 

seletivo para a inibição da recaptação de 5-HT. 

Mesmo havendo fármacos com diferentes mecanismos de ação, a resistência aos 

antidepressivos é uma característica comum no tratamento do TDM. Cerca de 50% a 60% 

dos indivíduos tratados não apresentam recuperação significativa dos sintomas 

depressivos, mesmo utilizando múltiplos medicamentos, caracterizando o transtorno 

depressivo resistente (TDR) (ZUSKY, 1988; FAVA, 2003). Diversos estudos sugerem a 

relação entre o quadro inflamatório do paciente à resistência ao tratamento com 

antidepressivos, uma vez que pacientes que possuem níveis de HDL baixo, hiperglicemia, 

hipertrigliceredemia e aumento da citocina IL-6 (uma das citocinas inflamatórias 

relacionadas ao comportamento suicida) possuem uma possibilidade menor de remissão 

dos sintomas depois de dois anos de tratamento com antidepressivos quando comparados 

às pessoas que não possuem essas alterações inflamatórias. (VOGELZANGS, N. et al., 

2014; SOUSA, Rafael T., 2015) Sugere-se que os mecanismos que relacionam esse 

quadro à resistência aos antidepressivos se devem à característica das citocinas 

inflamatórias de interferirem nos níveis centrais de serotonina e triptofano, nas funções 

da microglia, em alterações no funcionamento do eixo HPA, redução na 

neuroplasticidade e/ou na ativação dos receptores de glutamato (ROSENBLAT, 2015). 

Ainda que existam informações que levantem hipóteses sobre os mecanismos 

envolvidos com a resistência farmacológica na depressão, os dados apresentados na 

literatura são escassos e inconclusivos. Portanto, o objetivo desse estudo é construir uma 

rede de interações entre as proteínas, e identificar marcadores moleculares envolvidos 

com o TDR. Estes marcadores poderão ser utilizados como alvos para terapia 

farmacológica em estudos pré-clínicos com objetivo de encontrar novas possibilidades 

terapêuticas para pacientes resistentes. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral 
 

Avaliar os marcadores moleculares envolvidos com o transtorno depressivo 

resistente através de abordagens in sílico. 

 

Objetivos específicos 
 

- Elencar redes de interação proteína-proteína que estejam relacionadas com o TDR;  

- Realizar o levantamento dos marcadores moleculares mais relevantes para o TDR;  

- Analisar os resultados das hipóteses a partir dos dados da mineração de textos e da 

biologia de sistemas e inferir hipóteses experimentais a serem testadas em testes pré-

clínicos.  

- Avaliar os marcadores espécie-específico para construir o perfil molecular comum às 

espécies em relação ao TDR;  

- Identificar diferenças no perfil molecular de cada espécie e relacioná-las ao TDR; 
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METODOLOGIA 
 

Tipificação da pesquisa 

Para cumprir os objetivos desse trabalho as etapas realizadas foram divididas da 

seguinte forma: Busca dos artigos na base de dados PubMed; triagem e curadoria manual 

dos artigos; seleção de proteínas a partir de uma revisão sistemática; construção da rede 

de interação proteína-proteína; análise das redes. 

 Foi realizada uma revisão sistemática da literatura, utilizando um modelo de 

curadoria manual, que tem por objetivo reunir, avaliar criticamente e conduzir uma 

síntese dos resultados de múltiplos estudos primários. Respondendo, assim, uma questão 

previamente formulada, utilizando métodos sistemáticos para identificar, selecionar e 

avaliar os artigos relevantes, e coletar e analisar os dados destes estudos (CORDEIRO, 

2007; COOK, 1967).  Um dos desafios da realização de uma curadoria manual de alta 

qualidade da literatura científica é o volume do escopo constantemente crescente 

(WIEGERS, 2009). 

 

Busca dos artigos 

A primeira fase consistiu no planejamento da revisão sistemática da literatura 

(RSL), onde foi realizada uma busca inicial do tema proposto (Transtorno depressivo 

resistente) na literatura e orientações especializadas. Nesta etapa foram elaborados dois 

constructos, um relacionado aos modelos de estudo da depressão e outro do transtorno 

depressivo resistente (Quadro 01). Para a elaboração dos constructos foi utilizada a 

ferramenta MeSH do NCBI, onde foi possível identificar todos os termos relacionados ao 

tema. 

CONSTRUCTO 1 

Modelo de estudo da depressão 

CONSTRUCTO 2 

Transtorno Depressivo Resistente 

Corticosterone model Depressive Disorder Treatment Resistant 

LPS model Therapy-Resistant Depression 

Social defeat model Treatment Resistant Depression 

Learned helplessness model Refractory Depression 

Genetic model  

Chronic unpredictable stress model  
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Chronic variable stress model  

Maternal deprivation model  

Neonatal dexamethasone exposure model  

Rat model of depression  

Mice model of depression  

Quadro 01 – Definição dos constructos utilizados. 

A busca dos artigos foi realizada na base de dados PubMed em 5 de março de 

2021 utilizando a ferramenta de busca avançada, para isso foi utilizada a string query 

elaborada a partir dos constructos: “corticosterone model” OR “LPS model” OR “social 

defeat model” OR “learned helplessness model” OR “genetic model” OR “chronic 

unpredictable stress model” OR “chronic variable stress model” OR “maternal 

deprivation model” OR “neonatal dexamethasone exposure model” OR depressive 

disorder, major [MeSH Terms] OR "depressive disorder"[MeSH Terms]) OR “rat model 

of depression” OR “mice model of depression” OR “rodent model of depression AND 

Depressive Disorder Treatment Resistant” OR “Refractory Depression” OR “Therapy-

Resistant Depression” OR “Treatment Resistant Depression” [MeSH Terms]". A partir 

desta busca obteve-se 2156 resultados a serem triados.  

Triagem e curadoria manual dos artigos 

Para a triagem dos 2156 artigos referentes à string de busca utilizada inicialmente 

(Figura 03), foram utilizados os seguintes critérios de inclusão: os termos pesquisados 

deviam aparecer no título, resumo ou corpo do texto; os títulos e resumos devem estar 

redigidos na língua inglesa; os artigos devem ter sido publicados entre os anos de 1978 

até 2021, a busca foi finalizada em março/2021. Obtendo um total de 1831 artigos a partir 

dos critérios pré-estabelecidos, estes artigos tiveram seus títulos e resumos lidos pela 

curadoria. Neste processo foram excluídos do estudo os artigos que não abordavam o 

transtorno depressivo resistente e artigos que tratavam do transtorno depressivo bipolar, 

resultando em 1320 artigos para leitura na íntegra pela curadoria de forma manual. Para 

essa segunda etapa os critérios de exclusão utilizados foram os artigos não estarem na 

língua inglesa em sua íntegra, estudos clínicos, não abordar genes, proteínas ou moléculas 

relacionadas ao transtorno depressivo resistente. Dessa forma, foram selecionados para o 

estudo, de acordo com os critérios de inclusão, 315 artigos, dos quais foram coletados os 

seguintes dados descritos no Quadro 02.  
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Dado coletado Descrição 

Nome do gene Nomenclatura de acordo com HGNC 

Regulação do gene 
Regulação para cima (Up) ou para baixo 

(Down) 

Nível de ação Ação sistêmica ou central 

Região da ação central Identificação da região de atuação 

Modelo de estudo 
Estudo em Mus musculus, Rattus 

norvegicus ou Homo sapiens 

Quadro 02 – Descrição dos dados coletados dos artigos estudados. 

 

Figura 03 – Metodologia de seleção de artigo incluídos ou excluídos do estudo. 
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Seleção de proteínas  

 A partir dos dados coletados dos 315 artigos foi montado um quadro contendo 
todas as informações de cada proteína, gene ou molécula encontrada nos artigos (Figura 
04). 

 

 

Figura 04 - Quadro parcial de dados das proteínas e genes relacionados a TDR 

 Após a elaboração do quadro com as proteínas e genes encontrados nos artigos, 

foi feita a busca de cada proteína no banco de dados Uniprot, adicionando ao quadro o ID 

e o nome codificado do mesmo. Dessa forma, todas as proteínas ou genes encontrados 

nos artigos foram identificados a partir do banco de dados. 

 Ainda, em caso de alguma informação faltante no quadro que impossibilite as 

análises, foi feito uma busca minuciosa nos artigos citados pelos autores como referência 

à proteína de interesse, para a identificação de tal informação. Dessa forma, para a 

complementariedade dos dados, os artigos secundários entram no estudo de modo 

referencial, e as proteínas que não possuíam todas as informações foram excluídas do 

estudo. 

 
Construção da rede de interação proteína-proteína 

Para o estudo foi utilizada a construção de grafos para identificar a interação entre 

proteínas. Os grafos são objetos matemáticos que permitem codificar relacionamentos 

entre pares de objetos através da abstração. A construção do grafo conta com os vértices 

sendo compostos pelas proteínas e as arestas a interação destas proteínas. Dessa forma 

podemos identificar a relação das proteínas encontradas nos estudos correlacionando com 
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o TDR (NETTO, 2006). Ainda, é possível identificar proteínas com maior nível de 

interação, formando centros de interação. Essas proteínas são chamadas de proteínas Hub, 

e dessa forma pode-se elucidar sua importância dentro das funções biológicas. 

Portanto, após a coleta dos dados dos 315 artigos e a elaboração do quadro com 

as informações criou-se uma rede de interação proteína-proteína no software Cytoscape, 

utilizando a ferramenta STRING protein query. Por se tratar de um estudo translacional, 

esse processo foi realizado para cada um dos três organismos modelos encontrados: Homo 

sapiens, Rattus norvegicus e Mus muscullus. Foi usado uma pontuação de confiança 0,7 

e uma quantia máxima de 100 interatores.  

Após a construção das redes de cada organismo, foi feita a subdivisão das mesmas, 

formando duas redes a partir de cada organismo, uma com as proteínas de ação sistêmica 

e outra com as proteínas de ação central. Observando as proteínas de ação central, duas 

regiões do encéfalo foram evidenciadas nos dados, e a partir disso foi construído uma 

rede para cada região (Córtex pré-frontal e Hipocampo) Figura 05. 

 

Figura 05 – Fluxograma da construção das redes 
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Na estilização da rede analisada foram utilizados tamanhos diferentes para os 

vértices. Os vértices maiores estavam relacionados às proteínas com maior número de 

citações nos artigos e vértices menores para proteínas pouco citadas. Ainda, as cores 

vermelho e verde dos vértices indica a regulação do gene. A cor vermelha indica uma 

regulação para baixo e a verde uma regulação para cima.  

Cálculo de ponto de corte 

Para a análise da rede de proteínas foi feito um ponto de corte. Identificou-se a 

mediana das citações, e para a rede de proteínas selecionadas utilizou-se apenas o quartil 

superior. Ainda, montou-se uma matriz onde em m (linhas) encontravam-se as proteínas 

e em n (colunas) as grandezas de Citações, Betweennes Centrality, Degree e Closeness 

Centrality obtidas através do software Cytoscape 

Nas citações consta o número de aparições das proteínas estudadas nos artigos 

publicados. Já o Betweennes Centrality indica o grau de influência que uma proteína 

possuí sobre as informações do grafo. O Degree demonstra o número de interações que a 

proteína possui com outros vértices, o que mostra a conectividade das proteínas no grafo. 

O Closseness Centrality apresenta a distância de uma proteína com os demais vértices, o 

que identifica a proximidade da proteína às outras presentes no grafo. A partir desses 

dados foi feito o cálculo do erro médio quadrático com a matriz construída. Para o estudo 

foram selecionadas as proteínas com distância ≥ 0,5.   

 

Figura 06 – Fórmula do erro médio quadrático 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Rede Rattus norvegicus 
 

A partir da construção da rede de interação proteína-proteína nos três organismos 

estudados, observou-se proteínas presentes em vias que podem estar relacionadas com o 

TDR. Dessa forma cada rede foi analisada separadamente, tendo como resultado 36 

proteínas para a rede Rattus norvegicus, sendo 12 reguladas para cima e 24 reguladas para 

baixo (Figura 07).  

 

Figura 07 – Rede de interação proteína-proteína Rattus norvegicus 
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 Utilizando a distância ≥ 0,5 chegou-se ao número final de 10 proteínas, sendo 7 

reguladas para baixo e 3 reguladas para cima (Figura 08). Dentre elas temos subunidades 

dos receptores de glutamato (Grin1, Grin2a, Grin2b, Gria1, Gria2, Gria4), fator de 

transcrição celular (CREB1), proteína kinase ativada por mitógeno (Mapk3) e fator de 

crescimento derivado do cérebro (BDNF). As proteínas reguladas para cima encontradas 

no estudo foram o Grin1, Grin2a e Gria2, já as reguladas para baixo temos Mapk3, Dlg4, 

CREB1, BDNF, Gria1, Gria4 e Grin2b. Dessa forma, duas principais vias estão 

relacionadas a essas proteínas, a via da AKT/mTOR e a via relacionada aos receptores de 

glutamato.  

 

 

Figura 08 – Rede de proteínas selecionadas Rattus norvegicus  

 

Possuímos três subtipos principais de receptores glutamatérgicos ionotrópicos, 

eles são o AMPA, o cainato e o NMDA. Estes recebem sua nomenclatura de acordo com 

o tipo de agonista sintético que os ativam (ácido a-amino-3-hidróxi-5-metilisoxazol-4-

propiônico, cainato e N-metil-D-aspartato, respectivamente). Os receptores 

glutamatérgicos ionotrópicos são excitatórios; o AMPA é ativado pela ligação do 

glutamato no receptor, dessa forma o Na+ flui para a face intracelular da membrana do 

neurônio e o K+ se desloca para o exterior, gerando uma despolarização no soma neuronal, 

o que caracteriza a atividade excitatória. 
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Quando ocorre a despolarização do soma e por conseguinte a ligação do glutamato 

no receptor NMDA, o canal da proteína é desobstruído, e isso aumenta a condutância da 

membrana ao Na+ e ao Ca+. É importante salientar que o cálcio apresenta funções 

celulares importantes, atuando na consolidação de memórias, aumentando a expressão de 

BDNF e facilitando o tráfego de neurotransmissores. Todavia, o excesso de Ca+ no soma 

neuronal é excitotóxico, uma vez que este pode aumentar a produção de espécies reativas 

de oxigênio, está envolvido com inflamação e com a apoptose. A Esketamina, antagonista 

do receptor NMDA, diminui sua condutância, e a inibição do NMDA, por sua vez, gera 

uma hiperexcitabilidade do AMPA, aumentando a expressão do BDNF e diminuindo a 

excitotoxicidade gerada pela hiperatividade do receptor NMDA. (PAPP et al., 2020; 

KANDEL, 2014) 

Dessa forma, nosso estudo demonstrou uma baixa expressão do receptor AMPA 

(Gria1 e Gria4) e uma alta expressão do receptor NMDA (Grin1 e Grin2a), 

correlacionando a excitação dos receptores NMDA por conta do estresse e a 

excitotoxcicidade gerada pela ativação a longo prazo destes receptores no TDR. 

A proteína AKT é responsável pela sinalização celular, para a sobrevivência e 

proliferação celular, a partir da fosforilação da proteína mTOR e da fosforilação da 

Mapk3 pela Ras. A partir desse sinal nota-se a ativação do fator de transcrição CREB, 

que aumenta a expressão do BDNF. O BDNF está relacionado a sobrevivência e 

plasticidade neuronal, assim como sua ausência está correlacionada com 

neurodegeneração e a presença de sintomas suicidas. (JAKUSZKOWIAK-WOJTEN et 

al., 2019; KANDEL, 2014). 

Assim, na rede de proteínas construída em nosso estudo, a baixa expressão da 

Akt3, Mapk3 e BDNF justifica a correlação da apoptose de células neuronais e baixa 

plasticidade com o TDR. 
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Rede Mus musculus 

 

Figura 09 - Rede de interação proteína-proteína Mus musculus 

 

 A rede obtida a partir das proteínas em modelo Mus musculus possui 49 proteínas 

(16 reguladas para cima e 23 reguladas para baixo) (Figura 09). Utilizando a seleção de 

proteínas apenas com distâncias ≥ 0,5 atingiu-se uma rede formada por 14 proteínas.  

Sendo estas 4 reguladas para cima, dentre elas alguns marcadores inflamatórios; e 9 

reguladas para baixo, relacionadas aos receptores de glutamato (Gria1 e Gria4), 

sinalização da transcrição celular para sobrevivência e proliferação (AKT, mTOR e 

Gsk3b), proteína kinase ativada por mitógeno (Mapk1 e Mapk3) e fator neurotrófico 

derivado do cérebro (BDNF) (Figura 10). 
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Figura 10 - Rede de interação de proteínas selecionadas Mus musculus. 

 

Assim como no modelo animal Rattus norvegicus as vias relacionadas as proteínas 

encontradas na rede são da via da AKT/mTOR e aos receptores de glutamato. Também, 

podemos identificar marcadores inflamatórios, que ao apresentarem-se regulados para 

cima podemos considerar um fortalecimento do perfil inflamatório. 

 Estudos demonstram que o estresse crônico pode desencadear a dessensibilizarão 

do eixo HPA, aumentando os níveis de cortisol. Altos níveis de cortisol estão envolvidos 

com uma resposta pró-inflamatória, ativando interleucinas pró-inflamatórias. Por conta 

do perfil inflamatório crescente nesse modelo, a barreira hematoencefálica se torna 

permeável, permitindo a migração de monócito, linfócitos, macrófagos e outras células 

do sistema imune da corrente sanguínea para o sistema nervoso central. (KIM, et al. 2014; 

YANG et al., 2019; KANDEL, 2014) 
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Dessa forma o perfil inflamatório do sistema nervoso central gera alterações da 

expressão dos receptores de glutamato e de serotonina e leva a inibição da via 

AKT/mTOR. Essas variações estão relacionadas às características do comportamento 

depressivo e à resistência farmacológica na depressão. (KIM, et al. 2014; YANG et al., 

2019). 

 Portanto, a expressão regulada para cima de proteínas inflamatórias nesta rede do 

estudo pode caracterizar a relação íntima da inflamação com o transtorno depressivo 

resistente. 

Rede Homo sapiens 

 

Figura 11 – Rede de interação proteína-proteína em Homo sapiens 

 

 Ao formar a rede para a espécie Homo sapiens foram encontradas 131 proteínas 

relacionadas ao TDR (Figura 11). Dessa forma, foram selecionadas apenas as proteínas 

com distâncias ≥0,5, resultando em uma rede formada por 43 proteínas. Destas 13 

proteínas encontram-se reguladas para baixo e 15 reguladas para cima (Figura 12). 
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Nesta espécie encontramos proteínas relacionadas a cinco vias principais, sendo 

elas a via da AKT/mTOR, inflamação e expressão de receptores de glutamato, serotonina 

e opiódes. 

 

 

Figura 12 – Rede de proteínas selecionadas para Homo sapiens. 

 

Da mesma forma que encontrada na rede da espécie Mus musculus, o perfil 

inflamatório demonstrado pela expressão de proteínas inflamatórias como o TNF, 

proteína C reativa (PCR), IL1a, IL2 e CD4, influencia negativamente a via da 

AKT/mTOR. Isso pode estar correlacionado com a regulação para baixo das proteínas 

AKT, mTOR, CREB e Mapk3, todas envolvidas com a sinalização celular para a 

sobrevivência e proliferação celular. Ainda, a inflamação altera a expressão de receptores 

ionotrópicos como NMDA (up regulation) e AMPA (down regulation), podendo 

provocar um aumento na produção de espécies reativas de oxigênio e excitotoxicidade. 
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Além disso, existem algumas controvérsias em relação a regulação dos receptores 

serotonérgicos e opioides. Alguns estudos demonstram que a regulação para cima do 

receptor de serotonina (5-HT2a) possui relação com a baixa biodisponibilidade de 

serotonina na fenda sináptica, por conta da sua hiperatividade. Dessa forma, a resistência 

farmacológica aos antidepressivos pode estar relacionada ao aumento na expressão desse 

receptor (MATHYS; MITCHELL, 2011; MORRIS ET AL., 2015).  

Os receptores opioides possuem resposta excitatória, uma vez que o opioide se 

liga ao receptor ocorre a abertura do canal de cálcio liberando neurotransmissores, dentre 

eles a 5-HT, NA e DA. Visto que no estudo o receptor opioide (OPMR1) encontra-se 

regulado para baixo, a resposta excitatória dos neurotransmissores é atenuada, possuindo 

correlação com os sintomas depressivos (MATHYS; MITCHELL, 2011; MILLER; 

MORAN; HALL, 2016). 

Intersecção das redes 

. 

 

Figura 13 – Intersecção das redes dos modelos de depressão. 

 

 Na rede de intersecção das espécies estudadas pode-se encontrar três vias em 

comum, sendo elas a via AKT/MTOR; a via relacionada às subunidades dos receptores 

de glutamato (NMDA e AMPA); e proteínas relacionadas à hipótese inflamatória. Esses 

marcadores são candidatos a alvos de estudos para resistência farmacológica aos 

antidepressivos. Observa-se uma quantidade maior de proteínas inibidas do que reguladas 

para cima na intersecção das redes, assim como uma predominância em proteínas 
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periféricas, por conta dos estudos clínicos em humanos serem limitados quanto aos 

marcadores centrais. 

A partir das análises feitas por região do encéfalo, obteve-se resultados 

significativos nas regiões do córtex pré-frontal e hipocampo de camundongos, ratos e 

humanos. Essas regiões são responsáveis pelo controle cognitivo, executivo e emocional 

do comportamento e controle de comportamentos motivados específicos e estado de 

alerta (KANDEL, 2014). 

Em camundongos observou-se o receptor NMDA regulado para cima e o receptor 

AMPA regulado para baixo no córtex pré-frontal (Figura 14). Estudos demonstram 

efeitos antidepressivos quando fármacos agem diretamente ativando os receptores AMPA 

e inibindo os receptores NMDA na região do córtex pré-frontal de camundongos 

(AUTRY et al., 2011; YANG et al., 2015). Ainda, destaca-se a proteína GSK3b regulada 

para baixo, esse sinal é a chave para desencadear a cascata de morte celular, relacionada 

com os sintomas depressivos (MISKOWIAK, 2014).  

Figura 14 – Rede de proteínas com ação no córtex pré-frontal de camundongo 
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 Da mesma forma, o receptor NMDA (Grin1) em ratos está regulado para baixo 

(figura 15), assim como o receptor de dopamina (Drd1). O estresse gera desregulação 

tanto no metabolismo da dopamina, quanto na transcrição dos receptores de dopamina, 

gerando uma diminuição na síntese de receptores e diminuindo assim a densidade de 

receptores de dopamina na região do córtex pré-frontal (ZHANG et al, 2015). Além disso, 

as proteínas Creb1, BDNF e Arc apresentam-se reguladas para baixo. Uma vez que o 

metabolismo do CREB está ligado a ativação do BDNF, resultando em proliferação 

celular e sobrevivência neuronal, e a proteína Arc regula a plasticidade sináptica, a 

inibição destas acarreta em uma das principais consequências do TDM, a morte celular 

(MURCK, 2013; PASTUZYN, 2018). Outras proteínas alteradas no córtex pré-frontal de 

ratos são a Mapk1 e a IL1b.  A Mapk1 está relacionada a plasticidade neural e regulação 

dos processos anti-inflamatórios. Uma vez que esta proteína está regulada para baixo, 

notamos uma diminuição na plasticidade e um aumento da sinalização para reações 

inflamatórias, que pode ser validada pela regulação para cima da interleucina 1b (IL1b) 

(CALATI et al, 2013). 

 

Figura 15 – Rede de proteínas referente ao córtex pré-frontal em ratos 

 Já na rede de interação proteína-proteína do córtex pré-frontal em humanos (figura 

16), encontramos proteínas como a Nrtk2 reguladas para baixo. A Nrtk2 está relacionada 
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com a proliferação neural e plasticidade, portanto, uma vez que se encontra regulada para 

baixo, essas funções são prejudicadas, aumentando o potencial neurodegenerativo 

(HANIU, 1995; YEO, 2004). Da mesma forma, o Creb1 encontra-se regulado para baixo.  

O CREB é uma importante proteína que está diretamente correlacionada com a 

sobrevivência celular do sistema nervoso central, de forma que é na cascata metabólica 

do CREB que ocorre a ativação do BDNF (MURCK, 2013; PASTUZYN, 2018). Além 

disso, podemos observar o receptor de serotonina (HTR7) regulado para baixo, o que 

mostra a diminuição da atividade serotonérgica, pois o receptor HTR7 está acoplado a 

uma proteína G excitatória que ao ser estimulada pelo 5-HT age promovendo potenciais 

excitatórios pós sinápticos (VADODARIA, 2018).  

 Ainda, encontrou-se duas proteínas reguladas para cima, o NMDA (Grim1), e a 

MAO (monoamina oxidase). Na região estudada as principais monoaminas encontradas 

são neurotransmissores (NA, DA e 5-HT), que ao passarem pelo processo oxidativo são 

degradados na fenda sináptica (PITON, 2014; SON, 2008;). 

 

Figura 16 – Rede de interação proteína-proteína no córtex pré-frontal humano 

 Dessa forma podemos inferir através dos resultados dos três modelos na região do 

córtex pré-frontal que há uma hipoatividade dessa região no TDR, uma vez que 
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encontramos proteínas que diminuem a concentração de neurotransmissores, ou os 

degradam, além de outras proteínas relacionadas a morte neural, diminuindo a 

proliferação celular e plasticidade neuronal. 

 Outra região cerebral que se destacou na análise foi o hipocampo. O hipocampo 

atua diretamente sobre os eventos corticais envolvidos com a memória e aprendizagem. 

Estudos demonstram a fragilidade do hipocampo em relação à estímulos, uma vez que é 

afetado em diversas doenças e transtornos (ANAND, 1995).  

 Em camundongos, a rede (Imagem 17) evidencia algumas proteínas reguladas 

para baixo que estão relacionadas à sobrevivência celular e plasticidade neural, entre 

elas AKT (AKT1 e AKT2), mTOR, Mapk (Mapk1, Mapk2 e Mapk3) e AMPA (Gria2, 

Gria3 e Gria4) (GUO, 2014; WEI, 2020). A AKT, mTOR e Mapk estão ligadas a vias 

de sinalização relacionados ao crescimento neuronal, e o receptor AMPA estimula a 

sinalização para o BDNF (KAVALALI, 2020; JAKUSZKOWIAK-WOJTEN, 2019; 

FORNARO, 2019). Outras proteínas que aparecem reguladas para cima são a IDO e o 

TNF. A proteína IDO tem como função a conversão do triptofano em kynurenina. Dessa 

forma, como a IDO apresenta regulação para cima, nota-se um aumento na 

concentração de kynurenina, gerando neurotoxicidade (VAN BAREM, 2015). Já o TNF 

possui atividade necrótica, levando neurônios a morte celular, além de participar de 

reações inflamatórias. Assim, com sua regulação para cima, nota-se um maior estímulo 

para perda de volume neural (FENG, 2019). 

Figura 17- Rede de interação proteína-proteína no hipocampo em camundongos 
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Na rede de interação do hipocampo nos ratos (Figura 18) também encontramos a 

proteína Mapk regulada para baixo. Além dela destaca-se a proteína CREB também 

regulada para baixo. Uma vez que ela participa da via mTOR, sua regulação irá 

influenciar a proliferação dos neurônios e plasticidade da região, da mesma forma que o 

AMPA (gria2, 3 e 4) regulado para baixo irá contribuir com o mesmo efeito (GUO, 2014; 

WEI, 2020). Já proteínas como a IDO1 e TNF estão presentes mais uma vez com sua 

regulação para cima, podendo estar relacionadas com a morte celular e neurotoxicidade 

(VAN BAREM, 2015; FENG, 2019) Ainda, nota-se proteínas pró-inflamatórias como a 

IL6 e a IL1b reguladas para cima, o que corrobora como os estudos que correlacionam a 

neuro inflamação com o TDR (MILLER, 2008). 

 

Figura 18 – Rede de interação proteína-proteína no hipocampo de ratos. 

 Na rede do hipocampo em humanos (Imagem 19) podemos evidenciar algumas 

proteínas já citadas nos outros organismos como a AKT1, mTOR, CREB e AMPA 

(Gria4), todas reguladas para baixo, possuindo como efeito principal a diminuição da 

proliferação e plasticidade neural. Encontramos novamente o TNF, interleucinas pró-

inflamatórias (IL1b e IL5) e o receptor NMDA regulados para cima, tendo relação como 

direta com a inflamação, morte celular e estresse oxidativo. 

 Além dessas proteínas podemos salientar algumas que não estavam presentes nos 

outros organismos estudados, tal como os receptores opioides (OPRD1 e CPRM1), FAS 

e NTRK2. Os receptores opioides possuem resposta excitatória quando ativados, abrindo 
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seu canal de cálcio e liberando neurotransmissores como NA, DO e 5-HT. Assim, como 

a regulação de ambos os receptores encontram-se para baixo, pode-se observar uma 

atenuação da resposta excitatória neuronal (LUTZ, 2013; MESTEK, 1995). Outras 

proteínas que estão reguladas para baixo são a FAS e a NTRK2. A FAS possui como 

função a mediação da apoptose (CARRINGTON, 2006), e a NTRK2 está relacionada 

diretamente com a transcrição do BDNF (HANIU, 1995). Esse resultado, proteínas de 

sobrevivência celular (reguladas para baixo) e de morte celular (reguladas para cima), 

junto aos estudos que corroboram esses achados, evidencia mais uma vez como a morte 

celular pode estar intimamente relacionada com o TDR (LACERDA, 2020; CARACI, 

2018; SANTOS, 2015; WANG, 2010 CARRINGTON, 2006;).  

Figura 19 – Rede de interação proteína-proteína no hipocampo em humanos. 
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Dessa forma podemos agrupar os principais resultados das diferentes expressões 

de proteínas encontradas nas redes de interação (Quadro 03). 

 

Quadro 03 – Resumo dos resultados 

Com isso, podemos observar que as proteínas relacionadas às subunidades do 

receptor de glutamato AMPA (Gria4), proteínas relacionadas com sobrevivência e 

plasticidade neuronal (BDNF e Mapk1) e proteínas relacionadas à transcrição do BDNF 

(AKT1, mTOR e Creb1) estão reguladas para baixo. Enquanto, proteínas relacionadas às 

subunidades do receptor de glutamato NMDA (Grin1, Grin2, Grin2b e Grin3a), proteínas 

relacionadas a sinalização de morte celular e necrose (Gsk3a, Gsk3b e TNF), Proteína 

relacionada a conversão de triptofano em quinurenina (Ido1) e interleucinas pró 

inflamatórias (Il1b e Il6) estão reguladas para cima, demonstrando o efeito neuro tóxico, 

degenerativo e inflamatório presente no TDR. 
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CONCLUSÃO 
 

 Conclui-se com o estudo uma relação de cinco principais vias que envolvem as 

proteínas encontradas nos estudos. Marcadores envolvidos na hipótese inflamatória, 

proteínas participantes da via da AKT/mTOR e a via relacionada às subunidades dos 

receptores de glutamato foram identificados nas três espécies estudadas. Além dessas, 

encontrou-se proteínas importantes correlacionadas aos receptores serotonérgicos e 

opioides em humanos.  
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PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS 
 

Acredita-se que os marcadores encontrados poderão ser utilizados como alvos 

teste para terapia farmacológica em estudos pré-clínicos com objetivo de encontrar novas 

possibilidades terapêuticas e remanejamento farmacológico para pacientes resistentes. 

Ainda, objetiva-se criar um banco de moléculas, com as informações encontradas na 

revisão sistemática. 
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ABSTRACT 
Major depressive disorder is a disease that affects about 320 million people 

worldwide, and about 50% of these individuals do not respond adequately to first-line 
drugs. However, we still do not know the molecular markers involved in the failure of 
pharmacological response. Thus, we used in silico analyses in three organisms to help 
identify this. Therefore, protein-protein interaction networks were constructed for each 
model organism of the proteins in the systematic literature review. With this, we arrived 
at genes believed to be related to drug resistance, and these are involved in the AKT-
mTOR, serotonergic receptor subunit, and inflammatory hypothesis pathways. 
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INTRODUCTION 
 Major depressive disorder (MDD) is a recurrent and disabling mental disorder that 
affects more than 320 million people worldwide. The disorder is characterized by 
episodes of depressed mood and loss of interest or pleasure in almost all activities 
throughout at least two weeks [1]. Also, worsening depressive symptoms can lead to 
critical circumstances such as suicide [1,2]. Treatment for depression is carried out by 
drug therapy, psychotherapy, or alternative methods such as electromagnetic prefrontal 
cortex stimulation. However, even though drugs have different mechanisms of action, 
about 50% to 60% of treated individuals do not recover significantly from depressive 
symptoms, even after multiple medications. Patients who do not respond to multiple 
treatment attempts are diagnosed with treatment-resistant depression (TRD) [3,4]. 
 Due to the significant number of patients with treatment-resistant depression, 
research on strategies and alternatives for treating these patients acquires fundamental 
relevance [5]. Even though there is information that hypothesizes the mechanisms 
involved with MDD and pharmacological resistance in depression, the data presented in 
the literature is scarce and inconclusive. MDD is the result of environmental, 
physiological, and genetic factors. Among the genetic mechanisms associated with MDD 
are histone acetylation or deacetylation, DNA mutations, DNA methylation, 
hydroxymethylation, and the mechanisms of non-coding RNAs [6]. Furthermore, 
evidence strengthens the correlation between inflammation and depression [6,7]. Under 
stressful circumstances, the Hypothalamic-Pituitary-Adrenal (HPA) axis is activated, 
increasing cortisol levels. Studies show that this long-term increase in cortisol leads to 
increased b-adrenergic receptor sensitivity and pro-inflammatory cytokine expression, 
such as IL-2, IL-6, IL-8, and tumor necrosis factor (TNF) concentration. Elevated 
production of pro-inflammatory cytokines is positively related to depressive symptoms 
and suicidal behavior [8,9,10]. 
 Furthermore, serotonin synthesis can be reduced by increased cortisol 
concentrations. With high cortisol levels, the tryptophan hydroxylase enzyme is inhibited, 
and thus, tryptophan can be converted into kynurenine, a neurotoxic molecule. In addition, 
higher cortisol levels also promote a decrease in messenger RNAs (mRNAs) that encode 
serotonin receptors, resulting in a lower expression of these receptors, decreasing 
serotonin signaling in several cortical regions [11,12]. Thus, these events reduce serotonin 
levels and lower action on its receptors, intensifying the negative symptoms related to 
MDD. 
 Several studies relate an inflammatory state with TRD since patients who have 
increased levels of specific cytokines, such as IL-6, have a lower possibility of symptom 
remission after two years of treatment with antidepressants [10,13]. It is suggested that 
the failure to respond to antidepressant pharmacological treatment is related to the 
increase in inflammatory cytokines, reduction in central serotonin and tryptophan levels, 
impairment of microglia functions, changes in HPA axis functioning, reduction in 
neuroplasticity, and excitotoxic activation of glutamate receptors [14]. 
 Although there is information that hypothesizes the mechanisms involved in 
pharmacological resistance in depression, the data presented in the literature is scarce and 
inconclusive. Therefore, this study aims to build a network of protein interactions and 
identify molecular markers involved with TRD. These markers could potentially be 
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targets for pharmacological therapy in preclinical studies aiming to find new therapeutic 
possibilities for resistant patients. 
 

METHODOLOGY 
 

Typification of research 
 

 To fulfill the objectives of this paper, we divided the steps performed as follows: 
Search for the articles in the PubMed database; manual screening and curation of the 
articles; protein selection through a systematic review; construction of the protein-protein 
interaction networks; analysis of the networks. 
 We systematically reviewed the literature using a manual curation model, which 
aims to gather, critically evaluate, and synthesize the results of multiple original studies 
[15,16]. 
 

Article Search 
 

 The first phase consisted of planning the systematic literature review (SLR), 
where we conducted an initial search for the proposed theme in the literature (Treatment 
Resistant Depression). In this step, we developed two constructs, one related to the animal 
models of depression and the other to treatment-resistant depression (Figure 1). To 
develop these constructs, we used the NCBI MeSH tool, where it was possible to identify 
all terms related to the theme. 
 We searched the PubMed database for articles using the advanced search tool. For 
this, the following string query was developed from the constructs: “corticosterone model” 
OR “LPS model” OR “social defeat model” OR “learned helplessness model” OR 
“genetic model” OR “chronic unpredictable stress model” OR “chronic variable stress 
model” OR “maternal deprivation model” OR “neonatal dexamethasone exposure model” 
OR depressive disorder, major [MeSH Terms] OR "depressive disorder"[MeSH Terms]) 
OR “rat model of depression” OR “mice model of depression” OR “rodent model of 
depression AND Depressive Disorder Treatment-Resistant” OR “Refractory Depression” 
OR “Therapy-Resistant Depression” OR “Treatment Resistant Depression” [MeSH 
Terms]". From this search, we obtained 2156 results to be screened. 
 

Manual sorting and curation of the articles 
 

 To screen the 2156 articles obtained from the initial search string, we used the 
following inclusion criteria: MeSH terms present in the title, abstract, or body text; Article 
title and abstract written in English; articles published between 1978 and 2021. As a result, 
we obtained 1831 articles from the pre-established criteria, and these articles had their 
titles and abstracts read by the curators. In this process, we excluded from the study the 
articles that did not address treatment-resistant depression and that dealt with bipolar 
depressive disorder, resulting in 1320 articles being read in full by the curators. For this 
second step, the exclusion criteria were: articles not written in full in English, clinical 
studies, and articles that did not address the study of genes, proteins, or molecules related 
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to resistant depressive disorder. Thus, according to the inclusion criteria, we selected 315 
articles from which the following data described in Figure 2 was collected. 
 

Protein selection 
 

 From the data collected from 315 articles, we made a table containing all the 
information on each protein, gene, or molecule found in the articles. After preparing the 
table with proteins and genes found in the articles, we searched for each protein in the 
Uniprot database, adding the ID and its code name. In this way, all the proteins or genes 
found in the articles were identified from the database. 
 Also, in case of missing information that would make the analyses unattainable, 
we thoroughly searched the cited reference articles to identify missed information. Thus, 
to complement the data, the secondary articles entered the study in a referential way, and 
the proteins that did not have all the information were excluded from the study. 
 

Building the protein-protein interaction network 
 

 We use graph construction to identify the interaction between proteins. The graph 
comprises the nodes being proteins and edges representing the interaction between these 
proteins. In this way, we can identify the relation of the proteins found in the studies 
correlating with the TRD [17]. Furthermore, identifying proteins with higher levels of 
interaction is also possible, forming interaction centers. These proteins are called Hub 
proteins; thus, one can elucidate their importance within biological functions. 
 Therefore, after collecting the data from 315 articles and elaborating a table with 
the information, we created a protein-protein interaction network in the Cytoscape 
software, using the STRING protein query tool, for each of the three model organisms 
found: Homo sapiens, Rattus norvegicus, and Mus musculus. We used a confidence score 
of 0.7 and a maximum amount of 100 interactors.  
 After building the networks for each organism, we subdivided them, forming two 
networks from each organism, one with the systemic action proteins and another with the 
central action proteins. On the central action proteins, two brain regions frequently appear 
in the data analysis; the prefrontal cortex and hippocampus; then, we built a network for 
each region (Prefrontal Cortex and Hippocampus). 
 In the stylization of the analyzed network, we used different sizes for the nodes. 
Node size corresponds to the number of times each protein was cited in the analyzed 
literature, with larger nodes representing more cited proteins and smaller nodes 
representing less cited proteins. Also, the red and green colors of the nodes indicate gene 
regulation, with red indicating down-regulation and green representing up-regulation. 
 

Calculation of cut-off point 
 

 For the protein network analysis, we made a cut-off point. We identified the 
median of citations, and for the network of selected proteins, we used only the upper 
quartile (Q3). Furthermore, we assembled a matrix where in m (rows) were the proteins 
and in n (columns) the magnitudes of Citations, Betweenness Centrality, Degree, and 
Closeness Centrality obtained through the software Cytoscape. 
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 We calculated the mean square error with the matrix constructed from these data. 
For the study, we selected the proteins with a distance ≥ 0.5. 
 

 
 

RESULTS 
 

Rattus norvegicus network 
 

           From constructing the protein-protein interaction network in the three organisms 
studied, we observed proteins present in pathways that may be related to TDR. Thus, we 
analyzed each network separately, resulting in 36 proteins for the Rattus 
norvegicus network, 12 up-regulated and 24 down-regulated (Figure 3).  
           Using the distance ≥ 0.5, we arrived at the final number of 10 proteins, seven 
down-regulated and three up-regulated (Figure 4). Among them, we have subunits of 
glutamate receptors (Grin1, Grin2a, Grin2b, Gria1, Gria2, Gria4), cellular transcription 
factor (Creb1), mitogen-activated protein kinase (Mapk3) and brain-derived growth 
factor (BDNF). The up-regulated proteins found in the study were Grin1, Grin2a, and 
Gria2, while the down-regulated ones were Mapk3, Dlg4, Creb1, Bdnf, Gria1, Gria4, and 
Grin2b. Thus, two main pathways are related to these proteins, the AKT/mTOR pathway 
and the glutamate receptor-related pathway. 
 

Mus musculus Network 
 

 The network obtained from the proteins in the Mus musculus model has 49 
proteins (16 up-regulated and 23 down-regulated) (Figure 5). Using the selection of 
proteins only with distances ≥ 0.5, we reached a network formed by 14 proteins. These 
are four up-regulated, among them some inflammatory markers, and nine down-regulated, 
related to glutamate receptors (Gria1 and Gria4), cellular transcription signaling for 
survival and proliferation (Akt, mTOR, and Gsk3b), mitogen-activated protein kinase 
(Mapk1 and Mapk3) and brain-derived neurotrophic factor (BDNF) (Figure 6). 
 

Homo sapiens Network 
 

 The Homo sapiens network showed 131 TRD-related proteins (Figure 7). Thus, 
we selected only proteins with distances ≥0.5, resulting in a network formed by 43 
proteins. In addition, we found 13 down-regulated and 15 up-regulated proteins (Figure 
8). In this species, we found proteins related to five main pathways, the AKT/mTOR 
pathway, inflammation, and expression of glutamate, serotonin, and opioid receptors. 
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Network Intersection 
 

 In the intersection network of the studied species (Figure 9) , we can find three 
common pathways, the AKT/MTOR pathway, the pathway related to the subunits of 
glutamate receptors (NMDA and AMPA), and proteins related to the inflammatory 
hypothesis. These markers are candidate targets for studies on pharmacological resistance 
to antidepressants. In addition, we observed a more significant amount of inhibited than 
up-regulated proteins at the intersection of the networks and a predominance in peripheral 
proteins. 
 
 

Central Networks 

 

Prefrontal cortex 
 

 In rats, we observed the up-regulated NMDA receptor and the down-regulated 
AMPA receptor in the prefrontal cortex (Figure 10). Similarly, the NMDA receptor 
(Grin1) in mice is down-regulated (Figure 11), as is the dopamine receptor (Drd1). 
Already in the protein-protein interaction network of the prefrontal cortex in humans 
(figure 12), we find proteins such as Nrtk2, the serotonin receptor 7 (HTR7), and CREB 
down-regulated. In addition, we find two up-regulated proteins, the NMDA receptor 
(Grim1) and MAO (monoamine oxidase). 
 

Hippocampus 
 

 In rats, the network (Image 13) highlights some down-regulated proteins that are 
related to cell survival and neural plasticity, among them Akt (Akt1 and 2), mTOR, Mapk 
(Mapk1, 2 and 3), and AMPA (Gria 2, 3 and 4). Other proteins that appear up-regulated 
are IDO and TNF. In the interaction network of the hippocampus in mice (image 14), we 
also find the Mapk protein down-regulated. Besides it, the CREB protein is also down-
regulated. On the other hand, proteins such as Ido1 and Tnf are once again present with 
their up-regulation. Also, pro-inflammatory proteins such as Il6 and Il1b are up-regulated, 
corroborating the studies correlating neuroinflammation with TRD. 
In the hippocampus network in humans (Image 15), we can find evidence of some 
proteins already mentioned in other organisms, such as AKT1, mTOR, CREB, and 
AMPA (Gria4), all down-regulated. However, again, we find TNF, pro-inflammatory 
interleukins (IL1b and IL5), and the NMDA receptor up-regulated. Besides these proteins, 
we can point out some that were not present in the other organisms studied, such as the 
downregulation of opioid receptors (OPRD1 and CPRM1), FAS, and NTRK2. 
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DISCUSSION 
 

 According to the findings of our systematic review, the main markers associated 
with pharmacological resistance in depression are involved with signaling pathways 
linked to Akt/mTOR, the inflammatory hypothesis of pharmacological resistance, and the 
metabolism and action of glutamate and serotonin.  

As mentioned, glutamate receptors are closely linked to major depressive disorder 
and pharmacological resistance to depression. In our study, we observed a low expression 
of the AMPA receptor (Gria1 and Gria4) and a high expression of the NMDA receptor 
(Grin1 and Grin2a), correlating the excitability of NMDA receptors due to stress and the 
excitotoxicity generated by long-term activation of these NMDA receptors in TRD. 

We have three main subtypes of ionotropic glutamatergic receptors, the AMPA, 
the kainate, and the NMDA. These receive their nomenclature according to the type of 
synthetic agonist that activates them (a-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-propionic 
acid, kainate, and N-methyl-D-aspartate, respectively). Ionotropic glutamatergic 
receptors are excitatory; AMPA is activated by the binding of glutamate on the receptor, 
thus Na+ flows to the intracellular face of the neuron's membrane, and K+ moves outward, 
generating a depolarization in the neuronal soma, which characterizes its excitatory 
activity. When depolarization of the soma occurs, and therefore the binding of glutamate 
at the NMDA receptor, the protein channel is unobstructed, increasing the membrane 
conductance to Na+ and Ca+. Importantly, calcium has essential cellular functions, 
consolidating memory, increasing BDNF expression, and facilitating neurotransmitter 
traffic. However, excess Ca+ in the neuronal soma causes excitotoxicity since this ion can 
increase the production of reactive oxygen species and is involved with inflammation and 
apoptosis. 

Esketamine, an NMDA receptor antagonist, decreases its conductance, and 
NMDA inhibition, in turn, generates AMPA hyperexcitability, increasing BDNF 
expression and decreasing the excitotoxicity generated by NMDA receptor hyperactivity 
[18,19]. Furthermore, studies demonstrate antidepressant effects when drugs act directly 
by activating AMPA receptors and inhibiting NMDA receptors in the prefrontal cortex 
region of mice [20,21]. Thus, as we observed a lower activity of AMPA receptors and an 
increase in the activity of NMDA receptors, we can associate this molecular signal as one 
of the characteristics of pharmacological resistance in depression. 

The Akt protein is one of the molecular markers of AMPA receptor cell signaling 
and is involved with increased BDNF expression. The AKT protein is responsible for cell 
signaling for cell survival and proliferation, from the phosphorylation of the mTOR 
protein and the phosphorylation of MAPK3 by Ras [22,23]. From this signal, one notices 
the activation of the transcription factor CREB, which increases BDNF expression. 
CREB is an essential protein directly correlated with central nervous system cell survival, 
so it occurs in the CREB metabolic cascade that BDNF activation occurs [22,23]. BDNF 
is related to neuronal survival and plasticity, just as its absence correlates with 
neurodegeneration and suicidal symptoms [19]. Thus, in the protein network constructed 
in our study, the low expression of Akt3, MAPK3, and BDNF strengthens the correlation 
between neuronal cell apoptosis and low plasticity in TRD. 

As in the Rattus norvegicus animal model, the protein-related pathways in the 
network are from the AKT/mTOR pathway and glutamate receptors. Also, we can 
identify inflammatory markers, which, when appearing up-regulated, can correlate with 
the strengthening of the inflammatory profile. Studies show that chronic stress can trigger 
desensitization of the HPA axis by increasing cortisol levels. High cortisol levels are 
involved in a pro-inflammatory response, activating pro-inflammatory interleukins. 
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Because of the increased inflammatory profile in this model, the blood-brain barrier 
becomes permeable, allowing the migration of monocyte, lymphocytes, macrophages, 
and other immune system cells from the bloodstream into the central nervous system 
[8,19,21]. 

The inflammatory profile demonstrated by the expression of inflammatory 
proteins such as TNF, C-reactive protein (CRP), IL1A, IL2, and CD4 negatively 
influences the AKT/mTOR pathway 8,21. In addition, these markers may correlate with 
the down-regulation of AKT, mTOR, Creb, and MApk3 proteins, all involved with cell 
signaling for cell survival and proliferation. Also, inflammation alters the expression of 
ionotropic receptors such as NMDA (up-regulation) and AMPA (down-regulation). It 
may cause an increase in reactive oxygen species production and excitotoxicity mediated 
by increased NMDA activity and decreased AMPA [8,21]. Thus, the inflammatory profile 
of the central nervous system may be involved with alterations in the expression of 
glutamate and serotonin receptors, leading to inhibition of the AKT/mTOR pathway. In 
addition, inflammation increases the activity of the IDO enzyme. The IDO protein has 
the function of converting tryptophan into kynurenine. Thus, as IDO is up-regulated, there 
is an increase in kynurenine concentration, decreasing serotonin synthesis and generating 
neurotoxicity [24]. These responses may be related to the characteristics of depressive 
behavior and pharmacological resistance to depression [8,21]. 

In addition to promoting changes in the inflammatory profile and, consequently, 
in glutamatergic receptor activity and neuroplasticity, stress causes the deregulation of 
both dopamine metabolism and receptor transcription. The decrease in receptor synthesis 
causes a reduction in dopamine receptor density in the prefrontal cortex region [25]. In 
addition, CREB1, BDNF, and Arc proteins present down-regulated, as cited earlier. Since 
Creb activation is linked to BDNF activation, resulting in cell proliferation and neuronal 
survival, and the Arc protein regulates synaptic plasticity, inhibition of these pathways 
may be involved with one of the main consequences of TDM, neurodegeneration [22,23]. 
Other altered proteins in the rodent prefrontal cortex are Mapk1 and IL1b. Increased 
Mapk1 is related to improved neural plasticity and regulation of anti-inflammatory 
processes. Once this protein is down-regulated, we note a decrease in plasticity and 
increased signaling of inflammatory responses. This hypothesis may be strengthened by 
the observed up-regulation of interleukin 1b (IL1b) [26]. 

Another protein that plays an essential role in neuroplasticity is Nrtk2. Therefore, 
once we visualize a down-regulation of this protein, these neural functions seem to be 
impaired, increasing the neurodegenerative potential in this disorder [27,28]. 

In the prefrontal cortex, we verified a down-regulation of the serotonin receptor 
HTR7 and an up-regulation of the 5HT2a receptor. This reduction involves a decrease in 
serotonergic activity because the HTR7 receptor is coupled to an excitatory G protein that 
when stimulated by 5-HT, promotes excitatory postsynaptic potentials [29]. In the studied 
region, the main monoamines found are the neurotransmitters (NA, DA, and 5-HT), 
which, when going through the oxidative process, are degraded in the synaptic cleft 
[30,31]. In addition, there are some controversies in the literature regarding regulating 
serotonergic receptors. Some studies show that the up-regulation of the serotonin receptor 
(5HT2a) is related to the low bioavailability of serotonin in the synaptic cleft due to its 
hyperactivity. Thus, pharmacological resistance to antidepressants may be related to the 
increased expression of this receptor [32,33]. 

Another family of receptors that seems to be involved with TRD is the opioid 
family. Opioid receptors have an excitatory response; once the opioid binds to the 
receptor, a calcium channel is opened, releasing neurotransmitters 5-HT, NA, and DA. 
Since, in our study, the opioid receptors (OPRD1 and CPRM1) are downregulated, the 
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excitatory neurotransmitter response appears to be attenuated, demonstrating a correlation 
with depressive symptoms [32,34]. From the data extracted from the analysis of the three 
models, we can infer that a hypoactivity of cortical regions may occur in TDR since we 
found proteins that decrease the concentration of neurotransmitters or degrade them, in 
addition to other proteins related to neural death, decreasing cell proliferation and 
neuronal plasticity. 

 
CONCLUSION 

We suggest a relationship between the three main pathways involving the proteins 
found in the studies with resistant depressive disorder. Markers involved in the 
inflammatory hypothesis, proteins participating in the AKT/mTOR pathway, and the 
pathway related to glutamate receptor subunits were identified in all three species studied. 
In addition to these pathways, we found essential proteins correlated to serotonergic and 
opioid receptors in humans. Furthermore, this information may provide a basis for future 
preclinical studies and the search for new adjuvant therapies to treat resistant depressive 
disorder. 
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FIGURE CAPTIONS 
 
Figure 1 – Two constructs made for the systematic review, the first one related to the 
animal models of depression and the second one to treatment-resistant depression. 

Figure 2 - Methodology of article selection, including the study's inclusion criteria. 

Figure 3 - The protein-protein interaction network in Rattus norvegicus 

Figure 4 – The select protein-protein interaction network in Rattus norvegicus 

Figure 5 - The protein-protein interaction network in Mus musculus 

Figure 6 - The select protein-protein interaction network in Mus musculus. 

Figure 7 – The protein-protein interaction network in Homo sapiens 

Figure 8 – The select protein-protein interaction network in Homo sapiens. 

Figure 9 – The intersection of protein-protein interaction networks. 

Figure 10 – The protein-protein interaction network in the pre-frontal cortex region in 
Rattus norvegicus 

Figure 11 – The protein-protein interaction network in the pre-frontal cortex region in 
Mus musculus 

Figure 12 – The protein-protein interaction network in the pre-frontal cortex region in 
Homo sapiens 

Figure 13 – The protein-protein interaction network hippocampus region in Rattus 
norvegicus  

Figure 14 – The protein-protein interaction network in the hippocampus region in Mus 
musculus 

Figure 15 – The protein-protein interaction network in the hippocampus region in Homo 
sapiens 
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