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RESUMO

Estudos sugerem que o transtorno bipolar (TB) esta associado a disfun¢édo
mitocondrial e aumento do estresse oxidativo. O presente estudo tem
como objetivo investigar os pardmetros de estresse oxidativo em
mitocOndrias isoladas e atividade dos complexos mitocondriais em
linfocitos de pacientes com TB durante episédios depressivos ou
eutimicos. Este estudo avaliou os niveis de atividades dos complexos
mitocondriais (I, I1, 11111 e IV) em linfocitos de pacientes com TB. Além
disso, o presente estudo avaliou os seguintes parametros de estresse
oxidativo: anion radical super6xido, superéxido dismutase, espécies
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e niveis de carbonila em
particulas submitocondriais de linfécitos de pacientes bipolares. Nesse
estudo foram incluidos 51 pacientes bipolares: 34 na fase eutimica e 17
na fase depressiva. As fases do transtorno bipolar foram definidas com
base na Escala Young para Mania (YMRS) e Escala de Hamilton para
Depressdo (HDRS). Os resultados indicaram que 0s pacientes durante a
fase depressiva apresentaram um aumento nos niveis submitocondriais de
radical superoxido, de superdxido dismutase, de carbonila e de TBARS.
Essas alteracbes nos parametros de estresse oxidativo foram
companhados pela diminuicao da atividade do complexo Il. Além disso,
observou-se uma correlagdo negativa entre HDRS e complexo Il nos
linfocitos de pacientes depressivos bipolares. Houve uma correlagdo
negativa entre a atividade do complexo Il e pardmetros de estresse
oxidativo. Ainda, foi observado uma correlagdo positiva entre HDRS e
niveis de radical superdxido, superdéxido dismutase, TBARS e carbonila.
Os resultados do presente estudo sugerem que 0 estresse oxidativo
mitocondrial e a disfuncdo do complexo mitocondrial 1l podem
desempenhar papéis importantes na fase depressiva do TB.

Palavras-chave: Transtorno Bipolar; Depressdo bipolar; Estresse
oxidativo; Mitocondria; Complexos da cadeia respiratoria.






ABSTRACT

There is an emerging body of data suggesting that bipolar disorder (BD)
is associated with mitochondrial dysfunction and increased oxidative
stress. The present study aims to investigate the oxidative stress
parameters in isolated mitochondria and also mitochondrial complex
activity in BD patients during depressive or euthymic episodes. This
study evaluated the levels of mitochondrial complexes (I, II, lI-11l and 1V)
activities in lymphocytes from BD patients. In addition, it also evaluated
the following oxidative stress parameters: superoxide, thiobarbituric acid
reactive species (TBARS) and carbonyl levels in submitochondrial
particles of lymphocytes from bipolar patients. Fifty-one bipolar patients
were recruited: 34 in the euthymic phase and 17 in the depressive phase.
The phases of bipolar disorder were defined based on the Young Mania
Rating Scale (YMRS) and the Hamilton Depression Rating Scale
(HDRS). Our results indicated that the depressive phase could increase
the levels of mitochondrial superoxide, carbonyl and TBARS, and
superoxide dismutase, and could decrease the levels of mitochondrial
complex Il activity in the lymphocytes of bipolar patients. It was observed
that there was a negative correlation between HDRS and complex Il in
the lymphocytes of depressive bipolar patients. In addition, there was a
positive correlation between HDRS and superoxide, superoxide
dismutase, TBARS and carbonyl. Additionally, there was a negative
correlation between complex Il activity and oxidative stress parameters.
Our results suggest that mitochondrial oxidative stress and mitochondrial
complex Il dysfunction play important roles in the depressive phase of
BD.

Key words: Bipolar Disorder; Depression; Oxidative stress;
Mitochondria; Respiratory chain complexes.
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1 INTRODUCAO
1.1 TRANSTORNO BIPOLAR

O Transtorno Bipolar (TB) € um dos mais graves transtornos mentais
e afeta a vida de milhdes de pessoas em todo o mundo. E o terceiro
transtorno psiquiatrico com maior impacto na qualidade de vida (QV) do
paciente, ficando atras da depressdo e transtorno obsessivo compulsivo
(Subramaniam et al., 2013). O TB é um transtorno psiquiatrico complexo,
caracterizada por alteracdes do humor, compreendendo episddios
maniacos ou hipomaniacos, depressivos e mistos (Judd et al., 2003;
Kupka et al., 2007). A mania é caracterizada como humor expansivo ou
irritdvel, autoestima inflada ou grandiosidade, redugdo da necessidade do
sono, fuga de ideias, distratibilidade, agitagdo psicomotora, aumento da
atividade sexual e presenca de diversos comportamentos de risco. De
acordo com o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais
52 edicdo (DSM-5) a hipomania ndo é mais considerada uma condicdo
‘mais leve’ da mania, mas sim uma razao de tempo em que a pessoa passa
por episddios maniacos em relagdo aos episodios depressivos. Ja a
depressdo € caracterizada como humor deprimido, perda de interesse ou
prazer, perda ou ganho de peso, insbnia ou hipersonia, retardo
psicomotor, fadiga, perda de energia, diminuicdo da concentracao,
indecisdo e pensamento recorrente de morte (American Psychiatric
Association, 2013).

O TB pode ser dividido em tipo I, tipo Il, ciclotimia e sem outra
especificacdo (SOE). TB do tipo | é principalmente caracterizado pela
ocorréncia de um ou mais episoédios maniacos ou episddios mistos e um
ou mais episddios depressivos ao longo da vida. J4 o TB tipo Il ¢
caracterizado pela ocorréncia de um ou mais episodios depressivos,
acompanhados por pelo menos um episddio hipomaniaco. E por fim, o
transtorno ciclotimico é envolvido por multiplos periodos de sintomas
maniacos ou hipomaniacos e de sintomas depressivos. Na ciclotimia, os
sintomas maniacos/hipomaniacos e depressivos, tem gravidade, duragéo,
nlmero ou abrangéncia insuficiente para o diagnéstico do TB do tipo | ou
do tipo Il (American Psychiatric Association, 2013).

A presenga de episddio maniaco/hipomaniaco € o marco no
diagndstico do TB. Entretanto, os episodios depressivos sdo tdo
incapacitantes quanto os maniacos e mais da metade dos pacientes
apresentam episodio depressivo como quadro inicial (Barbosa e Teixeira,
2016). O episddio depressivo é o estado mais prevalente ao longo da vida
do paciente bipolar e o tratamento para a depressao bipolar € um desafio
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na pratica clinica. Estes episddios no curso do TB apresentam varios
problemas para o diagndstico e o tratamento. Em muitos casos, a
depressdo maior e 0 TB serdo diferenciados ao longo do curso dos
transtornos. Assim, 0 uso de antidepressivos é controverso no TB, pois,
podem desencadear um episddio maniaco, expondo o paciente aos riscos
relacionados a ciclagem e, consequentemente, a piora da evolucdo do
transtorno. Portanto, deve ser considerado o uso de antidepressivos
associado com um estabilizador de humor ou um antipsicético atipico,
exigindo extrema atencdo dos profissionais de satde (Ghaemi etal., 2001;
Cuellar et al., 2005; Schloesser et al., 2012; Alberich et al, 2016; Talaei
et al., 2016).

Em relacdo a prevaléncia do TB durante a vida, Clemente e
colaboradores (2015) demonstram em sua revisdo sistematica e meta-
analise estudos de 15 paises. Neste estudo foi demonstrada uma
prevaléncia de 1,06% para o TB tipo | e de 1,57% para o TB tipo Il. No
entanto, é dificil ter uma visdo real desses nimeros de uma forma
mundial, pois a prevaléncia € muito diferente de um pais para outro. A
india, por exemplo, possui prevaléncia de 0,1% para este transtorno
enquanto que os Estados Unidos de 4,4% (Merikangas et al., 2011). Jano
Brasil a prevaléncia geral é de 2,1% (Magalhdes et al., 2016). Diferencas
essas que podem ser explicadas em parte pelos possiveis subdiagnosticos
e diferentes instrumentos diagndsticos em diferentes paises.

O TB esta entre as condi¢cBes médicas mais incapacitantes e por este
motivo, tem sido visto como um problema de saide publica mundial
(Hyman et al., 2006). Segundo Magalhaes e colegas (2016), os custos por
incapacidade por motivo de episédios maniacos foi comparavel ao cancer
metastatico e maior que a amputacdo de membros superiores e
tuberculose. Talvez seja por isso que 0 TB também tem sido associado a
altas taxas de desemprego (Magalhées et al., 2016). Deste modo, o0 TB se
mostra um dos mais graves transtornos mentais, que apresenta alto
impacto na vida do paciente, da sua familia e da sociedade (Namjoshi e
Buesching, 2001; Zendjidjian et al., 2011).

A causa mais frequente de mortalidade no TB é o suicidio. Estudos
demonstram que aproximadamente 60% dos pacientes bipolares do tipo |
tém ideacdo suicida e que 29% desses ja tentaram suicidio em algum
momento de suas vidas. Geralmente, a ideacdo e a tentativa de suicidio
ocorrem durante a fase depressiva do transtorno (Novick et al., 2010).
Esse transtorno apresenta risco de suicidio de 20 a 30 vezes maior do que
na populacéo geral e a ndo adesédo ao tratamento € um importante fator de
risco de suicidio para esses pacientes (Bega et al., 2012; Pompili et al.,
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2013). No entanto, para um grande nidmero de pacientes, a farmacoterapia
existente ndo é eficaz (Zarate et al., 2006; Yatham et al., 2013).

1.2 FARMACOTERAPIA NO TRANSTORNO BIPOLAR

O tratamento farmacoldgico do TB é focado principalmente na fase
aguda do transtorno, no qual o objetivo é tratar o paciente com
mania/hipomania ou depressdo, para a recuperacdo dos sintomas,
levando-o a eutimia. Além disso, o tratamento de manutengdo ou
profilaxia é fundamental no TB para a prevencao de novos episodios, de
mania/hipomania e/ou depressdo. Além disso, 0 tratamento maximiza a
recuperacdo funcional, ou seja, faz com que o paciente continue em
remissao. Contudo, o tratamento de ambas as fases do transtorno pode ser
de dificil manejo, porque antidepressivos podem causar mania/hipomania
no paciente e os tratamentos que agem sobre os episédios maniacos, em
alguns casos, podem levar a episodio depressivo (Geddes e Miklowitz,
2013).

O Unico farmaco aprovado especificamente para o tratamento do TB
é o litio (Li), um estabilizador do humor, que foi langcado hd mais de 50
anos no mercado. Desde a identificacdo dos efeitos antimaniacos do Li
ndo foram desenvolvidos outros farmacos especificos para o tratamento
do TB, que tenham uma agéo precisa em ambos os polos do humor. Essa
falta de tratamentos especificos para o TB exige o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas (Manji e Chen, 2002; Einat et al., 2003;
Geddes e Miklowitz, 2013). Porém, outros farmacos podem ser utilizados
para o tratamento deste transtorno, como os anticonvulsivantes e alguns
antipsicéticos tipicos e atipicos. Estes farmacos, juntamente com o Li,
podem ser combinados para o tratamento agudo e o de manutencéo do
TB. Esses farmacos sdo utilizados principalmente no tratamento da fase
maniaca. Entretanto, o tratamento da depressao bipolar, é considerado um
desafio na pratica clinica, pois, 0 uso de antidepressivos possui um risco
muito grande no desencadeamento do episodio de mania. Levando em
consideragdo que pacientes bipolares possuem danos graves que séo
acentuados a cada episodio do humor; a escolha da farmacoterapia para a
depressao bipolar ndo depende somente do conhecimento sobre a eficacia
do medicamento, mas também sobre os riscos associados (Ghaemi, et al.,
2001; Haddad et al., 2009; Tohen e Vieta, 2009; Schloesser et al., 2012;
Gama et al., 2016).

A farmacoterapia tem um papel decisivo no TB. No entanto, estudos
tém demonstrado que 40% dos pacientes com TB em tratamento tém
recaidas em um ano e em cinco anos o valor sobe para 73% (Kapczinski
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et al., 2008; Valvassori, 2014; Neto e Carvalho, 2016). Esses dados
demonstram que mesmo com tratamento adequada os pacientes com TB
tém recorréncia de episddios de humor, ou seja, mesmo em tratamento
apropriado e boa adesdo farmacoldgica, os pacientes com TB ainda
podem ter novos episédios de humor. Como consequéncia desses
episadios de humor recorrentes, pior serd a evolucdo do TB, maior sera a
ocorréncia de novos episddios, esses terdo menores intervalos entre eles
e consequentemente uma piora no funcionamento psicossocial
(Kapczinski et al., 2008). Consequentemente, essa instabilidade pode
levar a comorbidades com outros transtornos mentais, a sintomas
residuais e a baixa adesao aos medicamentos, agravando o progndstico do
transtorno e elevando 0s custos com os servicos de saude (Costa, 2008).
A dificuldade para o desenvolvimento de novos farmacos para o TB esta
associada a falta de conhecimento sobre a precisa fisiopatologia desse
transtorno (Lund et al., 2012).

1.3 FISIOPATOLOGIA DO TRANSTORNO BIPOLAR

A base biolégica do TB tem sido considerada complexa, pois
envolve mdltiplos sistemas e multifatores (Figura 1). As causas ainda
permanecem desconhecidas; entretanto, acredita-se que seja uma soma de
varios fatores, tanto genéticos como ambientais, 0s quais interagem
durante o neurodesenvolvimento, determinando a vulnerabilidade do
individuo ao transtorno (Rizzo et al., 2014). A fisiopatologia do TB &
complexa, sua identificacdo tem se mostrado um desafio (Rajkowska,
2002).

Estresse
Oxidativo

Neurotrans-
missores

Transtorno
Bipolar

Resiliéncia
Celular

Mitocdndrias

Neurotrofinas Inflamacdo

Figura 1. Esquema ilustrativo das principais alteracbes investigadas na
fisiopatologia do transtorno bipolar. Atualmente os estudos sobre a neurobiologia
do TB tém focado principalmente em alteragdes genéticas, mitocondriais, em
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sistemas inflamatérios, em niveis de neurotrofinas, em resiliéncia celular,
neurotransmissdo e aumento de estresse oxidativo. Ndo apenas em alteracOes
monoaminergicas. (Adaptado de Fries et al., 2016).

Em suma, na tentativa de compreender o TB, estudos mostraram que
0s mecanismos moleculares, celulares e comportamentais interagem com
genes de suscetibilidade, estressores ambientais e mecanismos
bioguimicos (Berk et al.,, 2011). Esses mecanismos por sua vez,
promovem efeitos deletérios que contribuem para inflamacéo exacerbada
e estresse oxidativo, disfuncBes mitocondriais e de reticulo
endoplasmatico, vias de apoptose e neurogénese interrompidas (Kato e
Kato, 2000; Konradi et al., 2004; Clay et al., 2011; Gigante et al., 2011,
Pfaffenseller et al., 2014). Estudos Sugerindo também a desregulacdo de
multiplos sistemas neurais (Rajkowska, 2002; Bielau et al., 2007;
Pinsonneault et al., 2011).

Estudos tém fortemente sugerido o envolvimento de danos
mitocondriais no TB, como alteragcbes nos complexos da cadeia
respiratoria (Kato e Kato, 2000; Konradi et al., 2004; Morris e Berk, 2015,
Scaini et al., 2016) e aumento de estresse oxidativo (Kapczinski et. al.,
2011; Andreazza et. al., 2010). E a disfun¢do mitocondrial como um dos
principais responsaveis pelo aumento do estresse oxidativo (Orrenius et
al., 2007; Andreazza et. al., 2010; Clay et al., 2011; Gubert et al., 2013;
Scaini et al., 2016).

1.3.1 Transtorno Bipolar e altera¢gdes mitocondriais

A mitocéndria € uma organela responsavel por produzir energia para
todas as atividades celulares. No interior das mitocondrias ocorre a
respiracdo celular. A energia liberada na respiracdo celular é armazenada
em forma de ATP (adenosina trifosfato), que se difunde para todas as
regides da célula, fornecendo energia para as mais diversas atividades
celulares. As mitocondrias tém um papel essencial no metabolismo
celular e também estdo envolvidas na modulagdo dos niveis de célcio
celular (Ca?*), sdo fontes de substratos de crescimento celular e
desempenham um papel crucial no estresse oxidativo/nitrosativo e nas
vias de resiliéncia e morte celular (Pieczenik e Neustadt, 2007; Niizuma
et al., 2010; Soeiro-de-Souza et al., 2014).

Na matriz mitocondrial acontece o ciclo de Krebs, que fornece
NADH e FADH2, para a cadeia transportadora de elétrons que finalmente
ocorre a producéo de energia em forma de ATP (Velot e Srere, 2000). A
cadeia respiratoria € composta por cinco complexos (I, II, I1I, IV e V). O
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complexo | - também chamado de NADH; O complexo Il - também
denominado de succinato; O complexo I11 - ou citocromo ¢ oxirredutase;
O complexo IV - mais conhecido como citocromo ¢ oxidase; e finalmente
o gradiente eletroquimico formado pelo bombeamento de prétons durante
a cadeia respiratéria mitocondrial € utilizado como forca-motriz para o
complexo V - ou ATP sintase — para formar ATP (fosforilagdo oxidativa).
O ATP ¢ transportado para fora da mitocondria com o concomitante
transporte de ADP para dentro desta organela, através de um sistema
antiporte (Voet e Voet, 1995; Heales et al., 1999; Wallace, 1999; Nelson
e Cox, 2000).

A mitocondria possui um papel importante na fungéo neuronal. Os
neurdnios, assim como os musculos, tém membrana excitavel, a qual
permite a entrada de ions do meio extracelular por uma grande variedade
de canais. Assim, 0 neurbnio demanda alta quantidade de energia para
manter o equilibrio intracelular de fons contra o gradiente de concentracéo
(Nicholls e Budd, 2000). Assim, a disfuncdo mitocondrial ndo so
prejudica a producdo de energia, mas afeta também importantes funcdes
neuronais (Palmer et al., 2011).

Vérios estudos sugerem que o TB est relacionado a disfungdes
mitocondriais (Kato e Kato, 2000; Konradi et al., 2004; Quiroz et al.,
2008; Andreazza et. al., 2010; Soeiro-de-Souza et al., 2014). A
diminuicdo da funcdo mitocondrial com consequente prejuizo no
metabolismo energético celular é uma das hip6teses na explicacdo da
fisiopatologia do TB. Um estado energético celular irregular pode levar a
perda da func¢do e da plasticidade neuronal (Steckert et al., 2010).

A hipétese da disfuncdo mitocondrial no TB foi inicialmente
proposta por Kato e Kato (2000). Estudos tem mostrado significativa
diminuicdo da atividade da cadeia respiratoria mitocondrial (Andreazza
et al., 2010). Yuksel e colaboradores (2015) demonstraram que pacientes
bipolares tém niveis mais baixos de ATP, quando comparados a controles
saudaveis. Outro estudo clinico, utilizando Fo6sforo-31 com
espectroscopia de ressonancia magnética de imagem em adolescentes ndo
medicados com diagnostico de TB tipo | comparados com controles
saudaveis, mostraram que niveis de fosfocreatina (PCr do inglés
phosphocreatine) e ATP em cérebro de pacientes bipolares em
comparagao com controles foram significativamente menores, sugerindo
que a deficiéncia bioenergética relacionada a disfuncéo mitocondrial pode
desempenhar um papel importante na fisiopatologia e progresséo do TB
(Dudley et al., 2015). Niveis anormais de PCr geralmente indicam
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acentuadas alteracfes no metabolismo celular, em particular, na
insuficiéncia de ATP (Wyss e Schulze, 2002).

Estudos tem fortemente sugerido uma ligacdo entre disfuncdo
mitocondrial e dano oxidativo em proteina, lipideo e DNA, também
observados no TB (Machado-Vieira et al., 2007; Kunz et al., 2008;
Andreazza et al., 2010; Gubert et al., 2013; Morris e Berk, 2015). Os
complexos geram uma forca motriz através da passagem dos elétrons
pelos complexos da cadeia respiratoria mitocondrial, para a formacao de
ATP no complexo V. No entanto, com transferéncia de elétrons entre os
complexos, podem ocorrer a liberacdo desses elétrons nos complexos I,
11 ou 11, gerando espécies reativas de oxigénio (Erro) (Figura 2) (Orrenius
et al., 2007; Koopman et al., 2010). A disfuncdo da cadeia respiratoria
mitocondrial pode levar a produgéo excessiva de ERO. O excesso de ERO
pode desencadear reacfes intracelulares que levam a um aumento na
liberagdo de citocromo c, o qual ativa a pro-caspase-3, que por sua vez
ativa a caspase-9, ativando a cascata apoptética (Adam-Vizi e
Chinopulous, 2006). Outra rota de ativacdo de apoptose é via p53,
induzida por dano ao DNA, com consequente ativagdo da Bax e liberagédo
do citocromo ¢ pela mitocéndria (Adams e Cory, 2007).
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MITOCONDRIAL
EXTERNA

------- Ll ESPACO
INTERMEMBRANA
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Figura 2. O desenho mostra 0s complexos da cadeia respiratdria mitocondrial,
que é composta por cinco complexos (1, 11, 111, IV e V). Desenho esquematico da
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formacéo de anion radical superéxido (O,") durante a fosforilagdo oxidativa. A
figura demonstra a acdo das enzimas antioxidantes superéxido dismutase
(SOD)1, SOD2, glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT). A SOD2 age
sobre a molécula de Oz na matriz mitocondrial, produzindo peréxido de
hidrogénio (H20,), enquanto que a GPx age sobre 0 H,0,, produzindo H.0 e O,.
A SOD1 age sobre 0 O, produzindo H,O, no espago intermembrana e no citosol.
A CAT age sobre 0 H20; no citosol, produzindo H,0 e O,. O O,” pode atravessar
a membrana externa mitocondrial através de um canal i6nico dependente de
voltagem (VADC) e o0 H,O2tem livre acesso as membranas mitocondriais, como
pode ser observado pelas linhas pontilhadas do desenho (Adaptado de Valvassori
etal., 2014).

A disfuncdo mitocondrial pode ser responsavel por 90% dos ERO
enddgeno (Scaini et al., 2016). As mitocdndrias ocupam um papel central
no ciclo de vida-morte celular, elas podem servir como alvo potencial
para a modulagéo farmacoldgica (Scaini et al., 2016). Juntos esses estudos
podem explicar, a0 menos em parte, a reducdo no volume de algumas
regides do cérebro, que é acompanhada pela atrofia e perda celular, vista
em pacientes com TB (Drevets, 2001; Manji e Duman, 2001).

1.3.2 Estresse oxidativo no transtorno bipolar

As ERO, as espécies reativas de nitrogénio (ERN), entre outras
espécies reativas, sdo parte integrantes do metabolismo humano e estéo
presentes em diversas condicdes fisioldgicas (Vasconcelos et al., 2007).
No entanto quando sua produgdo é acentuada, sistema antioxidante ndo
consegue manter o equilibrio com o sistema oxidante e assim levara a
uma condicao de estresse oxidativo. O termo estresse oxidativo refere-se
a um desequilibrio entre a geracdo de espécies reativas e as defesas
antioxidantes, ou seja, um desequilibrio entre pro-oxidantes e
antioxidantes (Halliwell, 2007). Portanto, o aumento da producdo de ERO
e ERN ou alteragdes de mecanismos antioxidantes podem levar ao dano
de componentes celulares, tais como DNA, proteinas e lipideos
(Machado-Vieira et al., 2007; Andreazza et al., 2009).

Algumas das ERO sdo radicais livres, enquanto outras sdo agentes
oxidantes ndo radicalares, como por exemplo, o peroxido de hidrogénio.
Dentre as ERO, o radical superdxido e radical hidroxila sdo classificados
como radicais livres de oxigénio porque apresentam um elétron
desemparelhado em sua estrutura atdbmica. Os radicais livres, por
possuirem um ou mais elétrons desemparelhados, sdo as espécies mais
reativas (Halliwell e Gutteridge, 1989). O radical hidroxila é a ERO mais
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potente e, consequentemente, € 0 que causa maior dano nos sistemas
bioldgicos, devido ao seu tempo de vida extremamente curto (1x10%) e
de sua alta reatividade com uma grande variedade de moléculas organicas
(Yu, 1994). Além de ser produzido durante a fosforilacdo oxidativa, o
radical hidroxila, pode, ser formado por duas diferentes vias alternativas
em organismos vivos, pela reacdo de Fenton e pela reacdo de Haber-
Weiss (Haber e Weiss, 1934; Halliwell e Gutteridge, 1990), como
demonstrado na Figura 3:

Reacéo de Fenton:

Fe?* +H,0, —» Fe¥*+OH +OH"

Reacdo de Haber-Weiss:

0,"+H*+H,0, —> 0,+H,0+0OH

Figura 3. Reacdo de Fenton e reacdo de Haber-Weiss. A reagdo de Fenton é o
nome dado a oxidacdo de Fe® a Fe?* pelo H,O,, uma reacgdo que produz espécies
com alto poder oxidante como o OH-. Outra reacdo que gera o radical OH- é a
reacdo de Haber-Weiss, que é catalisada por metais de transicdo como o Ferro e
0 Cobre. (Adaptado de Valvassori et al., 2014).

Esse sistema de protecdo antioxidante pode ser enzimatico ou néo
enzimatico, e ambos trabalham em conjunto para minimizar os efeitos das
ERO nos tecidos. O sistema antioxidante enzimatico inclui a superéxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx), a
glutationa redutase (GR) e a glutationa S-transferase (GST) (Chance et
al., 1979; Yu, 1994; Barbosa et al., 2010). E esse sistema de defesa tem a
funcéo de inibir e/ou reduzir os danos causados pela acdo deletéria dos
radicais livres e/ou espécies reativas nao radicais (Yu, 1994; Halliwell,
2006).

Essas substancias citotoxicas podem também ser originadas através
de reagdes enzimaticas, de reacbes de auto-oxidacdo ou ainda pelo grupo
heme de algumas proteinas. Cerca de 1-2% do oxigénio consumido
durante a fosforilacdo oxidativa é convertido em anion radical
superdxido, quando elétrons sdo liberados da cadeia de transporte de
elétrons e sdo acidentalmente transferidos para o oxigénio molecular
(Orrenius et al., 2007). No entanto, sob condi¢des metabolicas ou de
estresse especificos, uma quantidade ainda maior de elétrons podem ser
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liberados da cadeia respiratdria, aumentando ainda mais a geracdo de
anion radical superoxido mitocondrial. Esta liberagdo acidental de
elétrons ocorre nos complexos I, 11 ou I11 (Orrenius et al., 2007; Koopman
etal., 2010).

Além de ERO, as ERN, também pode induzir danos a biomoléculas.
As ERN tém como principais representantes o Oxido nitrico e o
peroxinitrito (Pero et al., 1990; Davies 1995; Sarkar e Bhaduri, 2001;
Bowler e Crapo, 2002). A interagdo do 6xido nitrico com o &nion radical
superdxido produz o peroxinitrito, o qual é capaz de se decompor
produzindo potentes oxidantes em pH fisiolégico. Ao contrario da
maioria das ERO e a exemplo do radical hidroxila, o éxido nitrico, bem
como o peroxinitrito, ndo possuem uma enzima antioxidante especifica,
sendo suas concentracdes reguladas pelos niveis de antioxidantes nédo
enzimaticos e, principalmente, pelas concentraces de anion radical
superodxido disponiveis (Rao et al., 1992; Kooy et al., 1997). Os danos
induzidos pela nitracdo da tirosina, embora significativos, sdo menos
agressivos quando comparados com o0s danos provocados pela
carbonilagéo de proteinas (Irie et al., 2003; Osoata et al., 2009).

Estudos clinicos tem fortemente sugerido o envolvimento do
estresse oxidativo no TB (Halliwell, 2006; Andreazza et al., 2009; Berk
et al., 2011). Niveis elevados de peroxidagao lipidica e dano a proteinas,
através, da teécnica de TBARS e formacdo de grupamento de proteinas
carbonila, tem sido observado no sangue de pacientes com TB, quando
comparado com controles saudaveis (Andreazza et al., 2009; Kapczinski
et al., 2011; Pedrini et al., 2012). Estudos postmortem tem demonstrado
niveis elevados de dano a proteinas e lipideos em cértex pré-frontal de
pacientes bipolares (Wang et al., 2009; Andreazza et al., 2010; Andreazza
etal., 2013). Além disso, o sistema de defesa antioxidante também parece
estar alterado no TB, até mesmo em estagios iniciais do transtorno.
Andreazza e colegas (2009) evidenciaram um aumento de glutationa,
tanto de GST quanto de GR, no sangue de bipolares em estagios iniciais
do transtorno. A enzima antioxidante SOD também foi encontrada
aumentada no sangue de pacientes bipolares, durante episddios de mania
e de depresséo (Kunz et al., 2008).

O estresse oxidativo pode ser detectado nas fases iniciais do TB, eles
tendem a ser mais pronunciados com o passar do tempo do transtorno ou
0 numero de episodios, sugerindo que o0 estresse oxidativo pode ser um
mecanismo de neuroprogressdo e uma fonte de biomarcadores de plasma
para monitorar o curso da doenca (Berk et al., 2011; Magalhdes et al.,
2012; Rizzo. et al., 2014).
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1.4 JUSTIFICATIVA

Os transtornos neuropsiquidtricos, que incluem distdrbios
neuroldgicos e psiquiatricos, sdo responsaveis por 13% da carga global
de doencas. Dentre eles, a depressdo maior € 0 TB possuem um ndmero
bastante representativo de pacientes. Entretanto, apesar de sua gravidade
ainda existe uma lacuna muito grande entre o tratamento desses
transtornos e a eficacia terapéutica de antidepressivos e estabilizadores de
humor (Lund etal., 2012). O TB é um dos mais severos transtornos e que
afeta a vida de milhdes de pessoas em todo o mundo. E o terceiro
transtorno psiquiatrico com maior impacto na qualidade de vida do
paciente, ficando atras da depressdo e transtorno obsessivo compulsivo
(Subramaniam et al, 2013).

A precisa neurobiologia do TB ainda é desconhecida e varios grupos
de pesquisa tém tentado descobrir novos biomarcadores para este
transtorno. A descoberta de novos biomarcadores para o TB poderia
ajudar tanto no diagnéstico quanto no desenvolvimento de novos
estabilizadores de humor. Diversos estudos clinicos e pré-clinicos
sugerem que 0 estresse oxidativo e alteragdes na cadeia respiratoria
mitocondrial desempenham um importante papel na fisiopatologia de TB
(Machado-Vieira et al., 2007; Kunz et al., 2008; Andreazza et al., 2009;
Yumru et al., 2009; Andreazza et al., 2010).
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2 OBJETIVOS DO TRABALHO
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as alteragdes mitocondriais em linfdcitos de pacientes com
TB durante episddio de depressdo ou eutimia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a atividade dos complexos da cadeia respiratoria
mitocondrial (complexos I, 11, lI-111 e IV) em linfocitos de pacientes com
transtorno bipolar, durante episodio de depressao ou eutimia;

- Avaliar a producdo de anion radical superdxido, a atividade da
enzima antioxidante superéxido dismutase (SOD), niveis de grupamentos
carbonila, de espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e a
nitracdo de proteinas através de quantificacdo de 3-nitrotirosina em
particulas submitocondriais em linfdcitos de pacientes com transtorno
bipolar, durante episédio de depressdo ou eutimia.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ASPECTOS ETICOS

A entrevista diagnoéstica e coleta de amostra de sangue periférico
foram realizadas apds assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (APENDICE 1). N&o houve conflito de interesses
entre 0s pesquisadores envolvidos e 0s achados da pesquisa. A presente
pesquisa teve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) pelo numero do
protocolo 16/2010 (ANEXO 1).

Foram avaliados 51 pacientes com TB tipo I, 34 estavam em
episodio eutimico e 17 estavam em episddio deprimido. Os pacientes
foram recrutados nas Clinicas de Psiquiatria e de Psicologia das Clinicas
Integradas da UNESC e no Ambulatério de Psiquiatria da Prefeitura
Municipal de Criciima. Além disso, foram realizados antncios em midia
(rédios, jornais e internet) na regido da AMREC de Santa Catarina, Brasil.
Os dois grupos foram pareados por género, idade atual, idade do primeiro
episadio e idade em que foi feito o diagndstico.

As triagens, aplicacdo das escalas e retirada de sangue foram
realizadas nas Clinicas Integradas da UNESC, no Ambulatério de
Transtorno Bipolar. O armazenamento das amostras de sangue coletados
e posterior analise foram realizadas no Laboratério de Neurociéncias e
Laboratério de Bioenergética, também na UNESC.

3.2 TRIAGEM

Apo0s a assinatura do TCLE, a avaliacdo diagnéstica foi realizada
através da Entrevista Clinica Estruturada para Transtornos do Eixo | do
DSM-IV (SCID-I). As fases do transtorno bipolar foram definidas com
base em Escala Young para Mania (do inglés Young Mania Rating Scale
- YMRS) (ANEXO 2) e Escala de Hamilton para Depresséo (do inglés
Hamilton Depression Rating Scale - HDRS) (ANEXO 3). Apos a triagem,
amostras de sangue foram coletadas por venopuncéo da regido antecubital
para as dosagens bioquimicas propostas.

As pontuacdes de corte utilizadas no estudo foram: YMRS > 12
como um indicativo de mania e HDRS > 7 como um indicativo de
depressdo. Os pacientes foram divididos em dois grupos como segue:
pacientes eutimicos que pontuaram HDRS < 7 e YMRS < 12; E pacientes
depressivos bipolares que pontuaram HDRS >7 e YMRS <7. Os pacientes
em fase mista foram excluidos.
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3.4.1 Entrevista Clinica Estruturada para o DSM-1V Transtornos do
Eixo 1 - SCID -1

A Entrevista Clinica Estruturada para o DSM-IV (SCID-IV),
traduzida e adaptada para o portugués por Cristina Marta Del Bem,
Antdnio Waldo Zuardi, José Antdnio Alves Vilela e José Alexandre de
Souza Crippa que se caracterizam como um instrumento utilizado para a
elaboracdo de diagnosticos clinicos psiquiatricos fundamentados no
DSM-1V. A SCID-I é dividida em mddulos que obedecem as categorias
diagndsticas maiores. Os critérios diagnosticos estdo presentes no proprio
corpo do instrumento, promovendo a elaboragéo do diagndstico conforme
a entrevista progride (Del-Ben, 2001).

3.4.2 Escala Young para mania - YMRS

A YMRS é uma das escalas de avaliacdo mais utilizadas para avaliar
sintomas maniacos. A escala tem onze itens e é baseado no relato
subjetivo do paciente, de sua condic¢do clinica nas Gltimas 48 horas.
Informagdo adicional baseia-se em observagdes clinicas efetuadas
durante o decurso da entrevista clinica. Os itens sdo selecionados com
base em descri¢des publicadas dos principais sintomas de mania. Foi
utilizado como ponto de corte o escore doze, onde, maior que doze
considerou-se um indicativo de mania do paciente e menor ou igual a doze
um indicativo de o paciente ndo estava em mania (Beigel et al., 1971;
Vilela et al., 2005).

3.4.3 Escala de Hamilton para Depressdo

Foi desenvolvida e elaborada por Hamilton no final da década de 50,
atualmente ¢ utilizado no mundo todo e é considerada “padréo ouro” na
avaliacdo da depressdo. Possui 21 itens com perguntas relacionadas a
humor, sentimentos, suicidio, insdnia, sintomas, trabalhos e atividades,
sendo mensuradas em escores. Foi utilizado como ponto de corte o escore
sete, sendo maior que sete um indicativo de humor deprimido e maior ou
igual a sete 0 paciente ndo apresentava humor deprimido (Neto et al.,
2001).
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3.5 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO PARA PACIENTES
3.5.1 Critérios de Inclusdo para Pacientes

(a) Ser acometido pelo Transtorno Bipolar do Humor Tipo I, Il com
episadio atual maniaco, depressivo ou eutimico, de acordo com o SCID-
| (DSM-IV);

(b) Paciente com idade a partir de 18 anos;

(c) Capacidade do paciente ou, em casos mais severos, do familiar
responsavel em fornecer o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Apéndice-1).

3.5.1 Critérios de Excluséo para Pacientes

(@) Negar-se em fornecer o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido;
(b) Negar-se a coletar a amostra de sangue periférico;

3.6 REGISTRO E ARMAZENAMENTO DE DADOS

Os dados dos pacientes foram registrados nos documentos préprios
do projeto de pesquisa, também foram registrados a presenca e
participacdo na pesquisa no prontuario das Clinicas Integradas da
UNESC. Os documentos da pesquisa foram armazenados em armarios
chaveados com acesso somente aos pesquisadores diretamente ligados ao
projeto.

3.7 ENSAIOS BIOQUIMICOS
3.7.1 Retirada de Sangue Periférico

Amostra de sangue periférico num volume de 30 ml foram coletadas
dos pacientes por venopunsdo da regido antecubital do braco direito ou
esquerdo. As amostras foram homogeneizadas em tampédo
correspondente a técnica a ser utilizada e armazenadas a —80°C. A
proteina foi determinada pelo método de Lowry e colaboradores (1951)
usando albumina sérica bovina como padréo.

Apos a coleta foi fornecido aos pacientes um lanche leve (bolos e
bolachas) acompanhado por liquido (sucos e ch&s) para auxiliar na
reidratacdo e elevar o nivel glicémico.
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3.7.2 Protocolo de Isolamento de Linfdcitos a partir de Sangue
Periférico

O sangue foi obtido através de uma punc¢éo venosa, usando seringas
heparinizadas. As amostras foram refrigeradas a -80°C para serem
processadas em até oito horas apds a coleta. As células mononucleares de
sangue periférico (PBMC - do inglés: Peripheral blood mononuclear
cells) foram isoladas utilizando centrifugacdo em gradiente de densidade
Ficoll-Paque (GE Healthcare, USA). As celulas mononucleares de sangue
periférico foram isoladas utilizando centrifugagdo em gradiente de
densidade Ficoll-Paque, de acordo com as instru¢es do fabricante. Foi
adicionada solugdo tampéo fosfato (PBS) na suspensdo PBMC resultante,
contendo principalmente linfdcitos, e centrifugada a 1300 RPM durante
10 minutos. O sobrenadante foi removido e o sedimento foi ressuspenso
em PBS (este procedimento foi repetido duas vezes). Apds foi o
sedimento foi centrifugado a 1200 RPM durante 5 minutos e o
sobrenadante foi removido e o sedimento foi alocado a -80°C para
posterior anélise (Boyum, 1976).

3.7.3 Atividades dos Complexos Enzimaticos da Cadeia Respiratoria
Mitocondrial

A partir das PBMC foi avaliada a atividade dos complexos da cadeia
respiratoria mitocondrial. A atividade do complexo | é avaliada pelo
método descrito por Cassina e Radi (1996) pela taxa de NADH-
dependente da redugéo do ferricianeto a 420 nm. A atividade do complexo
I foi medida pelo método descrito por Fischer et al. (1985), em que a
diminuicdo da absorbancia do 2,6-DCIP em 600 nm é usada para o
calculo da atividade do complexo II. A atividade do complexo Il é
determinada de acordo com Fischer et al. (1985) e é baseada na reducéo
do citocromo ¢ acompanhada em 550 nm a 37°C. A reacéo é iniciada pela
adicdo de decilubiquinol e 0 aumento na absorbancia em 550 nm durante
3 minutos a 37°C, devido a reducéo do citocromo c, é acompanhado. Apds
3 minutos é acrescentada antimicina A (3 pg/mL) e a absorbancia é
acompanhada durante outros 3 minutos. A atividade do complexo II-111 é
determinada como atividade sensivel & antimicina. A atividade do
complexo 1V foi determinada de acordo com Rustin et al. (1994), e é
calculada pela diminuicdo da absorbancia causada pela oxidacdo do
citocromo ¢ reduzido, medido em 550 nm.
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3.7.4 Avaliacdo de parametros de estresse oxidativo em particulas
submitocondriais das células mononucleares do sangue periférico

3.7.4.1 Protocolo de Isolamento Mitocondrial

A partir das PBMC foram isoladas as particulas submitocondriais.
Os PBMC foram centrifugadas a 700g durante 10 minutos para eliminar
0s nulcleos e os residuos celulares e o sedimento foi lavado para
enriquecer o sobrenadante que foi centrifugada a 7000g durante 10 min.
O sedimento obtido, lavadas e ressuspensas no mesmo tampdo, foram
considerados como consistindo principalmente de mitocéndrias intactas
capaz de realizar a fosforilacdo oxidativa. As operacGes foram realizadas
a 0-2°C. Particulas submitocondriais (SMP) foram obtidos por
congelamento e descongelamento (trés vezes) de mitocondrias isoladas.
Para medicOes a producéo de superdxido, PMS foram lavadas duas vezes
com 140 mMKCI, 20 mMTris-HCI (pH 7,4) e suspensas no mesmo meio
(Boveris et al., 1972).

3.7.4.2 Produgdo de anion radical superoxido em particulas
submitocondriais das células mononucleares do sangue periférico

A producdo de radical superoxido foi determinada em particulas
submitocondriais das células mononucleares do sangue periférico
utilizando um ensaio espectrofotométrico baseado na oxidacdo
dependente de superdxido de adrenalina a adrenocromo a 37°C (480 nm
= 4,0 mM-1 cm-1). O meio reacional consiste em manitol 0,2 M, sacarose
0,07 M, HCI 20 mM (pH 7,4), SMP (0,3-1,0 mg proteina / ml), catalase
0,1 M e adrenalina 1 mM. Utilizaram-se NADH (50 M) e succinato (7
mM) como substratos para ensaiar a producédo de O2 (Boveris, 1984).

3.7.4.3 Superdxido dismutase em particulas submitocondriais das células
mononucleares do sangue periférico

A partir das particulas submitocondriais das PBMC foi avaliada a
atividade superdxido dismutase. A atividade da SOD foi definida como a
capacidade do pirogalol de se auto-oxidar, em um processo altamente
dependente de O2-2; um substrato para SOD (Bannister e Calabrese,
1987). Resumidamente, a presenca de SOD influencia a inibicdo da
autoxidagdo de pirogalol, assim a atividade enzimética pode ser testada
indiretamente. A atividade foi realizada num espectrofotometro de duplo
feixe (420 nm). Além disso, para definir a curva padrdo de calibracdo,
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utilizou-se SOD purificado. Os valores de atividade de SOD foram
expressos como unidades por mg de proteina e 1 unidade de SOD ¢
definida quando existe uma autoxidagao de 50% de pirogalol.

3.7.4.4 Espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) em particulas
submitocondriais das células mononucleares do sangue periférico

Como um marcador de peroxidacdo lipidica, medimos a formacéo
de TBARS durante uma reacdo de aquecimento de &cido, conforme
descrito anteriormente (Esterbauer e Cheeseman, 1990). Resumidamente,
as amostras foram misturadas com 1 ml de &cido tricloroacético a 10% e
1 ml de &cido tiobarbitdrico a 0,67%, e depois aquecidas num banho de
agua a ferver durante 15 min. As TBARS foram determinados pela
absorvancia a 535 nm.

3.745 Producdo de grupamentos carbonila em particulas
submitocondriais das células mononucleares do sangue periférico

O dano oxidativo as proteinas foi medido pela quantificacdo de
grupamentos carbonila com base na reagdo com dinitrofenilhidrazina
(DNPH), conforme descrito anteriormente (Levine et al., 1994). As
proteinas foram precipitadas pela adi¢do de 4cido tricloroacético a 20% e
dissolvidas em DNPH; A absorbéancia foi lida a 370 nm.

3.7.4.6 3-nitrotrosina em particulas submitocondriais das células
mononucleares do sangue periférico

A nitragdo de proteinas foi analisada através de quantificagéo de 3-
nitrotrosina (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA kit Abcam,
ab116691). Apds uma breve incubacdo da amostra em uma placa, um
anticorpo anti-nitrotirosina € adicionado, seguido por um anticorpo
secundéario conjugado com HRP. A quantidade de nitrotirosina presente
na amostra foi determinada pela comparagdo com uma curva padrao.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando o software Statistical Package
for Social Sciences (SPSS), versao 22.0 (IBM Corporation, Armonk, NY,
EUA). A normalidade da distribuicdo de dados foi avaliada utilizando o
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teste de Shapiro-Wilk. Para identificar as diferencas entre os grupos
(pacientes depressivos versus pacientes eutimicos) nos parametros
bioquimicos, idade, idade de diagndstico, indice de massa corporal,
pontuacdo HDRS e pontuacdo YMRS foi utilizado o teste t de Student
para amostras independentes. As diferencas nos medicamentos utilizados
pelos pacientes, tabagismo e comorbidades foram avaliadas pelo teste
exato de Fisher. As correlagfes foram analisadas utilizando o teste de
Pearson. O coeficiente de correlagdo de Pearson foi utilizado para analisar
a forca da relacdo entre as variaveis continuas. Diferenca considerada
significativa com valor de P < 0,05.
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4 RESULTADOS

As caracteristicas clinicas dos pacientes estdo na Tabela 1. Todos 0s
grupos foram homogéneos quanto a idade e ao sexo, no entanto a amostra
foi composta em sua maioria por mulheres (76,5%). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre as fases do TB em termos de idade do
primeiro episddio, idade do diagndstico, tempo de progressdo do
transtorno, delay do diagnostico (anos), tabagismo atual, medicacGes em
uso, comorbidades e escore do YMRS. Os dados com diferenca estatistica
foram na HDRS (t=2,308, df=49, p=0,025), indicando a presenca de
humor deprimido em 17 pacientes bipolares. Além disso, os pacientes
depressivos tinham um indice de massa corporal significativamente maior
do que os pacientes eutimicos (t=2,082, df = 49, p=0,043).
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Tabela 1 — Caracteristicas dos pacientes

Pacientes bipolares

Eutimicos Depressivos
Caracteristicas (n=34) (n=17) Valor de p
Homens, n (%) 8(23.5) 4(23,5) )
Mulheres, n (%)° 26 (76,5) 13(76,5)
Idade, média + DP* 44 12,09 46,59 +11.1 0,473
Idade do primeiro episddio, MDN (IQR)* 23,00017,00-34,75)  23,00(16,50-28,75) 0,696
Idade do diagndstico. média + DP® 3629 +12.48 34,75+93 0,627
Tempo de progressdo do transtorno, MDN 13,50(6,50-26,25)  22,00(10,00-34,00) 0,160
(IQR)®
Delay do diagndstico (em anes), MDN (1QR)® 7,00(0,00-18,50) 8,50(0,00-15,50) 0,858
indice de massa corporal, média + DP® 2815577 3179+£610 0,043
Escore HDRS, média + DP* 464 £117 597+119 =0,001%
Escore YMRS, média + DP® 1,50 £2,93 0,88+ 141 0,418
Tabagismo atual, n (%)° 8(23.5) 10(58,8) 0,028
Medicagbes em uso
Litio, n (%) 16(47 1) 8(38.2) 0,584
Anticonvulsantes, n (%) 16(47,1) 9(42,9) 0,788
Antipsicoticos, n (%) 15(44,1) 11(52.4) 0,589
Antidepressivos, n (%)° 7(20,8) 6(28.6) 0,529
Benzodiazepinicos, n (%) 15(44,1) 6(28.6) 0,272
Anticolinérgico, n (%)° 1(2.9) 0(0.0) 1,000
Comorbidades
Diabetes Mellitus, n (%) 1(2.9) 2(11.8) 0,255
Hipotireoidismo, n (%) 4(11,8) 1(5.9) 0,654
Hipertirecidismo, n (%) 0(0.0y 1(5.9) 0,333
Hipertensdo arterial sistémica, n (%)° 7(20,6) 3(17.6) 1,000
Asma, n (%)° 3(8.8) 1(5.9) 1,000

Tabela 1: HDRS = Hamilton Depression Rating Scale. YMRS = Young Mania
Rating Scale. MDN = mediana; IQR = intervalo interquartil; DP = desvio padréo.
aMann-Whitney, os dados estéo expressos em mediana e intervalo interquartil (25
e 75 percentil). *Teste t de Student para amostras independentes, os dados estdo
expressos em média + desvio padrdo. ‘Teste exato de Fisher, os dados estdo
expressos em % de pacientes. *Diferenca entre pacientes bipolares depressivos
versus eutimicos, p < 0.05 considerada significativa.
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Tabela 2 — Parametros bioquimicos

Pacientes bipolares

Eutimicos Depressivos Valor de
Analises Bioquimicas (n=17) (n=34) p
Complexos da cadeia respiratéria
mitocondrial
Complexo |, média + DP 653,92+90,69 673,62+7580 0,319
Complexo I, média + DP 1,79+0,47 0,48+0,14 < 0,001%
Complexo IIHIl, média + DP 0,62+0,29 0,74+0,35 0,230
Complexo IV, média + DP 21,87+617 21,71£10,86 0,955
Estresse Qxidativo
Superoxido, média + DP 0,007+0,0015 0,045+0,014  <0,001*
Superoxido dismutase, média + DP 1,002+0,067 4 562+1 528 = (0,001*
TBARS, média + DP 0,00099+0,0006  0,0039+0,002 < 0,001*
Carbonilac&o de proteina, média + DP 2,201+0,889 6,563+1,605 =0,001*
MNitracdo de proteina
3-nitrotirosina, média + DP 87,9444 39 82,62+11,45 0,071

Tabela 2: Atividade dos complexos da cadeia respiratoria mitocondrial em
células mononucleares de sangue periférico; Pardmetros de estresse oxidativo em
particulas submitocondriais das células mononucleares do sangue periférico; 3-
Nitrotirosina em particulas submitocondriais das células mononucleares do
sangue periférico. Os resultados sdo expressos como média+DP. *Diferenca entre
pacientes bipolares em episddio depressivo versus eutimicos p <0,05 foram
consideradas estatisticamente significativas a partir do Teste T Student.

Avaliacdo da atividade dos complexos da cadeia respiratoria
mitocondrial (complexos I, I1, 1I-111 e IV) em linfdcitos de pacientes com
transtorno bipolar, durante episddio de depresséo ou eutimia

Os resultados da atividade dos complexos da cadeia respiratoria
mitocondrial estdo na figura 4 e na tabela 2. A atividade dos complexos |
(Fig. 4A), lI-1lIl (Fig. 4C) e IV (Fig. 4D) ndo tiveram alteracdes ao
comparar pacientes eutimicos e deprimidos. Por outro lado, a atividade
do complexo Il diminuiu nos pacientes em episddio depressivo (t=15,06,
df=49, p<0,001), quando comparados com pacientes eutimicos (Fig. 4B).
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Figura 4: Atividade dos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial em
células mononucleares de sangue periférico. Complexos | (A), 11 (B), I1-111 (C) e
IV (D). Os resultados sdo expressos como médiatDP. *Diferenca entre pacientes
bipolares em episodio depressivo vs eutimicos P <0,05 foram consideradas
estatisticamente significativas a partir do Teste T Student.

Foi analisada a correlagdo entre o escore da HDRS e a atividade do
complexo I (Fig. 5A), complexo Il (Fig. 5B), complexo II-111 (Fig. 5C) e
complexo IV (Fig. 5D). A HDRS teve correlacdo negativa com o
complexo Il em células mononucleares de sangue periférico de pacientes
bipolares (n=51; r?=0,65; p<0,001). A HDRS ndo mostrou correlacéo
com a atividade do complexo | (n=51; r>=0,0061; p=0,58), II-I1l (n=51;
r’=0,0095; p=0,49), ou IV (n=51; r>=0,0098; p=0,49).
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Figura 5: Correlacdes entre HDRS e complexos | (A), Il (B), II-111 (C) e IV (D)

em células mononucleares de sangue periférico de pacientes bipolares. Os
resultados foram avaliados utilizando o teste de correlacdo de Pearson.

Avaliacdo de paradmetros de estresse oxidativo em particulas
submitocondriais em linfocitos de pacientes com transtorno bipolar,
durante episddio de depressao ou eutimia

A figure 6 e tabela 2 demonstram os resultados dos parametros de
estresse oxidativo em particulas submitocondriais das células
mononucleares do sangue periférico. Os pacientes bipolares deprimidos
tiveram um aumento significativo nos niveis de &nion radical superdxido
nas particulas submitocondriais (t = 10,92, df = 49, p <0,001) em
comparagdo com o eutimico (Fig. 6A). Além disso, 0s pacientes em
episddio depressivo apresentaram atividade da SOD (t=9,55, df=49,
p<0,001) (Fig. 6B). Os danos lipidicos e proteicos foram medidos por
TBARS (t=5,65, df=49, p<0,001) (Fig. 6C) e carbonilacdo de proteina
(t=10,4, df=49, p<0,001) (Fig. 6D) consecutivamente em particulas
submitocondriais. Estes resultados demonstram um aumento dos danos
nos lipideos e proteinas nos pacientes bipolares deprimidos em
comparagdo com os pacientes bipolares eutimicos.
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Figura 6: Parametros de estresse oxidativo em particulas submitocondriais das
células mononucleares do sangue periférico. Niveis de superoxido (A), atividade
da superdxido dismutase (B), dano a lipideos TBARS (C) e carbonilagéo de
proteinas (D). Os resultados sdo expressos como médiatDP. *Diferenca entre
pacientes bipolares em episodio depressivo vs eutimicos p <0,05 foram
consideradas estatisticamente significativas a partir do Teste T Student.

O estudo também analisou a correlagdo entre a pontua¢do HDRS e
anion radical superoxido (Fig. 7A), atividade da SOD (Fig. 7B), niveis
de TBARS (Fig. 7C) e niveis de grupamentos carbonila (Fig. 7D). HDRS
teve correlacdo positiva com os niveis de anion radical superéxido (n=51;
r’=0,53; p<0,001), atividade da SOD (n=51; r>=0,55; p<0,001), niveis de
TBARS (n=51; r>=0,19; p=0,0013) e niveis de grupamentos carbonila
(n=51; r’=0,44; p<0,001).



S
N

“
© .
£ Figura 7A Figura 7B
c
S o010 2 -E 10-
5 o8
L =T L]
£ 008 ES 8
E=1 = =
3 008 T8 s
w Esl =
£ 04 25
3z £33 4
£
T 002 %5 2
E 0.00 J 2 g
c 15 0
E 002 33 J 15
e 2 E 2
= <3
S
ol
2
£ Figura7C Figure 7D
2 0.015
(=} w
g g 1
= o=
E L ] = E
g oo . 43-55 10
=)
&2
8 @ 5
= £3
£ 0.005 $ E Z s
E g3
3 sl L EE]
& . ] L 55 H
© 0,000 g g il
& O T T T 1 £ 0+ r -
< 0 5 10 15 LI | 5 10 15
g HDRS HDRS

Figura 7: Correlagdo entre niveis de HDRS e superoxido (A), atividade de
superdxido dismutase (B), niveis de TBARS (C) e niveis de carbonilagdo de
proteinas (D) em particulas submucoronérias de células mononucleares de sangue
periférico de pacientes bipolares. Os resultados foram avaliados utilizando o teste
de correlacdo de Pearson.

Avaliacdo a nitracdo de proteinas através de quantificacdo de 3-
nitrotirosina em particulas submitocondriais em linfdcitos de pacientes
com transtorno bipolar, durante episddio de depresséo ou eutimia.

A Figura 8 e a Tabela 2 mostram os resultados dos niveis de 3-
nitrotirosina, um produto de nitragdo de proteina tirosina. Os resultados
ndo mostraram diferenca significativa entre os grupos de pacientes
estudados. Além disso, foi analisada a correlagdo entre o escore HDRS ¢
0s niveis de 3-nitrotirosina (Fig. 8). HDRS ndo mostrou nenhuma
correlagdo com a 3-nitrotirosina (n=51; r>=0,006; p=0,58).
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Figura 8: 3-Nitrotirosina em particulas submitocondriais das células
mononucleares do sangue periférico. Os resultados sdo expressos como
médiatDP. *Diferenca entre pacientes bipolares em episddio depressivo vs
eutimicos p <0,05 foram consideradas estatisticamente significativas a partir do
Teste T Student.

Além disso, analisou-se a correlacdo entre a pontuacdo da HDRS
score e os niveis de 3-nitrotirosina (Fig. 9). HDRS ndo mostrou nenhuma
correlagdo com 3-nitrotirosina (n=51; r>=0,006; p=0,58).
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Figura 9: Correlagdo entre HDRS e 3-nitrotirosina em particulas
submitocondriais das células mononucleares do sangue periférico de pacientes
bipolares. Os resultados foram avaliados utilizando o teste de correlagdo de
Pearson.

Analisou-se também a correlacdo entre a atividade do complexo Il e
0s niveis do anion radical superéxido (Fig. 10A), a atividade da SOD (Fig.
10B), os niveis de TBARS (Fig. 10C) e os niveis de carbonilacdo de
proteinas (Fig. 10D). A atividade do complexo Il foi negativamente
correlacionada com os niveis do anion radical superéxido (n=51; r>=0,57;
p<0,001), a atividade da SOD (n=51; r?=0,598; p<0,001), os niveis de
TBARS (n=51; r>=0,19; p<0,001) e os niveis de carbonilacéo de proteinas
(n=51; r’>=0,56; p<0,001).
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Figura 10: Correlagdes entre a atividade do complexo Il e niveis de superdéxido
(A), superdxido dismutase (B), niveis de TBARS (C) e niveis de carbonilacéo de
proteinas (D) em particulas submitocondriais das células mononucleares do
sangue periférico de pacientes bipolares. Os resultados foram avaliados
utilizando o teste de correlagdo de Pearson.

Também foi analisada a correlacdo entre a atividade do complexo Il
e 0s niveis de 3-nitrotirosina (Fig. 11). A atividade do complexo Il ndo
mostrou nenhuma correlagdo com os niveis de 3-nitrotirosina (n=51;
r?=0,03; p=0,25).
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Figura 11: Correlagdes entre a atividade do complexo Il e a 3-nitrotirosina em
particulas submitocondriais de células mononucleares de sangue periférico de
pacientes bipolares. Os resultados foram avaliados utilizando o teste de
correlagdo de Pearson.
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5 DISCUSSAO

Vérios estudos, tanto clinicos quanto pré-clinicos, demonstraram
que alteragBes mitocondriais desempenham um papel importante na
fisiopatologia do TB (Halliwell, 2006; Andreazza et al., 2009; Berk et al.,
2011). No presente estudo, demonstrou-se que ha também diferencas nos
mecanismos mitocondriais entre os episodios de eutimia e de depressdo
bipolar. No entanto, os mecanismos especificos subjacentes a estas
disfuncdes ainda permanecem desconhecidos. Andreazza et al. (2010)
demonstraram que os pacientes com TB possuem niveis mais elevado de
oxidacdo de proteina mitocondrial do que controles saudaveis. Além
disso, Chang e colaboradores (2014) encontraram menores nimeros de
copias de acido desoxirribonucleico mitocondrial (MtDNA) e niveis mais
baixos de dano oxidativo ao mtDNA em leucdcitos de pacientes com TB.
Estas alteragdes podem levar a certas disfungdes mitocondriais, incluindo
o comprometimento dos complexos da cadeia respiratéria (Scola et al.,
2013; Akarsu et al., 2015), com consequente prejuizo na formagdo de
ATP (Dudley et al., 2016) e aumento dos niveis de ERO (Steckert et al.,
2013; Scola et al., 2016). E importante ressaltar que a disfuncio
mitocondrial, com consequente prejuizo no metabolismo energético
celular, tem sido descrita como principal desencadeador de estresse
oxidativo (Kato, 2007).

Os resultados do presente estudo demonstraram uma diminuicao
acentuada na atividade do complexo Il em células mononucleares de
sangue periférico de pacientes bipolares deprimidos, quando comparados
com pacientes eutimicos. Além disso, foi demonstrado que a HDRS
estava negativamente correlacionada com o complexo Il em células
mononucleares de sangue periférico de pacientes bipolares,
demonstrando uma relacéo significativa entre estas varidveis. O TB tem
sido associado a varios tipos de danos mitocondriais, tanto no cérebro
como no sangue dos pacientes (de Sousa et al., 2014). Recentemente,
Akarsu e colaboradores (2015), avaliaram amostras de sangue periférico,
onde foi demostrado uma diferenca significativa na expressdo dos genes
de subunidades do complexo | entre o grupo TB e 0 grupo de controle
saudavel para os seguintes genes: NDUFV1, NDUFV2 e NDUFS1. Neste
mesmo estudo, observou-se que os niveis de NDUFS7 e atividade
complexo | foram significativamente menores no cortex pré-frontal de
pacientes com TB do que de individuos saudaveis (Akarsu et al., 2015).
Em outro estudo, ndo foi encontrado diferenca significativa na atividade
do complexo | em células mononucleares do sangue periférico de
pacientes eutimicos comparados com controles saudaveis (Gubert et al.,
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2013). de Souza e colegas (2015) também ndo encontraram diferencas
significativas nas atividades dos complexos mitocondriais I-IV em
células mononucleares durante o episodio depressivo bipolar, quando
comparados com controles saudaveis (de Sousa et al., 2015). Essas
diferencas podem ser explicadas pelo fato de que o presente estudo
comparou 0s pacientes bipolares em episddio depressivo com 0s que
estavam em eutimia, enquanto os estudos anteriores compararam
pacientes bipolares eutimicos com controles saudaveis. O presente estudo
€ o primeiro a mostrar uma diferenca na atividade do complexo Il entre
pacientes bipolares em eutimia versus depresséo.

Yuksel e colegas (2015), utilizando a espectroscopia de ressonancia
magnética demonstraram que, quando comparados com controles
saudaveis, os pacientes com TB tém niveis mais baixos de ATP no lobo
occipital. Outro estudo utilizou a mesma técnica para demonstrar que 0s
niveis de PCr e ATP no cérebro de sujeitos com TB, encontrando uma
correlacdo negativa entre os parametros avaliados e a idade dos pacientes.
Notavelmente, esse estudo também mostrou que os niveis de PCr estavam
positivamente correlacionados com a idade dos controles saudaveis
(Dudley et al., 2015). Juntamente com nossos dados, esses estudos
sugerem que a deficiéncia bioenergética relacionada a disfuncéo
mitocondrial pode desempenhar um papel importante na fisiopatologia do
TB. Além disso, o estado energético celular anormal pode causar danos
na funcdo neural e plasticidade sinaptica e, consequentemente, levar a
danos cognitivos e alteragdes de humor, ambos observados no TB.

No presente trabalho, a diminui¢do da atividade do complexo Il foi
acompanhada por estresse oxidativo em particulas submitocondriais de
células mononucleares de pacientes bipolares deprimidos. E bem descrito
na literatura que a superproducao de ERO pode ser causa ou consequéncia
de danos mitocondriais. A producdo mitocondrial do &nion radical
superdxido ocorre principalmente nos complexos | e Il (Orrenius et al.,
2007; Koopman et al., 2010; Selivanov et al., 2011), podendo ser
consequéncia da transicdo de um elétron da NADH e da FADH para a
ubiquinona. A geracdo de ERO ocorre quando a molécula de oxigénio é
reduzida por somente um elétron ao invés de quatro, o qual levaria a
formagdo de duas moléculas de &gua e, consequentemente, a
neutralizacdo da molécula. Os radicais livres podem atuar diretamente nos
complexos da cadeia respiratéria mitocondrial. A exposi¢do cronica a
ERO pode resultar em dano oxidativo as proteinas, aos lipideos e aos
acidos nucleicos, com consequente baixa na producdo de ATP, disfuncéo
celular ou, até mesmo, a morte celular (Ghezzi e Zeviani, 2012). Nossos
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resultados demonstram uma correlacdo negativa na atividade do
complexo Il em relagdo aos niveis da enzima antioxidante SOD, do anion
radical superoxido, dos niveis de TBARS e de grupamentos carbonila. No
presente estudo, os altos niveis de superdxido mitocondrial, o dano
oxidativo aos lipideos e as proteinas mitocondriais nos pacientes
depressivos podem ser explicados, pelo menos em parte, pela inibicdo do
complexo I1. Esta bem descrito na literatura que a atividade reduzida dos
complexos da cadeia de transporte de elétrons e a producéo aumentada de
ERO com reducdo na capacidade do tamponamento de Ca?* pode levar a
morte celular (Callaly et al., 2015; Mattson, 2007; Soeiro-de-Souza et al.,
2014; Steckert et al., 2010).

No presente estudo foi observado dano aos lipideos e as proteinas
encontradas nos pacientes bipolares em depressdo, quando comparados
com 0s pacientes eutimicos. Siwek e colegas (2016) também
demonstraram que os niveis de TBARS foram significativamente mais
altos durante os episddios agudos de mania/hipomania ou depressao, mas
ndo na eutimia, quando comparados com controles saudaveis. Em um
estudo prévio foi demonstrado niveis de TBARS sérico elevados em
pacientes bipolares em fase maniaca, quando comparado com individuos
saudaveis. Além disso, nesse mesmo estudo, a atividade da GPx dos
pacientes bipolares foi significativamente menor do que a dos individuos
saudaveis (Tsai e Huang, 2015). Kunz e colegas (2008) também
demonstraram niveis de TBARS maiores em pacientes bipolares que
estavam em eutimia, em mania e em depressdo quando comparados com
controles saudaveis. Um estudo prévio também demonstrou niveis de
dano oxidativo aos lipideos maiores em pacientes bipolares do que em
individuos saudaveis (Andreazza et al., 2015).

Dano oxidativo as proteinas tém sido descritas tanto no TB quanto
na depressdo maior, sendo que niveis elevados de carbonilacdo de
proteina no contetdo sérico foram encontrados (Magalhées et al., 2012).
Um estudo anterior demonstrou aumento significativo nos niveis de 3-
nitrotirosina no sangue de pacientes com TB nas fases precoces e tardias
deste transtorno (Andreazza et al., 2009). Andreazza e colegas (2013)
encontraram um aumento na carbonilacédo de proteinas em sinaptossomas
de cortex pré-frontal de bipolares. Nesse mesmo estudo, os niveis de 3-
nitrotirosina estavam aumentados em mitocondrias do cdrtex pré-frontal
de pacientes com TB. Corroborando com esses resultados, um estudo
anterior também mostrou niveis aumentados de 3-nitrotirosina
mitocondrial no cdrtex pré-frontal de pacientes bipolares (Andreazza et
al., 2009). No presente estudo, ndo foram observadas alteragdes nos niveis
mitocondriais de 3-nitrotirosina em células mononucleares do sangue
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periférico dos pacientes bipolares depressivos, quando comparado com
o0s eutimicos. Um estudo anterior ndo encontrou diferenga significativa
nos niveis de 3-nitrotirosina em plasma de pacientes eutimicos idosos
com TB | ou Il e individuos saudaveis mais velhos (Andreazza et al.,
2015). Embora o presente estudo compare depressao bipolar vs eutimia e
0 estudo de Andreazza compare pacientes com TB tipo | ou Il vs controles
saudaveis, amhos sugerem que o dano nitrosativo ndo tem envolvimento
na fisiopatologia do TB.

No presente estudo um aumento nos niveis da atividade da SOD em
particulas submitocondriais de linfocitos de pacientes depressivos
bipolares foi encontrado. Uma correlagdo positiva entre HDRS e SOD
também foi encontrado. Além disso, houve correlacdo negativa entre
atividade de complexo Il e atividade de SOD, demonstrando uma
importante relagdo entre essas variaveis. A atividade antioxidante alterada
tem sido demonstrada em pacientes bipolares. Em um estudo prévio, de
Sousa e colegas (2014) mostraram que pacientes em episodio atual de
depressao bipolar apresentam aumento significativo em niveis de CAT e
GPx, juntamente com uma menor relagdo SOD/CAT no soro, quando
comparada com controles saudaveis. Consistente com 0s nossos
resultados, outro estudo constatou que a atividade SOD sérica foi
significativamente aumentada em pacientes bipolares maniacos e
deprimidos (Kunz et al., 2008). A SOD ¢é bem descrita como uma enzima
antioxidante de defesa primaria, capaz de reduzir o radical superéxido em
peréxido de hidrogénio, para assim ser convertido em agua e oxigénio
molecular por CAT ou GPx. Quando uma célula tem niveis aumentados
de SOD sem um aumento proporcional de peroxidases, 0 excesso de anion
radical superéxido produzido pode causar danos oxidativos as células e
aos complexos mitocondriais (Halliwell e Gutteridge, 1997; Ghezzi e
Zeviani, 2012). Além disso, o anion radical superdxido pode reagir com
metais de transicdo e gerar o anion radical hidroxila, que é o radical mais
nocivo (Halliwell e Gutteridge, 1997). Consequentemente, a
superexpressao da SOD mitocondrial, observada no presente estudo,
representa uma alteracdo nos mecanismos antioxidantes, que pode levar
a efeitos deletérios nos complexos mitocondriais.

E importante ressaltar que no presente estudo n&o foram excluidos
pacientes com doenca fisica, como diabetes mellitus, hipotireoidismo,
hipertireoidismo, hipertenséo arterial sisttmica e asma. Essas doencas
também podem afetar a fungdo mitocondrial e gerar estresse oxidativo.
Dado que as comorbidades sdo um grande problema no TB (Lin et al.,
2014; Hajek et al., 2016; Vancampfort et al., 2016; Jesus et al., 2016), é
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realmente dificil conseguir uma boa amostra para estudo excluindo todas
as comorbidades (fisicas e mentais). Entretanto, no presente estudo, foi
realizado o cuidado de verificar a porcentagem de pacientes com estas
doencas fisicas e comparar pacientes eutimicos vs depressivos, e nao
foram encontradas diferencas estatisticas.

Entre as caracteristicas dos pacientes mostardas na Tabela 1 pode ser
observada uma diferenca significativa no IMC dos pacientes bipolares
depressivos quando comparado aos pacientes eutimicos. Tendo como
base a Tabela 3, que identifica os niveis de IMC para adultos de acordo
com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS); os pacientes em eutimia
apresentam uma média geral de 28,15 sendo classificada como sobrepeso
e 0s pacientes em depressdo bipolar apresentaram uma média geral de
31,79 classificada como obesidade |. A obesidade pode ser uma
importante limitacdo do presente estudo j& que a obesidade por si s6
apresenta alteragdes metabdlicas e aumento de estresse oxidativo (Gomes
et al., 2010; Franca et al., 2013). Outro ponto importante na discusséo
sobre aumento de IMC dos pacientes bipolares do presente estudo é a
farmacoterapia, que pode trazer varios efeitos colaterais, entre eles o
aumento de apetite e 0 ganho de peso do paciente. O ganho de peso é uma
causa frequente para falta de adesdo ao medicamento, levando por vezes
a interrupgdo do tratamento pelo paciente, e, consequente, a piora do
prognostico do transtorno (Abeso, 2009; Almeida et al., 2009).

Tabela 3 Classificacdo IMC de adultos segundo a OMS

IMC (kg/m2) CLASSIFICACOES
Menor que 18,5 Baixo peso
18,5-24,9 Peso normal
25,0-29,9 Sobrepeso
30,0-34,9 Obesidade |
35,0-39,9 Obesidade Il
Maior ou igual a 40,0 Obesidade 111

Tabela 3: Adaptada das Diretrizes brasileiras de obesidade 2009/2010 (Abeso,
2009).

Outro ponto importante a considerar é que a farmacoterapia também
pode interferir na funcdo mitocondrial e no estresse oxidativo. No entanto,
um estudo livre de farmaco ou drug-naive é bastante complexo com os
pacientes com TB e ndo é praticavel pelo presente grupo de pesquisa. Na
verdade, por causa desta dificuldade, o medicamento tem sido sempre
uma limitac&o em estudos com pacientes bipolares. E importante ressaltar
que foi analisado o percentual de pacientes que estavam em tratamento
com litio, anticonvulsivantes, antipsicoticos, antidepressivos,
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benzodiazepinicos e anticolinérgicos. Ao comparar pacientes eutimicos
vs depressivos nao foram observadas diferencas significativas em relacdo
a farmacoterapia. Além disso, o impacto de diferentes tipos de
medicacdes nos parametros bioquimicos ndo pdde ser examinado porque
todos os pacientes estdo em tratamento com polifarmécia.

As principais limitagdes deste estudo foram a falta de pacientes
maniacos e um grupo controle saudavel. Além disso, 0s pacientes no
grupo deprimido ndo parecem ter sido severamente deprimidos (média
HDRS 8,94), que é apenas ligeiramente aumentada em comparagdo com
os resultados dos pacientes eutimicos (média HDRS 4,65). E importante
mencionar que os resultados apresentados aqui se referem ao sistema
periférico e podem ndo ser uma representagdo exata do que estd
acontecendo no sistema nervoso central.
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6. CONCLUSAO

Em concluséo, o presente estudo mostrou uma diminuicdo acentuada
na atividade no complexo Il da cadeira respiratoria mitocondrial em
células mononucleares de sangue de pacientes depressivos bipolares em
comparagdo com pacientes bipolares eutimicos. Além disso, a diminui¢do
da atividade do complexo Il foi acompanhada por danos oxidativos aos
lipideos e as proteinas, atividade aumentada de SOD e aumento da
producdo do anion radical superoxido em particulas submitocondriais de
células mononucleares do sangue periférico de pacientes depressivos
bipolares. Os dados deste estudo sugerem que O estresse oxidativo
mitocondrial e disfuncdo no complexo |l desempenham papéis
importantes na fase depressiva do TB.
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APENDICE 1 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

Estamos realizando um Projeto de Pesquisa intitulado “Estudo das
alteragbes no metabolismo energético e estresse oxidativo em particulas
submitocondriais de linfécitos de pacientes ambulatoriais com transtorno
bipolar”. O (a) sr(a). foi plenamente esclarecido de que participando deste
projeto, estara participando de um estudo de cunho académico, que tem como
objetivo “Avaliar as alteracdes no metabolismo energético e estresse oxidativo e
nitrosativo em particulas submitocondriais de linfécitos de pacientes
ambulatoriais com transtorno bipolar”. Embora o (a) sr(a) venha a aceitar a
participar neste projeto, estara garantido que o (a) sr (a) podera desistir a qualquer
momento bastando para isso informar sua decisdo. Foi esclarecido ainda que, por
ser uma participacdo voluntéria e sem interesse financeiro o (a) sr (a) ndo terd
direito a nenhuma remuneracdo. Os dados referentes ao sr (a) serdo sigilosos e
privados, preceitos estes assegurados pela Resolug¢do n° 196/96 versdo 2012 do
Conselho Nacional de Saude, sendo que o (a) sr (a) podera solicitar informagdes
durante todas as fases do projeto, inclusive ap6s a publicacéo dos dados obtidos
a partir desta. Mesmo ndo tendo beneficios diretos em participar, indiretamente
vocé estara contribuindo para a compreensdo do fendmeno estudado e para a
producdo de conhecimento cientifico.

Quaisquer duvidas relativas a pesquisa poderdo ser esclarecidas pelo(s)
pesquisador(es) no telefone (48) 3431 2618 ou pela entidade responsavel do
Comité de Etica da Unesc no telefone (48) 3431 2723.

Professores responsaveis: Jodo Quevedo e Samira Valvassori

Atenciosamente,

Nome e assinatura do(a) pesquisador Nome e assinatura do(a) prof

Consinto em participar deste estudo e declaro ter recebido uma
copia deste termo de consentimento.

Nome do(a) participante

Cricilima (SC) de de 201_.
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ANEXO 1 - APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA UNESC

Universidade do Extrema Sul Catarinense UNESC
“‘ Comité de Etica em Pesquisa - CEP
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Comilé do Elica om Pesguiss, reconhecdo pels Corsslo Nacional o Bfica =m Pesqusa
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Prajeta: 162010

Paktjuigndar:
Ratagl Riagel
Gustava Feler

Titalo: “Estuda das ahemgdes no melabolsme ersrgetion & sstrosss saidative em particuls
subimiocondrials de packanieg ambulsionials com irsnsterns bipokar do himee

Este projein el Aprovado am sous aspecics Elicos & matodolbgices, de acorda com as Dirslrizes &
Hoiress Inlemacionats & Nacionsis. Toda e gualquer slierscho do Projato dévera ser comunicada
ao CEP. Da membros do CEF nia parliciparam do processe de avaliscdo 9ok projalos onde
conglam como pesquisadores

Criciima, 16 da pnba da 2010,

=

Migada T. Schwalm
Coordenadara oo CEP
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Parecer Consubstanciado de Projeto de Pesquisa

mnmm:mmmnmmmmommnumm
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submitocondriais ambulatoriais com transtorno bipokar do humor
| Pesquisador Responsavel : Rafael Ermesto Riegel
| Data da Versao | |Cadastro 16 | [ Data do Parecer }
[ Grupo o Area Temdtica Il - Projeto fora das Areas tomiticas especiars * v
J'ommaom

l&uﬂﬂodo?nm

Pigha 12



Comentinos sobre as Referdntias Bibkogeéfice

69

Comentarios Gerais sotve & Projeto
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ANEXO 2 - ESCALA DE MANIA DE YOUNG

Young Mania Rating Scale (Young, 1978)

ESCALA DE MANIA DE YOUNG

Todos os itens devem ser preenchidos. Assinalar o nimero apropriado. Avalie
a gravidade dos sintomas no periodo dos Ultimos sete dias. Se o paciente se
sentiu melhor nos dltimos 3 dias, considere os 4 anteriores e pontue
considerando a média da intensidade e da frequéncia dos sintomas durante toda
a semana.

1. Humor e afeto elevados: este item compreende uma sensacdo difusa e
prolongada, subjetivamente experimentada e relatada pelo individuo,
caracterizada por sensagédo de bem estar, alegria, otimismo, confianga e animo.
Pode haver um afeto expansivo, ou seja, uma expressdo dos sentimentos
exagerada ou sem limites, associada & intensa relagdo com sentimentos de
grandeza (euforia). O humor pode ou ndo ser congruente ao conteldo do
pensamento.

(0) Auséncia de elevagdo do humor ou afeto.

(1) Humor ou afeto discreto ou possivelmente aumentados, quando questionado.
(2) Relato subjetivo de elevagdo clara de humor, mostra-se otimista, autoconfiante,
alegre, afeto apropriado ao conteddo do pensamento.

(3) Afeto elevado ou inapropriado ao contetdo do pensamento, jocoso.

(4) Euforico, risos inadequados, cantando.

(X) Néo avaliado.

2. Atividade motora - energia aumentada: este item compreende a
psicomotricidade — e expresséo corporal —apresentada pelo paciente, incluindo
a sua capacidade em controla-la, variando desde um grau de normalidade, até
um estado de agitacdo, com atividade motora sem finalidade, n&o influenciada
por estimulos externos. O item compreende ainda o relato subjetivo do paciente,
guanto a sensac¢do de energia, ou seja, capacidade de produzir e agir.

(0) Ausente.

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

(2) Apresenta-se animado ou com gestos aumentados.

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

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

(X) Néo avaliado

3. Interesse sexual: este item compreende ideias e/ou impulsos persistentes
relacionados a questdes sexuais, incluindo a capacidade do paciente em
controla-los. O interesse sexual pode restringir-se a pensamentos e desejos ndo
concretizados, em geral verbalizados apenas ap6s solicitagdo, podendo chegar
até a um comportamento sexual frenético e desenfreado, sem qualquer controle
ou critica quanto a riscos e normas morais.

(0) Normal, sem aumento.

(1) Discreta ou possivelmente aumentado.




71

(2) Descreve aumento subjetivo, quando questionado.

(3) Conteldo sexual espontaneo; discurso centrado em questdes sexuais; auto-relato
de hipersexualidade.

(4) Relato confirmado ou observacdo direta de comportamento explicitamente
sexualizado, pelo entrevistador ou outras pessoas.

(X) Néo avaliado

4. Sono: este item inclui a redu¢do ou falta da capacidade de dormir, e/ou a
reducédo ou falta de necessidade de dormir, para sentir-se bem disposto e ativo.
(0) Nao relata diminuicéo do sono.

(1) Dorme menos que a quantidade normal, cerca de 1 hora a menos do que o seu
habitual.

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

(3) Relata diminuigdo da necessidade de sono.

(4) Nega a necessidade de sono.

(X) Néo avaliado.

5. Irritabilidade: este item revela a predisposicdo afetiva para
sentimentos/emocdes como raiva ou mau-humor apresentados pelo paciente
frente a estimulos externos. Inclui baixo-limiar a frustacdo, com reacgdes de ira
exagerada, podendo chegar a um estado constante de comportamento
desafiador, querelante e hostil.

(0) Ausente.

(2) Subjetividade aumentada.

(4) Irrithvel em alguns momentos durante a entrevista; episodios recentes (nas
Ultimas 24 horas) de ira ou irritacdo na enfermaria.

(6) Irritavel durante a maior parte da entrevista; rispido e lacénico o tempo todo.
(8) Hostil, ndo cooperativo, entrevista impossivel.

(X) Néo avaliado.

6. Fala (velocidade e quantidade): este item compreende a velocidade e
quantidade do discurso verbal apresentado pelo paciente. Inclui sua capacidade
de percebé-lo e controla-lo, por exemplo, frente a solicitagdes para que
permaneca em siléncio ou permita que o entrevistador fale.

(0) Sem aumento.

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

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

(6) Quantidade e velocidade constantemente aumentadas; dificuldade para ser
interrompido (n&o atende a solicitagdes, fala junto com o entrevistador).

(8) Fala pressionada, ininterruptivel, continua (ignora a solicitacdo do entrevistador).
(X) Néo avaliado.

7. Linguagem — Disturbio do pensamento: este item refere-se a alteragdes da
forma do pensamento, avaliado pelas construcfes verbais emitidas pelo
paciente. O pensamento, pode estar mais ou menos desorganizado, de acordo
com a gravidade das alteragdes formais do pensamento, descritas a seguir:
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Circunstancialidade: fala indireta que demora em atingir o ponto desejado, mas
eventualmente vai desde o ponto de origem até o objetivo final, a despeito da
superincluséo de detalhes.

Tangencialidade: incapacidade para manter associacbes do pensamento
dirigidas ao objetivo — 0 paciente nunca chega do ponto inicial ao objetivo final
desejado.

Fuga de ideias: verbalizagfes rapidas e continuas, ou jogos de palavras que
produzem uma constante mudanca de uma ideia para a outra; as ideias tendem
a estar conectadas e, mesmo em formas menos graves, podem ser dificeis de ser
acompanhadas pelo ouvinte.

Ecolalia consonante: repeticdo automética de palavras ou frases, com
entonacao e forma que produzem efeito sonoro de rima.

Incoeréncia: fala ou pensamento essencialmente incompreensiveis aos outros,
porque as palavras ou frases sdo reunidas sem uma conex@o com ldgica e
significado.

(0) Sem alteragdes;

(1) Circunstancial; pensamentos rapidos.

(2) Perde objetivos do pensamento; muda de assuntos frequentemente; pensamentos
muito acelerados.

(3) Fuga de ideias; tangencialidade; dificuldade para acompanhar o pensamento,
ecolalia consonante.

(4) Incoeréncia; comunicagdo impossivel.

(X) Néo avaliado.

8. Contelido: este idem compreende ideias e crengas apresentadas pelo paciente,
variando, de acordo com a intensidade, de ideias novas e/ou incomuns ao
paciente, ideagdo supervalorizada (ou seja, crenca falsa, intensamente
arraigada, porém susceptivel & argumentacdo racional), a delirios (crengas
falsas, baseadas em inferéncias incorretas sobre a realidade, inconsistentes com
a inteligéncia e antecedentes culturais do paciente, e que ndo podem ser
corrigidas pela argumentacéo). Contetidos comumente encontrados no paciente
maniaco incluem:

Ideias misticas: de conteudo religioso.

Ideias paranoides: crenca de estar sendo molestado ou perseguido.

Ideias de grandeza: concepc¢do exagerada da prdpria importancia, poder ou
identidade, incluindo posses materiais, qualidades incomuns e relacionamentos
especiais com personalidades famosas ou identidades misticas.

Ideias de referéncia: crenca de que o comportamento dos outros tem relagéo
consigo proprio ou de que eventos, objetos ou outras pessoas possuem um
significado particular e incomum para si.

(0) Normal

(2) Novos interesses e planos compativeis com a condicao sécio-cultural do paciente,
mas questionaveis.

(4) Projetos especiais totalmente incompativeis com a condigdo sécio-econdmica do
paciente; hiper-religioso.
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(6) Ideias supervalorizadas.
(8) Delirios.
(X) N&o avaliado.

9. Comportamento disruptivo agressivo: este item compreende a atitude e as
respostas do paciente ao entrevistador e a situacdo da entrevista. O paciente
pode apresentar-se desconfiado ou irénico e sarcastico, mas ainda assim
respondendo aos questionamentos, ou entdo ndo cooperativo e francamente
agressivo, inviabilizando a entrevista.

(0) Ausente, cooperativo.

(2) Sarcastico, barulhento, as vezes, desconfiado.

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

(6) Agressivo, destrutivo, entrevista impossivel.

(X) Néo avaliado.

10. Aparéncia: este item compreende a apresentagdo fisica do paciente
incluindo aspectos de higiene, asseio e modo de vestir-se.

(0) Arrumado e vestido apropriadamente.

(1) Descuidado minimamente, adornos ou roupas minimamente inadequados ou
exagerados.

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

(3) Desgrenhado, vestido parcialmente, maquiagem extravagante.

(4) Completamente descuidado, com muitos adornos e aderecos, roupas bizarras.
(X) Néo avaliado.

11. Insight (discernimento): este item refere-se ao grau de consciéncia e
compreensdo do paciente, quanto ao fato de estar doente. Varia de um
entendimento adequado (afetivo e intelectual) quanto a presen¢a da doenga,
passando por concordancia apenas frente a argumentacdo, chegando a uma
negacdo total de sua enfermidade, referindo estar em seu comportamento
normal e ndo necessitando de qualquer tratamento.

(0) Insight presente: espontaneamente refere estar doente e concorda com a
necessidade de tratamento.

(1) Insight duvidoso: com argumentagdo, admite possivel doenca e necessidade de
tratamento.

(2) Insight prejudicado: espontaneamente admite alteracdo comportamental, mas ndo
a relaciona com a doenga, ou discorda da necessidade de tratamento.

(3) Insight ausente: com argumentacdo, admite de forma vaga alteracdo
comportamental, mas n&o a relaciona com a doenca e discorda da necessidade de
tratamento.

(4) Insight ausente: nega a doenca, qualquer alteragdo comportamental e necessidade
de tratamento.

(X) Néo avaliado.
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ANEXO 3 — ESCALA DE AVALIAGCAO DE DEPRESSAO DE
HAMILTON

GUIA DE ENTREVISTA ESTRUTURADA PARA ESCALA DE
AVALIACAO DE DEPRESSAO DE HAMILTON

Structured Interview Guide for the Hamilton Depression Rating Scale (Sigh-D)
— Williams (1988)

Entrevistador:

A primeira questdo para cada item deve ser feita exatamente como esta escrita.
Frequentemente essa pergunta ira extrair informagdes sobre a gravidade e a
frequéncia de um sintoma. As questdes especificadas devem ser usadas até haver
informacdo suficiente para se avaliar o item com seguranga. Em alguns casos,
vocé pode ter de adicionar suas proprias perguntas para obter as informacgdes
necessarias.

Notas:

Periodo de tempo:

Embora as perguntas indiquem que as avaliagdes devem se basear nas condi¢des
do paciente na ultima semana, alguns investigadores, podem desejar, como uma
medida de mudanca, basear suas avaliagdes nos Gltimos dois ou trés dias; desse
modo, as perguntas devem ser procedidas por “Nos tltimos dois dias...”.

Item perda de peso:

Recomenda-se que esse item seja avaliado positivamente sempre que o paciente
tenha perdido peso em relacdo ao seu peso habitual (i.e., antes do episddio
depressivo atual), a ndo ser que ele tenha comecado a readquirir o peso perdido.
No entanto, uma vez que o0 paciente comece a ganhar peso, mesmo que ainda
esteja abaixo de seu peso habitual, ele ndo deve ser avaliado positivamente nesse
item.

Referente ao funcionamento habitual:

Muitas das perguntas da entrevista referem-se ao funcionamento habitual do
paciente. Em alguns casos, quando, por exemplo, o paciente apresenta distimia
ou transtorno afetivo sazonal, o referencial deve ser a Ultima vez em que esteve
bem (ou seja, nem deprimido nem euférico) por pelo menos algumas semanas.

GUIA DA ENTREVISTA ESTRUTURADA PARA A ESCALA DE
AVALIACAO DE DEPRESSAO HAMILTON

Introducéo

Gostaria de lhe fazer algumas perguntas sobre a Gltima semana. Como vocé tem
se sentido desde a Ultima (dia da semana)? Se paciente ambulatorial: vocé tem
trabalhado? Se n&o: especifique por que ndo?
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1- Como tem estado o seu humor na Ultima semana?

Voceé tem se sentido para baixo ou deprimido?

Triste? Sem esperanca?

Na ultima semana, com que frequéncia vocé se sentiu (utilize a palavra referida
pelo paciente)? Todos os dias? O dia inteiro? Vocé tem chorado?

HUMOR DEPRESSIVO (tristeza, desesperada, desamparo, inutilidade)

0 ( ) Ausente.

1 ( ) Sentimentos relatados somente se perguntados.

2 () Sentimentos relatados espontaneamente, com palavras.

3 ( ) Comunica os sentimentos ndo com palavras, isto €, com a expressdo
facial, a postura, a voz e a tendéncia ao choro.

4 () O paciente comunica quase exclusivamente esses sentimentos, tanto em
seu relato verbal como na comunicacgéo nao-verbal.

Se pontuou de 1-4, pergunte: ha quanto tempo vocé tem se sentido dessa
maneira?

2- Vocé tem se sentido especialmente autocritico nesta Gltima semana,
sentindo que fez coisas erradas ou decepcionou outras pessoas.

SE SIM: Quais foram esses pensamentos?

Voceé tem se sentido culpado em relagéo a coisas que fez ou ndo fez?

Vocé tem pensado que, de alguma forma, vocé € responsavel pela sua
depressao?

Vocé sente que estd sendo punido ficando doente?

SENTIMENTO DE CULPA

0 ( ) Ausente.

1 () Auto-recriminagdo, acha que decepcionou outras pessoas.

2 () Ideias de culpa ou ruminagdes de erros ou a¢des pecaminosas (mas) no
passado.

3 ( ) Paciente acha que a doenca € uma puni¢éo (castigo). Delirio de culpa.
4 () Ouve vozes que o acusam ou denunciam e/ou tem alucinag@es visuais
ameagcadoras.

3- Nesta Ultima semana, vocé teve pensamentos de que ndo vale a pena
viver ou que vocé estaria melhor morto? Ou pensamentos de se machucar
ou até de se matar?

SE SIM: O que tem pensamento sobre isso? VVocé ja se machucou?
suICIDIO

0 ( ) Ausente.

1 () Acha que nédo vale a pena viver.

2 () Deseja estar morto ou pensa em uma possivel morte para si.

3 ( ) Ideias ou atitudes suicidas.

4 () Tentativas de suicidio.

4- Como tem sido seu sono na ultima semana?
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Vocé tem alguma dificuldade em iniciar o sono? Apds se deitar, quanto tempo
leva para conseguir dormir?

Em quantas noites nessa Gltima semana vocé teve problemas para iniciar o sono?
INSONIA INICIAL

0 ( ) Sem dificuldades para iniciar o sono.

1 ( ) Queixa de dificuldade ocasional para iniciar o sono, ou seja, mais que meia
hora.

2 () Queixa-se de dificuldade para iniciar o sono todas noites.

5- Durante esta Ultima semana, vocé tem acordado no meio da noite?

SE SIM: Vocé sai da cama? O que vocé faz? (somente vai ao banheiro?)
Quando volta para a cama, voceé volta a dormir logo?

Vocé sente que seu sono é agitado ou perturbado em algumas noites?

INSONIA INTERMEDIARIA

0 ( ) Sem dificuldade.

1 () Queixa de agitacéo e perturbacdo durante a noite.

2 () Acorda durante a noite - qualquer saida da cama (exceto por motivos de
necessidades bioldgicas).

6- A que horas vocé tem acordado pela manha na dltima semana?

Se cedo: Acorda com o despertador ou sozinho? A que horas vocé normalmente
acorda (ou seja, antes de ficar deprimido)?

INSONIA TARDIA

0 ( ) Sem dificuldade.

1 () Acorda durante a madrugada, mas volta dormir.

2 () Néo consegue voltar a dormir se levantar da cama durante a noite.

7- Como vocé tem passado seu tempo na Gltima semana (quando ndo esta no
trabalho)?

Vocé se sente interessado em saber (essas atividades) ou vocé tem que se forcar?
Vocé parou de fazer atividades que costumava fazer? SE SIM: por qué?

Ha alguma coisa que vocé aguarda ansiosamente?

(no segmento): Seu interesse voltou ao normal?

TRABALHO E ATIVIDADES

0 ( ) Sem dificuldades.

1 () Pensamentos e sentimentos de incapacidade, fadiga ou fraqueza,
relacionados a atividades, trabalhos ou passatempos.

2 () Perda de interesse e atividades, passatempos ou trabalho, quer relatado
diretamente pelo paciente, quer indiretamente por desatengdo, indecisdo ou
vacilagdo (sente que precisa se esforcar para o trabalho ou atividades).

3 () Diminuicéo no tempo gasto em atividades ou queda de produtividade. No
hospital, o paciente se ocupa por menos de trés hora por dia em atividades
(trabalho hospitalar ou passatempos), com excecdo das tarefas rotineiras da
enfermaria.
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4 () Parou de trabalhar devido a doencga atual. No hospital, sem atitudes, com
excec¢do das tarefas rotineiras da enfermaria, ou se ndo consegue realiza-las sem
ajuda.

8- Avaliacdo baseada na observagdo durante a entrevista.

RETARDO (lentificagcdo do pensamento e da fala, dificuldade de concentragéo,
diminuicdo da atividade motora)

0 ( ) Pensamento e fala normal.

1 ( ) Lentificacdo discreta a entrevista.

2 () Lentificagdo 6bvia durante a entrevista.

3 () Entrevista dificil.

4 () Estupor completo.

9. Avaliacdo baseada na observagédo durante a entrevista.

AGITACAO

0 ( ) Nenhuma.

1 ( ) Inquietacéo.

2 () Mexe as maos, cabelos, etc.

3 () Movimenta-se bastante, ndo consegue permanecer sentado durante a
entrevista.

4 () Retorce as maos roi as unhas, puxa os cabelos, morde os labios.

10 - Vocé tem se sentido especialmente tenso ou irritado nesta ultima
semana?

Vocé tem estado preocupado com coisas pouco importantes, com as quais
normalmente ndo se preocuparia? SE SIM: com o que, por exemplo?
ANSIEDADE PSIQUICA

0 () Sem dificuldade.

1 ( ) Tensdo e irritabilidade subjetivas.

2 () Preocupa-se com trivialidades.

3 () Atitude apreensiva aparente no rosto ou na fala.

4 () Paciente expressa medo sem ser perguntado.

11- Na ultima semana, vocé sofreu de alguns dos seguintes sintomas fisicos?
Leia a lista, parando ap6s cada sintoma para a resposta.
O quanto esses sintomas 0 incomodaram na Ultima semana? Quéo intensos
foram? Quanto tempo ou que com frequéncia os teve?
Nota: ndo considerar se claramente relacionados a medicagéo (por exemplo, boca
seca e imipramina)
ANSIEDADE - SOMATICA
Concomitantes fisiolégicos da ansiedade, como:

() Gl: boca seca, flatuléncia, indigestdo, diarreias, coélicas,
eructacgoes.

() CV: palpitagdo, cefaleias.

() Respiratdrios: hiperventilacdo, suspiros.
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() Sudorese.
0 ( ) Ausente.
1 ( ) Duvidosos ou trivial: sintomas menores, relatados quando questionados.
2 () Leve: paciente descreve espontaneamente os sintomas, que ndo sdo
acentuados ou incapacitantes.
3 ( )Moderada: mais que 2 sintomas e com maior frequéncia. Sdo acompanhados
de estresse subjetivo e prejudicam o funcionamento normal.
4 () Grave: numerosos sintomas, persistentes e incapacitantes na maior parte do
tempo, ou ataques de panico quase diariamente.

12- Como tem estado seu apetite nesta Gltima semana? ( Como se compara
ao seu apetite habitual?)

Vocé tem tido de se forgar a comer?

As outras pessoas tém de insistir pra vocé comer?

SINTOMAS SOMATICOS - GASTRINTESTINAIS

0 ( ) Nenhum.

1 () Perda de apetite, mas come sem necessidade de insisténcia.

2 () Dificuldade para comer se néo insistirem.

13 - Como tem estado sua “energia” nesta ultima semana?

Vocé se sente cansado o tempo todo?

Nesta Ultima semana, vocé teve dor nas costas, dor de cabega ou dor muscular?
Nesta Ultima semana, vocé tem sentido um peso nos membros, nas costas ou na
cabeca?

SINTOMAS SOMATICAS — GERAIS

0 ( ) Nenhum.

1 ( ) Peso em membros, costas ou cabeca; dor nas costas, cabeca ou muscular.
Perda de energia e fatigabilidade.

2 () Qualquer sintoma bem caracterizado e nitido.

14 — Como tem estado seu interesse por sexo nesta semana? (ndo estou lhe
perguntando sobre seu desempenho sexual, mas sobre seu interesse por sexo,
isto é, quanto vocé tem pensado nisso?

Houve alguma mudanca em seu interesse por sexo (relagdo a época em que vocé
ndo estava deprimido)?

Isso é algo em que vocé tem pensado muito? Se ndo: isso € pouco habitual para
VOCé?

SINTOMAS GENITAIS (como perda de libido, distirbios menstruais).

0 ( ) Ausentes.

1 () Leves ou infrequentes: perda de libido, desempenho sexual prejudicado.

2 () Obvio e graves: perda completa do interesse.

15 — Na ultima semana, quanto seus pensamentos tém focalizado na sua
saude fisica ou no funcionamento do seu corpo (comparado ao seu
pensamento habitual)
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Voceé se queixa muito de sintomas fisicos?

Vocé tem-se deparado com situacGes em que pede ajuda para fazer coisas que
poderia fazer sozinho?

SE SIM: Como o que, por exemplo? Com que frequéncia isso tem ocorrido?
HIPOCONDRIA

0 ( ) Ausente.

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

2 () Preocupagdo com a saude.

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

4 () Delirios hipocondriacos.

16 — Vocé perdeu algum peso desde que essa (DEPRESSAQ) comegou? SE
SIM: Quando?

SE INCERTO: Vocé acha que suas roupas estdo mais folgadas?

NO SEGUIMENTO: Vocé voltou a ganhar peso?

PERDA DE PESO (desde o inicio da doenca ou ultima avaliacao):

0 () Sem perda de peso ou perda de peso NAO causada pela doenga atual.

1 ( ) Perda de peso provavelmente causada pela doenga atual. Perda de menos
de meio quilo.

2 () Perda de pesa definitivamente causada pela doenca atual. Perda de meio
quilo ou mais.

17 — Avaliagdo baseada na observacéo.

CRITICA (CONCIENCIA DA DOENCA)

0 ( ) Reconhece estar deprimido e doente OU néo estar deprimido no momento.
1 ( ) Reconhece estar, mas atribui a causa a ma alimentacéo, ao clima, ao excesso
de trabalho, a um virus, & necessidade de descanso, etc.

2 () Nega estar doente.

ESCORE TOTAL HAM-17 ITENS

18 — Nesta ultima semana vocé se sentiu melhor ou pior em algum periodo
especifico do dia — manhd ou noite.
SE VARIACAO: Quanto pior vocé se sente (de MANHA ou de NOITE)?
SE INDECISO: Um pouco pior ou muito pior?
VARIACAO DIURNA
A. Anote se os sintomas sdo piores de manhd ou a noite. SE NAO
HOUVER variag&o diurna, marque nenhuma:
() Sem variacdo ou ndo deprimido no momento.
() Pior pela manha.
() Pior a tarde/a noite
B. Quando presente, anote a gravidade da variacao:
0 ( ) Nenhuma.
1( ) Leve.
2 ( ) Grave.
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Nota: caso haja variagdo diurna, s6 a contagem referente a sua gravidade (1 ou 2
pontos no item 18 B) é que deve ser incluida na contagem final. O item 18 A ndo
deve ser computado.

19 - Na tltima semana, vocé teve subitamente a sensac¢éo de que tudo € irreal,
ou que voceé estd em um sonho, ou separado do contato das outras pessoas de
uma maneira estranha?

Alguma situagdo de flutuacéo?

SE SIM: Quéo ruim isso tem sido? Quantas vezes isso aconteceu nesta Gltima
semana?

DESPERSONALIZACAO E DESREALIZACAO (como sensacdo de
irrealidade e ideias niilistas)

0 ( ) Ausentes.

1( )Leves.

2 () Moderadas.

3 ( ) Graves.

4 () Incapacitantes.

20 - Na ultima semana, vocé sentiu que alguém tentou te prejudicar ou te
machucar?

SE NAO: E sobre alguém falando de vocé pelas costas?

SE SIM: Fale mais sobre isso.

SINTOMAS PARANOIDES

0 ( ) Nenhum.

1 () Desconfiado.

2 (' ) Ideias de referéncia.

3 ( ) Delirios de referéncia e perseguicao.

21— Na ultima semana, vocé teve que fazer alguma coisa varias vezes? Houve
algo que voce teve de fazer e refazer varias vezes, como checar se as portas
estdo fechadas?

SE SIM: Vocé pode me dar um exemplo?

Vocé teve algum pensamento que ndo faz sentido para vocé, mas que fica
voltando na sua cabeca sempre, sem parar?

SE SIM: Vocé pode me dar um exemplo?

SINTOMAS OB SESSIVOS COMPULSIVOS

0 ( ) Nenhum.

1( )Leves.

2 () Graves.

ESCORE TOTAL HAM DE 21 ITENS.
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