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Resumo

O transtorno do humor bipolar (THB) é uma doenca de curso recorrente, crénica e
altamente incapacitante e estd associado com o aumento da morbidade e da
mortalidade por condicdes médicas gerais, como cancer e diabetes, as quais
podem estar associadas com o aumento do dano ao DNA. Marcadores periféricos
vém sendo utilizados para verificarmos alteragbes bioquimicas que possam estar
associadas com o THB e/ou possivelmente associadas a patofisiologia do THB.
Diversos grupos tém proposto o envolvimento da S100B nos transtornos
psiquiatricos. Outros marcadores bioquimicos, particularmente os associados
como o dano oxidativo, também estdo sendo estudados nesses trastornos. No
presente estudo, nds avaliamos marcadores de dano neuronal, estresse oxidativo
e dano ao DNA em pacientes com THB. As ateracdes astrociticas foram
verificadas através dos nives séricos de S100B; espécies reativas do acido
tiobarbiturico (TBARS) e atividade das enzimas antioxidantes foram medidas para
verificar os niveis séricos de estresse oxidativo nos paciente com THB nas
diferentes fases da doenga. O dano ao DNA foi avaliado utilizando-se o ensaio
Cometa em trinta e dois pacientes bipolares tipo-I. Nés encontramos um aumento
significativo dos niveis de S100B, atividade da Super6xido dismutase (Sod) e da
razao entre Sod/(glutationa peroxidase + catalase) nos pacientes maniacos e
deprimidos. Os pacientes bipolares tipo-1 apresentaram elevacao da freqliiencia de
dano ao DNA em comparacao ao grupo controle. Estes resultados sugerem um
potencial dano oxidativo nos pacientes bipolares. A variacdo oxidativa periférica
pode estar indicando que estas ocorram durante as fases ativas da doenca
(depressdao e mania) e estejam realcionadas ao aumento do dano ao DNA dos
pacientes. Além disso, alteragbes astrociticas também foram relatadas pelas

alteracdes dos niveis de S100B.



Abstract

Bipolar disorder (BD) is a chronic, severe, and highly disabling psychiatric disorder
that is associated with increased morbidity and mortality due to general medical
conditions. There is an emerging body of evidence correlating chronic medical
conditions to DNA damage. Peripheral markers have been used to assess
biochemical alterations associated with BD and/or possibly involved in its
pathophysiology. Many groups have proposed the involvement of S100B in
psychiatric disorders. Other biochemical markers, particularly associated with
oxidative stress have been studied in this disorder. In the present study we
evaluated markers of brain injury, oxidative stress and DNA damage in patients
with BD. Brain injury was assessed using serum S100B content; oxidative stress
was assessed using serum thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and
activities of antioxidant enzymes in BD patients in different episodes of disease.
The DNA damage was assessed using Comet assay in thirty-two bipolar-I
outpatients. We found a significant increment of serum S100B during episodes of
mania and depression but not in euthymic patients. Superoxide dismutase (Sod)
activity, as well the Sod/glutathione peroxidase plus catalase ratio, was also
increased in manic and depressed patients. On the other hand, TBARS levels were
increased in BD patients regardless of the phase of the disorder. Bipolar-I
outpatientes present an increase frequency of DNA damage as compared to
controls. These findings suggest a potential oxidative damage in BD patients. This
peripheral oxidative imbalance indicates that systemic changes are taking place
during the active phases (depressive and mania) of the illness, and this may be
increases DNA damage in BD patients. Such changes seem to relate to astrocyte

function, as assessed using serum S100B.



LiSTA DE ABREVIATURAS

DNA = 4cido desoxiribonucleico
EO = Estresse Oxidativo

ERO-= Espécies Reativas do Oxigénio
GPx = Glutationa peroxidase
GR = glutationa reductase

GSH = glutationa

GSSG = glutationa oxidada
GST = glutationa S-transferase
H.O, = Perdxido de hidrogénio
HNE = 4-hidroxi-2-trnas-nonenal
MDA = malondialdeido

NO' = oxido nitrico

NOS = oxido nitrico sintases
O," = radical superéxido

0.' = oxigénio singlet

OH’ = radical hidroxil

ONOQO' = peroxinitrito

RL = Radicais livres

RO’ = radical peroxil

Sod = Superoxido dismutase
TBA = &cido tio-barbitarico
TBARS = Espécies reativas do acido tio-barbiturico

THB = Transtorno do humor bipolar



1. Introducao

1.1Transtorno do Humor Bipolar

O transtorno bipolar do humor (THB) é uma doenga de curso recorrente,
episddico, crbnica e incapacitante (Belmaker 2004), caracterizado por episddios
recorrentes de mania, hipomania, depressao e estados mistos. (Sajatovic 2005).
Alguns estudos estimam que a prevaléncia do THB esta entre 1% e 2% (Kessler et
al 1994; Belmaker 2004). Um estudo multicéntrico realizado no Brasil em 1992
estima que 1,1% da populacao de Porto Alegre, RS, é portadora de Transtorno do
Humor Bipolar (THB) (Almeida 1992); entretanto, quando sdo também
consideradas formas mais leves desse transtorno (espectro bipolar), estudos
indicam uma prevaléncia de até 6% na populagdo em geral (Judd and Akiskal,
2003).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude o THB é a sexta causa de
incapacidade entre condicbes médicas e psiquiatricas entre pessoas com 15 a 44
anos (Murray & Lopez 1997). Estudos tém demonstrado que o gasto anual para a
sociedade, com pacientes Bipolares, varia entre 1,8 a 45 bilhdes de ddlares;
indiretamente causado devido a esses pacientes pararem de trabalhar (Wyatt and
Henter 1995; Das Gupta and Guest 2002; Hakkaart-van Roijen et al 2004). Além
disso, Morselli et al (2004) publicaram recentemente uma nova versao do
GAMIAN-Europe/BEAM survey, e demonstraram que menos da metade da

populacédo estudada (n=968) possui um trabalho ativo (Morselli 2004). Alem disso,



comorbidades clinicas e psiquiatricas sdo comuns nos pacientes com THB
(Sajatovic 2005).

Alteragbes neuroquimicas induzidas pela mania estdo associadas ao
surgimento de efeitos lesionais em células neurais (Post et al 1982; Friedman et al
1993; Johnston-Wilson et al 2000). Tem sido sugerida, nos ultimos anos, em
estudos variados, a ocorréncia de reducdo das células gliais em transtornos do
humor. Assim sendo, conceitualmente tem sido proposto que o THB é uma
patologia complexa, multifatorial e relacionada a alteragdes na plasticidade
estrutural cerebral em neurdnio e glia (Ongur et al 1998; Johnston-Wilson et al
2000; Rajkowska et al 2001). Além disso, o THB esta associado com o aumento
da morbidade e da mortalidade por condicbes médicas gerais, como doencgas
cardiovasculares, obesidade e diabetes mellitus (Kupfer 2005).

As bases biolégicas do THB incluem estudos relacionados a genética, as
vias neuro-hormonais, neurotransmissao, vias de transcricdo de sinal, regulagcéao
da expressao génica, estresse oxidativo, entre outros. Estudos genéticos tém
sugerido, fortemente, que a patofisiologia pode ser explicada, pelo menos em
parte, por fatores genéticos (Lenox et al 2002). Existem diversas evidencias
mostrando o envolvimento das espécies reativas do oxigénio (ERO) em diversas
patologias, especialmente nos transtornos neurolégicos e psiquiatricos devido a
vulnerabilidade do sistema nervoso central ao estresse oxidativo (Takuma et al
2004). Estudos recentes tém mostrado alteragées nas enzimas antioxidantes nos
eritrocitos de pacientes com THB (Ozcan et al 2004; Rajenkar et al 2003; Kuloglu
et al 2002). Além disso, em um estudo piloto encontrou-se um aumento dos niveis

da proteina S100B durante episédios maniacos (Machado-Viera et al 2002).



1.2 Radicais livres e espécies reativas

O oxigénio constitui tanto um beneficio quanto uma
ameagca aos organismos vivos e aqueles que se
capacitaram a usufruir seus beneficios tiveram, por
necessidade, de desenvolver uma serie de defesas
contra os seus perigos (Fridovich 1978).

De maneira simples, o termo radical livre refere-se a um atomo ou molécula
altamente reativo, que contém numero impar de elétrons em sua ultima camada
eletronica (Halliwell and Guteridge 1990; Halliwell 2001). E este nao-
emparelhamento de elétrons da ultima camada que confere alta reatividade a
esses atomos ou moléculas (Gutteridge & Halliwell 2000). Os principais radicais
livres e suas principais fungdes estao relacionados na Tabela 1.

Nos mamiferos sdo produzidos radicais livres de carbono, enxofre, nitrogénio e
oxigénio, mas 0s que ganham mais destaque devido a reatividade e aos danos
que podem causar sdo os radicais derivados do oxigénio. O termo espécies
reativas do oxigénio (ERO) inclui ndo somente radicais livres, mas também,
espécies nado radicalares derivadas do oxigénio, como por exemplo, o peréxido de
hidrogénio, capaz de levar a formagéo do radical hidroxila, quando em presenca
de metais (Halliwell 2000, Halliwell 2001, Shao et al 2002).

As ERO e outros RL podem ser produzidos por fontes exégenas ou
enddégenas. Na célula, as ERO sado produzidas como consequiiéncia do
metabolismo celular normal (Halliwell 2001). As principais fontes enddgenas sao a
cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, a degradacao de acidos graxos nos

peroxissomos, 0s mecanismos de detoxificagdo mediados pelo complexo



enzimatico citocromo P-450, o processo de fagocitose e a oxidagao de pequenas
moléculas como hidroquinonas, ferrodoxinas reduzidas e catecolaminas, entre

outras (Salvador et al 2004; Andreazza et al 2004).

Tabela 1: Principais espécies reativas do oxigénio, nitrogénio e outras. (Tabela

baseada no livro Radicas Livres de Halliwell & Gutteridge 2000).

Principais Espécies Reativas®

Espécies reativas do Oxigénio °

Radical superéxido O, Radical mais abundante nas células, gerado por
reagcbes de autoxidacdo, como a cadeia de
transporte de elétrons, algumas enzimas como a
xantina oxidase ou pode ser formado por agédo das

células fagocitarias.

Peroxido de hidrogénio  H,0, Gerado principalmente na matriz mitocondrial
(ndo-radicalar) durante o processo de redugéo do O, a H,O. Atua
como segundo mensageiro intra e intercelular
ativando o fator de transcricdo NF-kB em algumas

células.

Radical hidroxila OH’ E extremamente reativo, podendo lesar DNA,
proteinas, carboidratos e lipidios. Possui uma meia
vida de 7x10* s. A capacidade desse radical em
lesar as células aumente visto que o organismo nao

possui uma defesa especifica para esse radical

Oxigénio Singlet 0, Esse pode ser gerado por inducdo luminosa,
(n&o-radicalar) reacOes catalisadas por peroxidases ou por células
fagociticas. Pode lesar o DNA diretamente.




Espécies Reativas do Nitrogénio

Oxido Nitrico (radical) NO

Peroxinitrito ONOO
(n&o-radicalar)

Possui um importante papel no cérebro na
vasoregulacdo e na neurotransmissdo. Nao possui
alta reatividade, porém quando em excesso pode
reagir com o O e formar o radical ONOO'.

Esse radical pode causar a oxidacdo e a nitracédo de
lipidios, DNA e residuos de aminoacidos de
proteinas.

Outras espécies ou radicais livres

Radicais do Enxofre S
Radicais Lipidicos RO®,
ROO

Os radicais do enxofre sdo formados quando um
grupo tiol (-SH) reage com varios radicais do
oxigénio ou com metais de transicido (Fe*). A
homocisteina, por sua vez, é capaz de gerar

radicais tiois.

O radical alcoxil (RO’ e peroxil (ROO’) possuem
reatividade intermediaria. O ROO" pode dar inicio a
reacdes em cadeias de RL, sendo particularmente
importante quando ocorrem em lipidios.

#As espécies reativas envolve os radicais livre e 0os nao-radicais.
®As ERO s&do formadas principalmente na cadeia de transporte de elétrons,com excegédo do

oxigénio singlet.

°Utiliza-se o simbolo R para representar de modo geral qualquer grupo alquila.

Em condicdes fisioldgicas do metabolismo celular aerébio, o O, sofre redugao

tetravalente, com aceitagdo de quatro elétrons, resultando na formacao de H,O

(Figura 1). A formacao mais frequiente das ERO ocorre no metabolismo incompleto

da redugéo do O, a HxO. O oxigénio recebe um elétron formando o O," o qual

recebe mais elétron formando o H>O, esse por sua vez se reduz a OH™ que

recebendo mais um elétron passa a H,O (Halliwell 2000; Andersen 2004).



As espécies reativas possuem um papel fisiologico importante como por
exemplo, o H,O2 € um segundo mensageiro para a ativagdo do fator NF-kB em
alguns tipos celulares (Halliwell 2001; Bowie & O’Neill 2000), o NO atua como um
neurotransmissor e neuromodulador (Andersen 2004; Esplugues 2002; Hobbs
1999). Algumas espécies reativas possuem baixa reatividade quimica, por
exemplo, o radical O," é gerado por reacdes de autoxidacdo, como a cadeia de
transporte de elétrons ou por enzimas como a xantina oxidase (Fridovich 1997;

Bolmann & Ulvik 1990).

< e e- < e-

02 HzOz HzO

f Q

Figura 1. Geracao de ERO a partir da reducao do oxigénio (Halliwell 2001).

O radical O * participa na reacdo de Haber-Weiss (1) gerando oxigénio e ferro
reduzido, o qual catalisa a reacdo de Fenton (2) formando o radical hidroxila

(Halliwell & Gutteridge 1984).

(1) 02_' + Fe3+ — O + Fey"

(2) Fex* + H,0p, —— OH + OH + Fe'

O radical hidroxila possui alta reatividade podendo atacar e lesar todas as

biomoléculas: carboidratos, lipidios, proteinas e DNA (Vonn Sonntag 1897). As



bases purinicas e pirimidinicas e residuos de desoxirribose do DNA ao serem
atacadas pelo radical OH" geram diversos produtos, a maioria deles mutagénicos
(Halliwell, 2001). Estes produtos incluem citosina glicol, 8-hidroxiadenina e 8-
hydroxiguanina (Droge 2002; Fujikawa et al 1998).

Os lipidios oxidados pelos RL iniciam uma cadeia de reagdes conhecida
como peroxidacao lipidica (Halliwell & Gutteridge 2000). Na presenca de ERO os
lipidios reagem com 0 oxigénio para produzir radicais alquila e peroxila que se
propagam por uma cadeia de radicais livres e formam hidroperdxidos como
produtos primarios (Droge 2002). Os radicais alcoxil e peroxil podem causar danos
as membranas protéicas das células levando a modificacdo da estrutura e
diminuicdo da fluidez da membrana celular resultando na alteracdo das suas
propriedades fisiol6gicas. A destruicdo da membrana celular causa a perda da
funcéo das organelas podendo levar a morte celular (Andersen 2004; Droge 2002;
Niki et al 1993). A peroxidacdo lipidica resulta em uma mistura complexa de
hidroperdxidos e produtos secundarios de oxidagao, incluindo perdxidos ciclicos
como o malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxi-2-trans-nonenal (HNE) (Halliwell 2001;

Esterbauer et al 1991).

1.3 Defesas Antioxidantes
O nosso organismo dispde de um sistema celular de defesa contra as ERO
produzidas no organismo (Bonnefoy et al 2002). Sdo as chamadas defesas

antioxidantes primarias, que incluem as enzimas superéxido dismutase (Sod),

10



glutationa peroxidase (GPx), catalase (Cat), glutationa- S-transferase (GST)' e
outras que nao participam diretamente do processo, mas fornecem suporte a GPx,
como a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e a glutationa redutase (GR)
(Halliwell & Gutteridge, 2000; Droge, 2002). Além das defesas enzimaticas
existem ainda antioxidantes ndo enzimaticos, como a vitamina E (a-tocoferol),
vitamina C (acido ascérbico), flavondides e outras moléculas como B-caroteno, N-
acetilcisteina e glutationa (Borella & Varela 2004). Esses antioxidantes agem
principalmente bloqueando a cadeia de peroxidagéo lipidica, eliminando oxigénio

ou quelando ions metalicos (Sies 1993).

1.3.1 Superoxido dismutase (Sod)

Descoberta em 1969 por McCord e Fridovich, as Sod sdo metaloenzimas
abundantes nas células aerObias, responsaveis pela dismutagdo do radical
superéxido a HoO, e O, (Reagado 1) (Jhonson and Giulivi 2005). Em mamiferos,
foram identificadas trés diferentes tipos de enzimas Sod: Sod1 ou SodCuZn, um
homodimero de cobre e zinco encontrada no citoplasma; Sod2 ou SodMn, um
tetramero contendo manganés em seu sitio ativo e encontrada exclusivamente na
mitocondria e Sod3 ou SodEC, a mais recente Sod caracterizada, um tetramero de
cobre e zinco que apresenta um peptideo sinalizador que a direciona

exclusivamente para o espaco extracelular (Fridovich 1998; Zelco et al 2002).

(1) 202_. + 2H+ -> H202 + 02

! A GST pode nio ser considerada uma defesa antioxidante por depletar os niveis de glutationa necessaria para a formacéo
de GPx (Hayes et al 2005). O mecanismo da GST de conjugar-se com o-quinonas (composto que pode levar a formacao
de semi-quinonas, neurodegeneativas, explicado na sec¢do 1.4.) ¢ um dos mecanismos pelo qual a GST € considerada uma
defesa antioxidante (Baez et al, 1997).
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1.3.2 Catalase (Cat)

A enzima catalase € uma ferrihemoenzima formada por quatro unidades
idénticas, sendo que cada mondémero contém um grupo prostético de heme no
centro catalitico, para a ativagdo dos tetrameros é requerido NADPH (Borella &
Varela 2004; Halliwell & Whitman 2004; Halliwell 2001). A principal fonte de
NADPH é reacao catalisada pela enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD),
a primeira reacao da via das pentoses (Ursini et al., 1997). A catalase converte
peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular, (ver reacdo 2) (Fridovich
1998). Em células eucaridticas, existem catalases citosolicas e perixossomais,
codificadas pelos genes CTT1 e CTAI1, respectivamente (Speavak at al 1986),

estando presente principalmente nos peroxissomas (Halliwell 2001).

(2) 2H202 > 2H20 + 02

1.3.3 Sistema Glutationa

O H>O, também pode ser detoxificado por uma seleno-enzima a glutationa
peroxidase (GPx). A sua acéo esta baseada na oxidagao de glutationa (GSH) ao
seu dissulfeto correspondente GSSG (reacdo 3) (Chance et al 1979; Baez et al

1997):

(8) H202 + 2GSH > GSSG + 2H,0
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A razédo entre GSH e GSSG em células normais é alta, pois existe um
mecanismo de reducdo da GSSG que é catalisado pela enzima glutationa

redutase (GR) (Chance et al 1979):

(4) GSSG + NADPH+H - 2GSH + NADP+

A glutationa desempenha também um importante papel na detoxificagcao de
xenobidticos e varios compostos endégenos, como prostaglandinas, leucotrienos e
hidroperéxidos organicos, através de reacdes mediadas pela glutationa

transferase (Halliwell 2001).

1.4 Estresse oxidativo e vulnerabilidade do SNC

Os radicais livres formam-se em condigbes fisiolégicas em proporgdes
controladas pelos mecanismos defensivos celulares. Entretanto em situagoes
patoldgicas, esta producédo pode aumentar substancialmente. O estresse oxidativo
(EO) pode resultar de uma situacdo em que ha uma diminuicdo nos niveis das
enzimas antioxidantes, uma elevada velocidade de producdao de ERO, ou uma
combinacédo de ambas condicdes (Figura 2) (Pawlak et al 1998; Beckman & Ames

1998; Halliwell 2001).
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Todos os tecidos sdo vulneraveis ao EO, porém o SNC é particularmente sensivel
(Mahadik et al 2001). Esta situagdo pode ser desenvolvida por alguns fatores: (1)
alta taxa de consumo de oxigénio (Halliwell 2001); (2) elevados niveis de lipidios
poliinsaturados capazes de sofrer peroxidacao lipidica (Mahadik et al 2001). (3)
uso extensivo do glutamato como neurotransmissor, o glutamato ao se ligar no
seu receptor (NMDA) libera Ca®* que estimula a ativada da oxido nitrico sintase
neuronal (NOSn), levando a producdo de NO (Schulz et al 1997; Schulz et al
1996); (4) auto-oxidacao de alguns neurotransmissores podem levar a formacao
de ERO (Obata 2002, Qureshi et al 2004).

Todos as regides do SNC possuem CuzZnSOD, MnSOD, GSH (em
quantidade milimolares) e GPx. Além dessas enzimas o cérebro possui a glutaiona
S- tranferase que promove a eliminagdo das o-quinonas formadas pela oxidagao
das catecolaminas (Halliwell & Gutteridge 2000).

As catecolaminas (dopamina, epinefrina e norepinefria) podem ser oxidadas
através de uma via ndo-enzimatica (auto-oxidacdo) e enzimatica, no caso da
dopamina (Figura 3) (Obata 2002; Halliwell 2001; Sagin et al 2004). A auto-
oxidacao das catecolaminas ocorre em presenca de ions Fe?* livres, originando as
respectivas o-quinonas, que podem reduzir-se a radical o-semiquinona, numa
reagcdo mediada pela citocromo P-450 redutase com NADPH como cofator (Baez
1997). A glutationa S-transferase, utilizando a GSH, forma um complexo estavel
com a o-quinona, com o objetivo de diminuir a formagdo de o-semiquinona, um
radical neurotdxico (Obata 2002; Baez 1997).

A dopamina pode ser oxidada na presenca da enzima monoamino oxidase

(MAQ), resultando na formacao do acido 3,4 diidroxifenilacético e H.O,, capaz de
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gerar OH'. Essa via ocorre especialmente nos ganglios da base (putamen, ndcleo
caudal e substantia nigra) onde existem altas concentracbes de dopamina,
oxigénio e ferro (Qureshi et al 2004; Obata 2002).

O THB é marcado por episodios recorrente de mania e depressao os quais
estdo acompanhados por alteragdes nos niveis das catecolaminas e indolaminas
(Schatzberg et al 1987; Machado-Vieira et al 2004), evidenciando uma provavel

alteragao nos niveis de estresse oxidativo.

1.5 Dano ao DNA e Ensaio Cometa

O dano ao DNA produzido por oxidacdo é considerado o mais significante
dano oriundo do metabolismo celular. Estima-se que aproximadamente 2x10*
lesbes oxidativas ao DNA ocorram no genoma humano por dia (Ames &
Shigenoga 1992). Acredita-se que desta maneira o reparo destas lesbes possua
um papel central na prevencdo do aumento de mutagdes nos organismos Vivos
(Maluf, 2004). Muitas evidéncias sugerem que danos cumulativos ao DNA
causados pelas espécies reativas de oxigénio (ERO) contribuam para diversas
condi¢des clinicas como céancer (Palyvoda et al 2003; Rajeswari et al 2000),
esquizofrenia (Psimadas et al 2004), Alzheimer (Migliore et al 2005). Porém,
devemos levar em consideracdo que o dano ao DNA pode ser induzido por
habitos alimentares e estilo de vida (McCord & Edeas 2005). Alguns estudos tém
mostrado que o cigarro pode aumentar o dano ao DNA tanto em jovens como em
adultos (Piperakis et al 2004). Singh et al (1991) mostrou que o dano ao DNA
aumenta com o envelhecimento, além disso, esta bem relatado que a freqiéncia

de mutagdes também aumenta com o envelhecimento causado pelo acimulo de
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danos e/ou pela diminuicdo capacidade de reparo ao DNA (Betti et al 1994;
McCord & Edeas 2005). Maluf (2004) relata influencia do exercicio fisico na
indugédo de dano ao DNA, porém até o momento nenhum trabalho demonstrou
alteragdes cromossomais em individuos praticantes de exercicio fisico intenso.

O ensaio Cometa é uma técnica simples e rapida para verificarmos de
modo quantitativo quebras simples e dupla ao DNA (Maluf & Erdtmann 2000;
Faust et al 2004). Ostling e Johanson (1984) detectaram o dano ao DNA induzido
por radiagao ionizante apds eletroforese sob condicbes de pH neutro, verificando
apenas quebras duplas ao DNA. Singh et al (1988) propuseram proceder a técnica
sob condi¢des alcalinas, assim podendo detectar quebras simples e duplas ao
DNA. Atualmente esta técnica sofreu pequenas modificagdes (Tice et al 2000) e

vem sendo amplamente utilizada para deteccao de dano ao DNA.

1.6. A Proteina S100B

A Glia possui um papel ativo e vital no SNC, incluindo a regulagcdo do
desenvolvimento neural, manutencdo da homeostase celular e resposta reparativa
a danos neurolégicos agudos e crbnicos (Van Eldik & Wainwrigt 2003). No
entanto, em condicdes patoldgicas, a funcao glial pode ser desregulada levando a
um aumento da neuroinflamagéao e futuro dano neurolégico (Laming et al 2000).

Em 1965, Moore isolou uma fracdo subcelular de um cérebro bovino, que
considerava conter proteinas especificas do SNC. Esta fracdo foi chamada de
S100, devido ao fato de seus constituintes serem 100% solUveis em uma solucao
saturada de sulfato de amédnia. Posteriormente verificou-se que este extrato

cerebral ndo continha somente uma, mas duas diferentes proteinas a S100A1 e a
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S100B (Isobe & Okuyama 1981). As proteinas S100 apresentam estrutura do tipo
EF-hand, contendo dois sitios de ligagao para Ca*? (Rothermundt et al 2003).

A S100B é uma proteina de cerca de 21kDa encontrada principalmente na
forma homodimérica, expressada abundantemente em astrocitos, podendo ser
considerada, juntamente coma GFAP, como uma marcadora destas células no
SNC (Van Eldik & Wainrigt 2003). Fora do SNC, a S100B foi identificada também
em adipdécitos e melanomas (Donato 2001) e embora possa desempenhar fungoes
semelhantes as que realiza em astrécitos, seu papel nestas células nao €
conhecido.

A S100B é produzida e secretada pelos astrécitos exercendo efeito
paracrinos e autocrinos sob neurdnios e na prépria glia de forma dependente da
concentracao (Adami et al 2001; Rothermundt et al 2003). Em concentra¢des na
ordem de nM a S100B estimula a sobrevivéncia neuronal, o crescimento de
neuritos (Selinfreund et al 1990) e ativacdo da ERK (Gongalves et al 2002). Em
concentragcées uM a S100B esta relacionada a efeitos toxicos, podendo induzir
apoptose em astrocitos e neurdnios (Van Eldik & Wrainwright 2003; Rothermundt
et al 2003), além disso nessas concentragcoes a S100B pode estimular a secrecao
de Oxido nitrico pelos astrécitos através da ativacdo da éxido nitrico sintase
induzivel (iNOS).

Niveis extracelulares elevados de S100B estdo associados ao dano
neuronal e parecem estar envolvidos na patogénese de doengas
neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer (Grifin et al 1998) e mal de

Parkinson (Schaf et al 2005), transtornos psiquiatricos como esquizofrenia
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(Schmitt et al 2005) e THB (Machado-Vieira et al 2002; Schroeter et al 2003)

também apresentaram niveis elevado de S100B.
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1.7 Objetivo Geral

O objetivo geral desta dissertagdo consiste na avaliagdo dos niveis séricos
de S100B, enzimas antioxidantes, peroxidacdo lipidica e dano ao DNA em
pacientes com Transtorno do Humor Bipolar durante as fases de eutimia, mania e

depressao em comparac¢ao com controles voluntarios nao portadores de THB.

1.7.1 Objetivos Especificos

1) Avaliar os niveis séricos de S100B nos pacientes bipolares durantes os
episédios de mania e depressdao e fase eutimica e comparar a controles
saudaveis;

2) Verificar a atividade enzimatica da superéxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase no soro dos pacientes e controles;

3) Avaliar os niveis de peroxidacao lipidica (TBARS) dos pacientes e
controles.

4) Caracterizar o dano ao DNA, através do ensaio Cometa, de pacientes
bipolares Tipo 1, ndo fumantes e que ndao possuam comorbidades clinicas em

comparacgao a controles ndo fumantes e que néo utilizem medicagodes.
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2. Resultados

Os objetivos desta dissertacéo estéo distribuidos em dois capitulos:

2.1 Capitulo 1

Serum S100B and antioxidant enzymes in bipolar patients. Ana Cristina
Andreazza, Carina Cassini, Adriane Ribeiro Rosa, Marina Leite, Lucia MV
Almeida, Patricia Nardin, Keila Maria Ceresér, Angelo Cunha, Aida Santin,
Carmem Gottfried , Mirian Salvador, Flavio Kapczinski, Carlos Alberto Gongalves.
Artigo submetido a Biological Psychiatry

(Objetivos 1, 2, e 3)

2.2 Capitulo 2

DNA damage in Bipolar disorder. Ana Cristina Andreazza, Benicio Frey,
Fernanda Rombaldi, Bernardo Erdtaman, Mirian Salvador, Carlos Alberto
Gongalves, Flavio Kapczinski.

Artigo Submetidos a Psychiatry Research

(Objetivo 4)
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Abstract

Bipolar disorder (BD) is a chronic, severe, and highly disabling psychiatric disorder;
peripheral markers have been used to assess biochemical alterations associated
with BD and/or possibly involved in its pathophysiology. Many groups have
proposed the involvement of S100B in psychiatric disorders. Other biochemical
markers, particularly associated with oxidative stress have been studied in this
disorder. In the present study we evaluated markers of brain injury and oxidative
stress in patients with BD. Brain injury was assessed using serum S100B content;
oxidative stress was assessed using serum thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS) and activities of antioxidant enzymes in BD patients in different episodes
of disease. We found a significant increment of serum S100B during episodes of
mania and depression but not in euthymic patients. Superoxide dismutase (Sod)
activity, as well the Sod/glutathione peroxidase plus catalase ratio, was also
increased in manic and depressed patients. On the other hand, TBARS levels were
increased in BD patients regardless of the phase of the disorder. These findings
suggest a potential oxidative damage in BD patients. This peripheral oxidative
imbalance indicates that systemic changes are taking place during the active
phases of the illness. Such changes seem to relate to astrocyte function, as

assessed using serum S100B.

Key Words: bipolar disorder; catalase; glutathione peroxidase; oxidative stress;

superoxide dismutase; S100B.
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Introduction

Bipolar disorder (BD) is a chronic, severe, and highly disabling psychiatric
disorder which is estimated to affect 1% of the world population (Belmaker 2004).
According to the World Health Organization, BD is considered the sixth leading
cause of disability amongst all medical and psychiatric conditions (Murray and
Lopez 1997). Moreover, BD is associated with increased morbidity and mortality
due to other general medical conditions, such as cardiovascular disease, obesity
and diabetes mellitus (Kupfer 2005). Peripheral markers have been used to assess
biochemical alterations associated with BD and/or possibly involved in its
pathophysiology.

S100B is a calcium-binding protein produced and secreted by astrocytes
that exert paracrine and autocrine effects on neurons and glia (Donato 2001).
Extracellular S100B levels may play trophic and/or toxic roles depending on its
concentration. Increased extracellular levels of this protein are associated to brain
damage and its persistent elevation appears to be involved in neurodegeneratives
disorders (Rothermundt et al 2003). Previous studies have reported alterations of
glial cells and particularly astrocytes in mood disorders (Ongur et al 1998;
Johnston-Wilson et al 2000; Schroeter et al 2002). A pilot study showed that BD
patients exhibit elevated levels of serum S100B during manic episodes (Machado-
Viera et al 2002). Moreover, it has been put forward the involvement of S100B in
the pathophysiology of schizophrenia (Wiesmann et al 1999; Lara et al 2001;
Rothermundt 2001), reinforcing the importance of this astrocyte marker in

psychiatric disorders.
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There is evidence that reactive oxygen species (ROS) play an important role
in the pathogenesis of many diseases, particularly in neurological and psychiatric
diseases due to the central nervous system vulnerability to oxidative stress
(Takuma et al 2004). Recent studies have reported alterations of antioxidant
enzymes in red blood cells from BD patients (Ozcan et al 2004; Rajenkar et al
2003; Kuloglu et al 2002). The content of plasma thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) and erythrocyte superoxide dismutase (Sod) activity have
been reported to be increased in BD patients (Kuloglu et al 2002). On the other
hand, no changes in TBARS or SOD activity were observed in another study with
patients with BD (Ranjekar et al 2003). Independently, another group described a
decrease in catalase activity in BD patients; this decrease was accompanied, by an
increase of plasma TBARS and a decrease of glutathione peroxidase (GPx)
activity (Ozcan et al 2004). More recently, Machado-Vieira (2005) observed
elevated levels of TBARS and Sod activity during manic episodes in BD patients.
Regardless methodological differences in these works, the available evidence
suggests that oxidative stress may play a role in he pathophysiology of Bipolar
Disorder. We have hypothesized, a priori, that some of the inconsistencies found in
these studies are due to state changes induced by differential phases of the illness.

The present study was designed to evaluate brain injury, using the serum
S100B contend, and oxidative stress, using serum TBARS and activities of
antioxidant enzymes (Sod, GPx and catalase) in BD patients during the differential

phases of the illness.
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Material and Methods
Subjects

This was a case-control study of 84 patients with BD (21 depressed 32
manic and 31 euthymic) matched to 32 healthy volunteers. Patients were 18 years
or older, consecutively assessed from December 2003 to May 2005. All patients
were recruited from the Bipolar Disorders Program - Federal University of Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil. Patients were non-smokers, did not present
active medical conditions and were not on medication, apart from those prescribed
for their psychiatric disorder. BD diagnose was carried out using the Structured
Clinical Interview for DSM-IV — Axis | (SCID-I) (First et al 1998). Manic and
depressive symptoms were assessed using the Young Mania Rating Scale
(YMRS) (Young et al 1978) and the Hamilton Depression Rating Scale (HDRS)
(Hamilton 1960), respectively. The normal subjects consisted of healthy volunteers
(n=32), who manifested interesting in participated of the study. In addition, controls
did not have history of major psychiatric disorders, dementia, mental retardation,
cancer or tumor in their first-degree relatives. Control subjects were no smokers
and were not on medication. Healthy subjects were matched for age and gender.
This study was approved in the local ethical committee, and all subjects signed the

informed consent before entering in the study.

Procedure

Collection and processing of blood samples
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Each subject had 5 ml blood samples collected by venipuncture without
anticoagulants and serum was obtained by centrifugation at 3,000 xg for 5 minutes

and kept frozen at -70°C for up to 6 months until the biochemical assay.

Superoxide Dismutase activity

Superoxide dismutase activity was determined spectrophotometrically in
serum samples by measuring the inhibition of the ratio of autocatalytic
adrenochrome formation at 480nm in a reaction medium containing 1 mmol/l
adrenaline (pH 2) and 50 mmol/l glycine (pH 10.2). This reaction was conducted at
a constant temperature of 30°C during 3 minutes. Enzyme activity is expressed as
superoxide dismutase units per g of protein. One unit is defined as the amount of

enzyme that inhibits the ratio of adrenochrome formation to 50% (Mirsa et al 1972).

Catalase activity

Catalase activity was assayed by the method of Chance and Machley
(1954). Briefly, first 2 ml quartz cuvette contained in 1,980ml phosphate buffer
(pH=7.0, 50 mM) and 20 uL of serum were added and the spectrophotometer was
adjusted to auto zero. After, was added 2 uL of H>O, (3 mM freshly diluted). One
unit of catalase decomposing 1 pumol of hydrogen peroxide per mg of protein per

minute at pH 7.4.

Glutathione peroxidase activity
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The reaction was carried out at 25°C in 600 uL of solution containing 100
mM potassium phosphate buffer pH 7.7, 1 mM EDTA, 0.4 mM sodium azide, 2 mM
GSH, 0.1 mM NADPH, 0.62 U GSH reductase. The activity of selenium-dependent
GPx was measured taking tert-butyl-hydroperoxide as the substrate at 340 nm.
The contribution of spontaneous NADPH oxidation was always subtracted from the
overall reaction ratio. GPx activity was expressed as nmol NADPH oxidized per

minute per mg protein (Wendel 1981).

Analysis of serum TBARS (Tiobarbituric acid reactive substances)

The levels of oxidative stress were measured using the thiobarbituric acid
(TBARS) method described by Wills (1966). In this method, when the free radicals
react with a lipid production MDA, which in combination with TBARS forms a pink
chromogen, i.e., compound, whose absorbance at 530 nm was measured. MDA

results were expressed as nmol/ml.

S100B protein measurement

Serum S100B was measured by ELISA, as described previously
(Tramontina et al 2000) with some modifications. The standard S100B curve
ranged from 0.025 to 2.5 ng/mL. Briefly, 50 uL of serum plus 50 uL of barbital
buffer were incubated for 3 h on a microtiter plate previously coated with
monoclonal anti-S100B (SH-B1, from Sigma). The plate was then incubated with
rabbit polyclonal anti-S100 (from DAKQO) and peroxidase-conjugated anti-rabbit

immunoglobulin for 1 h. Color reaction with o-phenylenediamine was measured at
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492 nm. Samples were measured in triplicate and those with a coefficient of
variation > 5 % were repeated; the interassay coefficient of variation in our sample

was < 6 %.

Statistical Analysis

Statistical Product and Service Solutions 12.0 Version (SPSS) performed
analysis. The Kolmogorov-Smirnov Test was used for compares an observed
cumulative distribution function to a theoretical cumulative distribution. Patients
were divided according clinical scale (depressive and manic episode or euthymic)
this were compared to control group. The outcome measures of the three groups
were compared using the ANOVA test and Tukey post test. In order to adequately
adjust for confounders, a linear regression model was used, having each
biochemical procedure as the outcomes. The confounders analyzed were sex, age,
years of schooling and number of medication. Other variables, such as number of
suicides attempts, number of hospitalizations and rapid cycling, were not
associated with biochemical procedure, and therefore, were not included in the

regression model.

Results

Demographic characteristics of BD patients and controls are included in
table 1. The mean age and gender of controls (N=32) matched to depressed
(N=21), manic (N=32) and euthymic patients and did not present significantly
difference. Because serum S100B content is dependent on age we separated BD

patients and controls in two age groups. No difference between in serum S100B
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between BD patients and controls could be due to age between them. All patients
were medicated and more than 2/3 of them were using lithium, alone or together

with other medication.

Fig 1 shows a significant increment of serum S100B in depressive (p=0.004)
and manic (p=0.011) episodes. No changes were observed in euthymic patients
(p=0.263). Differently, TBARS levels were increased in BD patients (Fig 2),
independently of psychiatric phase of the disease: euthymic (p=0.001), depressed
(p=0.022) or manic (p=0.001).

Serum Sod activity (Fig 3) was strongly increased in manic and depressed
BD patients (about 3 times) (p=0.001), but not in euthymic patients (p=0.550). This
Sod activity increment in manic and depressive episodes also was significant when
compared to euthymic patients. On the contrary, serum GPx activity (Fig 4) was
significantly increased in euthymic patients (p=0.001), but not in depressed
(p=0.997) or manic patients (p= 0.448). Interestingly, serum catalase activity (Fig
5) was reduced in manic (p=0.010) andeuthymic (p=0.001) patients, but not in
depressive patients (p=0.898).

Another interesting view was obtained analyzing the Sod/(GPx + catalase)
ratio (Fig 6). An elevated ratio was observed in manic (p=0.001) and depressive
(p=0.023) BD patients, when they were compared to controls. Like serum SOD
activity, this ratio was elevated in manic and depressive patients also when they

compared to euthymic patients.
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Discussion

Many evidence have suggested that neurodegeneration might be a
pathogenetic factor in the development of psychiatric disorders, mainly
schizophrenia and major depression, in which elevated serum S100B is a common
finding (Rothermundt et al 2003). Bipolar disorder is not recognized as
neurodegenerative disease, but there is evidence that lithium, the quintessential
mood stabilizer, has a protective role in neurodegeneratives disorders (Chuang et
al 2004). Here we found a significant increment of serum S100B in depressive and
manic episodes. This increment in manic episode is in accordance with our
previous pilot study (Machado-Vieira et al 2002).

Two-third of BD patients were using lithium alone or combined with
valproate or carrbamazepine. This suggest that the changes observed in serum
S100B and oxidative stress are not related to a possible effect of lithium.
Interestingly, cerebrospinal fluid S100B is increased in rats chronically treated with
lithium (E. Rocha, unpublished data). However, the effect of lithium and other
medications per se need more investigation.

It is important to mention that adipocytes also contribute to the serum
content of S100B (Netto et al 2005), but we did not find any body weight difference
among BD patients (data not shown) that could explain, at least in part, a specific
increase in depressive and manic episodes. In fact, the serum increment in S100B
content represents an alteration in astrocyte activity. This alteration and other
reported alterations of glial cells in mood disorders (Ongur et al 1998; Johnston-
Wilson et al 2000; Schroeter et al 2002) reinforce the involvement of astrocytes in

the pathogenesis of BD.
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Astrocytes play a central role in the antioxidant defense in central nervous
system (Takuma et al 2004), which is especially vulnerable to ROS because it is a
highly oxygenated organ that use 20% of the total oxygen required by the body.
Based on this it is possible to conceive that the imbalance between production of
reactive species and antioxidant defense observed in periphery (e.g. red blood
cells) is still more serious in brain tissue. Persistent elevated levels of ROS are
putatively involved in several neurodegeneratives disorders (Floyd 1999).

We found significant changes in serum TBARS and activity of antioxidant
enzymes in BD patients. The peripheral imbalance (i.e. oxidative stress) observed
in BD patients is possibly due to disease itself, but is strongly affected by
medications, co-morbidities, diet and lifestyle and together are responsible by the
heterogeneity and discrepancy observed in the literature concerning to the activity
of antioxidant enzymes (Kuloglu et al 2002; Ranjekar et al 2003; Ozcan et al 2004).

In previous studies involving BD patients was not taking in care the phase of
disease, even because the number of patients was small and they were
predominantly in manic episode (Ranjekar et al 2003; Ozcan et al 2004). In
according to Kuloglu et al (2002) and Oscan et al (2004) we found an increment in
serum TBARS.

In addition, we found elevated serum Sod activity in depressive and manic
episodes, as observed by Kuloglu et al (2002) in erythrocyte from BD patients. No
significant changes in SO activity were observed in euthymic patients. Ranjekar et
al (2003) and Ozcan et al (2004) did no found any changes in erythrocyte SOD
activity, in BD patients (predominately in manic episodes). SOD is a member of a

family of metalloenzymes, widely distributed in mammalian tissue, which plays a
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major role in protecting the cells against toxic oxygen derivatives, converting
superoxide anion into H>O. (Johnson and Giulivi 2005). Three types of Sod are
known in humans, with the most abundant being the cytosolic Sod-1, characterized
by its dependence on Cu/Zn. Serum Sod activity, like erythocyte Sod activity, is
predominately SOD-1 and its upregulation observed in BD patients (manic and
depressive episodes) strongly suggests an oxidative stress condition. However, the
eventual oxidative damage will depend also on other associated antioxidant
systems (including GPx and catalase activities). In the same vein, we found a
normal serum GPx activity and reduced activity of serum catalase in manic episode
suggesting a higher possibility of oxidative damage. In depressive episode no
changes were observed in GPx and catalase. Although it is possible to assume a
compensatory balance between GPx and catalase, it is unclear at present the
mechanism involved in the elevation of GPx and decrease of catalase in euthymic
BD patients. Based on Sod/(GPx + catalase) ratio it is conceivable that a stress
oxidative and eventually oxidative damage is ongoing in manic and depressive
episodes of BD patients.

It is important to mention that some evidence suggest an antioxidant effect
by mood stabilizers on cultured neural cells in excitotoxic conditions, particularly
lithium and valproate (Shao et al 2005). On the other hand lithium was not able to
protected oxidative stress induced by beta-amyloid peptide in rabbit hippocampus
(Ghribi et al 2003). Our data indicate that the potential oxidative damage in manic
and depressive episodes of BD patients was not prevented (maybe attenuated) by

mood stabilizers.
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In summary, our data indicate a possible oxidative damage in BD patients,
particularly more accentuated during manic episodes. This damage could due to
the disorder itself, but we cannot rule out the effect and consequences of
medications, co-morbidities, diet and lifestyle. This peripheral oxidative imbalance
indicates that brain is possibly affected (and maybe in a more serious manner).
Confirming the glial involvement, we have found an increment of serum S100B, in

depressive and manic episodes, possibly due to the astrocyte activation.
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Table 1: Demographics and clinical characteristics of BD patients and control

group.
Bipolar Patients
Depresse , , Control Group
d Manic  Euthymics (n=32) P value
(n=32) (n=32)
(n=21)
Gender
Female 5 18 12 11 0.260*
Male 16 14 20 21
Age (Years) 43.42 40.13 40.28 40.69 0.771**
20-40 9 15 17 20 0.755*
40-60 12 17 15 12
Year of schooling 8.68 9.94 7.69 7.81 0.128**
Age of onset 21.32 27.19 23.13 - 0.276***
Years of illness 22.11 12.78 17.34 - 0.075***
HAM-D 19.69 5.16 4.28 - 0.001**#
YMRS 5.16 34.47 3.16 - 0.001**#
Medications
Lithium 7 22 14 - -
Valproate 6 4 5 - -
Lithium+Valproate 1 0 9 - -
Carbamazepine 1 6 2 - -
Lithium+Carbamazepine 5 0 1 - -
1 0 1 - -

Valproate+Carbamazepine

All values are means (S.D.); * Chi Square Test , ** ANOVA test for heterogeneity,
* Analyzed between , depressive, manic and euthymic group
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Figure and legends
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Figure 1. Serum S100B concentration in BD patients and controls. BD patients
were separated in euthymic, manic and depressive groups. S100B was measured
by ELISA. Demographic data are in Table 1. Values are expressed in mean *
standard error. * Statistically different from control (p < 0.01 for depressed group

and p < 0.05 for manic group).
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Figure 2. Serum TBARS in BD patients and controls. BD patients were separated
in euthymic, manic and depressive groups. Demographic data are in Table 1.
Values are expressed in mean * standard error. * Statistically different from

control (p < 0.01 for manic and euthymic groups and p < 0.05 for depressive

group).
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Figure 3. Serum superoxide dismutase (Sod) activity in BD patients. BD patients
were separated in euthymic, manic and depressive groups. Values are expressed
in mean + standard error. 2 Statistically different from controls (p < 0.01); P

Statistically different euthymic group (p < 0.05).
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Figure 4. Serum glutathione peroxidase (GPx) activity in BD patients. BD patients
were separated in euthymic, manic and depressive groups. Values are expressed
in mean * standard error. * Statistically different from control and other groups (p <

0.01).
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Figure 5. Serum catalase activity in BD patients. BD patients were separated in
euthymic, manic and depressive groups. Values are expressed in mean *
standard error. * Statistically different from controls and depressed group (p <

0.01).
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Figure 6. Sod/(GPx + catalase) ration in BD patients. BD patients were separated
in euthymic, manic and depressive groups. Values are expressed in mean *
standard error. ? Statistically different from control (p < 0.01 for depressive group

and p < 0.05 from manic group). © Statistically different from euthymic group (p <

0.05).
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Abstract

Bipolar disorder (BD) is a prevalent, chronic, severe, and highly disabling
psychiatric disorder that is associated with increased morbidity and mortality due to
general medical conditions. There is an emerging body of evidence correlating
chronic medical conditions to DNA damage. The present study was designed to
assess DNA damage in BD patients using the comet assay (CA). Thirty-two
bipolar-l outpatients diagnosed using the Structured Clinical Interview for DSM-1V
were matched to 32 healthy volunteers. Manic and depressive symptoms were
assessed using the Young Mania Rating Scale (YMRS) and the Hamilton
Depression Rating Scale (HDRS), respectively. Peripheral blood samples were
collected and a standard protocol for CA preparation and analysis was performed.
The present study showed that BD outpatients present an increased frequency of
DNA damage as compared to controls. The frequency of DNA damage correlated

with the severity of symptoms of depression and mania.

Key Words: bipolar disorder, comet assay, DNA damage, oxidative stress, mania,

depression
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1. Introduction

Bipolar disorder (BD) is a prevalent, chronic, severe, and highly disabling
psychiatric disorder (Belmaker, 2004). BD is considered one of the leading causes
of disability amongst all medical and psychiatric conditions (Murray and Lopez,
1997), and studies have demonstrated that the annual costs of BD range between
1.8-45 billion US dollars, mainly due to indirect costs because of work loss (Das
Gupta and Guest, 2002; Hakkaart-van Roijen et al 2004). Moreover, BD is
associated with increased morbidity and mortality due to general medical
conditions, such as cardiovascular disease, obesity and diabetes mellitus (Kupfer,
2005).

There is an emerging body of evidence correlating chronic medical
conditions to DNA damage (Faust et al 2004). The single cell gel electrophoresis
technique, also called the Comet assay (CA), is a rapid method for assessing DNA
damage quantitatively in single cells (Maluf and Erdtmann, 2000). Under alkaline
conditions, the CA detects DNA double- and single-strand breaks and alkali-labile
sites (Tice et al 2000). The CA technique has been increasingly used for human
biomonitoring studies (Kassie et al 2000). As a biomarker of genotoxicity, the CA
may identify groups of individuals at higher risk to develop degenerative diseases
(Migliore et al 2005).

Free radicals (especially HO™) may initiate DNA damage (Cooke et al 2005;
Culmsee and Mattson, 2005), which under certain circumstances may lead to DNA
mutation. Multiple systems exist to prevent lesion formation, and should damage

occur, ensure rapid lesion removal (Cooke et al 2005). DNA damage may initiate
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signaling pathways been identified by several kinases and through p53
phosphorylation at serine or threonine residues, leading to cell apoptosis (Evan
and Littlewood, 1998; Culmsee and Mattson, 2005). In the only study to date that
directly evaluated DNA fragmentation in BD subjects, no changes in single-
stranded DNA breaks were found in the anterior cingulate cortex in a postmortem
study (Benes et al 2003). Benes et al. (2003) suggested that changes in the
intracellular signaling pathways within the mitochondria may be associated with
apoptotic cells death in response to oxidative stress.

The present study was designed to assess DNA damage in BD patients

using the Comet assay (CA), as compared to healthy volunteers.

2. Material and Methods

2.1 Bipolar Patients

This was a case-control study of 32 patients with BD, 18 years or older
(43.28+12.72), consecutively assessed from December 2003 to May 2005. All
patients were recruited from the Bipolar Disorders Program - Federal University of
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil. Patients were non-smokers, did not
present active medical conditions and were not on medication, apart from those
prescribed for their psychiatric disorder. BD diagnose was carried out using the
Structured Clinical Interview for DSM-IV — Axis | (SCID-I) (Spitzer et al 1992).
Manic and depressive symptoms were assessed using the Young Mania Rating

Scale (YMRS) (Young et al 1978) and the Hamilton Depression Rating Scale
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(HDRS) (Hamilton, 1960), respectively. This study was approved in the local
ethical committee, and all subjects signed the informed consent before entering in

the study.

2.2 Control Group

The control group was composed of healthy subjects (n=32) who manifested an
interest in participating of the study. In addition, controls did not have history of
major psychiatric disorders, dementia, mental retardation or cancer in their first-
degree relatives. Control subjects were non-smokers and were not on medication.
All subjects were advised about the procedure and signed the informed consent

before entering in the study.

2.3 Comet Assay

A standard protocol for CA preparation and analysis was adopted (Singh et al
1988 and Tice et al 2001). The slides were prepared by mixing 5ul whole blood
whit 90 pllow melting point agarose (0.75%). The mixture (cells/agarose) was
added to a fully frosted microscope slide coated with a layer of 300 pl of normal
melting agarose (1%). After solidification, the cover slip was gently removed and
the slides were placed in lyses solution (2.5M NaCl, 100mM EDTA and 10mM Tris,
pH 10.0 — 10.5, with freshly added 1% Triton X-100 and 10% dimethyl sulfoxide
[DMSQ]) for a minimum of 1hr and a maximum of 7 days. Subsequently, the slides
were incubated in freshly made alkaline buffer (300mM NaOH and 1mM EDTA, ph

12.6) for 30min. The DNA was electrophoresed 30min at 25 V (0.90 V/cm) and
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300mA, the buffer was neutralized with 0.4 M Tris (pH 7.5). Finally, the DNA was
stained with nitrate of silver. The slides were coded for blind analysis.

Negative and positive controls were used for each electrophoresis assay in
order to ensure the reliability of the procedure. Images of 100 randomly selected
cells (50 cells from of two replicated slides) were analyzed from each patient. Cells
were also scored visually according to tails size into five classes, from no tails (0),
to maximally (4), resulting in a single DNA damage score for each subject, and
consequently for each study group. Therefore, a group damage index could range
from O (all cells no tail, 100 cells x 0) to 400 (all cells with maximally long tails, 100
cells x 4) (Collins et al. 1996; Collins et al. 1997) (Figure 1). The damage index

was calculated based on the number of cells with tails vs those without.

2.4 In Vitro Assay

An in vitro analyzes was carried out in order to assess whether the drugs used by
the patients could induce DNA damage. Drugs were incubated with peripheral
blood (provided by a healthy volunteer) for 30min, 37°C. Drugs were diluted in
water (lithium, valproate, amytriptiline, lamotrigine, sertraline, sulpiride,
levomepromazine) or alcohol 99% (carbamazepine, fluoxetine, haloperidol,
diazepam, clonazepam). The assay was carried out using the described
therapeutical levels (British Pharmacopeia, 1999). Peripheral boold was used as
negative control. DNA damage was evaluated using a Comet Assay as described

previously. The samples were analyzed in duplicate.
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2.3 Statistical Analysis

The analysis was carried out using the Statistical Product and Service Solutions
12.0 Version (SPSS). The Kolmogorov-Smirnov Test was used to compare the
observed cumulative distribution function to a theoretical cumulative distribution.
Statistical differences between controls and treated samples were determined by
the nonparametric Mann-Whitney U-test based on the score each subject received
in the Comet assay. Relationships between variables were assessed using
Spearman’s product-moment correlation coefficient. Data were presented as

means + S.D.

3. Results

BD patients and the control group did not differ in terms of demographic data
(Table 1). Bipolar patients were current using of medication, mainly lithium and/or
valproate. DNA damage was markedly increased in BD patients. The frequency of
DNA damage type-I, Il, lll and IV was higher in patients than controls and the
control group presented a higher frequency of undamaged DNA (Figure 1). Gender
did not influence the amount of DNA damage within the patients group (Mann-
Whitney U-test Test= 102.50, Z= -0.042, P(2-taild)=0.967). Depressive (r=0.45,
P=0,010) and manic (r=0.62, P=0.001) symptoms correlated with the index of DNA
damage in BD patients. A post hoc analysis showed that the index of DNA damage
in BD patients did not correlate with the number of medications, number of
hospitalizations, number of suicide attempts, length of illness and number of years
undiagnosed. The patients used an average of 2.65(1.15) medications. Drugs used

included: lithium, valproate, carbamazepine, fluoxetine, amytriptiline, sertraline,
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lamotrigine, haloperidol, levomepromazine, sulpiride, diazepam and clonazepam.
These drugs did not induce DNA damage (ANOVA test; F=0.789; p=0.425)

(Figure 2).

4. Discussion

The present study showed that BD outpatients differ from controls in terms
of the frequency of DNA damage in peripheral cells. As far as we are aware, this is
the first study to report these findings. These results add to the notion that BD

patients are exposed to deleterious systemic changes (Kupfer, 2005).

Chronic ilinesses such as obesity, diabetes mellitus and cancer have been
shown to be associated with increased DNA damage (Faust et al 2004). BD is
known to be a combination of manic and depressive episodes, which can alternate
or even occur simultaneously. In outpatient samples, alongside with euthymic
subjects, an array of depressive and manic symptoms is likely to occur in a
significant proportion of cases of BD (Belmaker, 2004). In the present study, the
severity of manic and depressive symptoms was found to be associated to
increased DNA damage. All patients studied were on medication, which may
hamper the comparisons between patients and controls. However, the correlation
between the depressive and manic symptoms and severity of DNA damage is
unlikely to be solely explained by the use of medication. Moreover, the drugs used
by patients did not induce DNA damage in the in vitro assay carried out to assess

this issue. These findings were consistent with the literature (Frétschl et al 2005;
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Singh et al 2005; Gaziorowski and Brokos, 2001; Spanova et al 1997; Saxena and
Ahuja, 1988). In two studies using the CA method, chlorpromazine had no effects
on DNA damage (Frétschl et al 2005), whereas fluphenazine was found to
enhance DNA repair after hydrogen peroxide damage (Gaziorowski and Brokos,
2001). Amytriptiline has been described as non genotoxic using chromosome
aberrations (Saxena and Ahuja, 1988) and TUNEL test for verify apoptotic DNA
breaks (Spanova et al 1997). Valproate, has been found to exert an
antiproliferative effect on certain cancer cell lines both in vitro and in vivo (Singh et
al 2005). Therefore, the findings of the present study are more likely to be related

to the severity of symptoms rather than a by-product of the exposure to medication.

Actually, mood stabilizers seem to act in the opposite way. A recent study
has demonstrated that lithium and valproate decreased glutamate-induced lipid
peroxidation and protein carbonyl oxidation (markers of oxidative stress) and
inhibited glutamate-induced DNA fragmentation in cerebral cortical neurons (Shao
et al 2005). Moreover, both mood stabilizers increased glutatione S-transferase
expression in cultured neurons (Wang et al 2004). Interestingly, King and Jope
(2005) demonstrated that lithium decreased caspase-3 activity induced by
rotenone and H>O. and may promote upregulation in Bcl-2, which may relate to its
neuroprotective actions (Mora et al 1999; Mora et al 2002; Chuang et al 2004).
The use of valproate or lithium (chronic administration) can stimulate bcl-2
expression as well as inhibit GSK-3B activity, which renders a cell less susceptible
to apoptosis. Thus, mood stabilizers may act to restore the balance among

aberrant signaling pathways in specific areas of the brain and prevent
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degeneration (Brunello, 2004). Moreover, the neuroprotective role of mood
stabilizers has been reported to be related to the inhibittion of N-methyl-D-
aspartate receptors and activation of PI3 Kinase/ AKT signaling pathways
(Chuang, 2005). Using a CA protocol, Psimadas et al. (2004) showed that
schizophrenics and matched controls were not different regarding DNA damage
and repair capacity. They have also demonstrated that high levels of antipsychotics

did not increased DNA damage in peripheral cells (Psimadas et al 2004).

The role of DNA damage in BD may be related to the fact that these patients
present increased morbidity and mortality due to general medical conditions.
Chronic medical disorders such as cardiovascular disease (Demirbag et al 2005),
obesity (Gao et al 2004) and diabetes mellitus (Blasiak et al 2004) are associated
with increased rates of DNA damage. Such disorders are more prevalent in BD
patients than in the general population (Kupfer 2005). It has been suggested that
DNA fragmentation detected using the CA is caused by increased oxidative stress
(Migliore et al 2005, Faust et al 2004). In a recent study, lower levels of two
antioxidant enzymes (superoxide dismutase and catalase) and raised lipid
peroxidation (TBARS) were demonstrated in patients with BD, indicating an

increased oxidative stress status (Rajenkar et al 2003).

Some limitations of the present study should be taken into consideration,
such as the fact that CA provides information about recent DNA fragmentation, but
does not tell about mechanisms of DNA repair. Studies assessing the DNA repair
capacity in patients with BD are warranted to further investigate the impact of BD

on DNA strand breaks. The comet assay has been put forward as a biomarker in
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populations exposed to hazardous conditions (e.g. radiation and pollutants) (Faust
et al 2004). However, results of CA can be influenced by non specific factors such
diet, use of medication and lifestyle. At the present stage, it is not possible to
determine whether DNA damage in BD patients is a correlate of state or trait. An
interesting development of the present findings may be the use of augmentation

strategies tailored to prevent DNA damage in BD patients.
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Table 1. Demographic factors of patients and controls.

VARIABLE

Bipolar Patients Controls

(n=32) (n=32) P
Sex

Men 28.1 % 40.6 % 0.292*

Women 71.9 % 59.4 %
Age (years)

Mean (SD) 43.28 (12.72) 43.47 (14.24) 0.956**

<40 41.6 % 42.0 % 0.523*
40-59 52.8 % 51.5%

>60 5.6 % 6.5 %

Family income (USS$)

Median 610 538 0.994***
1% tercile 16.2 % 13.2 % 0.854*
2" tercile 53.0 % 50.0 %

3" tercile 30.8 % 36.8 %
Year of Schooling
Mean (SD) 9.15 (4.86) 9.16 (3.30) 0.992**
Hamilton Depression Scale
Mean (SD) 6.31(7.38) -
Young Mania Rating Scale
Mean (SD) 3.62 (3.01) -
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Figure 1. DNA damage assessed using the single cell gel electrophoresis comet

assay

Legend to Figure 1

* Mann-Whitney U-test, for compare Bipolar Patients and Control group , P<0.001

A: Index of DNA damage in patients and controls.

B: Frequency of type of DNA damage in patients and controls.

C: Evaluation of DNA damage using silver nitrate (200X). The cells are assessed

visually and received scores from 0 (undamaged) to 4 (maximally damaged),

according to the size and shape of the tail. Scores were obtained using the mean

score of two independent, blind evaluators.
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Figure 2. DNA damage index assessed in drugs used by patients.

Legend to Figure 2

The peripheral blood was incubated with diferents drugs in therapeutical levels or

alcohol, used as duluted. Pheripheral blood was used as negative control.
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PARTE lll

3. Discussao

Sumario dos Resultados

1. Os pacientes bipolares apresentaram uma elevacao na concentragao sérica
de S100B durante a mania (p=0.05) e a depressdo (p=0.01) quando
comparados ao grupo controle.

2. Os pacientes Bipolares em episédio depressivo e maniaco e durante a fase
de eutimia apresentaram niveis elevados de TBARS (p <0.05).

3. As enzimas antioxidantes demonstraram perfis diferenciados: (1) A Sod
mostrou-se aumentada nos depressivos (p <0.01) e nos maniacos (p <0.05)
diferenciando do controle e dos eutimicos. (2) A GPx apresentou atividade
aumentada somente nos pacientes eutimicos (p =0.01), os pacientes
deprimidos e maniacos apresentaram niveis iguais ao controle. (3) A Cat
apresentou atividade diminuida nos eutimicos (p<0.01) e nos maniacos
(p<0.01) quando comparados ao controle.

4. A razdo entre Sod/ (GPx + Cat) mostrou-se aumentada nos pacientes
maniacos (p<0.01) e deprimidos (p<0.05), os pacientes eutimicos nao
diferiram do grupo controle.

5. Os pacientes bipolares tipo 1 apresentaram dano ao DNA 10 vezes
aumentado em relagdo ao grupo controle. Sendo que este dano
correlaciona-se positivamente (r= 0.62) com a escala YMRS que quantifica

0s sintomas maniacos.
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De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude o THB é a sexta causa de
incapacidade entre as condicoes médicas e psiquiatricas. Além disso, o THB esta
associado com o aumento da morbidade e mortalidade por diversas condi¢cdes
médicas gerais, como doencgas cardiovasculares, obesidade e diabetes mellitus. O
THB néo € reconhecido como um transtorno neurodegenerativo, porém estudos
demonstram alteragbes nas células gliais, principalmente nos astrocitos, de
pacientes com transtornos do humor (Ongur et al 1998; Johnston-Wilson et al
2000; Schoroeter et al 2002). Outros estudos também tém resaltado alteragdes
estruturais de substancia branca em area pré-frontal (Drevets et al 1998; Jhonson-
Wilson et al 2000), diminuicdo do numero total de células gliais (Drevets et al
1998) e alteragcdes nos niveis de GFAP de pacientes bipolares (Jhonson-Wilson et
al 2000).

A neurodegeneracao pode ser um fator patogenético no desenvolvimento
dos transtornos psiquiatricos, principalmente da esquizofrenia e depressao maior,
nas quais niveis elevados de S100B sdo um resultado recorrente (Rothermundt et
al 2003). No nosso estudo encontramos um aumento nos niveis de S100B nos
pacientes deprimidos e maniacos. Os resultados encontrados nos pacientes
maniacos estdo de acordo com os resultados mostrados por Machado-Vieria
(2002) com pacientes em primeiro episdédio maniaco e Schroeter et al (2002) com
pacientes maniacos. Nao foram encontrados trabalhos na literatura que
relatassem os niveis de S100B na depressao bipolar e na fase de eutimia desses

pacientes.
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A S100B tem ampla distribuicdo dentro do astrécito. Podendo ser
encontrada no citoplasma, em associagdo com membranas ou proteinas do
citoesqueleto (Bianchi et al 1996; Garbuglia et al 1996; Bianchi et al 2003), assim
como no nucleo da célula, participando de eventos de apoptose e regulacédo do
ciclo celular (Baudier et al 1992; Rustandi at al, 1998). Além disso, a S100B esta
envolvida na regulagdo do metabolismo energético nas células neuronais podendo
modular a proliferacdo e diferenciacdo dos neurdnios e células gliais (Rothermundt
et al 2003). Algumas proteinas ja foram descritas como alvos da S100B entre elas
podemos citar: (1) a inibicdo da fosforilagdo da MARCKS e da p53, que protege da
desnaturagdo agregacao térmica, estimula a apoptose e inibe o ciclo celular
(Donato 2001); (2) o estimulo da frutose-1,6-bifosfato aldolase e da
fosfoglicomutase regulando o metabolismo energético (Zimer and Van Eldik 1986);
(3) estimulacdo da guanilato ciclase ligada a membrana responsavel por regular a
adaptacao de fotoreceptores ao escuro (Donato 2001); (4) inibe a fosforilacdo da
GAP 43.

Além de sua acgado intracelular a S100B possui acao extracelular
dependente da concentracao (Figura 4). Como ja mencionado anteriormente, em
concentragées nM a S100B estimula a sobrevivéncia neuronal e o crescimentos
de neuritos, ja em concentracées uM a S100B pode ter efeitos toxicos.

A S100B, em concentracées micromolar, induz apoptose em células PC12,
células de neuroblastoma B104 e cultura embrionaria de neurdnios (Mariggio et al
1994; Arcuri et al 2005) sendo relacionada a um aumento na condutancia de
canais de Ca* tipo L (Mariggio et al 1994) e um regulagdo positiva de genes

implicado na apoptose (c-fos, c-jun, bax, p-15 e p-21) (Fulle et al 2000).
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pM - nM

Trofico Toxico

Sobrevivéncia neuronal Inducao de apoptose em astrécitos e
neurdnios

Ativacao da iINOS

Crescimento de neuritos

Modulagao sinaptica

Ativagao de citosinas pro - inflamatérias:
interleucina-1p (IL-1 B), fator de necrose
Proliferacao celular tumoral (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6)

Regulacgéo de fatores de transcri¢éo

Figura 4. Efeito extracelular dependente da concentracao de S100B. Adaptada de

Van Eldik & Wainwrigth, 2003.

A ativagao da glia estimula também a expressao de enzimas relacionadas
ao estresse oxidativo como a iINOS (6xido nitrico sintase induzivel) a qual gera
oxido nitrico (NO) (Van Eldik & Wainwrigth 2003; Adami et al 2004). Quando o NO
esta presente em altas concentragdes pode reagir com o radical superdxido (O2")
formando o peroxinitrito (ONOO’) que reage rapidamente com diversas
biomoléculas levando a modificagcdes importantes (Van Eldik & Wainwrigth 2003),

contribuindo para o dano neuronal (Smith et al 1997). No THB tem sido relatado o
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aumento dos niveis séricos de NO (Ozcan et al 2004; Yanik et al 2004) e de Sod,
sugerindo o aumento na producdo do radical superoxido (Kuluoglu et al 2002;
Rajenkar et al 2003; Ozcan et al 2004). Ainda nao existem estudos mostrando o
aumento de ONOO™ no THB, porém este pode ser esperado pelos relatos de
aumento nos niveis de NO e O,". Existem evidencias neuropatol6gicas que o
peroxinitrito pode mediar o dano neuronal (Smith et al 1997), fato importante no
THB, como dito anteriormente, o niumero de células totais gliais esta diminuido
indicando um possivel dano neuronal (Drevets et al 1998).

Os astrocitos desempenham um papel importante na defesa antioxidante
no SNC (Takuma et al 2004), o qual é especialmente vulneravel as ERO. O
cérebro consome 20% do oxigénio total consumido pelo organismo e €
responsavel por 25% do consumo de glicose assimilada pelo organismo (Floyd
1999).

Niveis elevados de ERO estdo envolvidos em diversos transtornos
neurodegenerativos (Floyd 1999). N6s encontramos significantes alteragcdes nos
niveis séricos de TBARS e das enzimas antioxidantes nos pacientes com THB.
Devemos levar em consideracao que estas alteragées encontradas nos pacientes
podem ser devido a propria doenga, mas com certeza sofrem grande influéncia
das medicacdes, comorbidades clinicas e psiquiatricas, habitos alimentares e
estilo de vida estes junto podem ser responsaveis pelas discrepancias dos
resultados encontrados na literatura (Kuloglu et al 2002; Rajenkar et al 2003;
Ozcan et al 2004).

E importante salientar que os estabilizadores do humor podem exercer um

efeito antioxidante, dados atuais mostraram que o litio e o valproato possuem
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efeitos antioxidante em células neuronais tratadas sob condigdes excitotoxicas
(Shao et al 2005). Porém, em outro estudo o litio ndo foi capaz de proteger contra
o estresse oxidativo gerado por peptideos beta-amiloide em hipocampo de coelho
(Ghribi et al 2003).

Nos estudos realizados por Kuloglu et al (2002), Rajenkar et al (2003) e
Ozcan et al (2004) os pacientes ndo foram separados nas diferentes fases da
doenca (eutimina, mania e depressao), provavelmente pelo numero pequeno de
pacientes, assim os pacientes nesses estudos estdo predominantemente em
episddio maniaco. Encontramos niveis aumentados de TBARS tanto nos
pacientes eutimicos, maniacos e deprimidos, o que estd de acordo com os
estudos de Kuloglu et al (2002) e Ozcan et al (2004). O dano oxidativo aos
lipideos pode ocorrer nos acidos graxos polinsaturados das bicamadas lipidicas
podendo levar a alteragdo na fluidez da mesma.

Em adi¢cdo, nés encontramos atividade sérica da Sod aumentada nos
pacientes em episodio depressivo e maniaco, como observado por Kuloglu et al
(2002) nos eritrécitos dos pacientes com THB. Rajenkar et al (2003) e Ozcan et al
(2004) nao encontraram alteracdes na atividade da Sod nos pacientes Bipolares.
A Sod é um membro da familia das metaloenzimas, amplamente distribuida nos
tecidos humanos, e desenpenha um papel fundamental papel na detoxificacao da
ERO, a Sod é responsavel pela dismutacao do radical superdxido em peroxido de
hidrogénio (H>O,)(Johnson & Giulivi, 2005). Existem trés tipos de Sod: a CuZnSod
(Sod1), a MnSod (Sod2), e a EC-Sod (Sod3). Oury et al (1996) propbs que a Sod3
poderia desenvolver um papel fundamental na remocao de super6xido do meio

extracelular prevenindo a formacao de ONOO'". No entanto, Carlsson et al (1995)

76



ja havia mostrado que ratos sem EC-Sod pareciam ter um desenvolvimento
normal, porém esses se tornaram mais sensiveis a hiperoxia sob certas condi¢des
experimentais. Ratos com superexpressdao de EC-Sod mostraram defeitos na
potenciacdo de longa duracdo do hipocampo (Thiels & Klann 2002). A Sod
mitocondrial (Sod2) também exerce um importante papel na diminuicdo da
formacdo de ONOO, pois esse se apresenta em grande quantidade na
mitocondria (Halliwell 2001).

De um modo geral a agdo da Sod é gerar H.O, o qual pode ser removido
pela catalase uma enzima exclusiva dos peroxissomos estando presente em
diversos tecidos (Halliwell & Gutteridge 2000). Além da catalase o H>O, pode ser
detoxificado por selenoproteinas como a glutationa peroxidase (Chance & Boveris
1979). Existem outros sistemas que podem remover o H>O- incluindo peroxidases
que usam proteinas tioredoxinas ligadas a um grupo ditiol (reacao 6) (Mustacich &
Powis 2000). Os resultados encontrados neste trabalho mostraram que os
pacientes maniacos nao apresentam alteracdes na atividade sérica da GPx e
reduzem a atividade da catalase quando comparados ao grupo controle, sugerindo
um possivel dano oxidativo. Nos pacientes deprimidos nado verificamos variagao
nas atividades séricas nem da GPx e nem da catalase o que pode representar um
mecanismo compensatério entre a catalase e GPx, porém ainda nao esta claro
porque os pacientes eutimicos apresentam uma elevagao da atividade da GPx e
diminuicdo da atividade da catalase. Para tentarmos esclarecer melhor o que
estava acontecendo com as enzimas antioxidantes nos pacientes e controles,
calculamos o balango do estresse oxidativo inferido pela razao entre

Sod/(catalase+ GPx) os dados mostraram um aumento dessa propor¢ao nos
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pacientes deprimidos e maniacos. Em resumo, nossos resultados indicam que os
pacientes bipolares em episédio de mania ou depressao apresentam um potencial
dano oxidativo que nao parece estar sendo prevenido pelos estabilizadores do
humor. A figura 7 ilustra os resultados encontrados com os pacientes bipolares

para os parametros S100B, Sod, Cat, GPx e TBARS.

1S100B

1TBARS

1Sod

|Catalase

* Gpx nao alterada * §100B nao alterada
1TBARS
* Sod ndo alterada
|Catalase
1Gpx

Eutimia

Depressao

1S100B

1TBARS

1 Sod

* Catalase nao alterada
* Gpx nao alterada

Figura 5. Diagramacao dos resultados avaliados nos pacientes bipolares. Sod
(superdxido dismutase); TBARS (substancias reativas do acido tiobarbiturico);

GPx (Glutationa peroxidase).
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Embora a etiologia do THB ainda ndo esteja completamente esclarecida,
existem algumas teorias que propdéem bases biolégicas para o THB. As teorias
monoaminérgicas (catecolaminas e indolaminas) sugerem que durante os
episodios de mania ocorre um aumento das catecolaminas (especialmente a
norepinefrina) e sua diminuicdo durante os episédios depressivos. Existem
evidéncias de que a dopamina esta aumentada em pacientes deprimidos com
psicose. De acordo com a chamada hipétese permissiva da funcao
serotoninérgica, tanto na depressdao quanto na mania, haveria uma funcéo
serotoninérgica diminuida (Schatzberg et al 1987; Shansis & Grevet, 2002;
Machado-Vieira et al 2004). Essas alteracbes nas catecolaminas e indolaminas
parecem influenciar na formacao do quadro de estresse oxidativo, uma vez que a
oxidacdo das mesmas pode levar a formacdo de ERO (Obata 2002). Diversos
farmacos com agao antioxidante vém sendo patenteados, entre eles andlogos da
vitamina E, inibidores da peroxidacdo lipidica, agentes quelantes de ions,
inibidores da NOS e compostos que aumentam os niveis de GSH no cérebro
(Halliwell 1991; Floyd 1999; Dorey et al 2000; Marshall 2001; Molina et al 2004).
Estudos futuros serdo necessérios para verificarmos se 0s antioxidantes podem
diminuir o estresse oxidativo nos pacientes bipolares.

O segundo artigo desta dissertacao versa sobre o dano ao DNA, verificado
através do ensaio Cometa em 32 pacientes bipolares tipo I, ndo fumantes e que
nao possuam comorbidades clinicas, esses foram comparados a um grupo
controle composto por 32 voluntarios pareados por sexo, idade e renda familiar.
Foi utilizado como critério de inclusdo ao grupo controle nao ser fumante, nao usar

medicacdes e nao sofrer condicdes médicas gerais. Os resultados mostraram que
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0s pacientes possuem um dano ao DNA muito elevado (10 vezes aumentado) em
relacao ao controle (p<0.01).

Como ja descrito anteriormente o THB é considerada a sexta causa de
incapacidade pela Organizagdo Mundial de Saude (Murray and Lopez, 1997) e
esta associado ao aumento da morbidade e mortalidade por condicbes médicas
gerais, como doengas cardiovasculares, diabetes mellitus e obesidade (Kupfer,
2005). Estas doengas, bem como o cancer, estao associadas com o aumento do
dano ao DNA (Faust et al 2004).

O dano ao DNA pode ser avaliado através da verificacdo de alteragdes
cromossOmicas que sao detectadas por uma técnica chamada Micronucleos, essa
€ uma técnica demorada e cara (Maluf 2004). Os micronucleos sao fragmentos
acéntricos ou cromossomos completos que nao se ligaram durante o processo da
divisdo celular (Tucker & Preston 1996). Diferentes mecanismos estdo envolvidos
na formacao dos micronucleos, incluindo quebras cromossémicas (clastogénese)
ou auséncia do fuso acromatico (aneuplogénese) (Heddle et al 1983). A vantagem
de desse método é verificarmos o dano permanente ao DNA das células (Fenech
1997). O dano recente ao DNA pode ser avaliado através do ensaio Cometa, que
€ um método é simples, rapido e de baixo custo (Ross et al 1995; Maluf &
Erdtmann 2000) e além de estar sendo muito utilizado para biomonitorar
trabalhadores expostos a condicdes genotdxicas (Maluf 2004). Para realizamos
essa técnica é necessario utilizarmos células integras, porém nao necessitam
estar em crescimento, podendo ser aplicado a diversos tipos celulares (Maluf
2004). Singh et al (1988) modificaram o método inicialmente descrito por Ostling &

Johanson (1984) permitindo avaliamos os danos ao DNA em células individuais

80



sob condigbes alcalinas. Primeiramente ocorre uma desnaturacdo do DNA
permitindo verificarmos quebras simples e duplas e sitios alcali-labeis, estas
regides sao quebradas quando incubamos o DNA em pH alto. O dano ao DNA é
quantificado analizando-se 100 células por individuo, as células recebem um
escore que varia de 0 (célula sem dano) a 4 (dano maximo) de acordo com a
intensidade da cauda (Figura 8), ou seja quanto maior a cauda mais dano ao DNA
como em pH alcalino esse dano vai ser quebrado quanto menor os pedacos mais

rapida a migragao e maior a cauda (Maluf 2004).

Dano 4

Figura 6. Caracterizacdo do tipo de dano ao DNA verificado no ensaio Cometa.

Dano 0 = célula sem dano — Dano 4 = dano méaximo ao DNA.

Da mesma maneira que o estresse oxidativo, os ensaios que avaliam o
dano ao DNA sofrem a influéncia de fatores como estilo de vida, habitos
alimentares, medicacoes e fatores associados ao gendétipo (Piperakis et al 1998;
Hartmann et al 1998). Os fatores biol6gicos, na maioria das vezes, nao podem ser
controlados para isso busca-se selecionar individuos controles pareados por sexo
e idade e se possivel que se assemelhem no estilo de vida e ao interpretarmos os
resultados procuramos levar em consideracao esses fatores (Maluf 2004)

Os pacientes avaliados pelo nosso estudo estavam usando medicacoes

psiquiatricas em especial estabilizadores do humor. A fim de verificarmos se as
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medicagdes podiam causar dano ao DNA procedemos a um ensaio in vitro onde
incubamos as medicacdes (litio, carbamazepina, acido valproéico, fluoxetina,
amitriptilina, lamotrigina, sertralina, levomepromazina, sulpirida, haloperidol,
diazepam e clonazepam) com o sangue por 30 minutos a 37°C. As medicacoes
testadas ndo apresentaram, nessas condigdes, capacidade de induzirem dano ao
DNA superior ao encontrado no controle (sangue puro), com excegdo do
haloperidol que apresentou um aumento n&o significativo em relagdo ao controle.
A maioria dos estudos tem mostrado um efeito protetor dos estabilizadores
do humor e de alguns antidepressivos (Shao et al 2005; King e Jope 2005; Wang
et al 2004). Recentemente um estudo mostrou que o litio e o acido valpréico
diminuem a peroxidacao lipidica induzida pelo glutamato e os niveis de
carbonilacao das proteinas além de inibirem a fragmentacao do DNA induzida pelo
glutamato em neur6nios corticais (Shao et al 2005). Além disso, ambos os
estabilizadores do humor (litio e acido valpréico) aumentam a expressao do
glutationa-S-transferase em cultura de neurdnios corticais (Wang et al 2004).
Curiosamente, King e Jope (2005) demonstraram que o litio é capaz de diminuir a
atividade da caspase-3 quando o estresse oxidativo foi induzido por rotenona ou
HoO.. Em resumo, o uso crénico de acido valproico ou litio podem estimular a
expressao de bcl-2, bem como a inibir a atividade da GSK-3p e reduzir a atividade
da caspase-3 fazendo com que a célula perca a suscetibilidade a apoptose (Mora
et al 1999; Mora et al 2002; Gould & Manji 2002; Chuan et al 2004). O papel

neuroprotetor dos estabilizadores do humor est4d bem reportado e pode estar
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relacionado, além dos fatores ja mencionados, com a inibicao dos receptores de
N-metil-D-aspartato e ativacao da rota de sinalizacdo PI3 quinase/ AKT.

Em dois estudos que usaram o ensaio Cometa, a clorpromazina nao
demostrou potencial lesivo ao DNA (Frotschl et al 2005), enquanto a flufenazina
aumentou o reparo ao DNA ap6s as células sofrem dano ao DNA induzido por
H.O, (Gaziorowski and Brokos, 2001). A amitriptilina tem sido descrita como ndo —
genotdxica (Spanova et al 1997; Saxena & Ahuja 1998), o valproato tem mostrado
um efeito antiproliferativo em certas linhagens de cancer in vivo e in vitro (Singh et
al 2005). Psimadas et al (2004) estudou o envolvimento do dano ao DNA na
esquizofrenia mostrando que os pacientes esquizofrénicos nédo diferem do controle
quando ao dano ao DNA e capacidade de reparo. Eles também demonstraram
que altos niveis de antipsicéticos ndo aumentam o dano ao DNA.

Um resultado interessante encontrado nesse estudo foi a correlagao positiva
entre o indice de dano ao DNA e os sintomas maniacos (r=0.620; P=0.001) e
deprimidos (r=0.450; P=0.001), quando analisamos num modelo de regressao
linear multipla o nimero de medica¢des nao influenciou os resultados. Portanto,
as evidéncias sugerem que o uso de medicacdes psiquiatricas pode atuar como
um fator protetor e ndo lesivo. Seguindo essa linha, os achados do nosso estudo
podem estar mais relacionados a gravidade dos sintomas do que a exposicao a
medicacoes.

Os radicais livres (especialmente o OH™) podem causar dano ao DNA
(Cooke et al 2005; Culmsee and Mattson, 2005), o qual em certas circunstancias
pode levar a mutacdo ao DNA. Existem multiplo sistemas para prevenir a

formacao de lesao, e se o dano ocorrer podera rapidamente ser removido (Cooke
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et al 2005). O dano ao DNA pode levar fosforilagdo do p53 nos residuos serina ou
treonina favorecendo a apoptose celular (Evan and Littlewood, 1998; Culmsee and
Mattson, 2005). Benes et al 2003, em um estudo post mortem, avaliaram a
fragmentacdo ao DNA de pessoas portadores de THB, porém eles néao
encontraram um aumento da fragmentacao do DNA no cértex cingular.

O papel do dano ao DNA no THB pode estar relacionado ao fato que estes
pacientes apresentam aumento da morbidade e da mortalidade por condigdes
médicas gerais. Doenca cardiovacular (Demirbag et al 2005), obesidade (Gao et al
2004) e diabetes mellitus (Blasiak et al 2004) estao associadas com o aumento do
dano ao DNA. Sendo que, essas condigdes médicas sdo mais prevalentes em
pacientes bipolares do que na populagcdo em geral (Kupfer 2005). Além disso,
existem fortes evidéncias mostrando que o estresse oxidativo pode estar
aumentado no THB (Kuloglu et al 2000; Rajenkar et al 2002; Ozcan et al 2004)
como mencionados anteriormente os radicais livres podem induzir o dano ao DNA.

Devemos considerar que verificamos o dano recente ao DNA nos pacientes
bipolares e um futuro estudo envolvendo a avaliacdo do dano permanente as
células sera necessario para compreendermos se o sistema de reparo foi capaz
de eliminar o dano. Além disso, € importante salientar, novamente, que o dano ao
DNA pode ser causado por diversos fatores como habitos alimentares e estilo de

vida, mais uma vez demonstrando a necessidade novos estudos na area.
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3.1 Conclusoes

Os resultados encontrados nessa dissertacao mostram que no THB, em
especial nos episédios de depressdao e mania, esta ocorrendo um aumento na
propor¢cao Sod/(catalase+GPx), ou seja a defesa primaria (Sod) estd aumentada e
as enzimas catalase e GPx sofrem um balango entre elas para eliminar o H>O;
formado na acdo da Sod (objetivo 2, desta dissertagdo), porém a elevagao da
atividade das enzimas antioxidates ndo foram suficientes para previnir a
peroxidacao lipidica (TBARS) aumentada nas trés fases da doenga (objetivo 3).
Além disso, verificamos um aumento do dano recente ao DNA nos pacientes
bipolares tipo |, como é de conhecimento os radicais livres, entre outros fatores,
podem causar dano ao DNA assim, fica evidente que pelo menos em parte essa
elevacdo do dano ao DNA nos pacientes bipolares pode ser explicada pelo
estresse oxidativo (objetivo 4). O aumento dos niveis de estresse oxidativo
periférico pode estar indicando que o SNC esteja parcialmente afetado e talvez de
uma maneira mais grave. O envolvimento cerebral, particularmente dos astrécitos,

foi confirmado pelo aumento da S100B sérica (objetivo 1).
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