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RESUMO

Nas ultimas décadas as pesquisas tem evidenciado o papel do sistema imune na
fisiopatologia dos transtornos mentais. No Transtorno de Humor Bipolar (THB) os
marcadores inflamatorios, destacando-se citocinas e neurotrofinas, tem recebido
especial atencdo. Citocinas pro-inflamatérias, anti-inflamatérias e BDNF (brain
derived neurotrophic fator) encontram-se alterados em episédios agudos de humor,
principalmente na mania. O balango destas biomarcadores parece estar diretamente
relacionado com a neuroprogressdo da doenca. Entretanto os estudos até o
momento s&o predominantemente em adultos e, na maioria, com doenga cronica. A
investigagcdo de biomarcadores em criangas e adolescentes com Transtorno Bipolar

pode contribuir para o entendimento da fisiopatologia da doenca.

Objetivo: investigar o comportamento dos biomarcadores (IL-6, IL-10 e BDNF) em

criangas e adolescentes com Transtorno Bipolar.

Método: citocinas séricas e BDNF de 30 pacientes do Programa de Criancas e
Adolescentes Bipolares (ProCAB) foram dosadas no momento do ingresso no
programa e comparados com um grupo controle de criangcas e adolescentes sem

doencas psiquiatricas.

Resultados: Nao houve diferenca significativa entre pacientes bipolares e controles
em relagdo a IL-6, IL-10 e BDNF. As variaveis clinicas e metabdlicas também néo

foram correlacionadas aos biomarcadores estudados.

Concluséo: Diferentemente do que ja esta bem estabelecido na populacdo adulta
com THB, nosso estudo sugere que em criancas e adolescentes o THB nado esta
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associado a disfuncdo do sistema imune e alteragbes de neurotrofinas. A auséncia
de literatura nesta populacdo torna importante mais estudos que possam auxiliar

para o melhor entendimento da fisiopatologia do THB na populagéo pediétrica.



ABSTRACT

Over the last decades, research has highlighted the role of the immune system in the
pathophyisiology of mental disorders. In Bipolar Disorders the inflammatory
biomarkers, highlighting the cytokines and neurotrophins, have received special
attention. Proinflammatory, anti inflammatory cytokines and BDNF are altered in
acute episodes of humor, mainly in mania. The balance among them seems to be
directly related to the neuroprogression of the disease. Nonetheless the researches
up to this moment are predominantly in adults and, in majority, with chronic disease.
The investigation of this biomarkers in children and adolescents with Bipolar Disorder

may contribute to the understanding of the pathophysiology of the disorder.

Objective: to look through the biomarkers behavior (IL-6, IL-10 and BDNF) in children

and adolescents diagnosed with Bipolar Disorder.

Method: Serum cytokines and BDNF of 30 patients from ProCAB (Programa de
Criancas e Adolescentes Bipolares) were dosed when the patients iniciated the

program, and compared with a healthy control group.

Results: There were no meaningful differences between bipolar patients and controls
in relation to IL-6, IL-10 and BDNF. The clinical and metabolic variables have also

been correlated to the biomarkers.

Conclusion: Apart from what has already been established in the Bipolar Disorder
adult population, our results suggest that in children and adolescents the disease is
not associated to a disfunction of the imune system and neurotrophins alterarion. The
lack of literature in this population makes it important for more studies to better
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undertand

the pathophysiology of Bipolar

Disorder

in pediatric population.
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1. INTRODUCAO

Em varias areas da medicina, os biomarcadores tem um papel importante que
vai desde o diagndstico, monitoramento da doenca, progndstico, até predicdo de
resposta a tratamento (Goldstein et al., 2013). Nos ultimos anos, diversas pesquisas
voltaram-se para a busca de biomarcadores que possam, em conjunto com
informacdes clinicas, contribuir para o diagnostico e tratamento de transtornos

psiquiatricos.

O Transtorno de Humor Bipolar (THB) é uma doenca potencialmente grave e
incapacitante. Incluido entre as 10 maiores causas de anos de vida perdidos por
incapacidade, a prevaléncia estimada ao longo da vida gira em torno de 1,0% para
TB tipo I, 1,1% para TB tipo Il e 2,4% para TB subsindrédmico (definido como
hipomania recorrente sem episédio depressivo maior ou com menos sintomas do
que o exigido para diagnéstico de hipomania) (Yatham et al 2009). Cerca de 20%
dos individuos apresentam um curso crénico da doenca (Taylor et al 2011), que
também esta associado a elevada mortalidade clinica e psiquiatrica (Perron et al

2009).

A maioria dos individuos manifestam a doenca entre 15 e 25 anos, mas sabe-
se gue muitos ja apresentavam sintomas prévios. O TB iniciado na infancia e
adolescéncia (THBia) é associado a casos graves, com alto risco de suicidio,

psicose e uso de substancias. Além disso, a doencga prediz um dano devastador no

11



desenvolvimento com déficits no desempenho escolar, dificuldades familiares e
dificuldades interpessoais (Birmaher et al., 2006; Biederman et al., 2004; Findling et

al., 2001; Geller et al., 2002).

Apesar da multiplicacdo de estudos envolvendo biomarcadores na Ultima
década, na grande maioria a amostra é constituida de pacientes adultos, boa parte
deles com doenca cronica. Nestes, ha fortes evidéncias ligando o THB a

desregulacéo do sistema imune e neuroplasticidade (Kapczinski et al 2010).

O presente trabalho se propde a avaliar, na populacdo pediatrica com
transtorno de humor bipolar, a dosagem sérica de interleucinas (IL-6 e IL-10) e
BDNF, ja associados ao THB em adultos, mas cujas evidéncias no THBIa ainda séo

escassas.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. ALGUMAS CONSIDERACOES SOBRE RESPOSTA IMUNE

Doenca € uma resposta normal a infeccdo, sendo caracterizada por
mudancas enddcrinas, autondmicas e comportamentais que sdo desencadeadas
através de uma série de mecanismos, tanto no sitio da infec¢do, como a distancia, a
chamada resposta imune (Dantzer, 2008). Resposta imune € uma reacdo a
componentes dos micrdbios, assim como a macromoléculas (como proteinas e
polissacarideos) e pequenos produtos quimicos que sao reconhecidos como
estranhos ao organismo, independente das consequéncias fisioldgicas e patoldgicas

de tal reagao.

A imunidade inata € a primeira linha de defesa do organismo, sendo a
resposta precoce a infeccdo. Seus mecanismos de acdo sao especificos a
estruturas comuns aos agentes externos. A especificidade fica por conta da resposta
adaptativa, ou adquirida. Esta é composta pela resposta humoral (linfocitos B) e
resposta mediada por células (linfécitos T). Na resposta adaptativa, ha producado de
anticorpos pelos linfécitos B, com a formacdo da memdéria imunolégica, permitindo a
reposta vigorosa a exposicdo repetida e a secrecdo de mediadores inflamatorios
pelos linfécitos T. A ativacdo da resposta imune inata ou adquirida se da por uma
série de mecanismos orquestrados principalmente por proteinas secretadas por

varios tipos celulares que funcionam como reguladores e sinalizadores da resposta

imunoldgica, as chamadas citocinas inflamatdrias. Assim, por exemplo, a partir da
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infeccdo por um agente estranho, quase imediatamente o sistema imunoldgico é
ativado. As células fagociticas da imunidade inata (neutrofilos, macréfagos) migram
para o sitio da infeccdo e prioritariamente fagocitam o invasor. A partir de entao,
antigenos carregados pelas células fagociticas, substancias liberadas pela célula
fagocitada, entre outros componentes, acionam a resposta inflamatdria. Inflamacéo
€, entdo o processo de recrutamento de leucdcitos e proteinas plasmaticas do

sangue, seu acumulo nos tecidos e sua ativacao para a destruicdo dos patdogenos.

7

A resposta imune é regulada por um sistema de feedback positivo que
amplifica a resposta e por mecanismos de controle que previnem reacoes
inapropriadas ou patoldgicas (como a ativacdo excessiva de macréfagos). O balango
entre os sinais ativatorios e os inibitérios é caracteristico de toda a resposta imune.
As reacbes da resposta inflamatéria sdo principalmente desencadeadas por
citocinas e os efeitos locais ou sistémicos destas vao ser responsaveis pela “reacao
de fase aguda”, com manifestagdes clinicas da infecgdo e doenga inflamatdria.
Agem no hipotdlamo como pirogénicos endégenos (estimulando a sintese de
prostraglandinas). No sitio da infec¢do, estimulam o fluxo sanguineo local e o
aumento da permeabilidade dos vasos com consequente influxo do trafico celular e

niveis séricos de proteinas.

Em geral, em condi¢bes fisioldgicas, citocinas sdo benéficas. Porém, em
condicoes de ativacdo excessiva e/ou prolongada, essas substancias podem levar a
varias anormalidades, as quais podem estar ligadas a fisiopatologia dos transtornos
mentais, dentre eles, o Transtorno de Humor Bipolar (THB). Estas incluem:

diminuicdo do suporte neurotrofico, diminuicdo da neurogénese, aumento da
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ativacdo glutamatérgica, estress oxidativo, inducdo de apoptose, desregulacdo da

inter-relag&o glia/neuronal. (Brietzke et al., 2011)

Diferente do que se acreditava até alguns anos atras, hoje evidéncias
sugerem que o cérebro monitora a resposta inflamatoéria atuando de véarias formas:
1) ativacéo de nervos aferentes por citocinas produzidas localmente; 2) producgéo de
citocinas proé-inflamatérias que entram no cérebro por difusdo (via humoral); 3)
transporte das citocinas pela barreira hemato-encefélica; 4) producado de
prostraglandinas por receptores localizados nos macrofagos perivasculares e células

endoteliais (Dantzer et al., 2008).
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Vias de comunicagéo entre cérebro e sistema imune (adaptado de Dantzer et al, 2008): a) Via neural:
ativagdo de vias aferentes primarias por PAMPs e citocinas, que se projetam para nicleos cerebrais;
b) Via humoral: PAMPs circulantes que chegam no cérebro, induzindo a producéo e liberagdo de
citocinas pro-inflamatdrias, que entram no cérebro por um mecanismo ainda ndo bem conhecido, mas
que envolve difusao.

Essas consideracdes atuais tem mudado a forma de pensar as doencas

psiquiatricas, ndo mais como uma doenca cerebral, mas como uma doenca

sistémica, com um sistema “cérebro-citocina” diretamente envolvido na fisiopatologia

das doencas.
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2.2. CITOCINAS E TRANSTORNO DO HUMOR BIPOLAR

Um dos primeiros estudos ligando inflamacéo a doencas afetivas surgiu em
modelos animais de depressao (Shimommura et al 1990). No ano seguinte, Smith
propds a teoria do envolvimento dos macrofagos na depressdo. Através da
administracdo de IL-1 em voluntarios saudaveis e o consequente surgimento de
sintomas suficientes para o diagndstico de transtorno depressivo maior pelo DSM-III-
R, o autor sugeriu que a base da doenca se deva a producdo de citocinas e
substéancias inflamatoérias através da ativagdo cronica do sistema de resposta imune,
mediado por macrofagos e linfécitos T (Smith RS, 1991). A partir de entdo, varios
estudos comprovaram que € possivel mimetizar comportamentos depressivos em
roedores através da administracdo de mediadores inflamatérios, como TNF-a ou IL-1

(Dantzer et al 2008).

Na ultima década, ap0s as evidéncias crescentes do aumento da atividade
pré-inflamatéria na depressdo e na esquizofrenia, multiplicaram-se estudos
investigando o papel dos biomarcadores na fisiopatologia do TB. Atualmente os
estudos apontam que a desregulacdo do metabolismo celular, falhas no
mecanismos neuroprotetores e inflamacdo sejam fatores chaves no processo
fisiopatolégico da doenca, indicando que marcadores periféricos dessas vias estdo

relacionados a atividade do THB (Kapczinski et al 2011).

Resultados robustos apontam que os episddios de humor podem ser
agudamente nocivos e toxicos para o organismo como um todo. Kapczinski et al
2010 propés um “indice de toxicidade sistémica’, composto por neutrofinas,

marcadores de estresse oxidativo e marcadores inflamatorios que ja haviam se
17



mostrado alterados em estudos prévios com pacientes bipolares. Com uma
metodologia muito interessante, os autores estudaram marcadores periféricos em
diferentes estados de humor e compararam a dois grupos controles, um saudavel e
outro composto por pacientes internados em UTI por sepse. O resultado revelou que
0 dano que os pacientes em episédios agudos de humor estdo sujeitos € muito
significativo, com tamanhos de efeito similares aos pacientes com sepse (Kapczinski

et al 2010).

Em 2013, trés meta-andlises avaliaram o papel da citocinas no THB (Tabela
1). Em comum entre os resultados, foi o aumento dos niveis de TNF-a, sIL-2R e
STNFRL1. Os resultados devem ser interpretados com cautela, sdo usados diferentes
métodos na mensuracdo das citocinas, ha variacdo na selecdo de pacientes, e
outras diferencas que geram uma grande heterogeneidade entre os estudos
(Munkholm K, Vinber M e Kessing L., 2013; Modabbernia A et al., 2013; Munkholm K

et al.,2013b).

Apesar dos resultados das meta-analises ndo apontarem para a IL-6, diversos
estudos associam a elevacdo desta citocina em episddios de humor (O’Brien et al.,
2006; Ortiz-Dominguez et al., 2007; Goldstein et al., 2009; Kauer-Sant’/Anna et al.,
2009). A IL-6, juntamente com o TNF-a e a IL-1 s&o as principais citocinas pro-
inflamatorias do sistema imune inato. Ela é sintetizada principalmente por fagoécitos
mononucleares, células do endotélio vascular, fibroblastos e outras células em
resposta a PAMPs, IL-1 e TNFa. E responsavel pela sintese de outros mediadores
inflamatoérios no figado e estimulacdo da producdo de neutrofilos na medula éssea

(Abbas & Lichtman, 2011). Pelo seu papel pré-coagulante, a IL-6 esta fortemente

18



associada a doencas ateroscleroética, obesidade e sindrome metabdlica (Willerson &
Ridker, 2004) podendo representar um elo entre o THB e as condicbes médicas

gerais que acometem esses pacientes.

Mais de 80% dos pacientes bipolares apresentam outras condi¢des médicas
comorbidas (Kilbourne et al., 2004). As taxas de mortalidade por causas médicas
nestes pacientes sédo de 1,5 a 3 vezes maiores que na populacao geral (Correl et al.,
2008) e a expectativa de vida, comparados com pessoas sem doenca mental, é de
10 a 11 anos a menos (Chang et al.,2011). Pacientes com THB possuem aumento
da mortalidade por doencga cardiovascular e cerebrovascular, maior prevaléncia de
sindrome metabdlica, risco aumentado para doencas auto-imunes (esclerose
multipla, tireotoxicose, colite ulcerativa, psoriase e artrite reumatéide) e 3 vezes mais
chance de desenvolverem diabete mellitus. Todas estas patologias tem em comum
anormalidades no sistema imune e alteracdes nos marcadores inflamatérios,
sugerindo que THB e comorbidades médicas podem compartilhar mecanismos
fisiopatologicos como o desequilibrio do sistema imune/inflamatoério (Hamdani et al.,

2013).

Estes mecanismos ainda ndo sdo totalmente conhecidos. Sabe-se que esta
associacdo ndo é consequéncia de um estilo de vida considerado como “nado
saudavel” ou a muitos anos de exposicdo a medicagao (Fiedorowicz et al., 2009).
Alteracbes em determinadas citocinas sao compartilhadas pelo THB e doencas
cardiovasculares, por exemplo. Varios marcadores pré-inflamatérios que ja

demonstraram estar envolvidos na fisiopatologia do THB (IL-1, IL-6, TNFa e PCR)
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sdo também sabidamente citocinas pré-aterogénicas, associadas a formacédo e

ruptura da placa arterosclerética (Leboyer el al., 2012).

A IL-10 é uma inibidora dos macrofagos ativados e células dendriticas,
estando envolvida no controle das reacbes imunes, agindo como feedback negativo,

sendo por isso considerada uma interleucina anti-inflamatoria.

As citocinas também parecem ter um papel importante no estadiamento do
THB. Berk et al (2007) sugerem um modelo que vai dos sintomas prodrémicos ao
estagio mais severo e refratario, consequéncia de episodios agudos repetidos. Da
mesma forma, estudos mostraram que biomarcadores se comportam diferente em
estagios precoces e tardios da doenca. Kauer-Sant’Anna et al (2009) mostrou que
no estagio inicial da doenca, interleucinas (IL-6 e IL-10) e TNF-a estavam
aumentados em relacdo aos controles saudaveis, com este aumento mantendo-se
nos estagios mais severos da doenca para IL-6 e TNF-a, mas nédo para IL-10.
Quando comparados pacientes em estagio precoce e estagio avancado do THB, IL-
6, IL-10 e BDNF mostraram-se diminuidos com a progressdo da doenca, enquanto
TNF-a manteve-se aumentado. Outros estudos mostraram que em estagios crénicos
de doenca (tanto esquizofrenia quanto THB) a IL-10 encontra-se diminuida em
relacdo aos controles (Kunz et al., 2011). O balango da diminuicdo do BDNF
(protecdo) e IL-10 (antiinflamatodria) e aumento persistente do TNF-a podem estar
diretamente envolvido na neurodegeneracdo que o THB acarreta ao cérebro dos
pacientes com longa histéria de doenca. Mais estudos envolvendo estes
marcadores em periodos iniciais de doenca sédo fundamentais para o entendimento
desta fisiopatologia.
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Tabela 1 — Meta-analises publicadas em 2013 sobre citocinas inflamatérias

Meta- Munkholm et al, Modabbernia et al Munkholm et al,
analises Jan 13 Julh 13 Set 13
Numero de
estudos 13 %0 18
Total de 556 THB 1351 THB 761 THB
pacientes 767 controles 1248 controles 919 controles
IL1B NS T , porém NS NS
IL 1IRA T mania x controle
NS NS
T eutimia xcontrole
IL 2 NS NS NS
IL4 NS T x controles T X controle
IL6 T x controles, porém NS
NS T Em mania x controles (0,44) NS
T Em mania x depresséo (0,009)
IL8 NS NS NS
IL 10 T x controles
NS T Depresséo x controles (<0,08) NS
T Mania x controle (tendéncia)
INF NS NS NS
TNF a T mania x controle T X controle T x controle
T mania x eutimia
sIL-2R T mania x controle T x controle T x controle
T Mania x eutimia
sIL-6R NS T X controles W X controle
STNFR1 T xcontroles

; Mania x controle

Mania x eutimia

T Eutimia x controle

T Mania x controle

Eutimia x controle

T x controle

NS: sem diferencga estatisticamente significativa

T : aumentado
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2.3. BDNF E TRANSTORNO DO HUMOR BIPOLAR

As neurotrofinas sdo moléculas fundamentais em varios aspectos do
funcionamento do sistema nervoso central. O fator neurotréfico derivado do cérebro
(brain-derived neurotrophic fator, BDNF) € a neurotrofina mais atualmente estudada
e ligada aos transtornos mentais. Esta molécula € ligada a neurogénese,
plasticidade sinaptica e crescimento dendritico (Post, 2007), estando diretamente
relacionada a sobrevivéncia celular e estabelecimento de circuitos neuronais (Lu et
al., 2005). O BDNF pode cruzar a barreira hemato-encefélica, estando circulante no
organismo (Karege et al., 2002) e com niveis séricos e plasmaticos correlacionados
aos niveis no fluido cerebroespinhal (Karege et al., 2005) Macrofagos, linfocitos,
células do endotélio vascular e células do musculo liso séo fontes de BDNF. Além
desses sitios, neurbnios e glia originarios do sistema nervoso central s&o

responsaveis por grande parte do BDNF circulante (Gielen et al., 2003).

No THB, varios estudos avaliaram os niveis circulantes do BDNF em estados
de humor, com resultados controversos (Cunha et al., 2006; de Oliveira et al., 2009;
Dias et al., 2009; Fernandes et al., 2009; Kauer-Sant'‘Anna et al., 2009; Lin 2009;
Machado-Vieira et al., 2007; Monteleone et al.,, 2008; Palomino et al., 2006;
Tramontina et al., 2009). Alguns estudos encontraram reducdo dos niveis circulantes
de BDNF em estados alterados de humor — mania ou depresséo (Cunha et al., 2006;
de Oliveira et al., 2009; Fernandes et al., 2009; Lin 2009,), inclusive em pacientes
sem uso de medicacdo (Machado-Vieira et al.,, 2007). Uma meta-analise dos
estudos envolvendo niveis periféricos de BDNF e THB resultou em 13 estudos e

1113 pacientes (548 pacientes e 565 controles) (Fernandes et al., 2011). Seis
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estudos avaliaram os niveis de BDNF em mania e cinco em depressao. Nos dois
polos da doenca as analises mostraram que 0s niveis da neurotrofina estavam
significativamente diminuidos em relacdo aos controles. O mesmo nao aconteceu
nos estudos que avaliaram pacientes eutimicos, neste grupo os niveis de BDNF néo
foram significativamente diferente em relacdo aos controles. Uma meta-regressao
identificou que a média de idade e a média de anos de doenca influenciaram
significativamente a variacdo dos niveis do BDNF neste grupo, com pacientes mais
idosos e com mais anos de doenca correspondendo a niveis mais baixos da
neurotrofina. O estudo também avaliou mudancas nos niveis séricos do BDNF em
relacdo ao tratamento; os niveis aumentaram significativamente apds o tratamento
para mania, mas nao na depressao (talvez pelo numero limitado de estudos e

amostra muito pequena).

Uma discussédo interessante acerca do BDNF é de que ele possa ser um
marcador de estado de humor, refletindo atividade da doenca. Fernandes et al
(2009) mostrou que € possivel distinguir entre depresséao bipolar e unipolar através
da dosagem sérica do BDNF com uma acuracia de 95%, porém ainda sao

necessarios mais estudos nesta linha.

24. TRANSTORNO DE HUMOR BIPOLAR, BIOMARCADORES E

ESTABILIZADORES DE HUMOR

Evidéncias sugerem que os estabilizadores de humor possuem uma acéo

predominantemente anti-inflamatoria podendo influenciar nos niveis de citocinas e
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BDNF. Estudos pré-clinicos sugerem efeitos imunomuduladores nos mecanismos de
acao tanto do litio (Kang et al 2012) como do acido valpréico (Xuan et al 2012).
Existem evidéncias que, pelo menos em parte, o efeito neuroprotetor destas
medicac0des é facilitado pela inducdo do BDNF e ativacéo de seu receptor (Chiu et al

2013).

Dentre os estabilizadores de humor, o litio é a medicacdo mais estudada. Ele
parece atuar na restauracao do balanco do sistema imune, aumentando os niveis de
citocinas anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10) e diminuindo as pré-inflamatoérias (IL-2 e
IFN-y) (Kniff et al 2007). Um estudo recente (Guloksuz et al 2012) investigou a
associacdo de resposta ao litio com niveis de TNF-a em pacientes eutimicos e
encontrou uma baixa resposta ao litio nos pacientes com niveis mais altos de TNF-a.
O autor sugere que o grupo de pacientes ndo-respondedores ao tratamento com litio
possam apresentar um estado pro-inflamatério prolongado e as medicacdes podem
nao ser efetivas em restaurar o balanco alterado do sistema imune e estabilizar o

curso do THB.

2.5. TRANSTORNO DE HUMOR BIPOLAR EM CRIANCAS E ADOLESCENTES

O Transtorno de Humor Bipolar em criancas e adolescentes sempre foi alvo
de controvérsias. Quando, em 1921, Kraepelin descreveu no seu livro “Insanidade
Maniaco-Depressiva” o que atualmente chamamos de Transtorno de Humor Bipolar,
relatou que a maior frequéncia de ocorréncia dos sintomas era entre 15 e 20 anos e

gue apenas 0,4% dos casos seriam em criancas menores que 10 anos. Em 1931,
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Kasanin estudando adolescentes psicoticos descreveu o quadro clinico de mania,
com elacéo, hiperatividade, irritabilidade e pressédo de fala. Em contraste, o quadro
de depresséao incluia isolamento, discurso pobre, retardo nas funcées de maneira
geral e ocasionalmente recusa alimentar. Em 1935, Kanner descreveu tipos
diferentes de apresentacédo da “doenca maniaco-depressiva” em criangas, definindo

periodos claros de mania e depressao e periodos livres de sintomas.

Por outro lado, os psicanalistas tentavam explorar e explicar a infancia dos
adultos com doenca maniaco-depressiva. Melanie Klein defendia que dentro do
desenvolvimento normal a crianca precocemente transita entre estados maniacos e
depressivos e que posteriormente mania e hipomania seriam mecanismos de
defesas. Abraham defendia que estagios psicossexuais precoces do

desenvolvimento poderiam influenciar no desenvolvimento posterior da doenca.

Nos anos 50, o jornal “The Nervous Child” publicou varios artigos com a
descricdo da doenca e criancas e adolescentes, aumentando ainda mais a
discusséo sobre o tema (Carlson GA, Glovinsky I, 2009). Em 1955, Campbell, em
uma revisao da literatura sobre psicose maniaco-depressiva publicada no “Journal of
the American Association” argumentava que a prevaléncia seria significativa na
populacdo psiquiatrica infantii se 0s casos passassem a ser diagnosticados

adequadamente (Campbell, 1955).

Apesar dos poucos estudos epidemioldgicos realizados nessas Ultimas
décadas, dados recentes apontam que a prevaléncia do THB em criancas e
adolescentes varia de 0.1% a 4%, dependendo dos critérios utilizados para o

diagnostico (Lewinsohn et al 1995; Axelson et al 2006). Em estudos restrospectivos,
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50 a 60% dos pacientes adultos referem inicio dos sintomas antes dos 19-20 anos

de vida e 13% antes dos 13 anos (Birmaher 2006, Chengappa, 2003, Pavuluri 2005).

Em 2001, Findling et al sugeriam que a prevaléncia de THB na populacdo
pediatrica pudesse estar subestimada pela dificuldade no diagndstico, pois a
apresentacao clinica da doenca em criancas e adolescentes parece diferir daquela
conhecida em adultos (Findling et al 2001). Na ultima década, a literatura tem
chamado atencdo para um grande aumento no diagndéstico de transtorno de humor
bipolar em criancas e adolescentes, internados ou ambulatoriais (Kloss AL and Robb
AS, 2011; Raven M and Parry P, 2012; Goldstein BL and Birmaher B, 2012). Moreno
et al relata que este aumento possa ter sido de 40 vezes num periodo de 10 anos
(Moreno et al 2007). A grande discussao € se esse aumento de deve a melhor
identificacdo e consequente diagnéstico dos casos, ou se esta havendo um

superdiagnostico da doenca (Leibenluft 2011).

Uma das justificativas sugeridas para o aumento do diagnéstico de THB nesta
populacdo € a auséncia de critérios diagnosticos especificos para esta faixa etaria,
uma vez que 0s manuais enfatizam sintomas na populacdo adulta, ndo levando em
conta as questdes desenvolvimentais do periodo. Isto tem sido motivo de criticas e
discussBes. As principais controvérsias giram em torno do curso da doenca
(episodica X crbnica) e da presenca ou ndo de sintomas cardinais para o diagnéstico
de mania. Enquanto alguns autores sdo mais conservadores, considerando que
deve haver uma clara mudanca nos niveis de funcionamento pré-moérbido e que o
curso do THB em criancgas e adolescentes assemelha-se aos adultos com episédios

claros de mania/hipomania, depressao e eutimia (Leibenluft 2011), outros sdo mais
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liberais. Strakowski et al defendem que a presenca de sintomas de humor
subsindrémicos em pacientes com risco pela histdria familiar ja seriam suficientes
para o diagndstico (Strakowski et al 2011). Outros autores acreditam que a
apresentacao do THBia possa ter um curso crénico dos sintomas, com polarizacdes
frequentes e rapidas e flutuacdes ocorrendo hum mesmo dia (Goldstein 2012), ou
com intensa irritabilidade e “outburst (crises de raiva) (Mick et al 2005). Talvez o
ponto de vista mais liberal seja o que prop6e a modificacdo na definicdo dos
sintomas de mania, com 4h por dia de sintomas sendo suficiente para o diagndstico

(Geller et al 2002).

A irritabilidade é a alteracdo de humor mais frequente no THBia, sendo menos
comum a ocorréncia de humor euférico. Esse humor irritdvel é associado a uma
pobre capacidade de regulacdo das emocdes e incapacidade de tolerar frustracoes,
0 gue acarreta muitas vezes em comportamentos agressivos. Outros aspectos
importantes sdo a baixa recuperacdo inter-episddica, episodios mais longos
(Birmaher 2007, Joshi & Wilens, 2009) e estados mistos, com sintomas maniacos e
depressivos ocorrendo ao mesmo tempo, ou alternando-se de forma muito rapida,

muitas vezes em questdo de horas (Goodwin et al, 2000).

Despeito as discussdes diagndsticas, o que se sabe € que o THB iniciado na
infancia ou adolescéncia esta associado a um curso mais severo com altas taxas de
suicidio, comportamentos de risco como promiscuidade e abuso de substancias,
dificuldades nas relacdes interpessoais, problemas legais, multiplas hospitalizacdes
e baixas taxas de recuperacao (Carter et al 2003, Dickstein et al., 2004, Wilens et al
2004). THB em adolescentes também tem sido associado a taxas de psicose que
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variam entre 15 e 76% (Axelson et al 2006; Findling et al 2001; Birmaher et al 2006;
Tillman et al 2008). Em recente estudo, a prevaléncia de psicose em adolescentes
bipolares foi 33%. Estes estiveram mais sintomaticos ao longo da vida, com maior
namero de episédios de humor, mais hospitalizacbes e maior prevaléncia de
comorbidade com transtornos de ansiedade e historia familiar positiva de psicose,
além de menor pontuacdo na GAF, uma escala que avalia o funcionamento global
(Hua et al 2011). Entre as alucinacdes, as auditivas foram as mais comuns, assim
como no estudo conduzido por Pavuluri (Pavuluri et al 2004). Quanto aos delirios, 0s
mais prevalentes foram os persecutorios, seguido dos grandiosos. No estudo de
Pavuluri os delirios grandiosos foram mais frequentes. Outro estudo também
associou a presenca de psicose no THBia a mudancas rapidas de humor e mais

relatos ideacgdo e tentativa de suicidio (Birmaher et al 2006b).

Outro ponto importante a respeito do transtorno de humor na populagcao
pediatrica € o grande numero de comorbidades. THB com inicio na infancia e
adolescéncia raramente ocorre sozinho, na auséncia de patologias comérbidas, o
que pode tornar diagndstico e tratamento mais dificeis (Joshi & Wilens, 2009). As
condicdes comorbidas mais frequentemente associadas ao THB com inicio na
infancia ou adolescéncia sdo o Transtorno de Déficit de Atencédo e Hiperatividade
(TDAH), Transtorno de conduta, Transtorno de Oposicdo e Desafio (TOD),
Depresséo, Transtornos de Ansiedade (Panico, Transtorno de Stress Pos-

Traumatico e Transtorno Obsessivo-compulsivo) e Transtornos por uso de

substancias.
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O TDAH é a comorbidade mais estudada, principalmente pela sobreposicao
dos sintomas, o que muitas vezes dificulta o diagnostico. Biederman et al mostraram
gue a maioria das criangas com a comorbidade continua a apresentar critérios para
ambas as patologias apos a exclusdo dos sintomas sobrepostos (Biederman et al
2004). Os estudos clinicos referem taxas de comorbidade entre TDAH e THBIia
entre 22 a 98% (Singh et al, 2006; Miller et al., 2013) sendo a presenca de TDAH
particularmente associada a inicio precoce do THB (Saches et al 2000). Também é
frequente a comorbidade com Transtorno de Oposicdo e Desafio (TOD). Uma meta-
analise em 2005 reportou prevaléncia de 54% de TOD entre criancas e adolescentes
bipolares (Kowatch et al 2005). Essa grande frequéncia faz com que alguns autores
guestionem se o TOD pode ser uma consequéncia, um prédomo ou até mesmo uma
manifestacdo precoce do THBia (Joshi & Wilens, 2009). Da mesma forma sao
relatadas altas taxas de comorbidade com Transtorno de Conduta, 69%, além um
curso mais grave com maiores taxas de hospitalizacbes (Kovacs & Pollock 2005). Do
ponto de vista diagnostico, a grande questdo € se os sintomas de conduta como
roubo, mentiras e vandalismos podem estar relacionados a desinibicdo do episddio
maniaco e 0 quanto se mantém os sintomas de conduta ap6s o tratamento

adequado do THB. (Joshi & Wilens 2009).

Transtorno Bipolar iniciado na adolescéncia parece aumentar o risco para o
uso de substancias na idade adulta (Perlis et al 2004). Em um estudo populacional,
a prevaléncia de uso de substancias ao longo da vida em adolescentes bipolares foi
de 16%. Este mesmo estudo associou a comorbidade ao risco aumentado de

tentativas de suicidio, transtorno de conduta, gestacdo e aborto (Goldstein et al
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2008). Estudos mais antigos reportaram que em pacientes internados essa
associacdo chega a 40% com grande prejuizo para o paciente (West et al 1996).
Transtornos de ansiedade também tem sido associados ao THBia. Harpold et al
encontraram, em uma amostra clinica, que 76% da populacdo bipolar pediatrica

apresentaram um ou mais transtorno de ansiedade. (Harpold et al 2005).

Existem poucos estudos avaliando a associacdo de comorbidades clinicas
com THBia. Uma coorte que acompanhou 1841 pacientes pediatricos com THB
encontrou risco significativo para obesidade, diabete mellitus, dislipidemia, doencas

cardiovasculares, hipertensao e asma (Jerrell et al 2010).

2.6. BIOMARCADORES EM CRIANGCAS E ADOLESCENTES BIPOLARES

Até o momento da escrita deste trabalho, apenas dois estudos foram
publicados avaliando biomarcadores na populacdo pediatrica portadora de TB.
Goldstein et al avaliaram a associacao da IL-6, proteina C reativa (PCR) e niveis de
BDNF em 30 adolescentes com diagnésticos de TB tipo I, tipo Il e TB néo
especificado. O estudo encontrou associagdo entre a severidade dos sintomas
maniacos e niveis de PCR (p=0,04), porém o resultado perdeu a significancia
estatistica quando controlado para obesidade, tornando-se uma tendéncia. IL-6 e
BDNF nado foram associados a mania, nem depressdo. Além disso, individuos
obesos apresentaram niveis mais altos de PCR e IL-6 que ndo obesos. Outro
achado interessante € que 40% da amostra apresentou niveis aumentados de PCR,

0 que em adultos é considerado risco cardiovascular. O estudo apresenta varias
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limitagdes: ndo ha descricdo do horario da coleta, ndo excluindo alteragdes do ritmo
circadiano. Da mesma forma, os autores ndo citam possiveis vieses como uso de
tabaco, (apenas individuos que relatavam uso de alcool e drogas ilicitas foram
excluidos). Porém, a principal limitacdo do estudo € a auséncia de um grupo-

controle saudavel (Goldstein et al., 2011).

Pandey et al (2008) conduziram um estudo que determinou a expressao
génica do BDNF em linfécitos e os niveis séricos em plaquetas em pacientes néo-
medicados e ap0s 8 semanas de tratamento e comparou com controles normais. Os
resultados mostraram decréscimo nos niveis de BDNF nos linfécitos de pacientes

com THB e aumento dos niveis da neurotrofina com a instituicdo do tratamento.

Uma recente revisdo envolvendo o papel das citocinas na depressdo em
adolescentes concluiu que pode haver diferencas significativas na neurobiologia da
depressdo entre adolescentes e adultos, apesar de algumas semelhancas (como
aumento da IL-6). Os autores atentam para a importancia de fatores que tem efeitos
diretos na adolescéncia (neurodesenvolvimentais, mudan¢as hormonais, estresse e
trauma) e que podem influenciar no comportamento das citocinas (Mills et al., 2013).
Modelos animais também sugerem que os niveis de BDNF mudam ao longo do
desenvolvimento, estando relacionados a idade, sexo (modulagcdo hormonal) e,
principalmente, estressores aos quais o individuo possa ter sido submetido desde a

vida pré-natal (Bath et al., 2013).
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

Investigar as alteracbes de marcadores inflamatorios e BDNF em criancas e
adolescentes com Transtorno de Humor Bipolar e suas relagbes com variaveis

clinicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Comparar niveis sericos de citocinas pro-inflamatoérias (IL-6) e anti-
inflamatérias (IL-10) e do BDNF em criancas e adolescentes com diagndstico de
Transtorno de Humor Bipolar, em relagdo a um grupo controle sem diagndstico

psiquiatrico.

- Avaliar a correlagdo desses biomarcadores com varidveis clinicas: indice de

massa corporal, glicemia de jejum e perfil lipidico.
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5. METODOLOGIA

DELINEAMENTO
Estudo transversal.
POPULACAO

Este estudo pertence a um projeto maior, uma coorte que pretende
acompanhar pacientes com Transtorno Bipolar desde o inicio dos sintomas (na
infancia e adolescéncia) até a idade adulta. Assim, nossa amostra foi selecionada no
Programa de Criancas e Adolescentes Bipolares (ProCAB), do Hospital de Clinicas

de Porto Alegre.

Os controles foram incluidos na auséncia de qualquer transtorno mental,
avaliado pelos critérios do DSM 1V, ou histéria de transtornos de humor em

familiares de primeiro grau.
Critérios de incluséo:
- preencher critérios para TB de acordo com os critérios do DSM IV
- idade entre 5 a 17 anos

- assinatura do consentimento informado pelos responsaveis e consentimento

verbal pelos pacientes

Critérios de exclusao:
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- presenca de diagndstico de Transtorno Pervasivo do Desenvolvimento;

- diagnostico de Esquizofrenia, dependéncia ou abuso de substancias;

- riscos de suicidio e/ou homicidio que impeca tratamento ambulatorial;

- diagnostico clinico de doenca inflamatoria sistémica ou uso de medicacfes anti-

inflamatorias.

AVALIACAO CLINICA

Pacientes encaminhados ao Programa de Criangas e Adolescentes Bipolares (PROCAB)

passam pela seguinte avaliacao:

- Triagem diagnéstica — sintomas de humor conforme DSM-IV e histéria familiar. Se o
paciente preenche critérios, o paciente € encaminhado para a avaliagdo completa.
- Aplicagéo de entrevista estruturada (Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia for
School-age Children, PL-W) por entrevistador treinado. Esta entrevista estruturada deriva
diagndsticos psiquiatricos conforme o DSM, ja estando traduzida para o portugués e em uso
clinico em centros de referéncia nacionais de Psiquiatria da Infancia e Adolescéncia;
- Testagem neuropsicoldgica;
- Investigacao de transtornos do aprendizado com psicopedagoga;
- Avaliagdo clinica com preenchimento de escalas de sintomas, coleta de amostra
sanguinea e ressonancia magnética acontecem no mesmo dia.

Apés todas as avaliagdes, o grupo de pesquisa discute o diagnostico e propde o
tratamento multimodal com abordagem psicofarmacoldgica e psicossocial, baseado nas

evidéncias cientificas disponiveis.

47



FLUOXOGRAMA DO ESTUDO

Triagem Diagnostica

Critérios para TB 1

Convite para participar da pesquisa e preenchimento de
consentimento esclarecido

o

e Avaliagdo Clinica com
aplicacao da bateria de
escalas

e K-SADS-PL

e Avaliacdo Neuropsicologica

e Avaliagdo de transtornos de
aprendizagem

¢ Ressonancia Magnética

e Coleta de sangue

\\

Aplicacao do protocolo de pesquisa
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COLETA E ANALISE DO MATERIAL BIOLOGICO

Foram coletados oito mililitros de sangue por puncéo venosa de cada sujeito
no mesmo dia da entrevista clinica e colocado em um tubo a vacuo sem
anticoagulante. O sangue foi imediatamente centrifugado a 300xg por 5 minutos e o
soro congelado a menos 80°C até ser analisado. Os niveis séricos das citocinas
(TNF-a, IL-6 and IL-10) foram dosados utilizando kits comerciais, segundo instrugoes

do fabricante.
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6. ASPECTOS ETICOS

Este estudo envolve somente riscos associados ao questionamento, obtencéo
de informacdes e puncéo intravenosa para coleta de sangue. O grupo de pesquisa

pode garantir confidencialidade das informacdes e oferecer apoio se necessario.

Todos os pacientes ou seus responsaveis legais deverdo assinar o termo de
consentimento informado conforme aprovado pelo comité de ética, estando livres
para decidir em qualguer momento sobre sua descontinuidade, independente do seu

atendimento no HCPA.

O estudo abrange os principios bioéticos de autonomia, beneficéncia, nao
maleficéncia, veracidade e confidencialidade. O estudo ja foi aprovado pelo Comité

de Etica e Pesquisa do HCPA, sob niimero 07-641.
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Abstract

BACKGROUND: There is significant evidence supporting the association of altered
levels of cytokines and neurotrophins in adults with bipolar disorder (BD). However,
this relationship remains uncertain in pediatric bipolar disorder.

METHODS: We measured serum interleukin-6 (IL-6), interleukin-10 (IL-10), and
brain-derived neurotrophic factor (BDNF) in a sample of 30 children and adolescents
with diagnosis of BD, and compared them to a sample of 32 healthy controls.
Patients and controls were investigated regarding medical comorbidities, body mass
index and lipid profile.

RESULTS: There was no significant difference in levels of IL-6, IL-10 and BDNF
between patients with BD and controls. There were also no significant correlations
between IL-6, IL-10 and BDNF with clinical and metabolic variables.

CONCLUSION: Our results suggest that BD in pediatric patients is not associated
with immune system dysfunction and alterations of neurotrophins, contrary to what is
found in adult patients. This was the first study to assess serum levels of cytokines
and the second involving BDNF in children and adolescents with bipolar disorder
compared with healthy controls. As the literature is still scarce as to pediatric BD, this

study aids to better understanding the pathophysiology of this disorder.
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1. Introduction

The past decade has seen remarkable growth in our understanding of the
relationship between the immune system, neuroplasticity and psychiatric disorders,
including Bipolar Disorder (BD) (Kapczinski et al., 2010). In adults, accumulating
evidence suggests that BD is associated with immune system dysregulation. Patients
with BD exhibit increased peripheral levels of proinflammatory markers, mainly during
acute mood episodes and especially during mania (O’Brien et al., 2006; Brietzke et
al., 2009; Goldstein et al., 2009). Three meta-analyses have recently reviewed the
evidence of cytokines alterations in BD, emphasizing that immune abnormalities play
a significant role in the pathophysiology of BD (Modabbernia et al., 2013; Munkholm
et al., 2013a; Munkholm et al 2013b). In this context, interleukin-6 (IL-6), that is a pro-
inflammatory cytokine, and interleukin-10 (IL-10), that has mainly an anti-
inflammatory effect, have both been frequently associated with BD. Also,
disturbances in neurotrophins, particularly the brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), have also been associated with BD (Rosa et al., 2006; Walz et al., 2009). A
meta-analysis that included thirteen studies concluded that BDNF levels were
decreased in both mania and depression when compared to controls, but not during
euthymia. A meta-regression analyses showed that age and length of illness

influenced the variation in BDNF (Fernandes et al., 2011).

Despite a growing body of evidence about the role of cytokines and BDNF in BD, the
sample in most studies consists only of adults, much of them with chronic disease.
Bipolar disorder in children and adolescents presents several clinical particularities,

including predominantly mixed symptoms, longer episodes, poor recovery between

54



episodes and high relapse rates, with marked irritability and chronicity (Birmaher
2007, Joshi & Wilens, 2009). Taken together, these particular features may suggest
that the pathophysiology of BD is different in adults and children. As far as we know,
there are only two studies that examined inflammatory markers and neurotrophins in
children and adolescents with bipolar disorder. Goldstein et al (2011) examined high-
sensitivity C-reactive (hsCRP), IL-6 and BDNF in 30 patients. The study suggests a
positive association between hypomanic/maniac symptom severity and hsCRP and
negative association between BDNF and IL-6 levels. Pandey et al (2008) conducted
a study that determined the gene expression of BDNF in lymphocytes and protein
levels of BDNF in platelets of drug-free patients with pediatric BD before and after
eight weeks of treatment. The results showed decreased levels of BDNF in
lymphocytes of patients compared with healthy controls and increased levels

associated with treatment.

As the literature is still scarce in this matter, the purpose of our study is to evaluate
serum levels of IL-6, IL-10 and BDNF in a sample of pediatric bipolar disorder

patients compared with healthy controls.

2. Methods

Sample:

We recruited patients from our Child and Adolescent Bipolar Disorder Outpatient

Program (ProCAB) from the Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil.
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All patients met criteria for BD according DSM-IV and had between 5 to 17 years old.
Exclusion criteria were: diagnoses of pervasive developmental disorder,
schizophrenia and substance dependence and severe suicide/homicide risk. Control
subjects were selected from a school in Porto Alegre and were included if they did
not present any current or past DSM-IV diagnosis or history of mood disorders in
first-degree relatives. Parental written informed consent and children verbal assent
were obtained. This study was approved by the ethics committee of Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, project number 07.641, and it is in accordance with the

Helsinki Declaration of 2013 (World Medical Association, 2013).

Diagnostic assessment

Diagnostic assessment was conducted through a three-stage process. First, the
caregivers were interviewed assessing the presence of DSM-IV mood symptoms and
family history of psychiatric disorders. If subjects fulfill DSM-IV criteria for Bipolar I,
Bipolar Il, or Bipolar Not Otherwise Specified, they went through neuropsychological
and learning disorders assessments. In addition, subjects were assessed with the K-
SADS-PL (Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia for Scholl-Age
Children-Present and Lifetime Version) by trained interviewer (Kaufmann et al.,
1997). Finally, a child and adolescent psychiatrist performed a clinical evaluation of
BD and comorbid conditions using DSM-IV criteria with parents and patients, also
checking the positive diagnoses derived from K-SADS-PL. After the clinical
assessment, a discussion with the whole research group was conducted for final
diagnoses and treatment planning. The diagnostic approach in the sample from the

community followed the same diagnostic flow.
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Symptom Measures

Depressive symptoms were assessed with the Brazilian version of the Children
Depression Rating Scale — Reviewed (CDRS-R) (Poznanski et al., 1984; Barbosa et
al., 1997). Manic symptoms were rated using the Young Mania Rating Scale (YMRS)
(Young at al., 1978). This scale was translated and validate to Portuguese (Vilella et
al., 2005). Itis a 11-item scale for the assessment of severity of mania symptoms that

has similar efficiency across the age groups, including youth age 4-17.

Clinical Assessments

Patients were investigated regarding the presence of medical comorbidities, and had
body mass index and laboratory tests assessments (blood glicemya, lipid profile,

renal function, liver function, thyroid function).

Cytokine assay

The concentration of serum cytokines was determined by flow cytometry using the
BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Flex Sets for humans IL-10 and IL-6 (BD
Biosciences, San Diego, CA). Sample processing and data analysis were performed
according to the manufacturer's instructions. Data were acquired using a
FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences, San Diego, CA) and results were
generated using the BD CBA Analysis Software FCAP Array™ (BD Biosciences, San

Diego, CA).

BDNF measurement
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Four milliliters of blood were withdrawn from each subject by venipuncture into a free-
anticoagulant vacuum tube. The blood was centrifuged at 4000g for 10 min and
serum was kept frozen at -80°C until assayed. BDNF serum levels were determined
by sandwich-ELISA using monoclonal antibodies specific for BDNF (R&D Systems,
Minneapolis, Minnesota). Briefly, microtiter plates (96-well flat-bottom) were coated
overnight at room temperature with the monoclonal anti-BDNF antibody at 4 ug/mL in
PBS. Then, plates were washed three times with wash buffer (PBS, pH 7.4, with
0.05% Tween 20) and was blocked for 1 hour at room temperature with PBS
containing 5% nonfat milk powder. After washing, plates were coated for 3 hours at
room temperature with the samples diluted 1:200 in sample diluent (PBS with 1%
bovine serum albumin) and standard curve ranged from 7.8 to 500 pg/mL of BDNF.
Plates were washed again and was added a biotinylated anti-BDNF antibody at 0.2
ug/mL, which was incubated for 2 hours at room temperature. After washing, the
incubation with streptavidin-peroxidase conjugate (diluted 1:200 in sample diluent) for
20 min at room temperature was performed. After, plates were washed and
incubated with the substrate for 20 minutes at room temperature. Finally, the stop
solution (H2,SO, 1M) was added and the amount of BDNF was determined by
absorbance at 450 nm. The standard curve demonstrated a direct relationship

between optical density (OD) and BDNF concentration.

Statistical Analysis
Analysis was performed using SPSS Version 20.0. Demographic and clinical
characteristics were analyzed using chi-square and ANOVA test as indicated.

Descriptive analyses are presented as mean + SD or median (interquartile range)
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and p-values < 0.05 were considered significant. Cytokine levels showed a non-
Gaussian distribution and were analyzed with appropriate tests as indicated in tables;
Kruskal-Wallis test and Mann—-Whitney test. Relationships between variables were

assessed with Spearman rank correlation coefficient.

3. RESULTS

We included a total of 62 subjects in the study, 30 with diagnosis of bipolar disorder
and 32 healthy controls. Demographic and clinical characteristics, as well as
measures of symptom severity are summarized in Table 1. The groups were not
significantly different regarding gender, age, ethnicity and years of education.
Patients with BD had an average length of illness of 5,1 years. Regarding BD sub-
type, more than two-thirds of the sample had a type 1 diagnosis. Seventy percent of
our sample was medicated at the baseline and more than 50% were taking mood
stabilizers. Only 3 subjects in each group were receiving treatment to a medical
illness, mostly respiratory diseases. Regarding psychiatric comorbidity, three patients
met criteria for substance abuse, but they were abstinent at the time of collection of
the blood sample. Of the 30 patients in the sample, 14 (almost 50%) met criteria for
comorbid diagnosis of attention deficit hyperactivity disorder (ADHD), which is in line
with the literature, that suggests rates of comorbidities between bipolar disorder and

ADHD between 22 and 98% (Singh et al., 2006; Nelson et al., 2013).

There were no significant differences between levels of IL-6, IL-10 and BDNF

between patients with pediatric BD and healthy controls (figure 1). We also found no
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significant correlations between IL-6, IL-10 and BDNF with clinical and methabolic

variables, including age, BMI, 1Q, fasting glucose and lipid profile (Table 2).

4. DISCUSSION

This is the first study that examines IL-6 and IL- 10 levels and the second examining
BDNF levels in children and adolescent with BD compared with healthy controls. Our
findings demonstrated that there are no significant differences between BD and
controls in IL-6, IL-10 and BDNF levels, suggesting that bipolar disorder in children
and adolescents is not associated with changes in inflammatory markers and

neuroplasticity.

Only one previous study examined the association of IL-6, hsCPR and BDNF with
symptom severity in a sample of 30 adolescents with BD. The study did not include a
healthy control group for between-group comparisons, however, the authors found
that manic symptom severity was significantly associated with hsCPR. Nevertheless,
the association was reduced to a trend after controlling for obesity (Goldstein et al,
2011). Another study found significantly lower levels of BDNF in 26 pediatric patients
with BD in acute episode compared to 21 controls. In their sample, BDNF increased
after 8 weeks of treatment, however, they measured BDNF mRNA levels in the

lymphocytes and protein levels of BDNF in platelets (Panday et al, 2008).

The literature involving biomarkers in pediatric population with psychiatric disease is

scarce and there is a discussion about the reproduction of the results found in adults
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in children and adolescents. There is some evidence that healthy children markedly
differ from adults in cytokine production after stimulation with antigens (Lilic et al.,
1997). A recent review about cytokines in adolescents with depression demonstrated
age-specific characteristics of the immune and inflammatory system and concluded
that may be differences in the neurobiology of depression among adults and
adolescents. Some differences may be influenced by developmental issues,
hormonal changes, stress and trauma history that have more direct effect on young
people (Mills et al., 2013). In this sense, animal models in rodents have shown that
BDNF undergoes major changes during development (Bath et al.,, 2013). Also,
changes of cytokines in this population may be subtle, requiring a larger sample size

to be detected.

On the other hand, studies of peripheral biomarkers in the pediatric populations can
minimize biases that are common in studies with adult samples. For example,
medical comorbidities are potential confounders. Moreover, children and adolescents
with BD have shorter disease and therefore are not subject to metabolic changes that
are commonly caused by the chronic use of medications. Similarly, use of tobacco

and other substances are less prevalent in pediatric population.

This study was carefully conducted. Patients underwent a complete clinical
investigation, with experts in child and adolescent psychiatry. Although patients were
not fasted, and the samples were not collected in the morning, they were always
collected at the same time (between 16 and 18 p.m.), minimizing circadian
differences in cytokines levels. Some potential confounders were investigated (like

BMI, lipid profile and medical comorbidities) and the correlations showed no
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statistical significance. Maybe the major limitation of the current study is the use of
medications for nearly all patients (70%). Mood stabilizers have predominantly an
anti-inflammatory action with an immunomodulatory effects in BD (Kang et al., 2012,
Xuan et al., 2012) and increase the levels of BDNF in rat brain (Hashimoto et al.,
2002; De Souza et al., 2011). More than 50% of the sample was taking lithium or
valproate at the time of blood collection. Boufidou and collegues showed that BD
patients under chronic lithium treatment had significantly lowers numbers of IL-6 and
IL-10 secreting cells compared to healthy controls (Boufidou et al., 2004). Similarly,
antipsychotics may also affect the production of cytokines and 43,7% of the sample
was taking second-generation antipsychotics. However, two recent researchs that
measured the impact of antipsychotics and mood stabilizers on cytokine production
in-vitro showed that antipsychotics as a groups had no influence on IL-6 and between
the mood stabilizers, only lithium increased IL-6 levels consistently (Hummerich et
al., 2011; Hummerich et al., 2013). Another important factor is the low average score
in rating scales, showing that your patients were not severely symptomatic. In adults,
the strongest evidence of changes in cytokines and BDNF is in periods of acute
illness. The bipolar disorder in children and adolescents has different characteristics
from the adult, with mixed and longer episodes. The small sample size could also be
a limitation, however, previous studies had similar sizes and were able to show

significant differences between groups.

Considering the current lack of studies in pediatric BD, our results contribute to the
understanding of the role of BDNF and cytokines in this population. This research is

the first step of a cohort that aims to follow children and adolescents with the

62



diagnosis of bipolar disorder into adulthood. The longitudinal follow-up will certainly

help to clarify many questions that remain unanswered.
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Table 1. Descriptive Demographic and Clinical Characteristics

BD HC p-value
(n=30) (n=32)
Gender (M/F proportion) 17/13 15/17 0,441
Age (mean/St.Deviation) 13,16/ 2,46 12,18/ 3,38 0,027
Ethnicity
Caucasian 22 (73,3%) 27 (84,3%) 0,114
African 4 (13,3%) 0
Coloured 3 (10%) 5 (15,6)
Other 1(3,3) 0
Years of schooling 6,8/ 5,6/ 0,051
(mean/St.Deviation)
2,10 3,06
Intelligence Quotient (1Q) 100,1/ 86,4/ 0,217
(mean/St.Deviation)
12,2 141
Body mass index 21,5 19,8
BD Family History 46,7% 3,1% 0,000
YMRS score (mean) 9,4 0,06 0,000
CDRS score (mean) 32,24 17,71
CGAS score (mean) 59,15 90,15
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Bipolar Disorder Subtype

BD-I 20 (66,7%)
BD-II 4 (13,3%)
BD-NOS 6 (20%)
Current Medication Use

Mood 17 (56,7%)
Stabilizers
Second-

13 (43%)
generation

antipsychotic

Medical Comorbidities 3 (12,5%)
Psychiatric Comorbidities 17 (56,7%)
ADHD 14
OCD/CD 9
Anxiety 10
disorders
3

Substance Use

YMRS: Young Mania Rating Scale. CDRS: Children’s Depression Rating Scale. CGAS: Children’s Global

Assessment Scale. ADHD: Attention-Deficit/Hiperactivity Disorder. OCD:. CD: conduct disorder.
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Table 2: Correlations (Pearson Correlation)

IL-6 IL-10 BDNF
Age ,048 -,081 ,120
1Q -,126 -,077 -,071
Glicemya ,207 177 -,136
Total Cholesterol -,268 -,308 ,184
HDL Cholesterol -,008 ,098 -,212
Triglycerides -,115 - 0,69 -,002
BMI - 0,03 - 0,132 ,197
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Figure 1. Mean of serum levels of IL-6, IL-10 and BDNF for bipolar patients and

control group

Figure 1.1: Serum levels of IL-6
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Figure 1.2. Serum levels of IL-10
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Figure 1.3. Serum levels of BDNF

BDNF — BD (21,5185) X HC (21,5901) p (,879)
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Enquanto os estudos em adultos bipolares apontam cada vez mais para a
interacéo do sistema imune e neurotrofinas com a fisiopatologia da doenca, nossos
resultados sugerem que citocinas inflamatérias e BDNF possam ter um

comportamento diferente na populacéo pediatrica com THB.

Este é o terceiro artigo que se propds a estudar biomarcadores em criancas e
adolescentes com THB, sendo o primeiro a comparar niveis de interleucinas com um
grupo controle. A escassez da literatura sobre o tema nos faz inferir algumas
possibilidades. Seria o sistema imune desta populacdo diferente da populacao
adulta? As gquestdes hormonais, seriam importantes? A auséncia de comorbidades
clinicas, cuja prevaléncia no THB é sabidamente muito frequente, faria diferenca na

dosagem dos biomarcadores?

Uma revisdo sistematica publicada por Mitchell & Goldstein sobre a
inflamacdo em transtornos neuropsiquiatricos em criancas e adolescentes concluiu
gue as evidencias preliminares apontam para um aumento da atividade inflamatoria
nesta populacdo. Porém, segundo os autores, as evidencias sdo robustas apenas
para o autismo, que é uma doenca desenvolvimental, com fisiopatologia muito
diferente dos transtornos psiquiatricos. No que tange o THB o autor cita apenas 2
estudos, uma auto-referéncia (Goldstein et al., 2011), que ndo conseguiu demonstrar
aumento a atividade inflamat6ria na amostra e um segundo artigo que avaliou a

prole de pais com THB e identificou a expressdo de genes pro-inflamatdrios em
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100% da prole que desenvolveram transtorno de humor. Um estudo de revisao
sobre o papel das citocinas especificamente na depressdo em adolescentes sugeriu
gue a neurobiologia do transtorno nesta populacdo possa ser diferente em relagcéo
aos adultos. Por outro lado, Pandey et al (2010) examinaram a expressao génica em
linfocitos e a expressédo de proteinas em plaquetas do BDNF em pacientes adultos e
pediatricos deprimidos sem uso de medicacao. O resultado foi semelhante entre os
dois grupos, com diminuicdo dos niveis de BDNF, sugerindo que o comportamento

desta neurotrofina nao difere entre adolescéncia e a vida adulta.

Certamente, a principal limitacdo deste estudo € o fato de 70% dos pacientes
estarem medicados. Ambos os estudos de Pandey (Pandey et al, 2008 e 2010) que
mostraram alteragdbes do BDNF foram realizados com pacientes sem uso de
medicacdo e em episodios agudos de doenca. Porém, na nossa realidade de um

servico terciario, é impensavel a possibilidade de pacientes drug-free.

O THBia é um doenca grave, associada a prejuizos desenvolvimentais.
Recentemente, um artigo que procurou descrever as hospitalizacdes por transtornos
mentais na populacdo pediatrica encontrou o THB ocupando o 2° lugar em
frequéncia e custo das internacfes, perdendo apenas para a depressao (Bardach et
al., 2014). O ProCAB (Programa de Criancgas e Adolescentes) trata-se de um estudo
de coorte que pretende acompanhar criangcas e adolescentes com THB até a vida
adulta. Este acompanhamento longitudinal podera ajudar ndo apenas ho
entendimento da fisiopatologia da doenca, mas em medidas mais efetivas que
possam auxiliar no tratamento, evitando os danos ja tdo conhecidos desta grave e
incapacitante doenca.
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9. ANEXOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(RESOLUCAO N2 196/96 - CNS)

A proposta deste Programa é sistematizar o atendimento, o diagnostico e o estabelecimento de
estratégias de intervencéo para o Transtorno do Humor Bipolar em Criangas e Adolescentes.

Caso eu aceite que meu dependente participe deste protocolo, estou ciente de que terei que responder
a uma série de entrevistas semi-estruturadas e escalas de avaliagdo que poderao levar cerca de uma hora cada.
Quando necessario podera ser colhido material sangiineo para estudos bioquimicos ou genéticos desde que
ndo estejam envolvidos riscos para a saude do meu filho(a). O material podera ser congelado por até 5 anos,
para eventuais analises em projetos futuros. Os dados resultantes destas entrevistas e escalas poderdo ser
utilizados para fins de estudos com destruicdo da identificacdo. Caso a utilizacdo desse material seja enqua-
drada em algum novo projeto, sei que 0 novo projeto devera passar novamente por analise da Instituicdo
adequada (Comité de Etica e Pesquisa), para receber aprovacio especifica. Também estou ciente de que
poderei ser novamente contatado para dar meu novo consentimento.

O potencial beneficio para a sociedade é que este programa pode incrementar o conhecimento sobre
estes transtornos. Também meu filho (a) estara recebendo avaliagdo e tratamento.

Eu entendo que a participacdo do meu dependente € voluntaria e ligada ao meu consentimento. Ele
podera receber atendimento neste mesmo hospital ou na rede de saude da comunidade, caso eu decida ndo
participar.

Eu entendo que as informag8es produzidas nesta tarefa serdo mantidas em lugar seguro, codificadas e
a identificagdo s6 podera ser realizada pelo pessoal envolvido diretamente com o projeto.

Caso o material venha a ser utilizado para publicagdo cientifica ou atividades didaticas, ndo serdo
utilizados nomes que possam vir a identificar meu dependente.

Eu entendo que poderei obter mais informag¢des com a Dra. Silz4 Tramontina, pelo telefone 2101-8272,
gue esta apta a solucionar minhas davidas. Aceito que serei informado de qualquer conhecimento significativo

descoberto durante este projeto o qual podera influenciar a minha participagdo na sua continuidade.

Eu compreendo que poderei solicitar o desligamento do meu dependente do presente projeto a qualquer
momento.

Porto Alegre, de de 20

Paciente Pesquisador que obteve o consentimento

Nome do Representante Legal
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