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"E do buscar e ndo do achar que nasce o que eu ndo conhecia."
Autora: Clarice Lispector



RESUMO

Introdug¢ao: Os mecanismos moleculares envolvidos na fisiopatologia dos Transtornos de
Humor ainda ndo estdo completamente elucidados. Nos ultimos anos tem-se verificado um
crescente reconhecimento de que alteragdes no sistema imune, no estresse oxidativo e de
fatores neurotrdéficos poderiam contribuir para o desenvolvimento dos episodios de humor. O
diagnostico de Transtorno de Humor Bipolar ¢ um desafio a ser reconhecido devido ao
elevado grau de sobreposi¢ao de sintomas, que sdo apresentados por um paciente bipolar
durante o episodio depressivo e se correlacionam com os critérios de diagnostico para
depressdo maior. Neste contexto, a busca por marcadores periféricos para transtornos
psiquiatricos segue ha muitos anos, contudo permanece indefinida. Objetivos: Em vista
disso, neste estudo avaliamos diferentes marcadores periféricos em pacientes com Depressao
Unipolar e Depressao Bipolar, visando a busca de possiveis diferengas entre estes dois
transtornos do humor. Métodos: Para este fim, medimos os niveis séricos de BDNF, IL-2, IL-
4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y, IL-17, danos a lipidios e proteinas em 54 pacientes ambulatoriais
com depressdo Bipolar e Unipolar pareadosa 54 voluntirios saudaveis. Episodio
depressivo foi avaliado através da Escala Hamilton de Depressao (HAM-D). Resultados:
Neste estudo encontramos aumento da IL-6 em ambos os grupos estudados comparados ao
controles (p = 0,020 e p =0, 001, respectivamente), bem como o aumento do dano a proteinas
em pacientes unipolares (p =0,003). Nao foram observadas alteracdes nos niveis
de BDNF em ambos os grupos de pacientes (p =0,295) e no contetdo de peroxidagdo de
lipidios (p =0,860). Uma correlagdo positiva foi encontrada entre os valores de HAM-D e
niveis de carbonilagdo (r =0,291; p =0,036) em pacientes bipolares. Conclusido: Nossos
resultados indicam o envolvimento do estresse oxidativo e de uma alteragdo no sistema imune
inflamatério em pacientes depressivos, contudo os marcadores aqui estudados nao seriam
ideais para diferenciacao dos transtornos depressivos bipolares e unipolares, sendo necessarios

mais estudos, com uma amostra maior, para validagdo destes achados.
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ABSTRACT

Background: The molecular mechanisms linked to pathophysiology of mood
disorders are not yet fully elucidated. In recent years there has been a growing recognition
that changes in the immune system, oxidative stress and neurotrophic factors could contribute
to the development of mood episodes. The diagnosis of Bipolar disorder is a challenge to
be recognized due to the high degree of overlap of symptoms, which are presented by a
patient during bipolar depressive episode and correlate with the diagnostic criteria for major
depression. In this context, the search for peripheral markers for psychiatric disorders has
followed for many years, yet remains undefined. Objective: As a result, this study aims to
search for peripheral markers for use in aiding the differential diagnosis of unipolar and
bipolar depression. Methods: To this end, we measured serum levels of BDNF; IL-2, 1L-4,
IL-6, IL-10, TNF, IFN-y, IL-17, damage to lipids and proteins in 54 depressive Bipolar and
Unipolar outpatients matched to 54 healthy volunteers. Depressive episode was assessed using
the Hamilton Depression Rating Scale (HDRS). Results: In this study we found
increased interleukin-6 in both groups compared to controls (p=0.020 and p=0.001,
respectively), as well as increased damage to proteins in unipolar patients (p = 0.003). There
were no changes in BDNF levels in both groups of patients (p =0.295) and the content of
lipid peroxidation (p =0.860). A positive correlation was found between the values
of HDRS and protein carbonyl levels (r = 0.291, p=0.036) in bipolar patients. Conclusion:
Our results indicate the involvement of oxidative stress, for damage to proteins, and a change
in the inflammatory immune system in depressed patients; however the markers evaluated
here were not suitable for differentiation of unipolar and bipolar depressive disorders, more

research is needed, with a larger sample to validate these findings.
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1. INTRODUCAO

A depressdao ¢ um transtorno altamente recorrente e segundo a Organizagdo Mundial
da Satde, em 2020 sera a maior causa mundial de incapacita¢do. Mais de 75% dos pacientes
apresentam mais de um episodio depressivo, muitas vezes reincidentes no prazo de dois anos.
(1). A depressao ¢ freqlientemente comoérbida com outras dificuldades fisicas e mentais, na
maioria das vezes como disturbios de ansiedade, mas também com problemas cardiacos e
tabagismo (2).

Conforme estudo de Stensland et al (2010) que analisou 7981 pacientes que
apresentaram critérios para diagnostico de Transtorno de Humor Bipolar (THB), e os
acompanhou por aproximadamente um ano, verificou que uma proporcao significativa de
individuos com diagnostico de transtorno bipolar recebeu um diagnostico incongruente de
depressao unipolar posterior, o que resultou em aumento dos custos de tratamento (3). Este
aumento ¢ demonstrado pela taxa de internagdo que triplicou, enquanto as visitas a
emergéncias psiquiatricas duplicaram, sugerindo fortemente que os individuos que recebem
um diagnostico incongruente de depressao unipolar estariam mais propensos a ter mais
recaidas psiquiatricas.

O diagnostico de Transtorno de Humor Bipolar ¢ um desafio a ser reconhecido devido
ao elevado grau de sobreposicdo de sintomas. Estes sdo apresentados por um paciente bipolar
durante o episodio depressivo e se correlacionam com os critérios de diagnostico para
depressao maior, tendo como base para diferenciacdo apenas o historico do paciente de
sintomas maniacos ou hipomaniacos (4).

Neste contexto a busca por marcadores periféricos para transtornos da psiquiatria
segue ha muitos anos, mas, apesar desses esforcos, um exame de sangue com base ndo-
invasiva que poderia ser usado como auxilio para o diagnéstico, ou para ajudar a estratificar

pacientes com base no subtipo da doenca permanece indefinida (5). Estudos em pacientes



deprimidos tém testado biomarcadores especificos com base na hipdtese de disfungdo
monoaminégica, a hipotese de disfuncdo imuno-inflamatéria, neuroendodcrina e na hipotese de
neuroplasticidade (6, 7). Estas investigagdes tém gerado uma série de supostos biomarcadores
que ainda necessitam de replicagdo. Contudo até o momento, apenas um estudo aponta um
possivel biomarcador, a neurotrofina Fator Neurotréfico Derivado do Cerébro, como possivel
biomarcador para diagnéstico diferencial da Depressao Bipolar e a Depressao Unipolar (6).

Com base nos dados acima e na complexidade da fisiopatologia, cresce a preocupagao
com o atraso do diagnostico em pacientes com depressdo bipolar. Estudos recentes tém
indicado que o intervalo médio entre o inicio dos sintomas e o diagnodstico da doenga seria de
7-10 anos, com a demora para o diagndstico correto o paciente ndo recebe a medicagdo
adequada para o controle e manejo dos episodios o que causa prejuizos na qualidade de vida,
comprometimento da produtividade no trabalho (8, 9), encargos socias e econdmicos, bem
como o aumento da taxa de suicidios (10).

Em vista disso, esta dissertacdo teve por objetivo a pesquisa de potenciais marcadores
periféricos para serem avaliados como auxilio ao diagndstico diferencial da depressao
unipolar e depressdo bipolar.

Considerando a sua alta prevaléncia na populagdo e seu prejuizo na funcionalidade do
paciente, bem como os gastos gerados ao sistema de saude, estudos sobre o Transtorno de
Humor Bipolar representam uma area de grande interesse para a comunidade cientifica, uma
vez que pode ajudar no esclarecimento, pelo menos em parte, da fisiopatologia deste
transtorno. Mais estudos sdo necessarios para o esclarecimento dos mecanismos responsaveis
pelos episodios depressivos, com o objetivo de fornecer ao paciente um tratamento adequado
e evitar o dano que o THB provoca nestes. Por isso, estudos nesta area sdo muito importantes,

tanto do ponto de vista clinico quanto social.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Transtorno de Humor Bipolar

O Transtorno de Humor Bipolar ¢ uma doenca cronica e grave caracterizada por
episoddios maniaco-depressivos. Afeta aproximadamente 1,6% da populagdo (11) e segundo a
Organizagdo Mundial da Saude representa uma das principais causas de incapacitacdo em
todo o mundo (12), tendo, dentre as doencas mentais, altos indices de suicidio e desemprego,
constituindo-se assim um problema de satde publica (13).

O curso clinico do THB ¢ usualmente identificado por periodos de exacerbacdo dos
sintomas - episddios agudos - intercalados por periodos subsindrémicos e periodos de
remissdo, denominados eutimia.

O diagnostico de Transtorno de Humor Bipolar ¢ realizado com a ocorréncia de pelo
menos um episddio maniaco ou hipomaniaco durante a vida (14). O episédio maniaco ¢
caracterizado segundo o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (4) por uma
elevagdo de humor ou euforia, expansivo ou irritavel, com duragdo de no minimo uma semana
(e nos casos que requerem a hospitalizacao, independente da duragdo do episddio) associado
ao menos a trés dos seguintes critérios (quatro, se humor irritavel): reducao da necessidade de
sono, distratibilidade, grandiosidade, pressdo por falar, fuga de idéias, agitacdo psicomotora,
comportamento excessivo voltado para atividades prazerosas com grande potencial para
conseqiiéncias dolorosas. Sendo a alteracdo de humor suficientemente grave a ponto de causar
prejuizo tanto no ambito ocupacional quanto social do individuo. E os sintomas nao devem ser
conseqiiéncia de efeitos fisiologicos ou de uma condi¢do médica geral.

O episodio hipomaniaco assemelha-se ao episodio maniaco pelos sintomas e critérios
do humor elevado apresentados anteriormente, mas caracteriza-se como um episddio sem

sintomas psicoticos ou sintomas que possam causar dano ou colocar em perigo a vida de um



individuo ou a do proprio paciente, difere-se também em relagdo a duragdo do episodio que se
apresenta com uma dura¢do minima de quatro dias. Dependendo do diagndstico clinico, o
THB pode ser dividido em THB tipo I e THB tipo II, o primeiro quando o paciente apresentar
episddios maniacos e o segundo quando o paciente apresentar episddios hipomaniacos (14).

Estudos mostram que individuos com THB possuem altas taxas de comorbidades, as
quais chegam a mais de 60% ao longo da vida (15), tais como doengas cardiovasculares,
obesidade e diabetes melitus (16), o que estd diretamente associado ao aumento da morbidade
¢ mortalidade observadas nesta doenga.

Em relacdo a neurobiologia, estudos de ressonancia magnética e neurofuncionais
sugerem alteragcdes no circuito que compreende o cortex pré-frontal, o sistema limbico e os
nicleos da base, os quais podem estar associados a fisiopatologia do THB, pois se
pressupdem serem estas regides as responsaveis pela modulagdo do comportamento. Achados
mostram a diminui¢do no volume do cortex pré-frontal subgenual e cortex pré-frontal
dorsolateral (17, 18), bem como um aumento no tamanho do terceiro ventriculo (19, 20) e do
ventriculo lateral (21). Uma redug¢do dos ventriculos também foi encontrada por Harvey
(1994) e Hauser (2000) (22, 23). Estudos no hipocampo ndo mostraram evidéncias
significativas de mudang¢a no tamanho e volume deste em pacientes bipolares, assim como nos
nucleos da base, onde estudos demonstraram um aumento do volume do estriado em pacientes
bipolares comparados a controles saudaveis (24).

Bearden e colaboradores (2001) mostraram que pacientes bipolares apresentam
resultados semelhantes ao de voluntarios sadios em testes verbais ou de QI, entretanto
pacientes bipolares apresentam um déficit significativo quando comparados a controles em
testes de atencdo, principalmente os que envolvem elementos de funcdo executiva e uma
diminui¢do em testes de memoria de curta duragdo, incluindo memoria declarativa e memoria
de trabalho (25). A funcdo executiva, por exemplo, estaria localizada em regides do Cortex

Pré-frontal (CPF), que também seriam responsaveis pela atengdo e a memoria de trabalho



(26). O padrao de déficits de atengdo em pacientes bipolares ¢ mais consistente com uma
disfuncdo no cortex Orbitofrontal, estruturas temporais subcorticais e mediais, e por¢des do
cortex parietal posterior. Déficits na memoria de trabalho também sugerem anormalidades no
cortex oOrbitofrontal, cortex cingulado anterior, estriado, talamo e estruturas temporais mediais
(26). Estas mudangas morfologicas sugerem uma disfun¢do na plasticidade e resiliéncia
celular seguindo um padrdo neurodegenerativo. Neste contexto, aumentam as evidéncias que
sistemas de sinalizagdo neurotroficos, responsaveis pela regulacdo da plasticidade e
sobrevivéncia celular, possam estar alterados em pacientes com transtornos de humor (27). Os
mecanismos neuroquimicos envolvidos na patofisiologia do THB ainda ndo estdo
completamente entendidos, mas varios estudos tém sido feitos incluindo a funcdo das
monoaminas, acido gama-aminobutirico (GABA), glutamato, vias de sinalizacdo de segundo

mensageiro, o estresse oxidativo e dano ao DNA.

2.2 Depressao Maior ou Unipolar

A depressdo maior ¢ uma doenca mental comum e tratdvel, um estudo realizado
durante o periodo 2001-2002 estimou que 6,6% da populagdo adulta dos EUA apresentaram
um episddio de transtorno depressivo maior durante os Ultimos 12 meses (28). Estudos
recentes tém mostrado que a etiologia da depressdo ¢ multifatorial. Através do efeito
cumulativo de trés fatores distintos: ocorréncia de trauma ou eventos estressores na infincia,
envolvimento genético, € eventos psicossociais estressores recentes ou atuais.

A presenca dos sintomas mais comuns destes transtornos sdo coletivamente chamados
"sindrome depressiva" e incluem um humor deprimido de longa duragdo, sentimentos de
culpa, ansiedade e pensamentos recorrentes sobre morte e suicidio. O diagndstico de episddio
depressivo maior ¢ caracterizado por uma diminuicdo do humor ou uma incapacidade de

experimentar prazer (anedonia), ou ambos, combinada com sintomas cognitivos e vegetativos



e ocorréncia de sofrimento ou prejuizo ao individuo. Um diagndstico de transtorno
depressivo maior pode ser feito se uma pessoa sofre, pelo menos, um episdédio depressivo
(sem nunca ter experimentado a mania, pois neste caso o diagndstico seria de depressdo
bipolar) (29).

Segundo o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais, quarta edi¢do
(DSM-1V) (4), o diagnostico do transtorno depressivo maior requer a experiéncia de episodios
depressivos, que sdo definidos por pelo menos cinco dos seguintes sintomas e por pelo menos
2 semanas de duragdo: perda de interesse, humor deprimido, disturbios de peso ou apetite,
distarbios do sono, alteragcdes psicomotoras, perda de energia, inutilidade ou culpa,
dificuldade de concentragdo, indecisdo e pensamentos de morte e/ou suicidio. O humor
deprimido ou perda de interesse deve ser um dos sintomas, mas com a inclusdo de critérios
compostos (por exemplo, inutilidade ou culpa), o diagnéstico de depressdo pode ser satisfeito
por diversas variantes, e os episddios podem ser qualificados por outras caracteristicas
associadas (por exemplo, pos-parto, padrdo sazonal, com melancolia ou sintomas psicoticos).

A contribuicdo genética para a manifestacdo da depressdo foi estimada em 40-50%
(30). No entanto, as combinagdes de varios fatores genéticos podem estar envolvidos no
desenvolvimento da depressdo, além de fatores ndo-genéticos, como estresse, traumas
afetivos, infeccdo viral e anormalidades no desenvolvimento neuroldgico. Assim, estudos
extensivos tém levado a uma variedade de hipdteses para o mecanismo molecular da
depressdo, entretanto o mecanismo patogénico ainda ndo foi completamente elucidado (31).

E importante ressaltar que véarias doengas, como diabetes, doengas cardiacas,
desordens auto-imunes e dor sdo comorbidades presentes comuns. A relacdo entre o transtorno
depressivo e essas condi¢des cronicas e incapacitantes parece ser bidirecional, pois um parece
influenciar o prognostico do outro (2, 32, 33).

A Depressdao Maior € caracterizada pela ocorréncia de episodios depressivos, seguidos

por periodos de humor estavel, eutimico. No entanto, pacientes que apresentam sinais de



remissdo clinica podem apresentar anormalidades neurobiologicas persistentes. Estudos tém
demonstrado que essas anomalias podem piorar com o tempo, e alguns pacientes podem se
tornar cronicamente deprimidos. Estudos de neuroimagem estruturais indicam que os
individuos com episodios recorrentes de depressdo maior podem ter o hipocampo
relativamente menor, mesmo durante periodos de remissdo clinica, quando comparados a
individuos saudaveis. A reducdo progressiva do volume do hipocampo pode ser devido ao
carater recorrente ou persistente da doenga, bem como pela falta de tratamento
antidepressivo realmente eficaz, o que por sua vez, pode explicar os problemas de memoria de
alguns pacientes, bem como os varios outros sintomas da doencga (34, 35).

Apesar de ter etiologia complexa e multifatorial, a Depressdo Unipolar pode ter
um estado neural comum. Acredita-se que hd uma alteracdo generalizadana fungdo
de estruturas cerebrais durante um episoddio depressivo, incluindo coértex motor pré-frontal,
temporal e parietal, limbico, lateral do talamo e hipotalamo areas que modulam os ganglios da

base, mesencéfalo e tronco cerebral (36).

2.3 Fisiopatologia da Depressao

A hipétese da monoamina, tem sido o foco principal na pesquisa para a causa da
depressdo por aproximadamente os ultimos 50 anos. Esta hipotese sugere uma deficiéncia ou
desequilibrio nos neurotransmissores monoaminérgicos (como dopamina, serotonina e
noradrenalina). Os estudos sobre a fisiopatologia do transtorno depressivo sdo de extrema
importancia para o melhor entendimento da patologia, mas os dados oriundos de tais estudos
muitas vezes ndo nos permitem uma distin¢do clara entre causa e efeito. Exemplificando, a
constatacdo de que a taxa de sintese de serotonina pode ser baixa em pacientes depressivos
pode ser explicada de diferentes maneiras: uma redugdo na sintese de serotonina pode resultar

em depressao, depressdao pode resultar em uma redugdo nos niveis de sintese de serotonina, ou



um terceiro elemento pode ser responsavel tanto pela reducio na taxa de sintese de serotonina
e desencadear a depressao (37).

Atualmente também tem sido tema de grande interesse na procura da etiologia deste
transtorno, o eixo Hipotdlamo — Pituitdria — Adrenal (HPA) que corresponde ao circuito
neuroenddcrino principal para gerir o estresse no corpo. Pois transtornos psiquidtricos
relacionados ao estresse, como a depressdo, tem sido relatados estarem associados a
disfungoes neste eixo (38) .

Estressores de todos os tipos, tanto fisica como psicologica, ativam o eixo HPA,
aumentando a produgdo e liberagdo de hormodnio liberador de corticotropina (CRH) e
arginina-vasopressina (AVP) a partir do ntcleo paraventricular do hipotalamo. Aquele
aumenta a secrecdo de adrenocorticotrofina (ACTH) pela pituitaria e, posteriormente, o cortex
da adrenal ¢ estimulado pela corticotropina para produzir o horménio do estresse - cortisol,
que afeta fungdes neurocomportamentais de varias regides do cérebro.

O eixo HPA forma um feedback via certas regides do cérebro como o hipocampo ¢ a
amigdala. O hipocampo ¢ um alvo importante do cortisol e a ativacdo local de receptores
glicocorticdides no hipocampo auxilia no controle do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal.
Receptores de glicocorticoides também sdo encontrados no hipotdlamo e na hipofise. Sabe-se
que o estresse cronico aumenta o nivel do fator de libera¢dao de corticotropina e de cortisol e
diminui a expressdo de receptores tipo 1 do liberador da corticotropina e dos receptores de
glicocorticdides, o que pode causar prejuizo na neuroplasticidade e resisténcia celular (39). O
desequilibrio entre os receptores de glicocorticdides e mineralocorticoides na depressao, pode
contribuir para a susceptibilidade do hipocampo para o dano neuronal (40). Mudancas
associadas ao estresse e depressao ao nivel do hipocampo, podem ser responsaveis pelas
alteragdes vistas nesta regido do cérebro, o que por sua vez, pode contribuir para a desinibig¢ao

cronica do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (37).



Essas alteragdes funcionais dos neurdnios do hipocampo causada pelo estresse cronico
pode reduzir o tonus inibitério sobre o eixo HPA, o que resulta em hiperatividade deste eixo.
A hiperatividade do eixo HPA tem sido verficada em cerca de metade dos pacientes com
depressdo cronica e estudos tem demonstrado que o tratamento com antidepressivos, tem
auxiliado na reversao desta disfungdo (41, 42).

Por isso, mais estudos sdo necessarios e t€ém sido realizados avaliando possiveis
marcadores e tratamentos focados na compreensido dos mescanismos biologicos envolvidos na
depressdo, e ha uma grande promessa de que estes avancos, além de sua relevancia para a
medicina geral, possam ter grandes aplicacdes no diagnostico e manejo dos episodios

depressivos.

2.4 Fator Neurotrofico derivado do Cérebro (BDNF)

O Fator neurotréfico derivado do cérebro (Brain derived neurotrophic factor-BDNF) ¢
o membro mais estudado da familia das neurotrofinas, que consistem de pequenas proteinas
secretadas que atuam no desenvolvimento do sistema nervoso (43, 44) e possuem uma fung¢ao
crucial no controle do numero de neurdnios e no crescimento dendritico (45). E um
polipeptidio de 27kDa e estd envolvido no suporte a sobrevivéncia e diferenciacdo de
populacdes especificas de neurénios in vivo durante o desenvolvimento e aumentam as
evidéncias de que o BDNF também atua na fase adulta, incluindo a homeostase e a
plasticidade neuronal relacionada a processos como memoria e aprendizado (46, 47).

A familia dos fatores neurotréficos possui uma variedade de funcdes biologicas,
relacionadas a interacdo com receptores, distribuicdo local e transporte no sistema nervoso
central. Além do fator neurotrofico derivado do cérebro, acredita-se que outras neurotrofinas
possam estar alteradas no THB. Walz e colaboradores mostraram diferencas em outros dois

fatores troficos: Neurotrofina-3 (NT-3) que se observou ter expressao aumentada em bipolares



em episddios maniaco e depressivo comparado a pacientes eutimicos e controles
saudaveis(48). E a neurotrofina 4/5 (NT-4/5), que mostrou estar aumentada em pacientes
comparado a controles, independente do estado sintomatico (49).

Estudos tém sugerido que uma desregulagdo no BDNF ocorre sob condi¢des de
estresse cronico e depressdo (50). Como os estudos com polimorfismos do gene do BDNF,
em pacientes bipolares, que tém demonstrado estar relacionado com a gravidade dos episodios
nestes individuos. Por outro lado, o tratamento cronico com antidepressivos ndo apenas
aumenta o nivel de BDNF, mas também aumenta a resisténcia ao estresse em animais (51-53).

Ha varios estudos mostrando que alteragdes na expressdo do BDNF em subpopulagdes
neuronais especificas contribuiriam para diferentes patologias, incluindo depressao, epilepsia,
doenga de Parkinson, Alzheimer, Huntington (43, 54-57); bem como em transtornos
psiquiatricos como o THB e a esquizofrenia, tendo sido evidenciado em estudos recentes de
Kapczinski e colaboradores, nos quais durante os episdodios maniacos e depressivos os
pacientes com THB mostraram apresentar niveis mais baixos de BDNF comparados a
controles saudaveis enquanto que em periodos de remissdo (eutimia) seus niveis se
apresentam similares ao dos controles (58).

Estas observagdes serviram de base para a teoria neurotréfica afirmando que a
depressdo seria causada por um déficit de fatores neurotréficos e que os antidepressivos
seriam capazes de reverter esta diminuigao.

Neste contexto ¢ importante ressaltar o estudo de Fernandes BS et al (2009) que
avaliou os niveis desta neurotrofina em 40 pacientes bipolares e 10 pacientes com depressao
maior durante o episddio depressivo, demonstrando que os pacientes com THB apresentavam
valores de BDNF mais baixos do que os pacientes com Depressdo Maior (6). Este foi um dos
primeiros trabalhos a sugerir a existéncia de um possivel biomarcador para diferencia¢do do

diagnostico depressivo Bipolar e Unipolar.
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2.5 Sistema Imune

Na fisiopatologia da doenca além dos sistemas citados, nos Ultimos anos tem-se
verificado um crescente reconhecimento de que a ativagdo do sistema imune inflamatodrio,
especialmente a liberagdo das moléculas de sinalizacdo (citocinas), poderia influenciar muitas
das alteracdes neuroquimicas provocadas pelo estresse e contribuir com isso para o
desenvolvimento da depressdo. Sabe-se que as citocinas podem interagir com o sistema
neuroenddcrino e em vias especificas envolvidas no humor (59). Neste contexto, muitos
estudos t€ém demonstrado uma clara relacdo entre a inflamacdo e o desenvolvimento de
diferentes doencas, tais como: doengas cardiovasculares, diabetes, cancer, bem como doengas
neuropsiquiatricas, como a depressao (60-62).

Segundo estudos recentes, alteragdes nos niveis de citocinas pro-inflamatorias estao
associados com aumento do risco de desenvovimento de depressdo, de alteragcdes cognitivas e
reduzida capacidade de resposta ao tratamento. Citocinas pré-inflamatorias, como a IL-1, IL-
6 ¢ TNF-a, que sdo induzidas por lesdes e infec¢des, bem como do estresse psicoldgico tem
sido implicadas em comportamentos depressivos tanto em modelos animais quanto em
pacientes com depressao (63-66).

O estudo recente de Gimeno e colaboradores (2009) acompanhou por 12 anos
pacientes com depressdo e verificou associagdo entre elevados niveis de Proteina C reativa e
Interleucina 6 no soro destes pacientes e 0s sintomas cognitivos da depressao(65). Os dados
encontrados sugerem que, pelo menos no que diz respeito aos sintomas cognitivos da
depressdo, a dire¢do da associacdo seria predominantemente dos marcadores inflamatdrios aos
sintomas cognitivos da depressao.

Estudos relataram aumento de citocinas pro-inflamatdrias em pacientes com
Transtorno de Humor Bipolar e com Depressdao Unipolar demostrando que durante o episddio

depressivo a produgdo de TNF-alfa estaria significativamente aumentada quando comparados
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a individuos saudaveis (67) enquanto que os niveis de TNF-alfa decaem durante o tratamento
(68).

Ha um crescente corpo de evidéncias sugerindo o envolvimento de citocinas nos
transtornos psiquiatricos, e os resultados sugerem uma associagdo dos episddios maniacos e
depressivos com um estado pro-inflamatoério, no Transtorno de Humor Bipolar. No entanto,
estes achados apresentam algumas inconsisténcias, o que poderia estar relacionado tanto a
heterogeneidade da amostra quanto a sintomas de humor, duracdo da doencae efeito de
medicamentos.

Estudos relataram aumento da concentragdo de Interleucina-6 (IL-6) e TNF-a
durante mania e entre esses pacientes, os niveis de IL-6 voltou a linha de base ap6s 6 semanas
de tratamento com estabilizadores de humor, mas TNF-a continuou elevado (69). Entretanto
outro estudo recente descreveu que ambos tanto a mania quanto a depressao bipolar estariam
associados com aumento da producdo de citocinas proé-inflamatorias IL-6, IL-8 e TNF-aq,
mesmo com o uso de estabilizadores do humor ou antipsicéticos (70). Em outro achado, a
analise de diferentes citocinas (TNF-o, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IFN-y) em pacientes
bipolares nos trés estados, mania, depressdo e eutimia, verificou que na depressdo a IL-6
apresentou niveis elevados quando comparados a controles; os autores sugerem entdo que a
depressdo estaria associada a um estado pro-inflamatério e que essas mudancas parecem
estar relacionadas com estado de humor, pois as alteracdes no perfil de citocinas foram mais
pronunciadas durante os episodios agudos do que em eutimia; estes achados fornecem mais
apoio para investigagdo do sistema imunoldgico como um alvo futuro para o manejo dos
episodios e melhora do tratamento (71).

Neste contexto, ¢ de extrema relevancia que cada vez mais estudos sejam realizados na
tentativa de estabelecermos o real envolvimento das alteragdes do sistema imune no

mecanismo da depressao.
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2.6 Estresse Oxidativo

Em condig¢des fisioldgicas ha um equilibrio entre os sistemas oxidativo e antioxidante
no organismo. O estresse oxidativo representa o desequilibrio entre esses sistemas em favor
do primeiro e tem sido cada vez mais implicado na patogénese de diversas doengcas,
principalmente em doencas neuroldgicas e transtornos psiquiatricos, como os transtornos de
humor (72, 73) e esquizofrenia (74).

Aumento nos niveis de estresse oxidativo neuronal demonstrou causar disfun¢do na
transducdo de sinal, plasticidade e resisténcia celular, devido principalmente a dano lipidico
por inducdo de peroxida¢do de membranas e proteinas (75, 76). As substancias reativas ao
acido tiobarbitirico (TBARS), como o Malondialdeido, e os niveis de carbonilagdo de
proteinas sdo considerados um indice direto de peroxidacdo lipidica e proteica celular,
respectivamente.

Estudos em amostras de sangue periférico de individuos com depressio tém
demonstrado aumento de peroxidagdo lipidica ocorrendo como resultado de um estresse
oxidativo, no plasma e eritrdcitos, através da dosagem de Malondialdeido quando comparados
a indiduos saudéveis (77-79). A metandlise realizada por Andreazza (2008) mostrou que
pacientes com THB apresentam elevado estresse oxidativo, através de um aumento na
peroxidacdo lipidica (TBARS) e de 6xido nitrico (80).

Além disso, aumento dos niveis de peroxidagdo lipidica foram encontrados no cortex
cingulado de pacientes com BD (72). E os achados de Shao L. et al (2005) em cultura
primaria de células corticais de modelo animal demonstraram que o tratamento cronico
com estabilizadores de humor, litio e valproato, inibe os danos oxidativos a proteinas (pela
técnica de determinacdo de grupos carbonil) e por sua vezproduzum efeito
neuroprotetor contra a excitotoxicidade (81), dando suporte a teoria que o dano oxidativo

estaria aumentado em pacientes com transtorno de humor. E importante ressaltar que a regido
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cortical desempenha um papel fundamental nos processos de controle do humor, cogni¢do
e fungdes motoras comportamentais (82, 83). Como demonstrado por Rajkowska et al (2001)
onde pacientes com transtorno bipolar teriam perda celular e atrofia nesta regido cerebral (84).

O actimulo de dano oxidativo pode levar a morte celular neuronal por apoptose ou
como conseqliéncia da agregacdo de proteinas oxidadas, o que pode resultar na insuficiéncia
de mecanismos estabilizadores do humor. (75).

Estudos recentes demonstraram aumento das espécies reativas ao oxigénio (EROS) em
plasma de pacientes com depressdo, sugerindo dano induzido por estresse oxidativo, bem
como aumento do estado oxidante total no soro de pacientes com transtorno depressivo maior
(85, 86). Quando as EROs causam oxidagdo dos residuos de lisina, prolina, arginina e
treonina, ocorre a formagao de grupo carbonil nas proteinas (87). Este dano as proteinas pode
levar a alteragdes funcionais ou a inativag¢ao de proteinas e enzimas.

Além da quantificagdo dos grupos carbonil formados, ha diferentes métodos para
dosagem de dano a proteinas, como a nitragdo do residuo tirosina, com conseqiiente formagao
da 3-nitrotirosina, que ocorre via peroxinitrito. Contudo, a técnica proposta por Levine e
Stadtman (1990) onde a rea¢do com 2,4-dinitrofenilidrazina reage com os grupos carbonil
formados, se tornou a medida mais amplamente utilizada de oxidag@o de proteinas (88).

Outros estudos que demonstraram o envolvimento do estresse oxidativo na patogénese
do THB apresentaram alteragcdes em hemacias (89-91) e no soro (73, 92, 93) da atividade das
enzimas antioxidantes: superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase; e de uma alta

taxa de peroxidacao lipidica e de carbonilagdo (89-91).
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3. MARCO TEORICO

Com base na revisdo da literatura, podemos verificar que ao longo dos ultimos anos
tem se aumentado o interesse na busca pelos mecanismos neurobioldgicos envolvidos nos
transtornos psiquiatricos, para que conhecendo a fisiopatologia da doenga seja possivel
fornecer ao paciente um tratamento cada vez mais adequado, buscar novas medicacdes e
evitar os danos que os episddios de humor causam ao individuo. Apesar de todos esses
esforgos, ainda ndo temos estes mecanismos completamente esclarecidos, muitos dados ainda
sdo conflitantes ou inconsistentes, sendo necessarios mais estudos nesta area, para podermos
validar estes achados. Como exemplo, na tabela 1, temos os dados apresentados em uma meta
andlise sobre os principais achados referente aos danos oxidativos presentes nos pacientes
com THB (80).

Os estudos cientificos avancam, contudo no que diz respeito ao diagnostico do
Transtorno de Humor Bipolar ainda temos muito que avangar. Como demonstrado, na revisao
dos dados da literatura, ainda ¢ muito comum e alto o indice de pacientes que recebem o
diagnodstico de depressdo maior (também chamada Unipolar), para anos mais tarde serem
entdo diagnosticados como pacientes com Transtorno de Humor Bipolar. Contudo, muito tem
se feito na procura de possiveis diferencas neurobioquimicas e sintomaticas entre estas
desordens para tentar diminuir o atraso ao diagndstico correto, mas nao temos uma defini¢do
at¢ o momento. Por isso, trabalhos como o que realizamos sdo muito importantes para
tentarmos estabelecer as diferencas entre estas duas patologias, agregando dados da literatura,
de forma que se possa, no futuro, auxiliar na melhora do diagnostico. Muito tem se visto sobre
diferengas bioquimicas durante os episddios depressivos, e sdo estes estudos que quando
analisados em conjunto podem auxiliar no real entendimento dos transtornos psiquiatricos,

como o Transtorno de Humor Bipolar.
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Estudos em nivel de Sistema Nervoso Central, por Ressonancia Magnética Funcional e
Tomografia por Emissdo de Positrons (PET) tém mostrado que o Transtorno de Humor
Bipolar e a Depressdo Unipolar apresentam certas similaridade e diferengas, quanto a sua
neurobiologia, por aumento ou diminuicdo do volume de regides cerebrais relacionadas,
principalmente, a emo¢do, ao comportamento € a memoria, como amidala, cortex e
hipocampo (17, 37, 94-96).

Em nivel periférico tem se avaliado em soro ou plasma diferentes parametros
bioquimicos, tais como: o estresse oxidativo, por dosagem de danos a lipideos, proteinas,
concentracdo de enzimas com func¢do antioxidante; disfuncdo imune, por avaliacdo da
liberacdo de citocinas; fatores neurotroficos, através da sua concentracao sérica. Também tem
se avaliado pardmetros moleculares, por analise de genes relacionados a suscetibilidade a
doenca e a polimorfismos que possam estar associados tanto a gravidade dos sintomas quanto
ao prognostico do transtorno (48, 49, 58, 65, 66).

Dentro desse contexto nosso interesse foi avaliar, em pacientes com diagndstico de
Transtorno de Humor Bipolar e com Depressdo Maior, diferentes parametros bioquimicos
com o objetivo de analisar como estes se comportam nestas duas patologias quando
comparadas ao grupo controle.

Os pacientes foram recrutados em ambulatorios do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, o ambulatério de Transtorno de Humor (PROTHUM) onde foram abordados os
pacientes com depressdo maior, ¢ o ambulatério do Transtorno de Humor Bipolar
(PROTAHBI) para os pacientes bipolares. Os controles foram obtidos a partir do banco de
sangue do referido hospital.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital de Clinicas de

Porto Alegre, sob n° 11-0176.
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Tabela 1: Estudos sobre atividade de enzimas antioxidantes, peroxidagéo lipidica (TBARS) e niveis de oxido nitrico em pacinetes com trantosno bipolar.

Reference Pacientes/Controles
Andreazza et al, 2007a 85/32
Machado-Vieira et al,2007  30/30
Gergerlioglu et al, 2007 29/30

Selek et al, 2007 30/30
Savas et al, 2006 27120
Ozcan et al, 2004' 30/21
Ranjekar et al, 2003 10/31
Kuloglu et al, 2002 23120

Abdalla et al, 1986 20/58

Andreazza et al, 2007a 85/32
Machado-Vieira et al,2007  30/30
Ozcan et al, 2004' 30/21

Ranjekar et al, 2003 10/31

Andreazza et al, 2007a 85/32

Ozcan et al, 2004’ 30/21
Ranjekar et al, 2003 10/31
Kuloglu et al, 2002 23120

Abdalla et al, 1986 20/58

Andreazza et al, 2007a 85/32
Machado-Vieira et al,2007  45/30

Savas et al, 2005 22/22
Ozcan et al, 2004' 30/21
Ranjekar et al, 2003 10/31

Kuloglu et al, 2002 23/20

Gergerlioglu et al, 2007 29/30

Selek et al, 2007 30/30
Savas et al, 2006 27/20
Savas et al, 2005 22/22
Ozcan et al, 2004' 30/21
Yanik et al, 2004 43/31

Savas et al, 2002 44/21

Andreazza et al, 2007b 32/32
Benes et al, 2006 10/18
Butter et al, 2007 14/14

Maniacos Deprimidos Eutimicos Fumo® Amostra  Técnica Resultados®
SuperoxidoDismetsse 00
32 21 32 0/85 (P) 0/32 (C) Soro Adrenochrome aumentado em pacientes deprimidos e maniacos
30 0 0 NA Soro Adrenochrome aumentado em pacientes livers de meidcagéo
29 0 0 16/13 (P) 14/16 (C) Soro Nitroblue tetrazolium diminuido
0 30 0 15/14 (P) 14/16 (C) Soro Nitroblue tetrazolium diminuido
0 0 27 NA Soro Nitroblue tetrazolium diminuido
16 2 0 9/21 (P)9/21 (C) RBC* Nitroblue tetrazolium NS**
NA* NA NA NA RBC Nitroblue tetrazolium NS
NA NA NA NA RBC Nitroblue tetrazolium aumentado
NA NA NA RBC Nitroblue tetrazolium aumentado
Gtdose
32 21 0/85 (P) 0/32 (C) Soro umol of H,0, consumed / min  diminuido em pacientes eutimicos e manicos
45 0 0 NA Soro umol of H,0, consumed / min - aumentado
16 2 0 9/21 (P) 9/21 (C) RBC’ umol of H,0, consumed / min  diminuido nos grupos pré e poés-tratamento
NA NA NA RBC umol of H,0, consumed / min  diminuido
Sutatonaperoxidase
32 21 0/85 (P) 0/32 (C) Soro nmoINADPH oxidized / mim  aumentado em pacientes eutimicos
16 2 0 9/21 (P)9/21 (C) RBC nmoINADPH oxidized / mim  diminuido no grupo pré-tratamento
NA NA NA NA RBC’ nmoINADPH oxidized / mim NS
NA NA NA NA RBC nmoINADPH oxidized / mim NS
NA NA RBC nmolNADPH oxidized / mim NS
AR 0000000000000 000000
32 21 0/85 (P) 0/32 (C) Soro TBARS aumetnado manicos, deprimidos e eutimicos
45 0 0 NA Soro TBARS aumentados em pacientes livres de medicagéo
0 0 22 13/9 (P)12/10 (C)  Soro TBARS aumentado
16 2 0 9/21 (P)9/21 (C) Soro TBARS aumentado no pré e pds-tratamento
NA NA NA NA Plasma TBARS NS
NA NA NA Plasma TBARS aumentado
OdidoNieo 0 000000000000
29 0 16/13 (P) 14/16 (C) Soro Greiss reaction aumentado
0 30 0 15/14 (P) 14/16 (C) Soro Greiss reaction aumentado
0 0 27 NA Soro Greiss reaction aumentado
0 0 22 13/9 (P)12/10 (C)  Soro Greiss reaction aumentado
16 2 0 9/21 (P)9/21 (C) plasma Greiss reaction diminuido no grupo de pré-tratamento
43 0 0 NA plasma Greiss reaction aumentado
44 0 0 NA plasma Greiss reaction aumentado
DamoaobNA 000000000000 0000000000000
0 0 32 0/32 (P) 0/32 (C) linfocitos  Ensaio Cometa aumentado
0 0 10 NA CPF*** Teste de Klenow NS
0 0 18 NA NG* Teste de Klenow aumentado

Pacientes Bipolares

! Pacientes com transtornos afetivos: 16 maniacos-TB-1; 2 deprimios TB-1; 6 pacientes com depressao maior; 6 pacientes com esquizofrenia
?Fumantes/ Nao-fumantes - Patientes (P) and Contorles ©

¥ Hemacias (RBC)

“Diferencas referentes ao grupo controle
*NA - ndo se aplica

** Nao significante

***CPF= cortex pre-frontal

#*NG= neurénios nao-gabaérgicos



4. JUSTIFICATIVA

Os Transtornos de Humor, como a Depressdao Maior e o Transtorno de Humor Bipolar
sdo os disturbios psiquidtricos mais comuns da sociedade moderna. Estima-se que cerca de
16% e 1% da populagdo ira apresentar algum episédio de Depressdo ou de Transtorno
Bipolar, uma ou mais vezes durante a vida, respectivamente, conforme o National
Comorbidity Survey Replication (97).

A depressdo afeta negativamente a qualidade das relagdes interpessoais e, em
particular, as relacdes com conjuges e filhos. Estudos demonstram que a taxa de divorcio ¢é
mais elevada entre os deprimidos do que entre individuos saudaveis e filhos de pais
deprimidos apresentam maior risco de apresentar um episodio depressivo do que filhos de pais
saudaveis (98, 99). Além dos prejuizos sociais, hd significativos custos econdmicos da
depressdo. Estima-se que os custos anuais pela perda de produtividade relacionada com a
depressao nos Estados Unidos ultrapassam US $36 bilhoes (100).

E imortante ressaltar que 35% dos pacientes com Transtorno de Humor
Bipolar apresentam um atraso de até 10 anos para o atribuicdo de um diagnostico correto e o
inicio do tratamento para o diagnostico apropriado (3, 101). As razdes para este atraso ao
diagnodstico tem sido estudadas e ja estdo bem documentadas, sendo algumas delas o
diagndstico equivocado por causa da sobreposi¢ao dos sintomas com doengas como depressao
e transtornos de personalidade; ou pelos pacientes ndo informarem, por nega¢do ou por falta
de conhecimento, os sintomas mais brandos que seriam uma indicagdo ao THB (102, 103).

O atraso no diagndstico aumenta o risco de desenvolvimento de comorbidades
associadas, agravando ainda mais as conseqiiéncias psicologicas e sociais da doenca
(104). Entretanto, ha dados como de Yung e colaboradores (2007) que sugerem que as

primeiras fases dos transtornos psiquiatricos podem apresentar sobreposi¢ao de sintomas nao-
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especificos, e a expressdo plena do distiirbio, muitas vezes s6 se manifestaria ao longo do
tempo (105).

Com base nestes dados, fica clara a necessidade de um diagndstico preciso para o
THB. Contudo, estudos tém demonstrado que os pacientes passam a maior propor¢do de seu
tempo doente em um episdédio depressivo ou com sintomas depressivos (106). A relagdo
entre os episodios depressivos e maniacos no Transtorno Bipolar tipo I seria de 3:1 e 47:1,
para a depressdo e hipomania em paciente Bipolar tipo II.

A maior questdo a frustrar o sucesso do diagndstico precoce de Transtorno Bipolar ¢ o
fato de a apresentacdo inicial da doenga ser na maioria das vezes com sintomas depressivos
(107). Isto leva a uma defasagem entre a apresentacdo inicial de depressdo e a caracteristica
principal do Transtorno Bipolar, que segundo o Manual Diagnéstico e Estatistico de
Transtornos Mentais, quarta edi¢do (DSM-IV), corresponde a presenca de um episodio
maniaco ou hipomaniaco. Conseqiientemente, um diagnostico inicial de
Depressao Unipolar ¢ altamente provavele, por isso o0s pacientes com THB sdo
geralmente tratados com medicamentos potencialmente ndo-eficazes (108).

Por isso, estudos que procurem diferencas na manifestagdo dos sintomas depressivos
sd0 muitos importantes para permitir uma intervengdo ainda na fase inicial da doenca, com
tratamento adequado, evitando os maiores danos cognitivos, sociais € econdOmicos que o
paciente possa experimentar quando ndo estd sob tratamento adequado, como mostrado por
Stensland e colaboradores (2010). Neste contexto, tem se investigado diferencas sintomaticas,
e apesar de muitas semelhancas, tem se verificado que ha também diferengas sutis entre as
sindromes clinicas da Depressdao Unipolar e Bipolar. Essas diferengas incluem sintomas
como: maiores taxas de retardo psicomotor, maior dificuldade de pensamento, despertar
matinal mais cedo, piorado humor pela manhd e sintomas psicoticos mais freqiientes

na Depressdo Bipolar em relacao a Depressao Unipolar (109-111).
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Na procura por delimitacdes mais claras entre estas patologias também tem sido
realizado a busca por marcadores periféricos, através de métodos ndo invasivos, como a coleta
de sangue, para pesquisa de diferencas entre parametros bioquimicos que possam servir como
auxilio no diagndstico diferencial entre estas doengas. Dentro deste contexto, nosso trabalho
justifica-se por sua relevancia clinica, uma vez que o Transtorno de Humor Bipolar apresenta
alta prevaléncia na populagcdo e o atraso no tratamento adequado causa sérios prejuizos na
funcionalidade do paciente, além dos gastos gerados ao sistema de satide. Estudos nesta area
podem auxiliar, pelo menos em parte, no esclarecimento da fisiopatologia deste transtorno,
bem como das alteragdes a nivel periférico que possam estar envolvidas nos episodios
depressivo Bipolar e Unipolar, com o objetivo de fornecer ao paciente um diagnostico

adequado, logo no inicio dos sintomas.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo principal
Pesquisar potenciais marcadores periféricos que possam auxiliar no diagnostico
diferencial dos Transtornos de Humor: Depressdo Unipolar e Depressdo Bipolar, visando o

avanco das pesquisas nesta area e o aumento da qualidade de vida do paciente.

5.2 Objetivos secundarios

- Andlise do perfil da interleucina-2 (IL-2), Interleucina-4 (IL-4), Interleucina-6 (IL-6),
Interleucina- 10 (IL-10), Fator de Necrose Tumoral (TNF), Interferon-y (IFN-y) e
Interleucina-17A (IL-17A) em pacientes depressivos bipolares e unipolares, correlacionando
com controles.

- Andlise dos valores séricos de BDNF em pacientes depressivos bipolares e
unipolares, correlacionando com controles.

- Analise dos danos a lipideos e a proteinas nos trés grupos estudados, para avaliagdo
dos parametros de estresse oxidativo.

- Comparacao e andlise dos parametros acima descritos para avalia¢do das diferencas
de concentracdo nos grupos estudados, bem como avaliar estes parametros em relacdo a

neurobiologia dos Transtornos depressivo Bipolar e Unipolar.

As dosagens e experimentos foram realizados no Laboratorio de Psiquiatria Molecular,

localizado no Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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Abstract

Recent studies have suggested that oxidative stress, neurotrophic factors and the
immune system are involved in the pathophysiology of mood disorders. However, few studies
have compared these biomarkers in different disorders. In order to investigate the involvement
of peripheral markers in patients with unipolar and bipolar depression, we measured serum
levels of BDNF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y, IL-17A, damage to lipids and proteins
in 54 outpatients with bipolar disorder, 54 outpatients with unipolar depression and 54 healthy
controls. Depressive symptoms were assessed using the Hamilton Depression Rating Scale
(HDRS). We found increased levels of interleukin-6 in both groups compared to controls
(p=0.020and p=0.001, respectively), as well asincreased damageto proteins in
unipolar patients (p = 0.003). There were no changes in BDNF levelsin both groups of
patients (p = 0.295) as well as no changes in the content of lipid peroxidation (p = 0.860). A
positive correlation was found between the values of HDRS and protein carbonyl levels (r =
0.291, p = 0.036) in bipolar patients. To our knowledge, this is one of the first studies
to evaluate  different  peripheral markers between patients  with  unipolar and bipolar
depression. Our results indicate the involvement of oxidative stress and an immune system
dysfunction in depressed patients; however, the markers evaluated here were not suitable to
differentiate unipolar and bipolar depressive disorders. More studies with larger samples

are warranted to validate these findings.

Key Words: unipolar depression, bipolar depression, damage to proteins, IL-6, peripheral

biomarkers.
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Introduction

Mood disorders such as major depression and bipolar disorder are among the main
contributors to the global burden of illness according to the World Health Organization
(Collins, P Y et al., 2011). The National Comorbidity Survey Replication estimates that about
16% of the population will experience a depressive episode at least once during their lifetime
(Kessler, R C et al., 2005), and other studies have shown that most of them will present high
recurrence rates (Boland, R J & Keller, M B, 2009).

Differential diagnosis of bipolar depression and unipolar depression often represents a
challenge due to the high degree of overlapping symptoms and difficulty in obtaining clinical
information about previous hypomanic/manic symptoms. According to a study of Stensland et
al in 2010, a significant proportion of individuals diagnosed with bipolar disorder will also
receive an incongruent diagnosis of unipolar depression, resulting in increased treatment costs
(Stensland, M D et al., 2010).

Currently available data on the neurobiology of mood disorders suggests the
occurrence of not only overlapping abnormalities between unipolar and bipolar disorders, but
also different patterns between them (Konarski, J Z et al., 2008). Studies in depressed
patients have looked into several biomarkers based on different assumptions about the
pathophysiology of these disorders, such as immune and inflammatory dysfunction, as well as
alterations in oxidative stress and neuroplasticity (Domenici, E & Muglia, P, 2007; Fernandes,
B S et al.,, 2009). However, a peripheral biomarker that could assist in the differential
diagnosis between patients has not yet been established (Connor, T J & Leonard, B E, 2004).

Therefore, this study aims to compare different biochemical parameters, including
inflammatory markers, markers of oxidative stress and neurotrophins, in the serum of bipolar
and unipolar depressed patients in order to elucidate the possible differences between unipolar

and bipolar depression.
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Methods
Patients

We selected a total of 54 patients with bipolar depression and 54 patients with unipolar
depression. Subjects with bipolar depression were recruited at the Bipolar Disorders Program
(PROTAHBI) and patients with unipolar depression at the Mood Disorders Program
(PROTHUM), both outpatient programs of Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),
Brazil. We also recruited a total of 54 healthy controls with no previous history of psychiatric
illness as well as no history of psychiatric or neurologic disorders in first degree relatives. All
three groups were paired according to age and gender. Exclusion criteria included history of
autoimmune diseases or a history of chronic infection/inflammatory disorders, as well as any
severe systemic disease or use of immunosuppressive therapy.

The diagnosis of bipolar disorder and unipolar depression were performed according
to the diagnostic criteria of DSM-IV-Axis I (SCID-I). Depressive symptoms were evaluated
using the Hamilton Depression Rating Scale - HDRS (Hamilton, M, 1960).

The ethics committee of HCPA approved this protocol and all subjects provided their
written informed consent before inclusion in the study. All experiments were performed at the

Laboratory of Molecular Psychiatry, HCPA.

Collection and processing of blood

Ten milliliters of blood were collected from each patient and control included in the
study by venipuncture into a free-anticoagulant vacuum tube. Immediately after the
withdrawn, the blood was centrifuged at 4000rpm for 10 minutes and serum was aliquoted,

labeled and stored at -80°C until assayed.
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Cytokine assay

The concentration of serum cytokines was determined by flow cytometry using the
BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Th1/Th2/Th17 Human Cytokine kit (BD Biosciences,
San Diego, CA). The CBA kit employed allows the discrimination of the following cytokines:
interleukin-2 (IL-2), interleukin-4 (IL-4), interleukin-6 (IL-6), interleukin-10 (IL-10), tumor
necrosis factor-alpha (TNF- a), interferon-y (IFN-y) and interleukin-17A (IL-17A). Sample
processing and data analysis were performed following the manufacturer's guidelines. Briefly,
serum samples were incubated with the seven cytokine capture beads for 1.5 h, then washed
and incubated for more 1.5 h with PE-conjugated detection antibodies, both incubations at
room temperature and protected from light. Afterwards, samples were washed and sample
data were acquired using a FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences, San Diego, CA).
Results were generated in graphical and tabular format using the BD CBA Analysis Software

FCAP Array™ (BD Biosciences, San Diego, CA).

BDNF measurement

Serum concentrations of BDNF were measured by sandwich-ELISA assay using
monoclonal antibodies specific for BDNF from R&D Systems (Minneapolis, Minnesota).
Human BDNF MAD (Clone 37129), a mouse IgG2a, was used as the capture antibody, and
the human BDNF biotinylated MAb (Clone 37141), a mouse IgG2a, was used as the detection
antibody. Briefly, microtiter plates (96-well flat-bottom) were coated overnight at room
temperature (RT) with the monoclonal anti-BDNF antibody at 4 ug/mL in PBS. Then, plates
were washed with wash buffer (PBS, pH 7.4, with 0.05% Tween 20) and were blocked for 1
hour at RT with PBS containing 5% nonfat milk powder. After washing, plates were coated
for 2 hours 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

and a biotinylated anti-BDNF antibody (0.2 ug/mL) was added, which was incubated for 2
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hours. After washing, incubation with streptavidin-peroxidase conjugate (diluted 1:200 in
sample diluent) for 20 min at room temperature was performed. Afterwards, plates were
washed and incubated with a substrate solution, followed by stop solution (H,SO4 1M). After
20min of incubation, the amount of BDNF was determined by absorbance at 450 nm with
correction at 540 nm. The standard curve demonstrated a direct relationship between optical

density (OD) and BDNF concentration.

Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) assay

The levels oflipid peroxidation were measured by the method of TBARS
(Thiobarbituric Acid Reactive Substances) using the TBARS assay kit (Cayman Chemical
Company, Ann Arbor), according to the manufacturer’s instructions. In this method, the
quantification of lipid peroxidation products is performed by plasma formation of substances
reacting to thiobarbituric acid, which is the analysis of the final products of lipid peroxidation
(lipid peroxides, malondialdehyde and other aldehydes of low molecular weight) that the react
with 2-thiobarbituric acid (TBA) form Schiff bases. These complexes exhibit color and its
concentration can be determined spectrophotometrically at 535 mm. The results are expressed

in uM of MDA.

Protein Carbonyl Content (PCC)

Oxidative damage to proteins were analyzed by the determination of carbonyl groups
(PCC method - carbonyl content in proteins), as previously described by Levine and
colleagues (Levine, R L et al., 1990). This method is based on the reaction of carbonyl groups
of proteins with dinitrophenylhydrazine reagent (DNPH) to form Schiff bases that absorb at
380nm wavelength. Analyses were performed in serum samples and the values expressed in

nmol/mg of protein.
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Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using Statistical Product and Service Solutions
(SPSS) Version 18.0. The normality of data distribution was assed with the Shapiro-Wilk test
(Shapiro, S S & Wilk, M B, 1965). One-way ANOVA followed by Tukey post-hoc test was
used for comparison of parametric variables, and the Kruskal-Wallis test was used for non-
parametric variables.

The quantitative variables were expressed as mean =+ standard deviation or median
and interquartiles [25-75 percentiles] according to the samples’ distribution. In all

experiments, p values less than 0.05 were considered to indicate statistical significance.

Results

A total of 54 patients with bipolar depression and 54 patients with unipolar depression
were enrolled and matched with 54 healthy controls. Demographic and clinical variables are
presented in Table 1. There were no significant differences regarding degree of depressive
symptoms (HDRS scores) and duration of illness between the two groups of patients. All
patients were in use of psychiatric medications (mood stabilizers, antipsychotics,
benzodiazepines and/or antidepressants). More than 50% of individuals with bipolar
depression were using the mood stabilizer lithium, while over 90% of patients with unipolar
depression were taking antidepressants.

We found a significant increment of IL-6 serum levels (Figure 1) in both groups of
patients, bipolar depression and unipolar depression, when compared to the control group
(»=0,020 and p=0,001, respectively). We also found increased levels of IL-4 in patients with
bipolar depression when compared to control groups (Figure 2, p=0,012). All other
inflammatory markers (IL-2, IL-10, TNF-a, IFN-y and IL-17A) presented no significant

differences, see table 2 for serum levels according the groups.
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Protein carbonyl levels were increased in unipolar patients when compared to controls
(»=0,003, figure 3). However, the content of lipids peroxidation (TBARS) did not
significantly differ between groups (p=0,860, Figure 4). In addition, there were no significant
differences in BDNF levels in either group of patients, p=0,295 (figure 5). We also
investigated correlations between biochemical markers and certain clinical variables (age of
onset; time of illness; HDRS; number of previous depressive episodes). There was a positive
correlation between HDRS and carbonyl levels (r=0,291; p=0,036) in bipolar depression
patients (figure 6). All other correlations were not significant.

Discussion

In this study we analyzed different biochemical parameters in a sample of bipolar
depressed patients and patients with major depression compared to healthy subjects. We found
that damage to proteins, measured by the protein carbonyl levels, is increased in patients with
unipolar depression, confirming previous data that suggest the involvement of oxidative
stress in the pathophysiology of depression (Ng, F et al., 2008). The positive correlation
between depressive symptoms and protein damage in patients with bipolar depression also
supports this idea. However, lipid peroxidation levels showed no significant differences when
compared to controls.

Our results also demonstrate that increased levels of IL-6 are present in both bipolar
and unipolar depression. IL-6 is part of the group of pro-inflammatory cytokines and has been
associated with depressive behavior in animal models and in patients with depression
(Gimeno, D et al., 2009; Simon, N M et al., 2008). The concentration of IL-4, an anti-
inflammatory cytokine, was also elevated in patients with bipolar disorder, which is consistent
with studies that suggest an imbalance between the pro-inflammatory and anti-inflammatory
state in bipolar disorder (Ortiz-Dominguez, A et al., 2007). Other inflammatory cytokines,
however, were not significantly different among the three groups. BDNF levels were also not

different in comparison to controls and bipolar and unipolar depression.
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Our study presents some limitations. First, the sample size may have restricted the
ability to detect smaller effect sizes. In addition, its design does not allow an assessment of the
impact of different treatments on peripheral markers due to the fact that all patients were
chronically medicated, and medications significantly differed between groups.

According to the studies, the chronic use of antidepressants and mood stabilizers may
upregulate the expression of different neurotrophic factors such as BDNF, both in humans and
in animal models (Frey, B N, Andreazza, A C et al., 2006; Shimizu, E et al., 2003), and
decrease damage by lipid peroxidation in patients with mood disorders (Frey, B N et al., 2007;
Frey, B N, Valvassori, S S et al., 2006), leading to a normalization of TBARS after treatment
with mood stabilizers. In this context it is important to note that patients enrolled in our study
are patients from tertiary care, chronically medicated, which could be associated with the lack
of significant differences in the lipid peroxidation and BDNF levels observed in these
patients.

Our data suggest that symptoms of depression in unipolar and bipolar disorders may
have certain similarities at the peripheral level. As far as we can estimate, the markers
evaluated here do not represent a possibility of differentiating between these diagnoses.

Therefore, more studies should be conducted with a larger sample to clarify these differences.

Finally, our study supports the notion that increased damage to proteins due to
oxidative damage and increased levels of pro-inflammatory IL-6 are related to the
pathophysiology of mood disorders. However, we did not find significant differences between
bipolar and unipolar depression for any of the examined peripheral biomarkers. Nonetheless,
this one of the few studies that directly compared biomarkers of inflammation, neuroplasticity
and oxidative stress between the two disorders. Other studies are necessary to clarify potential
differences, given the important implications these might bring for the treatment and clinical

management of depressive syndromes.
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Table 1. Sociodemograp hic and Clinical Variables of the Bipolar, Unipolar and

control groups

Control Bipolar Unipolar
n=54 Depression Depression p value
n=54 n=54

Age (years) 48(42; 5325)  50(41.75:53.25) 49 (43; 53.25) 8823
Female sex 40 41 42 904>
HDRS score n/a 21 (15.75; 2425) 19 (15; 23) 1503
Time of lllness (years) n/a 16 (7.75; 30.25) 11 (5; 28) 1762
Proportion on

Lithium 0 55,5% 14,8% =0.001"
Other mood stabilizers 0 48,19% 40,7% 1640
Antipsychotics 0 37% 22,2204 .1300
Antidepressants 0 18,500 20%4 =0.001"
Benzodiazepines 0 38,8% 0% <0.001"

* HDRS - Hamilton Depression Rating Scale; MAOIs- Monoamine oxidase inhibitors: TCAs- Tricydic
antidepressants, S5RIs- Selective serotonin re-uptake inhibitors 3= Kruskal-Wallis, = Fisher's exact

test' Columns show median + interquartile range (25th and 75th percentiles) for all categories except female sex
and medications, Data is presented % (V] for categorical variables,
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Table 2. Serum markers according to the groups

Control Bipolar Unipolar
Depression Depression P Value
BDNF 23.1£7.7 23.9+£85 274171 2095
TBARS 10,27 (8.27;12.27) 10.27(7.27; 14.9) 10.27(8.7; 12.9) 860
PCC 0.04{0.02; 0.06) & 0.05(0.03; 0.07) = 0.06(0.03; 0.08)2 003
IL-2 0.26 (0.21:0.3) 0.26(0.22; 0.29) 0.26(0.23; 0.33) 330
IL-4 0.64(0.57; 0.78)® 0.78(0.65; 0.86) = 0.66(0.55; 0.81) = 012
IL-6 0.87(0.53; 1.23)® 1.13(0.8; 1.786) 2 1.34(0.89; 1.91) 3 001
IL-10 0.37(0.25; 0.3) 0.400.3; 0.3) 0.353(0.23; 0.32) 379
TNFa 0.93(0.88:1.2) 0.95(0.9;1.12) 0.94(0.54; 1.10) 204
IFN 1.64(1.5; 1.8) 1.62(1.44; 1.88) 1.66(1.5; 1.9) 672
IL-17 12.8(6.2; 23.3) 8.6(2.89; 13.7) 8.13(4.8: 16.8) 172

EDNF=Displayed as mean * standard deviation; other variables displayed as median and
interquartile range. Different letters in the same row indicates significant difference between
groups at P = 0,05 according one-way ANOVA test (for BDNF) or Kruskal Wallis test, for others
variables, BEDNF - brain derived neurotrophic factor; TEARS - thiobarbituric acid reactive
substances; PCC - protein carbonyl content; IL-2 - interleukin 2; IL-4 - interleukin 4; IL-6 -

interleukin 6; IL-10 - interleukin 10, IL-17 - interleukin 17; TNFx - tumor necrosis factor a.
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Figure 1. Serum levels of IL-6 in bipolar and unipolar patients compared to the
control group. Different letters indicate significant difference between groups atp < 0.05
according Kruskal Wallis test. Patients with bipolar depression and controls (p= 0,020).

Patients with unipolar depression and the control group (p=0,001)
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Figure 2. Serum levels of Interleukin-4 in bipolar patients compared to the

control group and to the unipolar group. * =Significative difference between patients with

bipolar depression and controls (p=0,012). Kruskal-Wallis test.
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Figure 3. Serum levels of protein carbonyl content in unipolar patients compared to
the control group and to the bipolar group. * = Significative Difference between patients with

unipolar depression and controls (p= 0,003). Kruskal-Wallis test.
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Figure 4. Serum levels of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) in unipolar
and bipolar patients compared to the control group. In the TBARS assay were no signicative

difference between groups (p=0.860).
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Figure 5. Serum levels of BDNF in patients compared to the control group. Data are

expressed as mean + SD. Groups were compared by one-way ANOVA (p=0.295).
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Figure 6. Correlation between HDRS and Protein Carbonyl levels in bipolar
depression patients. We found a positive correlation in HDRS score and carbonyl levels in the

bipolar group ( 1=0,291, p=0,036)
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho analisamos diferentes parametros bioquimicos, a nivel sérico, de
pacientes com Depressao Unipolar e Depressao Bipolar. Dentre os nossos achados,
verificamos o aumento da concentragdo de IL-6 em ambos os grupos quando comparados ao
grupo controle.

Também verificamos o aumento do dano protéico em pacientes unipolares comparados
aos controles, e uma correlagao positiva entre os valores de HAM-D e os niveis de carbonil
entre os pacientes bipolares. O dano oxidativo a proteinas como visto neste trabalho ¢ um
processo extremamente relevante, pois presenca de grupos carbonil pode levar a inativacao da
atividade enzimatica e de vias de sinalizagdo. Com isso, o achado de dano oxidativo em
transtornos psiquiatricos levanta a possibilidade de que os antioxidantes poderiam ser
utilizados de forma terapéutica no retardo a progressao destas doencas. O fato de termos
encontrado uma correlagdo positiva entre os valores da escala de HAM-D e os valores de
carbonil nos pacientes bipolares, nos atenta ao fato que embora ndo se tenha encontrado
diferencas significativas entre os valores de carbonil neste grupo comparado aos controles, ha
uma relacdo entre aumento da gravidade dos sintomas e aumento do dano protéico.

E importante ressaltar que, diferente do que foi proposto por Fernandes e
colaboradores (2009), nosso trabalho ndo encontrou diferencas em relacdo aos valores de
BDNF nos dois grupos estudados, sendo relevante citar que, comparado a este, 0 nosso
trabalho foi realizado com uma amostra maior de pacientes com depressao maior. Contudo,
apresenta como limitagdo o uso de medicagdo pelos pacientes estudados, o que reforga a
necessidade de mais estudos nessa area para que possamos verificar se 0 BDNF poderia ser
uma ferramenta de diferenciagdo entre estes transtornos psiquiatricos.

Recentemente o nosso grupo tem sugerido o envolvimento da carga alostatica no THB

(112) . O termo alostase quer dizer “estabilidade através da mudanga”, e se refere a um
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esfor¢o que o organismo emprega na adaptacdo dos sistemas fisiologicos as diversas situagdes
de estresse (tanto agudos quanto cronicos). O modelo proposto por Kapczinski e
colaboradores baseia-se na complexa interagdo entre alteracdes genéticas € ambientais que
induziriam as mudancas observadas no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, no sistema
imunologico, no aumento do estresse oxidativo e nas alteragdes em neurotrofinas. Devido a
uma constante ativacao deste mecanismo de resgate, gera-se um desgaste cumulativo. Estas
alteragdes culminariam em disfun¢des na transmissdao entre a conexao Cortex Pré Frontal-
sistema limbico cerebral, com conseqiiente aparecimento e/ou piora dos sintomas cognitivos e

do humor (Figura 1).

Episodios de Humor

Baixo BDNF Baixo BDNF
Eventos Dano celular
estressantes
de vid

l Adaptacao

Remodelamento

i cerebral
| Cortex Pre-frontal

1 Amigdala
1 | Hipocampo

Figura 1. Ciclo proposto para explicar o dano causado por multiplos episodios. O estresse
ambiental e os episddios de humor recorrentes estariam associados a diminui¢@o dos niveis de
neurotrofinas, como o BDNF. Esta alteracao estaria associada a uma maior propensao ao dano
celular, o que, por sua vez, levaria a um remodelamento cerebral e conseqliente alteracdo nas
regides criticamente envolvidas na regulacdo do humor. Tais alteragdes diminuiriam a
capacidade de adaptagdo ao estresse e o ciclo se instala.

Analisando os achados deste estudo juntamente com o modelo de dano cumulativo,

reforcamos a idéia de que o tratamento eficaz poderia evitar o dano cumulativo nos pacientes

com Transtorno de Humor, e que estudos futuros que associem uma avaliacdo clinica e
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farmacologica com marcadores bioldgicos sdo de extrema relevancia para a melhora da
qualidade de vida destes pacientes.

Como perspectiva, se faz necessario a analise em pacientes ndo medicados, para
verificacdo das alteragdes neurotrdficas, do balanco na resposta imune, e de marcadores de
estresse oxidativo em pacientes sem a interferéncia da medicagdo, para assim inferirmos sobre
a fisiopatologia dos sintomas depressivos em pacientes bipolares e unipolares. Estudos de
biologia molecular, para analise da expressao génica e de polimorfismos dos diferentes genes
que podem estar associados aos sintomas depressivos sao um proximo passo deste estudo para
verificacdo em nivel molecular do comportamento dos parametros analisados. Estudos com

uma amostra maior, mais representativa, sao necessarios para validagcao destes achados.
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Instrugdes para a submissao de manuscritos na revista Journal of Psychiatric

Research

Guide for Authors

Description

Founded in 1961 to report on the latest work in psychiatry and cognate disciplines, the
Journal of Psychiatric Research is dedicated to innovative and timely studies of four important
areas of research:

(1) clinical studies of all disciplines relating to psychiatric illness, as well as normal
human behaviour, including biochemical, physiological, genetic, environmental, social,
psychological and epidemiological factors;

(2) basic studies pertaining to psychiatry in such fields as neuropsychopharmacology,
neuroendocrinology, electrophysiology, genetics, experimental psychology and epidemiology;

(3) the growing application of clinical laboratory techniques in psychiatry, including
imagery and spectroscopy of the brain, molecular biology and computer sciences;

(4) advances in basic and clinical research methodology, including the process of
"bench-to-bedside" transfer of new research findings.

The Editors-in-Chief will accept papers of high scientific caliber, if necessary after
appropriate revision, and will aim for their rapid publication.

In addition, the Journal will be enhanced by the inclusion of commissioned reviews,

news items, book notices and letters to the Editors.

Submission of Manuscripts
The Journal of Psychiatric Research now proceeds totally online via an electronic
submission system. Mail submissions will in principle no longer be accepted. By accessing

the online submission system http.://ees.elsevier.com/jpsychiatrres you will be guided
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stepwise through the creation and uploading of the various files. When submitting a
manuscript online, authors need to provide an electronic version of their manuscript and any
accompanying figures and tables. The author should select from a list of scientific
classifications, which will be used to help the editors select reviewers with appropriate
expertise, and an article type for their manuscript (Original article, review article, clinical
Practice and Service Development, letter to Editor. Once the uploading is done, the system
automatically generates an electronic (PDF) proof, which is then used for reviewing. All
correspondence, including the Editor's decision and request for revisions, will be processed
through the system and will reach the corresponding author by e-mail.

Submission of a paper to the Journal of Psychiatric Research is understood to imply
that it is an original paper which has not previously been published, and is not being
considered for publication elsewhere. Prior publication in abstract form should be indicated.
Furthermore, authors should upload copies of any related manuscript that has been recently
published, is in press or under consideration elsewhere. The following circumstances indicate
that a paper is related to the manuscript submitted to the Journal: a) any overlap in the results
presented; b) any overlap in the subjects, patients or materials the results are based on.

Once a manuscript has successfully been submitted via the online submission system
authors may track the status of their manuscript using the online submission system (details
will be provided by e-mail). If your manuscript is accepted by the journal, subsequent tracking
facilities are available on Elsevier's Author Gateway, using the unique reference number
provided by Elsevier and corresponding author name (details will be provided by e-mail). See
Tracking Accepted Manuscript section.

Authors may send queries concerning the submission process or journal procedures to

the Editorial Offices at rwyse@stanford.edu (for authors coming from the United States,

Canada or Latin America) or jpr@mpipsykl.mpg.de (all other authors). For further details on
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how to submit online, please refer to the online EES Tutorial for authors or contact Elsevier's

Author Support Team at authorsupport@elsevier.com.

Manuscript Submission Requirements

Papers must be written in the English language.

Manuscript Length
Original reports are limited to 4,000 words (text body excluding abstracts, references,
legends, acknowledgement and disclosures); review articles should not exceed 6,000 words;

letters to the editor are limited to 1,000 words.

Structure of the Manuscript

1. Addresses for all of the authors as they should appear in the publication and full
contact details for the corresponding author (address, phone, FAX and e-mail).

2. An abstract of no more than 250 words should be provided in single paragraph
format.

3. Up to six (6) keywords should be given for indexing.

4. State the objectives of the study and give concise, but sufficient information on the
background.

5. Materials and Methods Give detailed information on the study population you
investigated and the methods you have used. Studies reporting results obtained in humans
must include a statement that the investigation was carried out in accordance with the latest
version of the Declaration of Helsinki, that the study design was reviewed by an appropriate
ethical committee and that informed consent of the participants was obtained after the nature

of the procedures had been fully explained. Statistical procedures should be explained.Studies
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reporting experiments on animals should include a statement that the researchers followed
relevant institutional and national guidelines for both the care and use of laboratory animals.

6. Results may be represented verbally, in tables or figures, as appropriate. However,
do not duplicate presentation (e.g. do not repeat numerical data from tables in the text). It is
not appropriate to present means or medians exclusively; please also provide measures of the
distribution of values.

7. Discussion The results of your study should be placed in the appropriate context of
knowledge, with discussion of its limitations and implications for future work.

8. Author Disclosure

a. Ethical Considerations. Authors of reports on human studies, especially those
involving placebo, symptom provocation, drug discontinuation, or patients with disorders that
may impair decision-making capability, should consider the ethical issues related to the work
presented and include (in the Methods and Materials section of their manuscript) detailed
information on the informed consent process, including the method or methods used to assess
the subject's capacity to give informed consent, and safeguards included in the study design
for protection of human subjects. Specifically, authors should consider all ethical issues
relevant to their research, and briefly address each of these in their reports. When relevant
patient follow-up data are available, this should also be reported. Specifically, investigators
reporting on research involving human subjects or animals must have prior approval from an
institutional review board. This approval should be mentioned in the methods section of the
manuscript. In countries were institutional review boards are not available; the authors must
include a statement that research was conducted in accordance with the Helsinki Declaration
as revised 1989. All studies involving animals must state that the authors followed the
guidelines for the use and care of laboratory animals of the author's institution or the National

Research Council or any national law pertaining to animal research care.
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b. Funding body agreements and policies. Elsevier has established agreements and
developed policies to allow authors whose articles appear in journals published by Elsevier, to
comply with potential manuscript archiving requirements as specified as conditions of their
grant awards. To learn more about existing agreements and policies please visit
http://www.elsevier.com/fundingbodiesRole

The second aspect of the Journal's new policy concerns the Conflict of Interest. ALL
authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including any
financial, personal or other relationships with other people or organizations within three (3)
years of beginning the work submitted that could inappropriately influence, or be perceived to
influence, their work.

Examples of potential conflicts of interest which should be disclosed include
employment, consultancies, stock ownership (except for personal investment purposes equal
to the lesser of one percent (1%) or USD 5000), honoraria, paid expert testimony, patent
applications, registrations, and grants. If there are no conflicts of interest, authors should state
that there are none.

e.g., Author Y owns shares in pharma company A. Author X and Z have consulted for
pharma company B. All other authors declare that they have no conflicts of interest.

Finally, before the references, the Journal will publish Acknowledgements, in a
separate section, and not as a footnote on the title page.

e.g., We thank Mr A, who kindly provided the data necessary for our analysis, and
Miss B, who assisted with the preparation and proof-reading of the manuscript.

The submitting author is also required to make a brief statement concerning each
named author's contributions to the paper under the heading Contributors. This statement is
for editorial purposes only and will not be published with the article.

e.g., Author X designed the study and wrote the protocol. Author Y managed the

literature searches and analyses. Authors X and Z undertook the statistical analysis, and author
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W wrote the first draft of the manuscript. All authors contributed to and have approved the
final manuscript.

c. NB. During the online submission process the author will be prompted to upload
these four mandatory author disclosures as separate items. They will be automatically
incorporated in the PDF builder of the online submission system. Please do not include in the
main manuscripts.

9. References should be arranged in alphabetical order with authors' names, article
title, and journal spelt out in full. Follow the citation style of the Journal e.g.

Jones SH, Gray JA, Hemsley DR. Loss of the Kamin blocking effect in acute but not
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Brown, B. Interviewing styles. In: Jones A., Smith S., editors. Techniques of
assessment. Oxford: Pergamon Press, 1980. p. 197-208.

10. Citations in the text should appear in parentheses: for publications with only one
or two authors, list them in full with the names separated by an "&," followed by the year; for
publications with more than two authors list the name of the first author only, followed by "et
al" and the year.

11. Tables are to be uploaded, numbered consecutively with Arabic numbers. Each
table should include a header. Do not use vertical bars. For every variable, the units of
measurement should be clearly identified.

12. Figures of good quality should be submitted online as a separate file and
numbered consecutively with Arabic numbers. Please use a lettering that remains clearly
readable even after reduction to about 66%. For every figure, a legend should be provided.
Please refer to the generic Elsevier artwork instructions:

http://authors.elsevier.com/artwork/jpsychires.
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Letters to the Editor may be considered for publication if they include important
comments on previous papers in the Journal or preliminary findings of importance. The text

should not exceed 1,000 words. One figure or one table may be included.

Review Process

Papers, except invited reviews, will be evaluated by at least two external experts. The
authors are invited to propose three potential referees by providing their names, postal and E-
mail addresses, phone and fax numbers. However, the choice of reviewers is made by the
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is directly usable, please ensure that data is provided in one of our recommended file formats.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Pacientes

Avaliacao de potenciais biomarcadores para diagnostico diferencial da
Depressao Unipolar e Depressao Bipolar

Nome do sujeito:

Data de nascimento:

Estamos convidando vocé para este estudo devido a sua participacdo no projeto: Tianeptina
como tratamento adjuntivo na depressao bipolar: um ensaio clinico randomizado controlado por
placebo (n° de aprovacao pelo comité de ética 08-145). Com este novo termo de consentimento
gostaria de solicitar o uso da sua amostra de sangue ja coletada ou se necessario, realizar uma
nova coleta.

Antes de participar deste estudo, gostariamos que vocé tomasse conhecimento do que ele
envolve. Damos abaixo alguns esclarecimentos sobre duvidas que vocé possa ter. Em caso de
qualquer outra duvida quanto ao estudo e o que ele envolve e sobre os seus direitos, vocé
devera contatar a pesquisadora Bianca Wollenhaupt de Aguiar ou o Dr. Flavio Kapczinski
pelos telefones (51) 3359 8845 ou (51) 33598021.

1 Qual oobjetivo desta pesquisa?

Esta ¢ uma pesquisa realizada por pesquisadores do Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
para identificar os niveis de algumas proteinas do sangue que podem estar alteradas nos
individuos com Transtorno de Humor Bipolar (THB) e Depressao Unipolar. O objetivo de
verificar as possiveis alteracdes nestas proteinas de pacientes com THB ¢ aumentar o
conhecimento sobre a doenca e auxiliar no diagnostico e no desenvolvimento de novas
medicagdes para um melhor tratamento dos pacientes bipolares.

A participacdo envolve o preenchimento de algumas questdes e a assinatura deste termo
permitindo assim o uso de sua amostra ja coletada para o projeto 08-145 ou, se for necessario,
uma nova coleta de sangue, que sera utilizada para fins de pesquisa. Essas proteinas serdo
avaliadas em conjunto com os dados coletados dos pacientes unipolares e controles para
descobrir se hd diferencas entre pessoas com estes transtornos € sem estas doengas. Assim, o
beneficio de participar desta pesquisa ¢ nos auxiliar a melhor compreender como o Transtorno
Bipolar afeta o organismo, no que se diferencia da Depressdo Unipolar, tendo como objetivo
melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

2 Quais sio os riscos em participar?

Os riscos da coleta, se houver, sdo um mal-estar passageiro ou mancha roxa no local. O
procedimento sera feito com material esterilizado e descartavel por profissionais da area de
saude com competéncia técnica para tal. A coleta serd feita para que sejam analisadas algumas
substancias que poderdo estar alteradas em funcdo do transtorno bipolar. Vocé ndo terd despesas
para participar deste estudo. Caso seja solicitado que voc€ venha ao hospital fora do horario de
suas consultas habituais, os pesquisadores irdo reembolsar o valor das passagens.

3 O queeuganho com este estudo?
A sua participacao neste estudo podera proporcionar, no aspecto pessoal, a identificagao de

algum problema ndo antes conhecido, sendo assim tratado de maneira mais especifica e
adequada, e no aspecto coletivo, podera ajudar no desenvolvimento de um melhor plano de
atendimento aos demais pacientes.
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4 Quais sdo os meus direitos?

Os pesquisadores podem necessitar examinar os seus registros a fim de verificar as
informagdes para o objetivo deste estudo. No entanto, os seus registros médicos serdo sempre
tratados com sigilo. Os resultados deste estudo poderdo ser publicados em jornais cientificos
ou submetidos a autoridade de medicamento competente, mas vocé nao serd identificado por
nome. Sua participacdo neste estudo ¢ voluntaria, tendo a liberdade de desistir do estudo a
qualquer momento, sem fornecer um motivo, assim como pedir maiores informagdes sobre o
estudo e o procedimento a ser feito. Isto de maneira alguma ird influenciar na qualidade de seu
atendimento neste ambulatorio.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi elaborado em duas vias, sendo que
uma copia serd arquivada pelo pesquisador e a outra ficara com o participante. Nela consta o
telefone e o endereco institucional do pesquisador principal ¢ do Comité de Etica em Pesquisa,
podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participagdao agora ou a qualquer momento.

DECLARACAOQO

1. Recebi uma explicacdo completa do objetivo do estudo, dos procedimentos envolvidos € o que
se espera de minha pessoa.

2. Estou ciente de que tenho total liberdade de desistir do estudo a qualquer momento e que esta
desisténcia ndo ird, de forma alguma, afetar meu tratamento ou administragdo médica futura na
instituicao.

3. Estou ciente de que a informacdo nos meus registros médicos ¢ essencial para a avaliagdo dos
resultados do estudo. Concordo em liberar esta informacdo sob o entendimento de que ela serd
tratada confidencialmente, ou seja, ndo serei referido por nome em qualquer relatorio relacionado
a este estudo.

4. Da minha parte, ndo devo restringir, de forma alguma, o uso dos resultados que possam surgir
deste estudo.

5. Concordo total e voluntariamente em fazer parte deste estudo.

6. Tenho mais de 18 anos.

Assinatura do paciente ou responsavel legal Assinatura do investigador
Data:
Pesquisador Responsavel: Pesquisadora Executora:

Dr. Flavio Kapczinski Bianca Wollenhaupt de Aguiar
Fone: (51) 33598845 Fone: (51) 81279697

Pesquisador Responsavel: Flavio Kapczinski MD PhD
Enderego na instituicao: Laboratorio de Psiquiatria Molecular - Hospital de Clinicas de Porto
Alegre / Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Rua Ramiro Barcelos, 2350 — CPE — 1° andar — Porto Alegre — RS — Brasil - CEP 90035-903
Fone: 33598845

Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Enderego: Rua Ramiro Barcelos, 2350 — Porto Alegre — RS — Brasil - CEP 90035-903
Fone: 33598304
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