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RESUMO

O Transtorno de Humor Bipolar (THB) € uma doendggupatrica cronica e grave que tem
sido relacionada com vérias disfuncdes celulas, domo uma resposta prejudicada ao
estresse do reticulo endoplasmatico (RE). O olgjaetaste trabalho foi avaliar a resposta ao
estresse do RE (Unfolded Protein Response - UPR)ngorte celular induzida por este
processo celular em linfécitos de pacientes com EHBdividuos saudaveis, avaliando sua
relacdo com os estdgios da doenca. Linfécitos dea&fentes bipolares e 32 controles
pareados por sexo e idade foram tratados com taigce, um indutor do estresse do RE,
por 12h ou 24h, com o objetivo de mensurar os sidei proteinas relacionadas a UPR
(GRP78, elFa-P e CHOP) por citometria de fluxo, e por 48h pamalisar a morte celular
induzida pelo estresse do RE. O efeito de litioresadstes parametros na cultura celular
também foi avaliado. No grupo controle, observamosducdo de GRP78 e elP pela
tunicamicina apos 12h e 24h e de CHOP apés 24hin@rmo induzido por tunicamicina dos
niveis de proteinas relacionadas com a UPR namferecontrados no grupo de pacientes.
Entre os pacientes eutimicos, aqueles em estagimlinla doenca tiveram uma melhor
resposta ao estresse do RE quando comparados eesitegm em estagios avancados,
apresentando niveis de GRP78 e elP2semelhantes aos controles apos 12h de tratamento
com tunicamicina. A morte celular induzida por tamicina foi maior nos pacientes
bipolares em relagcéo aos controles. O litio ndaznddiferencas na expressao das proteinas
avaliadas e nao reverteu a morte celular induzédia gstresse do RE, entretanto levou a uma
diminuicdo pequena, mas estatisticamente signifacaheste Ultimo parametro. Este estudo
em cultura primaria de linfocitos de pacientes lasipgs reforca os resultados anteriores sobre
a disfuncdo na resposta ao estresse do RE no TH& Hisfuncdo no RE pode estar
associada com a diminuicdo da resiliéncia celut pacientes, contribuindo, em ultima

analise, para a progressao da doenca.



ABSTRACT

Bipolar disorder (BD) is a severe chronic psyclgatiisorder that has been related to several
cellular dysfunctions, such as an impaired endoplaseticulum (ER) stress response. We
aimed to evaluate the unfolded protein responseR{U&hd the outcome of this cellular
process in cultured lymphocytes from patients visth and healthy subjects, assessing its
relationship to the stage of the disorder. Lymphesyrom 30 BD patients and 32 age- and
sex-matched controls were treated with tunicamya@mER stressor, for 12h or 24h in order
to measure levels of UPR-related proteins (GRPIRReeP and CHOP) by flow cytometry,
and for 48h to analyze ER stress-induced cell dgath effect of lithium on these parameters
in cultured lymphocytes was also evaluated. Indbetrol group, inductions of GRP78 and
elF2o-P by tunicamycin after 12h and 24h and of CHOReraf24h were observed.
Tunicamycin-induced increases in UPR-related pnstevere not found in the BD group.
Among euthymic patients, those at an early stagdisirder had a better response to ER
stress when compared to patients in advanced staghsGRP78 and elf2P levels similar

to controls after 12h of treatment with tunicamycifunicamycin-induced cell death was
higher in BD patients compared to controls. Lithiid not induce differences in the
expression of the evaluated proteins and did narse tunicamicin-induced cell death, but
led to a small yet statistically significant de@ean this parameter. This study extends earlier
findings about impaired ER stress response in pyincaltures of lymphocytes from BD
patients. ER dysfunction may be associated withredsed cellular resilience in BD,

ultimately contributing to the progression of theadder.
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1. INTRODUCAO

1.1 Transtorno de Humor Bipolar

O Transtorno de Humor Bipolar (THB) é uma doenganica e grave, que afeta
aproximadamente 2,4 % da populacdo mundial (Megéaret al., 2011) e estd associada a
episodios recorrentes e elevada morbidade cliffegfér, 2005). Este transtorno mental
também esta associado a altos indices de suicidesemprego (Belmaker, 2004; Kupfer,
2005) e, segundo a Organizacdo Mundial da SaudeSjO¥I considerado uma das dez
principais causas de incapacitacdo no mundo (LapdaMurray, 1998).

O curso clinico do THB é crénico, geralmente camdzado por episdédios agudos
(mania ou depressdo), quando ha uma exacerbacdosidommas, e por periodos
subsindrémicos e de remissdo (denominados euti@iaiagndstico do THB é realizado a
partir da ocorréncia de pelo menos um episodio acandu hipomaniaco durante a vida,
sendo que a presenca de epis6dio maniaco confdiegmdstico de THB tipo |, enquanto a
presenca de episddio hipomaniaco confere o diagndd¢ THB tipo Il (Belmaker, 2004).
Ambos apresentam sintomas que envolvem alteragbbsmor, cognicdo e comportamento.
A intensidade dos sintomas é variavel, acarretgmdmizos no desempenho das atividades
diarias e em sofrimento pessoal (Vieta et al., 1999

Segundo o Manual Diagnéstico e Estatistico de Toamss Mentais (DSM-IV), o
episédio de mania é caracterizado por uma elevdgedbumor ou euforia, expansivo ou
irritdvel, com duragdo de no minimo uma semanagecasos que requerem a hospitalizacéo,
independente da duracdo do episddio) associado emmsma trés dos seguintes critérios
(quatro, se humor irritdvel): reducdo da necessidisono, distratibilidade, grandiosidade,
pressdo de fala e taquilalia, fuga de idéias, @&itgpsicomotora, comportamento excessivo
voltado para atividades prazerosas com grande @altgpara consequéncias dolorosas. A

alteracdo de humor é suficientemente grave a pdet@ausar prejuizo tanto no ambito



ocupacional quanto social do individuo e os sinom& devem ser conseqiéncia de efeitos
fisiologicos ou de uma condicdo médica geral (AoaeriPsychiatry Association, 2000).

A intensidade, o tipo e a cronicidade desses si$odeterminam a subdivisdo do
diagnostico entre mania e hipomania. Na hipomasaglteracdes sdo mais moderadas, ndo
h& presenca de sintomas psicoticos ou sintomapagsam causar dano ou colocar em perigo
a vida de um individuo ou a do proprio pacienteef@sédio hipomaniaco apresenta uma
duracdo minima de quatro dias.

Os episodios de depresséo, no THB, caracterizapoisaumor deprimido, perda de
interesse, retardo psicomotor, alteragcbes no apetitsono, reducdo da velocidade de
pensamento e fala, baixa autoestima e ideacdadauiBelmaker, 2004). A gravidade dos
sintomas pode variar consideravelmente, da mesmmaafgue os episédios de mania. O
periodo entre episédios, quando ha remissdo désnss e 0 paciente apresenta humor
estavel, € chamado de eutimia.

Em virtude de seu curso crénico e a freqiente idéncia e gravidade dos sintomas
de humor, o tratamento do THB atualmente é basepadnanejo dos episédios agudos e no
tratamento de manutencdo para prevenir a ocorr@&eiaovos episodios (Yatham et al.,
2005). Os farmacos disponiveis para o tratament®HB incluem o litio (estabilizador de
humor mais comumente utilizado), a carbamazepinaacwlo valpréico, e também,

lamotrigina, topiramato, gabapentina e antipsiostiatipicos (Keck et al., 1998).

1.2 Estadiamento do THB

Estudos tém mostrado que o progndstico a longooptazTHB € muito pior do que
agquele observado anteriormente. Os pacientes feguente podem apresentar sintomas
subsindrémicos associados a prejuizos cognitivode€inio funcional decorrentes da
progressao do transtorno (Kapczinski et al., 2088)evidéncias mostrando que os pacientes

em estégios iniciais da doenca apresentam desfetihacos muito melhores do que aqueles



com multiplos episddios (Schuepbach et al.,, 2008hen et al.,, 1990). Por exemplo,
pacientes com maior tempo de doenca ou aquelesvguam mais de trés episddios possuem
uma resposta menor ao tratamento, particularmenki¢éi@a (Gelenberg et al., 1989; Swann et
al., 1999). Além disso, a duracdo dos periodoseegpisodios diminui & medida que o
namero de episddios aumenta (Kessing et al., 1998jn base nestas observacgfes, um
modelo de estadiamento tem sido proposto para o (Bekk et al., 2007; Kapczinski et al.,
2009a; Kapczinski et al., 2009b; Vieta et al., 20Tbnsiderando variaveis clinicas, anélise
de comorbidades, cognicao e biomarcadores no ped@demissao.

Essas observagfes clinicas sdo consistentes caibogsfiue relataram diferencgas
anatdbmicas em estruturas cerebrais e na funcadtivagentre pacientes em estégio inicial e
avancado da doenca. As mudancas neuroanatomiaksrtiem ser mais pronunciadas apos
repetidos episédios e correlacionam-se positraencom o tempo de duracdo da doenca
(Lyoo et al., 2006; Strakowski et al., 2002). Al¢iisso, pacientes com apenas um episodio
maniaco apresentam minimas alteracbes em estrutarabrais (Yatham et al., 2007) e
menor extensdo de prejuizos cognitivos em comparagéeles com multiplos episddios
(Torres et al., 2007). Outros estudos verificaralierencas nos niveis plasméticos de
marcadores inflamatérios e da neurotrofina BDNRFo(faeurotréfico derivado do encéfalo)
(Kauer-Sant'Anna et al., 2009) e de alguns par@asele estresse oxidativo (Andreazza et al.,
2009) em decorréncia da evolugéo da doenca.

Assim, verifica-se que o THB leva ao acometimentadgal do cérebro e da saude
geral do paciente, através de um processo degeoenattecido nervoso e periférico, o qual
€ episddio-dependente (Kapczinski et al., 2008kaEeuroprogressdocda doenca pode
contribuir com as altas taxas de comorbidades éramas nos pacientes com THB, as quais
chegam a mais de 60% ao longo da vida (Sasson.,e@0d3), tais como doencgas
cardiovasculares, obesidade e diabetes melitus fdKug005), o que estd diretamente

associado ao aumento da morbidade e mortalidagevaiokis neste transtorno.



O modelo de estadiamento para o THB proposto pgrcKaski e colaboradores
(2009a) enfatiza o potencial uso de biomarcadoeza diferenciar pacientes em estagios
precoces e tardios do transtorno no periodo imisédio. Este modelo inclui uma fase
latente: pacientes com "ultra-alto risco" para eetwolvimento de THB, caracterizada por
uma historia familiar de THB, tracos no temperamghtimor e sintomas de ansiedade assim
como vulnerabilidade genética para desenvolveranstorno; Estagio |: pacientes que
retornam ao seu nivel basal de funcionamento quavsloepisddios de humor séo
estabilizados; Estégio Il: biomarcadores e prejfiincional estdo relacionados a presenca de
comorbidades ou da presenca de ciclagem rapidae eapisddios; Estagio Il
comprometimento cognitivo e funcional persistente periodo inter-episédio, bem como
alteracdes em biomarcadores; e estagio IV: mesarasteristicas do Estégio Il associadas
com prejuizo cognitivo e funcional extremo, de mgde os pacientes sdo incapazes de viver
autonomamente. No presente trabalho, foram re@stadcientes eutimicos nestes quatro
estagios, sendo que os pacientes em estagios fogath considerados em fase inicial e

pacientes em estégios lll e IV classificados costagio tardio da doenca.

1.3 Fisiopatologia do THB

Apesar dos avancos obtidos nas pesquisas sobrdBpslid fisiopatologia ainda n&o
estd completamente esclarecida. Sabe-se que Matm®s podem estar envolvidos no
mecanismo da doenca, incluindo fatores genétiegsgenéticos, fatores bioquimicos, vias de
sinalizacdo neuro-humorais, sinalizacao atravéatdees neurotroficos, alteracées no sistema
Imune, estresse oxidativo, regulacdo da expresééiray entre outros (Berk et al., 2011;
Kapczinski et al., 2008).

Entre as bases moleculares do THB, é possivel\absque o transtorno resulta de
um conjunto de interacées complexas entre os disegenes que levam a uma maior

suscetibilidade a doenca e entre estes genesatoossf ambientais, como estresse e eventos
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traumaticos (Barnett e Smoller, 2009; Caspi e Mpfi006). Segundo estudos genéticos, o
risco de um individuo desenvolver o THB é aproxiamdnte 10 vezes maior em pessoas que
possuem familiar em primeiro grau com o diagndstiaodoenca do que na populagdo em
geral. Além disso, cerca de 70% de gémeos monid@gdsdo concordantes para o THB,
enquanto que esta concordancia reduz para apefaee gémeos dizigbticos (Kelsoe,
2003). Esses achados demonstram a importanciaattmed genéticos na fisiopatologia deste
transtorno. Apesar do THB apresentar um elevadodpade herdabilidade, a maioria das
pesquisas que procuram por genes de suscetibilidaideés de estudos de genes Unicos,
apresenta resultados negativos, o que pode serreleieode uma falta de homogeneidade
clinica, baixo risco relativo de cada gene e/ou gordribuicdo de multiplas mutacdes raras
(Barnett e Smoller, 2009).

Através de estudos neuroanatdémicos e neurofunsio@égiossivel observar alteracdes
estruturais e funcionais em regides especificastdebro de pacientes bipolares, como cortex
pré-frontal e estruturas subcorticais e mediaispkidas na modulacdo do comportamento
(Strakowski et al., 2005). Verifica-se, por exemmopresenca de alteragbes no volume de
regides cerebrais especificas acompanhadas daattoperda celular (Hajek et al., 2005) e
volumes reduzidos de substancia cinzenta em aa®rtex orbital e pré-frontal medial,
estriado ventral e hipocampo, assim como uma géataignificativa do terceiro ventriculo
em comparacdo com controles saudaveis (Beyer ériés 2002). Estudogost-mortem
complementares mostraram redu¢ées anormais no gotantical, reducdo na contagem de
células gliais e/ou no tamanho dos neur6nios dtexdré-frontal subgenual, cértex orbital,
cortex pré-frontal antero-lateral e amigdala (D8eposlay et al., 2008). Ainda ndo esta bem
estabelecido se essas alteracfes sdo causadampatisiuncdo no desenvolvimento que
conferem susceptibilidade a transtornos psiqu@drice sdo mudancas compensatérias a

processos patogénicos ou consequéncias dos prépigiglios de humor e curso da doenca.

11



Estudos bioquimicos, a partir de tecidos do Sisté&ravoso Central (SNC) de
animais ou de amostras periféricas de pacientes, si€lo ferramentas importantes no
esclarecimento da fisiopatologia do THB, sendo q@sias moléculas parecem estar
envolvidas especialmente nos episédios agudos, rdeais geralmente normais durante a
eutimia. Entre elas, pode-se destacar o papel elastnofinas, as quais estdo envolvidas no
desenvolvimento, sobrevivéncia e plasticidade mair(Huang e Reichardt, 2001). Os niveis
de BDNF encontram-se diminuidos perifericamente patientes bipolares nos episddios
maniacos e depressivos (Cunha et al., 2006). daratrofina-3 (NT-3) (Walz et al., 2007) e
a neurotrofina 4/5 (NT-4/5) (Walz et al., 2009) t&mus niveis aumentados no soro de
pacientes bipolares em episédio agudo, de formaelbemte ao que ocorre com o fator
neurotréfico derivado da glia (GDNF) (Rosa et aD12). Além das neurotrofinas, outros
marcadores bioldgicos tém sido analisados no TldByoca proteina marcadora de resposta
glial S100B (Andreazza et al., 2007a), a proteirr@dfiva (Cunha et al., 2008), citocinas pro
e antiinflamatérias, marcadores de dano oxidatigamo ao DNA (Andreazza et al., 2008),
entre outros.

Estas evidéncias sugerem que marcadores perifénelagionados ao estresse
oxidativo, inflamacao e neurotrofinas podem edtarados durante os episddios de humor no
THB. Entretanto, geralmente estes dados s&o ohsdtzlamente. Um estudo recente, entéo,
avaliou os niveis séricos de BDNF, NT-3, TNF-aBlLH-10, TBARS, Carbonil e TRAP em
pacientes bipolares em diferentes estados de hwmmiparados a individuos saudaveis, para
estudar a correlacéo e interacédo destes paranfjapszinski et al., 2011). Para comparacéao,
individuos com sepse foram utilizados como contpalsitivo. Este trabalho verificou vérias
diferencas entre os pacientes com THB e contradagerindo o potencial uso destes
marcadores para avaliar a toxicidade sistémicdiowdade da doenca.

Assim, o THB afeta o organismo de forma sisténteasando altera¢des bioquimicas

que podem ser avaliadas tanto no SNC como na pariféa evidéncias de que disfuncdes de
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vérias vias de sinalizacdo intracelular afetamsdiéacia celular no THB. Entre elas, por
exemplo, estdo os estudos com células do sangufriger que verificaram niveis
aumentados de calcio em plaquetas, linfocitos @Walinfoblastéides de pacientes bipolares
(Warsh et al., 2004), demonstrando uma desreguleg@tinamica do calcio. Um estudo com
neuroepitélio olfatorio verificou que as célulasidedas dos pacientes eram mais vulneraveis
a morte celular (McCurdy et al., 2006). Possivelteg@a integridade de neurdnios destes
pacientes também esta prejudicada, considerandaoigaess de N-acetilaspartato no cérebro
estdo diminuidos no THB (Stork e Renshaw, 2005).

Estes achados sugerem que os pacientes bipolareseaiam uma vulnerabilidade
celular ou resiliéncia celular comprometida (K&008; Shaltiel et al., 2007&ntretanto, nao
esta estabelecido os mecanismos responsaveis tpsrdisfuncdes celulares no THB, se é
devido a um defeito celular especifico ou alterag@&s funcdes de determinadas organelas
envolvidas com a manutencdo da resiliéncia celldamo a mitocondria e o reticulo
endoplasmatico. Ha varias evidéncias que sugeremenwolvimento do reticulo
endoplasmatico (RE) na fisiopatologia e tratameiotdHB, como: o tratamento crénico com
litio regula a expressdo de Bax e Bcl-2, as queescem efeitos opostos na sinalizacdo do
calcio no RE (Chami et al., 2004; Chen et al., 2000ratamento crénico com valproato e
litio aumenta a expressdo de chaperonas do RE, aoBiRP78/BiP, GRP94 e calreticulina
(Bown et al., 2002; Shao et al., 2006); a mefloguisima droga antimalarica conhecida por

causar disfuncdo no RE, induz mania em individuhseraveis (Dow et al., 2005).

1.4 Estresse do RE

Além do papel na sinalizacdo e estoque de calo@ sintese de esterdis e lipidios, 0
Reticulo Endoplasmatico (RE) é responsavel pelesgnenovelamento e modificacdes pds-
traducionais de proteinas secretdrias e de sujgecitular que se destinam para a célula ou

para o meio extracelular, sendo a primeira orgame&lgia secretéria das células eucariodticas
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(Rutkowski e Kaufman, 2004). Neste processo, pnatemal enoveladas ndo sdo exportadas
para o Complexo de Golgi e ficam retidas no RE pareorreto enovelamento ou s&o
marcadas para a degradacédo (Schroder e Kaufmah). Z6& situacGes em que ocorrem
perturbacdes no lumen do RE, como alteracbes ad@sedox, na homeostase do calcio ou
defeitos nas modificagBes pds-traducionais, a funighta organela € comprometida e ocorre
0 acumulo de proteinas mal enoveladas. Essa condicdonhecida comd&stresse do
Reticulo Endoplasmatioad.ai et al., 2007; Walter e Ron, 2011).

A resposta celular a esta condic@dnfolded Protein Response - UPR uma das
respostas adaptativas na qual as células ativaranisewos de protecdo para restabelecer a
homeostase no limen do RE (Kimata e Kohno, 201iLetal., 2007), através de alguns
mecanismos:

- inducdo de chaperonas do Réomo a GRP78, GRP94 e a calreticulina, as quais
promovem o enovelamento das proteinas mal enowelada

- inibicAo da sintese protéica

- inducédo da via de degradacao protéica relacionadaRE,em que as proteinas mal
enoveladas sao sinalizadas para nao prosseguirefongo da via de secre¢do e séo
transportadas para o citoplasma, onde sofrem pisge@elo sistema do proteossoma
(Schroder e Kaufman, 2005).

- indugéao de apoptosese 0 estresse do RE for intenso e crénico e a hiRfor
suficiente para restabelecer o equilibrio.

A UPR consiste em trés vias de sinalizacao primgigpe atuam em paralelo e com
mecanismos unicos de transducdo de sinal. Estassé@ia definidas por trés classes de
proteinas transmembrana do RE (Figura 1): IREbsitol requiring kinase 1)PERK
(double-stranded RNA-activated protein kinase (RKE®) RE kinase)e ATF6 (activating
transcription factor 6) Elas funcionam como um tipo de sensor da presémcen estresse no

limen da organela e sdo ativadas quando ocorredissaciacdo da chaperona GRP78
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(Kimata e Kohno, 2011; Lai et al., 2007). A prageGRP78dlucose-regulated protein of 78
kDa), a qual é tradicionalmente considerada comoreipal chaperona do RE, desempenha
muitas funcbes na célula, como o enovelamento deeipas, controle de qualidade do
processamento proteico no RE, ligagcdo ao calcipelpanti-apoptético e regulacdo da
sinalizacdo da UPR (Ni et al., 2011; Rao et alQ2}0Assim, esta chaperona contribui para
muitos processos relacionados a sobrevivénciaacekgndo altamente regulada em resposta

ao estresse do RE.
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Figura 1. Vias de transducao do sinal ativadas pelo estresde RE. (A) Em condicdes de

equilibrio no limen do RE, quando a capacidadendeetamento e processamento proteico
se mantém de acordo com a sintese de polipeptidebsperona GRP78 esta associada com
as proteinas transmembranas do RE (ATF6, PERK d)|REsultando na supressédo da
atividade enzimética destas proteinélB) Em condigcbes de estresse do RE, quando a

quantidade de proteinas mal enoveladas excedevess bie GRP78 livre no limen do RE,
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esta chaperona se dissocia de ATF6, PERK e IRE&4 pamentar a capacidade de
enovelamento. A dissociagdo de GRP78 de PERK e IRiwh a oligomerizagéo,
autofosforilagéo e ativagédo destas proteinas. Quatidada, PERK fosforila a subunidagde

de elF2, resultando na inibicdo global da sintes&jga, enquanto IRE1 ativada cliva um
MRNA que codifica um fator de transcricdo espegifta UPR, XBP1, aumentando a
atividade transcricional de genes alvos da UPRTFé®, depois da dissociacdo de GRP78, se
transloca para o Complexo de Golgi onde é clivado groteases para formar o fator de
transcricdo ativo que induz a expresséo de getesaeados a resposta ao estresse do RE,
incluindo GRP78 (adaptado de Paschen e Mengesifif). Setas em azul indicam alguns

parametros que serdo avaliados nesta dissertacao.

Nos mamiferos, a primeira via a ser ativada enmagiies de estresse no RE é a
diminuicdo temporaria da sintese protéica globalliada pela sinalizacdo 8&RK (Figura
2). A PERK é uma proteina cinase transmembrana EpaRsociada com a GRP78 em
condicOes de equilibrio. Com o acumulo de protema&E, GRP78 se dissocia de PERK,
permitindo sua dimerizacao e autofosforilacdo @etti et al., 2000; Harding et al., 1999).
Quando ativada, PERK fosforila 0 aminoacido sefihada subunidade da proteina elF2
(eukaryotic initiation factor ®, inibindo elF2 e assim, a tradu¢cdo de mRNA (Harding et al.,
1999).

Neste sentido, a via da PERK contribui para a r@dwp fluxo de proteinas no RE,
aliviando o estresse. Entretanto, alguns mRNAseraitt fases abertas de leitura em regides
nao traduzidas sdo preferencialmente traduzidosdgualF2 é limitado. Um destes mRNAs
codifica o fator de transcricdo ATF4. Dois genegslde ATF4 importantes sdo CHOP
(transcription factor C/EBP homologous proteie GADD34 @rowth arrest and DNA
damage—inducible 34(Walter e Ron, 2011). CHOP é um fator de trag&crique controla
genes que codificam componentes envolvidos na apepAssim, a via da PERK contribui
para a protecdo na UPR, mas também pode ativas sieaias de morte celular programada.
Provavelmente, esta acdo dual de PERK é influeagi@tbs niveis de ellbZosforilado, o

que pode ser demonstrado pelos efeitos de suagaes$ especificas (Walter e Ron, 2011).
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GADD34, outro gene alvo de ATF4, codifica uma sutlade da proteina fosfatase PP1C que
neutraliza PERK pela desfosforilagdo de elFA inibicdo do complexo GADD34-PP1C
protege as células contra o estresse do RE, pmrmoiogos niveis de elk2fosforilado
(Marciniak et al., 2004; Tsaytler et al., 2011). d/la delecdo da fosfatase constitutiva de
elF20 causa efeitos letais (Harding et al.,, 2009; Tsay#dt al., 2011), mostrando a

importancia da regulacao balanceada da desfosfaoilde elF&.

Figura 2 Via da PERK. Quando ativada, PER
fosforila 0 aminoéacido serinal da subunidade da
proteina elF2 dukaryotic initiation factor 2
FERK inibindo elF2. e assim, a traducdo de mRI
F , Assim a via da PERK contribui para a reducgac
fluxo de proteinas no RE, aliviando o esBe

Entretanto, alguns mRNAs contendo fases abert

4‘1 n 1 leitura em regibes ndo traduzidas
PN W) preferencialmente traduzidos quando elF2&
f_::\-._\ limitado. Um destes mRNAs codi& o fator de
i ; :
{ ElFEﬂy_- e -"'-p:. _ transcricdo ATF4, o qual regulaCHOP
=S elFZa 7 L ,
s (transcription factor C/EBP homologous protein
/ \ CHOP é um fator de transcricdo que controla g
. gue codificam componentes envolvidos na apop
Inibigan da AT
+raducin GRS ) Assim, a via da PERK contribui para a proteca
1 UPR, mas também pode ativar sinais de via
morte celular programada (adaptado de Ozcan e
‘ -:_"-CHDP-:': Tabas, 2012). Setas em azul indicam algL
/'- - ’\ parametros que serdo avaliados nesta dissertacao.
Erola iBcl2
Apoptose
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ATF6 é um fator de transcricdo que € inicialmente 8r#do como uma proteina
transmembrana do RE. Quando ha um acumulo de mpastenal enoveladas no RE, esta
proteina é transportada para o Complexo de Goluyile0é clivada por proteases, que
removem o dominio luminal e a por¢cdo transmembrgmaduzindo um dominio
citoplasmatico livre, o qual € um fator de transioi ativo. Este fator de transcricdo, entéo, se
transloca para o nucleo, onde se liga a regido ganan ERSEER stress response eleménts
resultando na ativacdo de genes alvo da UPR, muduios genes que transcrevem as
chaperonas (Lai et al., 2007; Walter e Ron, 200Lldominio luminal de ATF6, além de
interagir com a GRP78, contém pontes dissulfetoainé intermoleculares que podem
monitorar 0 ambiente do RE, como sensores redagnéibuir para a ativacdo desta via
(Walter e Ron, 2011).

IRE1: E uma proteina transmembrana bifuncional (cinadeféitonuclease), que
utiliza um mecanismo nao convencionalspécingde mRNA para iniciar a UPR. Sua funcao
ribonuclease € ativada por mudancas conformacia@npeisocorrem apos a oligomerizagéo e
transfosforilagdo de IRE1 na membrana do RE. IRi¥hda cliva um mRNA que codifica
um fator de transcricdo especifico da UPR, o XBRbdx binding protein )1 Este se liga ao
ERSE, aumentando a atividade transcricional dossyalvos da UPR (Schroder, 2006).

Ainda nédo estd bem estabelecido como IRE1 é atipattaestresse do RE. Uma das
hipoteses é que seja através da dissociacdo da83BEitolotti et al., 2000), como ocorre
com PERK e ATF6. Mas, ha um estudo que sugere B&4 € ativada diretamente por
proteinas mal enoveladas através da interagcdosdesta uma espécie de sulco (tipo o
complexo de histocompatibilidade — MHC) no domiiminal, o que estimularia a formagéo

de oligbmeros e consequente ativacédo da porciuastoatica de IRE1 (Credle et al., 2005).
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Apoptose associada ao Estresse do RE

A capacidade das células responder as perturbatdeincdo do RE € muito
importante para a sobrevivéncia celular e caso & WRo for capaz de restabelecer o
equilibrio celular, as células séo sinalizadas para da apoptose. As trés vias de sinalizacéo
da UPR contribuem para a indu¢cdo da apoptose, sgumeleste processo em resposta ao
estresse do RE pode ser mediado pelo fator dectigéis CHOP, pela proteina cinase JNK
(c-Jun NH2-terminal kinase) e por caspases (Sch®#&aufman, 2005; Tabas e Ron, 2011)
(Figura 3), embora os mecanismos ainda nao estemm definidos. CHOP (também
conhecido com GADD153growth-arrest and DNA-damage-inducible gene)1&3im fator
de transcricdo altamente regulado durante o estsRE prolongado, sendo que a via da
PERK é essencial para induzir a sua transcricaa(htaet al., 2000; Okada et al., 2002).

Vérios estudos tém associado o CHOP a apoptoseidadpelo estresse do RE. Por
exemplo, células CHOP sdo parcialmente resistentes ao estresse e temapoose
diminuida (Oyadomari et al., 2002; Zinszner et 2898). CHOP diminui a expressao da
proteina anti-apoptética Bcl-2 e aumenta espée@svas do oxigénio, o que contribui para a
morte celular associada ao estresse do RE (Mc@hlet al., 2001). A inducéo de CHOP,
entretanto, ndo é a Unica via envolvida na apopitokeida pelo estresse do RE. Em resposta
a este estresse, IRE1 recruta a proteina TRANEF (receptor-associated factor)2para a
membrana do RE, o que é regulado pela &Kunh NH2-terminal inhibitory kina3eque
interage tanto com IRE1 como com TRAF2 (Yonedalet2801). Este complexo, entéo,
recruta uma proteina envolvida com a apoptose, K1A8Spoptosis signal regulating kinase
1), ativando-a e consequentemente ativando a vilN#a levando a morte celular (Nishitoh
et al., 2002; Nishitoh et al., 1998).

As caspases (cisteina/asparagina proteases) tapdréinipam na apoptose induzida
pelo estresse do RE. Em camundongos, a procaspassth localizada no lado

citoplasmatico do RE e é clivada e especificamatiteda pelo estresse do RE, mas ndo por
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sinais apoptéticos mediados pela mitocéndria (Nakage Yuan, 2000; Nakagawa et al.,
2000). Nos humanos, devido a mutagbes que detarmotaons de parada no gene da
caspase-12, tem sido proposto que a caspase-4 Ifflgan® caspase-12 de camundongos)
realiza a funcdo da caspase-12 em humanos (Fisthér 2002). A clivagem da caspase-4 é
especificamente induzida pelo estresse do RE, @aspar outros sinais apoptoticos, e o

knockdowrdeste gene diminui a apoptose induzida pelo s&tigs RE (Hitomi et al., 2004).

VIA INTRINSECA VIA EXTRINSECA
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Figura 3. Vias apoptéticas reguladas pela UPR (adaptadald®&er e Kaufman, 2005).
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1.5 Estresse do Reticulo Endoplasmatico e THB

A UPR é um processo fundamental com funcdes figicds importantes. O estresse
do RE prolongado leva a morte celular e esta amdoatom a fisiopatologia de algumas
doencgas, como as doencas neurodegenerativas (Daemgaheimer, Doenca de Parkinson),
diabetes, aterosclerose, cancer, entre outras€@bwl., 2011; Ozcan e Tabas, 2012).

Alguns estudos tém demonstrado o envolvimento d&fumdo da UPR na
fisiopatologia do THB. Experimentos farmacologicasyerem que as chaperonas do RE,
como a GRP78, GRP94 e calreticulina, sejam alvaesedtabilizadores de humor utilizados
no tratamento desta doencga, como o litio (Shab,e2G06) e o valproato (Chen et al., 2000;
Kakiuchi et al., 2009). Estudos genéticos encoamnaassociagcdo de um polimorfismo na
regidao promotora de XBPI (Kakiuchi et al., 2003)JeeGRP78 (Kakiuchi et al., 2005) com o
THB em uma coorte japonesa, demonstrando que @esanestas vias podem ser um fator
de risco para o desenvolvimento do transtorno.

Em outros estudos, a expressao de genes relacoaadestresse do RE foi analisada
em células linfoblastéides derivadas de pacienfaddres. Em um dos trabalhos, a expresséo
de GRP78 e XBP1 estava diminuida em dois pare€dwa@s monozigdticos discordantes
para o THB (Kakiuchi et al., 2003). Uma diminuigd® resposta de XBP1 e CHOP também
foi encontrada nas células de pacientes bipolafesséas a dois indutores do estresse do RE
(So et al., 2007). Outros achados corroboraramesies, onde verificou-se que a indugéao do
splicingde XBP1 e da expressado da chaperona GRP94 estavanuidos (Hayashi et al.,
2009). Isto sugere que as células de pacientetab®sopossuem uma disfuncdo no RE e néo
estimulam uma resposta adequada e suficiente pargenma homeostase desta organela numa
situagdo de estresse, o que poderia levar a odisfisngbes celulares e teciduais no

organismo.
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1.6 Cultura de Linfocitos para estudo do THB

Estudos bioquimicos, a partir de tecidpgst mortemdo SNC ou de amostras
periféricas de pacientes sdo ferramentas impoganieesclarecimento da fisiopatologia do
THB. A cultura de linfocitos de pacientes com d@enpsiquiatricas tém sido foco de varios
estudos (Naydenov et al., 2007; Tseng et al., 200&hizuka et al., 2005) por se tratarem de
células que permitem maior facilidade de coletastitniindo um método menos invasivo.

Acredita-se que a expressao génica e protéica riferf@e possa ser informativa
guando comparada aquela no SNC e que muitos posceskevantes biologicamente néo
possuem diferenca significativa entre sangue etalrios tecidos do SNC (Glatt et al., 2005;
Sullivan et al., 2006). O estudo de Glatt e colabores (2005) realizou uma comparacéo do
perfil de expressdo génica de tecidos cerebrais amumle de células do sangue periférico,
com o objetivo de identificar genes associadosgaiesfrenia e que sejam comuns para 0S
tecidos, sugerindo uma validade do perfil de exgdregyénica do sangue para deteccdo de
marcadores para a doenga.

Como o THB é uma doenca que acomete o0 organisnforge sistémica, muitos
estudos tém utilizado material bioldgico periféricom o objetivo de entender melhor o
mecanismo da doenca. Ja foi visto, por exemplo,eiudinfécitos e no soro de pacientes
bipolares h4& um aumento do estresse oxidativo @ado ao DNA (Andreazza et al., 2007a;
Andreazza et al., 2007b). Estudos com a utilizadgiacélulas periféricas mostraram niveis
aumentados de calcio nas plaquetas, em linfécitrs eélulas linfoblastdides (Warsh et al.,
2004).

Para o estudin vitro do estresse do RE, é possivel utilizar indutoestedtipo de
estresse, como a tapsigargina e a tunicamicinapaidargina inibe a GaATPase do RE
levando a um aumento nos niveis citosolicos deiac@csua reducdo no lumen do RE
(Treiman et al., 1998). A tunicamicina inibe a gidacdo de proteinas recém sintetizadas no

RE, causando o acumulo de proteinas mal enoveta$as organela (Tordai et al., 1995). A
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ativacdo da UPR e a apoptose induzida pelo estdes&E tem sido estudada em modelos
celulares, como em cardiomidcitos (Fu et al., 2@Byfocitos (Ma et al., 2008). No caso do
THB, os estudos com a via do estresse do RE udlizaélulas linfoblastéides derivadas de
pacientes com a doenca (Hayashi et al., 2009; %,e2007). Ainda s&o poucos, e muitas
vezes divergentes, 0s estudos nesta area até omwome

Assim, visando o melhor entendimento da fisiopaalado THB, estudos com os
mais variados tipos de métodos séo necessarialy secultura de linfécitos uma alternativa
viavel e de maior facilidade de manipulacéo paferinsobre fenbmenos que acontecem em

nivel de SNC e para avaliar os efeitos de farmacos.

1.7 Justificativa

O THB ¢é um transtorno psiquiatrico grave e altameinicapacitante, cuja
fisiopatologia ainda ndo estd bem estabelecida.si@erando a sua alta prevaléncia na
populacdo e 0 prejuizo que esta doengca causa amismyp, na funcionalidade e
conseguentemente na vida do paciente, bem comasissggerados ao sistema de saulde,
estudos sdo necessarios para o esclarecimento elmnismos relacionados com o THB e
com sua progressao.

Até o0 momento, poucos estudos foram realizadoseai@rar o envolvimento da via
do estresse do RE nas bases biolégicas do THRtamto ha evidéncias de que componentes
da UPR estejam de alguma maneira comprometidopamentes, 0 que sugere em conjunto
com outros achados na area, que o0s pacientes feipdienham alguma vulnerabilidade
celular. Considerando que as medicacgoes de prirfieira no tratamento do THB exercem
efeitos clinicos semelhantes, os estudos que vigamtificar seus alvos e mecanismos
moleculares s@o essenciais para explicar o envehtion destas moléculas em vias de

sinalizacdo relacionadas a melhora dos sintomamoCa disfuncdo na UPR pode estar

associada ao mecanismo fisiopatologico do THB, aiagéo deste processo em células de
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pacientes bipolares e da influéncia dos estabtizsddo humor pode fornecer evidéncias
fundamentais para o estudo de tratamentos probkitou de manutencdo da eutimia,
possibilitando um maior entendimento do papel delaca@omponente desta via na

fisiopatologia do transtorno.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a resposta ao Estresse do Reticulo Engtoplico UPR) em culturas de
linfécitos de pacientes com Transtorno de HumooBipe o efeito do estabilizador do humor

litio sobre este processo celular.

2.2 Obijetivos especificos

e Induzir o estresse do RE com tunicamicina em castdie linfécitos de pacientes
bipolares e de individuos saudaveis (controles)ideglo tratamento das células
com o estabilizador do humor litio;

» Avaliar a UPR nestas culturas de linfocitos, atsaslé expressao da chaperona
GRP78, do fator de transcricdo CHOP e de ef6&forilado;

* Avaliar a morte celular induzida pelo estresse @orfas culturas de linfécitos
dos pacientes bipolares e controles;

» Comparar a capacidade celular de resposta aosesttesRE entre os pacientes
bipolares de acordo com as fases da doenca (maepaessdo, eutimia) e
controles;

» Comparar também a UPR entre os pacientes eutirde@sordo com o tempo
de duracgéo da doencga e o numero de episodiosié@statto) e controles;

e Analisar o efeito do litio nos parametros da UPR pacientes bipolares e

controles.
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3. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho serédo apresentad@sfeaina de um artigo cientifico a

ser submetido para publicacéo na reviBtdogical Psychiatry.

3.1 Capitulo |

Impaired endoplasmic reticulum stress responseymphocytes from patients with

bipolar disorder
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Abstract

Background: Bipolar disorder (BD) is a severe chronic psyaigatliisorder that has been
associated with several cellular dysfunctions, tyarelated to mitochondria, neurotrophin
levels and oxidative stress. But the role of anaimgnl endoplasmic reticulum (ER) stress
response in BD is not well established. Here weedinto evaluate the unfolded protein
response (UPR) and the outcome of this cellulacgs®s in lymphocytes from BD patients and
healthy subjectaViethods: Lymphocytes from 30 BD patients and 32 age- amxensatched
controls were treated with tunicamycin, an ER swesfor 12 or 24 h in order to measure
levels of UPR-related proteins (GRP78, elF2and CHOP) by flow cytometry, and for 48 h
to analyze ER stress-induced cell de&hbsults: In the control group, inductions of GRP78
and elF2-P by tunicamycin after 12 and 24 h and of CHORrafi4 h were observed.
Tunicamycin-induced increases in UPR-related pnstevere not found in the BD group.
Among euthymic patients, those at an early stagdisirder had a better response to ER
stress when compared to patients in advanced stagegcamycin-induced cell death was
significantly higher in BD patients compared to tols. No differences in the evaluated
proteins and death levels in tunicamycin-treatedplyocytes were observed when clinical
doses of lithium were post-administratétbnclusions: This study extends earlier findings
about impaired ER stress response in primary @dtof lymphocytes from BD patients. ER
dysfunction may be associated with decreased aelluésilience in BD, ultimately

contributing to the progression of the disorder.

Key words: Bipolar disorder, endoplasmic reticulum stress, GRPCHOP, elFa-P,
staging.
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Introduction

Bipolar disorder (BD) is a chronic and severe #echaracterized by recurrent
episodes of mania and depression, which affectsnar@.4% of the populatiomorldwide (1)
and is associated with high clinical morbidity (Zhe long-term prognosis for BD is of
concern, given that even its subsyndromic symptaradrequently associated with persistent
cognitive and functional impairment due to the pesgion of the disorder (3). There are
significant differences between patients in earg &te stages of illness, such as anatomical
differences in brain structures, cognitive functi@dn 5), plasma levels of inflammatory and
neurotrophic markers (6), mitochondrial dysfuncteod oxidative stress parameters (7).

Studies have shown that dysfunction in severahaaifular signaling pathways may
affect neuroplasticity and cellular resilience irDBincluding mechanisms involving
neurotransmitters, glucocorticoids, neurotrophial amti-apoptotic factors, cell survival
pathways, calcium signaling, among others (8; 9y. iRstance, increased levels of calcium
were found in platelets, lymphocytes and lymphdbidscells from BD patients (10; 11), and
an increased susceptibility to cell death in ceafsolfactory neuroepithelium was also
reported (12). Considering that peripheral marketated to oxidative stress, inflammation
and neurotrophins are altered in BD patients ($8)dies with peripheral samples may be
potential tools to assess possible pathways inmghaellular plasticity in BD. Whereas
cellular resilience is the ability of cells to atl&p an insult or stress, impaired resilience at th
cellular level observed in BD may be associatedh it increased vulnerability of patients
under stressful environmental conditions and tloeesivith a worse outcome.

The mechanisms underlying these cellular dysfunstiound in BD patients have not
yet been elucidated, whether they are due to aifgpeellular defect or to changes in
functions of organelles involved in the maintenanake cellular resilience, such as

mitochondria and endoplasmic reticulum (ER). Evimen have associated ER with BD,
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including pharmacological experiments that sugdlesat levels of ER chaperones, such as
GRP78/BiP, GRP94 and calreticulin, are modulatedibyd stabilizers used in the treatment
of this disorder, such as lithium (14) and valpeo&t5; 16). Moreover, mefloquine, an

antimalarial drug known to cause ER dysfunctiomures mania in vulnerable individuals

(17).

In addition to its role in calcium storage and sigmg and in lipids synthesis, ER is
responsible for the synthesis, folding, and pastdlational modifications of secretory and
cell surface proteins that are destined to the @elthe extracellular medium (18). When
perturbations in the ER lumen occur, such as diteran redox state, in calcium homeostasis
or defects in post-translational modifications, thaction of this organelle is compromised
and unfolded proteins accumulate. This conditiokniswn as ER stress (19; 20). The cellular
response to this, the Unfolded Protein Respons&®JlUB an adaptive response in which cells
activate protective mechanisms to restore homasstashe lumen of the ER (19; 21). This
response occurs through different ways: inductibER chaperones which promote folding
of unfolded proteins, inhibition of protein syntigsinduction of protein degradation
pathway, and induction of apoptosis in case thesE&ss is severe and chronic and UPR is
not sufficient to restore the balance. In mammihg,first response to ER stress is transient
global translation attenuation, mediated by the RERgnaling. PERK is an ER
transmembrane protein associated with the GRP78rumatmal conditions. When unfolded
proteins accumulate during ER stress, GRP78 datsscifrom PERK, allowing PERK to
autophosphorylate and dimerize (22; 23). ActivattBRK phosphorylates eukaryotic
initiation factor 2 alpha (elfkd, inhibiting global protein synthesis (22). Howeveome
MRNASs are preferentially translated when elF2nsitkd. One of these mRNAs encodes the
transcription factor ATF4, which regulates CHORrtscription factor C / EBP homologous

protein) (20), a transcription factor involved iR Etress-related apoptosis.
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The UPR is a fundamental process with importansyahggical functions. Prolonged
ER stress leads to cell death, and some previoagest have suggested the involvement of
the UPR dysfunction in the pathophysiology of Br fnstance, genetic studies found an
association of a polymorphism in the promoter regod XBPI, a transcription factor that
induces the expression of ER chaperones (24), mr@RP78 (25) with BD in a Japanese
cohort, suggesting that alterations in these paghwan be a risk factor for developing this
disorder. In other studies, the expression of geekded to ER stress was evaluated in
lymphoblastoid cells derived from BD patients. GRRnhd XBP1 were reduced in two pairs
of monozygotic twins discordant for BD (24). In &duh, a decreased response of XBP1 and
CHOP was also found in lymphoblastoid cells from B&tients exposed to two ER stress
inducers (26). Others findings have confirmed thesilts, which found that induction of
XBP1 splicingand GRP94 expression were reduced (27).

Taken together, these findings suggest that BDepttimay present a dysfunctional
UPR which may impair the homeostasis in the ER usttessful situations. To extend these
results and analyze if this possible ER dysfunctio®D is related to an impaired cellular
resilience and illness progression, this studywatald the UPR in cultured lymphocytes from
patients with BD and the outcome of this cellulangess. More specifically, we evaluated
GRP78, phosphorylated elic2elF2u-P), CHOP expression and ER stress-induced cethdea
and sought to determimvehether changes in these parameters differ acaptdirthe time of
illness and number of episodes. Furthermore, wéuated the effect of lithium on these

factors in patients and healthy subjects.

34



Methods and Materials

Subjects

The study included 30 BD patients (20 euthymidgfressive and 4 hypomaniac) and
32 age- and sex-matched healthy controls (Tablé*alients were recruited at the Bipolar
Disorders Program (PROTAHBI), an outpatient prograitHospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA), Brazil. Control group was recruitedl the Blood Bank from the same
hospital and included healthy individuals withoueyous history of psychiatric illness as
well as no history of psychiatric or neurologicat@ers in first-degree relatives.

BD patients were diagnosed according to the DSMAXIs | (SCID-I) criteria.
Depressive and manic symptoms were evaluated tisenglamilton Depression Rating Scale
- HDRS (28) and Young Mania Rating Scale (YMRS))(28spectively. Exclusion criteria
for both patients and controls included history afitoimmune diseases or chronic
infection/inflammatory disorders, as well as anywese systemic disease or use of
immunosuppressive therapy. This protocol was amatdwy the ethics committee of HCPA
(project 10-091) and all subjects provided theiittem informed consent before inclusion in

the study.

Sample collection, cell isolation and cell culture

Ten to 20 mL of peripheral blood from patients atwhtrols were obtained by
venipuncture and collected in heparin tubes. Twofdor hours after blood sampling,
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were asamd by Ficoll-Hypaque (GE
Healthcare) density gradient centrifugation, acemydto manufacture’s instructions. The
resulting PBMC suspension contains mostly lymphegy80). Cells were washed twice with
phosphate buffered saline (PBS) and resuspendedRRMI 1640 medium (Sigma)
supplemented with 20% heat-inactivated fetal bovéeeum (Gibc8), gentamicin 100

ug/mL) and amphotericin B (0.25 ug/mLCells were cultured at a concentration of 500,000
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cells/mL in different culture plates, accordinghe experiment. The cells were maintained at
37°C in a humidified, 5% C®atmosphere, for up to 72 h. All culture conditionsre

selected based on preliminary tests.

Drug treatment

For the pharmacological induction of ER stressjpfiocytes were incubated with 2.4
MM tunicamycin for 12, 24 or 48 h. Tunicamycin welsosen because it prevents the
glycosylation of newly synthesized proteins in BR, causing the accumulation of unfolded
proteins (31). To determine optimal tunicamicin cemration on the induction of UPR
proteins, cells isolated from healthy subjeats=( 3) were incubated with three doses of
tunicamicin (1.2, 2.4 or 13.5 puM) for three diffatencubation times (4, 12 and 24 h), after

which ER stress parameters were analyzed.

To evaluate the effects of lithium on UPR, cellsrg&vincubated with 0.5 mM or 1.5
mM lithium carbonate after 12 h of incubation witmicamycin, followed by 12 or 36 h of
co-incubation, according to the experiment. Lithioamcentrations were selected based on its

therapeutic plasma levels (32).

Viability tests were performed with lithium and tcamycin-treated cells to define

their concentrations and time of treatment.

Intracellular staining

For intracellular detection of GRP78, et-R and CHOP levels, lymphocytes were
seeded in 12-well culture plates at a density &,@00 cells/well overnight and treated with
tunicamycin (2.5 uM) for 12 h. Afterwards, 2 x®1¢lls were collected for immunostaining,
and remaining cells were cotreated with lithiunb(hM or 1.5 mM) or treated with lithium

alone in both concentrations for further 12 h. Caintell were remained untreated.
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After treatment, cells were washed twice with PBS8 blocked with 10% goat serum
and 10% human serum in PBS for 20 min at 4°C. Thels were fixed and permeabilized
using Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) for 20 nah4°C. Thereafter, cells were washed
with BD Perm/Wash buffer (BD Biosciences), inculdatath 10% goat serum in PBS for 20
min at 4°C followed by incubation with primary dmdies in a total volume of 5@_ in BD
Perm/Wash at 4°C for 2 h (250,000 cells were usecéch staining). Primary antibodies
used were rabbit anti-human GRP78 (1:100), rahititrauman elFa-P (1:100) and rabbit
anti-human CHOP (1:200) (all from Sigma AldrichulSequently, cells were washed and
stained with fluorescent secondary antibody AlexaoF 488-conjugated goat anti-rabbit
(Invitrogen) 1:400 in a total volume of 3 in BD Perm/Wash for 30 min at 4°C protected

from light. Afterwards, stained cells were washad analyzed by flow cytometry.

Flow cytometric acquisition

Instrument set-up and calibration was performedrgo data acquisition according to
standard procedures using Calibrite beads and Aumg@Csetting. Data acquisition and
analysis were performed using a FACScalibur (BD sBiences) flow cytometer. Flow
cytometry data were analyzed using BCellQuest Pro software (BD Biosciences).
Lymphocytes were identified by FSC/SSC pattern Hb@00 events per gate were collected
from each staining. Baseline autofluorescence obatrd isotype-matched negative controls
for fluorescence antibodies were used as referémcset the fluorescence thresholds for
positivity. The median fluorescence intensity (MBf)positive cells was analyzed and data

were expressed as fold increase of control (MRIrdgfeated cells for each staining).

Cellular Viability
Cell viability was evaluated by the quantificatioh[3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide] (MTT) reduction to dué formazan product by cellular
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dehydrogenases, as previously described (33) wittommmodifications. Lymphocytes were
seeded in 96-well plates at a density of 100,008/ell. After overnight incubation, cells
were treated with or without tunicamycin (2.4 pMJ 12 h and subsequently cotreated with
lithium (0.5 mM or 1.5 mM) or treated with lithiuadone in both concentrations for more 36
h. Untreated cells were used as control. Eachntreatt condition was tested in 4 replicate
wells. After the treatment, 20l of MTT (5 mg/mL in PBS; Signd were added to each well
and further incubated for 4 h at 37°C. Then, medwas discarded and DMSO was added to
solubilize the formazan crystals. The absorbance @etermined at 560 and 630 nm in a
SoftMax Pro Microplate Reader (Molecular Deviteb/SA). Data were expressed as % of

control (untreated cells).

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using StatistR@duct and Service Solutions
(SPSS) Version 18.0. The normality of data distidouwas assessed with the Shapiro-Wilk
test (Shapiro and Wilk, 1965). Wilcoxon test angkéiman’'s ANOVA (followed by Wilcoxon
test with Bonferrroni correction, when significamlere used to compare non-parametric
variables between related samples. Mann-Whitndyated Kruskal-Wallis test were used to
compare non-parametric variables between indepénsmples. To compare parametric
variables we performed repeated measures ANOVAh(M&bnferrroni correction, when
significant) for related samples and independeniest. Differences in gender among
comparison groups were evaluated with the Chi-sgtest or Fisher’s exact test. Differences
in medication between euthymic patients were evatlavith the Fisher's exact test.

Quantitative variables were expressed as mearandatd deviation or median and
interquartile range according to data distributibnall experimentsP values less than 0.05
were considered to indicate statistical signifiegnexcept when the Bonferroni correction

was usedF values less than 0.01 were considered).
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Results

Clinical parameters and Drug Treatments

Table 1 shows relevant clinical characteristicshef BD patients and healthy subjects
(controls) selected for this study. Further BD @atistratification in early and late disorder
stages was performed based on clinical paramatelsas duration of disease and number of
episodes (according to Kapczinski et al., 2009 are shown in Table 2. This patient
stratification was performed to evaluate poterdifferences in the capacity of patients from
early and late states to activate the UPR casaadesponse to ER stress. There was no
statistical difference in age and gender among ggoand no statistical differences in
medications between euthymic patients.

Dose response curve of tunicamycin (1.2, 2.4 aBd M) were performed in
lymphocytes isolated from healthy subjects to dstalihe best conditions to evaluate the
UPR cascade in response to ER stress (time ofrtesif cellular toxicity, GRP78, elkZP
and CHOP protein levels). Based on these resutisiownd that 2.4 uM of tunicamycin for
12 and 24 h was able to induce early (increaseRRPTB and elR2P protein levels) and late
(CHOP expression) UPR response in treated cellsowit significant decrease in cellular
viability (data not shown). Cell viability was alstetermined after 48 h of treatment to
establish the capacity of cells to resolve ER strésthium concentrations were selected

based on its therapeutic plasma levels (Sproul@2)0

UPR protein levels and ER stress-induced cell deat

Treatment of lymphocytes isolated from controlugravith tunicamycin for 12 and 24
h significantly increased GRP7B &€ 0.0001 and = 0.001, respectively) and el&P levels
(P < 0.0001 for both incubation times, Figure 1A). @Pi protein levels were found increased

just after 24 h of tunicamycin treatmem € 0.004). These processes (early and sustained
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increase in GRP78 and ell=P proteins and late induction of CHOP) reflecthggiological
and orquestrated UPR response by control cellR@tEess. In contrast, no such differences
in UPR parameters were found in lymphocytes isdldtem BD patients (Figure 1A).
Treatment with tunicamycin for 48 h induced celatiein a significant way in both controls
and BD patientsR < 0.0001 for both groups; Figure 1B). However, te#l death levels
found in tunicamycin-treated lymphocytes isolateohf BD patients was almost two fold
higher when compared to control group (50.4% an@728, respectively? < 0.0001).

Once demonstrated the differences in UPR resptmsER stress between cells
isolated from control and BD patients, we decidedirtvestigate the role of disorder
progression in these imbalance (Figure 2). Whercovepared the UPR parameters between
euthymic patients according to BD staging, we fodifterences in GRP78(= 0.001) and
elF20-P expressionR = 0.047) between controls and patients at latgestavhereas no
differences were found between controls and patientearly stage in cells treated with
tunicamycin for 12 h (Figure 2A). After 24 h of atenent with tunicamycin, this difference
was observed between control group and both patargarly and late stage, for GRPP8<(
0.0001,P = 0.003, respectively) and el&=P levels P = 0.004,P = 0.001, respectively;
Figure 2A). Cell death levels in response to tumgan between euthymic patients at early
and late stages were also evaluated, and diffenasdound between controls and patients in
both early and late stage® £ 0.01 and® < 0.0001, respectively; Figure 2B).

We then evaluated the effect of lithium in tunig@m-induced ER stress and UPR
response. Co-treatment with lithium (0.5 mM and m®l) did not significantly change the
levels of UPR proteins when compared to cells é@atith only tunicamycin. Basal GRP78
protein levels were increased in lymphocytes tcbatgth lithium 1.5 mM alone when
compared to untreated cell® (= 0.002). Moreover, lithium treatment did not resee
tunicamycin-induced cell death. Nevertheless, eattment with lithium after the first 12

hours of treatment with tunicamycin significantlgadeased cell death in the control group at
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both 0.5 mM and 1.5 mMP(= 0.024,P = 0.004 respectively), and in BD group at 1.5 nfM (
= 0.026).

When we analyzed cellular death in lymphocyteaté@ with tunicamycin considering
the mood state, we found differences between cisnénod depressive patient3 € 0.027)
and controls and euthymic patient € 0.0001), and no differences between mood states.
Taking the mood states into account, we observatt @RP78 levels significantly differed
between depressed patients and controls after W haf treatment with tunicamycirP (=
0.23) and between euthymic patients and contraés &2 and 24 h of treatmer® € 0.004
andP < 0.0001, respectively) (data not shown). For etP2there were differences between
controls and depressed patierfis= 0.009) and controls and euthymi¢s € 0.0001) after
treatment with tunicamycin for 24 h. No differenvesre observed between mood states (data

not shown).
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Discussion

In this study, we evaluated several cellular mexlad the unfolded protein response
(UPR) in lymphocytes from BD patients and contuatsler pharmacological induction of ER
stress. In the control group, we observed an eadsease in GRP78 and eli=P protein
levels after treatment with tunicamycin, and thigrease was maintained after 24 h of
treatment. We also found a late induction of tla@gcription factor CHOP in this group. Our
results showed that, as expected, there was a euaietl modulation of UPR elements in
response to ER stress in healthy individuals. Harewo induction of UPR-related proteins
was found in BD group, except when we comparedUR& parameters between euthymic
patients according to BD staging. In this case foumd that patients at early stage, but not
those in advanced stages, showed GRP78 and-#H2vels similar to controls in treatment
of 12 h with tunicamycin. In addition, we also exatled the cell death as an outcome of the
induction of ER stress. We have also found a higledirdeath in BD patients compared to
controls, which might reflect an impaired resolatio ER stress in this group. This parameter
had never been previously evaluated in cells frdinfatients in response to ER stress, and
accounts for the basal susceptibility of the cellthis specific type of stress. No relevant
biological effect of clinical doses of lithium wasbserved in any parameter evaluated.
Moreover, this is the first study ever to evaluaféR parameters in primary cultures of BD
patients and the response to ER stress accorditige torogression of disorder. These results
will be discussed further bellow.

The novel findings reported here support that thgaindividuals activate classical
UPR cascade (at least the evaluated PERK pathway)esponse to tunicamycin, as
demonstrated by the increased levels of @lP2and latter increase in CHOP protein (20). No
induction of UPR-related proteins in BD group foummd this study indicates a possible

dysfunction in PERK activation in patients, sincRR¥8 and elF2P levels were found
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unchanged. In addition, the lack of induction of @M may reflect changes in components of
the signaling pathway that controls its transacoiptiwhich is predominantly regulated through
the PERK/elF2/ATF4 cascade (35; 36). This impaired responseRosess might also be
related to several impairments in neural functiesalibed for BD patients, given that UPR
components are also involved in neural developraadtplasticity, maturation and transport
of several receptors and in calcium signaling (9Y-3

Lymphocytes from patients showed a very pronouncell death in response to
tunicamycin treatment, suggesting that the UPR uwh&fon may reflect an increased
susceptibility to ER stress. The lack of GRP78 oidun might be related to this, given that
this protein plays major roles associated with seflival, including protein folding, calcium
binding, anti-apoptotic responses and regulatiothef UPR signaling (40; 41). Given that
treatment with tunicamycin induced a decrease lhwability, it would be interesting to
evaluate if this process is related to the actiwvatf programmed cell death (or apoptosis) and
whether ER stress-induced apoptosis can be inphiaitmacologically, in order to analyze the
possibility to use it as a therapeutic target. Wenfl increased CHOP levels in the control
group after 24 h of treatment with tunicamycin. IBnged activation of CHOP can cause
apoptosis in both physiological and pathophysiaabconditions (42). In the first case, as
probably occurred in the cells from healthy sulgetite apoptosis induced by the UPR itself
may be a mechanism to eliminate cells that remaih wnpaired RE activities despite
activation of components of the stress responseBDnpatients, we did not observe any
induction of CHOP, although their lymphocytes wem®re susceptible to tunicamycin-
induced cell death than controls. In mutant cedis €IF21 and PERK” cells, even though
CHOP expression does not increase in response tostERs, these cells still activate
apoptotic pathways (43; 44). Moreover, defects HIOP gene delay but do not prevent ER
stress-induced apoptosis in pancreatic cells frome ndeficient in insulin gene (45).

Therefore, induction of CHOP does not seem to beotily pathway involved in ER stress-
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associated apoptosis. Cells can activate apopbysisther pathways mediated by protein
kinase JNK (c-Jun NH2-terminal kinase) through IREfivation and caspases (42; 46), more
specifically caspase-12. ER-localized procaspaseslénverted to caspase-12 by calpain
when calcium is released from ER lumen during Efesst and initiates a caspase cascade
through cleavage of procaspase-9 and -3 by caspa@d” released from the ER is rapidly
taken up by mitochondria where it may lead to @d&of the inner membrane potential and
initiation of apoptosis (47). Considering that PERKessential to induce CHOP transcription
(35; 48) and that this pathway appears to be iredam BD patients, it is possible that the
marked cell death observed in this group, in cdsewmlving apoptosis, might have been
induced by other mechanisms rather than directhCbYOP. Of note, high apoptosis in BD
has been previously demonstrated (49; 50), bofrosimortem tissue (51) and in peripheral
blood samples (52). As described here for the finsé, chronic ER stress-induced cell death
may be an important factor in BD progression.

In addition to identifying UPR parameters in BOtipats, we analyzed the differences
in the response to ER stress according to the rstaid and stage of disorder. Although the
number of patients in the acute phases was ratha&lt 81 this study, our observations suggest
that the ER stress response does not seem to depetide mood state, given that the
differences between patients and controls weredalso in euthymia. When the expression
of UPR components was compared between controleatiymic patients according to the
stage of disorder, we found differences that sugfest patients in early stages have a
response to stress through induction of GRP78 #fzheé under moderate ER stress (which
would correspond to treatment with tunicamycin I@rh). However, after a longer period of
ER stress (treatment with tunicamycin for 24 h),Uf®R modulation was found in patients,
regardless of the staging. These observations shatthe ER response seems to depend on
stress chronicity and that there is a differertellular response according on the number of

episodes and duration of disorder. Although the Imemof patients used in these comparisons
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was relatively small, one might speculate thatdixsfunction in ER stress response observed
in BD patients is not closely associated with matates, but with the progression of the

disorder. As seen in this study, the response mpattiepatients at early stages is between that
of patients at late stages and controls. Furthezmadthough the cell death was increased in
patients compared to controls regardless of stagimg difference was more significant when

controls were compared to patients at late stafess, it is possible that patients at early

stages can still respond to moderate ER stresghwdwes not occur at any time with the

patients in advanced stages. In fact, patientsady estages have a much better clinical

outcome than those with multiple episodes (53; &4yl there are differences in biochemical

parameters according to stages of disorder (6; 7).

These data suggest that protective cellular mestmsnmay become less effective
after multiple episodes and longer duration of dleo, which can lead to more apparent
damage caused by biological changes. This is inrdaace with the staging model for BD
(34; 55) and confirms the theory of the involvemehtallostatic load" in this iliness (3; 56),
which refers to the various and cumulative phygjaal factors needed for adaptation to
stress. This concept contributes to the theoryehdly intervention may improve response to
treatment and prognosis for BD patients (57). EBsstmay be a novel promising target to be
included in the list of pathways associated with B&droprogression (58; 59).

We also evaluated the effects of the mood staillzhium on UPR parameters.
Evidences suggest that mood stabilizers suchhagritand valproate regulate proteins of the
ER stress pathway (14; 15; 60). However, in thigdgt co-treatment with lithium in a
concentration similar to its therapeutic plasmale\ 0.5 mM) and in a higher concentration
(1.5 mM) after treatment with tunicamycin for 12did not significantly change GRP78,
elF20-P and CHOP levels when compared to untreated é&lduchi et al (2003) also found
no induction of GRP78 in lymphoblastoid cells dedvrom BD patients after treatment with

mood stabilizers (lithium, valproate and carbamamsp but observed increased ATF6 levels
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after treatment with valproate (24). This may be da the different drug concentrations
employed, which could have an effect only on upstrecomponents of the signaling
pathway. Regarding the cell outcome of the expartmeven though co-treatment with
lithium did not reverse tunicamycin-induced cellatte it led to a small yet statistically
significant decrease in this parameter. Since tteeteof lithium on lymphocytes was modest
in this study more studies are needed to clarifyetiver this drug exerts some kind of
modulation in UPR parameters.

Our findings differ from those of So et al. (20q2%) and Hayashi et al. (2009) (27),
which found no differences in GRP78 expression yimghoblastoid cells between BD
patients and controls after treatment with tunicaimand thapsigargin, and are similar to the
results of Kakiuchi et al. (2003), which also shdveereduced induction of this chaperone in
the ER stress response in patients (24). As seeuaristudy, So et al. (2007) also reported a
decreased CHOP expression in response to ER strd8® patients (26). In general, our
results corroborate with other studies that evalll&R stress in lymphoblastoid cells from
BD patients and found an impaired response. THerdiices between studies are likely due
to differences in patient population and cell crdtaonditions. Regarding the cell culture, we
evaluated the UPR in primary culture of lymphocyiesn BD patients in contrast to other
studies using lymphoblastoid cells derived fromigrds, which are obtained after vitro
transformation of lymphocytes with Epstein-Barrugirand acquire cell line characteristics.
Although lymphoblastoid cells are widely used isgarch of neurological diseases (61), there
IS some concern about the possibility of relevaartegic changes occurring during generation
and maintenance of this cell type. Even technigiessgned to maintain lymphoblastoid cells,
such as freezing, may impair protein folding rasglin ER stress (27). Thus, our study with
primary lymphocyte cultures from BD patients andalttey subjects complements other
studies performed in lymphoblastoid cells for adretinderstanding of the involvement of ER

stress in BD.
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Despite our interesting results on the respondeRastress, this study lacks data on
basal ER stress level in lymphocytes from contarisl BD patients, which could not be
analyzed due to technical issues (data were narethkccording to untreated cells of each
individual, thus being presented as relative valoebaseline values). Therefore, it was not
possible to assess whether the decreased respoBBegatients’ cells under ER stress is due
to a dysfunction in UPR pathway or whether basekifie stress was already increased in
patients, not allowing us to observe additionaluctbn of these proteins witin vitro
treatment. In this sense, even though basal leselSRP78 and XBP1 transcripts were
reduced in two pairs of monozygotic twins discotdéor BD, there were no significant
differences in these parameters between BD patardscontrols (24). The study of So et al.
(2007) (26) also observed similar basal levels 8PX, GRP78 and CHOP mRNA in BD
patients and healthy subjects, and the same wawd féor the levels of XBP1, GRP94,
GRP78, calreticulin, and CHOP mRNAs in the stuayrfrHayashi et al. (2009) (27). These
findings suggest that basal levels of UPR companeot not differ between patients and
controls and could not have affected the analyls@mioresults. Further studies should further
elucidate whether the ER dysfunction in BD patiaatsonstitutive even in basal conditions
or if it occurs only in situations in which cellseeaunder stress.

Our results, along with other data on ER stre®8Dnreinforce the involvement of the
UPR pathway in the pathophysiology of this disord@ur findings suggest that cells from
BD patients have a dysfunction in the ER strespaese, most likely in PERK pathway
components, and do not stimulate an appropriate saffiicient response to maintain the
homeostasis of this organelle under stress situmtidhis could be associated with a greater
vulnerability to stress events and consequentl wiher cellular and tissue impairments. In
summary, ER dysfunction may be associated withedsad cellular resilience under stress

conditions in BD patients, ultimately contributit@ythe progression of the disorder.
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Figure Legends

Figure 1. ER stress response in lymphocytes from BD patientnd controls. (A) Protein
levels of GRP78, elk2P and CHOP. Lymphocytes from BD patients and hgadubjects
were treated with 2.4M tunicamycin for 12 or 24 hours. Intracellular elgion of GRP78
(upper), elFa-P (middle) and CHOP (lower) were determined bywflgytometry as
described in Materials and Methods. The medianréscence intensity (MFI) of positive
cells was analyzed and data were calculated asrfotdase of control (MFI of untreated cells
for each staining). Data are expressed as the medi@d interquartile range for a minimum of
15 subjects in each treatmerlB) ER stress-induced cell death. Lymphocytes from BD
patients and healthy subjects were treated with @M tunicamycin for 48 hours. Cell
viability was determined by MTT assay as descrilved/laterials and Methods. Data were
calculated as % of control (untreated cells) anel expressed as the media + SD for a

minimum of 20 subjects in each treatmen® <« 0.05 or 0.01; * < 0.001; *** P < 0.0001.

Figure 2. ER stress response in lymphocytes from euthymic pants according to stages

of disorder. (A) Protein levels of GRP78, el and CHOP. Data represent cells treated
with 2.4uM tunicamycin for 12 or 24h and were calculatedodd increase of untreated cells.
Data are expressed as the median and interquantitee for a minimum of seven subjects in
each treatmentB) ER stress-induced cell death. Data represent trellded with 2.44/M
tunicamycin for 12 or 24 h and were calculated agf%ntreated cells. Data are expressed as
the median and interquartile range for a minimuneight subjects in each treatment? <

0.05 or 0.01; **P < 0.001; *** P < 0.0001.

Figure 3. Effect of lithium on ER stress response in lymphodgs from BD patients and

controls. (A) Protein levels of GRP78, el&=P and CHOP. The lymphocytes from BD
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patients and healthy subjects were treated with M tunicamycin for 12 h and then
cotreated with lithium (0.5 mM or 1.5 mM) or tredtewith lithium alone in both
concentrations for further 12 h. Control cells re@med untreated. Intracellular detection of
GRP78 (upper), elk2P (middle) and CHOP (lower) were determined bwfloytometry as
described in Materials and Methods. The medianréscence intensity (MFI) of positive
cells was analyzed and data were calculated asrfotdase of control (MFI of untreated cells
for each staining). Data are expressed as the mediad interquartile range for a minimum of
15 subjects in each treatment.P* 0.001; *** P < 0.0001(B) ER stress-induced cell death.
The lymphocytes from BD patients and healthy subjewere treated with 2.44M
tunicamycin for 12 h and subsequently cotreatedi litihium (0.5 mM or 1.5 mM) or treated
with lithium alone in both concentrations for m@e h. Untreated cells were used as control.
Cell viability was determined by MTT assay as diésd in Materials and Methods. Data
were calculated as % of control (untreated celhg) are expressed as the mean = SD for a
minimum of 18 subjects in each treatment. Staatitifferences are expressed by different

letters P < 0.0001, except betweerd{P < 0.001) and betweerdeand &f (P < 0.01).
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Table 1. Characteristics of thBD and control groups

Controls BD patients p value
n=32 n=30

Age 4294 +12.17 46.47 +11.96 .255a
Female sex 20 19 1.00b
Mood state
Euthymia n/a 20 -
Depression n/a 6 -
Hypomania n/a 4 -
Proportion on
Lithium 0 43.3% -
Other mood stabilizers 0 56.7% -
Antipsychotics 0 76.7% -
Antidepressants 0 20% -

2 Independent-Samplésest. Data show as mean * standard deviation
L Chi-square test. Data is present % (n) for metitios.



Table 2. Clinical features of 20 euthymicatients in the early and late stages of BD

Early Late

Euthymic patients (n= 10) (n= 10) p value
Age 43.4 +9.3 52.6+14.1 103
Female sex 80% 40% 179
Duration of iliness 7.5(4.5; 13.75) 23.5(14.25; 32) 023
Number of episodes 2(1;3) 11 (5.75; 22.75) <.000f
Proportion on
Lithium 60% 30% 370
Other mood stabilizers 50% 70% 650
Antipsychotics 60% 90% 3023
Antidepressants 30% 10% 582

a

= Student test. Data show as mean + standard deviation.
b= Fisher's exact test. Data is presented % (njrfedication and sex variables.

& Mann- Whitney test. Data show as median anddntntile range (25and 75 percentiles)
Comparison between euthymic patienesadly (n=10) and late stage (n=10) and control82)=
were not significat for gender (p=.2@0¢ age (p=.090).
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Figure 3. Effect of lithium on ER stress responsenilymphocytes from BD patients and
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4. DISCUSSAO

A associacdo do THB com disfuncdes em varias \easimhlizacao intracelular sugere
gue 0s pacientes bipolares apresentam uma regliéetular comprometida (Kato, 2008;
Shaltiel et al., 2007). Entre os possiveis mecamssgue possam contribuir para este processo
estdo aqueles relacionados com o RE, ja que harmias do envolvimento desta organela na
fisiopatologia e no tratamento do THB (Chami et2004; Dow et al., 2005; Wang e Young,
2004). Nesta dissertacdo, avaliamos a resposta stoesge do RE induzido
farmacologicamente com tunicamicina em culturafirdécitos de pacientes com THB e de
individuos saudaveis e a morte celular associagstea processo. Além disso, analisamos a
relacdo desta resposta com o estadiamento da deemgafeito do estabilizador do humor
litio nestes parametros.

Diferentemente dos individuos saudaveis, que api@sen uma capacidade de
modulacao dos parametros da URRfplded Protein Responsebservamos um prejuizo na
resposta dos pacientes bipolares, tanto aposamieato de 12 h com tunicamicina quanto no
tratamento de 24 h, havendo diferencas na resposta 0s pacientes eutimicos de acordo
com o estadiamento da doenca apos 12 h de tratammwemt o indutor. A resposta diminuida
ao estresse do RE observada nos pacientes reftatiuma maior morte celular neste grupo,
quando comparado aos controles. O estabilizador hdenor litio ndo alterou
significativamente os niveis das proteinas da Upés @ inducdo do estresse do RE e néo
reverteu a morte celular induzida por tunicamicargretanto o farmaco contribuiu um pouco
neste ultimo parametro, em ambos 0s grupos.

Nossos dados sugerem que 0s pacientes bipolaregindiam a via da PERK, pois o
principal substrato desta proteina, elFR&o teve seus niveis de fosforilacdo aumentados
apos tratamento com tunicamicina, como ocorreurapaycontrole. Aléem disso, ndo houve

inducdo de CHOP nos pacientes e este fator € dhgybmincipalmente pela via da
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PERK/elF2/ATF4 (Okada et al., 2002; Oyadomari e Mori, 200las, possivelmente a
disfuncdo na resposta ao estresse do RE no THBendeve somente a via da PERK, visto
que a expressado protéica de GRP78 também nédo fiilatta nos pacientes e esta é uma
chaperona altamente regulada em resposta ao esttesRE, sendo que sua expressao é
induzida por mais de uma via, principalmente petada ATF6 (Baumeister et al., 2005)
(vide Figura 1 da Introducéo). Além disso, outrcbalhos ja verificaram alteracfes em
outros parametros da UPR em pacientes com THB, @temacées em XBP1 (Kakiuchi et
al., 2003; So et al.,, 2007), pertencente a via IRElvia de IRE1 tem sido a mais
documentada no THB através destes estudos com XRRihto a via de ATF6, verificou-se
que os niveis desta proteina ndo estavam altemdos pacientes bipolares e controles em
resposta a indutores do estresse do RE (Kakiuchal.et2003). Considerando estas
informagdes, avaliamos no presente trabalho basiceama via da PERK, ainda n&o téo
explorada no THB, com o objetivo de identificar gmnentes importantes envolvidos com a
possivel diminuicdo da resposta ao estresse dmRRatientes bipolares.

O grupo controle apresentou uma modulacdo templmsicomponentes da PERK,
primeiro com aumento de el&® em 12h, o qual foi mantido por 24 h de tratame&oim o
indutor, seguido da indu¢do de CHOP durante o geripaior de tratamento. Isso esta de
acordo com a cascata de sinalizacdo da PERK, quedquativada, fosforila a subunidade
de elF2, inibindo a sintese proteica global (Hayd# al., 1999) e ativando a traducdo de
MRNAs especificos, com o fator de transcricdo AT regula CHORr@nscription factor
C/EBP homologous proteire GADD34 @rowth arrest and DNA damage—inducible) 34
(Walter e Ron, 2011). Os niveis de CHOP aumentaandp 0 estresse do RE persiste
(Zinszner et al., 1998), o que foi mimetizado neswtrabalho pelo tratamento de 24 h com
tunicamicina. CHOP regula a apoptose através desvanecanismos, como a inibicdo do
fator anti-apoptético Bcl-2, alteracdo do estaddoxecelular pela deplecdo de glutationa,

promove a atividade de caspases (McCullough e2@0]) e a translocacao de Bax do citosol
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para a mitocOndria (Gotoh et al., 2004). Possivetaenos controles, a morte celular
induzida por tunicamicina representa a apoptosecesia ao estresse do RE, modulada por
CHOP. Ja, nos pacientes, como ndo houve aumen@H@ e a morte celular foi bem
pronunciada, talvez essa morte seja reflexo datapemtivada por outras vias, como a via da
JNK ou via caspase-12 (Morishima et al., 2002) mala decorrente de outros processos,
como necrose ou autofagia. Assim, outros estudosns@essarios para avaliar as vias
envolvidas na morte celular induzida pelo estrekseRE em individuos saudaveis e em
pacientes bipolares. Seria interessante, por exgraphliar neste modelo experimental, os
niveis de Bcl-2 e Bax, de caspases e parametrog,ratEm de realizar experimentos com
inibidores de caspases e ensaios de apoptosesBusade necrose e autofagia apOs estresse
do RE também poderdo ser investigados em estudsterippes para ampliarmos o
entendimento a respeito da resposta ao estred’E do THB.

Os resultados obtidos neste trabalho corroboramammados anteriores (Kakiuchi et
al., 2009; So et al., 2007) sobre a possivel digfarda resposta ao estresse do RE no THB.
Mas, este é o primeiro trabalho com cultura primée pacientes bipolares, ja que os demais
foram realizados em linhagens de células linfobldss, que sao linfocitos dos pacientes
transformadas com o virus Epstein-Barr (EBV). Aindep se sabe exatamente o que este
processo de transformacédo viral pode causar natasgérespostas celulares a tratamentos
poderiam diferir entre linfocitos e células tramsfadas pelo EBV, provavelmente devido as
mudancas induzidas pelo virus nas células transfies Por exemplo, j& se observou que
células transformadas pré-imortais apresentavaragéotem p53 e diminuicdo da expressao
de pl16/Rb e que células poOs-imortais cuja populggatuplicou varias vezes desde o0 seu
isolamento apresentavam alteragOes celulares costabilidade cromossomal, mudanca na
resposta a apoptose e na sensibilidade a agetutxitios (Sugimoto et al., 2004). O cultivo
primério, embora seja de curta duracdo e hajadgéd na quantidade de amostra, possui a

vantagem de que as células séo cultivadas diretangemartir da coleta da amostra do
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paciente, permitindo uma melhor representacao dabilddade em um grupo de individuos e
assim, a geracdo de dados fisiologicamente relesaftenni et al., 1999; Stacey e
MacDonald, 2001). E interessante notar que mesmoacalta variabilidade encontrada entre
os individuos, o que geralmente caracteriza estudafizados com cultura primaria,
diferencas significativas na modulacéo da respastastresse do RE foram observadas entre
os dois grupos analisados neste trabalho.

As duas metodologias (linhagem celular X culturempria) se complementam no
estudo das possiveis vias envolvidas no THB. Aucalde linfocitos de pacientes com
doencas psiquiatricas € uma ferramenta importguis, € um método menos invasivo e
permite inferir sobre processos celulares relacioa@om a fisiopatologia destes transtornos,
como o THB, visto que esta € uma doenca que afetaganismo de forma sistémica
(Kapczinski et al., 2011) e alteragBes ja forameolkmdas em células periféricas destes
pacientes, incluindo mudangas nos niveis de c@Wiarsh et al., 2004) e em parametros de
estresse oxidativo e dano ao DNA (Andreazza et28l07a; Andreazza et al., 2007b).
Entretanto, quando se fala em cultivo celular,|évente observar também a possibilidade de
que os parametros analisados sejam influenciadlzs pendicbes do meio celular. Por
exemplo, o periodo que as células ficam em culem&e a coleta da amostra e a andlise,
poderia fazer com que alteracdes bioquimicas qasiy@mente ocorrarm vivo ndo sejam
mais observadas. Assim, uma limitacdo do noss@ltrabé a falta de dados em linfocitos
frescos (ndo cultivados), o que poderia fornecdpslaobre os niveis basais dos parametros
avaliados, embora alguns estudos ndo tenham eadontliferencas na expressédo génica
basal de componentes da UPR entre pacientes l@patacontroles (Hayashi et al., 2009;
Kakiuchi et al., 2003; So et al., 2007). Enquantitras estudos com THB avaliaram a UPR
através da expressao génica, nosso trabalho se facavaliacdo da resposta ao estresse do

RE através da dosagem de niveis proteicos.
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Nosso estudo induziu o estresse doifRKEitro através do tratamento das células com
tunicamicina, um inibidor da glicosilacdo no RE.d&e as proteinas recém sintetizadas que
entram na via secretéria passam por varias moddfesapds-traducionais, entre elas, destaca-
se o processo de N-glicosilagédo protéica, queamoi RE (Roth et al., 2010). A glicosilacédo
de proteinas é importante para as funcfes biol®giestas, pois confere estabilidade e
protecdo contra proteases, mas seu papel maisegtdalelacionado ao controle de qualidade
do enovelamento proteico (Helenius e Aebi, 2004thRa al., 2010). No RE, os glicanos
promovem o0 enovelamento diretamente através dabileigdo dos polipeptideos e
indiretamente pois permitem que as glicoproteingséjam com varias lecitinas (calnexina e
calreticulina), glicosidases e glicosiltransferasesmponentes envolvidos no controle de
qualidade do processamento proteico, que somentmitpea secrecdo de proteinas
corretamente modificadas e enoveladas. Se alguapa e&o for realizada corretamente, as
proteinas sao retidas no limen do RE ou marcadasapdegradacao (Roth et al., 2010). A
tunicamicina € um analogo de acucar produzido pdas espécies detreptomyces inibe a
enzima que catalisa a primeira etapa da glicosilgg@®téica, levando ao acumulo de
proteinas no limen do RE e posterior ativacdo dposta ao estresse do RE (Price e
Tsvetanova, 2007).

Assim, se a inibicdo do processo de glicosilagdodeuoutra modificagdo poés-
traducional, ou alguma alteracdo nessas vias, fantréobservadan vivo nos pacientes, isso
poderia levar ao estresse do RE, como foi reprdduaivitro no nosso trabalho. Ainda sao
poucos os estudos que sugerem a relacdo destawvid$B. Analises genéticas observaram
alteragcdo em um gene que codifica uma enzima ddevid-glicosilacdo, a qual co-segrega
em uma familia pequena com THB (Baysal et al., 20B8tre os varios genes relacionados
com o transtorno, alguns estdo envolvidos no taspe processamento protéico (Carter,
2007), como o gene ALG@gparagine-linked glycosylation 9 homo)pgnvolvido com a N-

glicosilacdo (Frank et al., 2004). Defeitos nesémey estdo associados com aumento do
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estresse do RE (Freeze, 2002; Shang et al., 2@0&mn da inibicdo da glicosilagéo,
mimetizada no presente estudo, outros fatores padeisar estresse do RE, como deplecéo
de célcio do lumen da organela, estresse oxidapviwacdo de nutrientes, entre outros
(Rutkowski e Kaufman, 2004). A questdo mais relevah que se 0s pacientes bipolares,
diante deste estresse, ndo conseguem ativar adeqgerie as vias de resposta, possivelmente
a disfungcéo no RE, a longo prazo, pode estar oglada a outros processos observados em
pacientes bipolares, como o aumento de apoptosdoESser et al.,, 2008; Uranova et al.,
2001) e a diminuicao da resiliéncia celular (K&1@08; Shaltiel et al., 2007).

A apoptose induzida pelo estresse do RE crbénicostdmrelacionada a fisiopatologia
de varias doengas, como diabetes, doencas neuredatjeas, aterosclerose e doenca renal
(Kaufman, 2002) podendo ser também um fator importante no THBEasZerando que o
estresse do RE pode estar envolvido com outras;ded®zcan e Tabas, 2012) e que o THB
estd associado com varias comorbidades (Kupfe)2@8 critérios de inclusédo e exclusao
deste trabalho foram bastante restritos, de mode Qs pacientes recrutados nao
apresentavam doenca ou condi¢cdo médica que pudesserir na UPR e consequentemente
na analise dos resultados. Os mesmos critériosétanfbram aplicados para o recrutamento
do grupo controle. Entretanto, € importante obsegqua esta disfungdo no RE encontrada nos
pacientes, junto com outros fatores de risco, gweedispor 0s pacientes a outras doencas,
como diabetes, bastante prevalente entre os bgso{&icintyre et al., 2005).

Quanto a resiliéncia celular, verificamos que odbtitos dos pacientes bipolares
foram mais suscetiveis ao estresse do RE e a meii&ar induzida por tunicamicina foi
maior neste grupo do que nos controles. Emborarestado tenha observado uma disfungéo
no RE em células da periferia, esse mesmo progessde estar acontecendo no Sistema
Nervoso Central (SNC), contribuindo para a progiessla doenca. Se uma resposta
diminuida ao estresse do RE ocorrer de forma siséépelo organismo do pacientes, isto

poderia estar relacionado com outros tipos de fa@y como aqueles que afetam a cognicéo
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e funcionalidade da maioria dos pacientes bipolatésmesmo em periodos de remissao dos
sintomas de humor, o que contribui para a morbidadeciada com o transtorno (Zarate et
al., 2000). Esses prejuizos relacionados a comamtbil psiquiatricas e médicas e déficits
cognitivos sdo vistos particularmente em paciebtasestagios mais avancados da doenca,
depois de terem passado por multiplos episédidsudeor (Torres et al., 2007). Achados do
NOSSO grupo mostraram que parametros bioquimioasé&a podem alterar significantemente
entre estagios inicias e avancados do THB (Andeeatal., 2009; Kauer-Sant'Anna et al.,
2009). Por exemplo, os niveis de TNF-alfa e IL4#&emm aumentados em ambos os estagios
comparados a controles, enquanto os niveis de BBSitBvam diminuidos no estagio
avancado e néo no inicial (Kauer-Sant'Anna e2aD9).

Nesse contexto, se encaixa a teoria da carga tastho THB, que busca
compreender como 0 estresse cumulativo associadimeacas psiquiatricas se reflete na
progressdo da doenca (Kapczinski et al., 2008u(&ig). Alostase é a capacidade de atingir a
estabilidade através de mudancas (McEwen, 200@)egoermite ao organismo responder a
vérias situacbes através de alteracOes fisiologiEasetanto, se estes processos se tornam
extremos ou ineficientes, a capacidade de resplostaganismo diminui e processos vao se
acumulando de modo que mais sistemas regulat@mTemprometidos (carga alostatica)
(McEwen, 2000), com prejuizo na neuroplasticidadiedezindo a progressédo da doenca (o0
gue tem sido conceituado como “neuroprogressao”’THiB) (Berk, 2009). Entre os
mediadores da alostase, destacam-se 0s glicoddecOQuando em excesso de forma
crénica, iniciam varias disfuncfes no organismque pode envolver disfungcdo mitocondrial,
estresse oxidativo, inflamagéo e diminuicdo deréstaeurotroficos, processos observados
em pacientes bipolares (Grande et al., 2012). tamiieg ainda ndo ha estudos relacionando a
via dos glicocorticéides com a via do estresse Hm THB. Como o0s estudos tém indicado

gue o estresse do RE pode contribuir para a mesigié&elular diminuida no transtorno, seria
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valido investigar se o estresse crénico, repredenalos altos niveis de cortisol observados
em pacientes bipolares (Cervantes et al., 200h)efeito sobre os parametros da UPR.

Baseando-se em achados com THB que verificaranredifas em parametros
bioguimicos de acordo com o estadiamento da doeesalvemos comparar 0s niveis das
proteinas relacionadas com a UPR e desfecho de matlar entre pacientes eutimicos em
diferentes estagios da doencga, para avaliar sestsgdiminuida ao estresse do RE depende
da progressdo da doenca. Observamos que os log@hits pacientes eutimicos em estagio
inicial respondem melhor que aqueles em estaga firmnte do estresse do RE, pois houve
inducdo de GRP78 e el&® apds 12 h de tratamento com tunicamicina, ongeocorreu
entre 0s pacientes em estagio mais avancado. Algso,d diferenca na morte celular foi
maior entre controles e pacientes avancados dcenue controles e pacientes em estagio
inicial.

As consequéncias observadas em funcdo do numezpistedios de humor sugerem
uma aparente toxicidade associada aos episodiamsguPor exemplo, a hipercortisolemia
induzida pelo estresse durante um episédio de hpoae resultar em toxicidade de células
neuronais, diminuicdo nos receptores de glicodndes e eventual morte celular e tecidual
(Altshuler et al., 2004). O aumento de toxicidadsogiada a uma diminuicdo de mecanismos
protetores pode ser responsavel pelas mudancasanat@micas associadas a progresséo do
THB e estar relacionada as alteracdes bioquimicassg diferenciam de acordo com o
namero de episédios e tempo de doenca e que sa@vatlgs mesmo nos pacientes
estabilizados (Figura 4). Em relagcéo a parameteagshbosta ao estresse do RE, este trabalho
€ 0 primeiro que observa estas diferencas entrgpamsentes eutimicos conforme o
estadiamento do transtorno. Porém, estes resultdeesm ser analisados com cautela,
considerando que o numero de pacientes utilizadwa estas andlises de acordo com o

estadiamento foi reduzido. Outros estudos séo sé&des para fortalecer esta hipotese.
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Figura 4. Remodelamento cerebral apds varios episiad de humor e estresse recorrente.

Reorganizacao
cerebral

Estressores tém um impacto sobre o substrato neugak pode estar associado com doencas
psiquiatricas. No caso do THB, a reatividade dossatpb neural € alterada através da
ocorréncia de multiplos episédios, que causam dehdar e levam a reorganizacao cerebral,
com modificacbes em estruturas cerebrais. Esteepsoc esta relacionado a questdes
emocionais e resiliéncia diminuida, o que deixgasentes bipolares mais vulneraveis ao
estresse cotidiano (adaptado de Kapczinski at 82 Como a resposta prejudicada ao
estresse do RE observada no THB possivelmenteassticiada a uma menor resiliéncia
celular, esta via pode contribuir para as alterageontradas em pacientes bipolares em

decorréncia da progressao da doenca.

A relevancia de estabelecer parametros bioquingaesse diferenciam de acordo com
o estadiamento da doenca é compreender melhor awowe a progressdo do THB,
identificar quais vias estdo mais envolvidas emacastagio, para desenvolver tratamento
especificos para cada um deles e realizar intedesnigrapéuticas precocemente, de modo a
evitar a neuroprogressao. Nesse sentido, sdo iampest os estudos que avaliam o efeito de

farmacos nos processos celulares possivelmentgardalos com o THB. Nesta dissertacao,
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avaliamos o efeito do litio, estabilizador do hurfrequentemente utilizado no tratamento do
THB, sobre os parametros da UPR. Embora outrosl@stienham sugerido o envolvimento
da inducdo de GRP78 e outras chaperonas nos gfedtiesores do litio e do valproato contra
a morte celular induzida pelo estresse do RE (Hatoal., 2005), nosso estudo observou
efeitos modestos do litio. No grupo controle (loifds provenientes de individuos saudaveis),
houve um aumento de GRP78 no tratamento somentelitioml,5 mM, ndo havendo
modulacdo das proteinas no co-tratamento com dfiis inducdo do estresse do RE com
tunicamicina. O litio ndo foi capaz de reverter arten induzida pela tunicamicina, embora
tenha diminuido um pouco este parametro.

A GRP78 forma um complexo com a caspase-7 e comaspase-12, prevenindo a
liberacdo da caspase-12 do RE e assim, inibindivacdo de caspase pelo estresse do RE
(Rao et al., 2002). Istgugere que a falta de inducdo de GRP78 no gruppadentes
bipolares pode estar relacionada com a morte cehlaentada comparada ao grupo
controle.Entretanto, como o litio ndo apresentou efeitai@ativo nos niveis das proteinas
da UPR, isto pode estar relacionado com a sualiolai® em reverter a morte celular
induzida pela tunicamicina, em ambos 0s gruposraduwstudos com litio sdo importantes
para esclarecer o efeito deste farmaco na UPR.ifmxldiferentes de cultivo celular, como
tempos maiores de incubacdo com o litio, e outsiab#dizadores do humor, como o
valproato, poderiam ser avaliados. Uma observagivante € que todos os pacientes
analisados neste trabalho estavam tomando medgagiuiatricas, 0 que também poderia
interferir na andlise dos dados. Entretanto, navéaorrelacdo da medicagdo com nenhuma
das variaveis avaliadas.

Os resultados obtidos neste estudo, em conjuntoardgmas informacdes discutidas
sobre o envolvimento do estresse do RE na fisitgitodo THB e sobre a progresséo da
doenca, reforcam a hipotese de que os pacientelitdp apresentam uma disfuncdo no RE,

visto que os pacientes com THB, diferentementeiddisiduos saudaveis analisados, nao
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apresentaram inducdo dos niveis protéicos de GRRIBZ-P e CHOP em resposta ao
estresse do RE. Esta resposta comprometida pdakecea uma maior suscetibilidade celular
a este tipo de estresse no THB, ja que a mortdacelnduzida por tunicamicina foi
significantemente maior nos pacientes bipolares pewatios aos controles. Além disso,
nossos dados sugerem que essa disfuncdo possasssteiada com a progressao da doenca,
evidenciado pelas diferencas observadas entre npesiesutimicos de acordo com o
estadiamento, o que poderia contribuir para a cal@gtatica no THB. Estes novos achados

aumentam as perspectivas para outros estudosana are
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5. CONCLUSOES

O tratamento com tunicamicina induziu o aumento resis protéicos de GRP78 e

elF20-P apds 12 e 24 h, e de CHOP ap6s 24 h no grupmb=n

No grupo de pacientes, ndo houve inducdo de GRI?F&y-P e CHOP apés 12 e 24

h de tratamento com tunicamicina.

O tratamento com tunicamicina por 48h induziu atenoelular em ambos os grupos,

controles e pacientes, mas a morte celular foifsigntemente maior nos pacientes.

Entre os pacientes eutimicos, aqueles em estagialido transtorno apresentaram
aumento dos niveis protéicos de GRP78 e efF2apds 12 h de tratamento com
tunicamicina, o que ndo ocorreu com 0s pacientegstagio avancado. A diferenca
na morte celular foi maior entre pacientes avangadwontroles do que entre controles

e pacientes em estagio inicial.

O estabilizador de humor litio ndo alterou sigaificamente os niveis das proteinas
da UPR ap0s a inducéo do estresse do RE. O litibémn ndo reverteu a morte celular
induzida por tunicamicina, entretanto o farmacot@oniu um pouco neste Ultimo

parametro, em ambos 0s grupos avaliados.

Os resultados obtidos neste trabalho reforcam olenvento do estresse do RE na
fisiopatologia do THB, sugerindo uma disfuncdo eappsta ao estresse do RE,
principalmente em componentes da via da PERK. Ad&wo, estes dados sugerem

que essa disfuncdo possa estar associada comrags@gda doenca.
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* Article word length excludes abstract, acknowledgments, financial disclosures, legends, and references.

PREPARATION & SUBMISSION REQUIREMENTS

All manuscripts must be submitted in electronicniothrough theBiological Psychiatry
online submission and review web site (externalk lihttp://ees.elsevier.com/bps/ ).
Submission is a representation that all authorse haersonally reviewed and given final
approval of the version submitted, and neither tha@nuscript nor its data have been
previously published (except in abstract) or angenily under consideration for publication
elsewhere. Authors must identify figures, tablesd/ar data that have been published
elsewhere, and permission from the copyright hohdest be obtained to reproduce or modify

the materials.

Files (cover letter, text, figures) will be uploadseparately during the submission process,
and should be labeled with appropriate and deseeipile names (e.g., SmithText.doc,
Figl.eps, Table3.doc). The system will then builsiregle PDF of the submission from the

uploaded files.
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Upon finalizing the submission, the correspondiathar will immediately receive an e-mail
notification that the submission has been receiwgd the Editorial Office. If such
documentation has not been received, then a prolkehy occurred during the submission
process and should be investigated. Any manusanigtgonforming to these guidelines will
be returned to the author for correction beforerf@uscript is processed. The manuscript

status is available to the corresponding authatl étmes by logging into the website.

The Publisher and Editors regret that they areatds to consider submissions that do not

follow these procedures.

COVER LETTER
A cover letter is required for Priority Communiaats to outline the significance of the work;

it is optional for all other submissions. A covettér should be uploaded as a separate file.

MANUSCRIPT
Manuscripts should be double-spaced. Pages sheuiditmbered consecutively and include
the first author's name. Acronyms must be spellgdoa first use in text, and where used In

tables or figures, in each of their legends.

Manuscripts for Archival Reports should be struetbwith sections entitled and ordered as
follows: Title Page, Abstract, Introduction, Metlsoénd Materials, Results, Discussion,
Acknowledgments, Financial Disclosures, ReferenEestnotes, Table/Figure Legends, and
Appendices. Begin sections for reference liststrfotes, and legends on separate pages. The
manuscript file may also include tables if they evereated in the same text format and are
not imported into the document. The manuscriptdheuld be uploaded in its native format,

such as DOC. Do not upload any text files in PDKIb® format.
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Title PageOn the title page, include the full names of alth@rs and their academic or
professional affiliations, along with the corresdomy author's complete contact information.
Multiple corresponding authors are not allowed. 8y words should also be included.
Separately list the number of words in both thetrabs and article body (excluding abstract,
acknowledgments, financial disclosures, legendsrafetences), and the number of figures,
tables, and supplemental information (if zero,estagro for each item). Article titles should

not contain acronyms, and be less than 100 chasacte

Abstracts Abstracts for Archival Reports should be structureih sections entitled as

follows: Background, Methods, Results, ConclusioNisstracts for all other article types are
unstructured, but should not exceed the word liragdefined above. The Methods section
should explicitly state the sample size of thel.tfir those manuscripts that require clinical
trials registration (see Clinical Trials Registoatisection, below), the registry name, URL,

and registration number should be included at titkcé the abstract.

Acknowledgment$his section should follow the Discussion and pdecthe References, and
should include acknowledgments for personal anlknieal assistance, in addition to detailed
information regarding all sources of grant and othaterial or financial support. If a research
group is listed as an author, then the individuahthers of the research team must be named
here. Written permission should be obtained fromnalividuals named here. Data that was

published previously, such as in an abstract oteposhould be identified here.

Financial DisclosuresThis section must include the required conflictiterest statements

for each author (see section on disclosure, below).
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References

References should be numbered and listed by thear @f appearance in the text. Refer to

references in the text with the appropriate numbgrarentheses. References in tables and
figures should also be numbered. List all authibttere are more than seven authors, list the
first six then et al. Periodical abbreviations dddwollow those used by Index Medicus. The

following are sample references for a journal &t{d), a book (2), and an edited book (3).

1. Krystal JH, Carter CS, Geschwind D, Manji HK, igfa JS, Nestler EJ, et al. (2008): It is
time to take a stand for medical research and ag&enrorism targeting medical scientists.

Biol Psychiatry 63: 725-727.

2. American Psychiatric Association (1994): Diagimosnd Statistical Manual of Mental

Disorders, 4th ed. Washington, DC: American Psydki®ress.

3. Martin JH (1985): Properties of cortical neurathe EEG, and the mechanisms of epilepsy.
In: Kandel ER, Schwartz JH, editors. PrinciplesN#ural Science, 2nd ed. New York:

Elsevier, pp 461-471.

FIGURES AND TABLES
Figures and tables should be cited in the text, bared consecutively (i.e., 1, 2, 3) in the
order of their mention, and have brief descriptiolisot included in the manuscript file,

tables should be uploaded individually in a textrfat, such as DOC.

The preferred file format for figures and graphge<€PS, TIFF, or PDF. Please upload each
figure individually (i.e., two figures should belopded separately as Figure 1 and Figure 2).

Parts/panels in composite figures should be labeligld capital letters (A, B, C). Figures
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should be consistent in color, size, and font, laadlesigned proportionally so that each item
within it is to scale (particularly numbers, legand symbols) so it can later be sized as
needed without loss of legibility or quality. Corap@ instructions for electronic artwork

preparation and submission can be found at htywwW\elsevier.com/artwork.

SUPPLEMENTAL INFORMATION

Supplemental information, relevant to the work bot critical to support the findings, is
strongly encouraged by the Journal and is maddadlaivia links in the online article but not
published in print. All such material is peer-revesl, but not typeset or proofed and so
should be carefully prepared. Unlike other filds sapplemental information (including text,
tables, and figures) should be uploaded in a sibgC file. Supplementary figures and
tables should appear with their legends/keys, andumbered consecutively (i.e., S1, S2).
References should be included as a separatedist tine references in the main manuscript
file. Multiple supplemental files are allowed, bor the ease of readership, authors should
use a single file when possible. The CONSORT dmagemnd checklist for randomized
controlled trials will be published as supplementaiormation. Multimedia content, in

formats such as AVI or MPG, can also be included aspplement.

REFEREE SUGGESTIONS

For all new submissions (except Editorials, Commaees, and Correspondence), authors will
be required to include the full names and contadbrmmation (affiliation, e-mail, and
telephone number) of 6 individuals who are esplcialialified to referee the work and
would not have a conflict of interest in reviewitlgg manuscript. Affiliations of the suggested
referees should all be different, and none showadehthe same affiliation as any of the

authors. Editors are not appropriate to suggestrasiewer.
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MANUSCRIPT SUBMISSION FORM (MSF)

A properly completed and signed MSF from each aushould accompany submission of a
new manuscript. Updated MSFs are required if thiaulist or the Acknowledgments or

Financial Disclosures sections have changed. Aaoeptof a manuscript cannot be finalized
until MSFs from all authors have been received wedfied. Forms with signatures "on

behalf of" or "for" other authors will not be acteg. Authors who are not allowed to transfer
copyright must still complete this form. Authorstlwithe ability to scan their forms may

upload them during the submission process. Alterelgt authors may return the completed
forms to the Editorial Office by fax at (214) 64881. The author must then indicate during

the submission process that the MSFs are beingoffelinte.

REVISIONS

Revised manuscripts should not show or includeckigd changes.” Authors should prepare a
unique file (separate from the cover letter) witsponses to reviewers' comments. In
addition, the submission of revised manuscriptscépk Editorials, Commentaries, and
Correspondence) will require a new unique file vatbrief summary for the Journal feature,
In This Issue. The blurb should be uploaded asxafie, 50-75 words in length, and be

written in laymen's terms. If revisions are a ctiodi of publication, only two revised

versions of the paper will be considered.

COVER ART

Biological Psychiatrygenerally selects cover art relevant to an araplpearing in that issue.
The Journal encourages the submission of scieddtifiand visually interesting images that
do not appear in the paper, but that would be Islgitbor cover art, particularly those that
summarize or represent the article's findings. Arghmay upload images to be considered for

the cover during the submission process, or e-thaiin separately to the Editorial Office.
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Any such images must be the property of the submgithuthors. Figures that appear in the

paper are automatically considered for covers.

REVIEW PROCESS

The actual selection of reviewers will be madehmydditors. As a general rule, papers will be
evaluated by three independent reviewers and, caisam, an additional review for statistical

adequacy may also be obtained. The comments aokthewers are generally communicated
to the authors within 30-45 days of submission.haus should contact the Editorial Office if

the delay has been longer.

Biological Psychiatryexcludes reviewers who work at the same instituéie any author, or
those who have any other obvious conflict of inderd@he identity of individual reviewers
remains confidential to all parties except the &uad Office. Reviewers are expected to treat

manuscripts under peer review with the strictesfidentiality.

Authors should be aware that manuscripts may hened without outside review when the
editors deem that the paper is of insufficient geheterest for the broad readership of
Biological Psychiatry, or that the scientific pitgris such that it is unlikely to receive
favorable reviews. Editorial rejection is done pead up the editorial process and to allow the
authors' papers to be promptly submitted and reatealsewhere. All submissions (with the
general exception of Editorials, Commentaries, @odrespondence) will be subject to peer

review.

DISCLOSURE OF BIOMEDICAL FINANCIAL INTERESTS AND PO TENTIAL
CONFLICTS OF INTEREST Biological Psychiatryrequires all authors to provide full

disclosure of any and all biomedical financial netts. Further, we require all authors for all
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article types to specify the nature of potentiaiftots of interest, financial or otherwise. This
disclosure includes direct or indirect financial personal relationships, interests, and
affiliations relevant to the subject matter of tm@nuscript that have occurred over the last
two years, or that are expected in the foresedabliee. This disclosure includes, but is not
limited to, grants or funding, employment, affilats, patents (in preparation, filed, or
granted), inventions, honoraria, consultanciesaltes, stock options/ownership, or expert
testimony. This policy of full disclosure is simil the policies of the ICMJE, the Journal of
the American Medical Association, and other sucpanizations. The conflict of interest
statements should be included in the Financial IDssces section of the manuscript at the
time of submission for all article types. If an laat has nothing to declare, this must be
explicitly stated. Authors should contact the Ed#bOffice with questions or concerns, but

should err on the side of inclusion when in dollbe following is a sample text:

Dr. Einstein reports having received lecture feesnf EMC Laboratories, and research
funding from Quantum Enterprises. Dr. Curie disetbsonsulting fees from RA Inc. Dr.
Newton reported his patent on "Newtonian physiEs”.Archimedes reported no biomedical

financial interests or potential conflicts of irdet.

All authors are required to acknowledge that thaflads of interest and financial disclosures
are complete for both themselves and their co-astho the best of their knowledge, when
completing the Manuscript Submission Form. Manysrthat fail to include the complete

statements of all authors upon submission will ét@rned to the corresponding author and

will delay the processing and evaluation of the asanipt.

ETHICAL CONSIDERATIONS Authors should consider all ethical issues reléevarheir

research. In the Methods and Materials sectiom@fmanuscript, authors should identify the

104



institutional and/or licensing committee that ap@® the experiment(s) and confirm that all
experiments were performed in accordance with agleguidelines and regulations. Authors
of reports on human studies should include detaiddormation on the informed consent
process, including the method(s) used to assessuhgct's capacity to give informed
consent, and safeguards included in the study nldsigprotection of human subjects. When
relevant patient follow-up data are available, tsi®uld also be reported. When reporting
experiments on animals, authors should indicateitiséitutional and national guidelines for

the care and use of laboratory animals were foltbwe

Biological Psychiatrytakes seriously its responsibility in ensuring stifec integrity, and will
pursue any allegations of misconduct, including bhat limited to plagiarism, duplicate
submission or publication, data fabrication or ifadation, unethical treatment of research
subjects, authorship disputes, and undisclosedlictsnbf interest. The Journal generally
follows the guidelines recommended by the CommittedPublication Ethics (external link
http://publicationethics.org/), although we alseamve the right to take alternative action(s) as
deemed necessary, including contacting the authmgstution(s), funding agency, or other
appropriate authority for investigation. Literatuterrections, via errata or retractions, are

handled on a case-by-case basis.

CLINICAL TRIALS REGISTRATION In concordance with the ICMJBEBiological
Psychiatryrequires the registration of all clinical trials @ede primary purpose is to affect
clinical practice as a condition of submission amhsideration for publication. For this
purpose, a clinical trial is defined as any redeastudy that prospectively assigns human
participants or groups of humans to one or mordtinealated interventions to evaluate the
effects on health outcomes. Health-related intdrges include any intervention used to

modify a biomedical or health-related outcome (&xample, drugs, surgical procedures,
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devices, behavioral treatments, dietary interveristicand process-of-care changes). Health
outcomes include any biomedical or health-relatedasares obtained in patients or
participants, including pharmacokinetic measured adverse events. Purely observational
studies (those in which the assignment of the nagditervention is not at the discretion of

the investigator) will not require registration.

All clinical trials, regardless of when they wer@pleted, and secondary analyses of original
clinical trials must be registered before submisad a manuscript based on the trial. Trials
must have been registered at or before the ongeit@nt enroliment for any clinical trial that
began patient enrollment on or after February D720he trial name, URL, and registration
number should be included at the end of the alistraaddition to any primary registries that
participate in the World Health Organization Intgranal Clinical Trials Registry Platform

(ICTRP),Biological Psychiatryconsiders the following trial registries acceptable

* Australian New Zealand Clinical Trials Regystexternal link http://actr.org.au

« U.S. National Institutes of Health Clinicaldls.gov: external link
http://www.clinicaltrials.gov

* ISRCTN Register external link http://isrctrgo

* Nederlands Trial Register external link hitpww.trialregister.nl

* UMIN Clinical Trials Registry external linkttip://www.umin.ac.jp/ctr

RESEARCH AND DATA REPORTING GUIDELINES Biological Psychiatrysupports
initiatives aimed at improving the reporting of medical research. Checklists have been
developed for a number of study designs, includiramdomized controlled trials
(CONSORT), systematic reviews (PRISMA), meta-aredysof observational studies

(MOOSE), and diagnostic accuracy studies (STARDhe TMinimum Information for
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Biological and Biomedical Investigations (MIBBI) pal also provides data-reporting
standards, such as MIAME for microarray experimeAtssomprehensive list of reporting
guidelines is available from the EQUATOR Network biary (external link

http://www.equator-network.org). Authors should malse of the appropriate guidelines
when drafting their papers. Peer reviewers are cagkerefer to these checklists when

evaluating these studies.

Biological Psychiatryrequires the inclusion of the CONSORT materialgw(fdiagram and
checklist) at submission for all randomized comémbltrials. Authors of other study designs
are encouraged, but not required, to include thevaat checklists at submission. All such

materials will be published as supplemental infdroma

GENETIC ASSOCIATION STUDIES The ability to perform a replication of experimgnt
performed by other investigators is a fundamentaicept in scientific and biomedical
research. Therefore, the failure to replicate thegonity of genetic association studies is
troubling and provides a challenge for journalemattting to publish work that will stand the
test of time, or at the very least, not lead otimmestigators in non-productive research
directions. At the same time, the difficulty in &ating type | error with type Il error is a key
issue in association studies of neuropsychiatreeabe, where sample sizes are often
constrained by practicality and the fact that dffézes due to any single genetic risk factor
may be small. Given these tradeoffs, it is ofteffiadilt for authors to know what level of
proof is acceptable for publication in a given joaly leading to multiple resubmissions and
publication delays. We have adopted the followiddagial policies to provide guidelines for

those submitting manuscripts involving genetic asgmn studies.
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Biological Psychiatryis interested in Genetics/Association studies #rat replicable and
generalizable. The following guidelines are offemegursuit of this goal. (1) Studies need to
be sufficiently large. (2) Information about sultjethnicity, and how it was determined,
should be provided. The use of an analytic strategy controls for potential stratification,
such as family-controlled association, or struaduassociation, is encouraged. (3) There must
be a clear description of how the phenotype wasrtmoed. (4) Negative studies should

always include estimates of power.

We realize that independent replication of an ahifinding in the same manuscript may not
be feasible in every case, but studies providirg seplication of findings in an independent
sample will be given highest priority. Confirmatiaf the functional consequences of a
common disease-associated variant is useful inflomabut does not substitute for a
rigorous demonstration of a statistically signifitaassociation. Analysis of pathways or
candidate regional analysis is encouraged ovelesiggne studies. Candidate gene studies
must have strong positional or biological rationalg@recedents in the literature that motivate

gene choice.

For studies of anonymous variants, there shouldergdly be sufficiently dense marker
coverage to allow a relatively comprehensive amslgé common variants within a gene or
genes. Analysis of the extent of marker coveragegustandard methods to assess linkage
disequilibrium should be presented. If rare vagaate being tested, the same method of
assessment (sequencing, copy number assessmehtshetald be used in both case and

control groups.

We will consider both negative and positive asdamastudies, as well as large replication

studies. Negative studies should be based on ampitto replicate previous studies. Power
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calculations considering reasonable effect sizest e provided to show that the study had

sufficient power to be informative.

MATERIALS AND GENES Upon publication, it is expected that authors ingly
distribute to qualified academic researchers anyenas (such as viruses, organisms,
antibodies, nucleic acids and cell lines) that weikezed in the course of the research and that

are not commercially available.

GenBank/EMBL accession numbers for primary nuctEptnd amino acid sequence data
should be included in the manuscript at the enthefMethods and Materials section. All
microarray data (proteomic, expression arrays, roatm arrays, etc.) must be deposited in
the appropriate public database and must be abéesgithout restriction from the date of
publication. An entry name or accession number nigstincluded in the Methods and

Materials section.

Authors should use approved nomenclature for ggneals by consulting the appropriate
public databases for correct gene names and symBladase use symbols (e.g., SLC6A4,
DISC1) as opposed to italicized full names, anddlisting multiple names separated by a
slash, such as 'Oct4/Pou5f1'. Use one name throtigind include any alias(es) upon the first
reference. Approved human gene symbols are availtbm HUGO Gene Nomenclature
Committee (HGNC) at external link http://www.generes.org/. Approved mouse symbols
are provided by The Jackson Laboratory at externallink
http://www.informatics.jax.org/mgihome/nomen. Autho should submit proposed gene
names that are not already approved to the apptepnomenclature committees as soon as
possible. It is the authors' responsibility to ersthese are deposited and approved before

publication of an article.
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REPOSITORY DATA A growing number of private and public repositeri@are
accumulating demographic and clinical data, genatid genetic analysis data, DNA, and
other biomaterials for use in medical research. Wdaripts submitted for publication in
Biological Psychiatrythat employ repository data and/or biomaterials tmos in full
compliance with the rules developed by the respectepository governing the correct
citation of the repository, funding agencies, amyestigators who contributed to the
repository. Any other stipulation by the reposit@gverning publications using repository
data and/or biomaterials must also be followed.h&rg must provide sufficient information
in the manuscript for the Editor and reviewers &bednine that these conditions have been
met and that the repository has been establishédramntained according to current ethical
standards. The Editors may require authors to geoadditional documentation regarding the

repository during the review process.

CORRESPONDING AUTHOR By electing to approve and finalize the submissobra
manuscript as the corresponding auth8iplogical Psychiatry assumes the author's
acknowledgment and acceptance of the following aesibilities: (1) act as the sole
correspondent with the Editorial Office and the Imh®r, Elsevier, on all matters related to
the submission, including review and correctionthed typeset proof; (2) assurance that all
individuals who meet the criteria for authorship arcluded as authors on the manuscript title
page, and that the version submitted is the verthanh all authors have approved; and (3)
assurance that written permission has been recéigadall individuals whose contributions
to the work are included in the Acknowledgmentstisacof the manuscript, with the
exception of individuals that are listed in thefpacity as members of a Research Group. To
qualify for authorship, an individual must have tpapated sufficiently in the work to take
public responsibility for all or part of the conterand made substantive intellectual

contributions to the submitted work in the form @f) conception and design, and/or
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acquisition of data, and/or analysis of data; aPddfafting the article, and/or revising it

critically for important intellectual content.

PUBLIC ACCESS POLICY Elsevier has established agreements and devefapigiks to
allow authors who publish in Elsevier journals tomply with manuscript archiving
requirements of multiple funding bodies in the Ul &JK, including the National Institutes
of Health and Wellcome Trust. Please see the fulletaib at

www.elsevier.com/fundingbodyagreements.

PUBLICATION Abstracts of articles are posted on our websitenugcceptance, with the
complete (citable) article published online appnoxiely 45 days later, after author
verification. Articles generally appear in the joal within 6 months of acceptance, with most

being published in 4-5 months.

Color illustrations are accepted. Although the coftcolor printing must be paid by the
author, authors may choose, at no cost, for iligtns to be reproduced in black and white in
the print journal and appear in color for the oalirersion. Color illustrations are printed at a

rate of $650 (US dollars) for the first figure, @tDO0 for each additional figure.

Biological Psychiatry accepts the date of online publication ("publishedline

day/month/year") as the embargo date for all phblismanuscripts.

PROOFS AND REPRINTS The corresponding author will receive proofs bynai
generally within 4 weeks of acceptance, which mhestcorrected and returned within 48
hours of receipt. Authors should carefully reviewd groofread the entire article for accuracy,

as the Editorial Office does not participate in pineofing of articles. Reprints may be ordered
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prior to publication using a reprint form providég the publisher. Reprints will be sent

approximately eight weeks following publicationtive printed journal.

COPYRIGHT Upon acceptance of an article by the Journal, ¢tineesponding author will be
asked to transfer copyright to the SocietyBablogical Psychiatryon behalf of all authors.
This transfer will ensure the widest possible dissation of information under U.S.
Copyright Law. All copies, paper or electronic,ather use of information must include an
indication of the Elsevier Inc. and SocietyRiblogical Psychiatrycopyright and full citation

of the journal source. All requests for other usdksbe handled through Elsevier Inc.

Authors retain the following rights: 1) Patent amademark rights and rights to any process
or procedure described in the article. 2) The righphotocopy or make single electronic
copies of the article for their own personal useluding for their own classroom use, or for
the personal use of colleagues, provided the copiesnot offered for sale and are not
distributed in a systematic way outside of theipkying institution (e.g. via an e-mail list or

public file server). Posting of the article on @&we network (not accessible to the public)
within the author's institute is permitted. Howeviéa prior version of this work (normally a

preprint) has been posted to an electronic puldives, the author(s) agree not to update
and/or replace this prior version on the serveoroher to make it identical in content to the
final published version, and further that postidghe article as published on a public server
can only be done with Elsevier's written permissi®@nThe right, subsequent to publication,
to use the article or any part thereof free of ghan a printed compilation of works of their

own, such as collected writings or lecture notes thesis, or to expand the article into book-

length form for publication. Please see the Joupuddlishing Agreement for full details.
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ANEXO B

Carta de aprovacdo do projeto pelo Comité de FtivaPesquisa do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre.
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HCPA - HOSPITAL DE CLiNICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

A Comissao Cientifica e a Comissao de Pesquisa e Etica em Salde, que ¢ reconnhecida pela Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office For
Human Research Protections (OHRP)/USDHHS, como Institutional Review Board (IRBO0000921)
analisaram o projeto:

Projeto: 100191 Versao do Projeto: 06/07/2010 Versaodo TCLE: (07/12/2010

Pesquisadores:
BIANCA PFAFFENSELLER
FLAVIO KAPCZINSKI

Titulo: AVALIACAO DA RESPOSTA AO ESTRESSE DO RETICULO ENDOPLASMATICO EM
CULTURAS DE LINFOCITOS DE PACIENTES COM TRANSTORNO DE HUMOR
BIPOLAR E O EFEITO DE ESTABILIZADORES DO HUMOR NESTE PROCESSO
CELULAR

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos de acordo com as Diretrizes e
Normas Internacionais e Nacionais, especialmente as Resolugbes 196/96 e complementares do Conselho
Nacional de Saitde. Os membros do CEP/HCPA nao participaram do processo de avaliagao dos projetos
onde constam como pesquisadores. Toda e qualquer alteragao do Projeto devera ser comunicada
imediatamente ao CEP/HCPA.
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ANEXO C

Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TG Controles e Pacientes.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA CONTROLES

Nome do participante: Data de Nascimento:
Pesquisador Supervisor: Flavio Kapczinski

Pesquisador Executor: Bianca Pfaffenseller

Esta € uma pesquisa, realizada por pesquisadores do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, para identificar os niveis de algumas proteinas que podem estar
alteradas nos individuos portadores de Transtorno de Humor Bipolar. E necessario
estudar um grupo de pesscas que nao possuam a doenga para comparar com o
grupo de pacientes portadores de Transtorno de Humor Bipolar; sendo assim, vocé
esta sendo convidado a participar como controle (sem Transtorno de Humor
Bipolar). A participacdo envolve uma coleta de sangue (10 mL) que sera
aimazenado, para fins desta pesquisa, e essas proteinas serdao avaliadas em
conjunto com alguns dados coletados dos controles. Assim, o beneficio de
participar desta pesquisa é nos auxiliar a melhor compreender como esta doenca

afeta o organismo, com o objetivo de melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

Os riscos envolvidos nesta pesquisa sdo um mal-estar passageiro ou
mancha roxa no local da coleta de sangue. Seu nome sera mantido em sigilo pelos
pesquisadores do PROTAHBI, sendo estes dados utilizados apenas para esta

pesquisa.

Eu, , fui

informado dos objetivos especificados acima e da justificativa desta pesquisa, de

forma clara e detalhada.

Recebi informacées especificas sobre cada procedimento no qual estarei
envolvido, dos desconfoitos ou riscos previstos, tanto quanto do beneficio
esperado. Todas as minhas duvidas foram respondidas com clareza e sei que
poderei solicitar novos esclarecimentos a qualquer momento. Além disso, sei que
terei liberdade de retirar meu consentimento de participacao na pesquisa de

acordo com estas informacodes, sem que isto traga prejuizo ao atendimento que eu

HCPA / GPPG

VERSAQ APROVADA
[ NIV WTelte

n2 0o 1o | %443
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possa estar recebendo ou venha a receber na instituicdo ou meu familiar.

Fuiinformado que caso existam danos a minha pessoa ou saude, causados

diretamente pela pesquisa, terei facilitado meu acesso a tratamento médico

adequado.
Assinatura do voluntario Assinatura do pesquisador
Noeme do voluntario: Nome do pesquisador:

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi elaborado em duas
vias, sendo que uma ficara com o participante e a outra arquivada pelo

pesquisador.

Em caso de qualquer outra divida quanto ao estudo e o que ele envolve ou
sobre os seus direitos, vocé devera contatar a pesquisadora Bianca Pfaffenseller,
pelo telefone: (51) 3359-8845.

HOPA | GPPG

VERSAQ APROVADA
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PACIENTES

Nome do participante: Data de Nascimento:
Pesquisador Supervisor: Flavio Kapczinski

Pesquisador Executor: Bianca Pfaffenseller

Antes de participar deste estudo, que ocorre no Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, 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 ou sobre os seus
direitos, vocé devera contatar o médico Flavio Kapczinski pelo telefone: (51) 3359-
8845.

Esta é uma pesquisa pa‘ra identificar os niveis de algumas proteinas que
podem estar alteradas nos individuos portadores de Transtorno de Humor Bipolar.
Vocé que ja é paciente do Programa de Atendimento do Transtorno de Humor
Bipolar (PROTAHBI) sera convidado a participar dessa pesquisa, através da coleta
de uma amostra de sangue (10 mL). O sangue coletado sera armazenado, para
fins dessa pesquisa, e essas proteinas (que poder&do nos ajudar a melhorar o seu
tratamento) serdo avaliadas em conjunto com alguns dados coletados em
consultas antericres que fazem parte de uma outra pesquisa da qual vocé ja
participa, scbre a determinacdo do perfii da populacdo de pacientes do
PROTAHB!. Assim, o beneficio de participar desta pesquisa & nos auxiliar a melhor
compreender como esta doenca afeta o organismo, com o objetivo de melhorar a

qualidade de vida dos pacientes.

OCs riscos envolvidos nessa pescuisa sao mal-estar passageiro ou mancha
roxa no local da coleta de sangue. Seu nome sera mantido em sigilo pelos
pesquisadores do PROTAHBI, sendo estes dados utilizados apenas para esta
pesquisa. Futuros exames poderdo ser necessarios para que os medicos possam

acompanha-lo melhor.

HCPA | GPPG

VERSAO APROVADA
O80189.0.200
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Eu, - , fui

informado dos objetivos especificades acima e da justificativa desta pesquisa, de

forma clara e detalhada.

Recebi infcrmagdes especificas sobre cada procedimento no qual estarei
envolvido, dos desconfortos ou riscos previstos, tanto quanto do beneficio
esperado. Todas as minhas duvidas foram respondidas com clareza e sei que
poderei solicitar novos esclarecimentos a qualquer momento. Além disso, sei que
terei liberdade de retirar meu consentimento de participagdo na pesquisa de
acordo com estas informacdes, sem que isto traga prejuizo a continuagao do meu

cuidado e tratamento (ou de meu familiar).

Fui informado que caso existam danos a minha pessoa ou salde, causados

diretamente pela pesquisa, terei faciltado meu acesso a tratamento médico

adequado.
Assinatura do paciente ou responsavel Assinatura do pesquisador
Nome do participante: Nome do pesquisador:

Este Termo de Consentimenio Livre e Esclarecido foi elaborado em duas
vias, sendo que uma ficara com o participante e a outra arquivada pelo

pesquisador.
Em caso de qualquer outra duvida quanto ao estudo e o que ele envolve ou

sobre os seus direitos, vocé devera contatar a pesquisadora Bianca Pfaffenseller,

velo telefone: (51) 3359-8845.

HCPA | GPPG

VERSAO APROVADA
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ANEXO D

Protocolos aplicados no recrutamento de ControRsceentes para o projeto.
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HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
LABORATORIO DE PSIQUIATRIA MOLECULAR

CONTROLES

Projeto 10-0191 (Pesquisadora Bianca Pfaffenseller)

DATA:
ENTREVISTADOR:

Identificacéo
Nome Completo:

Endereco:

Sexo: () masculino () feminino

Data de nascimento: / / Idade:_ anos

Etnia: () branco () ndo-branco

Escolaridade:_ Grau () Completo () Incompleto (___ anos de estudo completos)

1) Ja houve um periodo em que vocé esteve com humor anormal (persistentemente elevado,
expansivo ou irritavel...)

( ) Sim. Quanto tempo durou? Pelo menos uma semana?

Vocé teve que ser internado? ( ) Sim ( ) Nao
( ) Néo

2) Vocé tem ou teve alguma doenca neuroldgica (epilepsia, deméncia, perda de memoria ou batida
forte na cabega com desmaio e internagéo) ou transtorno psiquiatrico com diagnéstico médico?
() Sim ( ) Néo

3) Vocé ja usou ou usa alguma medicagdo psiquiatrica? () Sim () Néo
Caso sim, este uso é: () atual () passado () ha mais de trinta dias
Este(s) medicamento(s) foram utilizado(s): () com prescricdo médica () automedicacao

Qual o motivo?

Qual ou quais medica¢bes?

4) Historia familiar (com diagnéstico médico ou internagdo psiquiatrica) de doenca neurolégica
(deméncia ou perda de mem@ria) ou transtorno psiquiatrico em parentes de 1° grau:
()Sim ( ) Nao

Caso sim, qual doenca?

5) Vocé tem algum problema de saide? () Hipertenséo () Diabetes () Asma () Outro:
6) Vocé fuma? () Sim. Este habito é: () Atual () Passado () Ha mais de 6 meses () Nao

7) Vocé ingere alcool? () Sim. Com que freqliéncia? () Néo

8) Esta ou esteve gripado/resfriado nos ultimos dias?

() Sim. Ha quantos dias? () Nao
9) Presséo arterial:
10) Peso (KQ): Altura (m):

Nome e assinatura do pesquisador
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HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
LABORATORIO DE PSIQUIATRIA MOLECULAR

PACIENTES
Projeto 10-0191 (Pesquisadora Bianca Pfaffenseller)

DATA:
ENTREVISTADOR:

Nome Completo:

Sexo._

Data de nascimento:_ / [/
Idade:_

Etnia: () Branco () Nao-Branco
Anos de estudo:

Escolaridade:

Diagnostico:

Idade do primeiro episédio:
Idade do diagnostico:

Numero de episodios:

Vocé fuma? () Sim () Nao

Caso sim, este habito é: () Atual () Passado () Ha mais de 6 meses

Vocé ingere alcool? () Sim. Com que freqiiéncia? () Nao

Algum problema de saude?
() Nao
() Sim. Qual (ais)?
( ) Hipertenséo
() Doengas com alteragcdes da resposta inflamatéria (doencas reumaticas, asma,
doenca pulmonar obstrutiva crbnica, diabetes mellitus, AIDS)
( ) Doencas auto-imunes ou com histéria de infecgBes agudas, crOnicas ou de
repeticéo

() Doenca de Alzheimer, Doenca de Parkinson ou outra doenca neurodegenerativa

Esta ou esteve gripado/resfriado nos ultimos dias?

() Nao () Sim. Ha quantos dias?

Peso atual: Altura atual:
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Data: / /

Medicagoes Atuais (TODAS), em uso e respectivas doses:

Medicacao Dose/dia (com unidade) ou Finalidade
(nome genérico) total de comprimidos/capsulas
ou outras formas utilizadas
1.
2.
3.
4,
5.
6.
7.
8.
9.
10.
HAM-D
1. 10.
2. 11.
YMRS 3. 12.
4. 13.
1. 7.
5. 14,
2. 8.
6. 15.
3. 9.
7. 16.
4, 10.
c 11 8. 17.
6. Total: 2 Total.
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YMRS (Escala para Mania) Iniciais: Data:

1. HUMOR E AFETO ELEVADOS

( ) O - Auséncia de elevacédo do humor ou afeto.

( ) 1 - Humor ou afeto discreta ou possivelmentaentados, quando questionado.

( ) 2 - Relato subjetivo de elevacdo clara do humaostra-se otimista, autoconfiante, alegre; afeto
apropriado ao contetdo do pensamento.

() 3 - Afeto elevado ou inapropriado ao conteddgensamento; jocoso.

( ) 4 - Euforico; risos inadequados, cantando.

2. ATIVIDADE MOTORA — ENERGIA AUMENTADA

() 0- Ausente.

( ) 1 - Relato subjetivo de aumento da energiatividade motora.

() 2 - Apresenta-se animado ou com gestos auchanta

() 3 - Energia excessiva; as vezes hiperativqyieto (mas pode ser acalmado).
( ) 4 - Excitagdo motora; hiperatividade conti(n@o pode ser acalmado).

3. INTERESSE SEXUAL

( ) 0 - Normal; sem aumento.

( ) 1 - Discreta ou possivelmente aumentado.

() 2 - Descreve aumento subjetivo, quando questio.

() 3 - Conteudo sexual espontaneo; discursoadgmem questdes sexuais; auto-relato de
hipersexualidade.

( ) 4 - Relato confirmado ou observacao diretaataportamento explicitamente sexualizado, pelo
entrevistador ou outras pessoas.

4. SONO

( ) 0 - Nao relata diminuicdo do sono.

( ) 1 - Dorme menos que a quantidade normal, a@egcahora a menos do que o seu habitual.
( ) 2 - Dorme menos que a quantidade normal, quasl hora a menos do que o seu habitual.
( ) 3 - Relata diminui¢édo da necessidade de sono.

( ) 4 - Nega necessidade de sono.

5. IRRITABILIDADE
() 0 - Ausente.
()1

( ) 2 - Subjetivamente aumentada.

()3

() 4 - Irritavel em alguns momentos durante aesigta; episodios recentes (nas ultimas 24 hades)
ira ou irritacdo na enfermaria.

()5

() 6 - Irritavel durante a maior parte da ents&yirispido e lacénico o tempo todo.

()7

( ) 8 - Hostil; ndo cooperativo; entrevista imguek

6. FALA

( ) 0 - Sem aumento.

()1

() 2 - Percebe-se mais falante do que o seuuzbit

()3

( ) 4 - Aumento da velocidade ou quantidade dadat alguns momentos; verborréico, as vezes (com
solicitagéo, consegue-se interromper a fala).

()5

() 6 - Quantidade e velocidade constantementeatadas; dificuldade para ser interrompido (n&o
atende a solicitagdes; fala junto com o entrevisdad

()7

( ) 8 - Fala pressionada, ininterruptivel, cordiignora a solicitagdo do entrevistador).
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7. LINGUAGEM

() 0 - Sem alteracoes.

() 1 - Circunstancial; pensamentos rapidos.

() 2 - Perde objetivos do pensamento; muda dentss frequentemente; pensamentos muito
acelerados.

() 3 - Fuga de idéias; tangencialidade; dificdelpara acompanhar o pensamento; ecolalia
consonante.

( ) 4 - Incoeréncia; comunicacdo impossivel.

8. CONTEUDO

( ) 0-Normal

()1

() 2 - Novos interesses e planos compativeisaaondi¢cdo sécio-cultural do paciente, mas
gquestionaveis.

()3

() 4 - Projetos especiais totalmente incompatigem a condi¢cdo sécio-econdmica do paciente;
hiper-religioso.

()5

() 6 - Idéias supervalorizadas.
()7

() 8 - Delirios.

9. COMPORTAMENTO DISRUPTIVO AGRESSIVO
( ) O - Ausente, cooperativo.

()1

() 2 - Sarcastico; barulhento, as vezes, desadnfi

()3

( ) 4 - Ameaca o entrevistador; gritando; entitavilificultada.
()5

() 6 - Agressivo; destrutivo; entrevista impossiv

10. APARENCIA

() O - Arrumado e vestido apropriadamente.

( ) 1 - Descuidado minimamente; adornos ou ronpiaBnamente inadequados ou exagerados.
() 2 - Precariamente asseado; despenteado madezate; vestido com exagero.

() 3 - Desgrenhado; vestido parcialmente; maguragxtravagante.

() 4 - Completamente descuidado; com muitos asoenaderegos; roupas bizarras.

11. INSIGHT

() O - Insight presente: espontaneamente rettae doente e concorda com a necessidade de
tratamento.

( ) 1 - Insight duvidoso: com argumentacado, admitgsivel doenca e necessidade de tratamento.

() 2 - Insight prejudicado: espontaneamente adatieracdo comportamental, mas ndo a relaciona
com a doenca, ou discorda da necessidade de tratame

() 3 - Insight ausente: com argumentacdo, adieitorma vaga alteracdo comportamental, mas nao a
relaciona com a doenca, ou discorda da necessildaiatamento

() 4 - Insight ausente: nega a doenca, qualdteraedo comportamental e necessidade de
tratamento.
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HAM-D (Escala para Depressao) Iniciais: Data:

1. HUMOR DEPRIMIDO (tristeza, desesperanca, inutilidade)

() 0 - Ausente.

( ) 1 - Sentimentos relatados apenas ao ser idquir

( ) 2 - Sentimentos relatados espontaneamentgatavras.

() 3 - Comunica os sentimentos ndo com palaissé, com a expressdo facial, a postura, a ez e
tendéncia ao choro.

() 4 - Sentimentos deduzidos da comunicacéao lerbao-verbal do paciente.

2. SENTIMENTOS DE CULPA

() 0- Ausente

( ) 1 - Auto-recriminacédo; sente que decepciorsaudros.

() 2 - Idéias de culpa ou ruminagéo sobre erassgdos ou mas acoes.

( ) 3 - Adoenca atual é um castigo.

( ) 4 - Ouve vozes de acusacao ou denuncia efoaltecinacdes visuais ameacadoras.

3. suIciblo

() 0 - Ausente.

( ) 1- Sente que a vida ndo vale a pena.

() 2 - Desejaria estar morto ou pensa na pradaldé de sua propria morte.
() 3 - Idéias ou gestos suicidas.

() 4 - Tentativa de suicidio (qualquer tentatesia).

4. INSONIA INICIAL

( ) 0 - Sem dificuldades para conciliar o sono.

() 1 - Queixa-se de dificuldade ocasional pariiar o sono, isto €, mais de meia hora.
() 2 - Queixa-se de dificuldade para conciliaooo todas as noites.

5. INSONIA INTERMEDIARIA

() 0 - Sem dificuldades.

( ) 1- O paciente se queixa de inquietude e getifio durante a noite.
() 2 - Acorda a noite - qualquer saida da cama@an&( exceto p/ urinar).

6. INSONIA TARDIA

( ) 0 - Sem dificuldades.

( ) 1- Acorda de madrugada, mas volta a dormir

() 2 - Incapaz de voltar a conciliar o sono Seatea cama.

7. TRABALHO E ATIVIDADES

() 0 - Sem dificuldades.

( ) 1 - Pensamento e sentimentos de incapaciftiga ou fraqueza relacionada a atividades,
trabalho ou passatempos.

() 2 - Perda de interesse por atividades (paspai® ou trabalho) quer diretamente relatada pelo
paciente, quer indiretamente por desatencéo, s@ee vacilagdo (sente que precisa esforcar-se para
o trabalho ou atividade).

() 3 - Diminuicéao do tempo gasto em atividadesjoeda de produtividade. No hospital, marcar 3 se
0 paciente ndo passar ao menos 3 horas por ditvedades externas

() 4 - Parou de trabalhar devido a doenca at@hospital, marcar 4 se 0 paciente ndo se ocupar
com outras atividades, além de pequenas tarefieitdoou for incapaz de realiza-las sem ajuda.

8. RETARDO (lentidado de idéias e fala; dificuldade de conagdto; atividade motora diminuida)
( ) 0 - Pensamento e fala normais.

() 1-Leve retardo a entrevista.

() 2 - Retardo 6bvio a entrevista.

() 3 - Entrevista dificil.
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() 4 - Estupor completo.

9. AGITACAO

( ) 0- Nenhuma.

()1 - Inquietude.

( ) 2 - Brinca com as maos, com os cabelos,etc.

( ) 3 - Mexe-se, ndo consegue sentar quieto.

() 4 -Torce as maos, réi as unhas, puxa os aspelorde os labios.

10. ANSIEDADE PSIQUICA

() 0 - Sem dificuldade.

( ) 1-Tensao e irritabilidade subjetivas.

( ) 2 - Preocupacéo com trivialidades.

() 3 - Atitude apreensiva aparente no rosto ofalaa
() 4 - Medos expressos sem serem inquiridos.

11.ANSIEDADE SOMATICA

Concomitantes fisiolégicos de ansiedade, tais c@astrointestinais: boca seca, flatuléncia,
indisgestao, diarréia, cdlicas, eructacdo; Cardiomares: palpitacdes, cefaléia; Respiratorios:
hiperventilacdo, suspiros; Freqléncia urinéria;obesk.

() O0- Ausente

()1-Leve

() 2 - Moderada

()3-Grave

() 4 - Incapacitante

12. SINTOMAS SOMATICOS GASTRINTESTINAIS

( ) 0-Nenhum

() 1 - Perda de apetite, mas alimenta-se voliam@nte. Sensac¢des de peso no abdomen

( ) 2 - Dificuldade de comer se ndo insistiremicta ou exige laxativos ou medica¢cfes para 0s
intestinos ou para sintomas digestivos.

13. SINTOMAS SOMATICOS EM GERAL

( ) 0-Nenhum

( ) 1-Peso nos membros, nas costas ou na cdbegs nas costas, cefaléia, mialgias. Perda de
energia e cansago.

() 2 - Qualquer sintoma bem caracterizado emitigarcar 2.

14. SINTOMAS GENITAIS (perda da libido, disturbios menstruais)
( ) O- Ausentes

()1-Leves

()2 - Intensos

15. HIPOCONDRIA

() O0- Ausente

( ) 1 - Auto-observacdo aumentada (com relac&mem)
() 2 - Preocupacéo com a saude

() 3 - Queixas frequentes, pedidos de ajuda,etc.

() 4 - Idéias delirantes hipocondriacas.

16. PERDA DE PESO(Marcar A ou B)

A) Quando avaliada pela historia clinica

( ) 0 - Sem perda de peso.

( ) 1 - Provavel perda de peso associada a rmekitsial.

() 2 - Perda de peso definida ( de acordo comcgepte)

() 3-Néao avaliada.

B) Avaliada semanalmente pelo psiquiatra respohsawando sdo medidas alteracfes reais de peso
() 0 - Menos de 0,5 Kg de perda por semana.
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( ) 1 - Mais de 0,5 Kg de perda por semana.
() 2 - Mais de 1 Kg de perda por semana.
() 3 - Néao avaliada.

17. CONSCIENCIA

( ) 0 - Reconhece que esta deprimido e doente.

( ) 1 - Reconhece a doenca mas atribui-lhe a Gans&alimentacao, ao clima, ao excesso de
trabalho, a virus, a necessidade de repouso, etc.

( ) 2 - Nega estar doente.
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