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RESUMO

As neurotrofinas tém sido relacionadas com iniUmeros aspectos fisioloégigos
incluindo neuritogénese, neurogénese e potenciacao sinaptica tanto em neurdnios
imaturos como poés-natais. Da mesma forma, estas substancias tem sido
implicadas como potencialmente envolvidas em transtornos neurolégicos e
psiquiatricos, entre 0s quais 0os chamados transtornos afetivos e, em nosso caso,

especificamente, o Transtorno de Humor Bipolar (THB).

Este estudo é o primeiro experimento que avalia os niveis da Neurotrofina-3
(NT-3) em pacientes com THB e no modelo animal de mania. E segue a linha de
pesquisa das alteracdes fisiopatolégicas no THB do grupo de investigacdo do
Laboratério de Psiquiatria Experimental, coordenada pelo Prof. Dr. Flavio
Kapczinski, do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Para avaliarmos as possiveis alteracdes dos niveis de NT-3 em pacientes,
coletamos sangue destes em estado maniaco, deprimido e eutimico e
comparamos com controles higidos para doenca neuroldgica e psiquiatrica e
historia familiar de doenca neurolégica e psiquiatrica. Para o modelo animal
utilizamos o modelo desenvolvido pelo Dr. Benicio Frey (nosso grupo), valendo-se
da D-ANF como indutor de mania. Neste modelo testamos tanto o uso preventivo
como reversivo de Li e VPT sobre o NT-3, comparando com Solu¢do Salina e

ANF.



LISTA DE ABREVIATURAS

AMPH = d-amphetamine

ANF = d-anfetamina

BAPTA =

BD = bipolar disorder

BDNF = brain-derived neurotrophic factor
CGl = clinical global impression

CPF = cortex pré-frontal

CREB = cAMP response element binding
DA = dopamine

GABA =

GAF = global assessment of functioning
GDNF = glial cell line-derived neurotrophic factor
GSK-3pB = glycogen synthase kinase 3-beta
HDRS = hamilton depression rating scale
HIPO = hipocampo

HIPPO = hippocampus

Li = litio

NT-3 = neurotrofina-3

NGF = nerve growth factor

OD = optical density



PET = tomografia por emissao de pdésitrons
SOD = superdéxido dismutase

SPSC = spontaneous postsynaptic currents
THB = transtorno de humor bipolar

TBARS = thiobarbituric acid reactive species
TrKA = Tirosina Kinase A

TrKB = Tirosina Kinase B

TKC = Tirosina Kinase C

VPT = &cido valproico

YMRS = Young Manic Rating Scale



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Descricéao Clinica

O Transtorno de Humor Bipolar (THB) acomete de 1-3% da populagdo em
todo o mundo, e estd associado a um alto indice de suicidio e desemprego
(Weissman et al., 1996; Grant et al., 2005; Muller-Oerlinghausen, Berhofer e Bauer
2002). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, o THB é considerado uma das
dez principais causas de incapacitacdo (Lopez e Murray, 1998). O curso clinico do
THB é crbnico, usualmente caracterizado por periodos de exacerbacdo dos
sintomas (episddios agudos) intercalados por periodos subsindromicos e periodos
de remisséao (eutimia). Em um estudo de seguimento, que acompanhou pacientes
bipolares tipo | por um periodo médio de 13 anos, se observou que 0s pacientes
permaneceram metade deste periodo sintomaticos (Judd et al., 2002). Além disto,
observa-se que a persisténcia de sintomas subsindrémicos esta associada a um
maior risco de reagudizacdo da doenca (Perlis et al., 2006) e maior indice de

incapacitacao (Judd et al., 2005).

Do ponto de vista do diagnéstico, os autores pressupdem que a ocorréncia
de pelo menos um episddio maniaco ou hipomaniaco durante a vida € suficiente
para a identificacdo do THB, na qual a presenca de episodio maniaco confere o
diagndstico de THB tipo I, enquanto a presenca de episodio hipomaniaco confere
o diagnostico de THB tipo Il (Belmaker, 2004). A presenca de um episodio

maniaco € definida por uma elevagédo persistente do humor (humor euférico ou



irritdvel), acompanhado por pelo menos 3 dos seguintes sintomas (4 se humor
irritavel):

a) aumento da autoconfian¢a ou grandiosidade;

b) taquilalia ou pressao por falar;

¢) diminuicdo da necessidade do sono;

d) pensamento acelerado ou fuga de idéias;

e) distratibilidade;

f) alteracdo do comportamento dirigido para atividades prazerosas,

freqlientemente imprudentes ou perigosas;

g) ou agitacdo psicomotora.

Além disso, o episodio deve ser suficientemente grave para causar prejuizo
significativo no ambito familiar, social ou ocupacional, ou necessidade de
hospitalizacdo ou ter presenca de sintomas psicoticos. Devido ao seu curso
cronico e a frequente reincidéncia e gravidade dos sintomas de humor, o
tratamento do THB atualmente baseia-se no manejo dos episddios agudos e no
tratamento de manutencdo como prevencdo para ocorréncia de novos episodios
(Yatham et al., 2005). Além dos episédios serem incapacitantes, estudos mostram
gque a demora no diagnéstico e o numero maior de crises refletem ou
prognosticam uma piora cognitiva e clinica geral do paciente bipolar. Além disto,
estudos ainda indicam que altera¢cdes neuroquimicas induzidas pela mania estao
associadas ao surgimento de efeitos lesionais em células neurais (Post et al.,
1982; Friedman et al., 1993; Johnston-Wilson et al., 2000). Ou seja, a conduta

para que 0s pacientes se mantenham eutimicos o maior tempo possivel, tem um



efeito de protecdo neuronal, na medida em que durante as fases maniacas e
depressivas 0s mesmos estdo mais suscetiveis aos efeitos de danos ao DNA

(Andreazza et al., 2006)

Entretanto, os indices de recorréncia e de resisténcia aos medicamentos de
primeira linha sdo bastante elevados. Dois estudos que avaliaram individuos
bipolares tratados em instituicbes académicas demonstraram que uma alta
porcentagem dos pacientes permanece sintomatica, mesmo quando
“adequadamente tratados” (Post et al.,, 2003; Dennehy et al., 2005). Embora os
medicamentos de ultima geracdo possuam um melhor perfil de tolerabilidade e
seguranca em relacdo aos tradicionais, muito pouco se adicionou, do ponto de
vista da eficacia, em relacdo aos primeiros medicamentos (Castrén, 2005).
Possivelmente este pequeno avanco no tratamento do THB se deve ao pouco
conhecimento que ainda se tem acerca dos mecanismos fisiopatoldgicos

envolvidos neste transtorno (Zarate, Singh e Maniji 2006).

2. Fisiopatologia

Apesar do grande impacto e incapacitacao que o THB causa na populacao,
pouco ainda se sabe sobre a sua etiologia e neurobiologia. Trata-se de um quadro
complexo de interacdo entre os multiplos genes que causam suscetibilidade, bem
como a relacdo destes com os fatores ambientais (Shaltiel, Chen e Manji 2006).

As bases bioldgicas do THB incluem estudos relacionados a genética, as vias

neuro-hormonais, neurotransmissao, vias de transcricdo de sinal, regulacdo da
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expressao génica, estresse oxidativo, entre outros. Estudos genéticos tém
sugerido, fortemente, que a patofisiologia pode ser explicada, pelo menos em
parte, por fatores genéticos (Lenox, Gould e Manji 2002). Existem diversas
evidéncias mostrando o envolvimento das espécies reativas do oxigénio (ERO) em
diversas patologias, especialmente nos transtornos neuroldégicos e psiquiatricos
devido a vulnerabilidade do sistema nervoso central ao estresse oxidativo
(Takuma, Baba e Matsuda 2004). Estudos recentes tém mostrado alteracdes nas
enzimas antioxidantes nos eritrocitos de pacientes com THB (Ozcan et al., 2004;
Ranjekar et al., 2003; Kuloglu et al., 2002). Além disso, em um estudo piloto
encontrou-se um aumento dos niveis da proteina S100B durante episodios

maniacos (Machado-Vieira et al., 2002).

Estudos familiares, estudos com gémeos e estudos de ado¢do demonstram
claramente que a hereditariedade genética € um dos fatores determinantes para o
desenvolvimento do transtorno (Craddock e Jones, 1999). Quando comparamos o
THB com a hereditariedade em relacdo a outras doencas, vemos que é maior do
gue a do cancer de mama e do diabetes tipo I, sendo que o risco de um familiar
em primeiro grau de um individuo afetado desenvolver a doencga é 10 vezes maior

gue o risco da populagdo em geral (Craddock, O’'Donovan MC e Owen, 2005).

Estudos neuroanatdomicos, baseados nas imagens obtidas por ressonancia
magnética, demonstram alteracdes do volume de determinadas regides cerebrais
envolvidas na regulagdo do humor. Achados que tém sido replicados no THB

incluem:
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a) diminuicdo do volume do cértex pré-frontal (CPF) subgenual (Drevets, Manji e
Duman, 2001). O cértex pré-frontal de pacientes bipolares contém menos
neurbnios nado-piramidais, particularmente aqueles com fenétipo GABAérgico
(Knable 1999; Beasley et al, 2002).

b) aumento do volume da amigdala e do estriado (Hajek, Carrey e Alda, 2005;

Strakowski, DelBello e Adler, 2005).

Ja os estudos neurofuncionais, baseados em ressonancia magnética funcional
e tomografia por emissdo de positrons (PET), apontam para uma diminui¢do
significativa do metabolismo do CPF durante a depresséo e subseqiiente aumento
em algumas regides do CPF durante a fase maniaca (Malhi et al., 2004;
Strakowski, DelBello e Adler, 2005). Além disso, a diminuicdo do metabolismo do
CPF parece estar acompanhada de um aumento no metabolismo da amigdala e
do estriado, sugerindo que alteracdes no circuito que compreende o CPF, sistema

limbico e ganglios da base podem estar associadas a fisiopatologia do THB.

No que se refere ao HIPO, embora a maioria dos estudos nao tenha
encontrado alteracbes do seu volume no THB, trés grupos independentes que
utilizaram a técnica de espectroscopia por ressonancia magnética observaram
uma diminuicdo do N-acetil-aspartato (um marcador de viabilidade neuronal) no
HIPO de individuos bipolares (Atmaca et al.,2006; Bertolino et al., 2003; Deicken
et al., 2003), sugerindo uma diminuicdo do funcionamento dos neurdnios

hipocampais no THB.
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No HIPO também, individuos com THB apresentam diminui¢do da arborizacao
de dendritos apicais, bem como diminuicdo da densidade de espinhas dendriticas
em neurdnios piramidais (Rosoklija et al., 2000), e diminuicdo do numero de
neurénios ndo-piramidais na regido CA2 (Benes et al., 1998). Uma avaliacdo mais
detalhada destas alteracdes neuropatologicas sugere que estas modificacbes
seguem um padrdo de alteracdo no desenvolvimento neuronal e de
neuroplasticidade, e ndo um padrdo de degeneracdo cerebral como previamente

se pensava (Rajkowska, 2003).

Nesta mesma linha, estudos conduzidos em tecido pos-mortem revelaram que
individuos bipolares apresentam uma diminuicdo significativa de células neuronais
e gliais no CPF dorsolateral e no CPF subgenual (Rajkowska, Halarie e Selemon,
2001; Ongur, Drevets e Price, 1998; Bouras et al., 2001). N&o se sabe, porém, o
que estas deficiéncias indicam. Podem ser:

a) resultado de alguma anomalia do desenvolvimento que poderia ocasionar

uma maior suscetibilidade;

b) mudangas compensatoérias a outros processos patogénicos ou ainda;

c) sequelas de episédios recorrentes do THB. (Drevets, Manji e Duman, 2001)

Em paralelo, tem sido demonstrado que antidepressivos e estabilizadores de
humor atuam modulando diversas cascatas de sinalizacéo celular envolvidas em
neuroplasticidade e sobrevivéncia neuronal (Manji, Drevets e Charney, 2001;
Schaltiel, Chen e Maniji, 2006). A primeira evidéncia surgiu dos trabalhos do

laboratério do Prof. Ronald Duman, demonstrando que o0 uso crbnico de
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antidepressivos e de choques eletroconvulsivos aumentam a expressao do RNAmM
do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), do seu receptor TrkB (receptor
tirosina-quinase B) e do fator de transcricdo nuclear CREB (CAMP response
element binding) em HIPO de ratos (Nibuya, Morinobu e Duman 1995; Nibuya,
Nestler e Duman. 1996). Mais recentemente, estudos pré-clinicos tém
demonstrado que o tratamento crénico com Li ou VPT (medicamentos de primeira
linha para o tratamento do THB) também sado capazes de aumentar a expressao
do BDNF no cortex frontal e HIPO (Einat et al., 2003; Fukumoto et al., 2001). Além
disso, os estabilizadores do humor possuem outros mecanismos de acdo em
comum, como inibicdo da GSK-3B (glycogen synthase kinase 3-beta), uma
proteina que regula vias de sobrevivéncia e morte celular, e diminuigéo de inositol,
um precursor da via de sinalizagdo do fosfatidilinositol (Coyle e Manji 2002;

Williams et al., 2002).

Os medicamentos bloqueadores do receptor dopaminérgico D2 sé&o
considerados agentes de primeira escolha no manejo da mania aguda (Yatham et
al., 2005). Um estudo de PET demonstrou que o tratamento com diVPT de sédio
reduziu a captacdo de *®*F-DOPA no estriado de pacientes bipolares em episédio
maniaco, 0 que sugere uma diminuicdo da funcao dopaminérgica pré-sinaptica
ap6és o uso de diVPT (Yatham et al., 2002). Alteragcbes de receptores
dopaminérgicos no THB tém sido demonstrados em dois estudos que observaram
um aumento de 25% da expressdo do RNAm do receptor D1 na regido CA2 do

HIPO (Pantazopoulos et al., 2004) e uma menor expressao do receptor D3 em
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linfécitos de individuos bipolares (Vogel et al., 2004). Mais recentemente, tem sido
sugerido que variacbes do gene do transportador de DA podem estar envolvidas
na suscetibilidade para o desenvolvimento do THB (Greenwood et al., 2006). Em
conjunto, estes estudos indicam que alteracdes do sistema dopaminérgico podem

estar envolvidas nos mecanismos fisiopatologicos do THB.

Este recente corpo de evidéncias da um passo adiante em relacdo a antiga
“hip6tese monoaminérgica”, a qual sugeria que os transtornos de humor seriam
causados por uma deficiéncia de monoaminas, particularmente de serotonina e
norepinefrina (Schildkraut, 1965). Atualmente acredita-se que os transtornos de
humor estdo associados a alteracbes no sistema de comunicagdo entre 0s
circuitos cerebrais reguladores do humor, e que antidepressivos e estabilizadores
do humor ativam cascatas de sinalizacdo que regulam a plasticidade e
sobrevivéncia celular, com subsequiente melhora gradativa da transmissdo da
informacdo nestes circuitos cerebrais (Castrén, 2005; Coyle e Duman, 2003;

Nestler et al., 2002; Maniji, Drevets e Charney, 2001).

3. Neurotrofinas

Na década de 50 (1953), foi identificado a primeia neurotrofina. Trata-se do

Fator de Crescimento do Nervo (Nerve Growth Factor — NGF). Tal descoberta

abriu, sem duavida, um horizonte extremamente vasto na neurobiologia para a

identificacdo e elucidagéo das funcdes celulares.
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Quase trinta anos apos a identificacdo do NGF, como o protétipo das
neurotrofinas para neurénios do sistema nervoso autbnomo, foi isolado (1982), em
neurébnios de porcos, um homologo do NGF, que foi chamado de Fator
Neurotréfico Derivado do Cérebro (Brain-Derived Neurotrophic Factor — BDNF). A
partir de entdo, quatro membros adicionais da familia das neurotrofinas foram
identificados: Neurotrofina-3 (Neurotrophin-3 — NT-3) em 1990, Neurotrofina-4/5
(Neurotrophin-4/5 — NT-4/5) em 1991, Neurotrofina-6 (Neurotrophin-6 — NT-6) em
1994 e Neurotrofina-7 (Neurotrophin-7 — NT-7) em 1998 (Lessmann, Gottmann e

Malcangio, 2003).

A descoberta dos receptores das neurotrofinas ocorreu varias décadas apds a
identificacdo do NGF, a primeira neurotrofina a ser identificada, e, sem duvida, foi
um avango gigantesco na neurobiologia, especialmente porque forneceu
ferramentas para a busca das rotas controladas pelas neurotrofinas (Ras, Rap-1,
Cdc-42-Rac-Rho, como também MAPK, ERK, PI-3-kinase e phospholipase-C-C-y
{PLC-y}). Estas vias de sinalizacdo intracelular moduladas pelas neurotrofinas
estdo envolvidas ndo apenas em mecanismos patoldgicos relacionados a eventos
da doenca, como também na modulacdo de plasticidade fisiolégica. Como
exemplo, cita-se a facilitacdo da memoéria em roedores e ativacdo de MAPK na

regido do CA1 pelo NGF (Walz et al., 2000).

A familia dos receptores tirosina-quinases — Trk — € composta por trés

receptores que podem ser ativados por uma ou mais neurotrofinas: NGF, BDNF,
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NT-3 e NT-4/5. A presenca de TrkA, TrkB ou TrkC confere responsividade,
respectivamente, ao NGF, BDNF ou NT-4/5 e NT-3. A presenca ou auséncia de
cadeias curtas de aminoacidos na regido de cada receptor tem demonstrado
regular a especificidade da resposta ao receptor Trk.

O receptor pan-neurotrofina, p75~ '~

, também regula a resposta aos receptores
Trk. Na presenca de p75"'%, o NT-3 é muito menos efetivo em ativar a TrkA, e o
NT-3 e 0 NT-4/5 sdo muito menos efetivos em ativar a TrkB. Em outras palavras, a

presenca de p75"'"

aumenta a especificidade do TrkA e do TrkB aos seus
ligantes primarios, NGF e BDNF, respectivamente (Huang, Reichardt, 2003). A

figura a seguir apresenta as neurotrofinas e seus receptores.
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Figura 1. Neurotrofinas e seus receptores.

O p”™ é um pan-receptor das neurotrofinas. NT4 e BDNF tém uma afinidade especial
para TrkB, NGF para TrkA e NT3 para TrkC; contudo estudos mostram que esta neurotrofina
pode ser ativada por TrkB e A em algumas situagfes. Legenda NT3: neurotrofina-3; NT-4:

neurotrofina 4; BNDF: Brain Derived Neurotrophic Factor; NGF: Nerve Growth Factor; TrkC, B

75ntr

ou A- tirosina-ginase C, Bou A e p — receptor neurotréfico p” (Adaptada de Schramm et

al., 2005).

Estudos sobre as relagbes entre as neurotrofinas, seus receptores e 0s seus
efeitos ainda estdo em andamento e muito precisa ser compreendido, justamente
devido a grande complexidade destas relacbes, além das cascatas especificas
que ativam. Ou seja, as diferentes ativagcbes dos TrKs tém diferentes
consequéncias nas diferentes pilhas neuronais. (Lewis et al., 2006; Huang e
Reichardt, 2003). Em oncologia, por exemplo, ja se sabe que quando o TrKC e/ou
TrKA estéa significativamente expresso, o neuroblastoma € de melhor progndstico,
correlacionando-se com a sobrevivéncia do paciente. J& quando o TrkB, ativado
pelo BNDF, esta fortemente expresso, encontramo-nos diante de um quadro

altamente desfavoravel para a sobrevivéncia do paciente (Schramm et al., 2005).
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Nos estudos sobre modelos de depressdo, os antidepressivos aumentam a
sinalizacdo do TrkB, sendo esta dependente da concentracdo de BDNF.
(Saarelainen et al., 2003). Além disto, uma das vias que sabidamente previnem
contra a apoptose é a cascata de sinalizacado promovida pela ligacdo do BDNF ao
seu receptor TrkB (BDNF/TrkB) (Barde, 1994). Diversos estudos tém sugerido que
a inducdo do BDNF/TrkB € um dos mecanismos responsaveis pelos efeitos
terapéuticos dos estabilizadores do humor e dos antidepressivos (Coyle e Duman
2003; Nibuya, Morinobu e Duman, 1995). Por exemplo, tem sido demonstrado que
0 uso do Li modula a fosforilac&o (atividade) do receptor TrkB e do CREB (Einat et

al., 2003; Rantamaéki et al., 2006).

Nestas breves observacdes, podemos ver que as neurotrofinas promovem um
jogo excepcionalmente variado de respostas que requerem, por sua vez, um
mecanismo altamente regulado de transducdo de sinal (Schramm et al., 2005),
aonde o0 antagonismo pode jogar um papel importante na biologia das

neurotrofinas (Brodski, Schirch e Dechan, 2000).

O que se sabe, e parece ser consenso entre os autores, € que o aumento das
neurotrofinas tem a funcdo prioritaria de proteger os neurbnios da excitoxidade
(Lessmann, Gottmann e Malcangio, 2003). Mesma funcéo protetora descrita para
os estabilizadores de humor Li e VPT (Shao, Young e Wang, 2005). Ou seja, as
neurotrofinas tém sido descritas como promotoras da plasticidade neuronal,
desempenhando papéis na neuroprotecdo e reorganizacao, funcionando como um

mecanismo de compensacao enddgeno para promover regeneracao e reparacao
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no Sistema Nervoso Central (Felderhoff-Mueser U et al., 2002). Existem varias
evidéncias indicando que as neurotrofinas modulam a transmissado sinaptica por

mecanismos preé-sindpticos ou pos-sinapticos (Schuman, 1999).

Além deste efeito de regeneracédo, Kalb (2005) descreve que as neurotrofinas
podem ser responsaveis pela sobrevivéncia ou morte neuronal. Este efeito
paradoxal estaria associado a dois fatores, ndo necessariamente dependentes:

a) um relacionado a concentracao das neurotrofinas;

b) outro, ao modo de ativacdo dos receptores.

Embora a maior parte dos autores descrevam que o p75"' "

e Trk estéo ligados
a sobrevivéncia celular, ha relatos na literatura que os receptores Trk possam, em
algumas situagdes, causar a morte neuronal (Kalb , 2005), como vimos acima em

relacdo ao BDNF/TrKB em oncologia.

Em relacdo ao BDNF, existem muitas evidéncias quanto ao seu papel a longo
prazo na plasticidade sinaptica no HIPO e no néo-cortex (Lessmann, Gottmann e

Malcangio, 2003).

Estudos em genética e em farmacologia tém sugerido que o BDNF e o GDNF
possam estar associados a fisiopatologia do THB (Cunha et al., 2006; Rosa et al.,
2006, Takebayashi et al.,, 2006). Niveis séricos de BDNF encontraram-se
diminuidos durante episédios maniacos e depressivos. Em pacientes eutimicos os

niveis estédo similares aos dos controles (Cunha et al., 2006). De outra forma, os
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niveis séricos de GDNF encontraram-se aumentados nos episddios maniacos e
depressivos e semelhantes aos controles em pacientes eutimicos (Rosa et al.,

2006).

Apesar de inumeras consideracdes sobre os papéis das neurotrofinas em
transtorno de humor e, em especial, no THB, ndo existem estudos experimentais
que mostrem possiveis alteracdes do NGF, NT-3 e NT-4/5 no THB. Para tanto,

nos debrucaremos aqui no estudo do NT-3 e suas possiveis alteracbes no THB.

3.1 A neurotrofina-3

O NT-3, um membro da familia dos fatores de crescimento nervosos,
apresenta niveis muito mais elevados de expressdo durante o desenvolvimento
pré-natal, especialmente no HIPO, neo-cértex e cerebelo. Logo apds o
nascimento, as outras neurotrofinas, especialmente o BDNF, aumentam seus
niveis de expressao, chegando aos niveis do NT-3 (Lessmann, Gottmann e
Malcangio, 2003). O NT-3 também induz a diferenciacdo neuronal dos precursores
das células corticais (Ghosh e Greenberg, 1995) e aumenta a neurogénese do
trato cértico-espinal (Schnnell et al., 1994). Os neurénios hipotalamicos expressam
0 TrKC, o receptor primario do NT-3 (Urfer et al., 1994), sugerindo que o NT-3

possa influenciar os neurdnios hipotalamicos.
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O NT-3 também é a primeira neurotrofina a ser expressa no Sistema
Nervoso Periférico, promovendo a sobrevivéncia e a diferenciacdo de neurdnios
da medula, células de Purkinje e de neurdnios sensorios, muitos destes tornando-
se dependentes do NGF nos primeiros estagios pos-natais (Lessmann, Gottmann

e Malcangio, 2003; Lindholm et al 1993; Avila et al 1993).

Estudos imunobioquimicos em macacos demonstraram que o NT-3 tem
uma distribuicdo similar as demais neurotrofinas na substancia cinzenta, sendo
pouco distribuido no cerebelo, hipotalamo e talamo. Por outro lado, nos géanglios
basais o NT-3 encontra-se distribuido, porém em concentragbes inferiores ao
BDNF e NGF. Na glia hd uma expressao fraca de BDNF, NGF, NT-3 e NT-4. No
HIPO, foram encontradas concentracfes significativas de NT-3 nas regides CA2 e

CA3 e no giro dentado (Zhang et al., 2006).

Estudos in vitro em tecidos fetais demonstraram que o NT-3 aumenta a
sobrevivéncia dos neurdnios noradrenérgicos (Friedman et al., 1993; Reiriz et al.,
2002). Shimazu e colaboradores (2006) demonstraram que o NT-3 é amplamente
distribuido no giro dentado hipocampal de ratos adultos, uma area que exibe
neurogénese significativa, e pode estar envolvida na memaria espacial (Shimazu

et al., 2006).

Gao e Pol (1999) sugeriram que o NT-3 aumenta a liberacdo de GABA durante
o periodo de desenvolvimento, quando o GABA € um potente despolazidor, mas

nao quando o GABA age como inibidor, sugerindo que o mecanismo pelo qual o
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NT-3 pode influenciar o desenvolvimento neuronal ocorre via potenciacdo pré-
sinaptica do GABA. Além dos achados a cerca do seu importante papel nos
primérdios do desenvolvimento neuronal, o NT-3 também pode influenciar

sinapses de neurénios maduros, em especial de neurénios gabaérgicos.

E importante lembrarmos que a transmissdo sinaptica GABAérgica €
anterior a transmissdo glutamatérgica no desenvolvimento do SNC (Reynolds &
Brien, 1992; Chen, Trombley e van den Pol, 1995 e 1996; Ben-Ari et al. 1997).
Devido ao relativo potencial positivo de CI', o GABA ¢ excitatdrio, agindo como um
despolarizante de potencial de membrana, potencial de acdo evocado e liberacdo
de calcio citosolico (Obrietan & van den Pol, 1995; Chen, Trombley e van den Pol,
1996; Gao, Chen e van den Pol, 1998). A transmissdo sinaptica excitatoria
mediada por receptores gabaérgicos pode compreender a maior forca excitatéria
no desenvolvimento do hipotalamo e outras regides do SNC (Ben-Ari et al. 1989;
LoTurco et al. 1995; Obrietan & van den Pol, 1995; Chen, Trombley e van den
Pol, 1996; Owens et al. 1996; Leinekugel et al. 1997; Gao, Chen e van den Pol

1998).

Gao e Pol (1999) aplicaram intracelularmente K252a, um inibidor néo
seletivo da tirosina quinase, e este nao foi capaz de bloquear o efeito de NT-3. Em
contraste, a aplicacdo de K252a aumentou o sinal espontadneo pos-sinaptico
(sPSC - spontaneus postsynaptic currents), através do NT-3, 0 que € consistente,
pois 0 NT-3 produz inducé@o pré-sinaptica da tirosina quinase. A diminuicdo de

calcio extracelular, através de BAPTA (um quelante do calcio) ou por inibidor de
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canal de célcio Cd*? aumentam a freqiiéncia de sPSC mediante a presenca do

NT-3, sugerindo que a entrada de calcio na célula é facilitada por NT-3.

4. Estabilizadores de Humor

O tratamento farmacoldgico do THB visa prevenir novos episddios de mania e
depressdo. Os estabilizadores de humor, especialmente o Li e o VPT séo
considerados a primeira linha de prevencao e manutencéo do THB (Yatham et al.,
2005). Estudos mostram que os efeitos neuroprotetores do Li e VPT podem ser 0s
responsaveis pelos seus efeitos terapéuticos e um dos mecanismos implicados
seria o da liberacéo de neurotrofinas (Rosa et al., 2006; Cunha et al., 2006; Laeng

et al ., 2004)

O tratamento crénico com Li ou VPT, em doses terapéuticas, produz efeitos
protetores contra excitoxidade e morte celular induzidas pelo Glutamato (Shao
2005). Em relagdo ao BDNF, existem muitas evidéncias quanto ao seu papel a
longo prazo na plasticidade sinaptica no HIPO e no néo-cortex. A aplicacao de
BDNF exdgeno realgca a eficacia pré-sinaptica aumentando a liberagdo do

glutamato em sinapses excitatérias (Lessmann, Gottmann e Malcangio, 2003).

Especificamente sobre Li, sabe-se que ele proporciona uma regulacéo positiva
na sobrevivéncia celular além de prevenir a apoptose e o retardo da neurogénese
apés danos agudos no cérebro (ex: doengas neurodegenerativas e danos

guimicos) (Wada A 2005).
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Estudos de cultura neuronal de ratos demonstraram que o VPT apresenta
efeito neurogénico superior ao BDNF ou NT-3, além de exceder levemente o0s
efeitos neurogénicos obtidos pelo Li, ndo sendo observados estes efeitos com a

aplicacdo de carbamazepina, outro estabilizador de humor.

Como visto anteriormente, a literatura sugere que o NT-3 estimula a agéo
gabaérgica. Um mecanismo de acédo classico proposto para o VPT é via reducao
da degradacdo do GABA. Experimentos recentes tém mostrado que um outro
mecanismo possa também ser responsavel pela acdo do VPT: a producdo de
neurdnios gabaérgicos pelas células primitivas cerebrais. O mesmo foi observado

com administragéo de Li e NT-3 (Laeng et al., 2004; Knable et al., 2001).

O VPT também estimula a proliferacdo de neurdnios progenitores derivados
de células corticais priméarias, aumenta o numero de neurénios e diminui o nimero
de astrocitos gerados através destas, porém sem afetar seu numero. Estes
achados sugerem que o VPT possa estimular a proliferagdo de neurdnios
progenitores derivados de células primarias através da up-regulation da ciclina D2.
Isto previne o éxito do ciclo celular comandado pelo NT-3, que ird promover a
sobrevivéncia e a diferenciacdo de neurdnios no sistema nervoso (Laeng et al,

2004).
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Objetivos

Geral

o Estudar alterac6es do NT-3 no Transtorno de Humor Bipolar.

Especificos

o Caracterizar os niveis de NT-3 no soro de pacientes com Transtorno
de Humor Bipolar, nas fases de mania, depressdo e eutimia
comparados com controles.

o Comparar a acédo do Li e VPT sobre o NT-3 no sangue e HIPO de

ratos, tanto no modelo da prevencdo como da reversao da mania.
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Abstract

Accumulating evidence suggest that neural changes and cognitive
impairment may accompany the course of bipolar disorder. Such detrimental
effects of cumulative mood episodes may be related to changes in neurotrophins
that take place during mood episodes but not during euthymic phases. The present
study investigated serum neurotrophin-3 (NT-3) levels in patients with bipolar
disorder during manic, depressed, and euthymic states, using an enzyme-linked
immunosorbent assay (sandwich-ELISA). Serum NT-3 levels were increased in
manic (p < 0.001) and depressed (p < 0.001) BD patients, as compared with
euthymic patients and normal controls. These findings suggest that the NT-3

signaling system may play a role in the pathophysiology of BD.

Keywords: bipolar disorder; depression; mania; neurotrophin-3; pathophysiology
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Bipolar disorder (BD) is a complex illness where episodes of mania alternate
with depression and asymptomatic phases (euthymia). BD takes place in about 1%
of the world population and is associated with increased mortality and burden [2].
While the pathophysiology of BD remains unclear, postmortem studies showed
abnormal density and size of neuronal and glial cells in distinct subregions of the
prefrontal cortex in patients with BD [11, 13]. Such morphological changes suggest
impairment in cellular plasticity and resilience rather than a neurodegenerative
pattern [14]. In this context, there is increasing evidence suggesting that
neurotrophic signaling systems, which regulate cellular plasticity and survival, may
be altered in patients with major mood disorders [7]. For instance, infusions of
BDNF and NT-3 into the dentate gyrus produce antidepressant effect in rodents
[17], and the BDNF gene has been put forward as a susceptibility gene for BD [18].
Using peripheral blood, we [3, 9, 15] and others [20] have demonstrated that serum
BDNF and GDNF are altered during major mood episodes in BD. As there are no
available reports of serum NT-3 assessment in BD subjects, the aim of the present
study was to evaluate serum NT-3 levels in BD patients during mania, depression
and euthymia, as compared to age- and gender-matched controls.

The present study was approved by the local ethics committee (Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, Brazil) and all subjects provided written informed consent
before entering in the study. Thirty euthymic, nineteen depressed and thirty-one
manic patients were consecutively recruited from the Bipolar Disorders Program -
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil and from the Inpatient Psychiatric Unit
- Hospital Universitario de Santa Maria, Brazil. Diagnose was carried out using the

Structured Clinical interview for DSM-IV - Axis | (SCID-I) [4], and the manic and
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depressive symptoms were assessed using the Young Mania Rating Scale
(YMRS) [21] and the Hamilton Depression Rating Scale (HDRS) [6], respectively.
Patients were considered euthymic if they did not meet criteria for current manic or
depressive episode according to SCID-I and scored <7 on both YMRS and HDRS
scales. Manic and depressive patients fulfilled SCID-I criteria for current manic or
depressive episode, respectively. The control group consisted of eighty healthy
volunteers matched by age and gender, who manifested interest in participating in
the study. Control subjects were not on any psychiatric or neurological medication,
had no history of psychiatric or neurological diseases, and had no history of
psychiatric or neurological conditions in their first and second-degree relatives.

Five milliliters of blood were withdrawn from each subject by venipuncture
into a free-anticoagulant vacuum tube. Blood was immediately centrifuged at 3000
x g for 5 min, and serum was kept frozen at -80°C until assayed. NT-3 serum levels
were assessed using sandwich-ELISA from commercial kits which were handled
according to the manufacturer’s instructions (Chemicon, USA). Briefly, microtiter
plates (96-well flat-bottom) were coated for 24h with the samples diluted 1:2 in
sample diluent and standard curve ranged from 7.8 to 500 pg of NT3. Then, plates
were washed four times with sample diluents and monoclonal anti-NT-3 rabbit
antibody diluted 1:1000 in sample diluent was incubated for 2 hours at room
temperature. After washing, a second incubation with anti-rabbit antibody
peroxidase conjugated diluted 1:1000 for 1h at room temperature was carried out.
After addition of streptavidin-enzyme, substrate, and stop solution the amount of
NT-3 was determined (absorbance was set at 450nm). The standard curve

demonstrates a direct relationship between Optical Density (OD) and NT-3
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concentration. Total protein was measured by Lowry’s method using bovine serum
albumin as a standard. Statistical Product and Service Solutions, version 12.0
(SPSS) was used to perform the statistical analysis. The Kolmogorov—Smirnov test
was used to confirm that the results were normally distributed. Depressed, manic,
and euthymic patients were compared to the control group using a one-way
ANOVA followed by Tukey post-hoc test when applicable.

Demographic and clinical characteristics of BD patients and controls are
displayed in Table 1. There was no difference in age or gender between groups. All
BD patients were on medication, but the number of medications, number of
hospitalizations, age at first episode, and length of iliness did not differ between
groups. Depressed patients presented a higher number of suicide attempts, and
manic patients had worse Clinical Global Impression (CGI) and Global Assessment
of Functioning (GAF). Manic and depressive patients had higher serum NT-3 levels
(Fs169 = 14.097; p < 0.001; see figure 1) than euthymic patients and controls.
These results remained unchanged when controlled for confounders such as
number of medications, number of suicide attempts, length of illness, GAF and
CGl.

We showed that serum NT-3 is increased in BD subjects during manic and
depressive episodes. To our knowledge, this is the first study to assess serum NT-
3 levels in BD patients. These findings suggest increased production and/or
secretion of NT-3 during acute mood states in BD. Recent studies suggest that
levels of neurotrophic factors oscillate in an orchestrated fashion during the course
of acute mood episodes and euthymic phases. For instance, serum BDNF is

reduced in bipolar depression and mania [3, 9], while serum GDNF is increased
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during mania and bipolar depression [15]. It is noteworthy that neurotrophic factors
seem to be altered only during the course of acute mood states, while stabilized
(euthymic) patients present neurotrophic factors in the same levels as controls [3,
15]. It has been reported that NT-3 is temporally and spatially expressed in the
place of BDNF in some neuronal populations to compensate for the loss of BDNF
[1]. These compensatory effects between NT-3 and BDNF were demonstrated by
the fact that the critical role of these neurotrophins in the survival of hippocampal
and cerebellar granule cells are revealed only when the signaling of both
neurotrophins are blunted [10]. Further, NT-3 infusion increase BDNF mRNA
expression in the cerebral cortex [16], and produces BDNF-like effects inducing
cortical TrkB phosphorylation [15]. Therefore, we are tempted to speculate that this
increment of serum NT-3 levels observed in the present study occurs in tandem
with the lowering in BDNF serum levels described previously [3]. Such an increase
in NT-3 could act as a compensatory physiological response to the strain imposed
by mood episodes. This is in line with previous findings which showed that
immobilization stress increased NT-3 mRNA expression in the dentate gyrus and
locus coeruleus [19] and NT-3 infusion attenuated the correlates of disordered
mood induced by the learned helplessness and forced swim test paradigms [17].
Some limitations of the present study should be addressed. Firstly, we
measured NT-3 levels in serum. Nevertheless, it has been demonstrated that NT-3
cross the brain—blood barrier, and there is a strong positive correlation (r = 0.80)
between serum and brain NT-3 levels, suggesting that peripheral changes might
correspond, at least in part, to central NT-3 changes [12]. Secondly, although it has

been reported that antidepressants [19] but not antipsychotics [8] may affect NT-3
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levels, little is known about the effects of other psychotropic agents on NT-3.
Therefore, we cannot rule out the effects of medications in the present results.
Further studies comparing NT-3 levels in medicated vs. unmedicated BD patients
would help clarify this issue. In conclusion, we found that serum NT-3 levels are
increased in BD patients during manic and depressive episodes, as compared with
euthymic patients and healthy controls. The present findings suggest that NT-3
may be produced and/or secreted in response to the strain associated with acute
mood episodes, and further support the current hypothesis that neurotrophins are

involved in the pathophysiology of BD.
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Figure 1. Increase NT-3 serum levels in manic and depressed bipolar patients in
comparison with healthy controls. *ANOVA and Tukey post test. Different letters
representation significant differences, p<0.01.
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Table 1. Clinical and demographic characteristics of bipolar patients and healthy

controls
Healthy Bipolar Patients
Controls Euthymic Manic Depressed P
(n=80) (n =30) (n=31) (n=19)
Gender
Female 56.3% 50.0% 45.2% 48.0% 0.555*
Male 43.8% 50.0% 54.8% 52.0%
Mean age 41.73(10.63) 41.63(9.51) 39.53(12.70) 43.42(8.00) 0.638**
(Years, S.D.)
Number of - 2.93(1.23) 3.41(1.40) 2.66(0.96) 0.106**
medications (Mean,
S.D)
Number of - 4.69(5.42) 4.39(5.52) 7.26(7.57) 0.241**
hospitalizations
(Mean, S.D.)
Number of suicide - 1.95(1.70) 1.60(0.89) 3.86(3.03) 0.033**
attempts (Mean,
S.D)
Age of first episode - 24.68(11.60) 25.61(10.92) 21.47(10.36) 0.428**
(Mean, S.D.)
Length of illness - 16.25(10.39) 14.93(11.21) 22.74(10.71) 0.055**
(Years, S.D.)
CGI (Mean, S.D.) - 3.53(1.65) 5.55(0,64) 4.05(1.03) 0.001**
GAF (Mean, S.D.) - 60.76(13.45) 35.00(7.30) 55.94(9.76) 0.001**
HAM-D (Mean, S.D.) - 5.65(3.37) 11.46(9.40) 16.89(7.51) 0.001**
YMRS (Mean, S.D.) - 5.16(5.26) 34.19(8.24) 5.15(4.68) 0.001**

* Chi-square test; ** One-way ANOVA test; CGI = Clinical Global Impression; GAF =
Global Assessment of Functioning; HAM-D = Hamilton Depression Rating Scale; YMRS =
Young Mania Rating Scale
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NIVEIS SERICOS ELEVADOS DE NEUROTROFINA-3 DURANTE EPISODIOS

DE MANIA E DEPRESSAO EM PACIENTES COM TRANSTORNO BIPOLAR

Resumo

Ha muitas evidéncias de que alteracdes neuronais e prejuizo cognitivo possam
acompanhar o curso do Transtorno Bipolar (TB). Os efeitos de alteracbes
cumulativas podem estar relacionados a variagdes das neurotrofinas, que nao
ocorrem durante a fase eutimica. O presente estudo investiga os niveis séricos de
neurotrofina-3 (NT-3) em pacientes portadores de transtorno de humor bipolar
(THB) bipolares durante os estados maniaco, depressivo e eutimico usando uma
técnica de enzima — imuno ensaio (ELISA sanduiche). Niveis séricos de NT-3
estavam aumentados em pacientes com TB em fase maniaca (p<0.001) e
depressiva (p<0.001) quando comparados com pacientes eutimicos e controles
normais. Estes achados sugerem que o sistema sinalizador do NT-3 pode ter um

papel na fisiopatologia do THB.

Unitermos : transtorno bipolar ; depresséo ; mania ; neurotrofina-3 ; fisiopatologia
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O Transtorno de Humor Bipolar (THB) é uma doenca complexa,
caracterizada por episédios maniacos, depressivos e fases assintomaticas
(eutimia). THB atinge cerca de 1% da populacdo mundial, estando associado com
aumento da mortalidade [2]. Embora sua fisiopatologia ainda nao seja
completamente entendida, estudos postmortem mostram densidade e tamanho
anormais de células neuronais e gliais em sub-regides distintas do cortex pre-
frontal em pacientes com THB [11, 13]. Estas alteracbes morfolégicas sugerem
modificacbes na plasticidade e resiliéncia celular, mais do que um padréo
neurodegenerativo [14]. Neste contexto ha evidéncias sugerindo que sistemas
sinalizadores neurotréficos, que regulam a sobrevivéncia e plasticidade neuronal e
glial, possam estar alterados em pacientes com transtornos de humor maiores [7].
Em modelos experimentais, infusées das neurotrofinas Brain Derived Neurotrophic
Factor (BDNF) e NT-3 no giro dentado produzem efeitos antidepressivos em
roedores [17], sendo o gene que codifica o0 do BDNF tem sido proposto como um
gene candidato para suscetibilidade para THB [18]. Usando sangue periférico,
pesquisadores de nosso grupo [3,9,15] e de outros [20] demonstraram que 0
BDNF e Glial-Derived Neurotrophic Factor (GDNF) séricos estdo alterados durante
episodios maiores do THB. Como nenhum estudo investigou o NT-3 sérico em
pacientes com THB, o objetivo do presente estudo foi comparar os niveis séricos
de NT-3 sérico de pacientes com THB durante a fase de mania, depressao e

eutimia, com amostras de controles higidos pareados por idade e sexo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica local (Hospital de Clinicas
De Porto Alegre) e todos os participantes deram seu consentimento informado por
escrito antes de entrarem no estudo. Trinta pacientes com THB eutimicos,
dezenove em fase depressiva e trinta e um em fase maniaca foram recrutados
consecutivamente no Programa de Transtorno do Humor do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, Brasil e na Unidade Psiquiatrica do Hospital Universitario de
Santa Maria, Brasil. Os diagnosticos foram feitos através da Entrevista Clinica
Estruturada do DSM-IV — Eixo | (SCID-1) (First et al, 1998), e os sintomas

maniacos e depressivos foram avaliados pela Young Mania Rating Scale (YMRS)

50



(Young et al, 1978) e pela Hamilton Depression Rating Scale (HDRS) (Hamilton,
1960), respectivamente. Os pacientes foram considerados eutimicos se ndo
preenchessem os critérios para episdédio maniaco ou depressivo atual, de acordo
com o SCID-lI e tivessem escore inferior 7 tanto na YMRS quanto na HDRS.
Pacientes maniacos e deprimidos preenchiam os critérios para episédio maniaco
ou depressivo atual pelo SCID-I, respectivamente. O grupo controle consistiu de
80 voluntarios saudaveis, pareados por sexo e idade, que manifestaram interesse
em participar do estudo. Os controles ndo faziam uso de qualquer medicacao
psiquiatrica ou neurolégica, ndo tinham histéria de patologias psiquiatricas ou
neuroldgicas, nem histéria das mesmas em seus familiares de primeiro e segundo

grau.

Foram coletados cinco mililitros de sangue por pun¢cdo venosa de cada
sujeito, e colocado em um tubo a vacuo sem anticoagulante. O sangue foi
imediatamente centrifugado a 300 x g por 5 minutos, e o soro foi congelado a -
80°C até ser analisado Niveis séricos de NT-3 foram dosados por ELISA de
captura, usando kits comerciais segundo instrucbes do fabricante (Chemicon,
USA). Brevemente, placas contendo 96 pocos foram revestidas durante 24h com a
amostra diluida (1:2) em diluente especifico para amostras e a curva padrao
variou de 7.8 a 500 pg de NT-3. Entdo, os pocos foram lavados 4 vezes com
diluentes especificos e incubados com anticorpos monoclonais de rato anti-NT-3
diluidos 1:1000 por 1h e incubados a temperatura ambiente por 2h. Apds a
lavagem, foi feita uma segunda incubacdo anticorpo anti-coelho conjugado com
peroxidase diluido 1:1000 por 1h em temperatura ambiente. Depois da adicdo de
estreptavidina, substrato e solucdo de parada, a quantidade de NT-3 foi
determinada (absorbancia em 450 nm). A curva padrdo demonstrou uma relacéo
direta entre densidade Optica (OD) e concentracdo de NT-3. Proteinas totais foram
dosadas pelo método de Lowry usando soro fetal bovino como padrdo. O
programa SPSS, Statistical Product and Service Solutions, versdo 12.0 (SPSS), foi
usado para realizar a andlise estatistica. O teste Kolmogorov—Smirnov foi utilizado

para determinar a existéncia ou ndo de normalidade na distribuicdo dos
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resultados. Pacientes com sintomas depressivos, maniacos e eutimicos foram
comparados ao grupo controle usando uma ANOVA de uma via seguido pelo teste

Tukey, quando indicado.

Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com THB e controles
estdo listadas na tabela 1. Nao houve diferenca em idade ou sexo entre os dois
grupos. Todos os pacientes com THB estavam medicados, sendo que o numero
de medicacgbes e hospitalizacdes, idade do primeiro episddio e duracao da doenca
nao diferiu entre os grupos. Pacientes deprimidos apresentaram um numero de
tentativas de suicido maior e pacientes maniacos apresentavam piores escores na
Impressao Clinica Global (Clinical Global Impression - CGIl) e na Avaliacdo do
Funcionamento Global (Global Assessment of Functioning - GAF). Pacientes
maniacos e deprimidos tiveram niveis de NT-3 sérico maior (F3,169 = 14.097; p <
0.001; ver figura 1) que pacientes em eutimia e controles. Estes resultados néo se
modificaram quando controlados para numero de tentativas de suicidio, duragéo
da doenca, GAF e CGI.

Mostramos que niveis séricos de NT-3 estdo aumentados nos pacientes
com THB durante episédios maniacos e depressivos. Até onde sabemos, este € 0
primeiro estudo a avaliar NT-3 sérico em pacientes com THB. Estes achados
sugerem aumento na producdo e/ou secrecdo de NT-3 durante episodios agudos
de humor no THB. Estudos recentes sugerem que 0S niveis de fatores
neurotroficos oscilam de uma forma orquestrada durante o curso de episodios
agudos e fases eutimicas. Por exemplo, o BDNF sérico esta reduzido na
depressdo bipolar e mania [3,9], enquanto niveis de GDNF sérico estao
aumentados durante a mania e depressdo bipolar [15]. E digno de nota que
fatores neurotroficos parecem estar alterados apenas durante o curso agudo de
estados de humor, enquanto pacientes estabilizados (eutimicos) apresentam 0s
niveis de fatores neurotroficos semelhantes aos controles [3, 15]. Foi referido que
o NT-3 esta temporal e espacialmente expresso no lugar do BDNF em algumas

populagbes de neurdnios, possivelmente para compensar a perda do BDNF [1].
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Estes efeitos compensatorios entre NT-3 e BDNF foram demonstrados pelo fato
de que o papel critico destas neurotrofinas na sobrevivéncia das células
granulares cerebelares e hipocampais s&do reveladas somente quando a
sinalizacdo de ambas as neurotrofinas esta embotada [10]. Além disto, a infusédo
de NT-3 aumenta a expressdo do mMRNA do BDNF no cortex cerebral [16], e
produz efeitos “tipo BDNF” induzindo a fosforilagdo do TrkB cortical [15]. Logo,
estamos tentados a especular que o incremento nos niveis de NT-3 observados
neste estudo ocorram em associagcdo com a diminuicdo de niveis séricos de
BDNF descritos previamente [3]. Este aumento poderia estar como uma resposta
compensatoria fisiolégica a oscilagbes funcionais ocorridas nos episédios de
humor. Isto esta de acordo com achados prévios que mostram que no giro
dentado e no locus coeruleus [19] uma infusdo de NT-3 atenua 0s sintomas

depressivos em modelos experimentais de depresséo [17].

Algumas limitacdes do presente estudo devem ser consideradas.
Primeiramente, medimos niveis séricos de NT-3. De qualquer forma, tem sido
demonstrado que o NT-3 atravessa a barreira encefalica e ha uma correlagéo
positiva bastante forte (r = 0.80) entre niveis séricos e cerebrais de NT-3,
sugerindo que as alteracdes periféricas possam corresponder, pelo menos em
parte, as modificagbes do NT-3 central [12]. Segundo, embora tenha sido relatado
que os antidepressivos [19], mas n&do os antipsicoticos [8] possam alterar os niveis
de NT-3, pouco se sabe dos efeitos de outros agentes psicotropicos sobre o NT-3.
Logo, ndo podemos descartar os efeitos de medicagbes nos resultados deste
estudo. Estudos posteriores comparando niveis de NT-3 em pacientes medicados

e ndo medicados poderao elucidar esta questao.

Concluindo, n6s encontramos que o0s niveis séricos de NT-3 estdo
aumentados em nos pacientes com THB durante episddios maniacos e
depressivos, se comparados aos pacientes eutimicos e controles. O presente

achado sugere que o NT-3 possa ser produzido e/ou secretado em resposta a
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tensdo associada com os episodios agudos de humor, e sustenta mais a hipétese

de que as neurotrofinas estao envolvidas na fisiopatologia do THB.
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Figure 1. Increase NT-3 serum levels in manic and depressed bipolar patients in
comparison with healthy controls. *ANOVA and Tukey post test. Different letters
representation significant differences, p<0.01.
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Table 1. Clinical and demographic characteristics of bipolar patients and healthy

controls
Healthy Bipolar Patients
Controls Euthymic Manic Depressed P
(n=80) (n =30) (n=31) (n=19)
Gender
Female 56.3% 50.0% 45.2% 48.0% 0.555*
Male 43.8% 50.0% 54.8% 52.0%
Mean age 41.73(10.63) 41.63(9.51) 39.53(12.70) 43.42(8.00) 0.638**
(Years, S.D.)
Number of - 2.93(1.23) 3.41(1.40) 2.66(0.96) 0.106**
medications (Mean,
S.D)
Number of - 4.69(5.42) 4.39(5.52) 7.26(7.57) 0.241**
hospitalizations
(Mean, S.D.)
Number of suicide - 1.95(1.70) 1.60(0.89) 3.86(3.03) 0.033**
attempts (Mean,
S.D)
Age of first episode - 24.68(11.60) 25.61(10.92) 21.47(10.36) 0.428**
(Mean, S.D.)
Length of illness - 16.25(10.39) 14.93(11.21) 22.74(10.71) 0.055**
(Years, S.D.)
CGI (Mean, S.D.) - 3.53(1.65) 5.55(0,64) 4.05(1.03) 0.001**
GAF (Mean, S.D.) - 60.76(13.45) 35.00(7.30) 55.94(9.76) 0.001**
HAM-D (Mean, S.D.) - 5.65(3.37) 11.46(9.40) 16.89(7.51) 0.001**
YMRS (Mean, S.D.) - 5.16(5.26) 34.19(8.24) 5.15(4.68) 0.001**

* Chi-square test; ** One-way ANOVA test; CGI = Clinical Global Impression; GAF =
Global Assessment of Functioning; HAM-D = Hamilton Depression Rating Scale; YMRS =
Young Mania Rating Scale
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Abstract

It has been demonstrated that lithium and valproate, first line mood stabilizers,
increase BDNF content in rat hippocampus and frontal cortex, which suggests that
the regulation of neurotrophic factors might be associated with their
pharmacological effects. In sight of the scarcity of studies with other neurotrophins,
and the possible relevance of NT-3 in BD, here we investigate the effects of lithium
and valproate on NT-3 levels in rat serum and hippocampus, in an animal model of
mania induced by amphetamine. The use of amphetamine and mood stabilizers
was associated with an increase in NT-3 levels in serum and hippocampus. The
mood stabilizers Li and Valproate used before (prevention treatment) and after
(reversal treatment) amphetamine changed the NT-3 levels. NT-3 levels in serum
and hippocampus did not correlate. These results are in line with previous findings
suggesting that mood stabilizers may present neurotrophic properties. Moreover,
our findings add to the notion that mood stabilizers may exert some of their
functions by reducing the impact of mood changes on the level of neurotrophins in
certain brain regions. In the present study we have demonstrated that both Li and
VPT modulate serum and central (hippocampal) NT-3 levels. The lack of
correlation between serum and hippocampal levels of NT-3 raises a cautionary
note about the validity of serum assessments of this neurotrophin as a means to

infer about brain levels.

Keywords: animal model; bipolar disorder; mania; neurotrophin-3;

pathophysiology
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Introduction

Bipolar disorder (BD) is a common, severe, and chronic illness associated
with higher rates of suicide and general medical illnesses (Belmaker, 2004). BD is
reported to occur within families and can be treated with pharmacological agents.
However, the pathophysiology of BD remains largely unknown. One of the
difficulties in the approach to the pathophisiology of BD is the paucity of animal
modeling this disorder. Part of the problem is the fact that the disorder presents a
complex picture, where phases of depression alternate with periods of mania and
euthymia. Nevertheless, the unique hallmark of BD is acute mania (Belmaker,
2004). With this in mind and after a careful weighing of the literature on animal
models of bipolar disorder (Machado-Vieira et al., 2004), we developed and
validated an animal model of mania using a challenge with amphetamine (Frey et
al., Life Sciences 2006; Frey et al., Bipolar Disorders, 2006). AMPH was chosen
upon the fact that it is able to induce manic symptoms in both normal human
volunteers (Strakowski and Sax., 1998) and BD subjects (Anand et al., 2000).

There is increasing evidence suggesting an involvement of neurotrophic
factors in bipolar disorder (Hashimoto et al., 2004; Cunha et al., 2006, Rosa et al.,
2006). More specifically, we have showed that serum BDNF is decreased (Cunha
et al., 2006) while serum GDNF (Rosa et al.,, 2006) and serum NT-3 (Walz et al
submitted) are increased during manic and depressive episodes in BD patients.
Serum BDNF was negatively correlated with the severity of manic and depressive
symptoms (Cunha et al., 2006). Furthermore, it has been demonstrated that lithium

and valproate, first line mood stabilizers, increase BDNF content in rat
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hippocampus and frontal cortex (Einat et al., 2003). When this dataset is
considered, BDNF seem to be decreased in acute mood episodes but not in
euthymia (Cunha, 2006; Machado-Vieira et al., 2006; Rosa et al. 2006). In order to
add further information to this certainly incomplete mosaic of information, This
study was designed to investigate the effects of lithium and valproate on NT-3

levels in serum and brain (hippocampus) in an animal model of mania.
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Material and Methods

Animals. The experiments were performed in male Wistar rats (age: 3-4 months;
weight: 220-310 g), obtained from our breeding colony. Rats were housed five to a
cage, on a 12-h light/dark cycle (lights on between 7:00 a.m. — 7 p.m.), and food
and water were available ad libitum. All experimental procedures were carried out
in accordance with the NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and
the Brazilian Society for Neuroscience and Behavior (SBNeC) recommendations

for animal care.

Reversal treatment. The first model was designed in order to reproduce the
management of a manic episode (reversal treatment). Animals received one daily
IP injection of either D-amphetamine (AMPH - Sigma, St Louis, USA) 2mg/kg or
saline for 14 days (45 animals per group). Between the 8th and the 14th day,
saline and AMPH animals were divided in three experimental groups (15 animals
per group): lithium (Li) treatment, valproate (VPT) treatment and saline (SAL)
treatment. Li-treated animals received Li 47.5mg/kg IP twice a day, and VPT-
treated animals received VPT 200mg/kg IP twice a day. Locomotor activity was
measured 2h after the last injection, and the rats were sacrificed by decapitation
right after the open field task. The decapitation blood was collected without
anticoagulants, after that we centrifuge the blood in 3000 rpm for 15minutes. The
hippocampus were dissected, rapidly frozen, and stored at —80°C until assayed.
We sampled the hippocampus because of previous reports showing that BD

patients have lower N-acetyl-aspartate, a marker neuronal viability, in the
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hippocampus (Deicken et al., 2003; Bertolino et al., 2003), suggesting that BD may
be associated with hippocampal dysfunction. All Li-treated animals of reversion
and prevention experiments reached Li plasmatic levels between 0.6-1.2 mEq/L,

as recommended for the treatment of BD patients.

Prevention treatment. The second model was designed to mimic the maintenance
treatment used to prevent future episodes (prevention treatment). Animals received
either Li 47.5mg/kg IP twice a day, VPT 200mg/kg IP twice a day or saline for 14
days (30 animals per group). Between the 8th and the 14th day, Li, VPT and
saline-treated animals were divided in two experimental groups (15 animals per
group): each treated group received one daily IP injection of either AMPH 2mg/kg
or saline. Locomotor activity was measured 2h after the last injection, and the rats
were sacrificed by decapitation right after the open field task. The decapitation
blood was collected without anticoagulants, after that we centrifuge the blood in
3000rpm for 15minutes. The hippocampus were dissected, rapidly frozen, and

stored at —80°C until assayed.

Locomotor activity. The locomotor activity was assessed in the open-field task. The
task was performed in a 40 x 60 cm open field surrounded by 50 cm high walls
made of brown plywood with a frontal glass wall. The floor of the open field was
divided into 12 equal rectangles by black lines. The animals were gently placed on
the left rear quadrant, in order to explore the arena for 5 minutes. Crossings of the

black lines and rearings were counted.
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Biochemical measures. NT-3 levels in serum and hippocampus samples were
measured with sandwich-ELISA, using a commercial kit according to the
manufacturer instructions (Chemicon, USA). Briefly, brain slices were
homogenized in phosphate buffer solution (PBS) with 1ImM phenylmethylsulfonyl
fluoride (PMSF) and 1mM (EGTA). Microtiter plates (96-well flat-bottom) were
coated for 24h with the samples diluted 1:2 in sample diluent for brain slices and
1:6 for serum and standard curve ranged from 7.8 to 500 pg of NT-3. Then, plates
were washed four times with sample diluents and add monoclonal anti-NT-3 rabbit
antibody diluted 1:1000 in sample diluent was incubated for 2 hours at room
temperature. After washing, a second incubation with anti-rabbit antibody
peroxidase conjugated diluted 1:1000 for 1h at room temperature was carried out.
After addition of streptavidin-enzyme, substrate and stop solution the amount of
NT-3 is determined for read of absorbance in 450nm. The standard curve
demonstrates a direct relationship between Optical Density (OD) and NT-3
concentration. Total protein was measured by Lowry’s method using bovine serum
albumin as a standard. Serum Li levels were assessed in a commercial laboratory

blind to the experiments.

Statistical analysis. All data are presented as mean + S.E.M. Differences among
experimental groups in relation to control groups (saline or amphetamine) were
determined by Dunnet test. P values less than 0.05 were considered to indicate
statistical significance. Correlation between serum and hippocampal NT-3 levels

was determined using Pearson coefficient correlation.
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RESULTS

In the reversal treatment (figures 1A and 1B), AMPH and Li administration
increased serum (F=16,45; df=5,29; p=0,001) and hippocampal (F=21,77; df= 5,
29; p=0,021) NT-3 levels in saline-pretreated rats. However when Li was
administered to AMPH-pretreated rats, serum NT-3 was increased (F= 16,45; df=
5,29; p= 0,011), while hippocampal NT-3 levels were not different from controls
(p>0.05). When VPT was administered to AMPH-pretreated animals VPT
increased hippocampal NT-3 levels (F= 21,77; df= 5,29; p= 0,005), while serum
NT-3 levels were unchanged (p>0.05 as compared to control rats).

In the prevention treatment (figures 2A and 2B) Li and AMPH increased
serum (F=5,011; df= 5,29; p=0,002) and hippocampal NT-3 (F=9,12; df=5,29;
p=0,041) levels in saline-treated rats, while VPT increased hippocampal but not
serum NT-3 levels in saline-treated rats. When AMPH was administered to Li-
pretreated rats, hippocampal NT-3 levels was increased (F= 9,12; df= 5,29; p=
0,011), while serum NT-3 levels were unchanged (p>0.05), and when AMPH was
administered to VPT-pretreated rats, both serum (F=5,011; df=5,29; p<0,001) and

hippocampal (F= 9,12; df=5,29; p= 0,023) NT-3 levels were increased.

No correlation between serum and hippocampal NT-3 levels were found.
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DISCUSSION

The present study showed that, in an animal model of mania using amphetamine
(AMPH), AMPH raises levels of NT-3 in serum and in brain. This response was
diferentially changed by the use of lithium and valproate either before the use of
AMPH (prevention treatment) or after the use of AMPH (reversal treatment).
Lithium induced an increase in NT-3 in all conditions. The same pattern was

observed in one occasion where NT-3 was increased after VPT infusion.

Recent studies suggest that levels of neurotrophic factors oscillate in an
orchestrated fashion during the course of acute mood episodes and euthymic
phases. For instance, serum BDNF is reduced in bipolar depression and mania
(Cunha et al., 2006; Machado-Vieira et al., 2006), while serum GDNF is increased
during mania and bipolar depression (Rosa et al., 2006). It is noteworthy that
neurotrophic factors seem to be altered only during the course of acute mood
states, while stabilized (euthymic) patients present neurotrophic factors in the
same levels as controls (Cunha et al., 2006; Rosa et al., 2006). It has been
reported that NT-3 is temporally and spatially expressed in the place of BDNF in
some neuronal populations to compensate for the loss of BDNF (Agerman and
Enrfors, 2003). These compensatory effects between NT-3 and BDNF were
demonstrated by the fact that the critical role of these neurotrophins in the survival
of hippocampal and cerebellar granule cells are revealed only when the signaling
of both neurotrophins are blunted (Minichiello and Klein, 1996). Further, NT-3
infusion increase BDNF mRNA expression in the cerebral cortex (Schutte et al.,

2000), and produces BDNF-like effects inducing cortical TrkB phosphorylation
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(Rosa et al., 2006). Therefore, we are tempted to speculate that this increment of
serum NT-3 levels observed in the present study occurs in tandem with the
lowering in BDNF serum levels described previously (Cunha et al., 2006). Such an
increase in NT-3 could act as a compensatory physiological response to the strain
imposed by mood episodes. This is in line with previous findings which showed
that in the dentate gyrus and locus coeruleus (Smith et al., 1995) a NT-3 infusion
attenuated the correlates of disordered mood induced by the learned helplessness

and forced swim test paradigms (Shirayama et al., 2002).

Neurotrophic factors contribute to the growth, development, and plasticity of
selective neuronal populations in the nervous system acting via their high-affinity
receptors in specific nerves cells to influence their survival and gene expression.
NT-3 couples to the same signal transduction pathways as BDNF through their
respective receptors, and decreased expression of these factors could lead to
alterations in the structure and function of subpopulations of hippocampal neurons,
depending on the complements of receptors that are expressed in each cell type
(Duman and Monteggia, 2006). In addition, it has been reported that NT-3
modulates basal synaptic transmission and long-term potentiation in rat
hippocampus (Kato, 2003). Little attention has been paid to the study of NT-3 on
neuropsychiatric disorders, and some studied have shown a down-regulation of
NT-3 mRNA in cerebral ischemia, seizures, and brain trauma (Gall, 1993; Lindvall
et al., 1992; Hicks et al 1997). In BD, we have recently found that serum NT-3
(Walz et al submitted) and serum GDNF levels (Rosa et al., 2006) are increased

during manic and depressive episodes. Conversely, serum BDNF is decreased
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during manic and depressive states (Cunha et al., 2006). In the present study we
demonstrate that both Li and VPT modulate serum and central (hippocampal) NT-3

levels, although the level in blood and hippocampus did not correlate.
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Figure 1. Serum (A) and hippocampal (B) NT-3 levels in reversal treatment.
Results are presented as mean + S.E.M.; White bars represent saline (1-7 day) +
saline or mood estabilizers (8-14 day) and black bars represent amphetamine (1-7
day) + saline or mood estabilizers (8-14 day). * Groups (white and black bars) were
compared to saline+saline (control group); * Black bars was compared to
amphetamine+saline group.

71



0,060

0,050

0,040

0,030

NT-3 pg/ug prot

0,020

0,010

0,030

0,025

0,020

0,015

NT-3 pg/ug prot

0,010

0,005

>

H

*
| I :
l | I '
saline +saline lithium +saline  valproate+ saline+ lithiunmt+ valproate+
saline amphetamine  amphetamine  amphetamine

i

*

——*

*
*
I #

saline +saline

lithium +saline

valproate+
saline

saline+ lithium+ valproate+
amphetamine  amphetamine  amphetamine

Figure 2. Serum (A) and hippocampal (B) NT-3 levels in prevention treatment.
Results are presented as mean = S.E.M.; White bars represent mood estabilizers
(1-7 day) + saline (8-14 day) and black bars represent saline or mood estabilizers
(1-7 day)+ amphetamine. (8-14 day). * Groups (white and black) were compared to
saline+saline (control group); * Black bars was compared to amphetamine + saline

group.
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