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PARTE |
REsSuMO

A prevaléncia do transtorno de humor bipolar (THB) na populgcdo mundial € em
média 4%. Essa doenca psiquiatrica estd associada a elevadas taxas de
mortalidade, principalmente devido a doencas cardiovasculares (DCVs). Pacientes
com THB apresentam risco duas vezes maior de desenvolver doencas
cardiovasculares em relacdo a populacdo geral. Componentes importantes das
DCVs incluem disfuncdo endotelial, ativacdo plaquetaria, ativagcdo imunolOgica e
inflamacé&o. Para este estudo foram avaliados biomarcadores associados com risco
de doenca cardiovascular em pacientes bipolares. Os niveis seéricos de
homocisteina, folato, vitamina B12, ferritina, creatina kinase e proteina C-reativa
foram medidos em pacientes com THB em dois momentos: durante um episodio
maniaco e apo0s a remissdo dos sintomas. A expressdao do mRNA de MMP-2 e
MMP-9, em sangue total, também foi analisada. Todos os parametros foram
comparados com controles saudaveis. Pacientes e controles estavam
aparentemente livres de doencas cardiovasculares. A expressao da MMP-2 mostrou
uma relacdo negativa em relacdo ao IMC nos pacientes com THB nos estados
maniaco e eutimico, enquanto que essa relacéo foi positiva nos individuos controles.
Os niveis de ferritina se mostraram reduzidos apenas durante os episodios de
mania. Nao foram verificadas diferencas estatisticamente significantes nos demais
biomarcadores estudados quando comparados o0s pacientes com THB e os
controles. Exceto para a ferritina, todos os resultados obtidos durante o episodio de
mania persistiram apds a recuperacdo sintomatica nos pacientes com THB. Nossa
analise nao valida a utilidade desses biomarcadores para diferenciar diferentes

estados de humor quanto ao risco de DCV. E provavel que a utilidade desses
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biomarcadores na caracterizacdo de maior risco em individuos com doenca
cardiocascular estabelecida se justifique mais do que o seu uso como indicadores de
risco de futuros eventos cardiovasculares. A possivel relagcdo da homocisteina com
risco de doenca cardiovascular no THB nao foi obsevada apos correcao para o IMC.
A diferenca no padréao de expressao da MMP-2 no THB precisa ser investigada bem
como, outros indicadores de remodelamento tecidual e inflamacdo. Os resultados
mostram a importancia da inclusdo do IMC como uma covariavel em estudos para
investigar o risco cardiovascular no THB. Um adequado acompanhamento no que
diz respeito ao desenvolvimento de comorbidades médicas em pacientes bipolares

deve ser implantado.



Abstract

The prevalence of BD is thought to be around 4% of the population. This psychiatric
disorder is associated with increased mortality due to medical causes, most notably
cardiovascular disease (CVD). Two-fold increased risk of cardiovascular disease has
been found among adults with bipolar disorder versus general population. Important
components of CVD include endothelial dysfunction, platelet and immune activation
and inflammation. We evaluated biomarkers associated with increased risk of
cardiovascular disease in bipolar patients. The serum levels of homocysteine,
determinants of homocysteine metabolism such as folate and vitamin B12, ferritin,
creatine kinase and C-reactive protein were measured in bipolar patients in two
separate instances: during acute mania and after remission of manic symptoms. The
MRNA expression of MMP-2 and MMP-9 in total blood was also evaluated. All
parameters were compared with healthy controls. Patients and controls were free of
clinically apparent cardiovascular disease. The mRNA levels for MMP2 were
negatively associated with BMI in the BD and positively associated with BMI in
controls. Ferritin levels were reduced only during mania. No statistically significant
differences were found in the other markers comparing bipolar patients and controls.
Except ferritin, the results persist across symptomatic recovery within the same
bipolar patient. The biomarkers selected can not differentiate mood states as the
cardiovascular risk. May be these biomarkers may be most usefull to characterize
risk in individuals with an established CVD than using biomarkers as sole risk
predictors of future CHD events. Our findings show the importance of assessing the

BMI as a covariate in studies to investigate the cardiovascular risk in bipolar disorder.



It is crutial to highlights the necessity of appropriate monitoring concerning

development of medical comorbidities in bipolar patients.
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1. INTRODUGCAO

O transtorno de humor bipolar € uma condicdo neurolégica cronica
caracterizada por variacdes ciclicas de humor associada a um prejuizo funcional
substancial (Emilien et al, 2007). Aléem da regulacdo emocional anormal, essa
doenca também envolve distarbios cognitivos, motores, autondémicos, enddcrinos e

do sono (Quiroz et al, 2008).

As taxas de morbidade e mortalidade sdo aproximadamente duas vezes
maiores nos pacientes bipolares comparadas a populacao geral (Sowden e Huffman,
2009). O THB é uma das doencas de saude mental de maior custo, sendo 40% dos

custos relacionados a cuidados médicos gerais (Kilbourne et al, 2007).

Essa doenca atinge 4% da populagdo mundial (Merikangas et al, 2011).
Aproximadamente 60% dos pacientes com THB apresentam 0s primeiros sintomas
da doenca antes dos 20 anos de idade. O inicio precoce do THB esta associado

com um curso mais grave da doenca e um pior prognostico (Oedegaard et al, 2009) .

O THB ainda ndo é adequadamente diagnosticado ja que ndo se conhece um
marcador biolégico para esse transtorno. O diagnostico € baseado na avaliacao
subjetiva do meédico. O tempo médio entre o inicio dos sintomas e o correto
diagndstico é superior a 7 anos (Mantere et al, 2004). O retardo do diagndstico pode

aumentar o risco de comorbidades (Berk et al, 2007a).
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O THB ¢é caracterizado por periodos alternados de mania, hipomania,
episodios depressivos e estados mistos. Os episoédios de depressao se caracterizam

por disturbios do sono, dificuldade de concentracéo, retardo psicomotor e ideagéo



suicida, enquanto que os episodios de mania se caracterizam por grandiosidade,
euforia, pensamentos racistas, reducdo da necessidade de sono, aumento da
energia e do impulso sexual (Zarate et al, 2005). Repetidos episédios depressivos
podem preceder a manifestacdo do primeiro episédio de mania que determina o
diagnostico de bipolaridade (Judd et al, 2002). Os episédios recorrentes de mania e
depressdo do THB séao interceptados por periodos de remissdo dos sintomas ou
eutimia. O curso natural do THB inclui um encurtamento progressivo dos intervalos

entre os episodios depressivos e/ou maniacos (Agren e Backlund, 2007).

O THB é uma doenca multifatorial, resultado da combinacdo de diferentes
perfis genéticos, influéncias ambientais incluindo estressores crbénicos e
experiéncias traumaticas. De acordo com o modelo de “sensibilizacdo” de Post
(2007), o acumulo de estresse recorrente, abuso de substancias e multiplos
episédios da doenca podem representar alteracBes permanentes na atividade
neuronal, alterando a expressdo de genes e mecanismos neurobiolégicos que
implicam em uma maior probabilidade de recorréncias e menor resposta aos

medicamentos.
1.1. Fisiopatologia do Transtorno de Humor Bipolar
1.1.1. AlteragOes estruturais

A literatura relacionada as anormalidades neuroanatdbmicas esta direcionada
principalmente para regides cerebrais que regulam a cognicdo e o afeto. Em um
estudo de meta-analise, Kupferschmidt e Zakzanis (2011) verificaram uma
hiperatividade limbica e uma hipoatividade frontal em paciente com THB. Estes

achados foram mais pronunciados durante a mania do que na depressao.



O comprometimento de regides frontais como coértex pré-frontal dorsolateral e
cortex orbitofrontal (Savitz e Drevets, 2009), pode levar a desinibicdo de estruturas
limbicas, como amigdala e hipocampo e consequentemente uma desregulacédo do

estado de humor com inapropriada intensidade emocional.

Tem-se associado o aumento do volume ventricular ao nimero de episédios
afetivos prévios, sugerindo uma redugdo gradual das estruturas periventriculares
com o avanco da doenca (Brambilla et al, 2001;Strakowski et al, 2005). Além disso,
verificou-se em pacientes maniacos e eutimicos uma hipoativagdo do cuneus,

estrutura envolvida na resposta inibitoria (Kempton et al, 2008).

Estudos mostram que pacientes com THB recorrente apresentaram aumento
no volume de regides do talamo, cértex cingulado anterior, girofusiforme e cerebelo,

além de anormalidades na massa cinzenta (Adler et al, 2007).

1.1.2. Bases neuroquimicas

Inicialmente, as pesquisas sobre a neurobiologia do THB estavam voltadas
para o estudo das aminas biogénicas, subsequentemente foram incluidos o sistema
de segundo mensageiro intracelular, citocinas inflamatérias, neurotrofinas, estresse

oxidativo e alteracdes epigenéticas (Berk et al, 2011).

Os estudos iniciais sdo bastante variaveis e apontam para uma complexa
interconexdo entre os sistemas de neurotransmissores. Estudos sugerem que a
reducdo da funcéo da serotonina concomitante ao aumento da noradrenalina pode
estar envolvida na genese da mania (Shiah e Yatham, 2000). O aumento da
atividade dopaminérgica, também tem sido relacionado ao desenvolvimento dos
sintomas maniacos, enquanto que a reducdo pode ser correlacionada com

depressdo (Ackenheil, 2001). O sistema glutamatérgico parece comprometer a
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neuroplasticidade e resiliéncia celular em pacientes bipolares (Du et al, 2004 e

2008).

Entretanto, alguns pesquisadores acreditam na hipotese da modulagdo da
plasticidade singptica e neural mediando a fungdo cognitiva e afetiva desse

transtorno de humor (Martinowich et al, 2009).

Véarias cascatas de sinalizacdo tém sido alvo da acdo dos medicamentos
utilizados no THB. Estudos em paciente com THB verificaram que o litio inibe a
Glicogénio Sintase Cinase-3 (GSK-3), uma proteina que regula a apoptose,
plasticidade celular e resiliéncia (Chalecka-Franaszek e Chuang, 1999; Zhang et al,

2003; Lie et al, 2005).

Além disso, a inibicdo da via de sinalizacdo da proteina cinase C, importante
na regulacdo da excitabilidade neuronal, liberacdo de neurotransmissores, alteracao
da expressao de genes e plasticidade, tem se mostrado alvo do litio e valproato em

pacientes com THB (Hahn e Friedman, 1999; Maniji e Lenox, 1999).

A patofisiologia do THB parece também estar associada a alteragbes de
neurotrofinas e citocinas. Kauer-Sant'anna et al (2009) verificaram um aumento das
citocinas pro-inflamatorias IL-6 and TNF-a nos estagios iniciais e avancados da
doenca enquanto que IL-10, uma citocina anti-inflamatorias, aumentou apenas nos
estagios iniciais. Reducdo dos niveis de BDNF foi observada em estagios

avancados do THB.

Estes trabalhos corroboram com evidéncias preliminares sugerindo que as
alteracdes bioquimicas podem ser dependentes do estagio da doenca (Berk et al,
2007b) e também com a teoria de Post (2007) onde falhas de mecanismos

compensatoérios podem ocorrer com a progressao da doenca.
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Pesquisas realizadas em sangue periférico de pacientes com THB
demonstraram alteracdes na atividade de enzimas antioxidantes, corroborando com
a hipotese de envolvimento do dano oxidativo neste transtorno (Ng et al, 2008; Berk
et al, 2008). Esses pacientes apresentaram também aumento do dano ao DNA em
linfécitos (Andreazza et al, 2007) e acelerado encurtamento dos teldmeros, um

marcador de senescéncia (Simon et al, 2006).

Além disso, disfungdo mitocondrial pode estar envolvida no déficit do
metabolismo energético cerebral, comprometimento da sinalizacdo do célcio e

apoptose encontrados no THB (Quiroz et al, 2008).

Kapczinski et al, (2008) sugerem a hipotese da carga alostatica, conceituada
como um desgaste cumulativo causado por estressores, pela propria doenca e
agravada por fatores como uso de substancias. Esse desgaste pode, através de
mecanismos oxidativos e inflamatorios, levar ao declinio cognitivo e a reducéo da

resposta ao tratamento.
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Figura 1. A patofisiologia do THB: Diferentes sistemas em diferentes niveis

fisiologicos nos quais essa doenca se manifesta:

comportamental (Schloesser et al, 2008).

1.1.3. Comorbidades

molecular,

celular e

Associadas ao THB, freqientemente coexistem condigdes médicas como,

obesidade, doencas cardiovasculares, diabete mellitus e doencas da tiredide que

exacerbam os sintomas da doenca (Kupfer, 2005).

As taxas de mortalidade em pacientes com THB, devido a doencas

cardiovasculares, sdo duas vezes superior a da populacdo geral. Depois dos

suicidios, as doencas cardiovasculares aparecem como principal causa de morte

nesses pacientes (Portilla et al, 2009).

Quando comparados aos pacientes com depressao unipolar, 0os pacientes

com THB apresentam taxas de mortalidade por doencas cardiovasculares bastante

superiores (Osby et al., 2001; Angst et al., 2002). Em relacdo aos pacientes com
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esquizofrenia, a prevaléncia de fatores de risco cardiovasculares dos pacientes
bipolares € similar (Birkenaes et al, 2007). Correll et al (2008), reportaram um risco
de doenca cardiaca coronariana, em 10 anos, de 4,7 % em pacientes com THB e

6,5 % em pacientes com esquizofrenia.

O excesso de mortalidade pode estar relacionado a algo ainda néo
identificado, a uma caracteristica inerente a doenca mental ou mediado por fatores
de risco tradicionais para doenca cardiovascular. Além disso, pode haver uma
associacdo temporal entre essa doenca afetiva e a comorbidade cadiovascular

(Weiner et al, 2011).

O tratamento farmacoldgico associado ao THB pode contribuir para o risco
cardiovascular. Estabilizadores de humor como litio e valproato tém sido associados
com ganho de peso (Bowden et al, 2000). Varios antipsicoticos atipicos parecem
estar relacionados ao aumento de disturbios metabdlicos, incluindo significante
ganho de peso e alteracées no metabolismo da glicose e lipidico (Marken e Pies,

2006; Guo et al, 2006).

Variaveis ndo farmacolégicas como habitos alimentares, sedentarismo,
reducdo do metabolismo basal durante a depressao, fumo e outras substancias de
abuso podem influenciar no risco cardiovascular (Kilbourne et al, 2007; Lasser et al,

2000; Vornik e Brown, 2006).

A sindrome metabdlica é mais prevalente em pacientes com THB comparado
a populacdo geral (Fagiolini et al, 2008; Garcia-Portilla et al, 2008). As
anormalidades metabdlicas impactam na qualidade de vida do paciente, bem como
no curso da doencga. A obesidade tem sido relacionada ao pior prognostico na

doenca bipolar, maior frequéncia de episddios maniacos e depressivos, além de
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maior numero de tentativas de suicidio em relacdo aos pacientes com peso normal

(Kolotkin et al, 2006).

Socioeconomic Smoking Adverse Shared genes
Screening Diet/exercise effects Metabolism
Management of

risk factors

Vascular disease

Figura 2. Potenciais explicacbes para a associacdo entre o THB e doencgas
cardiovasculares (Murray et al, 2009).

1.2. Doencas cardiovasculares

As DCVs sao a principal causa de morbidade e mortalidade no mundo, sendo
responsaveis por mais de 17,3 milhdes de mortes por ano (Mendis et al, 2011). No
Brasil, em 2009, ocorreram 320.074 6bitos por doencas do aparelho circulatorio. As
DCV sdo responsaveis pela alta frequéncia de internac¢des, ocasionando custos

médicos e socio-econémicos elevados (DATASUS, 2010).

Os fatores de risco classicos para o desenvolvimento das DCVs explicam 50
a 75% da incidéncia de doencas vasculares (Messner e Bernhard, 2010). A
identificagdo de novos fatores envolvidos no desenvolvimento das doengas
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genética, ambiente, fatores sistémicos e mecanismos epigenéticos que contribuem

para o inicio e progressao das doencas cardiovasculares (Napoli, 2011).

A disfungdo endotelial € o passo inicial no desenvolvimento da aterosclerose.
Esse processo patologico estd associado ao aumento da expressao de moléculas de
adesdo, aumento da sintese de fatores pro-inflamatorios e pro-tromboticos, aumento

de estresse oxidativo e modulacdo anormal do tdnus vascular (Sitia et al, 2010).

O o6xido nitrico (NO) é fundamental na regulacdo do ténus vascular e funcao
vasomotora. A reducdo da biodisponibilidade de NO predispbe a disfuncéo
endotelial. O efeito vasodilatador do NO é equilibrado por fatores como endotelina-1

e angiotensina Il (Puntmann et al, 2011).

O acumulo de LDL (lipoproteina de baixa densidade) na parede vascular &
também um evento primario na aterosclerose. As particulas de LDL sofrem oxidac&o
no espaco subendotelial e sdo reconhecidas como auto-antigenos gerando
estimulos pré-aterogénicos. As LDL oxidadas recrutam monocitos e linfocitos T
circulantes constituindo as chamadas células espumosas (foam cells) no
subendotélio da parede vascular (Dokken, 2008). Essas células liberam mediadores
inflamatorios, promovem a proliferacdo de leucécitos, de células endoteliais e de

células do musculo liso para formacéo da placa ateroscleroética (Lusis, 2000).

As complica¢gBes de maior importancia clinica estdo associadas a ruptura ou
erosdao da lesdo (Libby e Theroux, 2005). A perda da integridade da placa
aterosclerotica esta relacionada a reducéo da sintese de coldgeno pelas células do
musculo liso vascular e ao aumento do seu catabolismo por clivagem proteolitica

mediada pelas metaloproteinases de matriz extracelular (Libby, 2008).
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Biomarcadores sanguineos de inflamacédo, estresse oxidativo e trombose
parecem potenciais ferramentas clinicas como preditores de risco cardiovascular

(Packard e Libby, 2008).

1.3. Biomarcadores de risco cardiovascular

1.3.1. Homocisteina

A homocisteina (Hcy) € um aminoacido formado a partir da metionina como
resultado de uma reacédo de metilacdo. A metionina € ativada por ATP para produzir
S-adenosil-metionina (SAM), o doador universal de grupos metila para a metilacdo
de acidos nucléicos, proteinas, polissacarideos e fosfolipidios. S-adenosil-L-
homocisteina (SAH) €& um subproduto das reacbes SAM-metiltransferases

dependentes (Finkelstein, 1998).

Os niveis de homocisteina sdo regulados pela sua remetilacdo a metionina ou
transsulfurac@o a cisteina. Na maioria dos tecidos, os grupos metila para reacédo de
remetilacdo sao derivados do 5-metiltetraidrofolato em uma reagédo dependente de
vitamina B12, enquanto que no figado e no rim o doador de grupos metil é a betaina

(Selhub, 1999).

As reacoes de transsulfuracdo sao irreversiveis e requerem vitamina B6 para
sintetizar cisteina. A cisteina € um precursor da glutationa, uma molécula essencial

para defesa celular em resposta ao estresse oxidativo (Finkelstein e Martin, 2000).
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Figura 3. Metabolismo da Homocisteina. (Hoffman, 2011).

A homocisteina estd presente no soro em varias formas e proporcdes: a
forma livre reduzida (menos de 2%), forma conjugada por meio do radical sulfidril
(SH) a proteinas plasmaticas (70 a 80%) e a forma combinada a outro aminoacido
sulfurado (20 a 30%), formando homocistina (dimero da homocisteina) ou dissulfetos
(p.ex. homocisteina-cisteina). Os niveis de homocisteina total no sangue s&o

dosados através da reducao desses dissulfetos (Refsum et al, 1985).

A hiperhomocisteinemia pode ser classificada em: moderada (16 — 30 pM),
intermediaria (31-100 uM) e grave (>100 pM) (Cheng e Kaplowitz, 2004). Os niveis
normais de homocisteina em humanos ficam entre 5 e 15 uM (Lentz e Haynes,

2004; Ueland et al, 1993).

Os principais fatores relacionados aos niveis elevados de homocisteina
incluem deficiéncia das vitaminas B6, B12 e folato, problemas renais (clearance da
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Hcy é 70% renal) e erros inatos do metabolismo da homocisteina (deficiéncia das
enzimas cistationina B-sintase e metilenotetraidrofolato redutase). Algumas drogas
como carbamazepina, metotrexato, metformina, fibratos e levodopa, além de
psoriase, cancer e hipotireoidismo podem causar hiperhomocisteinemia leve

(Abraham e Cho, 2010).

McCully, em 1969, foi o primeiro a propor a hipétese de associacédo entre
doencas vasculares e hiperhomocisteinemia. Estudos subsequentes foram
realizados para avaliar a conexdo metabdlica da hiperhomocisteinemia com as

doencas vasculares, entretanto os resultados ainda sao contraditérios.

Um estudo de metandlise indicou que a cada aumento de 5 umol/L nas
concentracdes séricas de Hcy, tem-se um aumento de 20 a 30% no risco de doenca
cardiaca isquémica (Wald et al, 2002). O aumento nos niveis plasmaticos de
homocisteina tem sido positivamente associado ao grau de gravidade de
insuficiéncia cardiaca em pacientes com infarto do miocardio prévio (Agoston-

Coldea et al, 2011; Washio et al, 2011).

Resultados de uma pesquisa demonstram que 40% dos pacientes
diagnosticados com doenca arterial coronariana, doenca vascular periférica e
trombose venosa exibem hiperhomocisteinemia (Lawrence de Koning et al, 2003).
Uma relacdo causal entre elevados niveis de homocisteina e aterosclerose tem sido

reportada (Zhou e Austin, 2009).

Estudos in vitro confirmam a propriedade pro-inflamatéria da Hcy em células
do musculo liso vascular, endotélio e mondcitos, através da inducdo de quimiocina
(IL-8 e MCP-1), aumento da expresséao de citocinas (IL-1, IL-6, IL12) e moléculas de

adesdo das células endoteliais (P-selectina, E-selectina, ICAM-1) (Desai et al, 2001,
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Zeng et al, 2003; Su et al, 2005; Wang, 2001; Alkhoury et al, 2011). A Hcy exerce
efeito estimulatorio em outros mediadores inflamatorios, incluindo proteina C-reativa

(PCR) (Holven et al, 2006).

Um dos mecanismos moleculares que medeia estes efeitos da Hcy parece
envolver a ativagdo do fator nuclear KB (NF-kKB), através da geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) decorrente da estimulacdo de NAD(P)H oxidase pela
Hcy (Au-Yeung et al, 2004). As ERO geradas pela oxidacdo da Hcy (superoxido e
peroxinitrito) também promovem a reducdo da atividade da Oxido nitrico sintase
endotelial (eNos) desencadeando disfuncdo endotelial através do comprometimento

da geracdo do 6xido nitrico (Zhang et al, 2000; Dayal and Lentz 2005).

Em cultura de células endoteliais a Hcy reduziu a atividade da Glutationa
Peroxidase (GPx) comprometendo o sistema de defesa antioxidante (Handy et al,

2005).

Apoptose mediada pela Hcy foi observada em células endoteliais cardiacas
de ratos, através da producdo de ERO e disfuncédo mitocondrial. (Tyagi et al, 2006).
Além disso, a homocisteina, através da sua acéo oxidante, promoveu a liberacao de
Ca'™ das reservas intracelulares e consequentemente, disfuncédo e estresse do
reticulo endoplasmatico (ER) (Li et al, 2011). Em um modelo animal de
hiperhomocisteinemia (HHcy), observou-se disfuncdo do remodelamento endotelial
através do desequilibrio da razao colageno/elastina e MMP/TIMP (Basu et al, 2011).
A Hcy parece favorecer a formacéo de trombos através do seu efeito na adeséo e
agregacéao plaguetaria e em alguns fatores de coagulagéo (Lijfering et al, 2007; Olas
et al, 2008). Tem-se sugerido que elevados niveis de homocisteina podem promover

a oxidagao de LDL (Seo et al, 2010).
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Figura 4. Efeito molecular do estresse oxidativo mediado pela Hcy. Espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio geradas pela hiperhomocisteinemia promovem
dano molecular e consequentemente disfuncdo vascular (Steed et al, 2011).

A Hcy pode sofrer um processo de homocisteinilagdo catalizado pela enzima
metionil-tRNA sintetase, formando Hcy-tiolactona, um éster bastante reativo. A Hcy-
tiolactona pode modificar a estrutura e funcdo de proteinas induzindo apoptose e
resposta autoimune e inflamatoria nas células endoteliais (Kerkeni et al, 2006;
Jakubowski, 2004 e 2005). A homocisteinilacdo do fibrinogénio tem sido relacionada
a alteracdes na estrutura e no processo de dissolucédo do coagulo de fibrina (Sauls

et al, 2006).

Reducéo dos niveis de homocisteina foi relatado em pacientes tratados com
folato e vitaminas B6 e B12 (Clarke et al, 2002). Apesar da redu¢do nos niveis de
homocisteina, o folato ndo parece reduzir a incidéncia de infarto do miocardio,
acidente cérebro-vascular e doenca cardiaca coronariana (Clarke et al, 2011; Zhou

et al, 2011).
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A hipotese da causalidade da Hcy foi contestada através da interpretacédo de
um estudo indicando um possivel efeito do dano vascular na concentracdo de
homocisteina, sugerindo a importancia da Hcy como um marcador e ndo como

causa de DCV (Kaul et al, 2006).

A SAH tem sido sugerida como um melhor indicador de DCV que a Hcy
(Kerins et al, 2001). Aumento de SAH promove um feedback inibitério de
metiltransferase dependente de SAM, incluindo DNA metiltransferases (James et al,
2002). Inibicdo da atividade da DNA metiltransferase 1 (DNMTL1), resulta em
demetilagdo do promotor da ciclina A e supressao da transcricdo do gene da ciclina
A, 0 que promove parada do ciclo celular G1/S e consequentemente inibicdo do
crescimento das células endoteliais. Reducdo da reendotelizacdo, associada a
proliferacdo das células do musculo liso vascular, favorecem 0 processo

aterosclerotico (Jamaluddin et al, 2007).

O acumulo de SAH associado ao aumento de Hcy inibe a metilagdo “de novo”
de fosfolipidios, importante no metabolismo de acidos graxos insaturados, alterando
a composicdo da membrana lipidica. Essa alteracdo induz estresse do reticulo
endoplasmatico com ativacdo das proteinas ligadas ao elemento regulador de
esterol (SREBPSs) capaz de ativar genes que codificam a biossintese de lipidios os
quais podem ser responsaveis pelo desenvolvimento de doencas cardiovasculares

(Tehlivets, 2011).

1.3.2. Folato

Deplecdo de folato tem sido associada ao aumento dos niveis de

homocisteina. Um estudo demonstrou que a ingestdo de 15mg/dia de folato e
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1mg/dia de vitamina B12 reduziu em 30% a concentracdo plasmatica de Hcy em

pacientes em hemodidlise (Azadibakhsh et al, 2009).

O folato tem sido implicado como um varedor de radicais peroxil e hidroxil
(Joshi et al, 2001). Estudos sugerem que propriedades antioxidantes do folato
podem melhorar a funcéo vascular através de mecanismos independentes dos seus

efeitos nos niveis de homocisteina (Ashfield et al, 2001; Doshi et al, 2002).

1.3.3. Creatina Kinase

Enzimas séricas como Creatina Kinase (CK) tém sido avaliadas como
marcadores cardiacos indicativos de dano ao miocardio. A CK é encontrada em
musculo cardiaco, mas também em musculo esquelético, cérebro, rim e em menor
qguantidade, em pulméo e trato gastrointestinal. Devido a esta inespecificidade, a CK
total € utilizada como teste de investigacdo para avaliar a necessidade de testes

mais especificos como a isoenzima CK-MB (Karras e Kane, 2001).

Pacientes com sindrome coronariana aguda apresentaram significante
correlacdo entre elevados niveis de CK e incidéncia de mortalidade ou infarto. A
elevacado da CK é sugerida como um preditor de pior desfecho cardiaco (Savonitto et

al, 2002).

Niveis elevados de CK mostraram-se de importancia prognostica em
pacientes submetidos a intervencdo coronariana percutanea com elevacdo do
segmento ST. Os picos de CK foram associados a uma menor fracdo de ejecéo do
ventriculo esquerdo, maior tempo de hospitalizacdo e maior mortalidade no periodo
de um ano (Nienhuis et al, 2008). Elevacao do pico de CK tem sido reportada como
indicador na avaliacdo de ruptura do miocardio secundaria ao infarto do miocéardio

(Yuan et al, 2011).
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1.3.4. Proteina C-reativa

A proteina-C-reativa (PCR) é considerada um marcador sensivel, mas néo
especifico, de doencas inflamatérias, e tem sido associada a doencas
cardiovasculares. Além de ser considerada um marcador inflamatério de
aterosclerose e eventos coronarianos, a PCR € também um mediador da doenca,
pois contribui na formacéo da leséo, ruptura da placa e trombose coronariana por

interagir e alterar o fendétipo das células endoteliais (Wang et al, 2003).

Algumas evidéncias sugerem que a PCR pode ter um efeito pré-inflamatério
direto. Elevados niveis de PCR promoveram aumento na expressao de moléculas de
adesao endotelial, tais como, molécula-1 de adesédo a célula vascular (VCAM-1),
molécula-1 de adesao intercelular (ICAM-1) e E-selectina em cultura de células

endoteliais de veia umbilical (Wadham et al, 2004).

A propriedade aterogénica da PCR tem sido mostrada em células endoteliais
de aorta humana (HAECs) através da inducdo da sintese e expressdo da IL-8, um
potente quimioatraente que medeia a adesao celula endotelial-mondcito, através da

transcricdo de NF-kappa B (Devaraj et al, 2004).

Um grupo de pesquisadores verificou a acao inibitoria da PCR sobre a enzima
eNOS em HAECs, através da reducdo da disponibilidades de tetrahidrobiopterina
(BH4), um cofator da ezima, da producdo de superoxido via NADPH oxidase, e
também alteracdo na fosforilacdo e dimerizagcdo da eNOS (Singh et al, 2007). Os
efeitos pro-aterogénicos da PCR sdo mediados pela sua ligacdo a receptores

Fcgama | (CD64) e Fcgama Il (CD32) das células endoteliais (Devaraj et al, 2005).

A PCR também apresenta um efeito pro-aterogénico direto nas células do

muasculo liso vascular. A PCR aumenta a expressdao dos receptores tipo 1 de
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angitensina (AT1- R) e potencia o efeito da angiotensina no desenvolvimento e
progressdo da aterosclerose, na migracdo, proliferacdo e producdo de espécies

reativas de oxigénio (Wang et al, 2003).

Um modelo de camundongos transgénicos expressando PCR humana
demonstrou que a superexpressdo da PCR estd envolvida no processo de
remodelamento adverso do ventriculo esquerdo apds infarto do miocardio,
promovendo dilatacdo ventricular esquerda e perda funcional. Este estudo também
verificou aumento da taxa apoptotica (aumento da expressdo de Bax e reducdo da
expressdo de Bcl2), infiltracdo de macrofagos, aumento da expressdo da proteina
guimiostéatica de mondcitos (MCP-1) e da expressao e atividade da metaloproteinase

de matriz extracelular-9 (MMP-9) na zona border do infarto (Takahashi et al, 2010).

1.3.5. Ferritina

O ferro é essencial para muitas funcbes celulares, tais como transporte de
oxigénio e elétrons, fixacdo de nitrogénio e sintese de desoxinucleotideos.
Entretanto, o ferro livre pode catalisar a formacao de espécies reativas de oxigénio
como radical hidroxil e peroxido de hidrogénio, via reacdoes de Fenton (Halliwell e

Gutteridge, 1989).

O indicador mais utilizado para avaliar as concentracdes de ferro € o nivel
sérico de ferritina. A ferritina € uma proteina globular que age como um tampé&o
contra deficiéncia ou sobrecarga de ferro. Uma molécula de ferritina pode conter até

4.500 atomos de ferro (Fe Ill) (lancu, 2011).

Os estudos ainda sdo confltantes em relacdo a associacdo entre a
sobrecarga de ferro e doencas cardiovasculares. A “hipdtese do ferro” para doenca

arterial coronariana foi proposta primeiramente por Sullivan em 1981.
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Evidéncias da elevada concentracdo de ferritina como fator de risco para
doenca cardiaca isquémica via oxidacédo de LDL tem sido observadas. Homens com
niveis de ferritina superior a 200ug/L mostraram 2,2 vezes maior risco de infarto

agudo do miocérdio (Salonen et al,1992).

Os niveis séricos de ferritina em individuos saudaveis foram positivamente
associados aos niveis de malondealdeido, um biomarcador de lipoperoxidacao

(Mendes et al, 2009).

A ferritina tem sido associada a alteracdes no metabolismo lipidico. Altas
concentracbes de ferritina foram significativamente associadas ao aumento na
concentracdo plasmatica de triglicerideos e LDL oxidado, bem como, reducdo do
HDL (lipoproteina de alta densidade). A concentracdo de ferritina mostrou-se um
preditor independente da atividade da Lipoproteina associada a fosfolipase A2 (Lp-

PLA2), um marcador inflamatério de risco cardiovascular (Merofio et al, 2011).

Tuomainen et al, 2003 observaram uma associacdo direta entre os niveis
séricos de ferritina e os oxiesterdis circulantes, produtos ativos no desenvolvimento

do processo ateroscleratico.

Estudo realizado na populacdo sul coreana, verificou a associagcdo entre as
concentragbes de ferritina e o aumento na incidéncia de sindrome metabdlica e

diabetes mellitus (Lee et al, 2011).

Suh et al, 2000 verificaram, em figado de ratos, uma importante funcao
enzimatica da ferritina no catabolismo do folato. Altos niveis de ferritina foram
associados a baixa disponibilidade de folato e consequentemente baixas taxas de

remetilacdo da homocisteina. Alguns trabalhos mostram o efeito da perturbacdo da
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concentracdo do ferro, sobre os efeitos deletérios da homocisteina na funcéo

endotelial (Zheng et al, 2002 e 2006).

Contrariamente, alguns estudos nao confirmam a associacao entre a ferritina
e o risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Sempos et al, 2000;
Knuiman et al, 2003). Uma revisdo publicada recentemente mostra a acdo da
ferritina como antioxidante, devido a sua capacidade de sequestrar ferro livre, um
inibidor de muitas enzimas serina-proteases, envolvidas nos processos de
angiogénese, coagulacdo e formacdo da placa aterosclerdtica. Enquanto que a
atividade pré-oxidante da ferritina pode ocorrer pela interagdo com moléculas
capazes de liberar o ferro, através de reducéo, quelacdo ou abertura de poros (Watt,

2011).

1.3.6. Metaloproteinases de Matriz Extracelular

As metaloproteinases de matriz extracelular (MMPs), endopeptidases zinco
dependentes, sdo sintetizadas por componentes estruturais da parede vascular
(células do mauasculo liso e células endoteliais), por células inflamatérias,

principalmente macrofagos, e por plaquetas (Back et al, 2010).

Em mamiferos sdo conhecidas 24 MMPs, que historicamente foram
distribuidas em grupos de acordo com sua estrutura primaria, especificidade de
substrato e localizagdo subcelular: gelatinases, colagenases, estromelisina,
matrilisina, metaloelastases e MMP tipo-membrana. Atualmente as MMPs possuem

uma taxonomia numérica (Castro et al, 2011).

A atividade catalitica das MMPs é regulada em varios niveis: transcricao,
secrecdo, ativacao e inibicdo. A inducdo da expressao dos genes das MMPs é

mediada por varias citocinas inflamatérias, hormoénios e fatores de crescimento
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(Fanjul-Fernandez et al, 2010). Essas endopeptidases sdo secretadas no espaco
extracelular em uma forma latente (zimogénio) e devem ser clivadas por outras
proteases ou MMPs para se tornarem ativas. Alguns ativadores fisioldgicos incluem
plasmina, ativador tecidual de plasminogénio (t-PA), ativador de plasminogénio tipo
uroquinase (UPA), oxidantes e dissulfetos. Agentes néo fisiolégicos (compostos
alquilantes e ions de metais pesados) através de alteracdo da interacdo zinco-
cisteina ou perturbacdes alostéricas do zimogénio por autolise também podem ativar
as MMPs. A inibicdo € mediada por quatro inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMP) (Morancho et al, 2010). Existem também inibidores artificiais de MMPs,
sendo os mais conhecidos os antibidticos da classe das tetraciclinas (Liu et al,

2006).

As MMPs, através de processos proteoliticos, promovem o remodelamento da
matriz extracelular (MEC), importante em processos fisiolégicos e patoldgicos. Essas
endopeptidases facilitam a migracdo celular, regulam a arquitetura tecidual,
modulam a atividade de moléculas de sinalizacdo e ativam citocinas, quimiocinas,
fatores pro-angiogénicos (VEGF, TGF-b), receptores de superfice celular, fatores de
crescimento e outras proteases. As MMPs contribuem, portanto, para 0s processos
de proliferacéo, diferenciagéo, adesao, migracao e apoptose celular (Dejonckheere

et al, 2011).

Embora outras MMPs possam ser relevantes, as gelatinases MMP-2 e a
MMP-9 tém sido fortemente implicadas na patofisiologia das doencas
cardiovasculares, incluindo aterosclerose, hipertenséo, insuficiéncia cardiaca e
doenca cardiaca isquémica (Fanjul-Fernandez et al, 2010 ; Fontana et al, 2012). As

gelatinases degradam varios substratos: coladgeno desnaturado (gelatina), elastina,
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fibronectina, laminina, proteoglicanas e colageno tipo IV, o maior componente da

membrana basal (Fontana et al, 2012).

MMP-2 e MMP-9 parecem desempenhar importante papel na regulagcéo da
migracao e proliferacdo de células do musculo liso vascular na lesao aterosclerotica
através da sua agdo sobre componentes da membrana basal responsaveis por
modular a comunicacgao célula-célula (Kai et al, 1998).

Além da sua acgdo na matriz extracelular, a MMP-2 tem importante fungéo
intracelular. A MMP-2 é uma proteina constitutiva, expressa em cardiomiécitos
normais, fibroblastos, células do musculo liso vascular e endotélio de artérias e veias
normais. A MMP-9 esta normalmente associada com células inflamatérias ativadas

como leucécitos e macréfagos (Castro et al, 2011)

Alguns estudos demonstram associacdo entre niveis elevados de MMP-9,
remodelamento ventricular esquerdo apos infarto do miocardio (Kelly et al, 2007) e
aneurisma de aorta abdominal (Takagi et al, 2009). Aumento de MMP-2 tem sido
observado em pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva (Yamazakki et al,
2004) e disfuncédo do miocardio por acdo em proteinas do citoesqueleto (Sung et al,
2007). Gresele et al (2011) também observaram aumento na liberacdo intra-

coronariana de MMP-2 e MMP-9 em pacientes com sindrome coronariana aguda.

Altos niveis de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a e IL-1b) produzidas pelo acumulo de células inflamatérias
durante processos isquémicos, induzem a expressao transcricional e ativacdo pos-
translacional das MMPs (Dejonckheere et al, 2011). As MMP-2 e MMP-9 possuem
distintos elementos promotores e padrao de expresséao durante a doenca isquémica

(Fanjul-Fernandez et al, 2010).
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Outros fatores de risco cardiovascular como fumo, diabetes, aumento de
lipidios (especialmente LDL oxidada) aumentam a expressao e ativacdo das MMPs

(Liu et al, 2006).

As MMPs podem prejudicar os mecanismos de reparo do dano ao DNA
induzido por estresse oxidativo através da clivagem de poli (ADP-ribose) polimerase

(PARP) em cultura de cardiomidcitos (Yang et al, 2010).

Tém sido identificados polimorfismos que afetam a regido promotora dos
genes das MMPs, influenciando a eficiéncia da transcricdo (Spinale, 2007). O alelo T
do gene MMP-9 apresenta maior atividade do gene promotor e tem sido relacionado
ao aumento dos niveis plasmaticos de MMP-9 e a maior mortalidade cardiaca
(Mizon-Gérard et al, 2004). Alta frequéncia do alelo T do gene da MMP-9 tem sido

observada em pacientes com THB (Rybakowski et al, 2009).

Mecanismos epigenéticos podem contribuir na regulacdo das MMPs.
Hipometilagdo do promotor da MMP-9 tem sido associada ao aumento dos niveis de

MRNA da MMP9 (Yan e Boyd, 2007).
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar biomarcadores de risco cardiovascular em pacientes com transtorno
de humor bipolar em dois momentos: durante um episédio maniaco e apdls a

remissao dos sintomas e comparar estes resultados com controles saudaveis

2.1. Objetivos especificos

1) Verificar os niveis séricos de homocisteina, folato e vitamina B12, em
pacientes bipolares em episddio maniaco e apds a eutimia e comparar com
individuos controles.

2) Avaliar marcadores inflamatérios, como proteina c-reativa e ferritina em soro
de pacientes bipolares em episédio maniaco e apds a eutimia e comparar
com individuos controles.

3) Verificar os niveis séricos de creatina kinase, um indicador de dano cardiaco,
em pacientes bipolares em episédio maniaco e apds a eutimia e comparar
com individuos controles.

4) Caracterizar a expressao das metaloproteinases de matriz extracelular, MMP-
2 e MMP-9, em sangue total de pacientes bipolares em episédio maniaco e

apos a eutimia e comparar com individuos controles.
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3. RESULTADOS

Os objetivos dessa tese foram compilados em 2 capitulos

Capitulo I. Homocysteine and other markers of cardiovascular ri sk during a
manic episode in patients with Bipolar Disorder. Fabria Chiarani, Juliana
Fernandes Tramontina, Keila Maria Ceresér, Mauricio Kunz, Leonardo Paim,
Carmen Regla Vargas, Angela Sitta, Angela Terezinha de Souza Wyse, Sérgio Pinto
Machado® Flavio Pereira Kapczinski. Artigo aceito para publicacdo na Revista

Brasileira de Psiquiatria.

Referente aos objetivos 1,2 e 3

Capitulo II. Expression of Matrix Metalloproteinases in Patient s with Bipolar
Disorder. Fabria Chiarani, Gabriel Rodrigo Fries, Laura Stertz, Keila Maria Ceresér,
Mauricio Kunz, Angela Terezinha de Souza Wyse, Flavio Pereira Kapczinski. Artigo

submetido para publicacdo na Revista Cardiovascular Toxicology.

Referente ao objetivo 4
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RESUMO

Objetivo: O transtorno de humor bipolar (THB) esta associado com alto risco de
morbidade e mortalidade cardiovascular. Avaliamos o0s niveis seéricos de
biomarcadores associados com doencas cardiovasculares em pacientes com THB.
Cada paciente foi avaliado em dois momentos: durante um episédio maniaco e apos
a remissdo dos sintomas. Todas as analises foram comparadas com controles
saudaveis. Métodos: Selecionamos 30 pacientes com THB e 30 controles pareados
por sexo e idade. Foram analisados os niveis de: homocisteina (Hcy), folato,
vitamina B12, ferritina, creatina kinase (CK) e proteina-C-reativa (PCR). Resultados :
Os niveis de Hcy foram significativamente maiores em pacientes comparados aos
controles. Essa significancia ndo persistiu quando estes valores foram ajustados
para o indice de massa corporal (IMC). Os niveis de folato, vitamina B12, CK e PCR
dos pacientes foram similares aos controles. Quando comparado os episodios de
mania e eutimia nos pacientes com THB, ndo foram verificadas diferencas nesses
parametros, exceto quanto aos niveis de ferritina que apresentaram-se reduzidos na
mania comparado a eutimia e controles. Conclusdes: Nossos achados nao
corroboram a ideia de que alteracbes de biomarcadores de risco cardiovascular
estejam relacionadas a um episédio agudo de mania. No entanto, mais estudos sao
necessarios para determinar provaveis fatores de risco e mecanismos associados a

predisposicao cardiovascular no THB.

Descritores: Homocisteina, ferritina, transtorno bipolar, doencas cardiovasculares
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ABSTRACT

Objective: The goal of the study was to evaluate serum levels for different
biomarkers associated with cardiovascular disease in patients with bipolar disorder
(BD). Patients were prospectively evaluated in two separate instances: during acute
mania and after remission of manic symptoms. All measurements were compared
with healthy controls. Methods: The study included 30 patients with BD and 30
healthy controls. Patients and controls were matched for gender and age.
Biochemical parameters evaluated included homocysteine (Hcy), folic acid, vitamin
B12, ferritin, creatine-kinase (CK) and C-reactive protein (CRP). Results: When
compared to controls, Hcy levels were significantly higher in the BD patients during
mania and after achieving euthymia. When Hcy was adjusted for body mass index
(BMI), there was no significant difference between patients and controls. Ferritin was
the only marker that showed a significant decrease during mania when compared to
both euthymic patients and controls. There were no significant differences for folate,
vitamin B12, CK and CRP. Conclusions: Our findings do not show an association
between alterations of markers of cardiovascular risk during manic episodes. Further
studies are necessary to determine risk factors and mechanisms associated with

cardiovascular predisposition in patients with BD.

Descriptors: Homocysteine, ferritin, bipolar disorder, cardiovascular disease
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INTRODUCTION

Individuals with BD have significantly higher mortality rates than the general
population.’) Medical diseases are common in BD patients and may affect the

course, severity and treatment of the disorder.®

Cardiovascular and cerebrovascular conditions are the leading causes of
natural death among BD patients, excepting suicide or accidents.®? It has been
hypothesized that patients with a history of mania or hypomania may show a greater
prevalence of vascular disease when compared with patients with major depression

or other mental disorders. @

Hyperhomocysteinemia (HHcy) has been associated with increased risk of
cardiovascular and cerebrovascular disease.® A meta-analysis of Hcy and
cardiovascular disease associations showed that for every increase of 5-umol/L in
serum Hcy concentration, the risk of ischemic heart disease increased 20.0% to
30.0%.©® Studies also indicate that Hcy is associated with several important
components of atherogenesis, including endothelial dysfunction, platelet and immune

activation and inflammation."®

Determinants of HHcy, such as low concentrations of folate and vitamin B12
coenzymes, which are involved in Hcy metabolism, are also associated with
increased risk of vascular damage.®? It is still undetermined whether HHcy itself or
low concentrations of vitamin B12 and folate are the atherogenic factors that trigger
vascular disease. Individuals with low folate levels or intake have shown a higher risk

of CVD; it is possible that these associations may be independent of Hey.™
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Studies show that the iron storage protein, ferritin, has an important enzymatic
function in folate catabolism. Thus, it may be associated with higher Hcy

concentrations by reducing the availability of one-carbon units for remethylation.®?

Studies have established that depressive symptoms or episodes increase the
risk for incident cardiovascular disease.®*** To our knowledge, there are few studies
that examined the relationship between manic episodes and CVD. Results of a
prospective cohort study of participants with bipolar disorder showed that (hypo)
manic symptoms independently predicted cardiovascular mortality; the results also
showed that mood disorders may mediate vascular disease. This mediation may
occur through mechanisms that are independent of, and distinct from traditional risk
factors."*> In this same vein, one study has provided support for the notion that
alterations in cardiac variability and predictability in BD may indeed be state-

dependent.®®

CK enzymes are fundamental for energy metabolism. These enzymes connect
mitochondrial ATP-producing and cytosolic ATP-consuming processes. The enzymes

are thus of central importance for cellular energy homeostasis.*”

CRP is considered a marker of systemic inflammation. Prospective studies have
shown a direct association between CRP levels and the risk for developing

cardiovascular disease.&19

The goal of the present study was to evaluate Hcy, folate vitamin B12, CRP,
ferritin and CK levels within the same patient during manic state and euthymic state;

these evaluations are compared with controls.
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MATERIALS AND METHODS

Patients with BD were recruited the Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
Porto Alegre, Brazil. All subjects underwent a comprehensive clinical interview by a
psychiatrist. The diagnosis of BD was established based on the available clinical
information. In addition, diagnosis was confirmed with a Structured Clinical Interview
for DSM-IV — Axis | (SCID-I) and a standard protocol to assess psychopathology and
clinical features. Baseline assessment, including blood sampling, was performed at
admission to the psychiatric unit. Patients had to fulfil DSM-IV criteria for manic
episodes. Treatment was naturalistic and at the discretion of the attending
psychiatrist. Patients did not have significant comorbid medical conditions. Mood
symptoms were assessed with the Young Mania Rating Scale (YMRS)®? and the
Hamilton Depression Rating Scale (HAM-D), 21-item version.”Y All raters were
trained to administer the scales; the results were assessed for inter-rater reliability.
After inclusion of the patient and an initial evaluation, patients were followed up with
weekly screenings until remission of manic symptoms, at which point they were
reassessed and blood sampling was carried out again. Patients were considered

euthymic if their score was <7 on both YMRS and HDRS scales.

Healthy controls were free of personal history of neurological or psychiatric
illnesses; they had no first-degree family relationship with a patient of psychiatric
disorder. Healthy controls and patients were matched for age and gender. All
patients and controls gave written informed consent before entering the study. All

procedures described in the study were approved by the local ethics committee.
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Five milliliters of blood were withdrawn from each subject by venipuncture and
stored in a free-anticoagulant vacuum tube. The blood was immediately centrifuged

at 3000xg for 5 min, and serum was kept frozen at —80<C until assayed.

Hcy levels were estimated by stable isotope dilution and electrospray tandem
mass spectrometry, following Magera et al (1999).*2 Hcy was detected through the
transition from the precursor to the product ion (m/z 136 to m/z 90). Homocysteine-d
(8) was added as internal standard. Serum reference values ranged from 5 to 15

pmol/L.

Quantitative folate and vitamin B12 serum levels were measured with a
chemiluminescent immunoassay by employing the competitive test principle. Serum
ferritin  concentrations were determined by chemiluminescent sandwich-type

immunoassay.

The measurement of CK levels was carried out using a system in which CK
catalyzes the transphosphorylation reaction of ADP to ATP. ATP coupled with
hexokinase-G6PD reactions produce NADPH in quantities directly proportional to the
quantity of CK in the sample. The analyses were performed by monitoring the

increase in absorbance of NADPH per minute at the wavelength of 340 nm.

The measurement of CRP in serum was performed using high-sensitivity C-
reactive protein technique (Immunoturbidimetric Latex Assay). The purified anti-
human C-reactive protein antibody, when coated in polystyrene particles and mixed
with sample containing CRP results in an insoluble complex. This complex results in
turbidity, which will expand with coated polystyrene particles. The turbidity is

proportional to the CRP concentration in the sample.
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The biochemical parameters were measured using ADVIA Centaur (Siemens
Healthcare Diagnostics, Tarrytown, NY). Statistical analyses were carried out using
SPSS software version 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA); results were considered

significant if p <0.05 and normality was assessed using the Shapiro-Wilk test.

Comparisons between bipolar patients and between patients and controls
were carried out using Generalized Estimating Equations (GEE). The GEE procedure
is used for analysis of repeated measures. Cases are assumed to be dependent
within subjects and independent between subjects. Gaussian distribution was
evaluated for variables with symmetric profile and gamma distribution for variables
with asymmetric profile. Body mass index (BMI) was included as a covariate in the
regression model; results are presented with and without inclusion of BMI in the

analysis. Bonferroni correction was applied for multiple comparisons.

Thirty-nine manic patients were recruited upon admission to a psychiatric
inpatient unit. Nine patients were lost during follow-up due to transfer to another
medical facility or due to withdrawal of the consent to participate. Only the patients
who completed the follow-up until remission were included in the study. Therefore,
thirty patients and thirty healthy controls (15 males and 15 females in each group)
were included in the analysis. The mean age of bipolar patients was 41.15

(SD=15.83) years; and of controls, 40.84 (SD=14.95) years.

RESULTS

The BMI of bipolar patients and controls, expressed as median (25th and 75th
percentile), was 27.75 (22.41/31.82) and 26.99 (23.69/29.72), respectively. BMI was

calculated as weight divided by the height squared (Kg/m?).
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The median of the time between acute episode and remission of symptoms in
bipolar patients was 29.50 (20.50/58.00) days. The median results for (IR) HAM-D
and YMRS scores in the manic state were 3.50(1.75/5.00) and 27.50(19.00/30.70)
and, in euthymic state, 1.00(0.00/2.50) and 1.00(0.00/4.00). Table 1 shows the

evaluated parameters.

Out of the parameters evaluated, only Hcy levels were higher in bipolar
patients in comparison with controls. The values did not differ within the same bipolar
patient during manic and euthymic states. The difference between patient and control

Hcy levels did not persist when BMI was included as a covariate.

No statistically significant differences were found in folate and vitamin B12
levels in the comparison between bipolar patients and controls. These levels
persisted within bipolar patients throughout symptomatic recovery. The values of

serum folate and serum vitamin B12 were within normal range.

Ferritin levels were within normal range in all subjects. However, these levels
were lower in patients during mania in comparison with patients in euthymia, and in
comparison with healthy controls. The result for ferritin levels persisted when BMI

was included as a covariate.

CRP levels of bipolar patients were not significantly different between the
manic and euthymic states. No significant differences were observed in the
comparison between patients and healthy controls. CK levels were originally
significantly higher in manic patients; however, the difference occurred due to a few
outliers that showed elevated CK levels. The elevation in CK was probably

associated with the use of intramuscular medication or with psychomotor agitation. In
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the present study, we did not collect data on the frequency of use of IM medication or

level of physical agitation during follow up.

DISCUSSION

Bipolar disorder is strongly associated with changes in cardiovascular function.
The etiology of excess CVD is multifactorial and it possibly includes genetic and

lifestyle factors, and treatment effects.®®

A moderately increased plasma level for Hcy and genetic factors associated
with enzymatic abnormalities of folic acid and Hcy metabolism plays an important

role in the development of cardiovascular disease (CVD).?*%®

Most studies that reported higher Hcy levels in bipolar patients were carried
out during euthymia and focused on functional and cognitive deterioration.?*?® To
our knowledge, this is the first study to assess Hcy levels in the same patients in both
states: mania and euthymia; it is also the first study to try to relate Hcy with markers

of cardiovascular disease.

Our findings show that serum Hcy levels did not change as a function of state
in BD. The results also show that BMI is a determinant of Hcy levels. The significant
influence of BMI in Hcy levels corroborates the results of a cohort study;®® the

results also show the importance of assessing this variable in future studies.

Median serum concentration of folate and vitamin B12 were within normal
range and did not differ between patients and controls. These levels did not change
between the two mood states in the same patient. CRP levels were also within

normal range when compared with controls.
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The finding of lower ferritin values during manic episode in comparison with
euthymia and controls has not been elucidated. Ferritin decrease has been
associated with other psychiatric disorders, such as attention deficit—hyperactivity,
schizophrenia and major depression.®%*? Studies have described direct pro-
inflammatory effects of iron deficiency on macrophages and foam cells.®® Other
methods can be used to estimate cellular iron stores in patients. The lower levels of
ferritin in the manic state may be due to limited external supply of iron and/or vitamin
C. Our patients did not report having used drugs or infections that could impair the

absorption of iron or be associated with blood loss.

The present study has specific limitations. The reduced sample size may have
limited the statistical power necessary to show significant differences between the
groups. The p values of CRP (0.056) do suggest, however, a tendency of finding
higher levels of CRP in patients with BD in comparison with healthy controls. In the
study we chose to minimize the chance of obtaining false positives by using the
Bonferroni correction; this choice may increase the probability of producing false
negatives. Another limitation of the study is the lack of information about other
confounding variables, such as the number of previous episodes and lifestyle (eating

habits and physical activity).

The influence of medication in Hcy levels is controversial. Studies have shown
no significant differences in Hcy levels between patients administered lithium in

comparison with those not administered lithium, neuroleptics or valproate.®¥

Given the substantial risk of cardiovascular disease, rigorous assessment of
cardiovascular risk is warranted for patients with bipolar disorder. Modifiable risk

factors should be treated when identified. Further research is needed to study
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mechanisms by which the elevated risk for cardiovascular disease is mediated.
Delivery of medical and psychiatric care should be integrated for individuals with

bipolar disorder.
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Table 1: Mean and Standard Deviation (SD) of biochemical parameters

Bipolar Patients Controls
Mania Euthymia
Mean SD Mean SD Mean SD p p*
Homocysteine 7.74  0.99 7.66 0.87 417 0.63 0.003 t 0.101
(umol/L)
Vitamin B12 425.04 33.93 433.56 46.46 345.40 19.12 0.124 0.996
(pg/mi)
Folate 1081 1.11 9.50 0.60 10.36  0.95 0.334 0.622
(ng/ml)
Ferritin 126.69 27.39 172.74 32.27 171.94 28.79 0.044t+ 0.016+t
(ng/ml)
C-Reactive 5.17 1.39 469 143 3.80 0.96 0.701 0.056
Protein
(mg/L)
Creatine 175.84 45.98 79.43 9.83 92.67 17.19 0.006 t 0.112
Kinase
(U/L)
T p<0,05

* adjusted by BMI (Body Mass Index)
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ABSTRACT

Objective : High cardiovascular mortality has been demonstrated in bipolar disorder
(BD). There is evidence indicating that matrix metalloproteinases (MMPs) are
implicated in cardiovascular disease. We evaluated the expression pattern of MMP-2
and MMP-9 in blood from patients with BD during acute mania and after euthymia, in
comparison with healthy controls. Methods: Twenty patients and twenty controls
were enrolled and matched for sex and age. Messenger RNA (mRNA) levels for
MMPs were measured by real-time quantitative PCR. Body mass index (BMI) was
measured for all the subjects. Results : There were no significant differences in the
MRNA expression of MMP-2 and MMP-9 in patients and controls. mMRNA levels were
not significantly different during mania and euthymia. However, mRNA levels for
MMP2 were negatively associated with BMI in BD and positively associated with BMI
in controls. There was no difference in the pattern expression of MMP-9 between
patients and controls. Conclusions: Our results suggest a different pattern of
association between MMP-2 and BMI in the BD comparing to controls. This finding
may be associated with an increased activity of MMP-2, as suggested by previous
studies. The role of MMPs in BD needs further investigation to better understand

their relationship with cardiovascular risk.

KEYWORDS: bipolar disease; matrix metalloproteinases; cardiovascular disease;

mania; euthymia
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INTRODUCTION

Bipolar Disorder (BD) is a mood disorder in which the patients cycles through
episodes of mania and depression. Its prevalence is thought to be around 4% of the
population (1). Substantial health care costs have been attributed to BD due to the

high comorbidity rates associated with general medical conditions (2).

Individuals with BD are at greater risk than the general population for several
medical conditions and have a life span 25 to 30 years shorter due primarily to
premature cardiovascular disease (CVD) (3,4). Five-fold increased risk of CVD has
been found among adults with BD versus controls (5). After suicide and accidents,
cardiovascular and all vascular diseases are the leading causes of death in these

patients (6).

Results of a prospective cohort study of participants with BD showed that
(hypo) manic symptoms independently predicted cardiovascular mortality, and that
mood disorders may mediate vascular disease through mechanisms independent of
and distinct from traditional risk factors (7). Furthermore, one study provides support
for the concept that alterations in cardiac variability and predictability in BD may
indeed be state-dependent (8). Although evidenced by several studies, the
mechanisms underlying the high cardiovascular risk in BD are not completely

understood.

Matrix metalloproteinases (MMPs) are a group of endopeptidases produced by
the structural components of the vascular wall and inflammatory cells, with capacity
to cleave several components of the extracellular matrix (ECM). MMPs degrade a

number of substrates from ECM, including denatured collagen (gelatin), elastin,
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fibronectin, and collagen type IV. In addition, the MMP-2 and MMP-9 cleave different
bioactive molecules, including cytokines, chemokines, cell surface receptors and

growth factors (9).

The gelatinases, MMP-2 and MMP-9, are seen as significant contributors in
several cardiovascular diseases, including atherosclerosis, hypertension, heart

failure and ischemic heart diseases (10,11).

Pathological processes, including inflammation and oxidative or nitrosative
stress, play important roles in influencing the expression, secretion, and activation of
both MMPs (12). Oxidative and inflammatory pathways are suggested to be capable

of explaining some of the clinical features of BD (13).

Given the importance of MMPs, especialy MMP-2 and MMP-9, to
cardiovascular diseases, and based on evidences that show an increased risk of
cardiovascular mortality in BD, the present study aimed to evaluate the mRNA
expression of MMP-2 and MMP-9 in blood of patients with BD during manic episode

and after achieving euthymia, comparing them with healthy subjects.

MATERIALS AND METHODS

Patients with BD were recruited at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA), Porto Alegre, Brazil. All subjects had a comprehensive clinical interview by a
psychiatrist. The diagnosis of BD was established based on all the available clinical
information and confirmed with a Structured Clinical Interview for DSM-IV — Axis |
(SCID-1) and a standard protocol to assess psychopathology and clinical features.
Baseline assessment including blood sampling was performed at admission to the
psychiatric unit. Patients had to fulfill DSM-IV criteria for a manic episode. Treatment

was naturalistic at the attending psychiatrist’'s discretion. Patients did not have
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significant comorbid medical conditions. Mood symptoms were assessed with the
Young Mania Rating Scale (YMRS) (14) and the Hamilton Depression Rating Scale
(HAM-D), 21-item version (15). A second assessment was done after remission of
manic symptoms. Patients were considered euthymic if they scored <7 on both

YMRS and HDRS scales.

Healthy controls had to be free of a personal history of neurological or
psychiatric illness and had to have no first-degree relative with a psychiatric disorder.
Patients and healthy controls were matched for age and gender; both were free of
clinically apparent cardiovascular disease and gave written informed consent before
entering the study. All procedures described in this study received approval from the

local ethics committee.

RNA extraction and cDNA synthesis

Peripheral blood was collected from patients and healthy volunteers in
PAXGene Blood RNA Tubes (PreAnalytiX) and total RNA was isolated from whole
blood using PAXgene Blood RNA Kit (Qiagen), according to manufacture’'s
instructions. RNA concentrations were assessed in the NanoDrop (Uniscience)
equipment. RNA was converted to cDNA using the High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems), in a total reaction volume of 10 pL containing
2 pl of 10x RT buffer, 0.8 pl of 25x dNMT Mix (100 mM), 2 ul of 10x RT Random
Primers and 1 pl of MultiScribe Reverse Transcriptase (50 units/ml), according to
manufacture’s instructions. Reactions were performed for 10 min at 25°C, 2 h at 37°C
and 5 s at 85°C. Subsequently cDNA was kept at -20°C until used for PCR
amplification. MMP2 and MMP9 gene expression were measured by real-time

guantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) using specific
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TagMan FAM/MGB assays (Applied Biosystems, ID assay Hs01548727_ml for

MMP2 and Hs00234579_m1 for MMP9).

Expression values were normalized by B2M endogenous control expression
using a TagMan VIC/MGB endogenous control inventoried assay (Applied
Biosystems, 4326319E). Reactions were performed in ABI 7500 Real Time PCR
System, which directly detects the PCR product without downstream processing.
Reactions were carried out in a total volume of 12 pl containing 6 ul of 2x TagMan
Gene Expression Master Mix (containing ROX, Amplitag Gold DNA polimerase,
AmpErase UNG, dATP, dCTP, dGTP, dUTP, and MgCI2), 0.6 ul of 20x TagMan
Gene Expression Assay, 0.6 ul of 20x TagMan Endegenous Control, 3.8 pl of water
and 1 ul of cDNA solution. Cycling program consisted of 2 min at 50°C and 10 min at
95°C, followed by 40 cycles of 15 s at 95°C and 1 min at 60°C. All reactions were
performed in triplicates. Relative expression levels were determined by the ddCt

method, according to Livak and Schmittgen (16).

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using SPSS software version 18.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). Significance was considered when P<0.05. The normality
tests were performed by Shapiro-Wilk. All statistical tests were performed by
Generalized Estimating Equations (GEE) to compare bipolar patients with one
another and with control, using Bonferroni test as a post-hoc analysis. The gamma

distribution was used because the variables had asymmetric profile.

Body mass index (BMI) was included as a covariate in a regression model and

results are presented with and without the influence of BMI on the analysis.
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Data are presented as media and standard deviation (SD) or

median and interquartile range (IR).
RESULTS

Twenty patients and twenty healthy controls (10 males and 10 females in each
group) were enrolled in the study. The mean age of bipolar patients and controls

were 38.35 (SD=3.33) and 37.07 (SD=3.64) years old, respectively.

The BMI, defined as weight divided by the square of height (Kg/m?), of patients
with BD and controls were not statistically different. Patients had a median BMI of

27.2 (19.5/58.9) and controls of 24.2 (17.1/31.6).

Median time between acute episode and symptoms remission in bipolar
patients was 29.50 (20.50/58.00) days. The median of HAM-D and YMRS scores in
the manic state were 3.50(1.75/5.00) and 27.50(19.00/30.70) versus 1.00(0.00/2.50)

and 1.00(0.00/4.00) in euthymic state.
Table | shows the mRNA levels from bipolar patients and controls.

MRNA levels were not significantly different comparing patients with BD and
controls subjects for MMP-2 or MMP-9. However, when adjusted by BMI, the
expression pattern of MMP-2 was different in bipolar patients compared with controls.
Negative association between BMI and mRNA levels for MMP-2 was found in our
study (Figure 1). mRNA levels of both MMPs did not differ in bipolar patients between

manic and euthymic state.
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DISCUSSION

Tissue remodeling and inflammation play central roles in the cardiovascular
disease that change from acute events, such as myocardial infarction and sudden
death, to chronic diseases, such as vascular atherosclerosis and heart failure (17).
Several MMPs have been implicated in the tissue remodeling, and a critical
equilibrium between MMPs and their endogenous inhibitors must exist in order to

maintain the integrity of the cardiovascular system (18).

Evidences have implicated inflammatory abnormalities in BD. A number of
studies have reported increased levels of inflammatory cytokines, particularly tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a) may play a critical role in BD (19,20,21). A key feature
of BD is shifts in mood states, and it has been suggested that immune system

activation may vary across affective states (22).

To our knowledge, this is the first study reporting the expression of the MMP-2
and MMP-9 genes in total blood of patients with BD, a group at increased risk of
cardiovascular disease. The finding showed that MMP-2 gene transcription changes
as a function of BMI and that its expression profile is opposite when comparing

patients with BD and controls in relation to the BMI.

The influence of BMI suggests that the MMP-2 expression in total blood is
dependent of obesity status. These results are in agreement with the hypothesis of
adipose tissue acting not only to store energy, but also as an important endocrine
organ that produces and secretes a variety of inflammatory cytokines, hormones and

other metabolic players involved in the pathogenesis of atherosclerosis (23).

One study found a downregulation of MMP-2 activity in premenopausal obese

women, which was related with attenuated ECM degradation and thus abnormalities
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of left ventricular function (24). Although MMP-2 and MMP-9 are similar enzymes,
our results can corroborate with one study showing distinct promoter elements and
different spatial and temporal expression patterns of these proteases during
ischemia/reperfusion injury (12). It is possible that the type of upstream stimuli that
are operative in BD will ultimately determine the transcriptional activity of selected

MMP types.

Both nonpharmacologic and pharmacologic factors contribute to higher BMI in
mental illness. In BD, atypical depression, eating habits, behavior, physical inactivity,
and lowering of the basal metabolic rate during depression, can influence the BMI

(25).

The different mMRNA levels of MMP-2 verified may contribute to explaining a

connection between BD and some somatic illnesses as cardiovascular disease.

Some potential limitations of the present study are the small number of
subjects and the lack of information about lifestyle such as eating habits and physical
activity practices. Our next step is to study the gene expression of major MMP-9 and
MMP-2 inhibitors (TIMPs) and evaluate the MMP-9/TIMP-1 and MMP-2/TIMP-2
ratios. Furthermore, we intend to assess the circulating levels of MMP-2 and MMP-9

in these patients.

Belo et al. (26) found lower pro-MMP-2/TIMP-2 ratios in obese children and
adolescents when compared to non obese controls, while that the pro-MMP-9/TIMP-
1 ratios were comparable in these groups. Plasma levels and activity of MMP-2 and
MMP-9 are decreased in patients with essential hypertension, which may reflect
abnormal ECM metabolism. The increase of deposition of ECM components in

arterial wall facilitates the vascular fibrosis (27). Derosa et al. (28) demonstrated that
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both MMP-2 and MMP-9 plasma levels are significantly increased in obese patients
compared to controls. Perhaps the decrease in MMP-2 mRNA in response to
increase of BMI may reflect a feedback inhibition of MMP-2 transcription by the

increase in circulating active MMP-2 (29).

Our study suggests a different pattern of expression of MMP-2 associated with
BMI in patients with BD in comparison to healthy controls. This finding contributes to
the understanding of the role of inflammation and its relationship with clinical
comorbidity in BD. However, further trials are necessary to clarify the relationship
between MMPs and cardiovascular risk in BD. In addition, improved therapeutic
methods are needed to address the effects of obesity on individuals with this mental
illness. The involvement of adipose tissue and abnormalities in the immune system
appears to be a potential biological target that will likely contribute to a better

understanding of the mechanisms involved in the BD pathophysiology.
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Table I. Experimental data of mMRNA levels from bipo  lar patients and controls.

Bipolar Patients Controls

Mania Euthymia
MMP-2 1.183+0.410 1.000+0.367 1.026+0.218
MMP-9 0.879+0.232 0.817+0.267 1.399+0.302

Results are expressed as the mean * standard deviation.
% adjusted by BMI (Body Mass Index).

® The mean difference is significant at the 0.05 level.
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PARTE Il

SUMARIO DOS RESULTADOS

Niveis aumentados de homocisteina nos pacientes com transtorno de humor
bipolar comparado aos controles saudaveis. Perda de significaAncia estatistica
com a inclusdo do IMC como uma covariavel.

Niveis de homocisteina semelhantes em um mesmo paciente com THB
durante a mania e ap0s a remissao dos sintomas maniacos.

Niveis séricos de folato, vitamina B12, creatina kinase e proteina c-reativa
inalterados quando comparados os pacientes bipolares nos dois estados de
humor e com individuos controles.

Reducédo dos niveis de ferritina nos pacientes bipolares em episédio maniaco
em relacdo ao estado eutimico e aos controles.

Niveis de mRNA da MMP-2 negativamente relacionados ao IMC nos
pacientes com THB enquanto que os controles saudaveis apresentaram uma
correlacéo positiva entre os niveis de mRNA da MMP-2 e IMC.

Os niveis de mRNA das MMPs néao diferiu no mesmo paciente entre o estado

maniaco e eutimico
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5. DiscussAo

A manutencéo da saude fisica dos pacientes com doencas mentais graves €
de grande importancia. A expectativa de vida desses pacientes € em meédia 13,5 a
32,2 anos inferior a da populacdo geral. Os fatores de risco cardiovascular sdo de
particular significancia nos indices de morbidade e mortalidade de pacientes
psiquiatricos (Chacén et al, 2011).

A taxa de mortalidade por doencas cardiovasculares em paciente com THB é
estimada em 1,9 e a taxa de prevaléncia de sindrome metabdlica, a qual inclui
muitos dos fatores de risco cardiovasculares tradicionais, é de 1,6 (Murray et al,
2009). Um estudo longitudinal realizado entre 2002 e 2006 verificou elevado risco de
readmissado hospitalar por eventos cardiovasculares em pacientes com THB
(Callaghan e Khizar, 2010).

Os mecanismos que promovem elevado risco cardiovascular em pacientes
com THB parecem envolver questdes relacionadas ao comportamento, tratamento,
acesso a cuidados médicos, fatores genéticos, além dos aspectos patofisiologicos
da doenca (Weiner et al, 2011).

De acordo com o Diagnostic and Statistical Manual-IV (DSM-1V), o THB pode
ser subdividido em duas entidades diagnosticas: THB tipo | e THB tipo II. A principal
diferenca diagnostica € a severidade da elevacdo do humor. O THB | envolve
episodios maniacos mais graves, maior numero de episodios psicoticos e maior
comprometimento funcional (APA, 2000).

Estudos mostram que individuos com THBI apresentam maior risco de
mortalidade cardiovascular que os individuos com THBII. Esses autores sugerem

que a mania, diretamente (através de fatores intrinsecos da doenca) ou
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indiretamente (através de variaveis associadas a doenca) pode predispor a doenca
cardiovascular (Angst et al, 2002; Fiedorowicz et al, 2009).

A proposta dessa tese foi avaliar se pacientes com THB apresentavam
alteracbes de marcadores de risco cardiovascular em relacdo aos individuos
saudaveis e verificar se, no mesmo paciente com THB, havia variacdo desses
marcadores durante os estados de mania e apds a eutimia. Pacientes e controles
foram pareados por sexo e idade e ndo apresentavam historico de DCV de acordo
com a avaliacdo dos prontuarios e auto-relato. Conforme os resultados das escalas
de depressdo (HAM-D) e mania (YMRS) aplicadas e pela gravidade do episodio,
Nnossos pacientes séo classificados como THBI.

Resultados diferentes foram encontrados com e sem a inclusdo do IMC como
covariavel, o que demonstra a importancia desse parametro na analise dos estudos.

Os medicamentos utilizados no tratamento do THB tém sido associados
principalmente ao ganho de peso (Newcomer, 2005; Fiedorowicz et al, 2009). 50%
dos pacientes admitidos no nosso estudo utilizavam ao menos um estabilizador de
humor (litio, acido valproico) associado a um antipsicotico de primeira geracao
(haloperidol e clorpromazina) enquanto que os outros 50%, utilizavam ao menos um
estabilizador de humor associado a um antipsicotico atipico (risperidona, olanzapina,
clozapina). No nosso estudo, a interferéncia dos medicamentos é um fator de dificil
controle ja que se trata de um estudo antes e depois. Além disso, eticamente, nao
podemos interferir ou comprometer o tratamento do paciente.

No primeiro capitulo da tese, avaliamos os niveis de homocisteina, folato,
vitamina B12, ferritina, PCR e creatina kinase em pacientes com THB durante o

estado maniaco e ap0s a eutimia e comparamos com controles saudaveis.
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O papel da homocisteina como preditor de doenca vascular aterotrombotica
tem sido avaliada em varios estudos, através de mecanismos multifatoriais que
incluem estresse oxidativo e ativacdo de células inflamatdérias, células do musculo
liso vascular, células endoteliais e proteases (Lee et al, 2012). Apesar disso, no
nosso estudo, os niveis de homocisteina ndo se mostraram alterados nos pacientes
com THB em relacdo aos controles quando os dados foram ajustados para o IMC.
Os niveis séricos de folato e vitamina B12 nao foram diferentes quando comparados
os estados de mania e eutimia ou os pacientes com os individuos saudaveis. Os
resultados dessas dosagens sdo compativeis com os valores normais de referéncia.

Um artigo de revisdo publicado em 2006 verificou que os estudos
prospectivos de homocisteina e doenca vascular (determinacdo da hcy antes do
inicio da doenca vascular) reportam uma associacdo mais fraca da homocisteina
com risco cardiovascular em relacdo aos estudos retrospectivos (determinacédo da
hcy apos o inicio da doenca vascular). A discrepancia entre estes resultados de
estudos prospectivos e retrospectivos foi interpretada como indicativo de
causalidade reversa, ou seja, efeito da doenca vascular sobre a concentracdo da
homocisteina (Kaul et al, 2006). Outra revisdo publicada em 2011 também refuta a
relacdo de causalidade da homocisteina em relacdo a DCV. Nesta revisdo foram
incluidos 35.603 participantes e se observou que a redugdo dos niveis de
homocisteina por um periodo de 5 anos, através da suplementagdo com vitamina B,
ndo mostrou efeito benéfico em relacdo a doenca cardiaca coronariana e acidente
vascular encefalico (Clarke et al, 2011).

Uma metandlise mostra que quando ajustada para fatores de risco
cardiovasculares tradicionais, a associagdo da homocisteina com doenca cardiaca

iIsquémica foi atenuada de 49% para 12% (Homocisteine Studies Collaboration
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2002). Nossos resultados coroboram com estes estudos, mostrando que o efeito da
homocisteina nos pacientes com THB perde a signficancia apos ajuste para o IMC,
sugerindo que esse aminoacido ndo esteja envolvido na etiologia das doencas
cardiovasculares em pacientes com THB. Considerando que a aterosclerose é de
particular importancia no que se refere a eventos cardiovasculares e que seu
desenvolvimento € um processo lento (Smulders e Blom, 2011), a contribuicdo da
homocisteina no processo aterosclerdtico pode estar comprometida pelo tempo
reduzido de seguimento dos nossos pacientes. Além disso, de acordo com Kerin et
al (2001), a determinacdo da SAH plasmatica parece ser um indicador mais sensivel
que Hcy plasmatica total em estudos de doencas vasculares.

Células imunes, inflamatorias, endoteliais e células do musculo liso vascular
estdo envolvidas no processo de aterosclerose. Além da estenose causada pela
lesdo ateroscleroética, a ativacdo plaquetaria, ruptura da placa e erosédo endotelial
levam a formacdo de trombos o que representa uma das principais causas de
eventos cardiovasculares (Hansson, 2005).

A PCR é produzida pelo hepatécito e € comumente usada como um marcador
nao especifico de condi¢cbes inflamatérias. Niveis aumentados de PCR tém sido
utilizados como indicador de doenca cardiovascular estabelecida e também como
um preditor de futuros eventos vasculares. Além da sua importancia como indicador,
a PCR tem demonstrado uma relagcdo causal nas DCVs agindo como um iniciador
de inflamacgao e trombose (Bisoendial et al, 2009).

Algumas evidéncias apontam um aumento dos niveis de PCR em pacientes
com THB durante epis6dios maniacos comparado a pacientes sem sintomas

maniacos ou sem sintomas psiquiatricos (Huang e Lin, 2007 e Dickerson et al,
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2007). Entretanto, Wadee et al. (2002) ndo observaram diferenca significativa na
PCR entre pacientes maniacos e controles, confirmando nossos resultados.

Nossos achados nao excluem a possibilidade de que alteracbes em outros
parametros inflamatérios possam estar envolvidas no desenvolvimento de doencas
cardiovasculares nos pacientes com THB. Conforme descrito por Gabay e Kushner
(1999), os componentes da resposta inflamatéria sdo individualmente regulados em
parte, pelo padrdo de producdo de citocinas especificas e seus moduladores em
diferentes estados patoldgicos. As células sdo expostas a varias citocinas e a
combinacéo delas pode gerar um efeito aditivo, inibitorio ou sinérgico. Além disso, a
expressdo de genes de proteinas de fase aguda pode ser regulada a nivel
transcricional e pos-transcricional.

O THB é acompanhado de moderado aumento nos niveis de citocinas proé-
inflamatdrias como TNF-q, IL-6 e IL-1B. Esses niveis se alteram durante os estados
sintomaticos (mania e depressdo) e assintomaticos (eutimia) da doenca (Goldstein
et al, 2009; Kim et al, 2007). O impacto nas citocinas proé-inflamatérias e anti-
inflamatorias também tem sido relacionado ao estagio da doenca (Berk et al, 2007a).
O estado inflamatério parece mais perturbado nos estagios mais avancados da
doenca (Kauer Sant’Anna et al., 2009).

Essas alteracbes em relagdo aos niveis das citocinas poderiam explicar o0s
niveis contraditorios de PCR. Considera¢cfes devem ser feitas no que se refere ao
tempo de doenca, numero de episodios agudos prévios, recorréncia e duracdo dos
episodios e uso de medicamentos.

Pesquisas tém sido desenvolvidas para avaliar a associagao da ferritina com
o risco de doencas cardiovasculares, porém os resultados s&do bastante

contraditérios (You e Wang, 2005). Niveis aumentados de ferritina tém sido
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relacionados a doenca arterial coronariana, infarto do miocéardio e aterosclerose de
carotida (You et al, 2003; de Godoy et al, 2007; Wolff et al, 2004). Outros estudos,
entretanto reportam pouca ou nenhuma evidéncia dessa associacao (Manttari et al,
1994; Knuiman et al, 2003). Um estudo recente mostrou que a reducéo dos niveis de
ferritina em pacientes com sindrome coronariana aguda € capaz de predizer eventos
cardiovasculares adversos (Dominguez-Rodriguez et al, 2011). Esse estudo
corrobora com Fan et al. (2011) que observaram que a deficiéncia de ferro exerce
efeito pro-inflamatorio em macrofagos e células espumosas. Através da ativacdo da
via p38 MAPK, a deficiéncia de ferro promoveu um aumento na producéo e atividade
da MMP-9. Essa via tem funcdo importante na desestabilizacdo do ateroma e
producao de fatores inflamatorios (Fan et al, 2011).

Baune et al (2010) detectou um padrdo oposto nos niveis de ferritina em
relacdo a depressdo e doencas cardiovasculares. Depressao foi relacionada a
baixos niveis de ferritina enquanto que DCVs foram associadas com altos niveis de
ferritina. Em uma situacdo de comorbidade, quando as duas condicfes estavam
presentes, também foram observados menores niveis de ferritina.

Além da relacéo da ferritina com doencas cardiovasculares, estudos tém sido
direcionados para a influéncia da ferritina nas manifestacbes comportamentais. Em
criancas e adolescentes com déficit de atengéo e hiperatividade, menores niveis de
ferritina foram relacionados a maiores scores de hiperatividade (Oner et al, 2008).
Esses achados foram atribuidos a uma provéavel hipofuncdo dopaminérgica, uma vez
que o ferro esta envolvido no metabolismo da dopamina.

Nossos resultados mostraram menores niveis de ferritina nos paciente com

THB em episédio maniaco comparado ao episddio eutimico e aos controles
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saudaveis. Esses resultados precisam ser investigados para verificar os efeitos da

reducado da ferritina sobre os sistemas inflamatorio e/ou dopaminérgico.

No segundo capitulo da tese nés investigamos a expressao das MMPs 2 e 9
em pacientes com THB durante um episédio de mania e apdés remissao dos

sintomas e comparamos com controles saudaveis.

As MMPs sdo produzidas por componentes estruturais, como endotélio e
células do musculo liso, por células inflamatérias e plaquetas (Busti et al, 2010). As
MMPs possuem a capacidade de clivar varios componentes estruturais da matriz
extracelular, em particular o colageno. Juntamente com o remodelamento da matriz
extracelular, as MMPs liberam moléculas de sinalizacéo ligadas a matriz extracelular
e também diretamente ativam citocina, quimiocinas, receptores de superficie celular,
fatores de crescimento e outras proteases (Dejonckheere et al, 2011).

Se por um lado, essas endopeptidases sao importantes em muitos processos
fisiolégicos como reproducado, desenvolvimento, fun¢cdes imunes e reparo tecidual,
por outro elas parecem estar envolvidas em condigcbes patolégicas, como
aterosclerose e suas manifestacdes clinicas isquémicas como infarto do miocardio e
acidente vascular encefalico (Back et al, 2010). Entre as diversas familias de MMPs,
MMP-2 e MMP-9, tem demonstrado grande envolvimento em doencas
cardiovasculares (Chow et al, 2007).

As MMPs sdo altamente reguladas para manter baixos niveis basais em
condi¢cdes fisioldgicas normais. A regulacdo ocorre a nivel transcricional,

translacional e pds-translacional (Kandasamy et al, 2010).
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Organismos superiores possuem multiplas MMPs, cada qual com seu perfil de
expressado, localizacédo, ativacdo, inibicdo, clerance e preferéncia de substrato
(Sternlicht e Werb, 2001).

Inibidores endoégenos das MMPs (TIMPs) provém mecanismos para prevenir
a excessiva degradacao da matriz extracelular. O desbalanco da relacdo MMP/TIMP
pode levar a processos patologicos como acumulo de matriz e fibrose ou
degradacdo e perda da estrutura da matriz. Muitas dessas alteracbes estdo
associadas ao processo aterotrombotico (Spinale, 2007).

Considerando que os processos de remodelamento da matriz sdo dependem
do balanco entre MMP e TIMP, uma reducdo da expressdo dos TIMP,
particularmente TIMP 1 e 2, pode facilitar a acdo patogénica das MMP-9 e MMP-2.

As MMPs respondem a multiplos estimulos como citocinas inflamatérias e
fatores de crescimento. Fatores de transcricdo, incluindo NF-KB e MAPK,
estimulados por ligantes como IL-1 e TNF-a, ativam os promotores das MMPs
(Fanjul-Fernandez et al, 2010).

A regulacao da expressédo das MMPs pode contribuir para o entendimento da
sua participacdo em processos fisioldgicos e patologicos. Os promotores de todas as
MMPs contém multiplos elementos que cooperam para induzir ou reprimir a
expressao do gene. Apesar da similaridade funcional, os promotores da MMP-2 e
MMP-9 séo estruturalmente diferentes. Alguns dos elementos diferenciais da MMP-9
sdo TATA box e ativador de proteina-1 (AP-1) na regido proximal ao seu promotor
engquanto que a MMP-2 é principalmente controlado por GC Box (Yan e Boyd, 2007).

A estrutura do promotor das MMPs determina sua responsividade a certos
tipos de estimulos e como estes estimulos sdo transduzidos para o nucleo. A

transcricdo sinal e célula-especifica das MMPs € o resultado da integracdo de
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diversas vias de sinalizacdo através do recrutamento de mdltiplos fatores de
transcricdo (Vincenti e Brinckerhoff, 2007). A diferenca nos resultados observados
no capitulo Il dessa tese, em relacdo as MMPs 2 e 9, pode ser dependente de
diferentes estimulos recebido por essas endopeptidases nos paciente com THB.

O padrao oposto de associacdo entre o IMC e os niveis de mRNA para MMP-
2 observada nos pacientes com THB em relacdo aos controles, pode sugerir uma
possivel relacédo entre o THB e risco cardiovascular.

Os trabalhos relacionados ao papel das MMPs na hipertensdo ainda sao
contraditorios (Lee e Griendling, 2008). Alguns trabalhos mostram reducédo nos
niveis e atividade da MMP-2 e MMP-9 em pacientes hipertensos nédo tratados
(Zervoudaki et al, 2004, Li-Saw-Hee et al, 2000). Aumento dos niveis do fator de
crescimento do fibroblasto (FGF-2) tem sido sugerido contribuir para reducdo nos
niveis de MMP resultando em aumento na deposi¢cdo de colageno na parede das
artérias e hipertenséo (Ergul et al, 2004). Se avaliados, seguindo a proposta desses
autores, nossos resultados poderiam sugerir uma propensao ao desenvolvimento de
hipertensdo e consequentemente um maior risco de doencas cardiovasculares no
THB.

Entretanto, a grande maioria das evidéncias demonstra uma relacédo positiva
entre o aumento dos niveis e atividade das MMPs e doencgas cardiovasculares. Além
disso, estudos mostram que obesidade esta associada ao aumento dos niveis
plasmaticos das MMPs (Derosa et al, 2008). Dessa forma, seguindo o raciocinio de
Sternlicht e Werb (2011), poderiamos pensar que a reducao dos niveis de mRNA da
MMP-2 em resposta ao aumento do IMC, poderia ser decorrente de uma feedback

inibitério na transcricdo pelo aumento dos niveis plasmaticos da MMP-2.
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6. CONCLUSOES

Apesar das evidéncias da acdo da homocisteina na inducdo de estresse
oxidativo e ativagdo de sistemas inflamatorios, nossos resultados ndo sugerem o
envolvimento desse aminoacido no desenvolvimento de eventos cardiovasculares no
THB.

Menores niveis séricos de ferritina foram observados nos pacientes com THB
em episédio maniaco comparado ao estado eutimico ou comparado aos controles,
entretanto todos os valores se mantiveram dentro dos valores normais de referéncia.
A menor concentracdo de ferritina durante o episdédio maniaco pode sugerir uma
reducdo dos niveis de ferro e consequentemente, um comprometimento
dopaminérgico ou inflamatorio. A reducao dos niveis de ferro pode ser decorrente de
um déficit nutricional anterior a internagéo hospitalar.

Os parametros avaliados nessa tese ndo parecem ter utilidade como
biomarcadores diferenciais de estado de humor da doenga uma vez que nao se
observaram diferencgas entre os estados maniaco e eutimico.

A andlise dos nossos resultados leva em consideracdo o IMC dos sujeitos e
confirma a influéncia dessa variavel em muitos biomarcadores de risco
cardiovascular.

Alguns estudos verificaram que elevado IMC esta correlacionado a maior
namero de episédios maniacos e depressivos e encurtamento do tempo de
recorréncias dos episodios em pacientes com THB (Fagiolini et al, 2003; Kolotkin et
al, 2006). Episddios de mania e depressao podem exacerbar comportamentos pouco
saudaveis o que cumulativamente aumentam o risco de DCV (Kapczinski et al,
2008). O metabolismo lipidico parece ser uma area de particular importancia na

relacdo entre THB e doengas cardiovasculares.
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Nossos resultados, mostrando resultados variaveis na expressao das
gelatinases (MMP-2 e MMP-9) confirmam que a transcricdo dos genes dessas
enzimas é regulada por diferentes fatores de transcricdo que por sua vez, sdo
dependentes dos estimulos aplicados.

A diferenca no perfil de expressao da MMP-2 em relacdo ao IMC comparando
0os pacientes com THB e o0s controles pode sugerir a participacdo dessas
endopeptidases como mediadoras de doencas cardiovasculares no THB.

Esta claro, que os mecanismos que levam ao risco cardiovascular em
paciente com THB sdo complexos e variaveis, entretanto fica o alerta para os
meédicos psiquiatras monitorarem as manifestacdes dos fatores de risco e
adequarem o tratamento visando a adesdo do paciente ao tratamento associada a

saude fisica e mental do paciente.
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7. CONCLUSAO GERAL

O primeiro capitulo apresenta um resultado negativo em relagdo a utilizacao
da Hcy, creatina kinase, proteina C reativa e ferritina como preditores de risco
cardiovascular em pacientes com THB. Além disso, estes parametros ndo parecem
variar em funcdo do estado de humor nos pacientes com THB. Nossos resultados
nao sugerem comprometimento da capacidade antioxidante decorrente de uma
deficiéncia de folato.

O segundo capitulo demonstra uma diferenca no perfil de expressdo da MMP-
2 em funcdo do IMC entre pacientes com THB e controles. Este resultado pode
representar um feedback inibitério na transcricdo do mMRNA em resposta ao aumento
dos niveis plasmaticos de MMP-2.

O efeito da obesidade parece de fundamental importancia na avaliacio

desses parametros e no risco cardiovascular no THB.
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8. PERSPECTIVAS

Estratificar os pacientes de acordo com o tempo de doenca e numero
de episddios

Avaliar outros parametros bioquimicos para verificar os niveis de ferro
Avaliar a expressdo e atividade da MMP-2 e MMP-9 em células
mononucleares e plaguetas de pacientes com THB

Verificar a expressao dos TIMPs em pacientes com THB

Verificar razdo entre as concentracbes plasmaticas de MMP/TIMP
nesses pacientes

Investigar as vias de sinalizacdo envolvidas na inducédo da expresséo
dessas endopeptidases.

Avaliar os polimorfismos da MMP-2 e MMP-9 em paciente com THB
Comparar o perfil de expressdo e atividade das MMPs 3 grupos:
pacientes com THB, pacientes com DCV e sem doenca psiquiatrica e

controles saudaveis.
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11.ANEXO 2: TERMO DE CONSENTIMENTO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO: Pacianta

Nome: Data de Mascimento:
Fesguisador responsdvel: Flavio Kapezinski
MNome do Pesquisador: Fabria Chiarani

Ames de parlicipar deste estudo, gostariamos que vocé lomasse conhecimenio
do que ele emvolve. Damos abaixo alguns esciarecimentos sobre duvidas que
vocé possa ter. Em caso de qualquer outra divida quantc ao estudo & o que
2lg emolve @ sobre 0s seus direilos, vocd deverd contatar a pesquisadora
Fabria Chiarani palo telefone (051) 28721717,

Qual o objetivo dests pesquisa?

Conhecer caracteristicas clinicas dos pacientes & sua possivel retagiio com
alteragoes bioquimicas & gendlicas. Existe uma possibilidade de assoclagio
dessas alleragtes com o transtorma bipolar, mas mais estudos devem ser faitos
para constatar tal afirmagho. Ou seja, este estudo tem por objelivo, de uma
forma geral. conhecer um pouco malhor como “funciona” o transtorno bipolar

O gue acontacerd nesta astuda?

Apds 05 pacientas & familiares respondarem as guesties em astudo através de
questiondrios, serd feito uma colhelta de sangue que serd utilizado apenas
para cbservar estas alteraghes,

0 gque s& aspera deste esfudo?

A sua panicipagao neste estudo poderd proporcionar a identificacio de algum
problema ndoc antes conhecldo, poderd ajudar no deservolvimento de malor
conhecimento do franstormno bipolar principalmente em relacio 4s causas da
doenca 8 como ela funciona.

Cuais 340 o8 diredos dos paricipantes?

Os pesquisadores deste estudo podem precisar examinar o8 seus registros, a
ey de verlicar as informaches para o objetive deste estudo. No entanto, os
saus registros medicos serao sempre tratados confidencialments  Os
‘esuftados deste astudo poderdo ser enviados para publicagdo am em |ormal
cientifico, mas vood ndo sedd identficado por nome, Sua participagdo no
esludo & voluntaria, 08 forma que caso vocd decida ndo partcipar, isto ndo
afemrd o ratamarto normal 80 que o pacients fem direito,

Juars 580 o6 S0 gue anvelvam aste estudo?
Este astudo possul riscos minimos que sao nerenfes do procedimanta de
PUNGAC YEenDsa

Quals 540 as responsabidades dos participantas?

Os participantes deste estudo compromatem-se A responder corgtlameante as
pscalas aplicadas pelos médicos pesqulsadorss & as escales auto-aplicavels
Bacliaro que
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Hecabi uma explicagao completa do abyelivo do estuda, dos procedimenios
envolvidos @ o que 5a aspera de minha pessoa,

Eslou cenle de gue tenho \Mal liberdade de desistiy do estudo a qualguer
momantc & que esta desisténcla ndo wa. de forma alguma, afetar meu
tratamento ou administrag8o médica futira na instituigao.

Estou ciente de que a informagao nos mews registros médicos & essencial para
a avaliagan dos resuliados do estudo. Concordo em liberar esta informagao sob
o entendimenio de que ela serd tratada confidenciaiments, ou sefa, ndo serei
refendo por nome em qualguer refatdrio relacionado a2 este estudo. Da minha
parte, nio devo restringir, de forma alguma, o uso dos resullados que possam
surgir deste astudo,

Concordo total e voluntasamente em fazer parte deste estudo: tenho mais de
18 anos.

Assinatura do Pacianie Assinatura do Pasquisador
DCiata: Pasguisador; Fabria Chiarani
Diata:

Assinalura do Famillar Responsavel pelo Paciants
Data:

Se vool tver qualguer divida podera telefonar para a pesquisadora Fabria
Chiarani no teiefone (051108721717

Haspital de Clinicas de Porio Alagre [HCPA)
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)
Laboratdrio de Psiquiatra Molecular

Aua Ramire Barcalos, 2350/ Anexo, térreo

Porto Alagre - RS, Brasil - CEP 90035-903

~a5 51.3350-8845

<55 51 3350-8846 (fax)
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12. ANEXO 3: ESCALA YMRS (MANIA)

YMRS

Item - definicdo

01. HUMOR E AFETO ELEVADOS

Este item compreende uma sensacdo difusa e prolongada, subjetivamente
experimentada e relatada pelo individuo, caracterizada por sensacdo de bem-estar,
alegria, otimismo, confianca e animo. Pode haver um afeto expansivo, ou seja, uma
expressao dos sentimentos exagerada ou sem limites, associada a intensa relacao
com sentimentos de grandeza (euforia). O humor pode ou ndo ser congruente ao

contetdo do pensamento.

(0) Auséncia de elevagao do humor ou afeto

(1) Humor ou afeto discreta ou possivelmente aumentados, quando questionado.

(2) Relato subjetivo de elevacao clara do humor; mostra-se otimista, autoconfiante,

alegre; afeto apropriado ao conteudo do pensamento.

(3) Afeto elevado ou inapropriado ao conteudo do pensamento; jocoso.

(4) Eufdrico; risos inadequados, cantando.

(X) Nao avaliado

02. ATIVIDADE MOTORA - ENERGIA AUMENTADA

Este item compreende a psicomotricidade - e expressao corporal - apresentada pelo

paciente, incluindo a sua capacidade em controla-la, variando desde um grau de
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normalidade, até um estado de agitacdo, com atividade motora sem finalidade, nao
influenciada por estimulos externos. O item compreende ainda o relato subjetivo do

paciente, quanto a sensacao de energia, ou seja, capacidade de produzir e agir.

(0) Ausente

(1) Relato subjetivo de aumento da energia ou atividade motora

(2) Apresenta-se animado ou com gestos aumentados

(3) Energia excessiva; as vezes hiperativo; inquieto (mas pode ser acalmado).

(4) Excitacdo motora; hiperatividade continua (ndo pode ser acalmado).

(X) Nao avaliado

03. INTERESSE SEXUAL

Este item compreende idéias e/ou impulsos persistentes relacionados a questdes
sexuais, incluindo a capacidade do paciente em controla-los. O interesse sexual
pode restringir-se a pensamentos e desejos ndo concretizados, em geral
verbalizados apenas apoés solicitacdo, podendo chegar até a um comportamento
sexual frenético e desenfreado, sem qualquer controle ou critica quanto a riscos e

normas morais.

(0) Normal; sem aumento.

(1) Discreta ou possivelmente aumentado

(2) Descreve aumento subjetivo, quando questionado.

(3) Contetdo sexual espontaneo; discurso centrado em questdes sexuais; auto-

relato de hipersexualidade.
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(4) Relato confirmado ou observacdo direta de comportamento explicitamente

sexualizado, pelo entrevistador ou outras pessoas.

(X) Nao avaliado

04. SONO

Este item inclui a reducéo ou falta da capacidade de dormir, e/ou a reducao ou falta

de necessidade de dormir, para sentir-se bem-disposto e ativo.

(0) Nao relata diminuicdo do sono

(1) Dorme menos que a quantidade normal, cerca de 1 hora a menos do que o0 seu

habitual.

(2) Dorme menos que a quantidade normal, mais que 1 hora a menos do que o seu

habitual.

(3) Relata diminuicdo da necessidade de sono

(4) Nega necessidade de sono

(X) Nao avaliado

05. IRRITABILIDADE

Este item revela a predisposicdo afetiva para sentimentos/emocdes como raiva ou

mau-humor apresentados pelo paciente frente a

estimulos externos. Inclui baixo-limiar a frustracdo, com reacdes de ira exagerada,
podendo chegar a um estado constante de comportamento desafiador, querelante e

hostil.

(0) Ausente
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(2) Subjetivamente aumentada

(4) Irritavel em alguns momentos durante a entrevista; episodios recentes (nas

altimas 24 horas) de ira ou irritacdo na enfermaria

(6) IrritAvel durante a maior parte da entrevista; rispido e lacénico o tempo todo.

(8) Hostil; ndo cooperativo; entrevista impossivel.

(X) Nao avaliado

06. FALA (VELOCIDADE E QUANTIDADE)

Este item compreende a velocidade e quantidade do discurso verbal apresentado
pelo paciente. Inclui sua capacidade de percebé-lo e controla-lo, por exemplo, frente

a solicitacdes para que permaneca em siléncio ou permita que o entrevistador fale.

(0) Sem aumento

(2) Percebe-se mais falante do que o seu habitual

(4) Aumento da velocidade ou quantidade da fala em alguns momentos; verborréico,

as vezes (com solicitacdo, consegue-se interromper a fala).

(6) Quantidade e velocidade constantemente aumentadas; dificuldade para ser

interrompido (ndo atende a solicitacdes; fala junto com o entrevistador).

(8) Fala pressionada, ininterruptivel, continua (ignora a solicitagcdo do entrevistador).

(X) Nao avaliado
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07. LINGUAGEM - DISTURBIO DO PENSAMENTO

Este item refere-se a alteragbes da forma do pensamento, avaliado pelas
construgcbes verbais emitidas pelo paciente. O pensamento pode estar mais ou
menos desorganizado, de acordo com a gravidade das alteragbes formais do

pensamento, descritas a seguir:

[100Circunstancialidade: fala indireta que demora para atingir o ponto desejado, mas

eventualmente vai desde o ponto de origem até o

objetivo final, a despeito da superinclusao de detalhes;

"1l0Tangencialidade: incapacidade para manter associagcbes do pensamento

dirigidas ao objetivo - o paciente nunca chega do

ponto inicial ao objetivo final desejado;

"1l0Fuga de idéias: verbalizacdes rapidas e continuas, ou jogos de palavras que
produzem uma constante mudanca de uma idéia para outra; as idéias tendem a
estar conectadas e, mesmo em formas menos graves, podem ser dificeis de ser

acompanhadas pelo

ouvinte;

"1lJEcolalia consonante: repeticdo automatica de palavras ou frases, com entonacao

e forma que produzem efeito sonoro de rima;

“IllIncoeréncia: fala ou pensamento essencialmente incompreensiveis aos outros,
porque as palavras ou frases sdo reunidas sem uma conexdo com logica e

significado.

(0) Sem alteracdes
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(1) Circunstancial; pensamentos rapidos.

(2) Perde objetivos do pensamento; muda de assuntos frequentemente;

pensamentos muito acelerados

(3) Fuga de idéias; tangencialidade; dificuldade para acompanhar o pensamento;

ecolalia consonante

(4) Incoeréncia; comunicacdo impossivel.

(X) Nao avaliado

08. CONTEUDO

Este item compreende idéias e crencas apresentadas pelo paciente, variando, de
acordo com a intensidade, de idéias novas e/ou incomuns ao paciente, ideacdo
supervalorizada (ou seja, crenca falsa, intensamente arraigada, porém susceptivel a
argumentacao racional), a delirios (crencas falsas, baseadas em inferéncias
incorretas sobre a realidade, inconsistentes com a inteligéncia e antecedentes
culturais do paciente, e que ndo podem ser corrigidas pela argumentacao).

Contetidos comumente encontrados no paciente maniaco, incluem:

‘1JIdéias misticas: de conteudo religioso;

‘I[1ldéias parandides: crenca de estar sendo molestado ou perseguido;

‘1lJldéias de grandeza: concepcdo exagerada da propria importancia, poder ou

identidade, incluindo posses materiais, qualidades

incomuns e relacionamentos especiais com personalidades famosas ou entidades

misticas;
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‘10ldéias de referéncia: crenca de que o comportamento dos outros tem relacdo

consigo préprio ou de que eventos, objetos ou outras

pessoas possuem um significado particular e incomum para si.

(0) Normal

(2) Novos interesses e planos compativeis com a condicdo soécio-cultural do

paciente, mas questionaveis.

(4) Projetos especiais totalmente incompativeis com a condigdo sécio-econdmica do

paciente; hiper-religioso.

(6) Idéias supervalorizadas

(8) Delirios

(X) Nao avaliado

09. COMPORTAMENTO DISRUPTIVO AGRESSIVO

Este item compreende a atitude e as respostas do paciente ao entrevistador e a
situacdo da entrevista. O paciente pode apresentar-se desconfiado ou irbnico e
sarcastico, mas ainda assim respondendo aos questionamentos, ou entdo nao

cooperativo e francamente agressivo, inviabilizando a entrevista.

(0) Ausente, cooperativo.

(2) Sarcéstico; barulhento, as vezes, desconfiado.

(4) Ameaca o entrevistador; gritando; entrevista dificultada.

(6) Agressivo; destrutivo; entrevista impossivel.
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(X) Nao avaliado

10. APARENCIA

Este item compreende a apresentacdo fisica do paciente, incluindo aspectos de

higiene, asseio e modo de vestir-se.

(0) Arrumado e vestido apropriadamente

(1) Descuidado minimamente; adornos ou roupas minimamente inadequados ou

exagerados.

(2) Precariamente asseado; despenteado moderadamente; vestido com exagero.

(3) Desgrenhado; vestido parcialmente; maquiagem extravagante.

(4) Completamente descuidado; com muitos adornos e aderec¢os; roupas bizarras.

(X) Nao avaliado

11. INSIGHT (DISCERNIMENTO)

Este item refere-se ao grau de consciéncia e compreensao do paciente gquanto ao
fato de estar doente. Varia de um entendimento adequado (afetivo e intelectual)
quanto a presenca da doenca, passando por concordancia apenas frente a
argumentacao, chegando a uma negacéo total de sua enfermidade, referindo estar

em seu comportamento normal e ndo necessitando de qualquer tratamento.

(0) Insight presente: espontaneamente refere estar doente e concorda com a

necessidade de tratamento

(1) Insight duvidoso: com argumentacao, admite possivel doenca e necessidade de

tratamento.
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(2) Insight prejudicado: espontaneamente admite alteracdo comportamental, mas

nao a relaciona com a doenca, ou discorda da necessidade de tratamento.

(3) Insight ausente: com argumentacdo, admite de forma vaga alteragao
comportamental, mas nao a relaciona com a doenca e discorda da necessidade de

tratamento.

(4) Insight ausente: nega a doenca, qualquer alteracdo comportamental e

necessidade de tratamento.

(X) Nao avaliado
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13. ANEXO 4: ESCALA HAMILTON (DEPRESSAO)

HAMILTON DEPRESSAO

Todos os itens devem ser preenchidos. Assinalar o n umero apropriado.

1. HUMOR DEPRIMIDO (TRISTEZA, DESESPERANCA, DESAMPA RO,

INUTILIDADE)

0. Ausente.

1.Sentimentos relatados apenas ao ser inquirido.

2.Sentimentos relatados espontaneamente com palavras.

3.Comunica o0s sentimentos ndo com palavras, isto €, com a expressao facial, a

postura, a voz e a tendéncia ao choro.

4. Sentimentos deduzidos da comunicacao verbal e ndo-verbal do paciente.

2. SENTIMENTOS DE CULPA

0. Ausente

1. Auto-recriminacédo; sente que decepcionou 0s outros.

2. ldéias de culpa ou ruminacgao sobre erros passados ou mas acoes.

3. A doenca atual € um castigo.

4. Ouve vozes de acusacao ou denuncia e/ou tem alucinagdes visuais ameacadoras.
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3. SUICIDIO

0. Ausente.

1. Sente que a vida ndo vale a pena.

2. Desejaria estar morto ou pensa na probabilidade de sua propria morte.

3. Idéias ou gestos suicidas.

4.Tentativa de suicidio ( qualquer tentativa séria, marcar 4).

4. INSONIA INICIAL

0. Sem dificuldades para conciliar o sono.

1. Queixa-se de dificuldade ocasional para conciliar o sono, isto é, mais de meia

hora.

2. Queixa-se de dificuldade para conciliar o sono todas as noites.

5. INSONIA INTERMEDIARIA

0. Sem dificuldades.

1. O paciente se queixa de inquietude e perturbacdo durante a noite.

2. Acorda a noite - qualquer saida da cama marcar 2( exceto p/ urinar).
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. INSONIA TARDIA

(o2}

o

. Sem dificuldades.

1. Acorda de madrugada, mas volta a dormir

N

. Incapaz de voltar a conciliar o sono se deixar a cama.

\l

. TRABALHO E ATIVIDADES

0. Sem dificuldades.

1. Pensamento e sentimentos de incapacidade, fadiga ou fraqueza relacionada a

atividades, trabalho ou passatempos.

2. Perda de interesse por atividades (passatempos ou trabalho) quer diretamente
relatada pelo paciente, quer indiretamente por desatencdo, indecisdo e vacilacao

(sente que precisa esforcar-se para o trabalho ou atividade).

3. Diminui¢cdo do tempo gasto em atividades ou queda de produtividade. No hospital,
marcar 3 se 0 paciente ndo passar ao menos 3 horas por dia em atividades externas

(trabalho hospitalar ou passatempo).

4. Parou de trabalhar devido a doenca atual. No hospital, marcar 4 se o paciente ndo
se ocupar com outras atividades, além de pequenas tarefas do leito, ou for incapaz

de realiza-las sem ajuda.
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8. RETARDO (lentiddo de idéias e fala; dificuldade  de concentracao; atividade

motora diminuida)

0. Pensamento e fala normais.

1. Leve retardo a entrevista.

2. Retardo 6bvio a entrevista.

3. Entrevista dificil.

4. Estupor completo.

9. AGITACAO

0. Nenhuma.

1. Inquietude.

2. Brinca com as maos, com os cabelos,etc.

3. Mexe-se, ndo consegue sentar quieto.

4. Torce as maos, rdi as unhas, puxa os cabelos, morde os labios.

10. ANSIEDADE PSIQUICA

0.Sem dificuldade.

1. Tensao e irritabilidade subjetivas.

2. Preocupacéao com trivialidades.
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3. Atitude apreensiva aparente no rosto ou na fala.

4. Medos expressos sem serem inquiridos.

11.ANSIEDADE SOMATICA

Concomitantes fisioldgicos de ansiedade, tais como:

Gastrointestinais: boca seca, flatuléncia, indisgestao, diarréia, colicas, eructagao;

Cardiovasculares: palpitacdes, cefaléia;

Respiratdrios: hiperventilacdo, suspiros; Frequéncia urinaria; Sudorese

0. Ausente :

1. Leve

2. Moderada

3. Grave

4. Incapacitante

12. SINTOMAS SOMATICOS GASTRINTESTINAIS

0. Nenhum

1. Perda de apetite, mas alimenta-se voluntariamente. Sensa¢bes de peso no

abdomen

2. Dificuldade de comer se nao insistirem. Solicita ou exige laxativos ou medicacdes
para os intestinos ou para sintomas digestivos.
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13. SINTOMAS SOMATICOS EM GERAL

0. Nenhum

1. Peso nos membros, nas costas ou na cabeca. Dores nas costas, cefaléia,

mialgias.

Perda de energia e cansaco.

2. Qualquer sintoma bem caracterizado e nitido, marcar 2.

14. SINTOMAS GENITAIS

Sintomas como: perda da libido, distirbios menstruais

0. Ausentes

1. Leves

2. Intensos

15. HIPOCONDRIA

0. Ausente

1. Auto-observacdo aumentada (com relacao ao corpo)

2. Preocupacédo com a saude

3. Queixas frequentes, pedidos de ajuda,etc.

4. |déias delirantes hipocondriacas.
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16. PERDA DE PESO (Marcar A ou B)

A - Quando avaliada pela historia clinica

0. Sem perda de peso.

1. Provavel perda de peso associada a moléstia atual.

2. Perda de peso definida ( de acordo com o paciente)

3. Ndo avaliada.

B - Avaliada semanalmente pelo psiquiatra responsavel, quando sdo medidas

alteracdes reais de peso

0. Menos de 0,5 Kg de perda por semana.

1. Mais de 0,5 Kg de perda por semana.

2. Mais de 1 Kg de perda por semana.

3. Nao avaliada.

17. CONSCIENCIA

0. Reconhece que esta deprimido e doente.

1. Reconhece a doenca mas atribui-lhe a causa a ma alimentacédo, ao clima, ao

excesso de trabalho, a virus, a necessidade de repouso, etc.

2. Nega estar doente.
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18. VARIACAO DIURNA

A - Observar se os sintomas sdo piores pela manha ou a tarde. Caso NAO haja

variacdo, marcar "nenhuma”.

0. Nenhuma

1. Pior de manha.

2. Pior a tarde.

B - Quando presente, marcar a gravidade da variagdo. Marcar "nenhuma" caso NAO

haja variacéo.

0. Nenhuma.

1. Leve

2. Grave

NOTA: Caso haja variacao diurna, sé a contagem referente a sua gravidade (1 ou 2
pontos no item 18B) é que deve ser incluida na contagem final. O item 18 A néo

deve ser computado.

19. DESPERSONALIZACAO E PERDA DE NOCAO DE REALIDADE

Tais como: sensac¢des de irrealidade, idéias niilistas

0. Ausente

1. Leve.
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2. Moderadas..

3. Graves.

4. Incapacitantes.

20. SINTOMAS PARANOIDES

0. Nenhum.

1. Desconfianca.

2. ldéias de referéncia.

3. Delirio de referéncia e perseguicao.

21. SINTOMAS OBSESSIVOS E COMPULSIVOS

0. Nenhum.

1. Leves.

2. Graves.

SOMAR OS PONTOS OBTIDOS EM TODOS OS ITENS (EXCETO 18 A)

CONTAGEM TOTAL: (0-62)

14.ANEXO 5: APROVAGCAO DO COMITE DE ETICA
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HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacgao
COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

RESOLUC_;AQ

A Comissdo Cientifica e a Comisséao de Pesquisa e Etica em Saude, que é reconhecida pela Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office
For Human Research Protections (OHRP)/USDHHS, como Institucional Review Board (IRB0O0000921)
analisaram o projeto:

Projeto: 08-428

_ Pesquisador Responsavel:

FLAVIO KAPCZINSKI

Titulo: ASSOCIACAO ENTRE OS NIVEIS SERICOS DE HOMOCISTEINA E 0S EPISODIOS DO
TRANSTORNO DE HUMOR BIPOLAR

Data da Versao:
PROJETO DO ESTUDO NOVA VERSAO 01/08/2009

Este documento referente ao projeto acima foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodolégicos, de

acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais, especialmente as Resolugées 196/96 e
complementares do Conselho Nacional de Salde.

Porto Alegre, 10 de agosto de 2009.

Clauéell
Coordepadora dofGPPG e CEP-HCPA
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HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMISSAQ CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

A Comisséo Cientifica e a Comissdo de Pesquisa e Etica‘erﬂ Saude, que é reconhecida pela Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office For
Human Research Protections (OHRP)/USDHHS, como Institutional Review Board {IRB00000D921)
analisaram o projeto:

Projeto: 100444 Versao do Projeto: 24/08/2010 Versdo do TCLE: 10/12/2010

Pesquisadores:
FABRIA CHIARANI

MARCIA KAUER SANT ANMNA

Titulo: EXPRESSAO DE MATRIZ METALOPROTEINASES EM TRANSTORNO DE HUMOR
BIPOLAR

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodolégicos, bem como o respectivo Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as diretrizes e normas nacionais e internacionais de
pesquisa clinica, especialmente as ResolugGes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Salide.

- Os membros da Comisséo Cientifica e da Comisséo de Pesquisa e Etica em Sadde nao participaram do
processo de avaliagao dos projetos nos quais constam como pesquisadores.
- Toda e gualquer alteragéo do projeto, assim como os eventos adversos graves, deverdo ser comunicados
imediatamente ac CEP/HCPA.
- O pesquisador deverd apresentar relatérios semestrais de acompanhamento e relatério final ao CEP/HCPA.
- Somente poderd ser utilizado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido no qual conste o carimbo de
aprovagao do HCPA/GPPG.

/

Porto Alegre, 17 de fevereiro de 2011.
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Profe Nadinle Clausell
Coordenadora/GPPG & CEP/HCPA
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15. DETALHAMENTO ESTATISTICO

Analise de GEE utilizando o modo default do software SPSS v.18.0.0.

Utilizamos matriz de covariancia independente com estimagé&o de variancias robusta.

Y= variavel dependente
X1= grupo
X2 = covariavel

* Generalized Estimating Equations.
GENLIN Y BY X1 (ORDER=ASCENDING) WITH X2
/IMODEL X1 X2 X1*X2 INTERCEPT=YES

DISTRIBUTION=# LINK=*

/ICRITERIA SCALE=MLE PCONVERGE=1E-006(ABSOLUTE) SINGULAR=1E-012
ANALYSISTYPE=3(WALD) CILEVEL=95 LIKELIHOOD=FULL

[EMMEANS TABLES=grupo SCALE=ORIGINAL COMPARE=grupo
CONTRAST=PAIRWISE PADJUST=LSD

/IREPEATED SUBJECT=ID SORT=YES CORRTYPE=INDEPENDENT
ADJUSTCORR=YES COVB=ROBUST

IMISSING CLASSMISSING=EXCLUDE

/PRINT CPS DESCRIPTIVES MODELINFO FIT SUMMARY SOLUTION.

#*

DISTRIBUTION=GAMMA LINK=LOG
DISTRIBUTION= NORMAL LINK=I DENTITY
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