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Resumo

Introducéo: O transtorno do humor bipolar (THB) tem sido associado cada vez
mais com anormalidades da neuroplasticidade, e estudos tém demonstrado que o
Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (Brain-Derived Neurotrophic Factor -
BDNF) desempenha um papel na patofisiologia dos transtornos do humor.
Estudos com pacientes ndo medicados comparados aos medicados séo

necessarios para avaliar o papel da medicacao nos niveis séricos do BDNF.

Objetivo: Avaliar os niveis de BDNF em pacientes bipolares ndo medicados e

compara-los com pacientes bipolares medicados e ambos com controles sadios.

Metodologia: Para avaliarmos as possiveis alteragdes dos niveis de BDNF, foi
coletado sangue de vinte e dois pacientes bipolares tipo | maniacos ou
depressivos ndo medicados e 22 pacientes bipolares tipo | medicados,
comparados com 22 controles sadios, pareados por sexo e idade. Os pacientes
foram avaliados usando SCID-I, YMRS e HDRS. Os pacientes ndo medicados nao
estavam recebendo medicacdo ha pelo menos duas semanas. Os niveis séricos
do BDNF foram medidos por “ELISA sanduiche”.

Resultados: Niveis séricos de BDNF em pacientes bipolares medicados e néo
medicados estavam diminuidos quando comparados com controles (0,2+0.09;
0,29+0.19 e 0,40+0.12, respectivamente, p<0.001 para ndo medicados/medicados
vs. controles). O BDNF né&o diferiu entre pacientes bipolares medicados e néo
medicados. Quando analisados de acordo com o estado de humor, 0s niveis
séricos de BDNF foram mais baixos em pacientes bipolares durante ambos os
episodios (maniaco e depressivo), quando comparados com controles sem a
doenca (0.28+0.11, 0.22+0.17 e 0.40+0.12, respectivamente, p<0.001 para

pacientes bipolares vs. controles)

Conclusdes: Os resultados sugerem que a diminuicdo dos niveis séricos de
BDNF podem estar associados com a patofisiologia dos sintomas no THB. Os
niveis séricos do BDNF nao diferiram entre os pacientes bipolares medicados e

nao medicados.
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TRANSTORNO DE HUMOR BIPOLAR

1. Revisao de Literatura

1. 1. Caracteristicas Clinica do Transtorno do humo  r Bipolar (THB)

O Transtorno de Humor Bipolar (THB) é um transtorno mental grave,
cronico e incapacitante, com episodios recorrentes, estando associado a elevada
morbidade clinica (Kilbourne et al., 2004). Acomete de 1-3% da populacédo e esta
associado a um alto indice de suicidio e desemprego (Weissman et al., 1996;
Muller-Oerlinghausen, Berhofer e Bauer 2002; Grant et al., 2005). O
Epidemiological Catchment Area (ECA-NIMH) (Weissman et al., 1996), conduzido
nos Estados Unidos a partir de 1980, com amostra de aproximadamente 20 mil
pessoas, mostrou uma taxa de prevaléncia de 0,8% do THB tipo I. No Brasil foi
encontrada a prevaléncia de 0,7% na populacdo de Porto Alegre/RS (Almeida
Filho et al., 1997).

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude, o THB é considerado a
sexta causa de incapacidade entre as condicbes médicas e psiquiatricas em
pessoas com 15 a 44 anos (Lopez e Murray, 1998). O curso clinico do THB é
cronico, usualmente caracterizado por periodos de exacerbagdo dos sintomas
(episddios agudos) intercalados por periodos subsindrémicos e periodos de
remissdo (eutimia). A média de tempo entre o aparecimento dos primeiros
sintomas e o primeiro tratamento é de aproximadamente dez anos (Leverich e
Post, 2006). Em um estudo de seguimento, que acompanhou pacientes bipolares
tipo | por um periodo médio de 13 anos, observou-se que 0s pacientes
permaneceram metade deste periodo sintomaticos (Judd et al., 2002). Além disto,
observa-se que a persisténcia de sintomas subsindromicos esta associada a um
maior risco de reagudizacdo da doenca (Perlis et al., 2006) e maior indice de

incapacitacao (Judd et al., 2005).



A ocorréncia de pelo menos um episédio maniaco ou hipomaniaco durante
a vida é suficiente para a identificagdo do THB, na qual a presenca de episodio
maniaco confere o diagnéstico de THB tipo I, enquanto a presenca de episodio
hipomaniaco, sem a ocorréncia de episddio maniaco, confere o diagnostico de
THB tipo 1l (APA, 2000; Belmaker, 2004). O episddio maniaco é definido, segundo
a Associacdo Psiquiatrica Americana (APA, 2000), por um periodo distinto de
humor anormal e persistentemente elevado, expansivo ou irritdvel, acompanhado

por pelo menos trés dos seguintes sintomas (quatro se humor irritavel):

a) grandiosidade ou auto-estima inflada;

b) taquilalia ou pressao por falar;

c) diminuicao da necessidade do sono;

d) experiéncia subjetiva de que os pensamento estdo correndo ou fuga de
idéias;

e) distratibilidade;

f) alteracdo do comportamento dirigido para atividades prazerosas,
freqientemente imprudentes ou perigosas;

g) agitacao psicomotora.

O THB tipo | é caracterizado por um ou mais episddios maniacos ou mistos,
geralmente acompanhados por episédios depressivos maiores, enquanto que no
THB tipo Il ndo ocorrem episddios maniacos, somente episddios hipomaniacos
(APA, 2002).

O episadio deve ser grave o suficiente para causar prejuizo significativo no
ambito familiar, social ou ocupacional, necessidade de hospitalizacdo ou ter
presenca de sintomas psicoticos. Devido ao curso crénico e a freqlente
reincidéncia e gravidade dos sintomas de humor, o tratamento do THB baseia-se
atualmente no manejo dos episddios agudos e no tratamento de manutencdo
como prevengdo para ocorréncia de novos episodios (Yatham et al., 2005).

Estudos mostram que a demora no diagnoéstico e o numero maior de crises



refletem uma piora cognitiva e clinica do paciente (Gazalle et al., 2005). Além
disto, estudos indicam que alteragdes neuroquimicas induzidas pela mania estédo
associadas ao surgimento de neurotoxicidade (Post et al., 1982; Friedman et al.,
1993; Johnston-Wilson et al., 2000). O objetivo do tratamento é a remissao,
mantendo o0s pacientes eutimicos, pois esta teria um efeito neuroprotetor, uma vez
gue os episodios maniacos e depressivos estdo associados aos efeitos de danos

ao DNA e neurotoxicidade (Andreazza et al., 2006).

Os indices de refratariedade aos medicamentos de primeira linha séo
bastante elevados. Dois estudos que avaliaram individuos bipolares tratados em
instituicbes académicas demonstraram que uma alta porcentagem dos pacientes
permanece sintomatica, mesmo quando “adequadamente tratados” (Post et al.,
2003; Dennehy et al., 2005). Mesmo que os medicamentos de Ultima geracdo
possuam um melhor perfil de tolerabilidade e segurangca em relagdo aos
tradicionais, muito pouco se adicionou, do ponto de vista da eficacia, em relagéo
aos primeiros medicamentos (Castrén, 2005). Uma das causas da inexisténcia de
psicofarmacos mais efetivos é o pouco conhecimento da fisiopatologia acerca do
THB (Zarate, Singh e Maniji, 2006).

1.2. Fisiopatologia

Pouco ainda se sabe sobre a etiologia e neurobiologia do THB, apesar do
grande impacto e incapacidade que causa na populacao; trata-se de um quadro
complexo de interacdo gene-ambiente (Shaltiel, Chen e Manji, 2006). As bases
biolégicas do THB incluem fatores relacionados a genética, as vias neuro-
hormonais, neurotransmissdo, vias de transcricdo de sinal, regulagdo da
expressao génica, alteracbes do sistema imunoldgico, estresse oxidativo e
neuroplasticidade. Estudos genéticos tém sugerido, fortemente, que a

patofisiologia pode ser explicada, pelo menos em parte, por fatores genéticos
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(Lenox, Gould e Manji, 2002). Existem diversas evidéncias mostrando o
envolvimento das espécies reativas do oxigénio em diversas patologias,
especialmente nos transtornos neurolégicos e psiquiatricos; sabe-se que o
sistema nervoso central € suscetivel ao estresse oxidativo (Takuma, Baba e
Matsuda 2004). Estudos tém demonstrado alteracdes nas enzimas antioxidantes
nos eritrécitos de pacientes com THB (Kuloglu et al., 2002; Ranjekar et al., 2003;
Ozcan et al., 2004); outro estudo encontrou um aumento dos niveis da proteina

S100B durante episodios maniacos (Machado-Vieira et al., 2002).

Estudos com gémeos tém demonstrado que no THB ha uma concordancia

de 70% entre monozig6ticos e cerca de 30 % em dizigoticos (Kelsoe, 2003).

Estudos familiares, estudos com gémeos e estudos de adogao demonstram
claramente que a hereditariedade genética € um dos fatores determinantes para o
desenvolvimento da doenca (Craddock e Jones, 1999). Comparando com outras
doencas, a hereditariedade do THB é maior do que a do cancer de mama e do
diabetes tipo Il, sendo que o risco de um familiar em primeiro grau de um individuo
afetado desenvolver a doenca € 10 vezes maior que o risco da populagdo em
geral (Craddock, O’'Donovan e Owen, 2005).

Estudos de imagem de cérebro pos-mortem tém revelado um numero de
anormalidades estruturais no cérebro de individuos com THB. Estas
anormalidades incluem reducdo no volume do cortex pré-frontal (CPF) e
hipocampo em exames de ressonancia magnética (Pearlson, 1999). Reducéo da
densidade neuronal e glial, também em cérebros pos-mortem, foram relatados por
Rajkowska et al (2001). Pearlson e Veroff relataram alargamento de ventriculos
em jovens com THB. Estudos de neuroimagem tém revelado anormalidades
fronto-limbicas e fronto-estriatais em criancas bipolares. Estes estudos indicam
gue atrofia neuronal e perdas celulares podem contribuir para a patofisiologia da
depresséo e THB (Kapczinski et al., 2008).
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J& os estudos neurofuncionais, baseados em ressonancia magnética funcional
e tomografia por emissdo de positrons (PET), apontam para uma diminuicdo
significativa do metabolismo do CPF durante a depresséo e subsequente aumento
em algumas regibes do CPF durante a fase maniaca (Malhi et al., 2004,
Strakowski, DelBello e Adler, 2005). Além disso, a diminuigcdo do metabolismo do
CPF parece estar acompanhada de um aumento no metabolismo da amigdala e
do estriado, sugerindo que alteragdes no circuito que compreende o CPF, sistema

limbico e ganglios da base podem estar associadas a fisiopatologia do THB.

No que se refere ao hipocampo, embora a maioria dos estudos n&o tenha
encontrado alteragcbes do seu volume no THB, trés grupos independentes que
utilizaram a técnica de espectroscopia por ressonancia magnética observaram
uma diminuicdo do N-acetil-aspartato (um marcador de viabilidade neuronal) no
hipocampo de individuos bipolares (Bertolino et al., 2003; Deicken et al., 2003;
Atmaca et al., 2006), sugerindo uma diminuicdo do funcionamento dos neurdnios
hipocampais no THB. Individuos com THB também apresentam diminuicdo da
arborizac&o de dendritos apicais, bem como diminuicdo da densidade de espinhas
dendriticas em neurdnios piramidais (Rosoklija et al., 2000), e diminuicdo do
namero de neurdnios ndo-piramidais na regido CA2 (Benes et al.,, 1998). Uma
avaliacdo mais detalhada destas alteracdes neuropatolégicas sugere que estas
modificagbes seguem um padréo de alteracdo no desenvolvimento neuronal e de
neuroplasticidade, e ndo um padrdo de degeneragdo cerebral como previamente

se pensava (Rajkowska, 2003).

Estudos conduzidos em tecido pos-mortem, nesta mesma linha, revelaram
gue individuos bipolares apresentam uma diminuigdo significativa de células
neuronais e gliais no CPF dorsolateral e no CPF subgenual (Ongur, Drevets e
Price, 1998; Rajkowska, Halarie e Selemon, 2001; Bouras et al., 2001). Estas
deficiéncias poderiam ser indicativas de:

a) resultado de alguma anomalia do desenvolvimento que poderia ocasionar

uma maior suscetibilidade;
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b) mudancgas compensatorias a outros processos patogénicos ou ainda;

c) sequelas de episodios recorrentes do THB. (Drevets, Manji e Duman, 2001)

Véarios estudos tém demonstrado que antidepressivos e estabilizadores de
humor atuam modulando diversas cascatas de sinalizacdo celulares envolvidas
em neuroplasticidade e sobrevivéncia neuronal (Manji, Drevets e Charney, 2001,
Schaltiel, Chen e Manji, 2006). A primeira evidéncia deve-se a Duman, que
demonstrou que o uso cronico de antidepressivos e de choques eletroconvulsivos
aumentam a expressdo do RNAm do fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF), do seu receptor TrkB (receptor tirosina-quinase B) e do fator de
transcricdo nuclear CREB (CAMP response element binding) em hipocampo de
ratos (Nibuya, Morinobu e Duman 1995; Nibuya, Nestler e Duman. 1996).
Posteriormente, estudos pré-clinicos demonstraram que o tratamento crénico com
litio ou valproato (medicamentos de primeira linha para o tratamento do THB)
também s&o capazes de aumentar a expressdo do BDNF no cortex frontal e
hipocampo (Fukumoto et al., 2001; Einat et al., 2003). Além disso, o0s
estabilizadores do humor possuem outros mecanismos de agcdo em comum, como
inibicdo da GSK-3[ (glycogen synthase kinase 3-beta), uma proteina que regula
vias de sobrevivéncia e morte celular, e diminuicdo de inositol, um precursor da via

de sinalizag&o do fosfatidilinositol (Coyle e Manji 2002; Williams et al., 2002).

Um estudo de PET demonstrou que o tratamento com valproato de sdodio
reduziu a captacdo de ®F-DOPA no estriado de pacientes bipolares em episddio
maniaco, 0 que sugere uma diminuicdo da funcdo dopaminérgica pré-sinaptica
apos o uso deste farmaco (Yatham et al.,, 2002). Modificacdes de receptores
dopaminérgicos no THB tém sido demonstrados em dois estudos que observaram
um aumento de 25% da expressdo do RNAm do receptor D1 na regido CA2 do
hipocampo (Pantazopoulos et al.,, 2004) e uma menor expressao do receptor D3
em linfécitos de individuos bipolares (Vogel et al., 2004). Mais recentemente, tem
sido sugerido que variacdes do gene do transportador de DA podem estar

envolvidas na suscetibilidade para o desenvolvimento do THB (Greenwood et al.,
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2006). Em conjunto, estes estudos indicam que alteragbes do sistema

dopaminérgico podem estar envolvidas nos mecanismos fisiopatologicos do THB.

Estas evidéncias levam a um passo adiante em relacdo a antiga “hipotese
monoaminérgica”, a qual sugeria que 0s transtornos de humor seriam causados
por uma deficiéncia de monoaminas, particularmente de serotonina e norepinefrina
(Schildkraut, 1965). Atualmente acredita-se que os transtornos de humor estéo
associados a alteracdes no sistema de comunicacdo entre 0s circuitos cerebrais
reguladores do humor, e que antidepressivos e estabilizadores do humor ativariam
cascatas de sinalizacdo que regulam a plasticidade e sobrevivéncia celular, com
subsequente melhora gradativa da transmissdo da informacédo nestes circuitos
cerebrais (Manji, Drevets e Charney, 2001; Nestler et al., 2002; Coyle e Duman,
2003; Castrén, 2005).

1.3. Neurotrofinas

Em 1953, foi identificada a primeira neurotrofina. Tratava-se do Fator de
Crescimento do Nervo (Nerve Growth Factor — NGF). Esta descoberta abriu um
horizonte extremamente vasto na neurobiologia para a identificacdo e elucidacao

das funcdes celulares.

Quase trinta anos apos a identificacdo do NGF como o protétipo das
neurotrofinas para neurénios do sistema nervoso auténomo, foi isolado (1982), em
neurbnios de porcos, um homodlogo do NGF, que foi chamado de Fator
Neurotrofico Derivado do Cérebro (Brain-Derived Neurotrophic Factor — BDNF). A
partir de entdo, quatro membros adicionais da familia das neurotrofinas foram
identificados: Neurotrofina-3 (Neurotrophin-3 — NT-3) em 1990, Neurotrofina-4/5
(Neurotrophin-4/5 — NT-4/5) em 1991, Neurotrofina-6 (Neurotrophin-6 — NT-6) em
1994 e Neurotrofina-7 (Neurotrophin-7 — NT-7) em 1998 (Lessmann, Gottmann e
Malcangio, 2003, Walz et al., 2007).
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A descoberta dos receptores das neurotrofinas ocorreu muitas décadas apés a
identificacdo do NGF, a primeira neurotrofina identificada, sendo um avanco
gigantesco na neurobiologia, especialmente porque forneceu ferramentas para a
busca das rotas controladas pelas neurotrofinas (Ras, Rap-1, Cdc-42-Rac-Rho,
como também MAPK, ERK, PI-3-kinase e phospholipase-C-C-y {PLC-y}). Estas
vias de sinalizagéo intracelulares moduladas pelas neurotrofinas estdo envolvidas
nao apenas em mecanismos patoldgicos relacionados a eventos da doenca, como
também na modulacdo de plasticidade fisiolégica. Como exemplo, cita-se a
facilitacdo da memdéria em roedores e ativacdo de MAPK na regido do CA1 pelo
NGF (Walz et al., 2000).

A familia dos receptores tirosina-quinases — Trk — é composta por trés
receptores que podem ser ativados por uma ou mais neurotrofinas: NGF, BDNF,
NT-3 e NT-4/5. A presenca de TrkA, TrkB ou TrkC confere responsividade,
respectivamente, ao NGF, BDNF ou NT-4/5 e NT-3. A presenca ou auséncia de
cadeias curtas de aminoacidos na regido de cada receptor tem demonstrado

regular a especificidade da resposta ao receptor TrkB.

O receptor pan-neurotrofina, p75" '+, também regula a resposta aos receptores

NTR
5

Trk. Na presenca de p7 , 0 NT-3 € muito menos efetivo em ativar a TrkA, e o

NT-3 e o NT-4/5 sdo muito menos efetivos em ativar a TrkB. Em outras palavras, a

NTR
5

presenca de p7 aumenta a especificidade do TrkA e do TrkB aos seus

ligantes primarios, NGF e BDNF, respectivamente (Huang, Reichardt, 2003).

O p™™ é um pan-receptor das neurotrofinas. NT4 e BDNF, tendo uma
afinidade especial para TrkB, NGF para TrkA e NT3 para TrkC; todavia estudos
mostram que esta neurotrofina pode ser ativada por TrkB e A em algumas

situacoes.

Estudos sobre as relagbes entre as neurotrofinas, seus receptores e 0s seus

efeitos ainda estdo em andamento e muito precisa ser compreendido, justamente
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devido a grande complexidade destas relagbes, além das cascatas especificas
gue ativam. Ou seja, as diferentes ativacbes dos TrKs tém diferentes
consequéncias nas diferentes ilhas neuronais (Huang e Reichardt, 2003; Lewis et
al., 2006). Em oncologia, por exemplo, j4 se sabe que quando o TrKC e/ou TrKA
esta significativamente expresso, o neuroblastoma é de melhor progndéstico,
correlacionando-se com a sobrevivéncia do paciente. No entanto, quando o TrkB,
ativado pelo BNDF, esta fortemente expresso, encontramo-nos diante de um
guadro altamente desfavoravel para a sobrevivéncia do paciente (Schramm et al.,
2005).

Nos estudos sobre modelos de depressao, os antidepressivos aumentam a
sinalizacdo do TrkB, sendo esta dependente da concentracdo de BDNF
(Saarelainen et al., 2003). Além disto, uma das vias que sabidamente previnem
contra a apoptose é a cascata de sinalizacado promovida pela ligacdo do BDNF ao
seu receptor TrkB (BDNF/TrkB) (Barde, 1994). Varios estudos tém sugerido que a
inducdo do BDNF/TrkB € um dos mecanismos responsaveis pelos efeitos
terapéuticos dos estabilizadores do humor e dos antidepressivos (Nibuya,
Morinobu e Duman, 1995; Coyle e Duman 2003). Por exemplo, tem sido
demonstrado que o uso do litio modula a fosforilacdo do receptor TrkB e do CREB
(Einat et al., 2003; Rantamaéki et al., 2006).

Conforme o exposto acima, podemos ver que as neurotrofinas promovem um
jogo excepcionalmente variado de respostas que requerem, por sua vez, um
mecanismo altamente regulado de transducdo de sinal (Schramm et al., 2005),
onde o0 antagonismo pode exercer um papel importante na biologia das

neurotrofinas (Brodski, Schirch e Dechan, 2000).

O que se sabe, e parece ser consenso entre os autores, é que o aumento das
neurotrofinas tem a funcéo prioritaria de proteger os neurénios da excitoxicidade
(Lessmann, Gottmann e Malcangio, 2003), mesma fungao protetora descrita para

os estabilizadores de humor (Shao, Young e Wang, 2005). Ou seja, as
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neurotrofinas tém sido descritas como promotoras da plasticidade neuronal,
desempenhando papéis na neuroprotecao e reorganizacdo, funcionando como um
mecanismo de compensacdo enddégeno para promover regeneragao e reparacao
no SNC (Felderhoff-Mueser et al., 2002). Existem varias evidéncias indicando que
as neurotrofinas modulam a transmissao sinaptica por mecanismos pré-sinapticos

ou pos-sinapticos (Schuman, 1999).

1.4 BDNF

O BDNF foi descoberto em 1982 (Barde YA et al., 1982), como a segunda de
uma familia de moléculas com atividade neurotrofica, cuja primeira a ser
identificada foi o NGF (nerve growth factor) (Levi- Montalcini R e Hamburger V,
1951).

O BDNF é considerado a principal neurotrofina do cérebro, sendo produzido
principalmente pela glia e também pelo ndcleo dos neurdnios. O BDNF tem
grande expressdo no hipocampo, neocortex, amigdala e cerebelo (Shimizu E et
al., 2003). Também € responsavel pela modulacéo de diversas fungdes sinapticas,

induzindo estimulo & maturacao, nutricdo, crescimento e integridade neuronal.

As neurotrofinas, em especial o BDNF, parecem estar implicadas na base
fisiopatologica de diversas doencas neurodegenerativas e psiquiatricas.
Evidéncias clinicas e pré-clinicas indicam que o BDNF desempenha papel
fundamental na plasticidade neuronal e meméria. O BDNF parece mediar os
principais processos dependentes de estimulo externo, isto €, aprendizado,
experiéncias, memdarias, ou seja, as suas caracteristicas o tornam um potencial
mediador neurobioldgico dos efeitos das experiéncias de vida. Ainda, a exposicao
ao estresse diminui os niveis de BDNF em modelos animais (Murakami et al.,
2005). Por sua vez, os antidepressivos e 0s estabilizadores do humor séo capazes
de aumentar os niveis séricos de BDNF (Frey et al., 2006). A administracdo

cronica de antidepressivos aumenta a expressao de BDNF no hipocampo, bem
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como no cortex pré-frontal. (Duman et al. 2000). Também tem sido demonstrado
gue o tratamento cronico com litio e acido valpréico aumenta a expressao do
BDNF em cérebro de ratos. (Fukumoto et al., 2001).

Os antidepressivos inibidores da recaptacédo da serotonina, embora inibam
a recaptacdo de serotonina em poucas horas, possuem inicio de acdo em geral
apos duas semanas. Este fato sugere que esta classe de antidepressivos possa
atuar através de mudancas adaptativas na transducdo de sinal intracelular.
(Nestler et al., 2002; Gonul et al., 2005). A serotonina tem efeitos protetores
neuronais através da ativacdo do AMPc e CREB, que levam a expressédo do
BDNF.(Zuccato e Cattaneo , 2007).

Os estressores psicossociais tém demonstrado influenciar o surgimento de
episédios maniacos. A perda parental precoce esta associada com maior risco de
desenvolvimento do THB. (Mortensen et al., 2003). Ha um crescente interesse na
compreensdo da interacdo dos traumas psicoldgicos com alteracdes bioldgicas no
THB. Recentemente, foi demonstrada a associacdo de historia de abuso sexual
ou fisico na infancia, com niveis séricos diminuidos de BDNF em pacientes

bipolares adultos (Kauer-Sant'Anna et al., 2007).

Existe um crescente corpo de evidéncias sugerindo que a via de sinalizacao
do BDNF/TrkB parece estar envolvida na fisiopatologia dos transtornos do humor,
bem como na acdo dos antidepressivos e dos estabilizadores de humor
(Hashimoto et al., 2004).

Os niveis de BDNF podem ser um potencial biomarcador para THB. Niveis
de BDNF, além disso, podem ser um potencial preditor do tratamento e indicador
prognostico no THB. O uso de medicacdo tem classicamente sido considerado
uma limitacdo na grande parte dos estudos referentes a neurotrofinas. Os estudos
com pacientes sem uso de medicacdo (drug free) sdo escassos. Dois trabalhos

recentes estudaram pacientes sem uso de medicacdo; um se deteve em pacientes
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com episodio maniaco (Machado-Vieira et al., 2002), enquanto o outro estudou
pacientes bipolares tipo | e Il eutimicos (Monteleone et al., 2008). Inexistem
pesquisas em pacientes bipolares em episodio depressivo sem uso de medicacao.
Desta forma se verifica a necessidade de mais estudos com pacientes bipolares
drug free Nosso estudo pretende preencher esta lacuna; para tal estudamos
pacientes bipolares tipo | em episédios maniacos e depressivos com e sem uso de

medicacao.

1.5 Estabilizadores de Humor

A farmacoterapia do THB visa prevenir novos episédios de depressdo e mania.
Os estabilizadores de humor, especialmente valproato e litio, sdo considerados a
primeira linha de prevencéo e manutengao do THB (Yatham et al., 2005). Estudos
mostram que os efeitos neuroprotetores do litio e valproato podem ser o0s
responsaveis pelos seus efeitos terapéuticos e um dos mecanismos seria 0 da
liberacdo de neurotrofinas (Laeng et al., 2004; Cunha et al., 2006; Rosa et al.,
2006).

O tratamento crbénico com valproato e litio em doses terapéuticas, produz
efeitos protetores contra excitoxicidade e morte celular induzidas pelo glutamato
(Shao 2005). Em relacdo ao BDNF, existem muitas evidéncias quanto ao seu
papel em longo prazo na plasticidade sinaptica no hipocampo e no néo-cortex. A
aplicacdo de BDNF exdgeno realca a eficacia pré-sinaptica aumentando a
liberacdo do glutamato em sinapses excitatérias (Lessmann, Gottmann e
Malcangio, 2003).

Especificamente sobre litio, sabe-se que ele proporciona uma regulagéo

positiva na sobrevivéncia celular além de prevenir a apoptose e o retardo da

neurogénese apos danos agudos no cérebro (Wada, 2005).
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Estudos de cultura neuronal de ratos demonstraram que o valproato apresenta
efeito neurogénico superior ao BDNF ou NT-3, além de exceder levemente os
efeitos neurogénicos obtidos pelo litio, ndo sendo observados estes efeitos com a

aplicacdo de carbamazepina, outro estabilizador de humor.

Como visto anteriormente, a literatura sugere que o NT-3 estimula a acdo
gabaérgica. Um mecanismo de acdo classico proposto para o valproato é via
reducdo da degradacdo do GABA. Experimentos recentes tém mostrado que um
outro mecanismo possa também ser responsavel pela acdo do valproato: a
producdo de neurdnios gabaérgicos pelas células primitivas cerebrais. O mesmo
foi observado com administracéo de litio e NT-3 (Knable et al., 2001; Laeng et al.,

2004).

O valproato também estimula a proliferacdo de neurdnios progenitores
derivados de células corticais priméarias, aumenta o nimero de neurdnios e diminui
0 numero de astrocitos gerados através destas, porém sem afetar seu namero.
Estes achados sugerem que o valproato possa estimular a proliferagdo de
neurdnios progenitores derivados de células primarias através do up-regulation da
ciclina D2. Isto previne o éxito do ciclo celular comandado pelo NT-3, que ira
promover a sobrevivéncia e a diferenciacdo de neurbnios no sistema nervoso
(Laeng et al, 2004).

O BDNF tem mostrado ser um alvo para a acdo dos antidepressivos e
estabilizadores do humor. Tratamentos com antidepressivos,
eletroconvulsoterapia, litio e valproato, podem aumentar os niveis de BDNF em
cérebros de ratos (Nibuya et al 1995; Altar et al, 2003).
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2. Justificativa

Diante do exposto fica evidenciada a gravidade da doenca, tanto do ponto
de vista do paciente, como para os familiares, médicos e a sociedade. O THB tem
um custo muito alto e muito ainda precisa ser feito para melhor compreendermos a

doenca e construirmos melhores opcdes terapéuticas.

No que se refere a doenca em si, 0s estudos que estamos desenvolvendo
no Laboratério de Psiquiatria Molecular do HCPA vem demonstrando as
possibilidades de uma base biolégica para o deterioro cognitivo e as possiveis
associagbes com as comorbidades clinicas, tdo caracteristicas neste quadro
psiquiatrico. Ou seja, os estudos relacionados as alteracbes das neurotrofinas,
dano ao DNA e estresse oxidativo, que sdo o nosso foco atualmente.

No entanto, para que os resultados até agora obtidos possam ser mais bem
avaliados, torna-se necessario ampliarmos nossa amostra de estudo, além de ter
mos pacientes drug free, ou seja que nado estejam fazendo uso de medicacao ha

pelo menos duas semanas.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Avaliar os niveis de BDNF em pacientes bipolares ndo medicados e em uso

de medicacéo e comparar ambos os grupos com controles sadios.
3.2. Objetivos Especificos
a) Estudar as alteracbes em pacientes em crise maniaca ou
depressiva e que nao estejam fazendo uso de nenhuma

medicacdo ha mais de duas semanas;

b) Estudar as alteragcdes de BDNF em pacientes em crise maniaca

ou depressiva em uso de medicacao.

c) Comparar ambos com controles sadios
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Bipolar disorder (BD) has been associated with abnormalities in neuroplasticity and previous studies sug-
gest an important role for BDNF in the pathophysiology of BD. The confounding effect of the use of med-
ication in these studies has been considered a limitation. Thus, studies with both drug-free and
medicated patients are necessary to assess the role of medication in serum BDNF levels. Twenty-two
manic and depressed drug-free and 22 medicated BD type | patients were matched to 22 controls accord-
ing to sex and age in a cross-sectional study. BDNF serum levels were assessed using sandwich-ELISA.
Serum BDNF levels in drug-free (0.23 £0.09), and medicated (0.29 + 0.19) BD patients were decreased
when compared to controls (0.40 +0.12) - drug-free/medicated vs. control p< 0.001. The BDNF levels
did not differ between medicated and drug-free BD patients. When analyzing patients according to mood
states, serum BDNF levels were lower in BD patients during both manic (0.28 £ 0.11) and depressive epi-
sodes (0.22 £0.17), as compared with healthy controls (0.40+0.12) - manic/depressed patients vs. con-
trols p < 0.001. Results suggest that the association of lower serum BDNF and BD mood episodes is kept
even in medicated patients, which strengthens the notion that BDNF serum levels may be considered a
biomarker of mood episodes in BD.

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Bipolar disorder (BD) is a prevalent, highly disabling and
chronic illness, characterized by the presence of manic and depres-
sive symptoms (Yatham et al., 2009). Although genetic and familial
studies strongly suggest that a neurobiological basis may underlie
the pathophysiology of BD, its etiology is still poorly understood. In
the last years, BD has been associated with impairments in neuro-
plasticity and cell survival. Brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) is a member of the nerve growth factor family, which is in-
volved in promoting synaptic efficacy, neuronal connectivity and
neuroplasticity {Post, 2007). BDNF regulates neuronal develop-
ment and survival and controls the activity of many neurotrans-
mitters, including the serotoninergic, dopaminergic and
glutamatergic systems (Cotman and Berchtold, 2002). Studies sup-
port the notion that changes in BDNF levels may be involved in the
pathophysiology of BD (Kapczinski et al., 2008). There is a growing

= Corresponding author. Address: Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Av Ramiro
Barcelos 2350, 90035-903 Porto Alegre RS, Brazil. Tel.: +55 51 21018845,
E-mail address: kapcz@terra.com.br (F. Kapczinski).

0022-3956/S - see front matter @ 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/].jpsychires.2009.04.002

body of evidence showing that serum BDNF is decreased during
manic and depressive BD episodes (Cunha et al., 2006; Machado-
Vieira et al., 2007; Gama et al., 2007; Monteleone et al., 2008;
Tramontina et al., 2009).

A question that frequently emerges in studies about serum
BDNF levels in BD is the potential bias related to the use of medi-
cation. This is considered an important limitation in most of the
studies, since BDNF levels can be increased by antidepressants,
mood stabilizers and atypical antipsychotics (Chen et al, 2001;
Shimizu et al,, 2003; Cunha et al, 2006; Sen et al., 2008). Initially
in a study with medicated patients, Cunha et al. (2006) were able
to show that in manic and depressive patient's serum BDNF levels
were lower than in controls. In this same vein, Machado-Vieira
et al. (2007) showed that plasma BDNF is decreased in drug-free
manic patients. In a recent study, Monteleone et al. (2008) sug-
gested that euthymic patients may present lower levels of BDNF
regardless the medication status. However, Monteleone et al.
(2008) did not separate major depression disorder (MDD) from
BD types [ and I in his analysis. Thus, the question whether type
I BD patients present lower levels of BDNF during mood episodes
regardless the use of medication remained unanswered.
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The aim of this study is to assess whether drug-free patients
have differential levels of circulating serum BDNF levels, when
compared to medicated BD patients and controls. We hypothesized
a priori that serum BDNF levels would be decreased in medicated
and in drug-free BD patients as compared to healthy subjects,
and that BDNF changes would be more pronounced in drug-free
patients than in medicated patients. To this purpose, we assessed
serum BDNF concentrations in medicated and drug-free BD type |
during manic and depressive episodes.

2. Methods

Manic and depressed drug-free and medicated bipolar type I pa-
tients were recruited at the Bipolar Disorders Program and Psychi-
atry Inpatient Unit - Hospital de Clinicas de Porto Alegre, and
Pronto Atendimento da Vila Cruzeiro do Sul, Porto Alegre, Brazil.
Diagnosis of BD, manic and depressive episodes were established
according to Structured Clinical Interview for DSM-IV-Axis [ Disor-
ders (SCID-1) (First et al., 1998). Severity of manic and depressive
episodes was evaluated using the Young Mania Rating Scale
(YMRS) (Young et al., 1978) and Hamilton Depression Rating Scale
(HDRS) (Hamilton, 1960), respectively. To be included in the study,
patients should present a manic or depressive episode according to
DSM-1V and SCID-I criteria.

Twenty-two drug-free patients were included in this study. Pa-
tients did not receive any psychotropic medication for at least two
weeks (five weeks if use of fluoxetine or depot medication) before
blood withdrawn. The 22 bipolar drug-treated patients and the 22
controls included were matched by age and gender to the drug-free
bipolar subjects. Patients who were drug-free and medicated pre-
senting severe or unstable clinical illnesses were excluded by means
of a clinical interview. Psychiatric assessment in controls was car-
ried out using SCID-I, non-patient version. Control subjects were re-
cruited in the same hospital, among relatives of patients submitted
to minor surgery; controls were not on medication, and had no his-
tory of major psychiatric disorders, dementia or mental retardation
in their first-degree relatives. The ‘Hospital de Clinicas de Porto Ale-
gre’ Ethics Committee approved the study and all subjects provided
written informed consent before entering the study.

Five milliliters of blood were withdrawn from each subject by
venipuncture into a free-anticoagulant vacuum tube. The blood
was immediately centrifuged at 4000g for 10 min, and serum
was kept frozen at —80 °C until assayed. BDNF serum levels were
measured with sandwich-ELISA, using a commercial kit according
to the manufacturer’s instructions (Chemicon, USA). Briefly, micro-
titer plates (96-well flat-bottom) were coated for 24 h with the
samples diluted 1:25 in sample diluents and standard curve ranged
from 7.8 to 500 pg of BNDF. Plates were then washed four times
with wash buffer, added monoclonal anti-BNDF rabbit antibody
(diluted 1:1000 with sample diluents), and incubated for 3 h at
room temperature. After washing, a second incubation with anti-
rabbit antibody peroxidase conjugated (diluted 1:1000) for 1 h at
room temperature was carried out. After addition of streptavidin-
enzyme, substrate and stop solution, the amount of BDNF was
determined (absorbance set in 450 nm). The standard curve dem-
onstrates a direct relationship between optical density (OD) and
BDNF concentration. Total protein was measured by Lowry’s meth-
od using bovine serum albumin (BSA) as a standard.

Statistical analysis was performed using SPSS 16.0 for Windows.
Most of the BDNF values were fitted in a standard distribution
curve and were therefore subjected to parametric analyses. All val-
ues are presented as mean + standard deviation (SD), except male
gender and presence of psychosis. For the comparisons between
the groups, one-way analysis of variance (ANOVA) test with indi-
vidual differences assessed using a Tukey post-test if the ANOVA

was significant, and independent t tests were used. Pearson corre-
lation coefficient was used to analyze the correlation between
BDNF and YMRS and HDRS scores. p-Values < 0.05 two-tailed were
considered statistically significant.

3. Results

Patients with BD, and controls, were recruited from January
2007 up to December 2008. The characteristics of drug-free and
medicated BD patients and controls are summarized in Table 1.
Medicated and drug-free patients and controls were similar in
terms of gender and age; medicated and drug-free patients were
similar in terms of presence of psychosis, age of first mood episode
and length of illness, YMRS score, and HDRS score. Of the 22 med-
icated patients, 18 (81.82%) were on mood stabilizers, 15 (68.18%)
on antipsychotics, and 8 (36.36%) on antidepressants. BDNF levels
in serum among drug-free and medicated BD patients were de-
creased when compared to controls. BDNF levels did not differ be-
tween medicated and drug-free BD patients (Table 1, Fig. 1).

When analyzing patients according to mood states, there were
no differences between manic (n =24) and depressed (n = 20) pa-
tients, regarding gender, age, and length of illness (data not
shown). As expected, manic patients had significantly higher rates
on YMRS than depressed patients (32.21+ 10.15 vs. 3.85 +3.90,
respectively, p<0.001) and depressed patients had significantly
higher rates on HDRS than manic patients (21.45%7.68 vs.
6.88 £ 6.99, respectively, p<0.001). In addition, manic patients
had significantly more psychotic symptoms (presence of delusions
or hallucinations) than depressed BD subjects [20/24 (83.3%) vs.
7/20 (35.0%), respectively, p = 0.001]. Serum BDNF levels were low-
er in BD patients during both manic (p <0.001) and depressive
(p<0.001) episodes, as compared with healthy controls
(0.28 £0.11, 0.22 £ 0.17 and 0.40 £ 0.12, respectively, p < 0.001 for
manic/depressed patients vs. controls) (Fig. 2).

A significant negative correlation between severity of manic
symptoms (YMRS scores) and serum BDNF levels was observed
in manic medicated and drug-free patients (r=—0.45, p=0.002);
when analyzing only the manic drug-free patients, the correlation
was slightly greater (r= —0.56, p=0.001). In the manic medicated
group there was a trend towards a correlation (r = —0.30, p=0.08 ).
In addition, serum BDNF levels were negatively correlated to
depressive symptoms (HDRS scores) in drug-free and drug-treated
depressed patients (r=-0.33, p=0.036); in the drug-free de-
pressed patients the correlation was again slightly higher
(r=-0.50, p=0.004); in the drug-treated depressed patients the
correlation was not significant (r=—-0.23, p=0.21).

4. Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study assessing
serum BDNF levels in drug-free BD patients during manic and
depressive episodes as compared to medicated patients. We were
able to demonstrate that serum BDNF is decreased in drug-free
and drug-treated BD subjects during manic and depressive epi-
sodes. Moreover, drug-free and medicated BD patients presented
similar level of serum BDNF levels.

In previous studies, our group and others showed that serum
BDNF levels were lower in medicated type 1 BD patients (Cunha
et al., 2006); such findings were supported by Machado-Vieira
et al. (2007) which showed that plasma BDNF was decreased in
drug-free manic patients. In a recent study, Tramontina et al
(2009) showed that serum BDNF levels increase after treatment
for acute mania, which provides preliminary evidence that the
key factor for restoring BDNF serum levels may not be the medica-
tion itself, but rather, clinical response.
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Table 1
Characteristics of the drug-free and medicated bipolar patients, and controls.

Characteristics Group” p-Value
Drug-free Medicated Controls
patients patients
Male sex - no. (%)
All patients 5/22(22.7) 5/22 (22.7) 5(22 (22.7) 1.000%
Manic patients 4/12(33.3) 4/12 (33.3) 412 (33.3) 1.000*
Depressive 1/10(10.0) 1/10 (10.0) 1/10 (10.0) 1,000°
patients
Age - years
All patients 39.82+ 12.85 40.00+ 8.90 39.68 £ 10.77 0.840°
(22) (22) (22)
Manic patients 41.83+13.53 43834947 4284 +1146 0.679"
(12) (12) (22)
Depressive 35.00+11.19 3540 +£568 3524+ 8.07 0.930°
patients (10) (10} (22)
Length of illness - years
All patients 14.06+£8.81 13.87 £+ 9.26 - 0.860°
(22) (22)
Manic patients 16.00 £ 8.19 11.75+9.18 - 0.290°
(12) (12)
Depressive 12.12+9.52 16.00+ 8.37 - 0.330°
patients (10) (10}
Presence of psychosis
All patients 15/22 (68.2) 1222 (54.6) - 0.270°
Manic patients  11/12 (91.7) 9/12 (75.0) = 0.290°
Depressive 4/10 (40.0) 3/10 (30.0) - 1.000%
patients
YMRS score
Manic patients 31.92+9.71 3250+ 11.00 - 0.890°¢
(12) (12)
Depressive 3.00+3.19(10) 4.70+7.85(10) - 0.530°¢
patients
HDRS score
Manic patients 842+ 7,13 (12) 533 +6.81(12) - 0.290°
Depressive 23.40+7.53 1950+ 7.71 - 0.270°¢
patients (10) (10)
BDNF in pgful
All patients 0.2310.09 (22) 029+0.19(22) 0401012 (22) 0001
Manic patients ~ 025+0.08 (12) 033+0.14 (12) 0404012 (22) 0.003%¢
Depressive 0.21+0.10(10) 024+024(10) 040+012(22) 0.003%¢
patients

Abbreviations: YMRS (Young Mania Rating Scale); HDRS (Hamilton Depression
Rating Scale); BDNF (brain-derived neurotrophic factor).
° Columns show mean # standard deviation (SD) for all categories except male sex
and presence of psychosis. The number of participants in each group is shown in
parenthesis.

* Qui-square test.
One-way ANOVA test with Tukey post-test.
¢ Unpaired ¢ test.
YMRS and HDRS in drug-free patients = medicated patients for the manic and
depressive patients.

“ BDNF in controls > drug-free patients/medicated patients for all patients, and
for the manic and depressive patients separately.

-

e

There are some limitations in this study. Firstly, we measured
BDNF levels in serum. Although the specific cellular sources of ser-
um BDNF are still unknown, it has been reported that platelets,
vascular endothelial cells and neurons may contribute to the circu-
lating BDNF content. However, it has been demonstrated that
BDNF can cross the brain-blood barrier, and there is a high positive
correlation between serum and cortical BDNF levels (Karege et al.,
2005). Therefore, it has been suggested that the changes of serum
BDNF levels may reflect changes in brain BDNF levels (Pan et al.,
1998). Secondly, the manic and depressed drug-free patients had
slightly lower serum BDNF levels, when compared to drug-treated
patients (not statistically significant). Thus, lack of difference be-
tween medicated and drug-free BD patients may be a type Il error.

In conclusion, the present findings confirm previous studies
reporting that serum BDNF levels were decreased in medicated
and drug-free BD patients during manic episodes, as compared to
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Fig. 1. Serum brain-derived neurotrophic factor (BDNF) levels in pg/ug in bipolar
disorder (BD) patients during manic or depressive episodes, medicated or drug-free
as compared to healthy controls. Data are expressed as mean and 95% Confidence
Interval (95% CI). p < 0.001 for drug-free/medicated patients vs. control (one-way
ANOVA with Tukey post-test).
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Fig. 2. Serum brain-derived neurotrophic factor (BDNF) levels in pg/ug in drug-free
and in medicated bipolar disorder (BD) patients during manic or depressive
episodes, and in healthy controls. Data are expressed as mean and 95% Confidence
Interval (95% C1). ‘p < 0.001 for drug-free/medicated patients vs. control (one-way
ANOVA with Tukey post-test).

healthy controls; Moreover, our study showed that serum BDNF
levels are decreased in medicated as well as in drug-free depressed
and manic patients.
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Consideracdes Finais

Nosso estudo demonstrou que os niveis séricos de BDNF ndo apresentam
diferencas entre pacientes bipolares maniacos e deprimidos com e sem uso de
medicacdo, sendo que ambos apresentam valores diminuidos quando
comparados aos controles. Isto sugere que os niveis de BDNF circulantes ndo sao
afetados pelo uso dos estabilizadores do humor e antipsicéticos, ou que esta

diferenca néo seja tdo relevante como anteriormente hipotetizado.

Até onde temos ciéncia, este é o primeiro estudo que avaliou niveis séricos do
BDNF em pacientes bipolares ndo medicados durante episdédios maniacos e
depressivos, comparados com pacientes medicados. N6és demonstramos que 0s
niveis de BDNF estdo diminuidos em sujeitos bipolares medicados e néo
medicados durante episddio maniaco e depressivo. Além disso, 0s pacientes

bipolares ndo medicados e medicados tiveram niveis similares de BDNF no soro.

Em um estudo com pacientes com depressdao maior (DM) e bipolares
eutimicos tipos | e Il, Monteleone et al (2008), descrevem nado haver diferencas
significativas no nivel sérico do BDNF entre pacientes medicados e néo
medicados. Neste estudo, eles néo discriminaram os resultados entre deprimidos
e bipolares. Isto esta de acordo com nossos resultados, onde diferencas entre

pacientes medicados e ndo medicados nao foram encontradas.
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Ha algumas limitacdes no presente estudo. Primeiramente, n6s medimos niveis
de BDNF no soro. Embora as fontes celulares especificas do BDNF sérico sejam
ainda desconhecidas, relatou-se que as plaquetas, as células endoteliais
vasculares e 0os neurdnios podem contribuir para a circulacdo de BDNF (Karage et
al, 2005). Entretanto, tem sido demonstrado que o BDNF pode cruzar a barreira
hemato-encefalica, e ha uma elevada correlagcéo positiva entre os niveis de BDNF
cortical e sérico. Conseqlentemente, sugeriu-se que as mudancas nos niveis
séricos do BDNF possam em parte refletir as mudancas dos niveis do BDNF no
cérebro (Pan et al, 1998). Em segundo lugar, o presente estudo possui
delineamento do tipo transversal; sendo assim, ndo podemos descartar a
possibilidade de um aumento nos niveis séricos de BDNF apds o tratamento,
apesar do paciente ainda se encontrar em episédio de humor. Terceiro, 0s
pacientes maniacos e deprimidos ndo medicados tiveram niveis ligeiramente mais
baixos de BDNF, quando comparados aos pacientes medicados (néo
estatisticamente significativos). Assim, pode ter ocorrido um erro tipo Il devido a

falta do poder em nossa amostra relativamente pequena.

Concluindo, estes achados confirmam os estudos anteriores, que relatam que
os niveis séricos de BDNF estdo diminuidos em pacientes bipolares medicados e
ndo medicados durante episddios maniacos, em comparacdo aos controles
saudaveis. Além disso, nosso estudo demonstra que 0s niveis séricos de BDNF
estdo diminuidos em pacientes medicados durante episodios maniacos e

depressivos, bem como em pacientes bipolares deprimidos ndo medicados, e que
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os niveis séricos de BDNF ndo diferiram em sujeitos bipolares com e sem uso de

estabilizadores do humor e antipsicéticos.
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