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Sometimes scientific progress is not based on a discovery or the generation of
new data but on a change of viewpoint that allows one to see a set of already
existing data in a new light.

Michael Reth
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RESUMO
Existe um crescente conjunto de evidéncias de que o estresse oxidativo
desempenha um papel na patofisiologia tanto da Esquizofrenia quanto do

Transtorno Bipolar.

Métodos: Nés comparamos a atividade da enzima antioxidante superéxido
dismutase (SOD) e os produtos da peroxidagcdo lipidica, através das
substéncias reativas do acido tiobarbiturico (TBARS), em pacientes bipolares
deprimidos (N=21), maniacos (N=32) e eutimicos (N=31), em pacientes com
esquizofrenia cronicamente medicados (N=97), todos preenchendo critérios
diagndsticos do DSM-IV-TR, e um grupo de controles saudaveis (N=32). Os
grupos foram comparados apés controle de variaveis clinicas.

Resultados: A atividade da SOD sérica (U/mg proteina) estava
significativamente aumentada (p<0,001) em pacientes bipolares maniacos
(7,44+3,88), deprimidos (6,1214,64), e em pacientes com esquizofrenia
(9,48+4,51), quando comparada tanto com controles (1,81+£0,63) quanto com
pacientes bipolares eutimicos (2,75+1,09). Niveis de TBARS (mol/L) estavam
aumentados significativamente no grupo de pacientes com esquizofrenia
(4,95+1,56, p=0,016), nos bipolares eutimicos (6,36+1,46, p<0,001), bipolares
maniacos (7,54+1,74, p<0,001), e bipolares deprimidos (5,28+1,54, p=0.028)
em comparagao aos controles (3,9611,51).

Discusséo: Nossos achados mostram niveis elevados de atividade da SOD
em pacientes com esquizofrenia, assim como em pacientes bipolares
deprimidos e maniacos, porém nao em pacientes bipolares eutimicos. Isso

sugere uma desregulacéo das defesas oxidativas em ambos os transtornos. E



provavel que tais mudancgas reflitam alteragdes de estado no transtorno bipolar.
Resultados do TBARS mostram aumento de peroxidacéo lipidica na mania,
que foi diferenciado de todos os outros grupos. Niveis de TBARS em pacientes
com esquizofrenia, assim como em bipolares eutimicos e deprimidos estavam
mais elevados do que em controles. Isso sugere aumentos persistentes na
esquizofrenia, o que pode refletir sintomatologia continuada ou tratamento, e
um gradiente estado-dependente no transtorno bipolar, com maior estresse
oxidativo na mania.

Esses dados apontam que a biologia oxidativa pode ser um componente chave
da patofisiologia tanto do transtorno bipolar quanto da esquizofrenia, bem como
que o uso de agentes moduladores do estresse oxidativo pode ser uma

estratégia promissora de intervengédo em ambos os transtornos.

Palavras-Chaves: transtorno bipolar, peroxidacao lipidica, estresse oxidativo,

esquizofrenia, superoxido dismutase.
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ABSTRACT

There is an increasing body of evidence suggesting that oxidative stress may
play a role in the pathophysiology of both schizophrenia and bipolar disorder
(BD).

Methods: We compared the antioxidant enzyme, serum superoxide dismutase
(SOD) and the lipid peroxidation product, thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS) as assessed in depressive (N=21), manic (N=32) and euthymic
(N=31) bipolar patients (BD), and in chronically medicated patients with
schizophrenia (SZ; N=97), all fulfiling DSM-IV-TR diagnostic criteria, and a
group of healthy controls (N=32). Groups were compared after controlling for
clinical variables.

Results: Serum SOD (U/mg protein) levels were significantly increased
(p<0.001) in manic (7.44+3.88) and depressed (6.12+4.64) BD patients and SZ
(9.4814.51) when compared to either controls (1.81+£0.63) or euthymic
(2.75%£1.09) BD patients. TBARS (mol/L) levels were significantly higher in the
SZ group (4.95+1.56, p=0.016), bipolar euthymic (6.36+1.46, p<0,001), bipolar
manic (7.54+1.74, p<0,001), and bipolar depressed patients (5.28+1.54,
p=0.028) compared to controls (3.96+£1.51).

Discussion: Our findings show increased SOD levels in SZ, as well as in
depressed and manic bipolar patients, but not in euthymic BP subjects. This
suggests a dysregulation in oxidative defences in both disorders. It is likely that
such changes reflect state changes in bipolar disorder. It is possible that this is
a compensatory response to the oxidative stress that occurs in the acute phase
of bipolar episodes. TBARS results show increases in lipid peroxidation in

mania, which was differentiated from all other groups. TBARS levels in SZ and
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in euthymic as well as depressed individuals with BP were higher than in
controls. This suggests persistent increases in SZ, which may reflect ongoing
symptomatology or treatment, and a state dependant gradient in BP, with
greatest oxidative stress in mania.

These data support oxidative biology as both a key component of the
pathophysiology of both BP and SZ, and the use of agents that modulate
oxidative biology as a promising avenue for intervention in both disorders.
Keywords: Bipolar Disorder; Lipid peroxidation; Oxidative stress;

Schizophrenia; Superoxide Dismutase
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1. INTRODUCAO

A classificagdo de Esquizofrenia (SZ) e Transtorno Bipolar (TB) como
duas entidades separadas tem sido questionada desde o momento de sua
concepcdo com as descrigdes de Kraepelin de “deméncia precoce” e
“‘insanidade maniaco depressiva” em 1896. A distingdo nosologica de Kraepelin
foi baseada na observagao clinica de sintomatologia e curso da doenga, e
mesmo hoje, apesar de grandes avang¢os na medicina, o diagnostico diferencial
das psicoses € ainda baseado no curso clinico do transtorno. No entanto,
novas evidéncias de diversas areas, como genética, neuropsicologia e
neuroimagem, tém restabelecido o debate, com muitos postulando que
esquizofrenia e transtorno bipolar representam diferentes manifestacbes de
psicose ao longo de um continuum, com o Transtorno Esquizoafetivo

representando um subtipo intermediario (Selemon et al, 2003).

Diferentes estudos genéticos exploraram a possibilidade de que SZ e TB
tenham origens hereditarias comuns. Regides de susceptibilidade comuns aos
dois transtornos foram identificadas nos cromossomos 10, 13, 18 e 22

(Berrettini, 2003; Craddock et al, 2005).

Ambos o0s transtornos também foram associados com eventos
perinatais. Evidéncia epidemiolégica sugere que existe um aumento de
incidéncia de SZ e transtornos afetivos na prole de maes expostas ao virus
influenza no segundo trimestre de gravidez (Machon et al, 1997; Mednick et al,
1988). Dados monstrando uma associa¢ao entre um aumento do risco de SZ e
TB e complicagbes obstétricas também foram evidenciados (Kinney et

al.,1998).
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A caracterizagao dos déficits cognitivos associados com SZ e TB revelou
varios tragos em comum, mas também confirmou que pacientes com SZ tém
comprometimento mais grave em determinados dominios cognitivos, como
atencdo, velocidade psicomotora, memodria visual e verbal, resolucido de

problemas e abstragédo (Mojtabai et al., 2000).

Alguns estudos de imagem funcional também ndo diferenciam
claramente os dois transtornos, no entanto, muitos apontam diferencas
marcantes. Um estudo descreveu aumento de ventriculo, ndo evidente no
primeiro episodio do transtorno, mas que se mostrou progressivo apos outros
episodios no TB (Strakowski et al., 2002), enquanto um padrdo de alargamento
ventricular ja era evidente no primeiro episoédio em pacientes com SZ,
semelhante ao observado em pacientes cronicos com SZ (Velakoulis et al.,
2006). Atividade metabdlica em cortex mediofrontal estda diminuida em
pacientes com SZ durante uma série de condi¢gdes de teste; em contraste,
atividade mediofrontal em pacientes com TB foi descrita como inalterada em
estado de repouso, ou aumentada quando os sujeitos realizavam um teste de
fluéncia verbal. A disparidade na mudancga direcional da atividade cortical
parece estar ligada ao fato de que, assim como o desempenho cognitivo, a
atividade metabdlica pode estar relacionada mais diretamente a sintomatologia
do que a uma categoria diagnostica especifica (Dye et al, 1999; Curtis et al,

2001; Frangou et al, 2006).

Alguma indicagao de que os mecanismos celulares por tras da SZ e do
TB podem ser diferentes pode ser obtida a partir do tratamento farmacolégico

dos dois transtornos. Apesar de ambos os diagnodsticos serem responsivos ao
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bloqueio dopaminérgico dos antipsicoticos, apenas a sintomatologia do
transtorno bipolar responde a estabilizadores de humor, destacando-se em
especial o litio, que entre outras acdes, parece exercer efeitos neuroprotetores

através de aumento de fatores anti-apoptéticos.

Existe evidéncia crescente de que o estresse oxidativo pode
desempenhar um papel importante na patofisiologia tanto do TB (Ozcan et al.,
2004; Rajenkar et al., 2003; Kuloglu et al., 2002; Andreazza et al., 2007) quanto
da SZ (Lohr et al., 1995; Mahadik et al., 1996; Reddy et al., 1996; Yao et al.,
1998; Gama et al., 2006; Gama et al., 2008). No entanto, ndo se tem definido

de que forma esse papel se diferencia nos dois transtornos.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1. A Dicotomia Transtorno Bipolar x Esquizofrenia

Muito do foco dado as fronteiras do TB é direcionado a depressao
bipolar. Talvez devido a longa tradicdo da assim chamada “Dicotomia
Kraepeliniana”, que dividiu as duas grandes entidades nosoldgicas do TB e da
SZ. Apenas recentemente as confluéncias entre os dois transtornos voltaram a

receber maior atencdo (Craddock & Owen, 2005).

A observacao da existéncia de padrdes distintos, em meio a uma massa
de fenbmenos clinicos, levou Kraepelin a propor uma dicotomia de doencgas
psicoticas fundamentalmente diferentes. Na auséncia de informagdes quanto a
etiologia ou a patofisiologia, ele baseou sua distingcdo em histéria familiar, idade
de inicio, curso e desfecho. Na sua formulagao original, a deméncia precoce
era marcada por um curso continuo deteriorante até a deméncia crbnica e a
doengca maniaco-depressiva seguia um curso episodico com periodos

intermitentes de recuperacgao.

A contribuigédo original de Kraepelin foi seguida pela revisdo de Bleuler,
que modificou o termo “deméncia precoce” para “esquizofrenia”, extendendo as
fronteiras do transtorno e focando em sintomas intrapsiquicos. O conceito de
doenga maniaco-depressiva, em contraste, foi progressivamente se
estreitando, sobretudo na América do Norte, até a introducdo do DSM-III, que
além de contribuir para um maior equilibrio entre os dois conceitos,

estabeleceu critérios para o diagnostico de Transtorno Esquizoafetivo.
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O conceito de Transtorno Esquizoafetivo pode ser visto como uma
rejeicdo a dicotomia Kraepeliniana (Crow 1998). No entanto, a evidéncia
atualmente disponivel ndo suporta a validade do Transtorno Esquizoafetivo
como uma entidade unica. Muitos pesquisadores defendem um modelo de
continuum pelo fato de que estudos neurobiolégicos ndo conseguem
claramente diferenciar entre transtornos afetivos e esquizofrenia (Crow 1990).
Contudo, duas doengas podem ser diferentes fenomenologicamente, assim
como em suas etiologias, mas compartiiharem diversos mecanismos
patofisiolégicos. No caso do cérebro, a existéncia de muitas “vias finais
comuns” (final common pathways) € uma caracteristica bem determinada do

funcionamento cerebral.

Considerando-se os achados de estudos genéticos, se tem evidéncia
crescente de uma sobreposi¢cao entre susceptibilidade genética através das
categorias classificatorias tradicionais — incluindo achados de associagao com
os genes DAOA (G72), DTNBP1 (dysbindin), COMT, BDNF, DISC1 e NRG1.
Essa evidéncia sugere a possibilidade de relacbes relativamente especificas

entre gendtipo e psicopatologia (Craddock et al., 2006).
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St DAOA
Susceptibility Dysbindin NRG BDNE
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Craddock N, O’'Donovan MC, Owen MJ. Schizophrenia Bulletin 2006
llustragcdo da relagao hipotética entre genes especificos conferindo susceptibilidade (acima da linha) e fenétipos
clinicos (abaixo da linha) usando o modelo desenvolvido por Craddock e Owen. As elipses sobrepostas representam
grupos sobrepostos de genes: em vermelho os que conferem susceptibilidade a fendtipos com caracteristicas
proeminentemente esquizofrenicas, azul para caracteristicas de transtorno de humor e em verde aos fenétipos com
uma mistura proeminente de ambos.

De qualquer forma, os achados neurobiol6gicos e neuropsicologicos de
alguns estudos sugerem diferengas entre pacientes com SZ e transtornos
afetivos (Keri et al., 2001), apesar da existéncia de relatos contraditorios.
Atualmente, muitos  pesquisadores propdem um modelo  misto
dimensional/categorico que acreditam que proporcione uma abordagem mais
flexivel ao considerar achados patofisioldgicos e opgdes de tratamento. Nesse
sentido, um constructo dimensional pode ser melhor ao se avaliar a relagao
entre variaveis biolégicas e sintomas como psicose no TB e na SZ, enquanto

um constructo categorico permite a avaliagdo de confiabilidade diagndéstica

(Craddock and Owen, 2007).
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2.2. Estresse Oxidativo
2.2.1. Radicais Livres

O termo radical livre se refere a um atomo ou molécula altamente
reativos que contém numero impar de elétrons em sua Ultima camada
eletronica (Halliwell and Guteridge 1990). E este n&o-emparelhamento de
elétrons da ultima camada que confere alta reatividade a esses atomos ou
moléculas. Por esta caracteristica quimica, reagem indiscriminadamente nos

organismos com carboidratos, proteinas, lipideos e DNA.

Nos mamiferos sdo produzidos radicais livres (RL) de carbono, enxofre,
nitrogénio e oxigénio, mas os que ganham mais destaque devido a reatividade
e aos danos que podem causar sao os radicais derivados do oxigénio. O termo
espécies reativas do oxigénio (ERO) inclui ndo somente radicais livres, mas
também espécies nao radicalares derivadas do oxigénio, como por exemplo, o
peréxido de hidrogénio, capaz de levar a formagao do radical hidroxila, quando

em presenca de metais (Halliwell & Guteridge 2007).

As ERO e outros RL podem ser produzidos por fontes exdgenas ou
endoégenas. Na célula, as ERO sdo produzidas como consequéncia do
metabolismo celular normal. As principais fontes endégenas sdo a cadeia de
transporte de elétrons mitocondrial, a degradagcdo de acidos graxos nos
peroxissomos, 0s mecanismos de detoxificacdo mediados pelo complexo
enzimatico citocromo P-450, o processo de fagocitose e a oxidagao de
pequenas moléculas como hidroquinonas, ferrodoxinas reduzidas e

catecolaminas, entre outras (Halliwell & Guteridge 2007).
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Existem diversos mecanismos independentes que podem levar a

formacao de RL:

Toxinas exégenas: fatores como tabagismo, habitos nutricionais
inadequados e exposigdo a poluentes desempenham grande papel na
producao de RL.

Defesas antioxidantes ineficientes: Ver item 2.2.2 (Defesas
Antioxidantes).

Célcio intracelular: As alteragdes na fluidez de membrana pela
peroxidagao lipidica podem levar a alteracbes nos receptores de
membrana, aumentando o calcio intracelular. Este aumento perpetua o
dano oxidativo.

Disfuncdo mitocondrial: As mitocondrias sao responsaveis pelo
processamento da maior parte do oxigénio intracelular, com a finalidade
de prover energia aos processos metabdlicos; também sao locais de
grande producgédo de RL. Aproximadamente 3% do oxigénio consumido
€ convertido em superéxido e posteriormente em perdxido de
hidrogénio (Nicholls et al., 2000). No entanto, o sistema de defesa
antioxidante, em condi¢cbes fisioldgicas, trata de equilibrar esta
producao de RL. As membranas das mitocéndrias, de maneira similar
as membranas neuronais, sdo vulneraveis a peroxidacao lipidica (Yao
et al., 2001), qualquer problema na fosforilagdo oxidativa pode levar a
diversos problemas celulares, incluindo diminuicao da

neurotransmissao, diminuicao do reparo no DNA e morte celular.
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e Outros fatores: Alguns estudos (Lohr & Browning, 1995) tém apontado
que o metabolismo das catecolaminas, especialmente da dopamina,
esta associado com a geragao de radicais livres e que condic¢des ligadas
ao aumento do metabolismo das catecolaminas podem aumentar o
aporte dos radicais livres (Zhang et al., 2003).

Em condi¢gbes normais, os niveis de radicais livres produzidos pelas
reacdes celulares sao controlados pelas defesas enzimaticas e/ou nao
enzimaticas. O estresse oxidativo acontece quando existe um desequilibrio
entre os processos antioxidantes e pro-oxidantes, esse processo ocorre por
consequéncia do aumento da formagao de RL ou pela ineficiéncia das defesas
antioxidantes ou, ainda, pela combinacdo de ambas. O estresse oxidativo,
independente da causa, pode levar a processos patofisiolégicos que resultam
em toxicidade celular que pode culminar em morte celular (Halliwell &

Gutteridge, 2007).

O assim chamado dano oxidativo é de interesse particular, sobretudo o
dano oxidativo aos lipideos ou peroxidacao lipidica, pelas alteragdes causadas
na membrana celular. Os produtos da peroxidagao lipidica ou peréxidos de
lipideos plasmaticos, como o MDA, sdo medidos pelo TBARS (Grignon et al.,

2007).
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FIGURA 2.2.2 - Esquema demonstrativo de mecanismos patolégicos independentes
que podem levar a formacdo de radicais livres e a conseqiiente patologia de membrana
(adaptado de Reddy & Yao, 1999 In: Phospholipid Spectrum Disorder in Psychiatry).

2.2.2. Defesas Antioxidantes

Sob condigdes fisioldgicas o potencial dano mediado por radicais livres &
mantido sob controle pelo sistema de defesas antioxidantes (AODS) que é
formado por uma série de componentes enzimaticos e nao-enzimaticos. O
nosso organismo dispde de um sistema celular de defesa contra as ERO
produzidas no organismo (Bonnefoy et al 2002). S&do as chamadas defesas
antioxidantes primarias, que incluem as enzimas superéxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT), glutationa- S-transferase (GST) e
outras que nao participam diretamente do processo, mas fornecem suporte a
GPx, como a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e a glutationa redutase

(GR) (Halliwell & Gutteridge, 2007; Droge, 2002). Estas agem de maneira
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cooperativa em diferentes fases do metabolismo dos radicai livres, prevenindo

os potenciais danos causados por estes.

Radicais de Superoxido
Superoxido

Dismutase Catalase

Peroxido de Hidrogénio — H,0
Catalise Metslica 1 r Glutationa Peroxidase

2+
(ex. Fe?") GSH GSSG
Radicais Hidroxil ‘L Glutationa Dismutase J

|

Peroxidacdo Lipidica

FIGURA 2.3.1 Representacdo esquematica das enzimas que protegem contra o
processo oxidativo na via que leva os radicais de superéxido a peroxidagao lipidica
(adaptado de Reddy & Yao, 1999 In: Phospholipid Spectrum Disorder in Psychiatry).

A espécie reativa do oxigénio peréxido de hidrogénio, que é produzido, entre
outras fontes, pela SOD, pode ser decomposto em agua e oxigénio pela CAT
ou pela GPx, assim prevenindo a formacado de radicais hidroxil. Uma falha
dessas defesas antioxidantes pode dar inicio a peroxidacéao lipidica ou a lesédo
oxidativa em DNA ou proteinas. Uma vez que SOD, CAT e GPx sao essenciais
para diferentes estagios do metabolismo de radicais livres, alteracdo da
atividade de uma enzima sem mudangas compensatdrias nas outras deixa a
membrana celular vulneravel a dano. Assim, os diferentes padrbes de atividade

das enzimas antioxidantes podem fornecer informagdes sobre os mecanismos
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patogénicos envolvidos no metabolismo anormal de radicais livres (Yao et al.

CNS Drugs 2001).

Além das defesas enzimaticas existem ainda antioxidantes nao
enzimaticos, como a vitamina E (a-tocoferol), vitamina C (acido ascorbico),
flavondides e outras moléculas como B-caroteno, N-acetilcisteina e glutationa
(Borella & Varela 2004). Esses antioxidantes agem principalmente bloqueando
a cadeia de peroxidagao lipidica, eliminando oxigénio ou quelando ions

metalicos (Sies 1993).

Dentre as defesas antioxidantes primarias, a SOD tem recebido especial
atengao em estudos com populagao de pacientes psiquiatricos (Ng et al.2008).
Foi sugerido que a atividade aumentada da SOD na auséncia de um aumento
da produgao do radical superéxido pode diminuir as reacdes dependentes de
radicais livres, como as que sao catalisadas por oxigenases, assim resultando

na producao diminuida de catecolaminas (Bartosz G. 1987).

Também se sabe que a atividade da SOD no cérebro aumenta
significativamente com a idade refletindo a existéncia de um mecanismo auto-
protetor contra um aumento da producédo de radicais superdoxido no cérebro.

(Yao et al. CNS Drugs 2001).

2.3. Estresse Oxidativo e Neuropatologia

Todos os tecidos sado vulneraveis ao EO, porém o sistema nervoso
central é particularmente sensivel (Mahadik et al., 2001). Esta situacdo pode

ser desenvolvida por alguns fatores: (1) alta taxa de consumo de oxigénio; (2)
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elevados niveis de lipidios poliinsaturados capazes de sofrer peroxidacao
lipidica; (3) uso extensivo do glutamato como neurotransmissor - o glutamato
ao se ligar no seu receptor (NMDA) libera Ca’* que estimula a ativacéo da
oxido nitrico sintase neuronal (NOSn), levando a produgédo de NO™ (Schulz et al
1997; Schulz et al 1996); (4) auto-oxidagdo de alguns neurotransmissores

podem levar a formacédo de ERO (Obata, 2002).

Muito do foco dado a patofisiologia dos transtornos psiquiatricos é
direcionado aos sistemas de neurotransmissores. Apesar do papel da
dopamina (DA) na SZ manter-se preeminente, estudos recentes sugerem
alteragbes em multiplos neurotransmissores. O mesmo acontece com o TB. No
entanto ainda n&o é claro se essas alteragcbes sao primarias ou secundarias a
outros processos patoldgicos, como o estresse oxidativo. E importante
reconhecer, no entanto, que alteracbes no metabolismo de diversos sistemas
de neurotransmissores podem tanto contribuir para o estresse oxidativo quanto
ser afetadas por ele (Yao et al. CNS Drugs2001).

Ja é bem estabelecido que o metabolismo da DA produz radicais livres
sob condicdes fisioldgicas normais. Diferentes rotas metabdlicas da DA levam
a formacgao de radical hidroxila. E a DA é sobretudo suscetivel a auto-oxidacao

quando o sistema de defesa antioxidante é ineficiente (Cohen G, 1994).

2.3.1. Estresse Oxidativo e Esquizofrenia

As evidéncias relacionadas a mecanismos de estresse oxidativo na SZ
podem ser agrupadas em trés categorias: primeiro, os estudos que

demonstram polimorfismos genéticos de enzimas oxidativas e quantificagao de
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antioxidantes, radicais livres e marcadores de dano oxidativo; segundo,
aqueles que demonstram mecanismos antioxidantes das medicagdes
antipsicoticas; terceiro, os estudos que mostram beneficios com o uso de

medicac¢des antioxidantes.

A maior parte dos dados demonstrando disturbio oxidativo na
esquizofrenia examinou medidas indiretas de estado oxidativo, como niveis
periféricos e cerebrais de antioxidantes. Alguns estudos examinaram as
concentragdes periféricas do radical livre 6xido nitrico (NO) em pacientes com
esquizofrenia através da medida de seus metabdlitos, mas encontraram
resultados inconsistentes — enquanto alguns observaram aumento de NO no
plasma (Akyol et al., 2002; Li et al., 2006; Taneli et al., 2004; Yanik et al., 2003;
Zoroglu et al., 2002), outros n&o encontraram a mesma alteragao (Srivastava et
al., 2001).

Estudos envolvendo concentragbes sanguineas de antioxidantes
intrinsecos demonstraram atividade antioxidante significativamente alterada.
Niveis reduzidos das principais enzimas antioxidantes superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa (GSH-Px) foram encontrados em pacientes
com SZ comparados com controles (Ben Othmen et al., 2007; Li et al., 2006;
Ranjekar et al.,2003). Outros relataram niveis inalterados dessas trés enzimas
(Srivastava et al., 2001), ou alteragdes apenas na concentracdo de enzimas
individuais (Abdalla et al.,1986; Akyol et al., 2002; Altuntas et al., 2000;
Dietrich-Muszalska et al., 2005; Herken et al., 2001; Kuloglu et al., 2002; Zhang

et al., 2006).
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Uma forte correlagdo negativa entre nivel sérico de GSH-Px e medidas
de atrofia cerebral foi também relatada (Buckman et al., 1987). Além disso,
alguns estudos diferenciaram alteragdes enzimaticas entre subtipos de
esquizofrenia (Herken et al., 2001; Zhang et al., 2006), e um estudo mostrou
uma correlagdo linear entre niveis de enzimas antioxidantes e severidade de
sintomas positivos (Li et al., 2006).

Dentre as trés principais enzimas antioxidantes, a SOD tem sido a mais
frequentemente estudada na SZ. Aumento da atividade da SOD em pacientes
com SZ foi encontrada por diversos estudos (Michelson et al., 1977; Abdalla et
al.,1986; Reddy et al., 1991; Yao et al., 1998b), porém n&o por todos (Sinet et
al., 1983). Pacientes virgens de tratamento antipsicético em primeiro episodio
esquizofreniforme e esquizofrenia demonstram tanto niveis aumentados (Khan
et al., 1997) quanto diminuidos (Mukherjee et al., 1996) de SOD. No estudo de
Mukherjee et al., o tempo médio de doencga foi 4,46 dias, muito menor do que
em outros estudos, o que pode ser responsavel pelos achados discordantes. E
possivel que com a progressao da doenga os niveis de SOD aumentem como

uma resposta compensatoria ao estresse oxidativo (Mukherjee et al., 1996).

Em contrapartida, foi encontrada atividade reduzida da SOD em
eritrocitos de pacientes em primeiro episédio psicotico até entdo nao tratados,
que foi também associada a baixo desempenho escolar pré-moérbido
(Mukherjee et al., 1994).

Um estudo post mortem examinou diversas areas corticais e subcorticais

de doadores com SZ e controles e encontrou niveis elevados de duas
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isoenzimas de SOD no cortex frontal e substéncia innominata (Michel et al.,
2004).

Estimativas dos niveis dos produtos de reagdes oxidativas sao outra
forma de determinar o impacto do estresse oxidativo. A maioria dos estudos
tém se concentrado nos produtos da peroxidacao lipidica e oxidacdo de DNA
como marcadores de dano oxidativo. Um método largamente usado para
avaliagcao de peroxidacgao lipidica é a medida de substancias reativas do acido
tiobarbiturico (TBARS). TBARS s&o substéncias de baixo peso molecular,
constituidas a partir de malondialdeido (MDA), formado a partir da
decomposi¢cédo de produtos instaveis da peroxidagao lipidica (Fukunaga et al.,
1998).

Niveis elevados de TBARS foram encontrados no plasma (Akyol et al.,
2002; Dietrich-Muszalska & Olas, 2007; Kuloglu et al., 2002; Mahadik et al.,
1998; Ranjekar et al., 2003; Zhang et al., 2006), eritrécitos (Altuntas et al.,
2000; Herken et al., 2001), e plaquetas (Dietrich-Muszalska et al., 2005) de
pacientes esquizofrénicos.

Quanto a dano ao DNA, um estudo encontrou uma tendéncia ao
aumento do dano ao DNA em pacientes com SZ comparado com controles
(Young et al., 2007), porém outro estudo ndo demonstrou diferenga significativa
(Psimadas et al., 2004).

Em um estudo post-mortem avaliando cortex pré-frontal encontrou uma
grande propor¢cao de alteragbes de transcricdo, niveis de proteinas e
metabdlitos que se demonstraram associados com funcionamento mitocondrial,
metabolismo energético e oxidativo. Além disso, mais de 90% dos pacientes

com esquizofrenia puderam ser diferenciados dos controles nesse estudo,
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incluindo pacientes virgens de tratamento com neurolépticos e aqueles com
menos de um ano de doenga, com base em um grupo de genes que codificam
complexos mitocondriais e proteinas sensiveis ao equilibrio oxidativo
(Prabakaran et al., 2004).

Existe assim evidéncia persuasiva de que funcido mitocondrial e estresse
oxidativo estdo intrinsecamente envolvidos na patogénese da esquizofrenia,
apesar da natureza exata do seu papel em particular, se primario ou
secundario, ainda ndo estar esclarecida.

Evidéncia indireta dos mecanismos patofisioldgicos mediados pelo
estresse oxidativo também é produzida pelos efeitos antioxidantes dos agentes
antipsicoticos. Alteragcdes dos niveis de antioxidantes e produtos de reacéo
oxidativa sao revertidos ao longo do tratamento com antipsicéticos atipicos,
coincidindo com melhora sintomatica (Dakhale et al., 2004; Zhang et al.,
2003b). Em dois estudos, niveis de SOD, MDA e acido ascorbico diferiram
significativamente dos controles pareados por idade e género, considerando
tabagismo, e apresentaram alteragdes significativas em relagdo a normalidade
apos tratamento com antipsicoticos atipicos ao longo da duragdo dos estudos.
(Dakhale et al., 2004; Zhang et al., 2003b).

Um impacto diferente pode existir entre os antipsicéticos tipicos e
atipicos. Niveis mais elevados de produtos de peroxidacdo lipidica foram
encontrados em pacientes tratados com tipicos do que com antipsicoticos
atipicos (Kropp et al., 2005), com a existéncia de estudos contraditérios (Gama

et al., 2006; Zhang et al., 2006c).
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2.3.2. Estresse Oxidative no Transtorno Bipolar

Diversos estudos tém produzido evidéncias de alteragcdes de estresse
oxidativo no TB (Ng et al., 2008).

Estudos avaliando marcadores de estresse oxidativo em pacientes com
TB, encontraram niveis aumentados de SOD em comparagdo com controles
(Abdalla et al., 1986; Kuloglu et al., 2002), apesar de outro estudo encontrar
uma tendéncia a redugédo de SOD e CAT no TB (Ranjekar et al., 2003).

Diferentes estudos replicaram o achado de niveis elevados de
peroxidacao lipidica em sangue periférico de pacientes bipolares (Ranjekar et
al., 2003; Ozcan et al., 2004; Kuloglu et al., 2002).

Um estudo comparando pacientes em diferentes fases do TB evidenciou
aumento de TBARS independente do estado de humor, enquanto niveis de
GPx apresentaram-se elevados nos pacientes eutimicos, porém nao nos
pacientes maniacos ou deprimidos. Aumento de SOD foi associada a
depressao e a mania mas nao a eutimia e reducdo de CAT foi observada na
mania e eutimia porém nao na depressao (Andreazza et al., 2007).

No entanto, outro estudo demonstrou niveis reduzidos de SOD na
depressao bipolar, em conjunto com niveis aumentados de NO (Selek et al.,
2008). Em um estudo comparando pacientes sem uso de medicacgao, pacientes
tratados com litio em episddios maniacos e controles, o grupo tratado com litio
apresentou niveis mais baixos de TBARS e SOD que o grupo de pacientes néo
medicados (Machado-Vieira et al., 2007). Niveis elevados de NO e nitritos tém
sido encontrados em pacientes com transtorno bipolar (Gergerlioglu et al.,

2007; Savas et al., 2006; Yanik et al., 2004) e foram correlacionados com o
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numero prévio de episodios maniacos (Gergerlioglu et al., 2007; Savas et al.,
2006).

Outro aspecto importante sdo as evidéncias de efeito antioxidante de
agentes terapéuticos ja bem estabelecidos no tratamento do TB. Diversos
estudos mostraram normalizagdo de parametros de estresse oxidativo ao longo
do tratamento (Frey et al., 2007; Gergerlioglu et al., 2007; Ozcan et al., 2004).
Isso foi ilustrado por um relato de caso de duas pacientes gémeas, ambas em
episédio maniaco, com niveis aumentados de TBARS, SOD e dano ao DNA,
além da diminuicdo de CAT. Enquanto a paciente que foi adequadamente
tratada demonstrou normalizacdo de TBARS e SOD, a irma& que recusou o
tratamento manteve os parametros alterados (Frey et al., 2007). Em adigéo, as
evidéncias em relacdo as propriedades antioxidantes dos antipsicoticos,
mencionadas anteriormente, também sao relevantes para o TB.

Em estudos com modelos animais de mania, tanto litio quanto valproato
preveniram e reverteram a hiperatividade induzida por anfetamina em ratos,
também prevenindo peroxidagao lipidica no hipocampo e revertendo
peroxidacgao lipidica no cortex pré-frontal (Frey et al., 2006).

Um estudo recente sugeriu uma desregulagdo inata de processos
apoptoticos e oxidativos, através da avaliacdo do hipocampo de pacientes
bipolares, encontrando uma diminugdo da expressao de genes que codificam
enzimas antioxidantes e genes anti-apoptéticos, ao mesmo tempo em que a
regulagdo de genes pro-apoptoticos encontrava-se aumentada (Benes et al.,
2006).

Recentemente, as idéias sobre a patofisiologia do TB tém se focado na

hipotese de alteragdo do metabolismo mitocondrial (Kato, 2006). Em condigbes
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fisiologicas, as mitocondrias sdo a principal fonte de ERO. Em situagdes de
estresse oxidativo, a formagédo excessiva de ERO pode prejudicar a
mitocondria, e em compensagao, a disfuncdo mitocondrial pode aumentar
ainda mais a produgdo de ERO (Serrano & Klann, 2004). Diferentes estudos
postmortem demonstraram que a expressao dos genes que regulam a funcao
mitocondrial esta diminuida no hipocampo e cortex préfrontal de individuos com
TB (lwamoto et al., 2005; MacDonald et al., 2006; Sun et al.,2006).

Outra fonte responsavel pelo aumento de estresse oxidativo no TB pode
ser a hiperativacdo do sistema dopaminérgico durante os episédios (Berk et
al.,2007). A dopamina (DA) & metabolizada via monoamina oxidase (MAO),
produzindo perdxido de hidrogénio (H2O2) e acido dihidroxifenilacetico (Maker
et al. 1981; Berman & Hastings, 1999). Se ndo reduzido por mecanismos
antioxidantes como a GSH e GSH peroxidade, o H,O, pode reagir com metais
de transicdo como o ferro e formar radicais hidroxilas (Halliwell & Gutteridge,
2007). Essas moléculas podem imediatamente reagir com lipidios, DNA e
aminoacidos suscetiveis, assim causando dano celular (Halliwell & Gutteridge,
2007).

O estresse oxidativo esta associado com dano a DNA, disfuncao
endotelial e encurtamento de telomeros. Recentemente foi demonstrado que
pacientes com TB apresentam aumento de dano ao DNA em glébulos brancos,
e o aumento foi correlacionado a severidade dos sintomas (Andreazza et al.,
2007b).

Também foi demonstrado que individuos com TB e depress&o unipolar
apresentam maior encurtamento de teldmeros, uma medida de

envelhecimento, em comparagdo com controles sem transtorno de humor
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(Simon et al., 2006). O encurtamento de telébmeros, cujo principal fator
causador estudado € o dano oxidativo (Saretzki & Von Zglinicki, 2002), é um
marcador de senescéncia também observado em diferentes condi¢gdes clinicas
como em doencas cardiovasculares (Brouilette et al., 2003).

Por fim, recente evidéncia do papel do estresse oxidativo na
fisiopatologia do TB provém de um estudo, controlado por placebo, de N-
Acetilcisteina como adjuvante ao tratamento do TB que demonstrou desfechos

favoraveis (Berk, 2007).
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4. OBJETIVOS

Objetivo geral

Comparar niveis séricos de Superdxido Dismutase (SOD) e de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) medidos em pacientes bipolares
eutimicos, deprimidos e maniacos com pacientes esquizofrénicos cronicamente

medicados e controles sem doenga psiquiatrica.

Objetivos especificos

- comparar niveis séricos de superdxido dismutase (SOD) de pacientes
bipolares eutimicos, deprimidos € maniacos com pacientes esquizofrénicos,
correlacionando a variaveis clinicas (idade, sexo, tempo de diagndstico,

numero de internagdes, medicagado em uso).

- comparar niveis séricos de thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)
de pacientes bipolares eutimicos, deprimidos e maniacos com pacientes
esquizofrénicos, correlacionando a variaveis clinicas (idade, sexo, tempo de

diagndstico, numero de internagdes, medicagdo em uso).
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5. METODOLOGIA

Delineamento

Estudo transversal com amostragem por conveniéncia.

Populacao

Pacientes com diagnostico de esquizofrenia atendidos no Ambulatério
de Esquizofrenia do HCPA (PRODESQ), pacientes com diagndstico de
transtorno bipolar atendidos no Ambulatério de Transtorno Bipolar do HCPA
(PROTAHBI) e na Unidade de Internacéo Psiquiatrica do HCPA.

Como controles foram selecionados acompanhantes de pacientes em

atendimento no HCPA, que aceitaram participar voluntariamente do estudo.

Critérios de Inclusido Para Pacientes:

1) Diagnostico de Esquizofrenia ou Transtorno de Humor Bipolar — episddio
atual maniaco, deprimido ou eutimico, de acordo com os critérios do
DSM-IV.

2) ldade entre 18-60 anos.

3) Capacidade de entender e fornecer consentimento informado.

Critérios de Inclusdo Para Controles:

1) Sem diagndstico psiquiatrico ou histéria de tratamento psiquiatrico.

2) Sem histdria familiar de transtorno bipolar, esquizofrenia, depressao ou
outro transtono psicotico.

3) Capacidade de entender e fornecer consentimento informado.

Critérios de Exclusio:
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1) Doenga clinica importante (HIV, diabetes melito, hepatite, doenga renal,...)

Coleta e analise do material biologico

Foram coletados cinco mililitros de sangue por punc&o venosa de cada sujeito,
e colocado em um tubo a vacuo sem anticoagulante. O sangue foi
imediatamente centrifugado a 300 x g por 5 minutos, e o soro congelado a
menos 80°C até ser analisado. Niveis séricos de SOD e TBARS foram dosados

utilizando-se kits comerciais, segundo instrugdes dos fabricantes.
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6. ASPECTOS ETICOS

Todos os pacientes assinaram o termo de consentimento informado
previamente ao estudo. Foi assegurada a auséncia de vinculagdo da
concordancia em participar do estudo com a continuidade do atendimento no
programa de atendimento de transtorno de humor bipolar (PROTAHBI) ou

ambulatorio de esquizofrenia (PRODESQ).

Posteriormente foram coletados dos pacientes 5mL de sangue venoso
em tubos EDTA. As amostras foram armazenadas de forma a assegurar que a

identificacao de cada participante fosse possivel apenas por um pesquisador.

Este estudo abrangeu os principios bioéticos de autonomia,
beneficéncia, nao-maleficéncia, veracidade e confidencialidade, sendo
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre.
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Abstract:

There is an increasing body of evidence suggesting that oxidative stress may
play a role in the pathophysiology of both schizophrenia and bipolar disorder
(BD).

Methods: We compared the antioxidant enzyme, serum superoxide dismutase
(SOD) and the lipid peroxidation product, thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS) as assessed in depressive (N=21), manic (N=32) and euthymic
(N=31) bipolar patients (BD), and in chronically medicated patients with
schizophrenia (SZ; N=97), all fulfilling DSM-IV diagnostic criteria, and a group of
healthy controls (N=32).

Results: Serum SOD (U/mg protein) levels were significantly increased
(p<0.001) in manic (7.44+3.88) and depressed (6.12+4.64) BD patients and SZ
(9.48+4.51) when compared to either controls (1.81£0.63) or euthymic
(2.75%£1.09) BD patients. TBARS (mol/L) levels were significantly higher in the
SZ group (4.95+1.56, p=0.016), bipolar euthymic (6.36+1.46, p<0,001), bipolar
manic (7.54+1.74, p<0,001), and bipolar depressed patients (5.28+1.54,
p=0.028) compared to controls (3.96+1.51).

Discussion: Our findings show increased SOD levels in SZ, as well as in
depressed and manic bipolar patients, but not in euthymic BP subjects. This
suggests a dysregulation in oxidative defences in both disorders. It is likely that
such changes reflect state changes in bipolar disorder. It is possible that this is
a compensatory response to the oxidative stress that occurs in the acute phase
of bipolar episodes. TBARS results show increases in lipid peroxidation in
mania, which was differentiated from all other groups. TBARS levels in SZ and

in euthymic as well as depressed individuals with BP were higher than in
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controls. This suggests persistent increases in SZ, which may reflect ongoing
symptomatology or treatment, and a state dependant gradient in BP, with
greatest oxidative stress in mania.

These data support oxidative biology as both a key component of the
pathophysiology of both BP and SZ, and the use of agents that modulate
oxidative biology as a promising avenue for intervention in both disorders.
Keywords: Bipolar Disorder; Lipid peroxidation; Oxidative stress;
Schizophrenia; Superoxide Dismutase

Abbreviations: ATP, Adenosine 5'-triphosphate; BD, Bipolar Disorder; CAT,
Catalase; CGl, Clinical Global Impression; DMS-IV, Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders, fourth Edition; ETC, Electron Transport Chain;
GSH-Px, Glutathione Peroxidase; HDRS, Hamilton Depression Rating Scale;
MDA, Malondialdehyde; ROS, Reactive Oxigen Species; SCID-I, Structured
Clinical Interview for DMS-IV — Axis |; SOD, Superoxide Dismutase; SZ,
Schizophrenia; TBARS, Thiobarbituric Acid-Reactive Substances; YMRS,

Young Mania Rating Scale.
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Introduction

Bipolar disorder (BD) and schizophrenia (SZ) are illnesses that share
many epidemiologic and clinical features (Berrettini WH, 2000). There is also
increasing data suggesting an overlap in genetic susceptibility across the two
traditional classification categories (Craddock et al., 2006). Although the
pathophysiological mechanisms underlying these disorders remain unclear,
many studies point towards an involvement of oxidative stress in both BD
(Andreazza et al, 2007a; Kuloglu et al, 2002; Ranjekar et al., 2003) and SZ
(Akyol et al, 2002; Gama et al., 2006, 2008; Grignon and Chianetta, 2007; Lohr
and Browning, 1995; Mahadik and Murkherjee, 1996; Yao et al., 1998; Ng et al.,
2008).

Zeviani and Di Donato (Zeviani and Di Donato, 2004) have described
that neurological syndromes are the most frequent presentations of
mitochondrial disorders. This is concordant with the brain being the body’s most
metabolically active organ. Several postmortem studies have recently
demonstrated the involvement of mitochondrial dysfunction in the brains of both
BD and SZ patients (lwamoto et al., 2005; Karry et al.,2004; Konradi et al.,
2004; MacDonald et al., 2006; Sun et al., 2006), suggesting that mitochondrial
dysfunction may be a pathophysiological mechanism in these disorders.

Mitochondria are the major sources of reactive oxygen species (ROS),
which are quenched by the antioxidant defense system, most notably, the
enzymes: superoxide dismutases (SOD), catalase (CAT) and glutathione
peroxidase (GSH-Px). Of these, SOD activity has been the most frequently
examined. However, in situations of imbalance between ROS production and

antioxidant activity, oxidative damage occurs, generating deleterious effects on



55

signal transduction, structural plasticity and cellular resilience, mostly by
inducing lipid peroxidation in membranes, and oxidation of proteins and genes
(Takuma et al., 2004). Excessive formation of ROS can damage mitochondria,
and at the same time, mitochondrial dysfunction increases the production of
ROS (Serrano and Klann, 2004).

The end products of lipid peroxidation, especially malondialdehyde
(MDA) assessment through thiobarbituric reactive substances levels (TBARS),
have been by far the most widely used indices of oxidative stress in clinical
studies (Grignon and Chianetta, 2007; Andreazza et al., 2008 [in press]).
Oxidative stress is associated with secondary DNA damage, and notably, it has
been demonstrated that BD patients have a marked increase in DNA damage in
white blood cells, the extent of which was positively correlated with the severity
of symptoms (Andreazza et al., 2007b).

Despite the proliferation of information on oxidative stress mechanisms in
the psychiatric literature on the last decade (Ng et al., 2008), the different
biochemical pathways that might mediate oxidative stress in different psychiatric
disorders are not yet fully explained.

Thus, in attempt to clarify different ways in which oxidative stress is
involved in BD and SZ, we compared serum SOD and TBARS measured in
depressive, manic and euthymic bipolar patients, in chronically medicated

schizophrenic patients and in a group of healthy controls.

Methods
This study protocol was approved by the Ethical Committee of the

Hospital de Clinicas de Porto Alegre, RS, Brazil (HCPA). In accordance with
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the Declaration of Helsinki, all subjects were advised about the procedure and
signed the informed consent prior to participation in the study. Ninety-seven SZ
outpatients from the HCPA Schizophrenia Program and 83 BD patients from the
HCPA Bipolar Disorder Program were enrolled in this study protocol. The
diagnosis of BD was carried out using the Structured Clinical Interview for DMS-
IV — Axis | (SCID-I) (First et al., 1998). SZ patients were all on chronic
pharmacotherapy, and had a Clinical Global Impression (CGI) (Guy, 1976)
score < 3 assessed by a trained psychiatrist. None of them had a psychiatric
hospitalization for the last five years. Forty-four were taking clozapine, 23 were
taking typical antipsychotics and 30 other atypical antipsychotics. This group of
patients had to fulfill criteria for schizophrenia according to the Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, fourth Edition (DSM-IV) (Azevedo,
1999).

In BD patients, 32 were manic, 19 depressive and 32 euthymic.
Symptoms were assessed using the Young Mania Rating Scale (YMRS)
(Young, 1978) and the Hamilton Depression Rating Scale (HDRS) (Hamilton,
1960). Patients were considered euthymic if they scored <7 on both YMRS and
HDRS scales. Only patients that met DSM-IV mood episode criteria were
included in the depressed and manic groups. All patients were in regular use of
medication.

The control group was consisted of 32 medication free healthy volunteers
who had no current, past history or first-degree family history of a major
psychiatric disorder, dementia or mental retardation. Subjects were matched for

age, but not for gender.
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Each subject had 5 ml blood samples without anticoagulants collected by
venipuncture, and serum was obtained by centrifugation at 3,000xg for 5
minutes and kept frozen at -70°C for up to 6 months, until the assay.

Superoxide dismutase activity

Superoxide dismutase activity was determined spectrophotometrically in
serum samples by measuring the inhibition of the ratio of autocatalytic
adrenochrome formation at 480nm in a reaction medium containing 1mM
adrenaline and 50mM glycine (pH 10.2). This reaction was conducted at a
constant temperature of 30°C for 3 min. Enzyme activity is expressed as
superoxide dismutase units per gram of protein. One unit is defined as the
amount of enzyme that inhibits the ratio of adrenochrome formation by 50%
(Mirsa and Fridovich, 1972).

Serum lipid peroxidation

The levels of lipid peroxidation were measured using thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS) method described by (Wills, 1966). In vivo, free
radicals react with lipids, generating malandialdehyde (MDA). In this method,
the MDA present in the sample reacts with tiobarbituric acid which forms a pink

chromogen that may be detected at 530nm. Data were expressed as nmol/mL.

Statistical analysis

Statistical Product and Service Solutions, version 12.0 (SPSS) was used
to perform statistical analysis. The Kolmogorov-Smirnov test was used to
compare observed cumulative distribution functions with a theoretical
cumulative distribution; our sample presented a normal distribution. Groups

were compared using ANOVA and the Tukey post test.
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Results

The subjects’ characteristics are summarized in table 1. A greater
prevalence of male over female patients was found in both manic and
schizophrenic groups, when compared to any of the other groups. There was no
significant difference on the mean age of the different groups, except for the
comparison between depressed and schizophrenic patients (p<0.02).

Serum SOD (U/mg protein) activity was significantly increased (p<0.001)
in manic (7.44 + 3.88) and depressed (6.1214.64) BD patients and individuals
with SZ (9.48 + 4.51) when compared to either healthy controls (1.81 + 0.63) or
euthymic (2.75 = 1.09) BD patients. Euthymic BD individuals and controls
showed no significant difference (p=0.848). Comparing SOD levels between BD
depressed, manic and SZ, there was statistical difference only among BD
depressed and SZ patients (p=0.003). SOD activity for BD manic and SZ were
not statistically different; neither was there difference between manic and
depressed BD.

TBARS (mol/L) levels were significantly higher in the SZ group (4.95 +
1.56, p=0.016), BD euthymic (6.36 + 1.46, p<0.001), BD manic (7.54+1.74,
p<0.001), and BD depressed patients (5.28 + 1.54, p = 0.028) compared to
controls (3.96 = 1.51). The depressed BD group was not statistically different
from euthymic BD or SZ groups, while the manic BD group had higher levels of

TBARS when compared to any of the other groups (p<0.01, figure 2).
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Discussion

The present findings provide additional evidence of increased oxidative
stress in SZ and BD. There is increasing evidence that mitochondrial
dysfunction is important in the pathophysiology of BD (Kato, 2007) and SZ
(Karry et al., 2004). During periods of high neuronal activity, a significant
volume of oxygen is used to maintain neuronal membrane potentials, which
subsequently may produce excessive ROS (Chance et al., 1979; Coyle and
Puttfarcken, 1993). Mitochondrial dysregulation associated with decreased
oxidative phosphorylation shifts metabolism toward anaerobic energy
production via glycolysis, increasing lactate levels and pH and leading to ROS,
glutamate excitotoxicity, and apoptosis (Nicholls et al., 2000). The major
component of mitochondria is the electron transport chain (ETC), consisting of a
series of multimeric protein complexes. Mitochondrial ETC creates a proton
gradient for generating energy in the form of adenosine 5'-triphosphate (ATP)
through the process of oxidative phosphorylation, and its normal functioning is
essential to providing the energy for brain functioning. A dysfunctional
mitochondrial ETC will generate excessive ROS that subsequently cause
oxidative damage, if not adequately scavenged by endogenous antioxidants
(Wang, 2008). A major endogenous antioxidant system involves SOD, which
catalyzes superoxide anion into hydrogen peroxide. Increased antioxidant
activity may reflect a preceding cellular oxidative stress or serve as a
compensatory mechanism (Zoroglu et al., 2004).

The body of evidence of the involvement of oxidative stress, DNA
damage and mitochondria dysfunction in the patophysiology of BD and SZ has

been increasing in the last few years. Several studies reported that patients with
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BD have significant alterations in antioxidant enzymes (Abdalla et al., 1986;
Andreazza et al., 2007; Gergerlioglu et al., 2007; Kuloglu et al., 2002; Machado-
Vieira et al., 2007; Ozcan et al., 2004; Ranjekar et al., 2003; Savas et al., 2006;
Selek et al.,, 2007), increased lipid peroxidation (Andreazza et al., 2007a;
Gergerlioglu et al., 2007; Kuloglu et al., 2002; Ozcan et al., 2004; Ranjekar et
al., 2003) and increased nitric oxide levels (Gergerlioglu et al., 2007; Savas et
al., 2006; Selek et al., 2008) as well as the expression of major antioxidant
enzymes, SOD and catalase, and that apoptotic genes are upregulated in
hippocampi of individuals with BD (Benes et al., 2006). Alterations in TBARS,
SOD and NO have also been well established in SZ (Akyol et al., 2002; Gama
et al.,, 2006, 2008; Grignon and Chianetta, 2007; Mahadik and Murkherjee,
1996; Yao et al., 1998).

Previous studies considering BD and SZ did no comparison between the
two disorders and did not consider bipolar disorder’s different mood states in
their analysis (Kuloglu et al., 2002; Ranjekar et al., 2003). We found increased
levels of TBARS in all phases of BD, including euthymic patients, and in SZ. In
manic patients it was significantly higher than any other group. SOD activity was
increased only in acute phases of BD with no significant difference between
euthymic BD and controls. Interestingly the level of SOD in SZ was higher than
any other group, including manic patients. Continued exposure to therapy such
as antipsychotics, avoidance of stressors, or the course of iliness by itself could
decrease the allostatic load (Kapczinski et al., 2008) and oxidative stress during
psychotic symptomatic remission (Gama et al., 2008) and activate additional
mechanisms of neuronal plasticity (Gama et al., 2007), such as the anti-

oxidative repair systems like SOD (Gama et al., 2006). These findings suggest
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different patterns of oxidative stress in each disorder, which had been
previously evidenced only by post-mortem studies (Benes et al., 2006).

As all subjects were treated, we could not analyze the effects of
medication on the different groups. Previous studies considering medications’
action on oxidative stress have shown a decrease on oxidative stress
parameters associated with both antimanic treatment in BD (Gergerlioglu et al.,
2007; Machado-Vieira et al., 2007) and chronic antipsychotic treatment in SZ
(Arvindakshan et al., 2003; Khan et al., 2002). The small numbers of people on
individual agents did not allow reliable assessment of the effect of those
treatments on markers in this study. Although there are studies that did not find
an effect on oxidative stress with antipsychotics (Parikh et al., 2003; Tarazi et
al., 2002), studies have clearly demonstrated that lithium and valproate exert
antioxidant effects (Frey et al., 2006, 2007; Machado-Vieira et al., 2007; Shao
et al., 2005).

The main limitation of our analysis is the lack of control for potential
confounders. Factors such as diet, sedentariness, and smoking can contribute
substantially to oxidative stress. Both BD and SZ present high prevalence of
metabolic abnormalities which are known to contribute to increased lipid
peroxidation (Block et al., 2002). Schizophrenic patients also tend to resist the
trend in smoking reduction and their nicotine intake can reach quite high levels
even after controlling for the daily number of cigarettes (Williams et al., 2005).
This renders their correct matching with controls highly problematic with respect
to these potential confounders (Grignon and Chianetta, 2007). Also, although
cigarette smoking is a well-known environmental oxidant, the literature relating it

to markers of lipid peroxidation in the general population has provided
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conflicting results, with the majority of studies finding no association (Trevisan
et al. 2001). There is, however, a strong negative correlation between smoking
and SOD activity (Reddy Thavanati et al., 2008), which perhaps would increase
the SOD results in our SZ sample, if adequately considered in our analysis.
Regarding aging and oxidative stress, different studies suggest that while
oxidative damage to DNA may accumulate with age, oxidative damage to lipids
is related not to age but to behavioral and physiologic conditions concurrent
with aging — such as increasing levels of body fat and cholesterol, and
inflammation (Block et al. 2002). Previous studies in BD and SZ found no
association with duration of iliness or number of previous episodes with TBARS
and SOD activity (Akyol et al., 2002; Arvindakshan et al., 2003; Gama et al.,
2006; Savas et al., 20006).

In BD, the greater levels of TBARS in mania than in euthymia,
depression or in controls, suggests that mania is the state with the greatest
oxidative stress. There is evidence that increased dopamine levels are
associated with the symptoms of mania and that a reduction in dopamine
transmission through reduction in dopamine synthesis or blockade of dopamine
D2 receptors may be associated with antimanic effects (Yatham et al., 2005).
Interestingly, increased dopamine levels are an important source of oxidative
stress in the brain, due to oxidative metabolism of dopamine (Chen et al.,
2008). Dopamine may be metabolized via monoamine oxidase with production
of H,O, and dihydroxyphenylacetic acid (Berman and Hastings, 1999) or can go
through nonenzymatic hydroxylation in the presence of Fe** and H,O; leading
to the formation of 6-hydroxydopamine (6-OHDA) (Hastings et al., 1996; Obata,

2002). 6-OHDA is toxic to the nervous systems, and the mechanisms involved
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in this toxicity include: endoplasmic reticulum stress, activation of GSK-3-beta
by phosphorylation at tyrosine 216, and inhibition of protein kinase AKT by
phosphorylation at Ser473 (Obata, 2002). A clinical implication of this finding is
that mania is more toxic than depression, and that clinical attempts at
neuroprotection may need mania as a principal target. In SZ, difficulties in
defining remission in a chronically ill and stable population, do not allow clear
differentiation of state and trait effects with respect to TBARS, but support a
chronically increased, although not static, oxidative load, since lipid peroxidation
seems to be directly related to acute symptomatology (Gama et al., 2008).

With regard to SOD, its increased activity might be caused by either a
compensatory response to oxidative stress or a baseline over expression. In
BD, SOD may be increased in response to ROS overproduction as a
compensatory mechanism in the acute phases of the disorder. The increased
level of TBARS even in euthymic bipolar patients suggests that this
compensatory mechanism is incompletely effective. In SZ SOD activity remains
extremely elevated while TBARS levels are not extensively increased, when
compared to controls, as it is in BD patients. This suggests that individuals with
SZ have either a more effective antioxidant defense system or a decreased
ROS production in the chronic phase of the disorder.

These results are in line with a gene expression profile study showing
that several antioxidation and antiapoptotic genes are downregulated in BD but
not in SZ (Benes et al., 2006; Rego et al., 2003). As recently suggested (Benes,
2007), although BD and SZ may share common clinical and even cellular
phenotypes, the molecular endophenotypes involved in both disorders,

particularly oxidative stress damage, seem to be different.
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Remediation of oxidative stress with the glutathione precursor, N-acetyl
cysteine in both SZ and BP reduces core symptoms of both disorders (Berk et
al., 2008 [in press]). These data support oxidative biology as both a core
component of the pathophysiology of both disorders and as a promising avenue
for intervention, also warranting further investigation into the mechanisms

involved in its regulation.
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Table 1

Characteristics of healty controls, euthymic bipolar disorder (BD) patients, depressed

BD patients, manic BD patients and schizophrenic (SZ) patients.

Control BD euthymic BD depressed BD manic (n=32)
group (n=32) (n=32) (n=19)

Gender (M/F) 11/21 12/20 3/16 18/14

Mean age (S.D.), years | 40.69 (12.12) 40.28 (12.00) 43.43 (8.00) 40.13 (12.65)
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Figure 1. Mean serum superoxide dismutase (SOD) activity in BD and SZ.

Depressed, manic and schizophrenic SOD values statistically different from either

controls or euthymic patients (p<0.01).

Euthymic BD patients and controls not significantly different (p=0.848).

Schizophrenic group statistically different from manic group (p=0.003).
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Figure 2. Mean serum TBARS in BD and SZ.

Euthymic, depressed, manic and schizophrenic TBARS values statistically different

(p<0.01) from controls.

Manic BD group statistically different (p<0.01) from all other groups.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo n&o apenas produz evidéncia adicional do envolvimento do
estresse oxidativo na patofisiologia do TB e da SZ como também sugere

diferentes padrdes de envolvimento nos dois transtornos.

No6s observamos niveis elevados de TBARS em todas as fases do TB,
inclusive em pacientes eutimicos, € na SZ. Em pacientes maniacos, os niveis
se encontravam mais elevados do que qualquer outro grupo, sugerindo que a
mania é o estado com maior estresse oxidativo. Uma possivel explicagcédo seria
a hiperatividade dopaminérgica sabidamente associada a estados maniacos.
Ainda assim, é interessante a observagdo de que pacientes bipolares em
eutimia também apresentam niveis elevados de TBARS em relacdo aos
controles, o que sugere o envolvimento de estresse oxidativo mesmo em
pacientes tidos como “assintomaticos”. Tal achado pode ser explicado pela
possivel existéncia de sintomatologia subsindrémica nessa populagao ou pela
existéncia de alteracbes no metabolismo oxidativo de base, independentes de

estado.

Niveis de SOD demonstraram-se elevados apenas nas fases agudas do
TB, sem diferencga significativa entre pacientes bipolares eutimicos e controles.
No entanto, o nivel de SOD na SZ encontrava-se significativamente mais
elevado em relagédo a todos os outros grupos, incluindo o grupo de pacientes
maniacos. Aumento da atividade de SOD pode ser explicado como um
mecanismo compensatério em resposta a um aumento de estresse oxidativo
Ou como uma super-expressdo basal da enzima antioxidante. O fato de que

pacientes esquizofrénicos apresentam um aumento importante da SOD ao
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mesmo tempo que em os niveis de TBARS nao se encontram tdo aumentados
sugere a existéncia de um sistema de defesa antioxidante mais eficiente na SZ
do que no TB ou uma diminuicdo da producdo de ERO na fase crénica do

transtorno.

Algumas limitagdes do estudo devem ser levadas em consideragao.
Neste estudo todos os pacientes estavam em tratamento medicamentoso e nao
foram analisadas as diferentes categorias das medicagdes devido a grande
variabilidade de esquemas terapéuticos utilizados; sendo, na maioria das
vezes, mais de uma medicagao. Desta forma, ndo foi possivel determinar o
papel das medicagdes sobre os achados observados. No entanto, como
apresentado anteriormente, a maioria das medicagdes utilizadas parecem
exercer importante efeito antioxidante, como demonstrado por diferentes
estudos que avaliaram o efeito de estabilizadores de humor, especificamente
litio e valproato (Frey et al., 2006, 2007; Machado-Vieira et al., 2007; Shao et

al., 2005), e de antipsicoticos (Arvindakshan et al., 2003; Khan et al., 2002).

Até onde sabemos, esse é o primeiro estudo a comparar diretamente
medidas séricas de parametros oxidativos entre TB e SZ (Kuloglu et al., 2002;
Ranjekar et al., 2003). Estudos anteriores apenas compararam os dois
transtornos em relagao a controles. Diferentes padrdes de estresse oxidativo foi
previamente sugerido apenas por estudos post-mortem (Benes et al., 2006),
onde foi encontrado, no TB, uma diminuicdo da expressdo de genes que
codificam enzimas antioxidantes e genes anti-apoptéticos, além de um
aumento da expressao de genes pro-apoptoticos, enquanto na SZ, observou-

se apenas aumento da expressao de genes anti-apoptaticos.



ANEXO

Consentimento Informado

11.3.1 - TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO PARA PACIENTES

Numero do estudo: Nome do sujeito:
Data de nascimento: Cod. de identidade do sujeito:

Médico supervisor:

Informacgdes sobre o estudo ao paciente

Esta folha informativa tem o objetivo de fornecer a informagdo minima para quem
considerar participar neste estudo. Ela ndo elimina a necessidade do pesquisador
de explicar, e se necessario, ampliar as informacoes nela contidas.

Antes de participar deste estudo, gostariamos que vocé tomasse conhecimento do
que ele envolve. Damos abaixo alguns esclarecimentos sobre duvidas que vocé
possa ter. Em caso de qualquer duvida quanto ao estudo, o que ele envolve e
sobre os seus direitos, vocé devera contatar a Dra Clarissa Severino Gama pelo
telefone (51) 99885851.

Qual é o objetivo da pesquisa?
Com este estudo buscamos identificar se ha relagdo entre a quantidade algumas
substancias no sangue e a esquizofrenia. Caso haja esta relacao, estas substancias

poderéo ser Uteis para ajudar no entendimento e tratamento da doenga.

Quais sao os riscos em participar?

O unico risco a que o paciente sera submetido é o da puncdo venosa, que é um
procedimento corriqueiro e de baixissimo risco. Serdo retirados 5 ml de sangue, o
que nao compromete a saude do paciente. O procedimento sera feito com material
esterilizado e descartavel por profissionais da area de saude com competéncia
técnica para tal.

Itens importantes



Vocé tem a liberdade de desistir do estudo a qualquer momento, sem fornecer um
motivo, assim como pedir maiores informacdes sobre o estudo e o procedimento a
ser feito.

O que eu ganho com este estudo?

Sua colaboragao neste estudo visa aumentar o conhecimento cientifico sobre a
esquizofrenia. Em curto e médio prazos, nao havera ganhos especificos para o
paciente ao participar deste estudo.

Quais sao os meus direitos?

Os pesquisadores do Servico de Psiquiatria e os representantes da Comissao de
Etica do HCPA podem necessitar examinar os seus registros a fim de verificar as
informacdes para o objetivo deste estudo. No entanto, os seus registros meédicos
serdo sempre tratados confidencialmente.Os resultados deste estudo poderao ser
publicados em um jornal cientifico, mas vocé nao sera identificado por nome.Sua
participacdo neste estudo € voluntaria, de forma que caso vocé decida nao
participar, isso nao afetara o tratamento normal ao qual vocé tem direito.
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DECLARACAO:

L PR declaro
que:

1. Concordo total e voluntariamente em fazer parte deste estudo.

2. Recebi uma explicagdo completa do objetivo do estudo, dos procedimentos

envolvidos e o0 que se espera de mim. O médico me explicou os possiveis

problemas que podem surgir em consequéncia da minha participagdo neste

estudo.

Informei 0 médico sobre medicamentos que estou tomando.

Concordo em cooperar inteiramente com o médico supervisor.

Estou ciente de que tenho total liberdade de desistir do estudo a qualquer

momento e que esta desisténcia nao ira, de forma alguma, afetar meu

tratamento ou administracdo médica futura.

6. Estou ciente de que a informagao nos meus registros médicos é essencial para
a avaliacao dos resultados do estudo. Concordo em liberar esta informacgao sob
o entendimento de que ela sera tratada confidencialmente.

7. Estou ciente de que nao serei referido por nome em qualquer relatério
relacionado a este estudo. Da minha parte, ndao devo restringir, de forma
alguma, os resultados que possam surgir neste estudo.

o s w

Assinatura do Paciente

Ass:

Data:

Assinatura do Pesquisador Responsavel:

Ass:

Data:

Assinatura do Familiar Responsavel pelo Paciente

Ass:

Data:



11.3.2 - Termo de consentimento informado para voluntarios saudaveis

NuUmero do estudo: Nome do sujeito:
Data de nascimento: Cdd. de identidade do sujeito:

Médico supervisor:

Informacdes sobre o estudo ao voluntario do grupo controle

Esta folha informativa tem o objetivo de fornecer a informagdo minima para o
sujeito que considere participar neste estudo. Ela nao elimina a necessidade do
pesquisador de explicar, e se necessario, ampliar as informagdes nela contidas.
Antes de participar deste estudo, gostariamos que vocé tomasse conhecimento do
que ele envolve. Damos abaixo alguns esclarecimentos sobre duvidas que vocé
possa ter. Em caso de qualquer duvida quanto ao estudo e o que ele envolve e
sobre os seus direitos, vocé devera contatar a Dra. Clarissa Severino Gama pelo
telefone (51)99885851.

Qual é o objetivo da pesquisa?
Com este estudo buscamos identificar se ha relagdo entre a quantidade algumas
substancias no sangue e a esquizofrenia. Caso haja esta relagao, estas substancias

poderdo ser Uteis para ajudar no entendimento e tratamento da doenca.

Quais séo os riscos em participar?

O Unico risco a que o paciente sera submetido € o da pungao venosa, que € um
procedimento corriqueiro e de baixissimo risco. Serao retirados 5 ml de sangue, o
que nado compromete a saude do voluntario. O procedimento sera feito com
material esterilizado e descartavel por profissionais da area de saude com
competéncia técnica para tal. O voluntario sera submetido a um questionario e uma
avaliagdo cognitiva para verificar se em algum momento de sua vida ja sofreu
algum transtorno mental grave, como esquizofrenia, transtornos de humor (como
depressao), deméncia ou dependéncia de substancias psicoativas.

Itens importantes

Vocé tem a liberdade de desistir do estudo a qualquer momento, sem fornecer um
motivo, assim como pedir maiores informagdes sobre o estudo e o procedimento a



ser feito. Caso seja constatada alguma patologia na avaliagdo cognitivo-
psiquiatrica, este resultado |he sera informado e vocé serda encaminhado para a
triagem do ambulatério de psiquiatria do HCPA.

O que eu ganho com este estudo?

Sua colaboracao neste estudo visa aumentar o conhecimento cientifico
sobre a esquizofrenia. Em curto e médio prazos ndo havera ganhos
especificos pelo voluntario ao participar deste estudo.

Quais sao os meus direitos?

Os resultados do teste cognitivo e das dosagens serdao sempre tratados
confidencialmente. Os resultados deste estudo poderao ser publicados em um
jornal cientifico, mas vocé nao sera identificado por nome. Sua participacdo neste
estudo é voluntaria, de forma que caso vocé decida nao participar, ndo lhe
acarretara problema algum.
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DECLARACAO:

B, oo e e e aaaeanaes declaro

que:

1. Concordo total e voluntariamente em fazer parte deste estudo.

2. Recebi uma explicagdo completa do objetivo do estudo, dos procedimentos
envolvidos e o0 que se espera de mim. O médico me explicou os possiveis
problemas que podem surgir em consequéncia da minha participacdo neste
estudo.

3. Informei o médico sobre todos os medicamentos que tomei nas ultimas 24
horas e medicamentos que ainda estou tomando.

4. Concordo em cooperar inteiramente com o médico supervisor.

5. Estou ciente de que tenho total liberdade de desistir do estudo a qualquer
momento e que esta desisténcia nao ira, de forma alguma, acarretar qualquer
tipo de problema para mim.

6. Estou ciente de que a informacao colhida no questionario é essencial para a
avaliacao dos resultados do estudo. Concordo em liberar esta informacao sob o
entendimento de que ela sera tratada confidencialmente.

7. Estou ciente de que nao serei referido por nome em qualquer relatério
relacionado a este estudo. Da minha parte, ndao devo restringir, de forma
alguma, os resultados que possam surgir neste estudo.

Assinatura do Voluntario Assinatura do Pesquisador Responsavel:

Ass: Ass:

Data: Data:
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