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RESUMO

Uma possivel disfuncdo nos processos intracelulares de transducdo de sinais pode
estar implicada na fisiopatologia do transtorno bipolar (Soares and Mallinger 2000).
Particularmente, a via intracelular do fosfoinositol (PI) pode ser um sitio de disfuncéo (Soares
et al 1997b). Plaquetas, células periféricas, e amostras de cérebro pds-mortem tém sido
utilizados como modelos em estudos prévios com o objetivo de investigar esta hipotese. Os
achados que emergem destes estudos sdo consistentes com a hipdtese de uma hiperatividade
na via do Pl na fase maniaca, que pode estar relacionada com a fase do transtorno.

Nesta tese de doutoramento esta descrita uma serie de estudos preliminares que
utilizaram um modelo plaquetério para estudar alteracGes da via do Pl em pacientes com
transtorno afetivo bipolar, e também em relacdo ao mecanismo de acdo do carbonato de litio.
Utilizando um método para quantificacdo de fosfoinositois em membrana plaquetéria
desenvolvido pelo Professor Alan Mallinger e colaboradores na Universidade de Pittsburgh, o
passo inicial envolveu o estudo da reprodutibilidade teste/reteste do mesmo, que foi
documentada como estando dentro de limites aceitaveis (Soares et al 1999a).
Subsequientemente, conduzimos um estudo preliminar em pacientes bipolares ja tratados com
monoterapia com o litio (Soares et al 1999b). Nestes pacientes, alem de estudarmos 0s niveis
de fosfolipidios de membrana comparados com voluntarios normais, também estudamos, em
colaboracdo com o Professor Husseini Manji e colaboradores do National Institute of Mental
Health (NIMH), EUA, os niveis de subespécies especificas de PKC em plaquetas de pacientes
bipolares (Soares et al 2000a). Nossos achados principais destes estudos colaborativos
sugerem uma reducdo dos niveis plaquetarios de PIP,, concomitantemente com reducdo

seletiva de subespécies especificas de PKC. Como um passo adicional, também estudamos 0s



niveis de fosfoinositois de membrana em individuos bipolares na fase depressiva, quando nao
medicados, que estavam significativamente elevados comparados com voluntarios normais
(Soares et al 2001). Por altimo, conduzimos um ensaio clinico aberto com carbonato de litio
em doses terapéuticas em um grupo pequeno de pacientes bipolares, que sugeriu uma
diminuicao significativa dos niveis de PIP, apds o tratamento (Soares et al 2000b).

Estes estudos documentam uma disfuncdo na via do Pl em plaquetas de pacientes
bipolares, possivelmente modulada pelo tratamento com o litio, sugerindo o envolvimento
desta via na fisiopatologia do transtorno e no mecanismo de acdo do litio. nao se sabe se tais
alteracdes plaquetarias refletem o que se passa nesta via em neurdnios humanos in vivo, o que
constitui uma limitacdo importante, em potencial, desta abordagem. No entanto, na falta de
metodologia de neuroimagem que permita o estudo destas vias no cérebro de pacientes vivos,
o0 modelo periférico plaquetario é de valia para se comecar a fazer inferéncias sobre o
funcionamento desta via em pacientes bipolares. Estudos futuros com amostras maiores de
pacientes que possam segui-los em fases diferentes do transtorno e tentar determinar
correlacBes entre alteracbes nesta via produzidas pelo litio e os efeitos terapéuticos desta

medicacdo serdo de grande valia.



INTRODUCAO

As vias intracelulares de transducgéo de sinais podem estar disfuncionais em pacientes
com transtorno afetivo bipolar (Hudson et al 1993; Jope et al 1996; Lachman and Papolos
1989; Lenox and Watson 1994; Schreiber and Avissar 1991; Snyder 1992; Soares and
Mallinger 1996; Soares and Mallinger 1997; Soares and Mallinger 2000). Anormalidades nos
processos de transducdo de sinais nos neurdnios de regides cerebrais limbicas e para-limbicas
podem estar envolvidas na fisiopatologia do transtorno. Litio e outros estabilizadores de
humor, que sdo eficazes no tratamento deste transtorno, tém efeitos em passos diferentes
destas vias intracelulares de transducao de sinais, que podem ser criticos nos mecanismos de
acao dos mesmos (Baraban et al 1989; Manji and Lenox 1994; Manji and Lenox 1999; Manji
and Lenox 2000; Manji et al 1995; Mork et al 1992).

Em particular, a via do fosfoinositol (PI1) tem sido examinada como um sitio possivel
de disfungéo no transtorno bipolar (Jope et al 1996; Soares and Mallinger 1996; Soares and
Mallinger 1997). O fato de que o litio inibe a enzima inositol monofosfatase (Hokin and
Dixon 1993), que é putativamente importante no mecanismo de acdo desta medicacéo,
encorajou pesquisas clinicas sobre o funcionamento da via do Pl in vivo em pacientes
bipolares. Uma disfuncdo primaria na via intracelular de transducéo de sinais do Pl poderia

potencialmente estar implicada na fisiopatologia do transtorno bipolar.
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FIGURA 1 - Esta figura ilustra os passos principais da via intracelular to fosfoinositol
(P1). O litio bloqueia a conversao do inositol monofosfato (IP) para inositol através da
inibicdo da enzima inositol monofosfatase. P=fdsforo, P1= fosfoinositol,
PIP=fosfoinositol-4-fosfato, PI1P,=fosfoinositol-4,5-bifosfato, IP,= inositol bifosfato,

IPs=inositol trifosfato, DAG=diacilglicerol, PKC=proteina quinase C.

A administracdo de litio, por inibir a enzima intracelular inositol monofosfatase
(IMPase), limita a quebra dos fosfolipidios inositois estimulada por agonistas desta via,
resultando em deplecdo do inositol livre nos neurbnios cerebrais e uma diminuicdo na
habilidade dos mesmos para originar segundos mensageiros (Belmaker et al 1996). Berridge
e colaboradores (Berridge et al 1989) postularam que a acdo terapéutica do litio em pacientes
bipolares resulta da deplecdo do inositol intracelular e dos polifosfoinositois em vias
hiperativas.

Esta tese relata uma serie de estudos preliminares conduzidos para examinar a hipotese

de disfuncédo na via do PI no transtorno bipolar, utilizando um modelo plaquetario. Nossas



hipdteses foram: 1) pacientes bipolares ndo medicados teriam anormalidades detectaveis na
via intracelular do PI. 2) Tratamento com carbonato de litio em doses terapéuticas modularia

intermediarios da via do Pl e PKC.

Inositol intracelular e inositol monofosfatase

Os niveis de inositol intracelular parecem estar normais em pacientes bipolares nao
medicados (Banks et al 1990; Mori et al 1991). No entanto, incorporacdo de inositol nos
“pools” intracelulares de Pl em células de linhagem linfoblastdide de pacientes bipolares
parece diminuida (Banks et al 1990). Em espécimes poOs-mortem, niveis de inositol
significativamente reduzidos foram relatados no cortex pré-frontal de pacientes bipolares
comparados com controles normais (Shimon et al 1997). Estes achados podem refletir uma
anormalidade primaria na via do Pl em pacientes bipolares. Mas como estes achados nédo
foram restritos a pacientes bipolares e também estavam presentes em vitimas de suicidio, isto
sugere que eles possam refletir uma disfuncéo serotoninérgica.

A enzima inositol monofosfatase é o passo limitante na reciclagem do inositol na via
do PI. A atividade desta enzima no cortex frontal de cérebros de pacientes bipolares pés-
mortem parece estar normal (Shimon et al 1997). Demonstrou-se que o litio diminui a
atividade eritrocitaria da enzima IMPase em voluntarios normais (Agam and Livne 1989) e
em pacientes bipolares (Moscovich et al 1990), assim como a atividade da IMPase em liquido
cefalorraquidiano em voluntarios normais (Molchan et al 1994). Outras medicacdes efetivas
no tratamento do transtorno bipolar também podem ter este mesmo mecanismo de acdo. No
entanto, um estudo em membranas cerebrais bovinas confirmou a atividade do litio de inibir a
atividade da IMPase, enquanto a carbamazepina estimulou a atividade e o valproato néo

interferiu com a mesma (Vadnal and Parthasarathy 1995).



Um entendimento melhor do papel da via do Pl no transtorno bipolar pode contribuir
para o0 desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para estes pacientes. A
administracdo oral de inositol foi investigada como um tratamento em potencial para a
depressdo (Belmaker et al 1995). Um estudo duplo cego controlado demonstrou que a
administracdo oral de inositol melhora os sintomas depressivos em pacientes bipolares e
unipolares (Belmaker et al 1995; Levine et al 1995). Ha& também evidencia que sugere que 0
mesmo seria um tratamento para os efeitos colaterais do litio, se administrado em doses que
antagonizariam os efeitos colaterais, mas que ndo seriam altas o suficiente para antagonizar as

acoOes terapéuticas (Belmaker et al 1995).

Fosfoinositois de membrana

Um modelo plaguetario tem sido utilizado no nosso laboratério para examinar in vivo
a hipotese da hiperatividade da via do Pl no transtorno bipolar. O conteudo relativo de
fosfoinositois em membrana plaquetaria foi medido em estudos preliminares, aonde a
metodologia utilizada para as medidas plaquetérias foi validada (Brown et al 1993; Mallinger
et al 1993; Soares et al 1997a; Soares et al 1999a). Nossos estudos utilizaram cromatografia
de camada fina bidimensional de alta performance, seguida de quantificagdo com
densitometria por laser, para separar 8 classes individuais de fosfolipidios, incluindo PlI,
fosfoinositol-4-fosfato (PIP), e fosfoinositol-4,5-bifosfato (PIP;) (Mallinger et al 1993).
Nossos estudos preliminares sugeriram que a via do Pl estivesse hiperativa no estado
maniaco. Medidas significativamente aumentadas de PIP, em membranas plaquetérias de 7
pacientes bipolares ndo medicados no estado maniaco comparados com voluntarios normais
foram relatadas (Brown et al 1993). Num estudo subsequente, nos relatamos um caso de um

paciente cujos niveis de PIP, em membrana plaquetaria aumentaram com a ciclagem da



eutimia para a fase maniaca, enquanto ndo medicado, e voltaram a niveis proximos ao normal
com o tratamento com o litio, apos remissdo dos sintomas (Soares et al 1997a).
Subseqiientemente nods analisamos os niveis de PIP, em membrana plaquetaria em 10
pacientes bipolares eutimicos tratados com litio por pelo menos um més, comparado com 11
voluntarios normais (Soares et al 1999b). Os pacientes eram significativamente mais velhos
que os controles (idade mediatd.p.=40.3+9.5 e 31.2+7.8 anos, respectivamente), mas néo
houve correlacdo entre idade e as medidas de PIP, ou outras medidas de fosfoinositois de
membrana (Pl and PIP). Os valores de absorbancia percentual para o PIP, em pacientes e
controles foram 0.29+0.08% e 0.39%£0.12%, respectivamente. Esta diferenca foi
estatisticamente significativa (t=2.35, d.f.=19, p=0.03).

Nos também investigamos a reprodutibilidade teste/reteste das medidas plaquetérias
de fosfolipidios de membrana em voluntarios normais (n=12) que foram estudados em duas
ocasides diferentes separadas por um intervalo de 3 semanas. Estes individuos (7 homens, 5
mulheres) tinham uma média+d.p. para idade de 30.6+8.1 anos (intervalo de 21-45 anos). Os
coeficientes de variagdo médios intra-individuo variaram de 3.1% to 18%, e os coeficientes
de correlacdo intraclasse (ICCs) foram 0.41 até 0.68. Estes achados demonstraram uma
variabilidade de nivel baixa a moderada, com uma confiabilidade moderada para estas
medidas plaquetérias durante o periodo de tempo estudado. Quando este método é aplicado
para estudos longitudinais em populagdes psiquiatricas, esta variabilidade tem que ser
considerada na interpretacdo dos resultados. Estes achados foram previamente publicados em

detalhe (Soares et al 1999a).

Proteina quinase C (PKC)



A proteina quinase C (PKC) e uma enzima intracelular importante que € ativada como
resultado da producdo de diacilglicerol (DAG), que se origina da hidrolise do PIP,. Os
processos mediados pela PKC parecem ser importantes no mecanismo de acdo do litio e
talvez possam ter relevancia para a fisiopatologia do transtorno bipolar (Manji and Lenox
1994). Hiperatividade de subtipos especificos da PKC podem estar presentes na fase
maniaca. Esta anormalidade, se presente, poderia refletir uma hiperatividade da via do Pl,
devido ao fato que o DAG leva a ativagdo da PKC. Friedman et al (Friedman et al 1993)
relatou aumento da atividade da PKC em plaquetas de pacientes bipolares ndo medicados na
fase maniaca comparados com voluntarios normais. Neste estudo, a administracdo do litio
por até 2 semanas reduziu a atividade plaquetaria da PKC. Esta hiperatividade da PKC néo
parece estar presente em pacientes unipolares deprimidos ou esquizofrénicos crénicos
(Friedman et al 1993).

Os efeitos do litio na atividade de PKC parecem ser biféasicos, com o tratamento agudo
facilitando eventos intracelulares mediados por PKC, enquanto tratamento a longo prazo
diminui sua atividade (Manji et al 1993; Manji and Lenox 1994).

Em conclusédo, hé evidencia preliminar que sugere aumento da atividade de PKC em
pacientes bipolares na fase maniaca. Litio e outros tratamentos para o transtorno bipolar

podem ser efetivos por interferir com eventos intracelulares mediados por PKC.

Funcdes do Ca2+
Anormalidades na regulacdo intracelular do Ca2+ podem estar implicadas na
fisiopatologia do transtorno bipolar. Dubovsky et al. (Dubovsky et al 1989; Dubovsky et al

1991; Dubovsky et al 1992a; Dubovsky et al 1992b; Dubovsky et al 1994) relataram aumento

dos niveis intracelulares basais de Ca2+ em plaquetas e leucdcitos de pacientes bipolares ndo



medicados comparado com voluntarios normais, na fase maniaca e na depressiva, mas outros
estudos ndo confirmaram estes achados (Berk et al 1994; Bowden et al 1988; Kusumi et al
1991; Kusumi et al 1992). A captacdo basal de Ca2+ em plaquetas estava normal em
pacientes bipolares no estado maniaco (Bowden et al 1988). Berk et al (Berk et al 1994)
relataram aumento significativo nos niveis plaquetarios intracelulares basais de Ca2+ em
pacientes bipolares eutimicos comparado com voluntarios normais.

A atividade intracelular do Ca2+ estimulada por fator ativador plaquetario e pela
trombina estava significativamente aumentada em pacientes bipolares maniacos e deprimidos
ndo medicados comparado com pacientes unipolares deprimidos, pacientes bipolares
eutimicos medicados ou controles normais (Dubovsky et al 1989; Dubovsky et al 1991;
Kusumi et al 1992), mas ndo em todos os estudos (Eckert et al 1994). A resposta plaquetéria
estimulada por 5HT estava aumentada em pacientes unipolares e bipolares deprimidos (Eckert
et al 1993; Eckert et al 1994; Kusumi et al 1991), e em pacientes bipolares na fase maniaca
comparados com voluntarios normais (Okamoto et al 1995); estes estudos envolveram
amostras de pacientes medicados e ndo medicados. A resposta do Ca2+ intracelular a
estimulacdo com a formilmetionilleucilfenilalanina (fMLP) estava aumentada em neutrofilos
de pacientes unipolares e bipolares ndo medicados nas fases depressivas e eutimicas (van
Calker et al 1993), e diminuida nos neutrofilos de pacientes unipolares e bipolares eutimicos
tratados com litio comparado com voluntarios normais (Forstner et al 1994).

Em concluséo, ha dados que sugerem uma hiperatividade da atividade intracelular do
Ca2+ em pacientes bipolares, mas que ndo tem sido uniformemente replicados. Esta

hiperatividade da fungdo do Ca2+ parece estar presente em varias fases do transtorno, e,

portanto, pode ser um traco do mesmo, ndo relacionado com a fase especifica. Estes achados



sdo consistentes com a hipdtese de uma hiperfuncdo da via do PI, considerando que o inositol

trifosfato (IP3), um produto da hidrélise do PIP,, estimula a liberacéo intracelular do Ca2+.

Achados preliminares com MRS

A Espectroscopia por Ressondncia Magnética (MRS) tem sido utilizada para a
investigacdo de fosfolipidios de membrana e de metabolismo celular em pacientes vivos. 1H
MRS permite medidas dos niveis de mio-inositol no cérebro. Pacientes bipolares tratados
com o litio tem um aumento dos niveis de inositol/creatina-fosfocreatina medidos com 1H
MRS nos ganglios da base comparado com voluntarios normais (Sharma et al 1992). Estudos
in vivo com 31P MRS relataram aumento de fosfomonoesters nos lobos frontal e temporal de
pacientes bipolares nas fases maniaca e depressiva comparado com voluntarios normais, e
diminuidos em relacédo a voluntarios normais na fase eutimica (Deicken et al 1994; Deicken et
al 1995; Kato et al 1995; Kato et al 1991; Kato et al 1992; Kato et al 1993; Kato et al 1994).
Estes resultados s&o consistentes com aumento do anabolismo de fosfolipidios de membrana
nas fases maniaca e depressiva, e pode refletir uma hiperatividade das vias intracelulares de
transducdo de sinais. Isto é consistente com aumento do anabolismo de fosfolipidios de
membrana nas fases maniaca e depressiva, e pode refletir uma hiperatividade das vias
intracelulares de transducdo de sinais. No entanto, estes estudos envolveram principalmente
pacientes medicados, ou pacientes ndo medicados por periodos muito curtos, e é dificil
diferenciar anormalidades primérias relacionadas com o transtorno de efeitos de medicagdes.
Adicionalmente, a P MRS ainda tem limitacdes metodoldgicas consideraveis, devido a
resolugdes temporal e especial pobres, e dificuldades para quantificacdo, o que limita as
conclusbes que podem ser obtidas destes estudos (Soares et al 1996). Um estudo pequeno

duplo-cego com MRS que envolveu 11 voluntérios normais tratados com litio por 7 dias ndo



encontrou evidéncia que sugira alteracdes in vivo nos niveis cerebrais de mio-inositol ou de
fosfomonoesters como resultado do tratamento com litio (Silverstone et al 1996). Moore et al
(Moore et al 1999) relataram diminuicdo dos niveis de mio-inositol em cortex pré-frontal
relacionado com tratamento com litio em pacientes bipolares, ja detectavel depois de uma
semana de tratamento. Davanzo et al. (Davanzo et al 2001), num grupo de criancas e
adolescentes com transtorno bipolar, encontrou reducdo dos niveis de mio-inositol/creatina-
fosfocreatina no cingulo anterior apos tratamento com litio.

Tentativas de se desenvolver métodos de neuroimagem para estudos in vivo de vias
intracelulares de transducdo de sinais estdo em andamento, e tais esfor¢cos podem resultar em
novas abordagens para o estudo destes processos no cérebro de pacientes vivos. A funcgédo de
PKC (Ohmori et al 1993), ciclo do PI (Imahori et al 1992), e incorporacdo de acidos graxos
em membranas neuronais (Robinson et al 1992) podem ser processos adequados para estudos
de imagem com tomografia por emissao de pésitrons (PET), se os tragadores adequados para

uso em investigacdes com pacientes puderem ser desenvolvidos.

Principais achados

Os estudos aqui descritos relatam evidéncia de uma hiperatividade na via do Pl em
pacientes bipolares, presente nas fases maniaca e possivelmente na depressiva.
Adicionalmente, nossos estudos fornecem evidéncia de que o litio modula estas vias
intracelulares in vivo. Alteragcdes na via do Pl podem refletir uma disfuncdo primaria nos
mecanismos de neurotransmissdo pos-receptores de relevancia para a fisiopatologia do
transtorno, que pode ser um trago do mesmo ou um fendmeno relacionado com a fase
especifica.  Anormalidades genéticas na expressdo de genes associados com as vias

intracelulares de transdugdo de sinais poderiam eventualmente conferir uma vulnerabilidade



para este transtorno. Caso anormalidades nos processos intracelulares de transducdo de sinais
sejam relacionadas com o transtorno bipolar, sera importante determinar se estas
anormalidades sdo primariamente relacionadas com o transtorno, ou com caracteristicas que
sd0 comuns a outros transtornos neuropsiquiatricos. A relevancia clinica de uma possivel
hiperatividade da via do Pl para a fisiopatologia do transtorno precisara ser determinada.

Os estudos aqui discutidos utilizaram células sanguineas periféricas, plaquetas, e
amostras de tecido pds-mortem. Alguns poucos estudos preliminares envolveram MRS.
Plaquetas e leucdcitos, por terem algumas similaridades fisiolégicas com células neuronais,
no que diz respeito a sistemas neuroquimicos especificos, tém sido utilizadas em pesquisa
neuropsicofarmacologica humana (Ebstein et al 1986; Pletscher 1986). Ha limitacGes
consideraveis com esta abordagem, mas com metodologia disponivel até este momento, a
alternativa seriam estudos cerebrais pos-mortem, que também tem limitagdes significativas
(Palmer et al 1988). Nos ndo podemos estabelecer com certeza se as alteracOes relatadas em
amostras pos-mortem resultaram do tratamento com o litio ou outra medicagéo, ou foram
alteragcdes que aconteceram depois da morte, e se estas refletem 0s processos in vivo no
cérebro. Em relagdo aos modelos periféricos, também ndo sabemos se as alteracdes refletem
0S processos in vivo em neurdnios cerebrais. Tem-se ainda que determinar se estes sdo
modelos validos para o estudo de processos cerebrais in vivo de transducdo de sinais.
Desenvolvimentos em MRS e outras técnicas de neuroimagem podem tornar possivel o
estudo in vivo do metabolismo de fosfolipidios cerebrais e dos processos intracelulares de
transducdo de sinais no cérebro, fornecendo métodos diretos para se estudar os mesmos no
cerebro humano intacto.

A auséncia de um modelo animal satisfatorio para o estudo do transtorno bipolar € um

impedimento importante para avangos no entendimento da sua fisiopatologia e para o



desenvolvimento de novos tratamentos. Apesar de esforcos nesta area, modelos adequados
ainda ndo estdo disponiveis (Machado-Vieira et al 2004).

A hipotese de um defeito genético nos genes que determinam mecanismos das vias
intracelulares de transducgéo de sinais é muito atraente do ponto de vista tedrico (Lachman and
Papolos 1989; Lachman and Papolos 1995), com achados promissores em alguns estudos
(Saito et al 2003; Stopkova et al 2003), mas carece de suporte empirico definitivo até o
momento (Gejman et al 1993; Le et al 1994; Ram et al 1997). Estudos futuros nesta area
serdo facilitados por desenvolvimentos recentes nas metodologias para estudos genéticos e
pelo projeto do genoma humano.

Ha sugestdes de que, na auséncia de métodos para se estudar 0S pProcessos
intracelulares de transducdo de sinais em pacientes vivos, uma abordagem mais proveitosa
para o estudo da fisiopatologia do transtorno bipolar poderia ser o uso de ferramentas da
neuropsicofarmacologia (Atack 1996; Coyle and Duman 2003). Drogas relativamente
especificas para alguns destes processos, como, por exemplo, inibidores da enzima IMPase,
poderiam permitir investigacdo da relevancia clinica destes processos para a fisiopatologia
deste transtorno. Novas drogas que sejam especificas para estes sistemas podem ser
desenvolvidas, com potencial para desenvolvimento de tratamentos mais efetivos. O
desenvolvimento de novas drogas com propriedades inibidoras da IMPase ou que modulem o
catabolismo do inositol monofosfato (Atack 1996), que inibam a enzima mio-inositol-1-
fosfato sintetase (MIP synthase) (Agam et al 2002), compostos seletivos que inibam processos
mediados por PKC (Bradshaw et al 1993), medicacGes seletivas para subunidades de
proteinas G, ou o desenvolvimento de novos antagonistas de Ca2+ sdo abordagens potenciais
que podem resultar em novas estrategias para o tratamento deste transtorno (Sassi and Soares

2001).
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RESUMO

Investigacdes anteriores com pacientes bipolares relataram anormalidades no sistema
intracelular de segundos mensageiros da via do fosfoinositol. Este estudo foi conduzido
para examinar os niveis de intermediarios especificos da via do fosfoinositol em pacientes
bipolares ndo medicados quando deprimidos (n=9) e em voluntarias normais (n=19). Os
niveis de fosfoinositol-4,5-bifosfato  (PIP,) em pacientes bipolares estavam
significativamente elevados comparados com o0s niveis em voluntarios normais
(0.67+0.14% e 0.44+0.17%, respectivamente; teste t=3.71, d.f.=26, p=0.001). Diferencas
significativas entre os niveis de fosfoinositol-4-fosfato (PIP) (0.65+0.17% e 0.58+0.20%,
respectivamente; teste t=1.02, d.f.=26, p=0.32) ou fosfoinositol (PI) (5.92+1.23% e
5.56+1.45%, respectivamente; teste t=0.68, d.f.=26, p=0.51) ndo foram encontradas. Estes
resultados demonstram, pela primeira vez, niveis aumentados de PIP, na membrana
plaquetéria de pacientes bipolares deprimidos, e fornecem evidéncia adicional de que a via

do fosfoinositol é sitio de anormalidades no transtorno bipolar.

Palavras-chave: fosfoinositol, plaquetas, transtorno bipolar, transtornos afetivos,

transducéo de sinais, segundos mensageiros, fisiopatologia.



O transtorno afetivo bipolar € um transtorno psiquiatrico severo, com uma
prevaléncia estimada de cerca de 1%-1.5% na populacdo geral. Infelizmente, a
fisiopatologia deste transtorno ndo esta ainda esclarecida. Nos ultimos anos, tem havido
um interesse crescente em pesquisa que tentem identificar os mecanismos neurobioldgicos
basicos que possam estar envolvidos na causa deste transtorno mental severo [1]. Tém
havido sugestdes de que anormalidades dos mecanismos intracelulares de transducédo de
sinais possam estar envolvidas na fisiopatologia deste transtorno [6, 8, 10, 12, 16, 20].
Particularmente, o sistema de mensageiros secundarios do fosfoinositol tem sido
examinado como um sitio potencial de anormalidades [7, 15]. Devido a impossibilidade
de se examinar este sistema de mensageiros secundarios no cérebro de pacientes vivos, as
pesquisas nesta area tem focalizado primariamente em marcadores periféricos.
Particularmente, plaquetas tém sido usadas como um modelo para se estudar mensageiros
secundarios e sistemas neurotransmissores [4, 13]. O nosso grupo previamente conduziu
estudos examinando o conteldo de fosfoinositois na membrana plaquetéria, como uma
abordagem para se estudar o funcionamento do sistema de mensageiros secundarios do
fosfoinositol em pacientes com transtorno bipolar. Depois da demonstracéo original de um
aumento dos niveis de fosfoinositol-4,5-bifosfato (PIP,) em membrana plaquetéria de
pacientes maniacos ndao medicados [2], nés relatamos o0 caso de um paciente cujos niveis
plaquetarios de PIP, aumentaram durante um episodio maniaco, e subseqiientemente
retornaram a niveis normais depois de tratamento com o litio [14]. Subseqgiientemente, n6s
relatamos niveis plaquetérios de PIP, reduzidos em pacientes bipolares eutimicos tratados
com litio comparados com voluntarios normais [18], assim como uma diminui¢do dos
niveis de PIP, depois de 3 semanas de tratamento com litio em doses terapéuticas em

pacientes bipolares que foram estudados antes e depois do tratamento [17]. Relatos de



niveis plaquetarios elevados de PIP, na fase maniaca, que se normalizam com o tratamento
com o litio, sugerem alteracdes relacionadas com a fase do transtorno, possivelmente
implicadas na fisiopatologia do transtorno bipolar.

Com a intencdo de estender esta linha de investigacdo, nds examinamos se
anormalidades nos niveis de fosfoinositois em membrana plaquetaria estariam presentes
em pacientes bipolares ndo tratados na fase depressiva. Nossa hipétese era de que os
niveis de PIP, estariam anormalmente elevados nesta fase do transtorno, sugerindo
alteracdes relacionadas com a fase do mesmo no ciclo intracelular do fosfoinositol em
pacientes bipolares.

Nove pacientes ndo medicados que preencheram o critério diagnostico para
transtorno bipolar do tipo | pelo DSM-1V (Manual Diagnostico e Estatistico, versédo 1V)
foram estudados (6 homens, 3 mulheres; media de idadetD.P.=31.7+4.4 anos). Estes
pacientes ndo tinham nenhum problema médico significativo atual, comorbidades
psiquiatricas de eixo I, ou historia significativa de abuso ou dependéncia de substancias.
Todos os pacientes estavam na fase depressiva e tinha estado sem receber nenhuma
medicacdo por pelo menos duas semanas (para o litio, ndo foram tratados com o mesmo
por pelo menos um més). O diagnéstico de transtorno bipolar pelo DSM-IV foi
estabelecido com a Entrevista Clinica Estruturada para o DSM-IV (SCID-1V), e foi
confirmada numa avaliacdo clinica conduzida por um medico psiquiatra assistente.
Dezenove voluntarios normais foram estudados (10 homens, 9 mulheres; media de
idadexD.P.= 34.2+9.0 anos). Eles ndo tinham nenhuma historia pregressa de problemas
psiquiatricos, abuso ou dependéncia de substancias, ou problemas médicos significativos
atuais. A entrevista do SCID-1V, versdo para ndo-pacientes, foi utilizada para excluir

diagndsticos psiquiatricos em eixo | nestes individuos. Todos os participantes assinaram



um termo de consentimento para participar no estudo. O protocolo de pesquisa e 0s termos
de consentimento foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade de Pittsburgh.

Os fosfoinositois da membrana plaquetaria foram medidos como previamente
relatado [9]. Uma amostra de sangue foi obtida de uma veia periférica no intervalo de
tempo entre 10:00 e 13:00. Todos os participantes ficaram sentados em uma cadeira por
pelo menos 15 minutos antes das amostras de sangue serem coletadas. As amostras de
sangue (2 x 34 ml) foram coletadas com uma agulha do tipo “butterfly” de calibre 21, em
seringas plasticas contendo 6 ml do anticoagulante acido citrato dextrose (ACD) (Sigma

Chemical Company, USA). As preparacfes de membrana plaquetaria foram obtidas e

estocadas a -800C.  Subseqilentemente, estas preparacdes foram descongeladas em
temperatura ambiente, e uma extracdo bifasica dos lipideos foi feita. Os fosfolipidios de
membrana foram separados usando cromatografia de camada fina bidimensional (two-
dimensional thin-layer chromatography) em placas de alta performance e quantificadas
com densitometria a laser (scanning laser densitometry). Os niveis de cada classe de
fosfolipidio foram medidos usando um algoritmo que estimou um volume relativo
(GelScan XL 2400 Software, versdo 2.1, Pharmacia LKB Biotechnology), baseado na area
de cada fosfolipidio e na absorbancia medida nesta area. Os fosfolipidios foram delineados
e quantificados com o software GelScan XL 2400 por um assistente de pesquisa (C.S.D.),
gue estava cego para a identidade das amostras. Os valores foram expressos com unidades
de absorbancia versus area (AU x mm?), e a absorbancia relativa para cada fosfolipidio foi
calculada como uma percentagem da absorbancia total para todos os fosfolipidios. A

sensibilidade deste método foi previamente determinada como < 10 ng [9].



A analise estatistica foi conduzida com o software SPSS para Windows, versdo 8.0
(SPSS, Inc.). Testes t ndo pareados individuais foram conduzidos para cada variavel
dependente para comparagdes entre pacientes bipolares e voluntarios normais.

Os pacientes bipolares deprimidos tiveram niveis significativamente aumentados de
PIP, em membrana plaquetaria comparados com os voluntarios normais (0.67+0.14% e
0.44+0.17%, respectivamente; teste t=3.71, d.f.=26, p=0.001). Os dados para cada
individuo estdo ilustrados na figura_1l. N&o houve nenhuma diferenca significativa entre os
pacientes bipolares e os voluntarios normais em relacdo aos niveis de PIP (0.65+0.17% e
0.58+0.20%, respectivamente; teste t=1.02, d.f.=26, p=0.32) ou Pl (5.92+1.23% e

5.56+1.45%, respectivamente; teste t=0.68, d.f.=26, p=0.51).

Estes resultados constituem a primeira demonstracao de niveis plaquetarios de PIP;,
aumentados em pacientes bipolares na fase depressiva. Em conjunto com resultados
prévios que demonstram niveis aumentados de PIP, na fase maniaca do transtorno [2], eles
fornecem evidéncia de que a via de mensageiros secundarios do fosfoinositol seja um sitio
de anormalidades em pacientes bipolares. Particularmente, nossos resultados sugerem a
possibilidade de que uma hiperfuncdo nesta via relaci nada a fase do transtorno possa
estar mecanisticamente envolvida com a fisiopatologia dos episddios afetivos neste
transtorno.  Esta hipotese é também sustentada pelo fato de que estudos prévios
conduzidos pelo nosso grupo com administracdo de litio, o prot6tipo dos estabilizadores de
humor, para pacientes bipolares resultou em niveis reduzidos de PIP, em membrana
plaquetéria [17, 18].

Considerando achados anteriores de que o tratamento com o litio reduz os niveis de

PIP, em membrana plaquetaria em pacientes bipolares [17, 18], parece provavel que a



elevacdo dos niveis de PIP; relatada no nosso estudo seja uma alteracdo relacionada com a
fase do transtorno. No entanto, estudos futuros que também examinem pacientes bipolares
eutimicos serdo criticos para continuar a examinar esta hipotese. Devido a extensiva
intercomunicacdo entre varias vias de transducéo intracelular de sinais (para uma revisao,
veja Manji et al. [10]), a interpretacdo fisiologica dos niveis aumentados de PIP, ndo esta
clara. Eles podem representar um estado de hiperatividade na via do fosfoinositol. Caso
esta hipotese seja correta, estes achados estariam de acordo com relatos de aumento da
liberagdo intracelular de Ca®* em pacientes bipolar em varias fases do transtorno [3], assim
como achados de aumento da atividade da proteina kinase C (PKC) em pacientes
deprimidos e maniacos [5, 19]. Estudos que examinem concomitantemente passos
diferentes destas vias intracelulares nos mesmos individuos serdo necessarios para
esclarecer 0os mecanismos fisiopatoldgicos in vivo envolvidos neste transtorno.
Adicionalmente, estudos em pacientes unipolares deprimidos serdo importantes para se
determinar a especificidade destes achados, particularmente relacionados com achados
recentes de Pandey et al [11] que sugerem anormalidades nos mecanismos mediados por
PKC em pacientes unipolares deprimidos.

Uma limitacdo presente na nossa abordagem se origina do fato que ndo é sabido se
alteracGes em membrana plaquetéria refletem alteracbes no cérebro de pacientes vivos
nestas mesmas vias. No entanto, trabalhos anteriores na &rea de neuropsicofarmacologia
clinica sugerem que as plaquetas sejam modelos aceitdveis de processos neuronais
especificos [4, 13]. A medida em que novos métodos in vivo para se examinar
diretamente a neuroquimica do cérebro humano se tornarem disponiveis, e tornarem o e
estudo de processos intracelulares de transducdo de sinais possivel em pacientes vivos, é

esperado que estas linhas promissoras de investigagdo continuem a avancar e



eventualmente resultem em progresso substancial para a elucidacdo dos mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos neste transtorno mental severo.

Em conclusao, nos encontramos niveis elevados de PIP, em plaquetas de pacientes
bipolares deprimidos ndo-medicados. Estes achados podem representar uma
hiperatividade no sistema de segundos mensageiros da via do fosfoinositol, de possivel
relevancia para a fisiopatologia do transtorno bipolar. Estudos futuros serdo necessarios
para replicar independentemente estes achados e esclarecer se estas anormalidades sao
relacionadas com a fase ou constituem um trago presente no transtorno, e se as mesmas se

correlacionam com a resposta terapéutica ou evolugédo do transtorno.
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FIGURA 1 - NIVEIS DE PIP2 NA MEMBRANA PLAQUETARIA
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LEGENDA - FIGURA 1

Os niveis médios de fosfoinositol-4,5-bifosfato (PIP,) em membrana plaquetaria
estdo significativamente aumentados em pacientes bipolares ndo-tratados na fase
depressiva comparado com voluntarios normais (0.67£0.14% e 0.44+0.17%,
respectivamente; teste t=3.71, d.f.=26, p=0.001). BP= pacientes bipolares, HC=

voluntarios normais.
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RESUMO

Racional: Estudos animais in vitro e in vivo sugerem que a via intracelular do
fosfoinositol (PI) seja um alvo importante para os efeitos do litio. Objetivos: Nos conduzimos
um estudo preliminar para examinar os efeitos in vivo do tratamento com o litio em
fosfoinositois em membrana plaquetaria, na tentativa de continuar a examinar a hipotese de que
o litio tenha efeitos significativos in vivo na via do fosfoinositol nestes pacientes. Métodos: Nos
quantificamos fosfoinositol (PI), fosfoinositol-4-fosfato (PIP), e fosfoinositol-4,5-bifosfato
(PIP;) em membrana plaquetaria de 7 pacientes bipolares (5 M, 2 F; idade média=27.9+5.7
anos), inicialmente enquanto ndo-medicados e subsequentemente depois de pelo menos 21 dias
de tratamento com o litio (mediaxD.P.=28.7£7.1 dias). Resultados: Os valores mediostD7.P.
para Pl foram 5.63+2.25% e 5.21+1.06%; PIP foram 0.68+0.20% e 0.55+0.11%; e PIP, foram
0.60+0.21% e 0.38+0.15%, antes e depois do tratamento com o litio, respectivamente. A
diminuicdo nos niveis de PIP, depois do tratamento com o litio foi estatisticamente significativa
(Wilcoxon Signed Ranks Test, Z=-2.37, p=0.02). Conclusdo: Este estudo longitudinal sugere
que as doses terapéuticas de litio diminuam significativamente os niveis de PIP, em membrana
plaquetéria in vivo em pacientes bipolares, o que pode refletir mecanismos relevantes de acao
do litio no transtorno bipolar.

Palavras-chave: litio, fosfoinositois, plaquetas, transtorno bipolar, transducdo de sinais,

mecanismo de acao



INTRODUCAO

O transtorno bipolar (doenca maniaco-depressiva) aflige cerca de 1% da populacao
mundial, causando sofrimento e limitagdes consideraveis. O litio, a medicacdo mais efetiva e
amplamente utilizada para este transtorno, é Util em cerca de 60% dos casos (Gershon and
Soares 1997; Schou 1997). Pesquisas em relacdo aos mecanismos de acdo do litio tém sido
conduzidas ja por muitos anos, mas ainda ndo se sabe o que o faz eficaz para o tratamento
deste transtorno. O entendimento dos mecanismos de acdo do litio pode contribuir para o
esclarecimento da fisiopatologia do transtorno bipolar, e pode ser critico para
desenvolvimentos terapéuticos futuros nesta area (Soares and Gershon 1998).

Anormalidades nas vias intracelulares de transducéo de sinais podem estar implicadas
na fisiopatologia do transtorno bipolar (Lachman and Papolos 1989; Manji et al. 1995b;
Soares and Mallinger 1997; Wachtel 1989). Aumento na funcdo de subtipos especificos de
proteinas G (alfa,s) em cérebros de pacientes pés-mortem e em leucdcitos (Maniji et al. 1995a;
Young et al. 1991), e aumento dos niveis intracelulares de Ca>* em repouso, assim como
aumento da reatividade do Ca» em plaquetas, leucdcitos, e linfoblastos transformados tém
sido relatados em pacientes bipolares (Dubovsky et al. 1992; Eckert et al. 1994; Kusumi et al.
1992) . A via do fosfoinositol (PI) tem também sido examinada como um possivel sitio de
disfungédo, com achados preliminares que indicam anormalidades (Belmaker et al. 1995; Jope
et al. 1996; Snyder 1992; Soares and Mallinger 1996; Soares e Mallinger 1997).
Adicionalmente, uma hiperatividade da proteina quinase C pode também estar presente no
estado maniaco (Friedman et al. 1993). Os achados de aumento dos niveis intracelulares Ca>
em repouso e aumento da reatividade do Ca*, assim como aumento da fungdo de PKC,

poderiam ser consistentes com uma hiperatividade da via do PI.



Sabe-se que o litio tem a¢es in vitro e in vivo importantes no ciclo do Pl (Baraban et
al. 1989; Belmaker et al. 1996; Berridge et al. 1989; Lenox and Watson 1994; Manji et al.
1995b; Snyder 1992; Vadnal and Parthasarathy 1995). Estudos clinicos preliminares tém
relatado efeitos significativos na reatividade do Ca> intracelular (Dubovsky et al. 1992;
Forstner et al. 1994), funcéo de proteina G (Drummond 1988; Manji et al. 1995a), e funcédo de
PKC (Friedman et al. 1993; Manji et al. 1995b). De maneira importante, estudos humanos
tém também demonstrado que o litio pode inibir a enzima inositol monofosfatase (IMPase)
(Agam and Livne 1989; Molchan et al. 1994; Moscovich et al. 1990).

N&o ha nenhum estudo humano in vivo que tenha demonstrado diretamente, até o
momento, que o tratamento com o litio em concentracdes terapéuticas afete
significativamente o contetdo de fosfoinositois em membrana. Como uma maneira de
examinar os efeitos do litio nestes processos em voluntarios humanos, e para examinar a
relevancia da via do Pl na fisiopatologia do transtorno bipolar, nosso laboratério tem
conduzido estudos em pacientes bipolares ndo medicados e em pacientes tratados com o litio.
Na auséncia de método satisfatorio para examinar diretamente os varios intermediérios da via
do PI no cérebro humano in vivo, nés utilizamos plaquetas como um modelo para determinar
o0 conteldo relativo de fosfoinositois na membrana. No nosso primeiro relato, 7 pacientes
maniacos ndo medicados tinham niveis significativamente aumentados de PIP, na membrana
plaquetéria comparado com 7 voluntarios normais (Brown et al. 1993), o que sugeriu uma
hiperatividade da via do PI no estado maniaco. Em um relato de caso (Soares et al. 1997) de
um paciente que tinha sido seguido por varios meses em varias fases do transtorno, houve
aumento dos niveis plaquetarios de PIP, quando a paciente ciclou da eutimia para a mania, e
depois do tratamento com o litio o0s niveis de PIP, diminuiram para valores semelhantes aos

da fase eutimica sem medicacdo. Em outro relato (Soares et al. 1999b), os niveis de PIP, na



membrana estavam significativamente reduzidos em uma amostra de 10 pacientes bipolares
eutimicos que estavam em tratamento com o litio por pelo menos 1 més comparado com 11
voluntarios normais sem nenhuma medicagdo. Sendo assim, nossos estudos prévios
sugeriram niveis elevados de PIP, na membrana plaquetaria durante a mania, e indiretamente,
que o tratamento com o litio ou outros estabilizadores de humor possa talvez reverter este
fendmeno.

Com o objetivo de examinar mais diretamente os possiveis efeitos do litio in vivo na
via do Pl em plaquetas de pacientes bipolares, nos conduzimos este estudo piloto. Nos
quisemos examinar a hipotese de que o tratamento com o litio em concentracfes terapéuticas
diminuiria o conteudo relativo de fosfoinositois de membrana nas plagquetas de pacientes

bipolares ndo medicados.



MATERIAIS E METODOS

Pacientes

Sete pacientes bipolares (5 homens, 2 mulheres - media £D.P. idade=27.9£5.7 anos)
foram estudados. Veja a tabela 1 para um resumo da informacdo clinica e demografica.
Todos os pacientes assinaram termo de consentimento informado para participar do estudo.
Eles ndo tinham nenhum problema médico atual, outros transtornos psiquiatricos, ou historia
significativa de uso de alcool ou drogas. Problemas médicos foram excluidos por intermédio
de um exame fisico (conduzido por um assistente medico supervisionado por um medico
licenciado), historia médica, e exames laboratoriais rotineiros para “screening”. Todos 0s
pacientes estavam em um episodio afetivo agudo no momento em que foram alistados neste
estudo; um paciente estava num estado misto, 5 estavam deprimidos, e um estava maniaco.
Eles ndo haviam recebido nenhuma medicacdo psicotropica por pelo menos 2 semanas. Os
pacientes foram estudados inicialmente enquanto ndo medicados (tempo 1), e estudados
novamente depois de receberem litio por pelo menos 21 dias (tempo 2). O intervalo entre o
tempo 1 e tempo 2 variou de 21 a 41 dias (mediaxD.P.=28.7£7.1 dias). Quando os estudos
pos-litio foram completados (time 2), os pacientes estavam em doses de litio que variavam de
900 a 1500 mg/dia (mediaxD.P. dose = 1200+260mg/dia), e os niveis de litio 12 horas depois
da Gltima dose variavam de 0.52 a 1.48 mEqg/L (mediaxD.P. = 0.85+0.35 mEqg/L). Durante o
periodo de tratamento, todos os pacientes receberam monoterapia com o litio, e nao
receberam nenhuma medicagdo adjuvante.

Todos os pacientes preencheram o critério diagndstico do DSM-IV para o transtorno
bipolar (American Psychiatric Association 1994); 6 eram bipolares to tipo 1, e um era bipolar

do tipo 2. O diagnostico do DSM-IV foi estabelecido baseado em informagéo coletada com



uma entrevista SCID e confirmado subseqlientemente em uma avaliacdo clinica com um
medico psiquiatra assistente.

Medidas laboratoriais

Os niveis relativos de 3 classes de fosfoinositois na membrana (PI, PIP, and PIP,)
foram estimados como previamente relatado (Soares et al. 1997; Soares et al. 1999b).
Amostras de sangue (2 x 34 ml) foram coletadas com seringas plasticas contendo 6 ml do
anticoagulante acido citrato dextrose (ACD) (Sigma Chemical Company). As preparacdes de

membrana plaquetaria foram obtidas como previamente relatado (Brown et al. 1993), e

estocadas a -800C; subseqiientemente, elas foram degeladas a temperatura ambiente, e uma
extracdo lipidica bifasica foi realizada. Os fosfolipidios de membrana foram separados e
quantificados com a utilizagéo de cromatografia de camada fina bidimensional em placas de
performance alta, e densitometria a laser (Mallinger et al. 1993). A quantidade de cada classe
de fosfolipidio foi obtida com um algoritmo que calculou um termo equivalente a volume
(GelScan XL 2400 Software, version 2.1, Pharmacia LKB Biotechnology), baseado na area
de cada fosfolipidio e na absorbéncia medida em cada area. Os fosfolipidios foram
delineados e quantificados por um técnico cego para a identidade da amostra. Os valores
foram expressos como unidades de absorbancia versus area (AU x mm?), e as absorbancias
relativas de cada fosfoinositol foram calculadas como uma percentagem da absorbancia total.
Todos os estudos cromatograficos foram conduzidos em quadruplicata. A sensibilidade deste
método foi previamente determinada como menos de 10 ng de lipide fésforo. O coeficiente
de variagdo médio intra-assay para os varios fosfoinositois foi 12.6%.

Analise estatistica

A anélise estatistica foi conduzida com o software SPSS para Windows, versdao 8.0

(SPSS, Inc.). Os valores de fosfoinositois em pacientes ndo medicados e apos tratamento com



o litio foram comparados usando um teste ndo-parametrico para amostras pareadas, o teste de

Wilcoxon Signed Ranks.



RESULTADOS

Os valores meédiostD.P. para Pl foram 5.63+2.25% e 5.21+1.06%; PIP foram
0.68+0.20% e 0.55+0.11%; e PIP, foram 0.60+0.21% e 0.38+0.15%, antes e depois do
tratamento com o litio, respectivamente (tabela 2). A diminuigdo nos valores de PIP, depois
de tratamento com o litio foi estatisticamente significativa (Wilcoxon Signed Ranks Test, Z=-
2.37, p=0.02). Como ilustrado na figura 1, os niveis de PIP, diminuiram em cada paciente
depois do tratamento com o litio, exceto em um aonde ele permaneceu basicamente 0 mesmo.
A reducdo nos niveis de PIP depois de tratamento com o litio foi considerada s6 uma
tendéncia (Wilcoxon Signed Ranks Test, Z=-2.03, p=0.04), uma vez que ndo havia hipotese a
priori para reducdo de PIP baseado nos nossos estudos anteriores, e o valor do p encontrado
ndo foi estatisticamente significativo depois de correcdo de Bonferroni (p>0.017). Para os
niveis de PIP,, a correcdo de Bonferroni ndo foi realizada, uma vez que estes dados eram
parte da nossa hipotese a priori para conduzir este estudo. A reducgdo dos niveis de Pl depois
de tratamento com o litio ndo foi estatisticamente significativa (Teste de Wilcoxon Signed

Ranks, Z=-0.17, p=0.87).



DISCUSSAO

Nosso estudo piloto fornece achados interessantes que sugerem que a administracéo de
doses terapéuticas de litio para pacientes bipolares pode resultar em diminuicao significativa
no conteudo relativo de PIP, em membranas plaquetarias. Estes achados sugerem que o litio
reduz, in vivo, os niveis de membrana de um intermediario maior na via do Pl (PIP,;) em
plaquetas de pacientes bipolares, e que isto pode ser um mecanismo relevante para as agoes
terapéuticas do mesmo.

Ha evidencia emergente que sugere que uma disfuncdo na via do Pl possa ser
importante para a fisiopatologia do transtorno bipolar. Uma hiperatividade nesta via pode
estar presente, o que poderia ser um traco do transtorno ou dependente da fase do mesmo. O
litio poderia ter eficacia no transtorno bipolar ao corrigir uma hiperatividade na via do Pl e
diminuir os niveis de membrana do PIP, para niveis menores do que os encontrados em
voluntarios normais ndo medicados (Soares et al. 1999b). Ele também parece reduzir o
contetdo dos outros fosfoinositois (PIP e PI) na membrana, mas para estes as reducdes
parecem ser menores, e ndo foram estatisticamente significativas na pequena amostra de
pacientes estudada. Uma reducdo nos niveis de PIP, na membrana, como resultado do
tratamento com o litio, poderia resultar em uma diminuicéo funcional no ciclo intracelular do
Pl, e diminuicdo na geracdo de mensageiros secundarios nesta via, que poderia contra-
balancear uma hiperatividade na via do Pl em pacientes bipolares, e, portanto, ser terapéutico
para o transtorno bipolar.

Um estudo conduzido recentemente em nosso laboratério encontrou uma
variabilidade media intra-sujeitos de 18 % para a medidas plaquetéarias de membrana de PIP,

em voluntarios normais sem nenhuma intervencdo durante um periodo de 3 semanas (Soares



et al. 1999a). No nosso estudo atual, a mudanca media nos valores de PIP, em membrana
plaquetaria depois do tratamento com o litio foi 45 %, que foi consideravelmente mais alta do
que a variabilidade normal teste/reteste previamente relatada em voluntarios normais.
Portanto, nossos dados atuais, apesar de preliminares, fornecem indicacéo de que estes efeitos
possam ser o resultado da acéo do litio.

Uma possibilidade alternativa para explicar nossos achados atuais e que a diminuicédo
dos niveis de membrana de PIP, seria um resultado da normalizacdo do humor, ou reducéo
dos sintomas, ao inves de refletir os efeitos do litio na via do PI. O desenho do nosso estudo
ndo nos permite excluir esta possibilidade. Estudos futuros com amostras maiores nos
permitirdo diferenciar possiveis efeitos do litio nos niveis de PIP, em membrana plaquetaria
de efeitos que possam ser exclusivamente resultado da normalizacdo do humor.

Uma limitacdo importante dos achados atuais € que 0s mesmos se originam de um
modelo plaquetério. Apesar de plagquetas terem sido extensivamente utilizadas como modelo
para o estudo in vivo de varios sistemas neurotransmissores (Ebstein et al. 1986; Pletscher
1986), ndo esta claro se estas mudancas plaquetarias refletem os processos fisiolégicos nos
neurdnios cerebrais in vivo. Nao hd métodos satisfatérios ate 0 momento para se estudar a
via intracelular do PI in vivo no cérebro humano. Avangos em métodos de imagem cerebral
neuroquimica com tomografia por emissao de pdsitrons (PET) (Imahori et al. 1992; Imahori
et al. 1993) e ressonancia magnética por espectroscopia (MRS) (Soares et al. 1996) podem
eventualmente resultar no desenvolvimento de métodos vidveis para se examinar 0S
mecanismos de transduc¢do de sinais no cérebro humano in vivo.

Estudos futuros devem examinar a possibilidade de que os niveis de fosfoinositois de
membrana, apos administragdo do litio, ou mudangas nestes niveis resultantes do tratamento

com o litio, possam estar correlacionados com resposta ao tratamento. Nos ndo pudemos



examinar correlatos clinicos dos efeitos nos niveis de fosfoinositois no estudo atual por causa
do pequeno tamanho da amostra.

Se a diminuicdo dos niveis de membrana do PIP,, conforme sugerida pelos nossos
resultados preliminares, for confirmada como um mecanismo critico nos efeitos do litio em
pacientes bipolares, isto poderia guiar esfor¢os futuros para o desenvolvimento de novas
medicacdes que possam atuar na via intracelular do Pl. Uma area interessante para
desenvolvimento farmacoldgico é a busca de inibidores seletivos da inositol monofosfatase
(Atack 1995), ou intervencdes direcionadas a modulacdo da via do Pl com a administracao
oral de inositol (Belmaker et al. 1995), que poderiam constituir tratamentos com novos
mecanismos de acao para pacientes bipolares. Um melhor esclarecimento das anormalidades
nas vias intracelulares de transducao de sinais em pacientes bipolares poderia eventualmente
resultar no desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para o tratamento destes

pacientes.
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TABELA 1 - CARACTERISTICAS CLINICAS E DEMOGRAFICAS

Paciente Idad Sex Fase Dose do Nivel INTERVAL
e 0 Li sérico do O
(mg/dia Li (dias)
) (mEq/L)
1 20 M  mania 1350 1.11 21
co
2 24 M misto 1500 0.92 22
3 28 F dep 900 0.66 31
4 28 F dep 1050 0.52 26
5) 33 M dep 900 0.62 26
6 37 M dep 1500 1.48 41
7 25 M dep 1200 0.63 34
MEDIA 279 1200 0.85 28.7
D.P. 5.7 260 0.35 7.1

Li=litio. Intervalo= intervalo de tempo entre estudos antes e depois do tratamento com o litio.
Dep=deprimido.



TABELA 2 - VALORES PLAQUETARIOS DE FOSFOINOSITOIS
EM PACIENTES BIPOLARES

PACIENTES PIP2 PIP2 PIP- PIP- PI- PI-
- - NAO APO NAO APO
NAO APO MEDI SLi MEDI SLi
MED SLi CAD CAD
ICA o) o)
DO
1 029 027 041% 040 4.27% 3.08
% % % %
2 048 033 0.71% 0.63 512% 5.95
% % % %
3 050 024 068% 062 1039 6.14
% % % % %
4 085 036 1.05% 052 3.45% 4.65
% % % %
5 071 039 054% 041 526% 5.57
% % % %
6 050 039 066% 069 4.83% 5.25
% % % %
7 084 071 070% 056 6.08% 5.83
% % % %
Media 0.60 038 0.68% 055 5.63% 5.21
% % % %
D.P. 021 015 0.20% 0.11 2.26% 1.06
% % % %

Pacientes foram inicialmente estudados enquanto ndo medicados, e subsequentemente os
estudos foram repetidos apos tratamento com litio. Os valores foram expressos como
percentagens das absorbancias totais para fosfolipidios.






LEGENDA DA FIGURA 1

A Figura 1 ilustra os valores de membrana de PIP, em pacientes ndo medicados e depois de >
3 semanas em tratamento com litio. Os niveis de PIP, foram reduzidos significativamente
apos tratamento com o litio nos 7 pacientes bipolares estudados (médiaxd.p.= 0.60+0.21% e
0.38+0.15%, respectivamente, Wilcoxon Signed Ranks Test, Z=-2.37, p=0.02). Os valores
médios para pacientes ndo medicados e apos tratamento com o litio aparecem marcados como

uma linha transversal na figura.
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RESUMO

Este estudo examinou a hip6tese de que o tratamento com o litio iniba a via
sinalizadora do PI, in vivo, através de medidas concomitantes de isoenzimas de PKC e de
fosfoinositois de membrana plaquetaria em pacientes bipolares tratados com litio e
voluntarios normais. Os niveis plaquetarios (em membrana e citosol) de PKC alfa, beta I,
beta Il, delta, e epsilon foram medidos com a técnica de Western blotting. Os conteidos
relativos na membrana plaquetaria de fosfoinositol (Pl), fosfoinositol-4-fosfato (PIP), e
fosfoinositol-4,5-bifosfato (PIP;) foram medidos com cromatografia bidimensional de
camada fina. Nove pacientes bipolares eutimicos tratados com litio e 11 voluntérios
normais foram estudados. Comparado com os voluntarios normais, os pacientes bipolares
tratados com o litio tiveram niveis significativamente reduzidos de isoenzima alfa de PKC,
fracdo citosdlica (teste t=-3.24, df.=17, p=0.01) e de niveis plaquetarios de PIP, (teste t=-
2.51, df=18, p=0.02), e uma tendéncia a niveis reduzidos de PKC isoenzima beta I, fracdo
citosdlica (teste t=-2.17, d.f.=17, p=0.05). N&o houve nenhuma correlacdo significativa
entre os niveis de PIP, e nenhuma das isoenzimas de PKC. Estes achados preliminares
sugerem que o tratamento crénico com o litio possa reduzir os niveis tanto da isoenzima
alfa da PKC, fracdo citosolica, como dos niveis de PIP, em membrana em plaquetas de
pacientes bipolares.

Palavras-chave: litio, fosfoinositois, fosfoinositol-4,5-bifosfato, proteina quinase C,

transtorno afetivo bipolar, psicofarmacologia, transducéo de sinais



INTRODUCAO

Anormalidades nos processos intracelulares de transdugdo de sinais podem estar
presentes em individuos com transtorno afetivo bipolar (Hudson et al 1993; Lachman and
Papolos 1989; Manji et al 1995; Schreiber and Avissar 1991; Soares and Mallinger in
press; Wachtel 1989; Wachtel 1990; Hahn and Friedman, 1999; Perez et al, 2000).
Particularmente, a via do fosfoinositol (PI) pode ser um sitio de disfuncdo (Baraban et al
1989; Brown et al 1993; Jope et al 1996; Snyder 1992; Soares et al 1999a; Soares and
Mallinger 1996; Soares and Mallinger 1997). Litio e outras medicacgdes efetivas para o
tratamento deste transtorno podem exercer seus efeitos através da modulagdo destes
processos intracelulares (Baraban et al 1989; Bitran et al 1995; Lenox et al 1998; Lenox
and Watson 1994; Manji et al 1996a; Manji et al 1993; Manji et al 1995; Soares et al
1999b).

A hiperatividade da via do PI pode se refletir em niveis aumentados de fosfoinositol-
4,5-bifosfato (PIP,), que é o substrato principal para a producdo de inositol trifosfato (I1P3)
e diacilglicerol (DAG). Isto poderia possivelmente resultar em atividade aumentada de
isoenzimas especificas de PKC (Soares e Mallinger 1997). Um relato preliminar
demonstrou valores de PIP, em membrana plaquetaria aumentados em pacientes bipolares
na fase maniaca (Brown et al 1993), e relatos subsequentes sugeriram que o tratamento
com o litio em doses terapéuticas poderia diminuir significativamente os niveis de PIP, em
membrana plaquetaria (Soares et al 1997; Soares et al 1999a; Soares et al 1999b). De
maneira semelhante, atividade aumentada de PKC plaquetaria foi relatada em pacientes
bipolares ndo-medicados na fase maniaca comparados com voluntarios normais, e o
tratamento com o litio em doses terapéuticas reduziu esta atividade (Friedman et al 1993).

Em cérebros pés-mortem de pacientes bipolares, uma distribuicdo subcelular alterada de



isoenzimas de PKC, compativeis com um aumento de ativacdo de PKC, também foi
relatado (Wang e Friedman 1996). Estes achados estdo, de maneira geral, em acordo com
dados de estudos in vitro demonstrando que o tratamento com o litio inibe a via do Pl e
interfere com processos mediados por PKC (Wang and Friedman, 1989; Baraban et al
1989; Belmaker et al 1995; Bitran et al 1995; Lenox et al 1998; Lenox and Watson 1994;
Manji et al 1996a; Manji et al 1993; Manji and Lenox 1994; Manji et al 1995).

O presente estudo foi conduzido através de medidas concomitantes de isoenzimas de
PKC e niveis de PIP, em plaquetas de pacientes bipolares tratados com o litio e voluntarios
normais, para se examinar a hipétese da inibicdo destes processos de transducdo de sinais
pelo litio. Nos testamos a hipotese de que os niveis de PKC alfa e PIP, estariam
significativamente reduzidos em pacientes tratados com o litio comparado com voluntarios
normais. De uma maneira exploratoria, nos também examinamos a existéncia de
correlagBes entre os niveis plaquetéarios de PIP, e as isoenzimas de PKC em pacientes

bipolares tratados com o litio e voluntérios normais.



MATERIAIS E METODOS
PACIENTES

Nove pacientes bipolares do tipo | (4 homens, 5 mulheres - media =D.P.
idade=42.0+8.2 anos) foram estudados. Eles ndo tinham nenhum problema médico,
nenhuma comorbidade psiquiatrica, e nenhuma historia recente significativa de abuso de
substancias. Todos os pacientes estavam eutimicos e tinham estado sob tratamento com
litio por pelo menos um més. Os pacientes estavam em doses de litio variando de 900 a
1650mg/dia (dose media=1200 mg/dia), resultando em niveis séricos de litio apds 12 horas
que variavam de 0.32 to 0.94 mEqg/L (média+D.P.=0.60+£0.19 mEq/L). Todos os pacientes
estavam sendo tratados com monoterapia com o litio e ndo tinham recebido nenhuma outra
medicagdo por pelo menos duas semanas, com excegdo de um paciente que recebeu uma
dose Unica de ibuprofeno um dia antes do estudo.

Onze voluntérios normais foram estudados (4 homens, 7 mulheres; média de
idade+D.P.=33.6+8.5 anos); eles ndo tinham nenhuma histéria de problemas psiquiatricos,
e ndo tinham historia significativa de uso de substancias ou problemas médicos presentes.
Transtornos psiquiatricos foram excluidos com a utilizagdo da entrevista do SCID-1V,
versdo para ndo-pacientes. Estes individuos ndo tinham nenhuma histéria de transtornos

psiquiatricos entre familiares de primeiro grau.
PROCEDIMENTOS CLINICOS

Os pacientes foram seguidos no Depression and Manic Depression Prevention
Program (DMDPP), um programa de pesquisa ambulatorial do Western Psychiatric
Institute and Clinic, University of Pittsburgh Medical Center. Todos 0s pacientes
preencheram o critério diagndstico do DSM-IV para o transtorno bipolar do tipo I ,
conforme determinado na entrevista de SCID (Spitzer et al 1994), e confirmados em uma

avaliacdo clinica conduzida por um médico psiquiatra assistente. O diagndstico foi



subsequientemente revisto em uma reunido de consenso com o profissional que completou
0 SCID, a coordenadora de pesquisa do programa, e um investigador sénior. Depois dos
procedimentos terem sido explicados para os pacientes, termo de consentimento escrito
para participacdo no estudo foi obtido. Uma amostra de sangue foi obtida de uma veia
periférica para medidas plaquetarias de isoenzimas de PKC e fosfoinositois. As amostras
de sangue foram obtidas no intervalo entre as 10:00 e 13:00 horas. Os pacientes sentaram
em uma cadeira por pelo menos 15 minutos antes das amostras de sangue serem coletadas.
As amostras de sangue foram coletadas com agulhas butterfly de calibre 21 em seringas

plasticas.
Medidas de PKC

Amostras de sangue (2 x 25 ml) foram coletadas em seringas plasticas de 60 ml
contendo 3 ml de anticoagulante acido citrato dextrose (Sigma Chemical Company, USA).

As preparagdes de membrana plaquetéria foram obtidas imediatamente depois de coletar o

sangue e estocadas a -80°C. Os homogenados foram centrifugados a 14,000 x g por 10
min. para remover debris ndo dissolvidos. A linearidade da concentracdo protéica para o
immunoblotting das isoenzimas de PKC foi determinada através da resolucdo de
concentracfes seletas de proteina. Immunoblotting de isoenzimas de PKC
subsequentemente foram realizados com a utilizacdo de concentracdes proteicas que
estavam dentro da faixa linear para Western blotting com a utilizacdo de métodos
descritos anteriormente (Molchan et al 1993; Chen et al 1998). Brevemente, as amostras
foram colocadas em SDS-PAGE em gels de 10% poliacrilamida. As proteinas resolvidas
desta forma foram entdo eletroforeticamente transferidas para membranas de nitrocelulose.
Binding nao-especifico nas membranas de nitrocelulose foi bloqueado com uma solucgéo de

50 mM Tris (pH=8.0, 2mM CacCl,, 80 mM NaCl, 5% leite seco sem gordura, 0.2% NP-40,



e 0.02% NaN3). Os blots foram incubados durante a noite em temperature ambiente com
anticorpos especificos para as isoenzimas de PKC (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA,; diluidos 1:100); cinco isoenzimas de PKC (alpha, beta I, beta Il, delta, e epsilon)
foram medidas nas fracGes citosélicas e de membrana. Os imunocomplexos foram
detectados com um kit Amersham ECL ou ECL plus, e a quantificacdo foi feita com
densitometria com a utilizacdo de um sistema para analise de imagens (NIH 1.55). Uma
aliquota de estandardes plaquetarios de fraces membranosas e citosolicas foi colocado em
cada coluna do gel, para permitir normalizacdo dos dados em relacdo aos estandardes, para
minimizar variabilidade entre os ensaios. Os valores finais de isoenzimas de PKC foram

expressos como unidades de densidade Otica normalizadas.
Medidas de fosfoinositois

Os fosfoinositois de membrana plaquetaria foram medidos como relatado
anteriormente (Mallinger et al 1993). Amostras de sangue (2 x 34 ml) foram coletadas em
seringas plasticas contendo 6 ml de anticoagulante acido citrato dextrose (ACD) em cada uma

(Sigma Chemical Company, USA). As preparacdes de membrana plaquetéria foram obtidas

imediatamente apos a coleta de sangue, e entdo estocadas a -809C.  Subseqilentemente, as
suspensdes de membrana plaquetaria foram descongeladas a temperatura ambiente, e uma
extracao lipidica bifasica foi realizada. Os fosfolipidios de membrana foram separados com a
utilizacdo de cromatografia bidimensional de camada fina em pratos de alta performance e
quantificados com densitometria a laser. Os fosfolipidios foram delineados e quantificados
com o software GelScan XL 2400 (versdo 2.1, Pharmacia LKB Biotechnology), por um
assistente de pesquisa que estava cego para a identidade da amostra. Os valores foram

expressos como unidade de absorbancia versus area (AU x mm?), e as absorbancias relativas



para cada fosfoinositol foram calculadas como uma percentagem da absorbancia total de

fosfolipidios.
ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada com o software SPSS para Windows, versdo 7.5
(SPSS, Inc.). Testes t foram utilizados para cada variavel dependente. Coeficientes de
correlagdo de Pearson foram calculados para examinar a existéncia de correlacdo entre

isoenzimas de PKC, fosfoinositois, e variaveis clinicas.



RESULTADOS

Pacientes bipolares tratados com o litio tiveram niveis de PKC alfa citosolica
significativamente reduzidos comparados com voluntarios normais (media+D.P.= 708+670
e 1529+438, mediana = 556 e 1568, respectivamente; teste t=-3.24, d.f.=17, p=0.01) (veja
figura 1). Houve também uma tendéncia para valores menores de PKC beta Il citosélica
em pacientes (mediatD.P.=1578+1468 e 2711+798, mediana= 1397 e 3023,
respectivamente; teste t= -2.17, d.f.=17, p=0.05). N&o houve nenhuma diferenca
estatisticamente significante entre pacientes e controles para as outras isoenzimas de PKC

que foram medidas (tabela 1). A figura 2 contém um immunoblot de um paciente tratado

com o litio e de um voluntario normal, para ilustrar o método utilizado.

Pacientes bipolares tiveram niveis de PIP; significativamente reduzidos comparados
com voluntéarios normais (0.3+0.1% e 0.4+0.1%, respectivamente; teste t= -2.51, d.f.=18,
p=0.02), mas ndo houve diferengas estatisticamente significativas entre pacientes e
controles para os niveis de Pl (4.9£0.8% e 5.2+1.7%, respectivamente; t= -0.38, d.f.=18,
p=0.71) ou PIP (0.6+0.2% e 0.7+0.2%, respectivamente; t= -0.86, d.f.=18, p=0.40). Os
valores de fosfoinositois que foram incluidos neste relato se originam de uma amostra de
pacientes bipolares e voluntarios normais que tem um grande “overlap” com a amostra que
nos previamente publicamos num outro manuscrito (Soares et al 1999a), mas estes dados
foram também incluidos aqui para que pudéssemos examinar possiveis correlacdes com
valores de PKC, que sao o foco deste novo manuscrito.

NOs refizemos todos os testes t depois de utilizar transformacdo logaritmica dos
dados, para comparar os valores plaquetarios de isoenzimas de PKC e de fosfoinositois

entre pacientes tratados com litio e voluntarios normais. Os resultados destas analises



foram basicamente os mesmos, e 0 valor de significancia estatistica p para a PKC alfa
citosélica foi 0.01 e para PIP, foi 0.02. Os valores de p para a PKC beta Il citosdlica foi
0.05, e para a PKC beta I citosolica foi 0.05.

N&o houve nenhuma correlacéo significativa entre quaisquer das isoenzimas de PKC
e os valores de fosfoinositois plaquetarios em pacientes bipolares ou voluntarios normais
(coeficiente de correlacdo de Pearson, p>0.05). Interessantemente, PKC alfa citosolica e
PIP, ndo estavam significativamente correlacionados em pacientes bipolares (n=8;
coeficiente de correlacdo de Pearson= -0.610; p=0.108) ou em voluntarios normais (n=11;
coeficiente de correlacdo de Pearson= -0.352; p=0.289) (veja figura 3). Idade nédo estava
significativamente correlacionada com valores de fosfoinositois ou isoenzimas de PKC em
pacientes ou voluntarios normais (coeficiente de correlacdo de Pearson, p>0.05).

Os valores de litemia (obtida 12 horas apos a ultima dose de litio) ndo se
correlacionaram significativamente com nenhuma das medidas de isoenzimas de PKC ou
medidas de fosfoinositois (coeficiente de correlacdo de Pearson, p>0.05). Esta andlise foi
repetida ap6s a exclusdo de 3 individuos que tiveram litemia de 12 horas na faixa
subterapéutica, que para o propdsito desta analise foi considerado < 0.5 mEqg/L, e ainda néo
houve nenhuma correlacéo significativa. Trés dos 9 pacientes bipolares haviam estado em
tratamento com litio por pelo menos 3 meses quando as amostras de sangue para este estudo
foram coletadas (todos estavam em tratamento com o litio por pelo menos um més); todos o0s
outros haviam estado em tratamento com o litio por pelo menos varios meses ou anos. A
mediatD.P. para o tempo de tratamento com o litio para esta amostra de pacientes foi de
130+92 semanas, mediana=167 semanas. Nao houve correlacao significativa entre o tempo de
tratamento com o litio e os valores de isoenzimas de PKC ou valores de fosfoinositois

(coeficiente de correlagéo de Pearson, p>0.05).



DISCUSSAO

Nossos achados preliminares constituem o primeiro relato de medidas concomitantes
de isoenzimas de PKC e niveis de fosfoinositois em plaquetas de pacientes bipolares e
voluntarios normais. Nos encontramos niveis reduzidos de PKC alfa citosolica e PIP, em
plaquetas em pacientes tratados com litio comparados com voluntarios normais, sugerindo
que o tratamento com o litio possa reduzir significativamente os niveis destes dois
intermediarios in vivo em pacientes bipolares, e que, mais genericamente, possa reduzir a
atividade do sistema de transducao de sinais da via do PI.

Os achados de reducéo de atividade plaquetaria de PKC alfa citosolica em pacientes
tratados com o litio sdo consistentes com um relato anterior que encontrou uma reducdo na
atividade plaquetaria de PKC em pacientes bipolares depois de 2 semanas de tratamento
(Friedman et al 1993). Estes achados também estdo de acordo com estudos pré-clinicos
em roedores e em cultura de células, que tem demonstrado que o litio exerce efeitos
significativos em PKC e seus substratos (Reisine and Zatz, 1987; Zatz and Reisine, 1988;
Wang and Freidman, 1989; Casebolt and Jope, 1992; Lenox et al., 1992; Manji et al 1993;
Jensen and Mork, 1997; Watson and Lenox; 1996; revisado em Jope 1999, Manji and
Lenox, 1999). Em contraste com muitos dos estudos anteriores com roedores e com
culturas de células, o presente estudo encontrou niveis plaquetarios reduzidos de PKC alfa
em pacientes bipolares tratados com o litio somente na fracdo citosolica. Isto pode refletir
diferencas basais na localizagdo subcelular citosol/membrana desta isoenzima em pacientes
bipolares, a natureza ndo-nuclear das plaquetas comparadas com outros tecidos utilizados

em investigacOes anteriores, ou uma combinacdo destes fatores. As diferengas potenciais



dos efeitos do litio em plaquetas comparado com neurbnio cerebrais devem ser
investigados em estudos futuros.

Neste estudo preliminar, nos também encontramos uma tendéncia néo
estatisticamente significativa para niveis plaquetarios reduzidos de PKC beta I and beta Il
citosélicas em pacientes tratados com o litio. Estes achados ndo estdo de acordo com
achados anteriores em tecido cerebral, como discutido acima, e devem ser investigados em
amostras maiores de pacientes.

Os valores de PIP, foram significativamente reduzidos em pacientes bipolares
tratados com o litio comparados com voluntarios normais, como relatado previamente
(Soares et al 1999a). Seis dos 10 pacientes bipolares, e 10 dos 11 voluntarios normais
incluidos naquele relato anterior estdo entre os individuos incluidos neste estudo. Os
dados para fosfoinositois daquele estudo também foram incluidos aqui para examinar, de
maneira exploratéria, possiveis correlagdes entre PKC e PIP,.  Niveis plaquetarios
diminuidos de PIP, s&o consistentes com achados in vitro e in vivo de estudos com animais
que demonstram efeitos significativos do tratamento com o litio na via do Pl (Baraban et al
1989; Lenox et al 1998; Lenox and Watson 1994; Manji et al 1996b; Manji et al 1995;
Snyder 1992); no entanto, eles ndo estdo de acordo com estudos animais que n&o
demonstraram efeitos especyficos do litio em PIP, em cérebros de roedores (Ishima et al
1993; Sherman et al 1986; Sherman et al 1985). A reducdo nos niveis de PIP, em
plaquetas de pacientes bipolares eutimicos tratados com o litio comparado com voluntérios
normais, aqui relatada, pode refletir os efeitos do tratamento com o litio. O desenho
transversal utilizado neste estudo ndo nos permite estabelecer isto com certeza; no entanto,
esta hipGtese estaria de acordo com um estudo de seguimento que envolveu 7 pacientes

bipolares ndo-medicados, que foram estudados de novo depois de pelo menos 3 semanas



de tratamento com o litio, durante o qual os valores de PIP, foram significativamente
reduzidos (Soares et al 1999b). Estes achados também estariam de acordo com achados
recentes de MRS que sugeriram que o tratamento com o litio diminui as concentracdes de
mio-inositol no lobo frontal em pacientes bipolares (Moore et al 1999). Estes resultados
também se seguem a demonstracao preliminar de efeitos antimaniacos de um inibidor de
PKC (tamoxifeno) (Bebchuk et al., 1999), e contribuem para a quantidade crescente de
dados que implica a via de transducdo de sinais de PKC no tratamento do transtorno
bipolar (Manji and Lenox, 1999). No entanto, estes achados precisam ser vistos como
preliminares e replicacdo dos mesmos em amostras maiores de pacientes serd muito
importante.

A auséncia de correlacdo significativa entre os niveis plaquetarios de isoenzimas de
PKC e fosfoinositois, se confirmada em estudos subsequentes, seria consistente com o fato
de que ha inter-regulacdo extensa entre as vias intracelulares de transducdo de sinais (como
revisto por Manji et al, 1995). De maneira alternativa, poderia ser também consistente
com a hipotese destes serem eventos independentes nos mecanismos de a¢do do litio. No
entanto, uma resposta definitiva a esta questdo devera se originar de estudos longitudinais
que envolvam amostras maiores de pacientes que especificamente investiguem alteragdes
induzidas pelo litio com um desenho clinico que envolva medidas basais e apos
tratamento.

Aumento da atividade de PKC na membrana plaquetaria no estado maniaco foi
relatado previamente (Friedman et al 1993; Friedman et al 1995). Caso esteja presente,
este poderia refletir uma acdo do DAG resultante de uma hiperativa¢do da via do Pl no
transtorno bipolar (Soares and Mallinger 1997). Aumento da atividade da via do Pl no

estado maniaco também pode se refletir nos achados de aumento do contetdo de



membrana plaquetéaria de PIP,, o precursor principal para producdo de IP; e DAG, em
pacientes ndo medicados (Brown et al 1993). Pacientes bipolares ndo medicados em varias
fases do transtorno devem ser estudados para se esclarecer o papel da fase do transtorno
nas alteragdes dos niveis de PIP, ou PKC, e para se determinar se alguma anormalidade
existente seria um traco do transtorno ou achados relacionados a fase do mesmo. Tais
estudos longitudinais também ajudariam a esclarecer se os niveis plaquetarios reduzidos de
PIP, ou PKC alfa citosdlica sao o resultado do tratamento com o litio, ou se 0S mesmos
refletem a normalizacdo do humor. Em um relato recente envolvendo pacientes unipolares
deprimidos, Pandey et al (Pandey et al., 1998) encontraram evidéncia de aumento da
formacgéo de PKC em plaquetas de pacientes ndo medicados comparados com voluntarios
normais, utilizando um método com [3H]forbol dibutirato, que sugeriu anormalidades em
PKC no estado deprimido. No entanto, outro relato recente (Young et al., 1999) que
envolveu pacientes bipolares ndo medicados, primariamente deprimidos, e também um
grupo de pacientes bipolares eutimicos que tinham sido tratados com litio por pelo menos
6 meses ndo encontraram diferengas significativas nos niveis plaquetarios de PKC alfa
comparados com voluntarios normais. Estudos futuros devem tentar esclarecer estes
achados conflitantes.

Uma limitacdo do nosso estudo foi que o grupo de pacientes era um pouco mais
velho que o grupo de voluntarios normais (42.0+8.2 e 33.6+8.5 anos, respectivamente).
No entanto, ndo houve correlagdo significativa entre idade e isoenzimas de PKC ou
fosfoinositois. Adicionalmente, um dos nossos pacientes bipolares recebeu uma dose
Unica de ibuprofeno no dia do estudo. Este € um fator que pode introduzir vieses, uma vez
que antiinflamatorios ndo hormonais tem efeitos conhecidos na funcdo plaquetaria. No

entanto, os dados para este individuo estavam na mesma faixa consistente com os valores



apresentados por outros individuos neste mesmo grupo, € nds elegemos manter este
individuo na nossa base de dados. Nos repetimos a andlise dos dados sem incluir este
individuo, e os resultados significativos para reducdo de PIP, e PKC alfa citosélica em
pacientes bipolares permaneceram inalterados.

Outra limitacdo em potencial é o fato de que estes estudos utilizaram um modelo
plaquetario, e ndo é sabido se plaquetas refletem os processos in vivo do cérebro humano para
estas vias especificas estudadas. Plaquetas tém sido utilizadas como modelo em varios
estudos humanos neurofarmacoldgicos, na auséncia de meios diretos de se estudar processos
intracelulares de transducédo de sinais no cérebro humano in vivo (Pletscher 1986; Rotman
1983; Stahl 1985). Uma consideracdo importante em tais estudos €, claramente, a questdo de
se células de tecidos periféricos sdo um modelo adequado para se estudar vias bioquimicas de
interesse no sistema nervoso central. Um estudo recente investigou a correlagdo entre
alteragdes induzidas pelo litio em PKC alfa no cortex frontal de roedores e plaquetas no
mesmo animal. Consistentemente com achados de culturas de células e cérebro (como
discutido acima), a administracdo cronica de litio reduziu significativamente os niveis de PKC
alfa, fase membranosa, em cortex frontal e em plaquetas (Manji and Lenox, 1999). Além
disso, houve uma correlacdo forte entre alteracbes induzidas por litio nas membranas
plaquetaria e nas membranas de tecido cortical frontal em PKC alfa . Estes resultados
sugerem que alteracGes induzidas pelo litio em PKC alfa em plaquetas possam ser um modelo
util para se estudar alteragdes semelhantes no cérebro. No entanto, abordagens futuras que
permitam medidas diretas de processos de transducdo de sinais no cérebro humano in vivo
devem ser desenvolvidos para possibilitar investigagdes ulteriores destes achados

preliminares.



Como 0 nosso estudo envolveu um numero relativamente pequeno de pacientes, 0s
resultados relatados aqui devem ser vistos como preliminares. Estudos futuros em
amostras maiores de pacientes bipolares devem tentar replicar estes achados preliminares e
caracterizar com maiores detalhes os efeitos e curso da acdo do litio em processos
mediados por PIP, e PKC, assim como investigar possivel relacdo com resposta
terapéutica.

Em conclusdo, o estudo de mecanismos intracelulares de transducdo de sinais em
pacientes bipolares pode nos fornecer um melhor entendimento da fisiopatologia do
transtorno e dos mecanismos de acdo do litio. Estas abordagens podem resultar,
potencialmente, em novas intervencdes farmacoldgicas para este transtorno psiquiatrico

Severo.
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Tabela 1 — Isoenzimas de proteina quinase C em pacientes bipolares tratados com litio

e voluntéarios normais

Pacientes
bipolares (n=9)
(mediaxD.P.;

mediana)

Voluntarios
normais (n=11)
(mediatD.P.;

mediana)

Analise Estatistica

(testes t)

Alfa citosol

Alfa membrana
Beta I citosol
Beta | membrana
Beta I citosol
Beta Il membrana
Delta citosol
Delta membrana
Epsilon citosol

Epsilon membrana

708+670; 556
1127+463; 1191
1942+1999; 1498
1683+1025; 1639
1578+1468; 1397
2358+1053; 2100
1220+2359; 380
2598+1682; 2664
1070+862; 952

1812+1109; 2146

1529+438; 1568
1145+663; 943
3043+888; 3117
1626+1027; 1281
2711+798; 3023
23894831, 2395
1432+1117; 938
2417+1081, 2660
1575+966; 1442

1566+1622; 1039

t=-3.24, d.f=17, p=0.01*
t=-0.07, d.f.=17, p=0.95
t=-1.63, d.f.=17, p=0.12
t=0.12, d.f.=17, p=0.91
t=-2.17, d.f.=17, p=0.05
t=-0.07, d.f.=17, p=0.94
t=-0.26, d.f.=17, p=0.80
t=0.29, d.f. 17, p=0.78
t=-1.18, d.f.=17, p=0.26

t=0.37, d.f.=17, p=0.72

Citosol=fracéo citosdlica, membrana=fracdo de membrana. Os valores das isoenzimas de

PKC estdo expressos em unidades de densidade 6tica normalizas.

* Estatisticamente significativo no nivel de significancia p<0.05.

A analise estatistica foi realize com testes t. Corre¢do de Bonferroni néo foi utilizada para a

variavel PKC alfa, fracdo citosélica, pois uma reducdo da mesma era parte da hipotese

primaria do nosso estudo, baseado em achados de estudos anteriores.




Figura 1 — Valores plaquetarios de PKC alfa, fracao citosdlica, em pacientes bipolares

tratados com o litio e voluntarios normais




Figural- LEGENDA

A figura ilustra os valores plaquetarios de proteina quinase C (PKC), isoenzima alfa
(fracdo citosolica) em pacientes bipolares eutimicos tratados com o litio e voluntarios
normais. Os valores estavam significativamente reduzidos em pacientes (teste t=-3.24,

d.f.=17; p=0.01).



Figura 2 — Isoenzimas de PKC, fra¢des citosolicas e de membrana
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Figura 2 - LEGENDA
Esta figura ilustra um imunoblot com os valores de isoenzimas da proteina quinase C
(PKC) em um paciente tratado com litio e um voluntario normal. Ela ilustra nosso achado

principal de reducdo da atividade de PKC alfa, fragdo citosolica, em pacientes tratados com

litio.



PKC alpha cytosolic values

Figura 3 — Valores plaquetarios de PKC alfa citosolica e PIP;
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Figura 3 - LEGENDA
A figura ilustra os valores plaquetarios da isoenzima alfa da proteina quinase C (fracdo
citosélica) e do fosfoinositol-4,5-bifosfato (PIP,) em pacientes bipolares eutimicos tratados
com o litio e voluntarios normais. N&o se encontrou nenhuma correlagéo estatisticamente
significativa para a amostra total (n=19; Coeficiente de correlacdo de Pearson=0.070;
p=0.777), ou no grupo de pacientes (n=8; Coeficiente de correlacdo de Pearson = -0.610;
p=0.108) ou de voluntarios normais (n=11; Coeficiente de correlacdo de Pearson = -0.352;

p=0.289).
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