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Resumo

Michelon L. Investigagdo da associacdo de variantes polimoérficas, sitios de
metilacdo e tamanho de telébmeros com resposta a longo prazo de litio em
Transtorno Bipolar [Tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo, 20109.

INTRODUGCAO: Litio é considerado tratamento de escolha para prevencéo de
recorréncia de Transtorno Bipolar. Dado o potencial de comprometimento
funcional trazido pela doenca, dos potenciais efeitos adversos de longo tempo
de uso e da ampla variabilidade da resposta terapéutica ao litio, faz-se
necessario melhorar a capacidade de definir os pacientes que se beneficiardo de
seu uso. As caracteristicas clinicas e bioquimicas ndo sao suficientes para
precisar grupos de resposta, o que aponta para marcadores genéticos como
importantes candidatos preditores. OBJETIVOS: Procurou-se investigar o
impacto da presenca de algumas variaces genéticas e suas possiveis
interrelacdes na determinacdo de resposta clinica de longo prazo. METODOS:
Foram selecionados 213 portadores de Transtorno Bipolar tratados com litio a
provenientes de 3 instituicbes. Todos o0s pacientes foram avaliados
retrospectivamente através dos registros médicos com finalidade de quantificar
a resposta terapéutica usando escala especifica (Escala de Alda). Foi extraido
DNA de amostras de sangue periférico, o qual foi genotipado pela técnica de
PCR em tempo real para variantes de genes associados ao mecanismo de acéo
intracelular do litio (SLC1A2. AKT1, GSK3B, MTOR). O comprimento dos
telomeros foi determinado através de PCR em tempo real e utilizando-se o
método 224t Andlise de pirossequenciamento foi utilizada para quantificar a
porcentagem de sitios de metilacdo especificos em regido do promotor IV do
gene BDNF e em regido promotora do gene Bcl-2. RESULTADOS: A distribuicdo
genotipica e alélica para as variantes rs4354668 (SLC1A2), rs1130214-
rs2494732-rs3730358-rs2498786  (AKT1), rs1732170-rs334558-rs3755556
(GSK3B) e rs1883965-rs1034528-rs2295080 (MTOR) nédo diferiram entre os
grupos de resposta. A taxa de metilacdo para os sitios cg05218375-cg23497217-
posicdo 3 do BDNF e para os sitios cg03813215-posi¢ao 2-posi¢cdo 3 do BCL2
nao diferiu entre os grupos de reposta. O sitio de metilacdo 3 do BDNF mostrou-
se associado a variante rs2498786 (0,019); o sitio cg23497217 mostrou-se
associado a variante rs1034528 (p = 0,019); o sitio cg05218375 mostrou-se
associado a variante rs4354668 (p = 0,042) e a variante rs1130214 (p = 0,042);
0 sitio cg23497217 e a posi¢cao 3 mostraram-se associadas a variante rs1034528
(p = 0,005 e p =0,047). Essas associacdes nao se correlacionaram a resposta
terapéutica. Entretanto a variante rs1130214 mostrou associagdo marginal com
resposta (p = 0,056) na presenca do alelo A e a taxa de metilacdo em
€g05218375 se correlacionou com o modelo continuo de resposta terapéutica
(rho = 0,53). O tamanho do teldmero nédo se associou a resposta ao litio, mas
apresentou diferenca significativa na presenca do alelo C da variante rs1034528
(p = 0,041). Analise de agrupamento e de reducdo de dimensionalidade n&o
forneceram modelos preditivos de interacdo entre variantes, sitios de metilagdo
e tamanho de teldmero para resposta terapéutica ao litio. CONCLUSOES:



Embora se tenha obtido demonstracdo da associacéo entre algumas variantes
testadas e alguns sitios de metilagédo, a interacdo entre elas ndo demonstrou
correlagcdo com a resposta farmacologica ao litio. Ndo ha duvidas de que essa
resposta é poligénica e em face de seus efeitos na fisiologia celular os genes
envolvidos devem representar a rede de proteinas ligada a acao do litio. Para
este estudo foram escolhidos preferencialmente genes centrais dessas redes,
potencialmente mais associados a predisposicdo para doenca. De qualquer
modo, a interacdo multissistémica de diferentes caracteristicas clinicas com
multiplas variantes genéticas e com perfil de metilacdo de sitios em promotores
de genes responsaveis pela remodelacdo celular, o que contrap&e os efeitos da
doenca, parece ser o modelo mais completo na correlacdo entre fendtipos de
resposta terapéutica de longo prazo e genética.

Descritores: Farmacogenética; Litio; Transtorno Bipolar; Polimorfismo de
Nucleotideo Unico; Metilacdo de DNA; Teldmero



Summary

Michelon L. Investigation of the association between polymorphic variants,
methylation sites and telomere length and long-term lithium response in Bipolar
Disorder [Thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo”, 2019.

INTRODUCTION: Lithium is considered the treatment of choice for recurrence
prevention of Bipolar Disorder. Given the potential for functional impairment
brought on by the disorder, the potential long-term adverse effects and a broad
variation in therapeutic response to lithium, it is necessary to improve the ability
to define patients who will benefit from its use. Clinical and biochemical features
are insufficient to characterize response groups, what points to genetic markers
such as important predictors. OBJECTIVES: We sought to investigate the impact
of the presence of some genetic variants and their possible interrelations in the
determination of long-term treatment outcome. METHODS: We selected 213
patients suffering from bipolar disorder and treated with lithium from 3 medical
institutions. All patients were retrospectively assessed through medical records
to quantify lithium response using a specific scale (Alda Scale). DNA was
extracted from peripheral blood samples, which were genotyped by thereal-time
PCR technique for variants of genes associated with the intracellular mechanisms
of lithium action (SLC1A2, AKT1, GSK3B, MTOR). The telomere length was
determined by real-time PCR using the 2*4Ct method. Pyrosequencing analysis
was used to quantify the percentage of specific methylation sites in the promoter
IV region of the BDNF gene and in the promoter region of the Bcl-2 gene.
RESULTS: The genotypic and allelic distribution for variants rs4354668
(SLC1A2), rs1130214-rs2494732-rs3730358-rs2498786 (AKT1), rs1732170-
rs334558-rs3755556 (GSK3B) andrs1883965-rs1034528-

rs2295080 (MTOR) did not differ between the response groups. The methylation
rate for sites c¢g05218375-cg23497217-position 3 of the BDNF and for sites
cG03813215-position 2-position 3 sites of the BCL2 did not differ between the
response groups. The methylation site 3 of BDNF was shown to be associated
with variant rs2498786 (0.019); site cg23497217 site associated with variant
rs1034528 (p = 0.019); site cg05218375 was associated with variant rs4354668
(p = 0.042) and variant rs1130214 (p = 0.042); sites ¢g23497217 and position 3
were associated with variant rs1034528 (p = 0.005 and p = 0.047). These
associations did not correlate with the therapeutic response. However, the
rs1130214 variant showed a marginal association with response (p = 0.056) in
the presence of the A allele and the methylation rate in cg05218375 correlated
with the continuous model of therapeutic response (rho = 0.53). Telomere length
was not associated with lithium response but showed a significant difference in
the presence of the C allele for rs1034528 variant (p = 0.041). Clustering analysis
and dimensionality reduction did not provide predictive models of interaction
between variants, methylation sites and telomere length regarding therapeutic
response to lithium. CONCLUSIONS: Although there was a demonstration of the
association between some analysed variants and some methylation sites, the
interaction between them did not show a correlation with the pharmacological



response to lithium. There is no doubt that this response is polygenic and from
the point of view of its effects on cellular physiology, the genes involved in any
test panel should represent the network of proteins linked to the action of lithium.
For this study, central genes of this network, potentially more associated with
predisposition to disease, were preferentially chosen. In any case, the
multisystem interaction of different clinical characteristics with gene networks and
their multiple variants with site-specific methylation rates in gene promoter
regions, which are responsible for cell remodelling counteracting the effects of the
disease, seems to be the most complete model in the correlation between
phenotypes of long-term therapeutic response and genetics.

Descriptors: Pharmacogenetics; Lithium; Bipolar Disorder; Polymorphism, Single
Nucleotide; DNA Methylation; Telomere



1 INTRODUCAO

Com o reconhecimento dos beneficios no tratamento do Transtorno
Bipolar (TB) ha 70 anos, o litio se tornou medicacdo padrdo nestes casos.
Porém, a resposta no controle das ciclagens de humor esta longe de ser ideal.
Mesmo com a introducgéo de novas drogas ao arsenal terapéutico dos transtornos
de humor, o ganho observado na préatica clinica mantém-se insatisfatorio.
Identificar com boa confiabilidade individuos que se beneficiardo do tratamento
com litio ou com outras drogas é de extrema importancia, tendo em vista os
aspectos deletérios associados a manutencdo e progressao dos sintomas

afetivos bem como aos riscos envolvidos no tratamento a longo prazo.

O refinamento diagnodstico e a caracterizacdo das variaveis clinicas
associadas a resposta terapéutica ao litio ndo se mostram suficientemente
capazes de atender a demanda de personalizacéao do tratamento. As influéncias
genéticas ligadas a resposta terapéutica séo inegaveis em diversos campos da
medicina mas ainda representam uma fronteira a ser explorada na psiquiatria.
Deste modo, identificar marcadores genéticos preditores de resposta ao litio
auxiliara significativamente no aumento da efetividade do tratamento
farmacologico dos portadores de TB e possivelmente dos demais quadros ao

longo do espectro de humor.

Estudos genéticos prévios ndo permitiram ainda estabelecer variantes
preditivas, como ja se esperava em virtude da complexa dindmica do genoma.
Ao considerar a necessidade de reconhecer os aspectos genéticos envolvidos

com os efeitos de litio, propde-se ampliar a investigacdo iniciada a alguns anos



(Michelon et al., 2006) e estudar a interagdo entre variantes estruturais do
genoma e mecanismos epigenéticos ligados a isso, bem como investigar a
associagdo do comprimento de teldomero com uso de litio. Assim espera-se
fornecer melhores dados para direcionar o tratamento de doengas com grande
repercussao e comprometimento na funcionalidade e qualidade de vida como

ocorre com o TB.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1Transtorno Bipolar

Transtorno Afetivo Bipolar (TAB), ou apenas Transtorno Bipolar (TB), é
uma doenca complexa em todos o0s seus aspectos. Pode se mostrar
heterogéneo, abrangendo um espectro de sintomas bastante amplo que se inicia
em um polo claramente depressivo, passa pelos estados mistos e termina em
um polo intensamente maniaco. Dentro desse continuum maniaco-depressivo,
alguns subgrupos foram validados como subtipos diagndsticos. A mais recente
versdo do manual diagnostico da Associacdo Americana de Psiquiatria(DSM-5)
discrimina 3 tipos. H& individuos que sofrem de oscilagdes claras entre os polos
depressivo e maniaco, 0s quais podem conter sintomas psicoticos em geral
congruentes com o0 humor, e que apresentam remissdo completa entre esses
episédios. Estes representam a forma classica da doengca maniaco-depressiva
qgue atualmente é referida como tipo I. Em torno de 20% desses pacientes
apresentam um ciclo em que episddios diferentes se sucedem, formando um
padrdo de mania-depressédo-intervalo (MDI) ou depressao-mania-intervalo
(DMI). Muito proximos desse padréo de ciclagem estédo os portadores de TB tipo
Il, os quais nunca apresentam quadros maniacos francos, mas sim hipomanias.
Os bipolares tipo Il podem eventualmente se tornar tipo | ao longo do tempo. Ha
ainda os ciclotimicos, que oscilam entre um quadro com sintomas depressivos

insuficientes para caracterizar um episodio de Depressao Maior (DM) e um



guadro hipomaniaco em geral leve. Sua prevaléncia durante a vida é de 1,06%

para o tipo | e de 1,57% para o tipo Il (Clemente et al., 2015).

Os episodios de alteragcdes de humor duram em média de trés a seis
meses (Angst; Preisig, 1995; Cusin, 2000; Frankle et al., 2002). Ha diferenca
entre os subtipos de episddios e tempo de duracdo: nos estados mistos (meédia
de 13,4 meses) e ciclagens rapidas o tempo para remissao tende a ser maior

gue em episédios puramente maniacos ou depressivos (Perugi et al., 1997).

Alguns individuos fogem um pouco desse perfil ciclico com episédios de
polaridade definida. Nestes casos, observam-se interposi¢cdo de sintomas de
polos opostos, o que caracteriza 0s episddios com aspectos mistos, ou
simplesmente episédios ou estados mistos. Com a modificagdo realizada no
DSM-5 a prevaléncia para um periodo de 10 anos de episédios de humor mistos
aumentou de 6 para 20% em um grupo de pacientes com TB tipos | e Il (Shim et
al., 2015). Prevaléncias acima de 30% tém sido relatadas, especialmente em
episodios depressivos e em mulheres (Miller et al., 2016). Outros pacientes
apresentam ciclos muito frequentes, se sucedendo de modo rapido, inclusive em
periodos de poucas horas, ou ainda apresentam ciclagem continua, sem
periodos intercriticos. Presenca de 4 ou mais episodios de humor ao longo do
periodo de 1 ano caracteriza aspectos de ciclagem r4pida, com prevaléncia entre
26 e 43% ao longo da vida (Carvalho et al., 2014). Ciclagem continua é

observada em até 30% dos pacientes (Tondo et al., 2018).

Tendo sido observados desde as descrigdes iniciais, aparentemente
essas apresentacdes clinicas tém aumentado de prevaléncia (Yutzy et al., 2012).

Provavelmente isso reflete a mudancga na compreenséo dos quadros afetivos e



consequente alteracdo nos critérios diagnosticos. Nao se pode excluir outros
precipitadores, inclusive a disseminagdo do uso de antidepressivos. Essas
carateristicas se associam a pior resposta terapéutica e maior morbidade (Miller
etal., 2016; Carvalho et al., 2014; Tondo et al., 2018). Etiologicamente as formas

de apresentacdo podem representar subtipos da doenca.

Manchia et al. (2017) confirmam achados de que o inicio do problema
ocorre em meédia aos 26,7 anos de idade para o tipo | e 30,6 anos para tipo Il,
sendo que 20 a 30% dos pacientes experimentam um primeiro episédio afetivo
antes dos 20 anos. Neste e em outros estudos, a distribuicdo da idade de inicio
gue melhor caracterizou a amostra é bimodal, distinguindo os tipos | e Il e
conferindo caracteristicas clinicas distintas. Alguns estudos discriminam um
terceiro pico de incidéncia com média de idade em torno de 47 anos. Maior
proporgéo de pacientes com TB tipo | apresenta inicio precoce comparando-se
com TB tipo II; abuso de &lcool é mais frequente em inicio precoce para ambos
0s tipos; o curso DMI ocorre mais frequentemente no tipo Il de inicio precoce e
o MDI no tipo | de inicio precoce. Ha importantes evidéncias de que TB de inicio
precoce esteja associado a maior carga genética familial, a ciclagem rapida, a
comorbidade com Transtorno Obsessivo Compulsivo (TOC) e Transtorno de

Panico (TP), e possivelmente com sintomas psicéticos (Geoffroy et al., 2013).

Em meta-analise conduzida por Joslyn et al. (2016) com total de 7370
individuos com TB (tipo I, Il e ndo especificado), inicio precoce, estabelecido
como abaixo de 20 anos, se associou a maior laténcia para inicio de tratamento
(Hedges' g=0,39;95% CI 0,15-0,64, p = 0,001), maior gravidade de depressao
(Hedges' g=0,42;95% CI 0,29-0,54; p < 0,001), maiores taxas de ansiedade

(OR=1,72; 95% CI 1,34-2,19; p < 0,001), de Transtorno de Personalidade



(OR=2,34;95% CI 1,85-2,95; p < 0,001) e de uso de substancias (OR=1,80;95%
Cl 1,39-2,35; p < 0,001). Embora nao tenha aparecido uma associagao nesta
meta-analise com pior prognostico, h4 uma relagcdo em estudos de seguimento
entre inicio precoce e significativa maior morbidade e mortalidade, além de

comprometimento cognitivo maior (Duffy et al., 2017).

Por outro lado, estima-se que um inicio tardio, em que a primeira mania
ou hipomania surge apés 50 anos de idade, ocorra em 5 a 10% dos individuos
com TB (Sajatovic et al., 2016). Mais raro e mais associado a alteragdes
organicas, clinicamente o inicio tardio demonstra pior progndstico, maior
incidéncia de episddios depressivos e aspectos mistos (Shulman; Herrmann,
1999), podendo prenunciar quadros demenciais (Azorin et al., 2012). Por ser
uma populagdo com maior prevaléncia de comorbidades clinicas e
neurodegenerativas, a compreensado do surgimento de TB nesta fase implica
importantes consideragcdes quanto ao mecanismo desencadeante e as

estratégias terapéuticas utilizadas.

Em relacdo ao sexo e etnia parece nao haver distingdo da prevaléncia
de TB, enquanto estado civil, as condi¢cdes soécio-econbmicas e culturais
parecem influenciar a incidéncia da doenca mas os estudos sao incosistentes
(Rowland; Marwaha, 2018). Diferentes meta-andlises e revisfes sistematicas
procuraram investigar fatores ambientais, psicologicos e clinicos relacionados ao
risco de desenvolvimento de TB e recorréncia de episodios afetivos. Insultos ao
neurodesenvolvimento, como infec¢des e hipdxia podem conferir um risco maior,

porém os achados mais importantes se referem a histéria de tratamento



abusivo na infancia, que tem demonstrado ser fator significativo no surgimento e

pior evolucado da doenca (Agnew-Blais; Danise, 2016; Aldinger; Schulze, 2017).

Os achados mais frequentes se relacionam a fatores genéticos, com

herdabilidade de TB estimada em torno de 80%. Todavia, o impacto cumulativo

de diversos alelos comuns com efeito pequeno consegue explicar apenas 38%

da variancia fenotipica (Lee et al., 2011).

O risco de recorréncia apdés um primeiro episodio cresce

substancialmente com o passar dos anos. Em importante estudo naturalistico do

National Institute of Mental Health (NIMH), observou-se que em um ano houve

taxa de recorréncia para mania pura de 48% e em cinco anos de 81%; para

agueles com episodios mistos a taxa foi de 57% em um ano e 91% em cinco

anos (Keller et al., 1993). Coryel et al. (1995) mostraram que em cinco anos,

mais de 70% dos pacientes em remissdo, sob litioterapia profilatica,

apresentaram recorréncia dos sintomas. Gitlin et al. (2018) observaram que 73%

dos pacientes tiveram um novo episddio em 4,3 anos de tratamento profilatico,

em média. Dos pacientes que ndo apresentaram recorréncia, 46% mantiveram

sintomatologia afetiva.

Revisbes e estudos anteriores mostravam que a frequéncia anual de

episédios afetivos encontra-se entre 0,41 por ano (Marneros, 2001) e 0,54 por

ano (Dunner et al., 1979) para TB tipo |. Apés inicio da doenca, os pacientes

passam 19% de suas vidas em episédios afetivos num periodo de observacao

de 27 anos (Angst et al., 2003). Mais recentemente, Tondo et al. (2017) avaliaram

uma coorte retrospectiva de pacientes com TB acompanhados em média por

16,7 anos e observaram que episédios depressivos duram 50% mais



gue o0s maniacos/hipomaniacos, que episdédios maniacos e depressivos
apresentam taxas de recorréncia aproximando-se de 1 episodio por ano para cada
polaridade e 37% do tempo de acompanhamento foi caracterizado por episodios
dadoenca. Casos em que sintomas psicoticos estavam presentes tiveram maior
incidéncia de episodios maniacos, mas as taxas de recorréncia foram maiores

para os portadores de TB tipo Il e aqueles com aspectos mistos.

Estudos naturalisticos mostram uma recorréncia de 26,3% ao ano
enguanto estudos controlados randomizados (RCT) mostram recorréncia em
meédia de 21,9% ao ano com tratamento farmacologico, e de 31,3% ao ano com
placebo em revisdo sistematica realizada por Vasquez e colaboradores (2015).
A associacao de antipsicotico ao tratamento favorece a prevencgao de recorréncia
(15,8% [8,3—-23,3] vs. 26,8% [22,1-31,5])/ano; t = 2,19; p = 0,04) em relacao ao
tratamento com litio ou anticonvulsivantes. Um Unico estudo de curta duragéo
mostrou superioridade de quetiapina em relacdo ao litio em monterapia. Os
antipsicoticos se sobressaem frente a placebo (RR = 0,56 [0,092-0,45], NNT =
4,3 [3,3-6,1]), seguidos por litio (RR = 0,62 [0,42-0,91], NNT = 4,9 [3,1-11])e
lamotrigina (RR = 0,87 [0,73-1,0]; NNT = 13 [6,0-56,0]). Na avaliacdo dos
resultados ha que considerar que o tempo de seguimento foi relativamente curto,
média de 2,1 anos (95%CI 1.9-2.2) para os estudos naturalisticos e de 1,9 anos

(95%CI 1.7-2.0) para os RCTs.

A relacdo entre recorréncia e eventos estressores € discutivel dada a
dificuldade de mensura-los em relagdo ao impacto na vida do individuo, embora
alguns achados apontem para uma associagao entre alguns tipos de estressores

e o desencadeamento de episédios afetivos. A relacdo causal pode se deverao



sofrimento psicolégico causado pelo evento ou pela modificacdo na rotina de
vida com consequente ruptura de ciclos biologicos circadianos. As evidéncias
sugerem gue eventos estressores sdo mais impactantes no inicio da doenca e
nao conferem suporte ao modelo de “kindling” de hipersensibilizacdo neuronal

(Bender; Alloy, 2011).

Torna-se cada vez mais consensual que o periodo intercritico do TB nédo
€ tipicamente um intervalo livre de sintomas em grande parte dos casos e que a
doenca pode ter um caréater progressivo com desenvolvimento de refratariedade
ao tratamento farmacoldgico. Dados obtidos a partir do estudo STEP-BD
apontam a associagdo positiva entre episddios mais graves e piores
funcionamento e qualidade de vida (Magalhdes et al.,, 2012). Embora
controversos e sujeitos a viés amostral, ha alguns estudos mostrando a perda de
eficacia de litio e antipsicoticos a medida em que os episddios se sucedem, perda
progressiva de substancia cinzenta a medida em que ha recorréncia, prejuizo do
funcionamento cognitivo associado a maior numero de episodios, redugdo nos
niveis séricos de marcadores imunoldgicos e fatores neurotroficos relacionados
a protecdo neuronal em pacientes com maior morbidade (Berk et al., 2017).
Frente a estas observacbes, propostas de estadiamento da doenca visam
promover uma compreensdo maior da sua evolucdo e das implicagcbes em
relacdo as estratégias de tratamento. Embora essa abordagem néo seja adotada
clinicamente de modo amplo, reconhece-se que existem pacientes cuja evolucao
€ maligna, com grande comprometimento cognitivo e funcional a despeito de

todos os esforcos terapéuticos empreendidos.



2.2 Uso de litio no transtorno bipolar

A primeira publicacdo sobre efeitos profilaticos de litio foi feita em 1963
por G. Hartigan. Embora com deficiéncias metodologicas seguiram-se estudos
controlados com placebo e de descontinuacdo. Os resultados mostravam que
em média 30% dos pacientes sob litioterapia apresentavam recorréncias em
comparacdo com a meédia de 70% para aqueles usando placebo (Schou;
Thompsen, 1976) apud Rybakowski (2018). Litio foi aprovado para tratamento
de mania aguda pelo FDA em 1970, mas apenas em 1974 o mesmo 0Orgao
chancelou seu uso a longo prazo para prevencdo de mania, 25 anos apos a
publicacdo histérica de John Cade sobre efeito do litio em pacientes

diagnosticados com mania, esquizofrenia e melancolia.

Diversas revisfes sistematicas e meta-analises comprovaram seu papel
relevante no tratamento de transtornos de humor. Dado seu amplo mecanismo
de acdo, a utilizacdo em outros doencas psiquiatricas e neurodegenerativas
também demonstra bons niveis de eficacia. De qualquer modo, litio se
consolidou como o estabilizador de humor por exceléncia, sendo primeira
escolha para a manutencdo do tratamento de TB em todos os guidelines e

recomendacdes de experts (Hammett; Youssef, 2017).

Com a melhora no diagndstico do TB devido a sistematizacdo de critérios
diagnésticos e reconhecimento de padrbes diferentes da evolugdo da doenca,
um tratamento mais adequado tornou-se mais possivel a seus portadores.
Contudo, desproporcionalmente ao aumento dos casos diagnosticados, a
prescricdo de litio manteve-se relativamente constante, enquanto 0s

anticonvulsivantes, em especial 0os associados ao acido valpréico e a lamotrigina,
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bem como os antipsicéticos atipicos, cresceram enormemente.

Nas duas ultimas décadas, litio deixou de ser a primeira droga prescrita
para TB nos EUA, sendo substituida pelos antipsicéticos atipicos (Kessing et al.,
2016). O mesmo ocorreu em paises europeus e asiaticos (Bellivier et al., 2014;
Karanti et al., 2016; Song et al., 2016). Estudo feito no Brasil por Taveira (2007)
mostrou que o litio era na época a primeira escolha entre os psiquiatras que
responderam a um questionario, sendo incluido em quase 80% das suas
prescricdes para pacientes bipolares. Cerca de 70% desses psiquiatras
entretanto referiram necessidade de maiores informacfes sobre a medicacéao.
Outro estudo realizado num municipio de Santa Catarina mostrou que entre o
periodo de 2009 e 2011 o uso de litio aumentou 50% enquanto o de acido
valpréico somado ao valproato aumentou 100% entre os usuarios do sistema
publico de saude (Gruber; Mazon, 2014). Resultados de outras localidades
mostram tendéncia diferente, com aumento na dispensacao de litio ao longo dos
anos e estabilidade na de acido valpréico (Padilha et al., 2014). Esses dados
devem ser tomados com cuidado devido ao potencial de viés de amostragem. As
contradicbes observadas em nosso pais podem ser em parte explicadas pelas
diferencas regionais no acesso a saude. Grandes centros urbanos concentram
instituicbes de ensino e maior numero de especialistas, potencialmente

impactando o modo de tratamento.

A associacao entre diferentes drogas estabilizadoras também aumentou
nos ultimos anos, chegando a 85% de prevaléncia para pelo menos duas drogas

e 36% para associacdes complexas, definida como uso de 4 ou mais drogas
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(Bellivier et al., 2014; Fornaro et al., 2016), apesar de seu beneficio carecer de
evidéncias (Bauer et al., 2018). Pacientes usando associacdes complexas
tendem a ser mulheres com predominio de episédios depressivos e transtornos
de ansiedade tendem a ter historico de tentativa de suicidio e Transtorno de
Personalidade Borderline (Golden et al., 2017). Alguns tracos de personalidade
identificados pelo Inventario de Personalidade NEO, como menor abertura a
experiéncia, menor extroversdo e menor conscienciosidade se relacionam a

polifarméacia complexa em TB (Sachs et al., 2014).

Observa-se também a tendéncia em substituir litio por outros
estabilizadores na populacdo idosa com TB, e mesmo nesses casos a associagcao
de diferentes drogas é a regra (Rej et al., 2017), a despeito das fortes evidéncias
do efeito neuroprotetor da litioterapia, algo que parece ser independente da

eficacia terapéutica observada nessa faixa etaria (De Fazio et al., 2017).

Mesmo com a concordancia observada na indicacao para o litio, a pratica
clinica portanto ndo observa consistentemente essas recomendacdes, e isto fica
mais patente em relacdo a monitoracdo do nivel sérico (litemia). Mesmo em
paises europeus onde o uso de guidelines é mais disseminado e a
regulamentacdo da pratica médica mais restritiva, a adequada monitoracéo
sérica da litemia, bem como de marcadores do potencial toxico sofre funcéo renal
e tiredide, atinge no maximo 75% do esperado (Golic et al., 2018; Nikolova et al.,
2018). Do mesmo modo a despeito das recomendacbes, o uso de

antidepressivos no TB mantém-se elevado.

Aparentemente, os cuidados na utilizagdo de litio desestimulam sua

prescricdo em favor de outras drogas com efeito estabilizador. A prescricdo de
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litio tem reduzido nas duas ultimas décadas em favor de anticonvulsivantes e
antipsicoticos atipicos como fenébmeno global. A relutdncia em seu uso deve-se
em grande parte a associagdo com efeitos colaterais, dificuldade em monitorar
niveis séricos e identificar niveis ideais para cada individuo e ao risco de
desenvolvimento de hipotireoidismo, insuficiéncia renal e neurotoxicidade.
Dificuldades particulares do sistema publico de saude no Brasil tornam a
prescricdo e monitoracdo ainda mais dificeis. Quando ha acesso a especialista
em saude mental, as consultas médicas dificilmente sdo frequentes, ndo ha
abordagens psicoeducacionais satisfatorias que eduquem o paciente em relacao
a doenca e aos cuidados com seu tratamento, as préaticas clinicas ndo sao

uniformes e 0 acesso a exames confidveis e rapidos é muito restrito.

Apesar disso, é inegavel o beneficio desta medicacdo. Considera-se que
aproximadamente 1/3 dos portadores de TB recebendo litio mantenham-se livres
de episddios. As taxas de resposta diferem entre as popula¢gdes estudadas e
dependem fundamentalmente dos critérios adotados para defini-la. Resultados
dos primeiros estudos controlados de eficacia mostravam taxas de resposta
entre 70 a 80%. As décadas seguintes observaram uma queda nestas taxas. Maj
et al. (1998) identificaram que 19,4% de sua amostra tratada em clinica
especializada continuava em monoterapia com litio e sem novos episodios
afetivos ap6s 5 anos de tratamento. J4 Yazici et al. (2004) encontraram 60,3%
dos pacientes em monoterapia livres de episodios apos 3 anos de seguimento
em clinica especializada. Importante notar que estes estudos se baseavam em
definicbes de resposta diversas, embora basicamente consideravam
hospitalizagdo ou duracdo de episddios como marcadores de resposta

terapéutica.
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Ao final da década de 90 a distingdo de um fenétipo de resposta excelente
ganhou forga entre os pesquisadores como um marcador de um subgrupo de
pacientes com TB tipo |. Dentro desta perspectiva, Rybakowski et al. (2001)
encontraram uma resposta excelente, definida como auséncia de qualquer
episodio, em 35% de um primeiro grupo de pacientes e em 27% de um segundo
grupo, acompanhados ambos por 10 anos. Contudo, a definicdo de um fendtipo
de resposta excelente persiste nao resolvido. Kessing et al. (2011) avaliaram os
registros de saude nacionais dinamarqueses e encontraram uma taxa de
resposta excelente, definida como monoterapia e auséncia de hospitalizagao por
episédio afetivo, para 9,9% (95% CI 7,9-9,9) em 5 anos e 5,4% (95% ClI 4,4-6,3)

em 10 anos de seguimento.

Na mais recente meta-analise sobre eficacia do litio envolvendo 1580
participantes, Severus et al. (2014) demonstraram sua superioridade em relacéo
a placebo na prevencdo de qualquer tipo de episddio (RR 0,66; 95% CI 0,53-
0,82; p < 0,001), na prevencédo de episddios maniacos/hipomaniacos (RR 0,52;
95% CI 0,38- 0,7; p < 0,001) e de episodios depressivos na dependéncia do tipo
de analise realizada (fixed effect RR 0,73, 95% CI 0,60-0,88; p < 0,001). Em um
subgrupo de 1305 individuos foi comparado eficacia com anticonvulsivantes, e
litio mostrou superioridade apenas na prevencédo de mania (RR 0,66; 95% CI
0,44-1,00; p = 0,01). Esses dados corroboram revisdes sistematicas e meta-
analise anteriores. Meta-analise em rede, método que possibilita comparar 3 ou
mais intervencdes terapéuticas, incluindo mais de 6800 participantes mostrou
gue a maioria das drogas séo superiores a placebo na prevencéao de recorréncia
em TB, embora nenhuma seja superior ao litio na prevengéo tanto de episédios

maniacos como depressivos (Miura et al., 2014). Kessing et al. (2018) mostraram
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que litio em monoterapia € superior na manutencdo do TB comparado com
qualquer outro estabilizador do humor (valproato, lamotrigina, olanzapina e
guetiapina) em monoterapia. A maioria das combina¢des de litio com outro
estabilizador de humor ndo se mostraram superior. Quetiapina em monoterapia
mostrou-se superior a combinacdo de litio e valproato para prevencdo de
episddios maniacos e depressivos em meta-analise recente (Lindstrém et al.,
2017), embora estudo de revisdo anterior ndo tenha observado superioridade
entre litio e quetiapina (Ketter et al., 2016). Estudo posterior de efetividade de
mundo real, considerando todos os psicotropicos prescritos numa coorte de
segmento médio de 7,2 anos e com 18000 pacientes, tomando como parametro
o risco de hospitalizagdo em TB, mostrou efetividade modesta para quetiapina,
sendo superada por antipsicéticos de depdsito, enquanto litio mostrou-se o

psicotrépico mais eficaz na reducdo de risco de hospitalizagdo por qualquer

causa (Lahteenvuo et al, 2018).

Questionamentos a respeito da perda de eficacia ao longo do tempo
surgiram a partir da constatacéo de que as taxas de resposta apresentadas nos
estudos a partir da década de 90 mostraram-se mais baixas que as iniciais.
Embora em alguns casos ocorra um possivel efeito kindling, e haja uma
progressdo de prejuizos funcionais dentro de um modelo de estadiamento da
doenca, as evidéncias maiores sugerem preservacao do poder profilatico de
longo prazo (Berghofer et al., 2013). Alguns autores também descreveram
desenvolvimento de refratariedade ao litio com reinstituicdo apos sua
descontinuacdo. Esse fenbmeno parece ser infrequente e ndo comprometer as
taxas de resposta (de Vries et al.,, 2013). A descontinuagcédo de litioterapia,

principalmente se abrupta apresenta risco de recorréncia imediata de sintomas
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aumentada (Baldessarini et al., 2006). Na pratica clinica, diversos fatores podem
levar a descontinuagdo, como gravidez, abandono de tratamento, efeitos
colaterais intoleraveis, intoxica¢cdo. Argumento contrario ao desenvolvimento de
refratariedade provém do subgrupo de pacientes com TB caracterizados como
excelentes respondedores, que atingem a estabilizac&o e ndo apresentam efeito
rebote quando litio € descontinuado durante periodo de remissdo completa
assim como o retorno ao uso reestabelece o0 mesmo padrdo de resposta prévio
(Grof, 2010). Recomenda-se que se for decidido por descontinuar litio, deve-se
fazer muito gradualmente, uma vez que do contrario o risco de recorréncia é

elevado, principalmente para mania (Baldessarini et al., 2006).

Litio também tem demonstrado efeito preventivo sobre tentativas de
suicidio. Embora bastante divergentes entre os estudos, em portadores de TB
as taxas de tentativa de suicidio sdo de 6 a 15 vezes menores nos usuarios de
litio, com indices préoximos ao da populacdo geral (Lewitzka et al., 2015), e a
morte por suicidio é reduzida entre 10 a 20% (Benard et al., 2016). Este efeito
parece ser independente da doenca, uma vez que popula¢des que usam agua
com maior concentracdo de litio apresentam menores indices de suicidio
(Kessing et al., 2017) e eventos relacionados a agressividade (Goldstein;
Mascitelli, 2016). A eficacia da acdo sobre comportamento suicida tem se
mostrado consistente entre os estudos. Cipriani et al. (2013) mostraram que litio
€ superior a placebo na reducdo de mortes por suicidio em portadores de TB
(OR 0,13; 95% CI 0,03-0,66; p = 0,01) e DM (OR 0,36; 95% CI 0.13-0.98; p =
0,02). Litio ndo foi superior a placebo no controle de comportamento de
automutilagdo, mas superou carbamazepina (OR 0,14; 95% CI 0.02-0.83; p =

0,03). Nova revisdo da literatura por esse grupo confirma as evidéncias prévias
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de superioridade dessa droga (Smith; Cipriani, 2017).

Os efeitos do litio sobre agressividade e impulsividade, tragos comumente
exacerbados no TB, podem ser os responsaveis pela reducédo nas taxas de
suicidio nesta populacdo. A¢des moleculares especificas ligadas a cognicédo e a
inibicdo da resposta inflamatoria em SNC podem ser as responsaveis por essa
caracteristica. Interessantemente, € raro que o litio seja usado como instrumento
nas tentativas de suicidio e mais raro ainda que responda por casos fatais
(Schaffer et al., 2017), talvez porgue seus usuarios estejam menos propensos a

esse comportamento.

2.2.1 Variaveis laboratoriais e clinicas associadas a resposta ao litio

Tendo em vista a heterogeneidade das apresenta¢cdes do TB, caracterizar
aqueles pacientes com maior potencial de resposta € uma necessidade.
Variaveis clinicas, marcadores bioquimicos e fisiolégicos foram explorados

extensamente com esse propésito.

Capacidade de transporte em membranas de hemacias, relacdo da
concentracdo entre plasma e heméacias, ritmo de excrecdo urinaria, atividade de
monoamino-oxidases plaquetéarias, concentracdo de calcio e magnésio séricos,
antigenos leucocitarios, concentracdo de monoaminas em liquido
cefalorraquidiano (LCR) e urina (Rybakowski et al., 1989; Ikeda; Kato, 2003;
Layden et al., 2004) trouxeram informacgfes que orientaram a pesquisa sobre 0s

mecanismos de a¢ao do litio mas pouco contribuiram para predicdo de resposta
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terapéutica. A quase totalidade dos estudos tem pequeno nimero de casos e
nao considera critérios mais estritos de resposta, como 0s representados pelo

fenétipo de excelentes respondedores.

Dentre os achados, mostra-se interessante a presenca de maiores niveis
séricos de TSH se relacionando com maior risco de recaida depressiva de modo
significativos (Frye et al., 2009) enquanto nivel sérico de T4 livre foi associado a
maior frequéncia de episddios afetivos e maior gravidade de depresséao (Frye et
al.,, 1999). A associacdo entre o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal com
transtornos de humor tem sido reconhecida ha tempos, mas somente mais
recentemente 0S mecanismos responsaveis por essa conexdao tém sido

desvendados.

Estudos mais recentes procuraram avaliar atividade enzimatica e
concentracéo de elementos associados a atividade da doenca e propostos como
parte do mecanismo de agéo dos estabilizadores de humor. Melhora clinicando
se associou ao aumento da fosforilacdo de GSK3B (Loch et al., 2015), tampouco
a fosforilacdo de CREB (Alda et al., 2013). Niveis de leptina antes do inicio de
litio em monoterapia foram maiores em pacientes que atingiram remissao no
periodo de 6 semanas de tratamento (Soeiro-de-Souza et al., 2014). Ambos os
estudos utilizaram bipolares em episodio depressivo. Atividade da telomerase se
relacionou negativamente com melhora da depressdo apdés 6 semanas de
tratamento com litio mas ndo se associou significativamente com a resposta
medida através de escalas de mania e depressao (Soeiro-de-Souza et al., 2014).
Niveis plasmaticos de TNF, TGF-B1, IL-23 e IL-17 reduziram significativamente
em pacientes em mania que responderam agudamente ao litio (Loch et al.,

2015). Reconhecidamente existem alteracdes na concentracdo de proteinas
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inflamatdérias de modo relacionado a ocorréncia do episédio de humor e em
decorréncia do uso da medicacdo, o que gera potencial de confusdo na
associagdo de alteracdes dos niveis séricos desses marcadores com resposta
farmacologica. Além disso, os mecanismos pelos quais o litio interfere na
expressao protéica agudamente em tecidos periféricos ndo sdo necessariamente
relacionadas ao mecanismo molecular de estabilizacdo de humor a longo prazo.
Pesa negativamente a curta duracdo de exposicdo ao litio avaliando
biomarcadores periféricos e predicdo de resposta clinica na maioria dos estudos,
0S quais portanto necessitam ser continuados a longo prazo para melhor
compreensao do efeito dos achados. Ha bastante consisténcia nas pesquisas
gue apontam para o aumento da expressao de BDNF, o qual se relaciona a efeito
de longo prazo e neuroplasticidade em diferentes quadros neuropsiquiatricos.
Respondedores a litio em mania tem niveis plasmatico de BDNF aumentado de
modo mais pronunciado em relacdo aos ndo respondedores, porém de modo

nao significativo (de Souza et al., 2011).

Avaliacdo neurofisiologica através de estudo de potenciais evocados e
alteracGes no padrao de oscilacdes eletrofisioldgicas corticais foram amplamente
investigadas com relacdo ao efeito do litio na década de 80. Algumas
caracteristicas, como atividade evocada no cértex auditivo primario e aumento
de oscilagdes de baixa frequéncia, parecem se relacionar com resposta ao litio
e merecem investigacdo aprofundada com as novas tecnologias de maior

precisado (Park; Lee, 2013; Atagln et al., 2016).

Estudos estruturais de neuroimagem tem consistentemente demonstrado
aumento de volume de substancia cinzenta em &reas importantes para

regulacdo do humor, inclusive longitudinalmente para cortex pré-frontal,
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especialmente devido ao potencial efeito neuroprotetor e neurotréfico do litio em
hipocampo, fato geralmente n&o observado para anticonvulsivantes e

antipsicoticos (Moore et al., 2009; Hafeman et al., 2012; Houenou et al., 2017).

Clinicamente por outro lado ha uma consisténcia em relacdo a um perfil
relacionado a boa resposta ao litio. Excelentes respondedores apresentam uma
forma mais classica da doenca, com um curso com episddios distintos entre
periodos de remissdo, com baixa comorbidade psiquiatrica e frequentemente
com histéria familiar positiva para TB. Alteracdes nas funcdes vitais, como sono,
apetite e libido, acompanhando as flutuagbes de humor ocorrem mais
frequentemente nesta populacédo. As manifestacfes psicoéticas sdo congruentes

com o humor.

Andlises sistematicas e meta-andlises mostram que algumas
caracteristicas clinicas se relacionam mais fortemente com o efeito profilatico.
Kleindienst et al. (2005) avaliaram 42 fatores preditivos de resposta considerados
em 43 estudos e encontraram que episédios com padrédo de evolugdo em que
mania precede depressao (MDI) (r = 0,20; 95% CI 0,09-0,31; p < 0,001) e inicio
mais tardio da doenca (r = 0,11; 95% CI 0,04-0,19; p = 0,003) se relacionam a
boa resposta, enquanto episddios em que depressao precede mania (DMI) (r =
-0,12; 95% CI -0,21 - -0.02; p = 0,02), grande numero de hospitalizagbes
prévias (r = -0,38; 95% CI 0,41-0,27; p < 0,001) e ciclagem continua (r = -0,21;
95% CI -0,31--0,12; p < 0,001) se relacionam com pior resposta. Outras variaveis
se mostraram significativamente associadas a resposta, embora com menor
robustez, como presenca de episddios isolados e boa resposta, e sintomas
psicéticos incongruentes com o humor em episédios prévios, alta frequéncia de

episédios, longo intervalo entre primeiro e segundo episodios e comorbidade
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com transtorno de personalidade com ma resposta. O grande problema que
limita a confiabilidade desses resultados esta na grande heterogeneidade dos
estudos disponiveis, essencialmente determinada pela definicho de TB e

critérios de resposta terapéutica, tempo de seguimento e tamanho das amostras.

O risco de recorréncia claramente aumenta com presenca de sintomas
residuais entre episodios, sintomas psicéticos incongruentes com humor,
presenca de ciclagem rapida e historia familiar positiva de TB de acordo com
outro estudo utilizando banco de dados de bons respondedores em mudltiplos
centros (Pfennig et al., 2008). A interdependéncia das variaveis foi consideravel
e a qualidade da remissao respondeu por maior parte da pequena propor¢ao da
variancia observada. A mesma populacdo mostrou que a resposta ao litio é
sustentada ao longo do tempo, independente da presenca de aspectos tipicos
ou atipicos (Berghoefer et al., 2008). Estudos buscando avaliar a associacao de
temperamentos com os transtornos de humor mostram uma associagdo de

temperamento hipertimico com maior eficacia ao litio (Rybakovski et al., 2013).

Sintomas psicéticos, presentes em cerca de metade de pacientes
bipolares em algum episddio, desfavorecem uma boa resposta (Pfennig et al.,
2010; Silva et al., 2016), assim como historia de estados mistos (Backlund et al.,
2009) e presenca de sintomas atipicos em episoédios depressivos (Ahn et al.,
2017). Estudo brasileiro recente utilizando escala de avaliagao retrospectiva
criada para quantificar resposta profilatica ao litio, mostrou resultados similares
e revelou historia de uso de tabaco se correlacionando positivamente com
resposta (Silva et al., 2016) ao contrario do apontado por outros grupos de
pesquisa, que mostram uma tendéncia ao agravamento do curso e associagao

com comportamento suicida (Thomson et al., 2015). Essa correlagédo pode se
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dever a associacdo frequente de tabaco a outras drogas principalmente em

adolescentes (Heffner et al., 2012).

A prevaléncia durante a vida de uso de substancias em TB é elevada, em
torno de 33,4% (Hunt et al., 2016), tanto para substancias ilicitas (OR 4,96; 95%
Cl 3,98-6,17; p < 0,001) como para alcool (OR 4,09; 95% CI 3,37-4,96; p <
0,001) e tabaco (OR 3,6; 95% CI 3,30-3,80; ; p < 0,001) (Jackson et al., 2015).
De modo geral, abuso de substancias como cannabis, alcool, cocaina, é fator
complicador do curso da doenca, associando-se a idade de inicio precoce e
comportamento suicida (Albanese; Piers, 2004; Oquendo et al., 2010; Leite et
al., 2015). O uso de drogas nos portadores de TB parece ser bidirecional, com
influéncias mutuas no desenvolvimento e evolucdo das duas comorbidades. A
acao central dessas substancias envolve receptores amplamente relacionados a
regulacdo do humor, mecanismos de neuroplasticidade, cognicdo, todos de
alguma forma interconectados a fisiopatologia das doencas mentais e efeitos de

psicotropicos.

Sugere-se que a polaridade predominante (PP) tenha um impacto no
curso do TB. Cerca de 50% dos pacientes apresentam uma polaridade
predominante, ou seja, uma polaridade pelo menos 2 vezes mais frequentes do
gue a polaridade oposta, e isto se associa a caracteristicas clinicas diferentes. A
PP depressiva tem se associado consistentemente com episédio inicial
depressivo, maior laténcia de diagndstico e maiores taxas de comportamento
suicida. Ja a PP maniaca se associa com idade mais precoce de inicio, um
primeiro episddio maniaco/psicético e maiores taxas de abuso de substancias
(Carvalho et al., 2014). A polaridade predominante no curso da doenga portanto

€ um modo de caracterizar a evolucdo de subgrupos de pacientes. Isto permite
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gerar um indice representando a razao entre niUmero necessario para tratar
(NNT) para prevencdo de depressdo e 0 numero necessario para tratar para
prevencao de mania para cada psicofarmaco, indicando seu potencial de eficacia
no controle de determinado tipo de episédio. Observam-se indices de polaridade
(NNT depressao/NNT mania) para litio de 1,4, para quetiapina 1,14, para
lamotrigina 0,4, o que indica certo equilibrio de efeito para os dois primeiros entre
eficAcia para depressdo e mania, mas com tendéncia maior para mania, e
indicando maior eficacia da lamotrigina para depressdo (Popovic et al., 2014).
Essa abordagem parece ser interessante para comparar perfil preferencial de

acdo das drogas, porém sua aplicacdo na deciséo clinica € questionavel.

Ha uma divergéncia quanto a associacdo de melhor resposta com a
polaridade do episodio no inicio do tratamento, com alguns estudos indicando
associacdo com depressao e outros com mania. Contudo, litio tende a favorecer
a prevencao na recorréncia de episddios maniacos em relacdo aos do polo
depressivo (Geddes et al., 2004). Apenas recentemente demostrou-se
resultados soélidos na eficacia do litio em prevenir episodios depressivos
(Weissler et al., 2011). Em concordéancia com essas observacfes, ha maior
associacdo com boa resposta quando litio € iniciado apds o primeiro episodio
maniaco logo no inicio da doenca (Post, 2018; Kessing et al., 2014), o que se
relaciona com menor reducéo volumétrica de substancia branca comparado com
guetiapina (Berk et al., 2017). Coortes anteriores foram divergentes em seus
resultados em relacéo a laténcia para inicio de litio apds o primeiro episédio de

humor (Baldessarini et al., 2003; Baethge et al., 2003).

Alguns aspectos tem se mostrado conflitantes em sua associagdo com

resposta em TB. Aparentemente portadores de TB tipo Il respondem menos a
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litio; mulheres tendem a apresentar mais frequentemente TB tipo Il e ciclagem
rapida, mas se assemelham aos homens nas taxas de resposta ao litio; presenca
de comorbidades clinicas se associaram a menor resposta; da mesma forma
comorbidades com transtornos ansiosos se relacionam a pior curso da doencga,
com maior incidéncia de pensamentos suicidas e tentativas de suicidio. Uma das
questdes influenciando os achados diz respeito a quanto a interdependéncia
dessas variaveis contribui na correlacdo individual entre cada uma e a eficacia

do tratamento.

Pacientes sob risco de suicidio parecem corresponder a um subgrupo de
melhor resposta profilatica, de modo independente do perfil classico, dentre os
portadores de TB. Aparentemente contraditério, o risco de comportamento auto-
agressivo € maior em estados mistos e manias disféricas, tipos clinicos menos
associados a resposta ao litio (Tondo; Baldessarine, 2018). Se esses pacientes
nao se caracterizam como excelentes respondedores em termos globais, podem
ser considerados como respondedores a aspectos especificos associados a
doenca. A presenca de subgrupos clinicos encontrados em analise de
agrupamento (Schaffer et al., 2014) e de expressdo génica (Lutz et al., 2017,
Strawbridge et al., 2019) em pacientes que cometeram suicidio sugere que

possam de fato representar uma subpopulacao dentro do TB.
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2.2.2 O problema da aderéncia sobre eficacia ao tratamento

Manter a aderéncia dos pacientes ao uso continuo e em doses adequadas
de medicacodes requer uma forte alianca terapéutica, constante atengao ao curso
individual da doenca e educagao continuada sobre 0s riscos associados a
descontinuacdo. Em psiquiatria, estabelecer alianca terapéutica € fundamental
para manter aderéncia a prescricdo. Segundo a OMS 50% dos individuos com
doenca cronica ndo seguem o tratamento conforme recomendacfes médicas. A
OMS define nédo aderéncia como uso de medicacdo em desacordo com as
recomendacgdes do profissional de saude. Alternativamente, alguns autores
definem a ndo aderéncia como a auséncia de tomada de 20% ou mais da
medicagdo prescrita. Estimativas de ndo aderéncia em TB, independente da
definicdo utilizada, varia entre 20 e 60%. Col et al. (2014) avaliaram a aderéncia
de portadores de TB em remissdo que se voluntariaram a preencher escala
especifica e encontrou que 42,3% dos pacientes ndo eram aderentes,

prevaléncia em concordancia com a maioria dos estudos.

No caso do litio a dosagem sérica é uma forma objetiva de avaliacdo. E
frequente a ocorréncia de valores conflitivos dependendo do laboratério em que
se realiza o exame. Confrontado com a narrativa dos pacientes prefere-se dar
crédito aos pacientes, mesmo porque elevacbes na posologia baseadas
somente no resultado do exame, comumente questionavel em nosso meio, pode
levar a intoxicacdo. Mesmo realizando medidas seriadas, a variabilidade dos
resultados é grande e depende de inumeros fatores bioldgicos, como por

exemplo hidratagdo, medicagBes concomitantes, tempo da ultima ingestdo do
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remédio, quantidade de sodio na alimentacdo. Alguns pacientes com efeitos
colaterais desconfortaveis e que procuram manter um estado de ativacéo
hipomaniaco tendem a usar a dose prescrita alguns dias antes de realizaremas
dosagens e apos fazé-la reduzem novamente a dose. A percepcao da pouca
confiabilidade na mensuracéo laboratorial e nos relatos dos pacientes, dado a
alta prevaléncia de ma aderéncia, desfavorece a manutencgao do litio em doses
terapéuticas e em monoterapia. Frente a dosagens teoricamente adequadas e
presenca de sintomas é clara a tendéncia dos clinicos em associar outras
medicacfes imediatamente, mesmo apds poucas semanas da introducdo da

litioterapia, conforme observacao extensiva dos prontuarios médicos.

Ampla revisdo realizada por Levin et al. (2016) indica véarias
caracteristicas sociodemograficas associadas ao risco de ma aderéncia, como
idade inferior a 40 anos, morar sozinho, grupos sociais minoritarios ou nao ser
branco, crencgas culturais e religiosas que negam existéncia de doencgas mentais.
A relacdo de aderéncia com sexo ainda ndo esta estabelecida, uma vez que os
estudos ndo mostram consisténcia nos resultados. Em sua grande maioria,
contudo, os estudos revisados apresentam mais mulheres em suas casuisticas,
0 que sugere que sejam pelo menos mais dispostas ao seguimento e abordagens
terapéuticas que os homens mas tendem a aparecer como menos aderentes.
Uso de substancias ilicitas, comorbidades clinicas, sintomas psicoticos,
presenca de ciclagem rapida, inicio precoce, transtorno de personalidade e
transtornos ansiosos se associam a falha na tomada de medicacdo no estudo
STEP-BD (Perlis et al., 2010), assim como esquemas farmacoldgicos complexos
com maior numero de medicacbes (Greene et al.,, 2018). As medicacdes

antipsicoticas de segunda geracdo se associam a melhor tolerabilidade e
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aderéncia, bem como uso de estabilizador de humor e medicacao

anticolinérgica.

Pacientes com prejuizos cognitivos associados a inteligéncia, memoria de
trabalho, memdria prospectiva e fungdes executivas mostram-se menos
aderentes. Um estudo em particular demonstrou que metade da variancia para
ma aderéncia pode ser explicada pela combinacdo de prejuizos na percepcéo

da gravidade da doenca e dos beneficios do tratamento (Averous et al., 2018).

M& aderéncia esta claramente associada a piora no curso da doenca, com
maiores indices de recorréncia maniaca e depressiva e hospitalizacdes. Mesmo
aderéncia parcial, resultando em concentracdes subterapéuticas da medicacdao,
mostram taxas de hospitalizacdo em 18 meses de 81,2% comparado a 9,7%
para aderéncia completa (Scott; Pope, 2002). Comportamento suicida, uso mais
frequente de servicos médicos, maior mortalidade e pior desempenho social e
ocupacional foram encontrados em pacientes pouco aderentes ao tratamento

(Hung et al., 2011).

Os aspectos associados especificamente ao litio se relacionam a
tolerabilidade dos efeitos colaterais. Ha indicacdes de que o uso inadequado
depende mais do medo dos efeitos adversos do que propriamente de
desconforto com uso dessa medicacdo. Efeitos colaterais estdo presentes em
até 90% dos usuarios de litio, sendo os mais frequentemente relatados nausea,
diarréia, poliaria e polidipsia, tremor, ganho de peso, prejuizo cognitivo,
disfuncéo sexual e alteracGes dermatoldgicas (Gitlin, 2016). Psoriase e acne sao
desencadeadas ou pioradas pelo litio e em alguns casos podem requerer a

suspensao da medicacao.
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Uso prolongado se associa a aumento gradual de creatinina e reducéo de
seu clearance em 30% dos pacientes ao longo de décadas de uso (Aiff et al.,
2015). Diabetes insipidus também pode decorrer dos efeitos sobre inibicdo de
vasopressina e pode ser controlado adequadamente na maioria das vezes sem
repercussfes importantes. Hipotireoidismo clinico ou subclinico tem prevaléncia
em torno de 20%, com risco maior na presenca de anticorpos antitireoideanos,
sexo feminino, idosos e historia familiar positiva (Kibiridge et al., 2013).
Hiperparatireoidismo mostra-se frequente, embora com repercussdoes menores,
e decorre essencialmente do aumento da reabsorcdo de calcio pelos rins

(Shapiro; Davis, 2015).

Embora a toxicidade de litio possa ocorrer com niveis abaixo do
terapéutico, niveis acima de 1,5mEqL se associam a sintomas moderados a
graves de intoxicacao. Incidéncias de intoxicacdo apontam para 1 evento a cada
100 pacientes tratados por ano (Baird-Gunning et al., 2017). A populagéo idosa
esta mais propensa em virtude de menor taxa de filtracdo glomerular e potencial
interacdo medicamentosa. Contudo, ndo esta claro se manutengcédo de niveis
elevados de litemia e episddios de intoxicagdo imp&em prejuizo maior para
funcao renal do que niveis continuamente mais baixos. Em casos de intoxicacao,
a mortalidade € baixa, em torno de 0,2%, e sequelas neuroldgicas irreversiveis
séo raras, como disfuncéo cerebelar, disfuncéo do tronco encefalico e discinesia

tardia (Gitlin, 2016; Baird-Gunning et al., 2017).

Problemas na aderéncia ao tratamento podem confundir a avaliacdo de
eficacia. O adequado uso da medicacdo pode ser influenciado por questdes

cognitivas, sintomas residuais, intolerancia a efeitos colaterais, uso de drogas e
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diversos aspectos de personalidade, sociais e econdmicos. Ressalta-se que
algumas queixas atribuidas a efeitos colaterais podem se dever a sintomas da
doenca, principalmente as relacionadas a cognicao e lentificacdo psicomotora,

fraqueza, fadiga e sonoléncia.

2.3 Fenotipo de resposta ao litio

7

A resposta ao tratamento farmacolégico € um construto complexo que
pressupbe julgamento sobre adequacdo do esquema proposto, sua
tolerabilidade, manutencao da eficacia ao longo do tempo de evolucédo da doenca.
No contexto da prética psiquiatrica a definicAo de resposta sofre com a
heterogeneidade dos fenotipos e com a subjetividade associada ao fenébmeno

psiquico (Pacchiarotti et al., 2009; Leucht et al., 2012).

A eficcia terapéutica em psiquiatria pode ser avaliada clinicamente através
da gradual melhora do quadro clinico. O objetivo final é a remissdo total dos
sintomas. De modo geral os transtornos psiquiatricos tém baixas taxas de
remissédo sustentada ao longo do tempo, o que reflete as particularidades das
doencas complexas, como a cronicidade, a multicausalidade, a ocorréncia de
comorbidades e susceptibilidade a eventos ambientais. Outro fator relevante na
qualificacdo de reposta no tratamento dos transtornos mentais é a ciclicidade,
cuja interrupcdo deve ser o objetivo primordial apds a remissdo dos sintomas

iniciais.
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TB tem como caracteristica fundamental a recorréncia de episodios
afetivos agudos. Pode-se pensar no seu tratamento como intervencdes para
controle do quadro agudo e/ou para controle de longo prazo. As definicdes de
resposta farmacoldgica aguda em geral sdo bem estabelecidas e confiavelmente
guantificadas. Contudo, definir resposta profilatica tem sido objeto de debate e
requer uma perspectiva diferente de avaliacdo em que se considere inUmeras
variaveis ao longo do tempo. Avaliar eficacia na prevencéo de recaidas de um
episodio requer acompanhamento de duracdo de pelo menos 4 a 6 meses,

tempo para remissdo de episddios maniacos e depressivos se nédo tratados.

Profilaxia por sua vez requer um tempo de seguimento maior, dada a
diversidade individual apresentada na historia natural da doenga, importante
limitacdo na conducao de estudos clinicos orientados para eficacia terapéutica.
E consensual que a morbidade pode ser elevada no primeiro ano sob litioterapia
em pacientes que apresentam resposta completa a longo prazo (Alda, 2015).
Conceituar adequadamente profilaxia em TB tem sido um grande desafio, e mais

complexo ainda quantificar eficacia a longo prazo.

Em geral, os estudos relacionam resposta positiva com reducédo de
recorréncia de episodios ou reducdo na duracéo dos episédios, o que requer um
parametro de frequéncia e duracdo previamente a exposi¢cdo a droga avaliada.
Mais recentemente, com a introduc¢ao da percepc¢ao de estadiamento da doencga,
avaliacao de funcionalidade, qualidade de vida e comprometimento de funcdes
neuropsicolégicas tem sido consideradas na identificagcdo de eficacia terapéutica
de longo prazo (Chen et al.,, 2016). Outro aspecto a ser considerado € a

manutencao da eficacia ao longo do tempo, 0 que envolve caracteristicas

30



proprias do curso irregular da doenca e possivel adaptacédo e desenvolvimento
de tolerdncia aos efeitos positivos das medicacdes. Refratariedade ao
tratamento é igualmente de caracterizagdo complexa e definicdo incerta.
Evolugdo dos conceitos e critérios diagnésticos impuseram a necessidade de
considerar a presenca de estados mistos e ciclagem rapida como aspectos
evolutivos com repercussdes diferenciadas sobre a morbidade e resposta ao

tratamento.

A partir destas dificuldades e de observacdes clinicas naturalisticas de
longa duracdo, um subgrupo de portadores de TB parece se distinguir dos
demais em relacdo ao beneficio do uso de litio. S0 os respondedores
excelentes, fenotipo representado por pacientes com inequivoca interrupgcéo do
curso ou marcante reducdo da morbidade da doenca apoés inicio de litioterapia
(Alda, 2017). Do ponto de vista hipocratico seriam considerados “curados”,

guando a doenca ¢€ tratada, e ndo apenas 0s sintomas.

2.3.1 Mensuracao da resposta profilatica ao litio

Avaliar eficacia de longo prazo na prevencao de recorréncia em uma
doenca com curso natural extremamente variavel impde desafios. A
heterogeneidade intra e interindividuos pode ser muito ampla ao longo do curso
da doenca, de modo que a determinacdo do fendtipo de resposta deve
considerar o maior namero possivel de variaveis potencialmente associadas.
Diferentemente de uma avaliacdo prospectiva, as variaveis disponiveis séo

limitadas as ocorréncias registradas ou a lembranca dos individuos.
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Questionarios e escalas auxiliam na compilacdo de dados mais objetivos
correndo o risco de ndo garantir a contribuicdo da impressao clinica baseada na
experiéncia intensiva com diferentes padrbes de evolucéo e sua relagcdo com os

tratamentos farmacolégicos realizados.

Diversas escalas foram desenvolvidas e s&o constantemente aprimoradas
para mensurar intensidade de sintomas ao longo do tratamento de modo mais
objetivo e sdo fundamentais em seguimentos prospectivos. Classicamente,
escalas como HAM-D (Hamilton Rating Scale for Depression), YMRS (Young
Mania Rating Scale) e BPRS (Brief Psychiatric Rating Scale) aplicadas
pontualmente ou em série fornecem parametros de efeito num corte transversal
ou longitudinal respectivamente. Outros instrumentos sdo amplamente utilizados
como medidas clinicas mais dependentes da observacdo médica, como CGI
(Clinical Global Impression Scale), com uma versao para TB (CGI-BD), tentando
diferenciar sintomas de efeitos colaterais decorrentes do esquema
medicamentoso e GAF (Global Assessment of Functioning). Embora as
primeiras devam ser realizadas prospectivamente pois requerem busca ativa
pelos sintomas, a CGI pode ser aplicada retrospectivamente desde que se tenha
informacdo adequada sobre o funcionamento do paciente no periodo de
interesse. Estudos clinicos de curta duracdo se amparam nesses instrumentos

para mensurar resposta com grande margem de confiabilidade.

De modo diverso, em estudos de profilaxia, o tempo de observacao
precisa ser longo, uma vez que a doenca pode apresentar ciclos duradouros de
remissao espontanea; e auséncia de sintomas nao significaria resposta adequada

nesse caso. Tendo em vista a evolucao natural dos transtornos de humor,
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periodo de observacao abaixo de 2 anos nao traz informacdes significativas no
poder de profilaxia de uma droga. Estudos clinicos de longa duracdo sé&o
onerosos e muitas vezes inviaveis. Assim, necessita-se de modelos objetivos de
avaliacao retrospectiva. Como condi¢cdo para tanto é preciso ter uma boa fonte
de informacéo registrada, como prontuarios adequadamente preenchidos que
descrevam presenca de sintomas, sua intensidade e mudancas ao longo do
tempo para permitir relaciona-las com os ajustes na terapéutica, que descrevam
aspecto da funcionalidade e qualidade de vida, que apontem efeitos colaterais e
gue os possam diferenciar de sintomas residuais. Do contrario, ao se basear em
parametros subjetivos tanto do paciente quanto de seu médico a chance de erros
de avaliacdo aumenta muito, além de se incorrer em interpretacées e memdéria

prévias falhas.

Paralelamente, avaliagbes laboratoriais sequenciadas com dosagens
séricas frequentes de laboratérios confidveis sdo fundamentais para evitar
interpretacdo falsa em relacdo a eficicia do tratamento. A aderéncia deve ser
checada ndo apenas através dos exames, pois uso continuo de medicacdo é um
obstaculo em especial neste grupo de pacientes. As informacfes podem ser
traduzidas num esquema visual como em um “afetivograma”, de facil e rapida
avaliacao e que pode ser feito em conjunto com o paciente, inclusive melhorando
0 engajamento na busca pelo melhor esquema terapéutico. De todo modo, as
limitacdes de avaliacao retrospectiva séo inerentes ao modelo e a complexidade

do TB.

Dentro desta perspectiva, a partir da implementacdo do Consortium on

Lithium Genetics (ConLi*Gen) pesquisadores tem dado preferéncia para o uso
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de uma escala de avaliacdo retrospectiva desenvolvida por Martin Alda e
colaboradores (Grof et al., 2002) a partir das observagdes clinicas de pacientes
nao submetidos a protocolos de tratamento que apresentavam remissao
completa e sustentada da doenca com litio em monoterapia. A esse subgrupo
de paciente passou-se a dar o nome de excelentes respondedores,

representativos de um fenoétipo provavelmente com componentes genéticos e

herdabilidade proprios. Até o surgimento do ConLitGen, os estudos
independentes, na quase totalidade retrospectivos, utilizaram critérios préprios
ou pouco especificos na determinacdo da qualidade de resposta ao tratamento

com litio.

A “escala de Alda”, como tem sido chamada a “Retrospective Criteria of
Long-Term Treatment Response in Research Subjects with Bipolar Disorder” e
em sua versao brasileira validada nomeada como “Critérios Retrospectivos de
Resposta Terapéutica de Longo Prazo em Pacientes Com Transtorno Afetivo
Bipolar” (Silva et al., 2016), apresenta dois grupos de critérios. O primeiro grupo
se refere ao percentual de melhora na atividade da doenca apos uso de litio
(Critério A) e o segundo se refere a diferentes fatores relevantes que podem
confundir a interpretacdo da melhora na atividade da doenca (Critérios B1 a B5)

(Anexo A).

O critério A tem um carater mais subjetivo em que se considera a mudanca
no padréo de ciclagem durante o tratamento com litio, sendo os valores maiores
correspondentes a melhor resposta e os menores a pior resposta clinica. Assim
sendo, uma pontuacédo de 10 deve ser dado na presenca de resposta completa
e de 0 no caso de piora ou auséncia de melhora na frequéncia, duracdo e

gravidade dos episodios. A pontuacgdo intermediaria aplica-se a uma resposta
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muito boa (8 e 9), boa (6 e 7), moderada (4 e 5), leve (2 e 3) e minima (1 e 2). O

escore atribuivel ao critério A varia, portanto, de 0 a 10.

O grupo B funciona como um fator de confiabilidade da observacéo clinica
pois leva em consideracdo o numero de episodios prévios a introducdo da
litioterapia (B1), a frequéncia de episddios previamente a litioterapia (B2), a
duragdo do tratamento com litio (B3), a aderéncia durante o periodo de
estabilidade avaliada pelo resultado das litemias (B4) e a necessidade da
associacdo de medicacdes adicionais durante o periodo de estabilidade (B5).
Cada subcritério em B fornece uma pontuacédo entre 0, correspondendo a maior
confiabilidade na determinacéo da resposta clinica, e 2, correspondendo a uma
confiabilidade pobre para a resposta clinica obtida no critério A. O escore total
da escala é obtido entdo subtraindo a soma dos critérios do grupo B do escore

obtido no critério A [A-(B1+B2+B3+B4+B5) = total].

A aplicagdo da escala pode ser baseada em qualquer informacao
disponivel, ndo necessariamente através de entrevistas diretas com o0s
pacientes. Grof et al. (2002) utilizaram um ponto de corte igual ou maior que 7
para definir boa/excelente resposta. A concordancia entre os aplicadores
mostrou-se muito boa neste primeiro estudo (k = 0,80). Tendo em vista o grande
namero de centros participantes do ConLi*Gen a concordancia e confiabilidade
entre examinadores foi reavaliada mais recentemente (Manchia et al., 2013), o
gue permitiu estabelecer como melhor ponto de corte para uma definicdo de
resposta dicotbmica um escore total igual ou maior a 7 com k = 0,66 (z = 112,18;
95%CI 0,38-0,86; p < 0,00001). Para definicao de fenétipo continuo de resposta

0 escore total apresentou uma correlacdo intraclasse de 0,74 (95%CI 0,59-0,89)
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mas o escore do critério A apresentou uma correlacdo intraclasse de 0,66
(95%CI 0,49-0,85) e de 0,59 (95% CI 0,41-0,81) para o critério B. A concordancia
na pontuagdo do critério A apenas melhora com treinamento quando se
considera como validos 0s casos em que o escore total de B é menor ou iqual a
4; ou seja, a presenca de muitos confundidores na determinacdo da resposta
causa perda na confiabilidade da pontuacdo entre os examinadores. Ainda, a
melhor confiabilidade para resposta parcial apresenta um escore total entre 3 e

6 e a ndo resposta € melhor definida para um escore total igual ou menor a 2.

Apesar da escala de Alda ser alternativa mais objetiva na mensuracao de
resposta em comparacdo a outros métodos de avaliacdo retrospectiva de
resposta clinica, como afetivogramas, AMI (Affective Morbidity Index) erevisées
de prontuario, é ainda necessario compensar as limitacdes na confiabilidade da
escala de Alda, principalmente relacionadas aos critérios do grupo B. Uma
pontuacé&o alta nos critérios B ndo justifica clinicamente a caracterizacdo de uma
resposta inadequada, uma vez que eles quantificam confundidores e né&o
auséncia de resposta. Sendo assim, ndo parece ideal subtrair os critérios B do
critério A. Exemplo frequente se relaciona a pobre aderéncia ao tratamento, que
nao necessariamente indica consequéncia de uma resposta inadequada, mas
possivel causa dessa resposta. Assim, poderia ser inserido um viés com

tendéncia a resultados falso-negativos ao se utilizar o escore total.

De modo semelhante, uso prolongado de medicacéo adicional é bastante
comum em nossa pratica, especialmente em centros publicos de saude mental.
As dificuldades no controle adequado dos niveis séricos de litio, a baixa
frequéncia de consultas, a grande rotatividade dos médicos assistentes que

desconhecem o0 histérico evolutivo dos pacientes, as questdes
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socioeducacionais que comprometem aderéncia e cuidados em doses ideais de
litio gerando maior risco de eventos adversos, a expectativa para a rapida
estabilizacdo do quadro associada a reducdo dos leitos disponiveis para
momentos de crise, constituem fatores para manter associagdes desnecessérias
e as vezes até mesmo prejudiciais para a estabilizacdo do quadro. O manejo
clinico deficitario em muitas situacdes é o responsavel pela maior pontuacéo nos
critérios B e na consequente classificacdo ruim de resposta. Corrigir essas
deficiéncias psicométricas sdo necessarias para melhor classificagcdo fenotipica
do instrumento. Uma opcéo é usar os critérios B como fatores de exclusdo, como
o estabelecido em funcéo da confiabilidade da pontuacéo para o critério A, ou
transforma-lo matematicamente num fator de correcdo ponderado conforme a
importancia de cada subcritério para o individuo avaliado. Aspectos nao
contemplados no escore, como curso da doenga, histéria familiar, idade de inicio,
polaridade prevalente, tolerancia a efeitos colaterais, comorbidades e uso de
substancias deveriam ser considerados como carateristicas individuais que

como ja visto influenciam a resposta.

Teoricamente, 0 uso concomitante de estabilizadores de humor
pressupbe a impossibilidade de pontuacdo, fato que ndo se estende aos
antipsicéticos e antidepressivos. A combinagdo de anticonvulsivantes ao litio é
comum e clinicamente representaria uma resposta nao excelente a monoterapia,

mas no minimo parcial. A exclusdo destes casos nao refletiria a realidade. Face
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ao uso comum de associa¢cdes medicamentosas, 0 uso de estabilizadores de
humor foi considerado do mesmo modo que antipsicéticos e antidepressivos

nesse estudo.

2.4 Mecanismos de acdo do litio relacionados a seu efeito terapéutico

bY

A farmacocinética do litio contrariamente a sua farmacodinamica é
bastante simples. Ele ndo se liga a proteinas plasméticas nem sofre
modificagdes dependentes de enzimas metabolizadoras. Sua absorgdo nao
sofre interferéncia da comida e o pico plasmético é atingido entre 1 e 3 horas
para formula¢cées comuns, enquanto para liberacédo controlada chega a ser de 4
a 12 horas. A quase totalidade, até 95%, é eliminada pela urina, o que depende
da qualidade da filtracdo glomerular, e a sua meia-vida em individuos jovens é
de 18 a 24hs. Essas variagcdes na farmacocinética do litio, em especial a
posologia e a formulagéo adotada tendo em vista obtengdo de maior aderéncia
e menor efeito colateral tem repercussao na estabilidade dos niveis séricos cujas

flutuacdes podem comprometer a eficacia terapéutica (Alda, 2006).

Pouco se conhece a respeito da farmacocinética de outros sais de litio,
além do carbonato correntemente usado e amplamente estudado. Orotato,
cloreto, citrato, aspartato, salicilato e lactato de litio séo sais cuja seguranca e
eficacia ndo foram testados adequadamente (Smith et al., 2014). Dentre estes,
o orotato de litio € comercializado como suplemento em alguns paises em doses

baixas. Aparentemente algumas pessoas se beneficiam dessa formulagéo.
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Litio (Li*), apesar de ser um metal alcalino com propriedades similares a
magnésio, sédio e potassio, ndo apresenta um papel conspicuo na fisiologia
celular como os demais. Aparentemente o transporte de vitamina B12 e B9 para
o interior dos neurdnios é dependente desse metal, mas ndo esté claro se litio

atrapalha este mecanismo (Cervantes et al., 1999).

Individuos adultos ndo portadores de doencas neuropsiquiatricas e sem
uso de reposicao suplementar de litio apresentam naturalmente concentracdes
muito pequenas desse metal, entre 15 a 20uEg/L (Kilts, 1998). Schrauzer (2002)
apud Marshall (2015) estima que o requerimento minimo diério de litio seja de
1mg. Em regides produtoras de litio, como nos Andes, o consumo chega a ser
de 30mg/dia. Como tratamento, propde-se que seu nivel sérico em fase de
manutencao esteja entre 0,6 e 0,8mEg/L. O risco de recorréncia em niveis abaixo
de 0,4 é mais elevado, muito embora haja individuos que respondem em doses
abaixo de 0,6. E reconhecido que niveis maiores, mais proximos a 1mEq/L
favorecem o controle de mania. Edi¢cdes recentes de alguns guidelinessugerem
niveis entre entre 0,8 e 1ImEqg/L (CANMAT, 2018) e entre 0,6 e 1ImEqg/L (NICE,

2018).

2.4.1 Penetracdo em barreira hematoencefalica e membrana neuronal

Sua distribuicdo no tecido cerebral € normalmente heterogénea, com
maiores niveis encontrados em cortex frontal seguido pelo nucleo caudado
(Ramos et al., 2016). A concentracao plasmatica se relaciona proporcionalmente

a concentracdo cerebral, sem contudo equalizar a distribuicdo, conforme
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mostram estudos de espectroscopia de ‘Li por ressonancia magnética (Lee et
al., 2012). A razéo entre litio sérico e cerebral encontrada neste estudo foi de 0,39
+ 0,08 (r = 0,93) para a média da distribuicdo e de 0,92 + 0,16 (r = 0,90) para o
maximo local. Utilizagé@o de diferentes técnicas com menor ruido de sinal e maior
resolucdo mostram resultados semelhantes em relacdo a distribuicdo
heterogénea no tecido cerebral embora com diferentes areas de maior

concentracao.

Essa desigualdade fica mais pronunciada quanto maior a concentracéo
sérica, 0 que sugere uma preferéncia de absorcdo em regibes cerebrais com
maior atividade enzimatica associada ao efeito terapéutico. Os achados de Lee
et al. (2012) revelam maiores concentracfes cerebrais em rede limbicaanterior,
enquanto Smith et al. (2018) mostram significativa maior concentracdo em
substancia branca comparativamente a substancia cinzenta, maior intensidade
de sinal em tronco encefalico e corpo caloso posterior e menor intensidade em
cortex orbitofrontal. Em camundongos jovens submetidos a suplementagcéocom
lito por 4 semanas, a maior concentracdo foi observada em regides
neurogénicas, como giro denteado do hipocampo, zona subventricular e bulbo
olfatério (Zanni et al., 2017), o que reforca a sua associagcdo a mecanismos pro-

proliferativos e anti-apoptoticos.

Nenhum mecanismo de transporte em membranas foi identificado como
especifico ao litio. Em torno de 40% dos ions de litio penetram nas células
através do transportador de Na*/Ca?* e o restante através dos canais de sddio

tanto voltagem-dependentes como dos canais de sddio epiteliais via
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Competicdo ibnica e através de canais de vazamento. Se concentram
primariamente na membrana plasmatica, seguido pela membrana microsomal e
membrana nuclear. Dentre os metais alcalinos os ions de litio ttm a maior
afinidade por membranas de fosfolipidios alterando sua fluidez e reorganizando
a distribuicdo de receptores nos microdominios lipidicos (Donati et al., 2015) o

gue promove modificacdes em sua funcionalidade.

No tecido cerebral, estima-se que a maior concentracdo de litio se
encontra no compartimento intracelular. Sendo um cation é esperado que se
ligue mais fortemente na face interna da membrana plasmatica dado a sua maior
concentracdo de fosfolipides aniénicos. Estudos de imagem em ratos mostram
gue mais de 50% da concentracdo cerebral total de litio encontra-se no interior

das células (Komoroski et al., 2013).

O efluxo de Li* ocorre através da bomba Na*/H* por competicdo com H*,
dependente do gradiente de sédio. Nas membranas mitocondriais o transporte &
mais significativo e ocorre através do trocador Na*/Ca?* em que o litio ocupa o
lugar de Ca?'. Canais catiOnicos sensiveis a ligantes pentaméricos, como
receptores de acetilcolina, GABAA, NMDA, 5HT3 e Glicina, também sé&o

permeaveis ao Li*.

2.4.2 Acao em proteinas ligadas a membrana

A presenca de ions de litio desloca ions de magnésio (Mg?*) ligados a

sitios enzimaticos. O raio idnico de ambos é praticamente o mesmo (r = 0,60 A



para Li*f e r = 0,65 A para Mg?*), de modo que a presenca de litio em
concentracbes elevadas no tecido promove a substituicdo competitiva em
enzimas moduladas por magnésio favorecendo o litio para ligantes anidnicos
acidos fosfatados fracos, como fosfatos, pirofosfatos e ATP (Mota de Freitas et
al., 2006). E esta competicdo pode responder em grande parte pelo mecanismo
responsavel pela eficacia da terapéutica com litio. Nas concentracdes seéricas
habituais litio compete com magnésio inibindo IMPase (inositol monofosfato
fosfatase), IPPase (inositol polifosfato fosfatase), subunidades as e ai de
proteinas G, o que promove reducdo dos niveis intracelulares de inositol e
modulacdo dos niveis de cAMP (adenosina 3',5'-monofosfato ciclico). Ja4 a
concentracdo necessaria para deslocar magnésio do residuo 9-Ser na GSK3
(glicogénio sintase quinase 3) € maior (ki = 2,0mM), demonstrando que a
capacidade de competicdo ocorre em sitios de baixa afinidade ao Mg?* (Mota de

Freitas et al., 2006).

A atuacdo do litio diretamente sobre os receptores de membrana foi alvo
de muitos estudos moleculares iniciais, seguindo as hip6teses monoaminérgicas
relacionadas aos transtornos de humor. A sugestao da acao direta do litio sobre
esses neurotransmissores e seus receptores se deveu a achados de variacdes
nos niveis dessas substancias no liquido cefalorraquidiano (LCR) com seu uso
(EL-Mallakah, 1996). Resultados iniciais ndo se mostraram convincentes para

justificar o efeito terapéutico do litio sobre esses receptores.
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2.4.3 Acdao sobre a funcéo sinaptica

Em revisao classica feita por Lenox e Hahn (2000) sobre a a¢éo do litio
na modulagdo da transmisséo sinaptica, os autores levantam dados mostrando
gue o litio aumenta o turn-over de dopamina em regides especificas e reduz a
sua producdo, bem como diminui a super-sensibilidade dos receptores
dopaminérgicos, que estaria associada a mania, e impede o efeito euforizante
de anfetaminas. Estes efeitos, contudo, ndo ocorrem diretamente sobre o0s
receptores D2 e D3, mas provavelmente via mecanismos pos-sinapticos. O efeito
pré-sinaptico sobre NA mostra-se bifasico, ou seja, inicialmente ocorre um
aumento na sintese e com o uso crénico ha o retorno aos niveis basais. De modo
semelhante, ocorre primeiro um aumento nos niveis cerebrais de GABA e com 0
tempo sua normalizag&o no patamar anterior. Entretanto, ocorre um aumento na
expressao do receptor GABA subtipo B (GABAB) no hipocampo com uso cronico
de litio, assim como ocorre com 0s anticonvulsivantes. Uma maior atividade do
transportador de GABA (GAT1) € influenciada pela competi¢cdo do Li* por um sitio
de ligacao de Na*, o que é dependente da concentracdo de GABA (Zhou et al.,
2006). De modo semelhante ocorre ativacao de receptores inibitérios de glicina

(Solntseva et al., 2016).

A transmissao serotoninérgica parecia até entao ser a mais influenciada
pela acéo do litio, ocorrendo aumento de proteinas relacionadas ao transporte
de SER em regides corticais, facilitacdo do turn-over de SER em cortex frontal e
hipocampo, aumento da liberacdo de SER na fenda sinaptica (Carli et al., 1997).
A administragdo cronica de litio inibe a resposta mediada por autorreceptores

pré-sinapticos de SER do tipo 1A e 1B (5-HT1A e 5HT1B), responséaveis pela
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liberacdo de SER, que é entdo controlada por inibicdo retrograda (Haddjeri et al.,
2000; Massot et al., 1999). Isto por sua vez causa, junto com 0 aumento do turn-
over de SER, down-regulation desses receptores (Carli et al., 1997; Hotta et al.,

1986).

Recentemente contudo observou-se a ocorréncia de interacdo entre
sitios de ligacdo de so6dio no DAT e litio como parte de um mecanismo de
modulacdo alostérica da funcdo do receptor, com repercussdes sobre a
regulacéo de sua permeabilidade (Borre et al., 2014). Considerando que DAT
esta estruturalmente relacionado a SERT e NET, todos pertencentes a familia
SLC6, esta interacdo pode ocorrer nos trés principais transportadores de
monoaminas. Assim, como visto para GAT1, alteracdes na permeabilidade e
funcionamento de receptores de outros neurotransmissores modulados por sitios
de acoplamento ao sodio ocorrem por competicdo com Li* (Tavoulari et al.,

2016).

Litio também aumenta a liberacdo de beta-endorfinas em hipotalamo,
modulando a sensibilidade a dor em modelos animais (Weinsanto et al., 2018)
embora 0 mecanismo bioquimico responsavel por esse efeito, ja observado em
estudos prévios, nado esteja esclarecido. Outros neuropeptideos, como
substancia P, neuroquinina A e neuropeptideo Y tem sua concentracao
aumentada em resposta ao uso de litio, provavelmente por inducdo de
transcricdo génica por mecanismos indiretos. Os neuropeptidios assumem um

papel sistémico, como galanina, vasopressina, leptina, ghrelina, fator de
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liberacdo de corticotrofinas, hormaonio liberador de hormonio de crescimento,

todos com niveis modulados pela acéo do litio.

2.4.4 Acdao sobre a neuroplasticidade

Como sugeria Jope (1999), a hipdtese inicial previa que o litio
estabilizaria as flutuacdes dessa rede de neurotransmissdo, corrigindo o0s
processos regulatérios disfuncionais, tanto excitatérios quanto inibitorios, que
serviriam como patofisiologia para o TB. Todavia, todas essas alteracdes
observadas na atividade dos receptores monoaminérgicos sdo mais
provavelmente determinadas indiretamente, pela acdo nas cascatas de
sinalizacdo ativadas pelos neurotransmissores. E para que essa acao seja
sustentada ao longo do tempo, modificacbes na estrutura sinaptica devem
ocorrer. Achados de imagem mostrando associacdo positiva entre menor volume
de regides associadas a regulacdo de humor, como cértex dorsolateral pré-
frontal, coértex orbitofrontal e hipocampo, e curso pior da doenca ou
refratariedade ao tratamento revelaram a importancia de mecanismos de
controle da plasticidade e citoarquitetura neuronal na eficacia terapéutica dos

estabilizadores de humor (Sanacora, 2008).

Dentro da perspectiva de modelacao neuronal, o sistema glutamatérgico
tem igual importancia em relacdo aos demais. Os receptores NMDA séo ativados
pela ligacdo de glutamato e glicina e inibidos por magnésio. Ao competir com
magnésio, Li* agudamente estimula o receptor, mas com 0 tempo iSso se

estabiliza devido ao mecanismo de down-regulation induzido, com aumentada
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recaptura de glutamato, o que estabiliza a neurotransmissdo glutamatérgica.
Desde modo atuaria no controle da excitacdo maniaca. Paralelamente, litio inibe
influxo de célcio em receptores NMDA, o que interfere nos mecanismos de
neuroprotecao, favorecendo-a. Contrariamente a acdo direta do litio nestes
receptores, a acdo facilitadora da neurotransmissdo em receptores 5HT1A
inativa receptores NMDA, enquanto a reducdo na atividade dos receptores D1
aumenta a atividade dos receptores NMDA. Todo esse mecanismo de regulacao

€ modulado por litio, antipsicéticos e antidepressivos.

A regulacéo da neuroplasticidade depende de mecanismos associados
as vias intracelulares de traducdo de sinais regulada pela atividade destes
receptores de membrana. Da ativacdo ou inibicdo destas vias dependem as
modificagdes estruturais que garantiriam a adequada resposta as drogas em
longo prazo. E em virtude do acoplamento de grande parte dos receptores
sinapticos de monoaminas a proteinas G, toda a rede intracelular associada a

sua atividade esta sujeita a interferéncia dos psicotrépicos.

2.4.5 Acao naregulacao do ciclo do inositol

Inositol é substrato essencial para sintese de fosfatidilinositois e
pirofosfatos derivados, que além de servirem como estoque de fostato, atuam
como sinalizadores na mediacdo do crescimento e proliferagcdo celular,
apoptose, acao hormonal, regulagdo de processos intra e extracelulares. O
suprimento externo de mio-inositol entra na célula através do transportador de

sédio e mio-inositol (SMIT). A presenca de um mecanismo celular relativamente
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amplo, com diferentes passos enzimaticos e isbmeros, parece ser
evolutivamente importante para manutencdo e dinamica das membranas de
fosfolipides, especificacdo de diferentes tipos de sinalizacdo e controle da
disponibilidade de fostato, uma vez que € necessario para viabilidade de

processos quimicos dependentes de ATP e para a estrutura do DNA.

Deplecdo de inositol ocorre na presenca de litio. Com a ativacdo da
fosfolipase C (PLC) mediada pela atividade de receptores de membrana, como
0s noradrenérgicos o1, receptores colinérgicos do tipo M1, receptores
serotonérgicos tipo 5HT1C e 5HT2, receptores histaminérgicos tipo H1, e
receptores glutamatérgicos (Nahorsk, 1988), a fosfatidilinositol-4,5-difosfato
(PIP2) é clivada em inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e 1,2-diacilglicerol (DAG). A IP3
€ reciclada através de seguidas defosforilagbes catalisadas por IPPases e
IMPase. Inositol e inositolfosfatos podem ser fosforilados, alternativamente, por

inositol-fosfato-quinases (PIK).

Os estoques celulares de calcio mitocondriais e em reticulo
endoplasmatico (ER) séo controlados por IP3 que promove a sua liberagcdo no
citoplasma. IP3 também ativa proteina quinase B (PKB/AKT) que controla vias
celulares metabdlicas e ciclo celular. DAG por sua vez ativa proteina quinase C
(PKC) que também sofre ativacéo pelo célcio e tem como um de seus substratos
a proteina myristoylated alanine-rich ¢ kinase substrate (MARCKS) que regula a

liberacdo de neurotransmissores.

De outro modo, os receptores dopaminérgicos D1 e noradrenérgicos ,
estimulam a atividade da adenilil ciclase (AC) enquanto 0s receptores

dopaminérgicos D2 e colinérgicos do tipo M2 a inibem (Yu; Greenberg, 2016). A
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ativacdo € mediada pela subunidade o da proteina Gs e resulta na formacao de
monofasto ciclico de adenosina (CAMP) que se liga as proteinas quinase A
(PKA), cuja ativacao fosforila canais idnicos voltagem-dependentes, IP3, fatores
de transcricdo, estruturas do citoesqueleto, tirosina hidroxilase, receptores
nicotinicos e receptores noradrenérgicos B. Gi pode impedir a ativacdo da
proteina Gs, evitando assim a estimulacdo da AC. A formacao de cAMP através
da ativacdo de PKA regula formacdo de cAMP response element binding
transcription fator (CREB) que promove transcricao de fator neurotréfico derivado

do cérebro (BDNF) e B-cell ymphoma 2 (Bcl-2).

Postula-se que litio diretamente iniba a atividade da IMPase e de uma
IPPase (INPP1) quando em altas concentracdes impedindo a reciclagem de IP3
e assim depletando inositol (Yu; Greenberg, 2016). Também ha evidéncias de
gue promova a modulacédo da atividade de AC reduzindo as flutuagées de cAMP
intracelular, que iniba PKC reduzindo concentracéo intracelular de calcio, que
iniba MARCKS reduzindo liberagdao de neurotransmissores e que iniba a
expressao e a atividade de SMIT limitando o aporte de mio-inositol. Litio parece
atuar de modo sinérgico a CREB em alguns sitios promotores de transcricao no

DNA, como em promotores | e IV de BDNF e em regido promotora P1 de Bcl-2.

A proteina receptora de IP3 (IP3R) interage com a proteina neuronal
sensora de calcio tipo 1 (NCS-1) de modo a aumentar a atividade do receptor de
IP3 amplificando a sinalizacdo dependente de calcio (Kasri et al., 2004). Alguns
estudos mostraram associacao entre maior expressao tecidual dessa proteina
em cérebros de portadores de TB (Garcia-Rill et al., 2019). Litio inibe a interacao

entre NCS-1 e IP3R em neurdnios do nucleo pedunculopontino, que participa do
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sistema ativador reticular regulando oscilacdes corticais de alta frequéncia tipo
gama (D Onofrio et al., 2017). A presenca de litio reduz a ativacdo resultante
dessa interacdo molecular de modo a conter o estado de hiperexcitacéo cortical.
Embora uma acéao direta sobre moléculas envolvidas nestes mecanismos ainda

nao esteja definida, ha uma significativa possibilidade de que o litio iniba IP3R.

2.4.6 Acdao sobre proteinas quinases em vias de sinalizacao intracelular

Um dos principais sitios de acdo do litio é a enzima serina/treonina
proteina quinase glicogénio sintase quinase 3 (GSKS3). Sua atividade regula
diversas vias associadas a manutencao celular e metabolismo energético,
resposta a estimulos estressores desencadeados por reacdes imunolégicas e
inflamatorias, neurodesenvolvimento e arquitetura neuronal, senescéncia e
modulacao da neurotransmisséo. Esta quinase tem portanto uma posi¢éo central
na rede de integracdo de sinais intracelular. A sua isoforma beta (GSK3B) é
ubiqua no citoplasma e parece estar mais associada a regulacdo de
comportamentos associados ao humor e cognicdo, embora a isoforma alfa

(GSK3A) também seja alvo da acdo do litio e compartilhe muitas acdes de

GSK3B (Pardo et al., 2016).

A atividade de GSK3B é controlada por fosforilacdo em residuos
especificos de tirosina, que determina ativacdo enzimatica, e serina, cuja
fosforilacdo determina inibicdo enzimatica e é a maneira principal de regulacao
de sua atividade em neurdnios. Varias proteinas quinases regulam sua

fosforilagdo, como por exemplo AKT, PKC, PKA e proteina quinase dependente
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de célcio/calmodulina Il (CaMK II), sendo a primeira, em sua isoforma AKT1,

responsavel pela maior atividade inibitéria.

Litio desloca magnésio de seus sitios na GSK3B e assim inibiria sua
capacidade catalitica ao mesmo tempo em que indiretamente promove a
fosforilacdo dos residuos de serina através da inibicdo de proteinas fosfatases
ou através do aumento da atividade de PKC e AKT1 (Pasquali et al, 2010). O
efeito indireto parece ser o mais provavel uma vez que a constante de ligacao
ao sitio ligado ao residuo 9 de serina na presenca de magnésio in vitro ultrapassa

o limiar potencialmente toxico (Matos et al., 2016).

H& uma interdependéncia entre diferentes vias de sinalizagdo na
modulacao de efeitos decorrentes da estimulagdo de receptores de membrana
(Yu; Greenberg, 2016). PKA fosforila GSK3 na presenca de altos niveis de cCAMP
decorrente da estimulagdo por adrenalina e glucagon (Beurel et al., 2015).
Fatores de crescimento inibem GSK3 via ativagédo de PI3K/AKT (Matsuda et al.,
2019), o que ocorre também com insulina, bem como através da ativagcado da

proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) (Beurel et al., 2015).

A fosforilagdo de outros sitios com repercussdo sobre a atividade
enzimatica pode ocorrer como no caso da inibi¢cao via acao da proteina quinase
ativada por mitdgeno p38 (p38MAPK) (Beurel et al.,, 2015), que causa
acumulacdo nuclear de B-catenina em neurbnios. B-catenina é importante
sinalizador de transcricdo génica ao se associar com fatores da familia TCF/Lef
ligando-se a sitios promotores. Sua degradacdo € feita por um complexo
enzimatico do qual GSKS3 participa (Valenta et al., 2012). Apenas uma via de

estimulacdo de GSK3 é conhecida e envolve a defosforilacdo do residuo 9 de
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serina pela proteina fosfatase 1 (IPP1), cuja ativacao esta associada ao influxo

de célcio via receptores NMDA.

Internalizacdo de receptores AMPA desencadeia apoptose e se associa
ao mecanismo de depresséo de longa duracao (LTD), favorecida pela ativacéo
de GSKS3B; enquanto a sustentacdo do mecanismo de potenciacdo de longa
duragcédo (LTP) é proporcionada através da inibicdo de GSK3B via PISK/AKT
(Bradley et al., 2012). GSK3B promove endocitose de receptores AMPA
provavelmente mediada por fosforilacdo da subunidade GIuA2 e como resposta
regulatoria dos mecanismos de LTP e LTD. A presenca de litio é capaz de

bloquear a LTD e promover LTP (Voytovych et al., 2012).

AKT e GSK3 apresentam uma dinamica de regulacdo muatua a qual
representa mais um ponto de convergéncia na acao de antipsicéticos,
estabilizadores de humor (litio e valproato) e antidepressivos. O bloqueio de
receptores D2 pelos antipsicoticos permite a ativacdo de AKT que por sua vez
inibe GSK3B. A estimulag&o dos 5SHT2A também reduz a fosforilacdo de GSK3B
enquanto a estimulacao de receptores 5HT1A, SHTIB e muscarinicos fosforilam

GSK3B inibindo-a.

Os receptores de insulina (IRS-1 e IRS-2), receptores de estrogénio (ERa
e ERPB) e receptores de glicocorticoides (GIuR) sdo substratos de GSK3B.
Estimulacao de IRS inibe GSK3B via PI3K/AKT enquanto a estimulacéo de GIuR

ativa GSK3B (Patel; Woodgett, 2017)
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2.4.7 Acdo sobre vias de sinalizacdo imunoinflamatorias

Outros substratos fosforilados pela acdo de GSK3B envolvem as vias de
modulacdo da resposta imunolégica e inflamatéria e vias associadas a
organizacdo de ciclo circadiano. GSK3 promove a fosforilacdo de NF-kB e
STATS3, reguladores importantes da producdo de citocinas pro-inflamatorias,
enguanto inibe CREB e AP-1, responsaveis pelo aumento na expressao de IL-
10. A inibicdo da atividade de GSK3B portanto reduz a resposta inflamatéria
inata. A resposta imune adaptada mediada por células CD4* T necessita de
regulacdo pela GSK3, que sob inducédo de IL-6 promove a diferenciacdo de
determinado subtipo celular (Beurel, 2014). Neste caso, GSK3A atua
diferentemente ao suprimir essa diferenciacao via inibicdo pela AKT1 e proteina
guinase alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR), ambas atuando sob inducéo
de IL-1. H& uma pletora de estudos relacionando os quadros psiquiatricos e
alteracbfes na producdo de citocinas pro-inflamatérias, as quais tém sido

propostas como potenciais biomarcadores de doenca e resposta a tratamento.

Elevacdo da concentracdo de marcadores inflamatérios tem sido
constantemente encontrada em LCR e sangue de vitimas de tentativa de
suicidio, bem como em cérebros de vitimas de suicidio (Brundin et al., 2017). O
estresse ambiental, seja quimico ou fisico ou psicolégico e a consequente
ativacdo do eixo hipotadlamo-hipoéfise-adrenal promove a ativacdo de GSK3 no
cérebro via estimulacdo de Toll-like receptor 4 (TLR4), glicoproteina de
membrana e GIuR, o que desencadeia a producdo de neuroinflamacdo. As
citocinas também ativam as vias catabdlicas de triptofano, em especial a via de

quinurenina, cujos produtos sdo agonistas de receptores NMDA em células
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microgliais, inibem a captacao de glutamato por astrocitos, bloqueiam receptores
colinérgicos, competem com glicina na ligacdo de receptores NMDA e
antagonizam receptores AMPA (Lovelace et al., 2017). Sugere-se em virtude
desses mecanismos que a desregulacdo das vias inflamatérias poderia se
associar a presenca de ideacdo e tentativas de suicidio em subgrupo de
portadores de quadros afetivos. Reforcam essa ligacdo achados de ideacéo

suicida significativamente associada a maior concentracdo de marcadores

inflamatoérios em ndo portadores de transtorno de humor (Bergmans et al.; 2019).

Litio reduz a producdo de prostaglandinas possivelmente via acao
inibitéria sobre a liberacdo de acido araquiddnico a partir da membrana
fosfolipidica mediada por fosfolipase A2 (PLA2) além de inibir a expresséo
génica de COX-2 (Rao et al., 2008). Litio também ocasiona aumento na
secrecao, e talvez producédo, de TNF-a de modo dose-dependente, mecanismo
possivelmente relacionado com granulocitose observada em alguns pacientes.
Outras citocinas pro-inflamatérias tem sua producdo aumentada por litio, como
IL-18 e INF-y, enquanto outras tem sua producdo atenuada, como IL-6; bem
como ocorre aumento de producédo de citocinas anti-inflamatorias, como IL-2 e
IL-10 (Nassar; Azab, 2014). Dada a relacdo de GSK3 com a regulacdo da
resposta inflamatodria, sua inibicdo pelo litio deve ser a responsavel pela maior

parte da sua acao anti-inflamatoria.

2.4.8 Acdo sobre a dindmica mitocondrial

A dinamica mitocondrial € fundamental para a preservacdo das funcbes
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associadas a neuroplasticidade. A sua mobilizacdo e localizagdo nos neurénios
é influenciada pela concentracdo de Ca?* e ATP e depende da integridade da
proteina disrupted in schizophrenia 1 (DISC-1). A funcdo sindptica e a
neurotransmissao sao influenciadas pela disponibilidade da producéo energética
e concentracdo de Ca?'. A homeostase de calcio é dependente de varios
mecanismos envolvendo IP3R, cuja ativacao faz aumentar o influxo de calcio no
citoplasma. Por outro lado, a proteina anti-apoptotica Bcl-2 inibe a liberacdo de

célcio mediada por IP3R e modula os canais de calcio de membranas celulares.

A producdo mitocondrial de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
nitrogénio (RNS) derivadas da produgao de ATP necessita ser neutralizada para
evitar efeitos deletérios sobre DNA, lipides e proteinas da prépria organela. Altas
concentragfes de calcio e ROS resultam na ativacdo de cascatas de enzimas
cisteina-protease (CASPASE), quinases c-Jun NH2terminal (JNK), p38 MAPK e
receptores de TNF-a. Paralelamente, a exposicdo a ROS leva a disfuncao
mitocondrial e consequente ativacao de GSK3 (Luca, Calandra, Luca, 2016). Isto
promove maior permeabilidade de membrana mitocondrial liberando ROS e
enzimas pré-apoptoticas que desencadeiam autofagia e/ou morte celular. Esse
mecanismo é essencial na neuroplasticidade, pois promove a eliminacédo de
agregados moleculares, organelas ou sinapses irremediavelmente disfuncionais,

desnecessarias ou associadas a processo patoldgico.

Litio age inibindo fosforilacdo e ativacao de p38 e JNK e atenua a ativacao
de Caspase-3 em células sob estresse metabolico, o qual aumenta a geracéo de
ROS (Aminzadeh et al., 2014). Quando disfuncional, esse mecanismo pode
desencadear processos deletérios que comprometem temporaria ou

progressivamente a homeostasia neuronal. O estresse oxidativo parece ser o
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principal processo na neurodegeneracdo e na disfungdo sinaptica. A
manutenc¢do do equilibrio oxidativo esta interligada a vias associadas a resposta
imune e inflamatéria e a vias metabdlicas, que regulam conjuntamente a
viabilidade e funcionalidade celular. Na confluéncia dessas vias moleculares esté
a GSK3. AKT é ativada por estresse oxidativo em neurbnios desencadeando
inibicdo de fatores de transcricdo associados a apoptose (FOXO). A ativagéo
sustentada de AKT porém pode determinar maior susceptibilidade a eventos
oxidativos, pois a inibicdo de FOXO3a deixa de induzir a expressao de

superéxido dismutase 2 (SOD2), importante enzima com ac¢ao antioxidante.

Litio também aumenta a expresséo de BCL-2 e ativa a PI3K promovendo
a translocacdo de GSKS3 para o interior da mitocondria bem como sua maior

inibicdo por AKT1 e assim blogqueia o processo de apoptose.

2.4.9 Acao sobre mecanismos de autofagia

AKT, uma vez ativada via PI3K e seu produto PIP3, move-se para o
citoplasma e nucleo onde promove a ativacdo do complexo mTOR, que esta
associada ao metabolismo de glicose e producdo energética, funcéo
mitocondrial, crescimento celular e autofagia. Sua atividade € modulada por
aminoécidos, niveis de ATP, hormobnios e fatores de crescimento (Saxton;

Sabatini, 2017).

Essa proteina se agrega a outras proteinas formando dois complexos
diferentes com acfes especificas. O complexo mMTORCL1 regula a ativacdo de

fatores de transcricdo associados a homeostase metabdlica e energética,
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promove a sintese protéica, lipidica e nucleotidica e regula os mecanismos de
autofagia. O complexo mTORC2 regula proliferacdo e sobrevivéncia celular
primariamente por fosforilagdo de membros da familia PKC e por fosforilagéo e

ativacédo de AKT.

Os processos de controle de envelhecimento celular incluem autofagia,
perda telomérica, mutacdo somatica e disfuncao mitocondrial comprometendoa
producdo de ATP. A modulacédo desses processos envolve em grande parte a
sinalizacdo mediada por PISBK/AKT/mTOR/GSK3 (Mancinelli et al, 2017), cuja
disfuncdo também se associa ao surgimento de diabetes, doencas
cardiovasculares, doencgas neuropsiquiatricas e cancer. No estado de equilibrio
funcional, a atividade integrada dessas enzimas assegura neuroprotecao atraves
do controle dos processos envolvidos na neuroplasticidade.

A autofagia € regulada também através da fosforilagcdo de proteinas
cerebrais associadas a microtubulos, responsaveis pela manutencdo da
estrutura axonal e dendritica, sendo tau a principal delas. A acumulacédo de
formas patologicas de tau hiperfosforilada causa prejuizo no transporte axonal
levando a disfuncao neuronal e perda de sinapses, o que deixa 0s neurbnios mais
vulneraveis a insultos por estresse oxidativo, por desregulacdo de calcio,
inflamacéo e disfuncdo mitocondrial conduzindo a morte celular (Pérez et al.,
2018). Isoformas e variantes polimorficas da tau conferem diferente
susceptibilidade a neurodegeneracdo. Sua fosforilacdo € induzida no tecido
cerebral por GSK3B como resposta a disfuncédo na sinalizacédo de insulina, na
privacdo de glicose, por acédo de glucocorticéides, opiacios e etanol. Esta ainda
associada a processo de senescéncia normal e regulacdo da plasticidade

sinaptica. Sua defosforilacao é controlada por diversas fostatases, sendo a PP2A
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a principal. A ruptura do equilibrio dindmico em favor da fosforilacdo determina o
inicio de processos patoldgicos encontrados em diferentes doencas
degenerativas do SNC, notadamente na Doenca de Alzheimer (Castellani; Perry,

2019).

Outro aspecto se apresenta na regulacdo da autofagia, pois o litio a
regulada de maneira dose-dependente (Sarkar et al., 2005). A inibicdo de
GSK3B por maiores concentracdes de litio (em torno de 2mM) reduz autofagia
atraveés da ativagéo da acgdo inibitoria de mTOR. Alternativamente, a autofagia é
induzida por litio em menores concentra¢des (em torno de 0,8mM) via inibigdo
de IMPase o que causa deplecdo de inositol e diminuicdo dos niveis de IP3.
Ao inibir a atividade de GSK3B litio reduz fosforilacdo da tau, o que promove sua

ligag&o aos microtubulos.

Importante integracdo entre GSK3B e mTOR ocorre no controle do
processo autofagico. O complexo mMTORC1 exerce atividade inibidora sobre
GSK3 o que reduz a expressao de citocinas inflamatérias e interrompe processo
de autofagia. Alternativamente, a hiperatividade de GSKS3 inibe autofagia através
da dissociacdo de mTORC1.A consequente reducdo da sinalizagdo por mTOR
aumenta o processo autofagico com eliminacéo da tau fosforilada solavel (Motoi
et al., 2014). O aumento de consumo energético e a privacéo de glicose levaao
aumento da razdo ADP/ATP o que ativa AMPK como sinalizacdo de estresse
celular. Isto por sua vez bloqueia a atividade do complexo mTORC1 e assim ativa
mecanismos autofagicos. AMPK ativa diretamente a cascata de autofagia

independente de mMTORCL.
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2.4.10 Acéo sobre controle de apoptose

O tratamento crénico com litio reduz a producédo de peptidios amil6ide
beta (AB) modulando diretamente a clivagem da proteina precursora de beta-
amiléide (APP). Esses peptideos parecem responder pela ativacdo de enzimas
guinases, modular estresse oxidativo, regular transporte de colesterol e agir
como fatores de transcricdo. Indiretamente, litio exerce uma protecéo contra os
efeitos de AP ao promover aumento da expressao de Bcl-2, importante fator anti-
apoptaotico, e reduzir expressao de fatores pro-apoptéticos, como p53. Aumento
da sintese de outros fatores neurotroficos esta associada ao efeito do uso cronico
do litio, como BDNF, fator neurotrofico derivados das células da glia (GNDF) e
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Aumento de VEGF resulta em
ativacdo da via PI3K levando a ativacdo de AKT e da via de PLC- y

/PKC levando a ativacdo de ERK/MAPK.

A presenca de agregados de A facilita a hiperfosforilagéo da proteina tau,
desequilibra a homeostase de célcio e causa disfuncéo e perda neuronal. Essas
alteracbes sdo mediadas por acao sobre receptores de glutamato mGIuR5 e
ativagdo sequencial de receptores NMDA. Sua formagdo também causa
alteracdes na sinalizagéo de insulina, na atividade de AKT e de transportadores
de glutamato em astrocitos, como SLC1A3 e SLC1A2 (Huang et al., 2018). Os
aglomerados de AB bloqueiam a ativagdo dos receptores de insulina (IR) e
promovem reducao na fosforilacdo de AKT e mTOR em astrécitos, o que inibe a

sintese protéica de SLC1A (Han et al., 2016).

A via de sinalizacdo Wnt/B-catenina canbnica esta envolvida no
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desenvolvimento e manutencdo do SNC regulando sinaptogénese e
neurogénese em hipocampo. Fibrilas e oligbmeros de AP induzem a
desestabilizacdo dos niveis de B-catenina, o que é revertido pelo litio
provavelmente via acao inibitoria sobre GSK3B. A via ndo candnica de Wnt
regula o ambiente pds-sinptico, controlando o trafego, localizacdo e retengéo
de receptores. Isto ocorre mediado por mecanismos dependentes de calcio
envolvendo IP3R, RE e mitocOndrias. Na presenca de AP essa via regula a
incorporagdo de calcio pelas mitocondrias preservando a funcdo neuronal do
aumento celular de Ca?* relacionado a atividade sinaptica. Bcl-2 sofre modulagéo
em sua expressao pela atividade da via Wnt e exerce um papel protetor aos

efeitos de AP sobre a membrana mitocondrial (Arrazola et al., 2015).

Assim como 0os ROS/NOS e as citocinas pro-inflamatérias, os oligdbmeros
de AB comprometem a integridade da barreira hematoencefalica, aumentando a

exposicao do tecido a elementos neurotdxicos sistémicos.

A producdo de AB segue um ritmo circadiano, aumentando na vigilia.
Orexina, neuroproteina que promove vigilia € necessaria para producédo de ApB.
O aumento na producédo de AP leva a formacédo de placas que sao neurotoxicas
e respondem em parte pela neurodegeneracdo observada em Doenca de
Alzheimer e outras deméncias. Melatonina tem acdo anti-agregatoria de AP.
Estatinas, alguns endocanabindides e liraglutida promovem a reducgéo de AB. AB
modula os receptores TLR-4 na ativacao de astrécitos e micréglia induzindo a
producdo de citocinas inflamatérias, especialmente NF-kB (Aghamandi et al.;
2017). A estreita relacdo entre estresse, disfungdo de ritmo circadiano e
prejuizos de cognicdo pode ser compreendida pela modulacdo da acdo de

melatonina através da regulacdo de AR.
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Importante ativador da producédo de A é estresse. A producéo de fator de
liberacdo de corticotrofinas aumenta a atividade de clivagem de APP
(Alghamandi, 2018). Aumento resultante de AB sustenta a ativacdo do eixo

hipotalamo-hipofisario.

Em células da glandula pineal a ativacao dessa via por AR desorganiza a
producdo de melatonina. AR também modula diretamente os receptores
melatoninérgicos (MT1 e MT2), provavelmente por bloqueio de seus sitios
ligantes ou por dissociagao de proteinas do complexo G (Cecon et al., 2015). As
acOes decorrentes da estimulacdo desses receptores sdo mediadas pela via
cAMP/PKA/ERK/CREB. Por sua vez, melatonina inibe a formacéao de AB e sua

agregacao, além de atenuar a fosforilacdo da tau.

As proteinas quinases reguladas por sinal extracelular (ERK), também
chamadas de proteinas quinase ativadas por mitdgenos (MAPK), sdo ativadas
pela sinalizacdo via proteinas G e/ou pela sinalizagdo via B-arrestina. Sua
localizagdo citoplasmatica, onde forma um complexo com proteina quinase
ativada por mitdégeno (MEK/ERK) ou nuclear, determina sua funcdo. A via
MEK/ERK est4 ligada a neurotoxicidade envolvendo receptores NMDA e sua
ativacao na presenca de litio favorece a neuroprotecéo independente da ativacao
de PI3K/AKT (Xia et al., 2008). O aumento da fosforilacdo de ERK pelo litio leva
ao aumento de niveis de p53 de modo a estimular apoptose. Mecanismo
independente ocorre intermediado por estabilizacdo de [(-catenina.
Inversamente, os niveis de p53 séo reduzidos pela fosforilacdo de p38 MAPK
induzida por litio, 0 que se mostra contrario ao papel esperado pela ativacao de
p38 MAPK que seria regular negativamente o crescimento celular (Tsui et al.,

2012). A dinamica complexa da via ERK/MAPK reflete a intrincada relagdo de
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equilibrio dos efeitos pré e anti-apéticos desempenhados pelo litio.

A atividade de ERK, por sua vez, pode ser regulada via CAMP/PKA, bem
como ser estimulada ou inibida na presenca de litio dependendo do tipo de célula
(Pardo et al., 2003). Importante ressaltar que o litio age diferentemente conforme
0 processo patolégico subjacente a dindmica neuronal e vias de sinalizacao

atuantes.

2.4.10 Acéo sobre ciclos bioldgicos e ritmos circadianos

Litio induz a producéo de TNFa via ERK através de provéavel agédo sobre
a fosforilacdo de MEK e de modo independente de GSK3B e, na presenca de

ligantes de TRL, via NF-kB, exercendo seu efeito inflamatorio.

A expresséao e atividade enzimatica de GSK3B ocorre de modo ciclico e
circadiano. Alguns de seus substratos comp&em a via de controle do ritmo
circadiano, em especial PER2, CRY2, REV-ERBa e RORa. O ritmo das
oscilacbes apresentadas pelo nucleo supraqguiasmatico € dependente do
controle da atividade dessas proteinas, idealmente promovendo maior
frequéncia durante o dia e menor frequéncia durante a noite. Embora todas as
células expressem genes circadianos, apenas o nucleo supraquiasmatico € capaz
de determinar e sincronizar ritmos, funcionando como um marcapasso para as
demais regides cerebrais (Vadnie; McClung, 2017). A maior parte de seus
neurdnios sao gabaérgicos. Além das projecdes neuronais para diferentes areas
cerebrais relacionadas a vigilia, esses neurdnios controlam a secre¢do de

melatonina pela glandula pineal.
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De modo inverso, melatonina age sobre esses sistemas suprimindo sua
atividade e aumentando a amplitude dos ritmos fisioldgicos. Litio em doses
terapéuticas se associa ao alongamento do periodo de atividade do nucleo
supraquiasmatico, bem como aumenta a amplitude de ritmos fisiologicos e
comportamentais em modelos animais (Yokoshima; Honma, 2016). Sua acéo
corrigiria o avanco de fase e ritmos dessincronizados. O mecanismo de agéo
envolvido nesta modulagdo mais provavelmente esta relacionado a inibicdo de
GSK3B. Inversamente, alguns inibidores de GSK3B encurtam o periodo de
atividade do nucleo supraquiasmatico, como o valproato. Tendo em vista sua
acdo inibitéria sobre as histonas deacetilases (HDACs), as qual modulam a
atividade de fatores de transcricdo ligados a cronobiologia, como CLOCK e
BMAL1, que estdo associados aos genes de controle circadiano, um mecanismo
paralelo de acdo pode estar envolvido, inclusive pela possivel facilitacdo da
expressdo de alguns genes pela acdo local do litio diretamente nos seus

promotores.

2.4.12 Acédo sobre a plasticidade sinéptica

O papel das neurotrofinas na funcéo sinaptica ficou evidente desde os
estudos iniciais. BDNF esta envolvido em ampla cadeia de processos
neurofisiolégicos, possui varias isoformas ativas e se integra com diferentes
receptores controlando diversas vias de sinalizacdo Sua funcdo se diferencia
conforme o estégio de desenvolvimento cerebral e inclui regulacédo da génese e

funcao das sinapses, especialmente no controle de mecanismos ligados a LTP e
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LTD. A secrecdo de sua forma precursora (pro-BDNF) ou madura (BDNF) no
espaco extracelular possibilita sua atividade sobre receptores de sortilina
(SORT) no primeiro caso e sobre receptores de neurotrofinas e de tirosina
quinase B (TrkB) no segundo. Esses receptores sdo translocados para
membrana na presenca de Ca?*, cAMP ou impulsos elétricos (Kowianski et al.,
2018). A acao de pro-BDNF sobre seus receptores ativa cascatas de sinalizag&o
mediadas por NF-kB, JNK e RhoA, desencadeando processos de manutengéo
celular, apoptose e crescimento e motilidade neuronal respectivamente. A
ligacdo da isoforma madura a TrkB promove sua fosforilacdo, o que ativa

diversas enzimas como PI3K, MAPK, PLC- y, GTPases (Leal et al., 2014).

A razéo entre a concentracao de pro-BDNF e BDNF determina as vias a
serem ativadas. Pro-BDNF atua negativamente na remodelagdo neuronal
deteriorando a funcéo sinaptica, contribuindo para o mecanismo de LTD. Ao
contrario, BDNF é capaz de manter as sinapses e reduzir a excitabilidade de
interneurdnios gabaérgicos hipocampais e assim ativar LTP (Kowianski et al.,
2018). Seu efeito pré-sinaptico ndo estimula liberacdo de glutamato e GABA
enguanto sua agao pos-sinaptica aumenta a concentracdo de receptores de

AMPA resultando em LTP (Guo et al., 2018).

Ambos os mecanismos em equilibrio promovem a neuroplasticidade com
otimizacdo das funcbes sinipticas. Variantes estruturais do pro-dominio
determina diferengas na sua interagdo com os receptores SORT e consequente
diferenca na sua funcionalidade, condi¢cdo que pode representar a base para a

neurodegeneracdo observada em algumas doencas (Kowianski et al., 2018).

BDNF também inibe influxo de calcio mediado por receptores NMDA

reduzindo a excitotoxicidade glutamatérgica e prevenindo a disfuncéo
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mitocondrial e morte celular (Fletcher et al., 2018). A estimulac&o de receptores
NMDA e aumento de influxo de calcio também pode ocorrer e isto resulta na
ativacdo de CREB. Este fator induz expressdao de genes envolvidos nos
mecanismos de protecdo celular, inclusive do proprio BDNF, além de Bcl-2.
Essas vias regulatorias integradas responderiam pelo seu efeito neuroprotetor

(De Vincenti et al., 2019).

Durante a neurogénese, BDNF influencia a diferenciagdo neuronal
associando-se a receptores serotonérgicos de modo sinérgico. Além de inducao
de desenvolvimento neuronal, sua acdo promove a proliferacdo de célulasgliais

durante processos patolégicos, causando inibicdo reativa da neurogénese.

Ha uma operacédo importante entre BDNF e diversos neurotransmissores,
especialmente oxido nitrico (NO). O aumento de NO induzido pela agdo de BDNF
promove expressao de genes dependentes de CREB melhorando efeitos sobre
a potenciagdo das sinapses. Ha uma autoregulacdo nesse processo, uma vez
gue NO exerce modificacBes pos-traducdo em BDNF reduzindo sua afinidade
pelos receptores TrkB e comprometendo sua acéo neurotréfica (De Vincenti et

al., 2019).

2.4.13 Acéao sobre o comprimento de telémeros

Telébmeros sao regides de repeticbes de sequéncia de nucleotideos (5”-
TTAGGG-3") localizadas no final dos cromossomos de células eucaridticas. Tem

como funcdo a prevencédo de replicacdo de células genomicamente instaveis



além de regular fungdes celulares especificas. Seu tamanho se reduz a cada
diviséo celular e essa reducao é acelerada por exposi¢cdo a estresse continuado
(oxidativo, inflamatério, quimico, hormonal) como observado em doencgas
cronicas e associadas ao envelhecimento (Squassina et al., 2018). Atividade da
enzima telomerase se da através da acdo da subunidade catalitica human
telomerase reverse transcriptase (hnTERT), que juntamente com disponibilidade

de proteinas envolvidas na dindmica do teldmero, regula o seu tamanho.

Encurtamento do teldmero tem sido correlacionado com TB (Huang et al.,
2018) bem como com surgimento de doencas associadas ao envelhecimento.
Ha evidéncias de que parentes de primeiro grau nao afetados de individuos com
TB tem teldbmeros mais curtos em relacdo aos controles implicando maior risco
familial & doenca (Powell et al., 2018). Em virtude de associacdo de TB com
doencas metabdlicas, cardiovasculares, cancer e deméncia (Forty et al., 2014)
juntamente com estilos de vida menos saudaveis e grande estresse psicoldgico
(Aldinger; Schulze, 2017) os teldmeros podem ser importantes mediadores
dessa conexdo (Squassina et al., 2018). Além disso, a proposicao de
estadiamento e neuroprogressao do TB pode depender da perda de fatores de
protecdo celular, como as consequentes do encurtamento telomérico, ou

promover em conjunto a perda esse encurtamento.

Estudos de mensuracdo de comprimento de teldmero (TL) ao longo do
tempo em TB dé&o suporte a essa conexado (Huang et al., 2018). Em virtude das
vias moleculares envolvidas nesse processo e sua interface com os mecanismos
de acao de litio, crescente interesse tem se voltado para estudo dessa estrutura

nas alteracdes de humor e sua relacdo com o tratamento.

A atividade da telomerase regula a transcricdo de fatores de crescimento,
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além de preservar o tamanho dos teldbmeros. Ha evidéncias de que module
comportamentos depressivos em virtude de sua acdo em hipocampo, com
relatos de aumento de sua atividade associada a gravidade da depressao, como
tentativa de compensacéo do efeito estressor da doencga, e como resposta ao
uso de antidepressivos. Estudo mensurando atividade de telomerase em
episodio depressivo em portadores de TB usando litio como monoterapia por 6
semanas encontrou associagao negativa entre efeito antidepressivo e atividade
da telomerase sérica (r = -0,56; p = 0,007), sugerindo uma compensacao pelo

efeito terapéutico ao longo do tempo (Soeiro-de-Souza et al., 2014).

Diversos achados apontam para uma reducdo significativa no TL em
leucécitos (LTL) e células mononucleares de sangue periférico (PBMC) conforme
0 numero de episddios depressivos aumenta (Rizzo et al., 2013; Martinsson et
al., 2013; Elvsashagen et al., 2011); mas ndo se encontrou associacdo com
subtipo de doenca, ciclagem rapida, tentativa de suicidio ou tempo de duracao
da doenca. Meta-analise recente entretanto mostrou que bipolares e controles
nao diferem no comprimento do telémero em sangue periférico (Colpo et al.,
2015). A correlacédo entre os achados em sangue periférico e TL em cérebro
ainda nao esta estabelecida embora se saiba que a telomerase seja abundante

em tecido cerebral.

LTL se associa positivamente a duracdo do uso de litio em pacientes com
TB, sendo 10% maior em respondedores, apds ajuste para idade, nimero de
episédios depressivos e tempo de uso, conforme escala de avaliacao
retrospectiva (Escala de Alda) em estudo de Martinsson et al. (2013). Squassina
et al. (2016) encontraram correlagédo entre o tempo de uso de litio em pacientes

tratados por mais de 2 anos independentemente da idade, da resposta
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terapéutica (conforme escala de Alda) e do método utilizado para determinacao
do TL. Considerando uso de acido valpréico e/ou litio, Lima et al. (2014) néo
encontraram diferencas entre LTL para o tipo de droga utilizada. Recentemente,
outro grupo demonstrou aumento de LTL em pacientes tratados com litio por
longo tempo em comparagdo com nao usuarios de litio e em comparacao a seus
familiares ndo bipolares (Powell et al., 2018). Aumento significativo de TL
também foi observado com o tratamento de episddios de mania com uso delitio
associado a antipsicético (Cinar, 2018). O TL mostrou-se significativamente
menor nos pacientes em relacdo aos controles e a expressdao de hTERT
significativamente maior em relagcdo aos controles e na comparagcédo entre a

medida basal e a medida em remissao.

O maior estudo de GWAS de TL revelou um componente poligénico
significativo, com uma herdabilidade de SNP estimada de 7,29% (Codd et al.,
2013). Ao avaliar o subgrupo de portadores de TB, Coutts et al. (2019)
encontraram escore de risco poligénico (PRS) para 3634 SNPs com valor de p
< 0,013. Essas variantes conseguiam predizer 4,38% da variancia para TL
relativo, ajustado para sexo, idade, IMC e uso corrente de litio. O tratamento
croénico com litio (periodo igual ou superior a 4,5 anos) se associou a maior TL
(F(1, 75) = 4,733; p = 0,033; variancia explicada = 6,3%), fato que ndo ocorre em
pacientes sem litio (F(1, 72) = 0,250; p = 0,619; variancia explicada = 0,3%) ou
em uso de litio ha pouco tempo (F(1, 75) =0,85; p = 0,771; variancia explicada
= 0,1%). Analise de enriquecimento de genes revelou 5 genes implicados na
regulacdo do comprimento telomérico agrupados numa mesma regido do
cromossomo 3, dentre os quais LRRC34, TERT e NAF1. Andlise de eQTL

mostrou efeito do SNP mais significativo, rs10936599, na expressédo do gene
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LRRC34, localizado préximo a TERC, mas nao na expressdo de TERT,

localizada em outro cromossomo.

A relacao entre litio e dinAmica telomérica parece depender do aumento
da expresséao de B-catenina, efetor central da via Wnt e substrato de GSK3B, o
gue promove aumento da expressao de hTERT. Resultados de experimentos ex-
vivo tem corroborado essa hipotese (Bisland et al., 2009; Wei et al., 2015). Isto
sugere que o efeito sobre a via Wnt/B-catenina pode responder pela acao
neuroprotetora do litio, independente de uma resposta clinica no TB. Com o
encurtamento dos telémeros ha reducao da capacidade de ligacao de shelterinas
e da ativacao de respostas de dano ao DNA. Como parte dessa cadeia ha
aumento na expressao de miR-34a que inibe a via Wnt reduzindo expresséo de
shelterinas (Fernandez IlI; Johson, 2018). Litio normaliza a producdo de
shelterinas e aumenta hTERT por indugédo de B-catenina via inibicdo de GSK3.
A regido promotora de hTERT é regulada por diferentes fatores de transcricao
que sédo substratos da via AKT1/GSK3B, como STATS3, c-Myc, NF-kB e p53
(Bisland et al., 2009), cuja expressao € regulada por litio em culturas de células

(Chuang et al., 2002).

Outros mecanismos podem mediar a relacdo entre litio e TL, como a
modulagdo das vias relacionadas ao estresse oxidativo, a estabilizacdo da
funcdo mitocondrial e ao estresse imunoinflamatorio. Embora ainda nao se tenha

estabelecido se o tamanho dos teldbmeros é um fator de risco ou uma

consequéncia, ha uma correlacéo inequivoca com os transtornos psiquiatricos.
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Figura 1. Vias de sinalizagdo reguladas pela agdo do litio. Adaptagdo a partir de figuras obtidas na web.
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2.5 Genéticado litio

Aspectos fundamentais associados a resposta estdo relacionados a
fisiopatologia da formacdo dos sintomas, que abrange desde alteracfes
estruturais no DNA e suas implicacfes nas funcfes das proteinas transcritas a
modificacdes na dinAmica do genoma a partir de perturbacdes externas ao meio
celular. Essas alteracbes podem ser herdadas ou resultantes de mutacdes
novas. O que se espera de uma droga eficaz € que ela reverta as modificacdes
originadas por perturbacdes externas ao sistema. E isto pode ocorrer através da
melhora ou restauracao da funcao da proteina alterada ou através da acao sobre
mecanismos de controle paralelos. Desse modo, € esperado que haja uma

sobreposicdo entre genes associados a doenca com genes associados ao

farmaco usado para trata-la.

Os SNPs (single nucleotide polymorphisms) tém norteado os estudos de
associagfes de tracos marcadores de fenoétipos relativos a doenca clinica e a
resposta terapéutica (Kao et al., 2000; Stephens, 1999). Por definicdo, uma
mudanca de base na sequéncia do genoma humano apenas pode ser
considerada SNP caso esteja presente numa freqiiéncia de no minimo 1% na
populacdo. Outras variacbes estdo presentes no DNA, como as
insercbes/delecdes (InDel) e as variagdes de numero de cépias de pequenas
sequéncias de nucleotideos (CNVs). Variagdes mais raras e mutagdes de novo
também contribuem para o conjunto de efeitos determinantes de risco genético
para o desenvolvimento das doencas complexas (McClellan; Susser et al., 2007).

Ha aproximadamente 84,7 milhdes desses SNPs distribuidos entre os 3 bilhdes

70



de pares de bases do DNA humano (Abecasis; Auton et al., 2012). Destes, cerca
de 300 a 600 mil correspondem a tag-SNPs, indentificadores das possiveis
combinagdes dessas variantes segregadas em conjunto (International HapMap
3 Consortium, Altshuler et al. 2010). Cerca de 54% dos SNPs estéo localizados
em regibes codificadadoras de genes. Placas (arrays) desses SNPs
possibilitaram ampliar a investigagéo de associacdes entre variagdes estruturais
e diferentes fendtipos. Estima-se que os individuos diferem entre si numa
frequéncia de uma vez a cada 300 a 1000 nucleotidios do genoma (Lander et

al.,2001).

Farmacogendmica procura investigar como o perfil genético individual
influencia a reacdo a medicagdes. Também avalia como variacdes no DNA
interagem com estimulos ambientais na influéncia da resposta as drogas. No
contexto clinico, essas informacdes tém o objetivo de melhorar as decisdes em
relacdo ao tratamento dos pacientes visando um melhor prognéstico. Apesar de
todas as associacbes com caracteristicas clinicas, demograficas e com
marcadores biolégicos reveladas até o momento, nenhum algoritmo com bom
valor preditivo foi estabelecido. O mesmo se aplica a previsibilidade de
desenvolvimento de efeitos colaterais. A decisdo clinica portanto ainda esta
muito amparada na experiéncia e julgamento subjetivo do médico e numa

estratégia de “tentativa e erro” informada.

Ha fortes evidéncias que fatores genéticos influenciam a eficacia da
profilaxia com litio nos transtornos afetivos. A influéncia potencial de fatores
genéticos € demonstrada por diversos estudos que revelam resposta similar ao
tratamento, bem como o advento de efeitos colaterais. A melhor resposta em

gémeos monozigoticos ou parentes de primeiro grau se relaciona a boa resposta
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em probandos (Vojvoda et al., 1996; Mata et al., 2001; Muller et al., 2001; Grof

et al., 2002; Wehmeier et al., 2005; Duffy et al., 2017).

Grof et al. (2000) encontraram boa resposta em 67% dos parentes de bons
respondedores ao litio, comparado a 30% no grupo controle. Relata-se também
maior prevaléncia de TB em familias de bons respondedores, enquanto em
familia de ndo respondedores a prevaléncia de Esquizofrenia € maior (GROF et
al., 1994; ALDA et al., 1999). Nao se identifica um padréo de heranca definido
nestes casos, em grande parte devido as dificuldades em avaliar a resposta em
varias gerac0Oes, a baixa confiabilidade das informac@es acerca da qualidade da
resposta terapéutica e a heterogeneidade da propria doenca. Estima-se por
exemplo que os polimorfismos genéticos respondam por mais de 50% da
resposta a antidepressivos (Porcceli et al., 2011), fato que deve ser semelhante

para o litio.

As estratégias iniciais de investigagdo do substrato genético
responsavel pela heterogeneidade de resposta terapética se basearam em
genes candidatos. No caso do litio, sua farmacocinética é relativamente simples
e nao envolve enzimas metabolizadoras, o que permite direcionar o interesse

aos seus aspectos farmacodinamicos.

Desta forma, a maioria dos estudos nesse campo se baseia na
estratégia de busca de associacfes entre resposta de longo prazo e variagdes
estruturais em genes candidatos. Os genes selecionados sdo aqueles
pertencentes a neurobiologia do TB e ligados aos mecanismos conhecidos de
acdo do litio. Os estudos de associacéo privilegiaram assim genes associados a

neurotransmisséao (receptores de serotonina, dopamina e glutamato), a vias de
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sinalizacdo intracelular (fosfatidil-inositol, cCAMP e a vias ligadas a proteinas
kinases), a neuroprotecdo (BDNF e GSK3p) e a ritmos circadianos, além de uma
miscelanea de outros genes. Diferentes grupos utilizando critérios de resposta
diversos obtiveram associa¢cfes positivas com alguns alelos. Chama atencéo,
pela replicacdo dos resultados, associa¢cdes com variantes tipo SNP de GSK3B,
BDNF e InDel na regido promotora de SLC6A4 (SHTTLPR). A tabela 1 compila

0s achados positvos encontrados até o momento.

Rarissimos estudos exploraram a relagdo farmacogenética com outros
estabilizadores de humor. Um estudo de efichcia ao valproato sugeriu

associagao com XBP1 (Rybakowski, 2013).

Em funcdo da importancia clinica da descoberta de marcadores
genéticos para resposta terapéutica, indmeros grupos independentes se uniram
em consorcio, o International Consortium on Lithium Genetics - ConLi*Gen
(www.conligen.org), com intuito de conferir maior poder de deteccdo das
variaveis genéticas associadas a eficacia do litio utilizando-se de
sequenciamento amplo do genoma. Vantagem dessa colaboragao internacional
se estende para a padronizacdo da coleta de dados ao estabelecer um fenétipo
de resposta elaborado para contemplar tanto critérios dicotbmicos quanto

continuos de resposta (escala de ALDA).

Esses consorcios favoreceram estudos de associacdo com
sequenciamento amplo do genoma (GWAS). Essa abordagem busca identificar
diferencas significativas de variantes comuns, com MAF > 5% entre grupos
casos e controles em grandes amostras (Golub, 2010; Liu et al., 2013). Surgiram

desses estudos potenciais novos genes como receptores glutamatérgicos
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(GRIA2, GRIA4), canais ibnicos e transportadores de membrana (ACCNL1,
SLC4A10), além de proteinas de membrana (ANK3, ODZ4) (Rybakowski, 2013).
Entram nessa lista fatores de crescimento como IGF-1 (Milanesi, 2015),
receptores de fatores de controle metabdlico como leptina (Lee et al., 2015),
proteinas reguladoras de foslipides como SESTD1 (Song et al., 2016) e genes
codificastes de proteinas reguladoras do ciclo circadiano como PGC-1a e RORA
(Geoffroy et al., 2016). SNPs associados a RNAs néo codificantes longos
(AL157359.3 e AL157359.4) também emergiram como potenciais marcadores de
resposta através de GWAS (Hou et al., 2016).

A melhor maneira de estabelecer a resposta a qualquer droga é através de
estudos prospectivos controlados. Entretanto, custos imensos e o longo tempo
de seguimento necessario para acessar a resposta ao tratamento de transtornos
psiquiatricos tornam inviavel essa abordagem em nosso meio. Deste modo,
estudos que avaliam retrospectivamente a resposta clinica sédo preferidos por
serem factiveis. O prejuizo da confiabilidade na coleta de dados pode ser em
parte compensado pelo acesso a fichas de evolucéo, pelo estabelecimento de
critérios de resposta ponderados por demais variaveis clinicas e ambientais. Na
tentativa de ultrapassar esses obstaculos um estudo prospectivo multicéntrico
(Pharmacogenomics of Bipolar Disorder) seguindo 700 pacientes por 2 anos foi
lancaddo recentemente (Oedegaard et al., 2016). A recorréncia de episodio de
humor sera o evento definidor de resposta.

Os estudos de associa¢do necessitam de um grande numero de amostras
para a identificacdo de variantes de risco da doenca em questdo. O calculo
amostral para a deteccao de associacdes é conhecido por ser altamente afetado

pela prevaléncia da doenca, frequéncia alélica, desequilibrio de ligacdo (DL),
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modelos de heranca e tamanho do efeito das variantes genéticas (como por
exemplo, odds ratio, risco relativo, etc.) (Gordon et al., 2003; Pfeiffer; Gail, 2003;
Scherag et al., 2003). Entretanto, a medida que o tamanho da amostra aumenta
e, por consequéncia, uma maior quantidade de dados é assimilada para analise
combinada, o0 risco de associacbes espurias devido a subestruturacao
populacional ou estratificacdo também aumenta (Devlin et al.,, 2001). Outra
guestao fundamental, que ocorre ao aumentarmos 0 nimero amostral e que pode
contribuir para resultados com falsos positivos assim como com falsos negativos
em GWAS ¢é a variabilidade fenotipica que passa a existir dentro de grandes
populacfes. Isto em parte explica por que os GWAS até o momento nao
trouxeram grandes achados. As suas limitacbes parecem nao os tornar

superiores aos estudos de genes candidatos.

2.6 Epigenética do litio

Epigenética se refere aos mecanismos reguladores da expressdo génica,
0s quais sao influenciados por diversos fatores, tais como idade, estilo de vida e
variacdes ambientais, além das alteracdes fisioldgicas que ocorrem na doenca.
Juntamente com a variacdo estrutural do DNA, assume papel determinante na
variabilidade e complexidade de fenoétipos, que se estendem da normalidade ao
estado morbido. Os mecanismos epigenéticos sdo importantes meios de
modulacdo ambiental do DNA, representando o elo entre os estimulos externos

e a resposta gendémica.

Essenciais na diferenciacdo celular, no desenvolvimento e na transmissao
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de informacdes entre geracbes, 0S mecanismos epigenéticos guardam a
possibilidade de facilitar o surgimento de doencgas em suas diversas expressoes
e gravidade. Alteracdes no controle epigenético da homeostase celular podem
levar ao desencadeamento de cancer, doencas auto-imunes, doencas
metabdlicas e transtornos neuropsiquiatricos. Esses mecanismos epigenéticos
respondem portanto pela influéncia do ambiente sobre o genoma, incluindo o
efeito de farmacos (Kubota et al., 2012). O conjunto de sistemas envolvidos na
modulagéo epigenética do genoma incluem metilagdo do DNA, modificacdo de

histona, atuacdo de RNA né&o codificante (hcRNA) e remodelagem da cromatina.

O processo de metilagdo ocorre pela adicdo de um grupo metil (CH3) no
carbono 5 dos nucleotidios citosina ao longo de um segmento do DNA, o que
resulta num complexo 5-metilcitosina (5-mC). Nas células somaticas a metilacao
ocorre nas regides cromossdmicas em que ha agrupamento de dinucleotidios
citosina-guanina (“ilhas” CpG). Em humanos, 5-mC é encontrado em
aproximadamente 1,5% do DNA gendmico e as ilhas CpG estdo associadas a
cerca de 60% dos promotores dos genes. A familia de enzimas DNA-
metiltransferases controlam a adicdo do grupo metil a citosina. Isto permite a
manutencao de padrao especifico dos diferentes tecidos, confere estabilidade e
integridade cromossdmica e em geral inibe a transcricdo génica.

A cromatina é formada através do adensamento do DNA em torno de
proteinas nucleares, as histonas. Quanto mais condensada a cromatina maior a
dificuldade de acesso ao DNA pelos fatores associados a transcrigao. A estrutura
da cromatina pode ser alterada por modificacées das histonas, o que permite
ativacdo ou repressao da transcricdo, além de reparos no DNA. As histonas

podem sofrer varias modificacées pos-traducéo, além de metilacdo/desmetilacéo
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e acetilagdo/desacetilacdo, com repercussédo sobre sua interagdo com o DNA e

outras proteinas nucleares.

RNAs ndo codificantes (ncRNA) sdo moléculas funcionais de RNA
transcritas mas que nao traduzem proteinas. Esses RNAs regulam a expressao
génica através de varios mecanismos que incluem modificagcdes no RNA
ribossomal, repressdo da expressdo de RNA mensageiro (MmRNA) via
interferéncia sobre o proprio RNA, regulacdo de splicing alternativo e mediacao
de interagdes RNA-RNA. A maioria dos transcritos ndo codificantes sdo RNAs
longos (INcRNA). Um subgrupo em patrticular, large intergenic non-coding RNA
(lincRNA) formam complexos direcionados a regides gendmicas especificas

regulando estados epigenéticos especificos.

Os micro-RNAs (miRNA), fragmentos de ncRNA com comprimento em
torno de 22 nucleotidios se ligam a sitios especificos do RNA mensageiro para
induzir degradacéo ou bloquear traducdo. Sua agao pode ocorrer em conjunto
com a metilacdo. Eles tém se mostrado grandes reguladores da plasticidade
neuronal e funcionamento cerebral (Schratt, 2009). Sua a¢éo sobre o RNA pode

ocorrer de forma coordenada e assim regular todo o genoma (Hussain, 2012).

Alteracdes epigenéticas também podem afetar a resposta ao tratamento
farmacologico ao modular os genes envolvidos no farmacocinética e
farmacodinamica das drogas. Os farmacos também alteram diretamente o perfil
de metilacdo de promotores de genes e a acetilagcdo de histonas, regulando
assim a transcricdo do DNA (Ivanov et al., 2012). Isto contribuiria para a variagcao
interindividual na resposta e para a perda de eficacia terapéutica ao longo do

tempo. Utilizados como marcadores, esses mecanismos podem servir para
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monitorar o tratamento e estabelecer prognéstico clinico.

A farmacoepigenética tem buscado integrar os elementos dindmicos do
genoma a avaliacdo de eficacia terapéutica. Fortes evidéncias vindas de estudos
animais e em humanos indicam que antidepressivos, antipsicoticos, acido
valproico e litio alteram a regulacdo epigenética de uma variedade de genes
(Boks et al., 2012). Associacdes mais especificas tém sido apontadas
recentemente. Higgens et al. (2015), por exemplo, apresentaram uma analise in
silico combinando resultados de diferentes estudos genéticos e epigenéticos
sobre resposta ao litio, inlcuindo SNP que ndo apresentaram significancia em
GWAS em que identificaram uma rede associada a receptores de glutamato tipo

AMPA mediando essa resposta.

Recentemente, a deteccdo de pequenas cadeias de RNA né&o codificante,
os micro-RNAs (miRNAs), como grandes reguladores da expressao génica
chamou atencéo para o seu papel nas doencas complexas. Varios deles tém
sido associados com a acéo de psicotrépicos, como mir-132 e mir-16, os quais
exercem funcBes criticas em circuitos ligados a plasticidade sinaptica e a
receptores de neurotransmissores. Em GWAS realizado pelo ConLi*Gen foram
revelados 106 miRNAs com significancia nominal em associagdo com resposta
ao litio num modelo de resposta continua e 71 miRNAs num modelo dicotémico
(Consortium on Lithium Genetics; Reinhold et al., 2018). miR-633, localizada em
regido intergénica do cromossomo 17, e miR-607, localizada em regiao
intergénica do cromossomo 10, apresentaram as mais fortes associagdes (p =
9,80E-04 e p = 5,69E-04, respectivamente). Atribui-se a auséncia de resultado
significativo possivelmente ao pequeno tamanho da amostra (n = 1563). Embora

esse estudo ndo tenha conseguido identificar miR-eQTLs, encontrou-se um
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enriquecimento para SNPs cis-miR-eQTL frente aos achados de Huan et al.
(2015). Esse grupo de pesquisa mostrou evidéncias de 5269 cis-miR-eQTLs
para 76 microRNAs, 0s quais hdo estavam entre os achados com significancia
nominal no estudo do Conli*Gen. Entretanto, um locus contendo 2 IncRNA se
associou signficativamente a resposta ao litio em outro estudo do ConLi*Gen

(Hou et al., 2016).

Acido valproico e butirato de sodio sdo drogas inibidoras das
desacetilases de histonas. Estudos apontam para potencializacdo a resposta a
antipsicaticos em associacdo com inibidores de desacetilases (Montalvo-Ortiz et
al., 2014; Fass et al., 2014; Brami-Cherrier et al., 2014). Inibicdo da enzima
metiltransferase (DNMT) ocorre sob influéncia de psicofarmacos, facilitando
efeito terapéutico pela modulacéo do nivel de metilacdo em regides promotoras
de genes de receptores de neurotransmissores glutamatérgicos e gabaérgicos,
de BDNF, Reelina e GAD67, os quais estdo hipermetilados em modelos de

psicose (Shimabukuro et al., 2006; Dong et al., 2009; Guidotti; Grayson, 2014).

Exemplo da importancia da integracdo do genoma € a significativa
interacdo entre as funcdes do BDNF e 5-HT nos transtornos de humor. A
transcricdo desses elementos estd submetida a alteracdes epigenéticas
desencadeadas por estimulos estressantes. A variante curta de 5-HTTLPR e a
variante BDNF-Met sao formas predisponentes a alteracdes epigenéticas e tanto
o eixo hipotadlamo-hipdéfise-adrenal quanto CREB estdo envolvidos na interacéo

epistatica entre estes polimorfismos (Ignacio et al., 2014).
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2.7 Integracédo de dados biolégicos

As redes de integracdo molecular que ocorrem nas células se organizam
conforme alguns principios. Neste contexto celular global existem sub-redes
distintas que caracterizam fenotipos e vias de resposta a perturbacdes externas
ao sistema, como estimulos fisicos e quimicos. As redes biolégicas possuem
poucos nodos altamente conectados, chamados hubs. Proteinas que
representam esses hubs tendem a ser codificadas por genes essenciais
comparativamente aqueles associados a proteinas da periferia da rede. Assim,
mutacBes em genes associados aos hubs terdo grande e ampla repercusséo no
sistema. Estes genes portanto estariam mais associados a doencas. Por outro
lado, genes essenciais que constituem hubs centrais quando mutados tendem a
ser eliminados precocemente. Genes nao essenciais tendem a ser tecido
especificos e localizados na periferia do interactoma. Genes associados a um
fendtipo tendem a ser vizinhos, portanto organizados localmente numa rede
biolégica em “mddulos de doenca”. A doenga seria entdo ocasionada pela
disfuncdo de elementos constituintes desses modulos, os quais podem ter
regibes compartilhadas com outros modulos de diferentes doencas. Decorre
disso que mutacles diversas e independentes em proteinas que interagem
levam a fendtipos similares. Ou que a fungdo de um modulo repercute em
modulos vizinhos ou ainda que uma mutacdo pode ser compartilhada por
diferentes modulos de funcionais ou de doenca, o que possibilita a frequente
comorbidade e fenbmenos como pleiotropia e epistasia (Guney; Oliva, 2014). O
surgimento da doenca passa a depender de um mecanismo combinatorio em

gue diferentes defeitos ou perturbacdes em diferentes elementos pertencentes
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ao modulo resultam em fenoétipo semelhante pois alteram a funcdo do modulo.
Este modulo inclui genes modificadores da doenca, que medeiam fenémenos
epigenéticos, transcricionais e pos-transcricionais. As drogas direcionadas a um
alvo especifico podem corrigir aspectos disfuncionais de um maédulo de doenca
mas ao mesmo tempo desencadear outros efeitos indesejaveis pela expanséo
da perturbacdo ao longo da rede. Isto implica a necessidade de terapéuticas
dirigidas a multiplos alvos, levando em consideracdo o fenétipo de resposta a
farmacos que pode ser determinado por modulos diversas do caracterizador de
doenca, embora intuitivamente deva compartilhar de seus elementos e
principalmente de elementos vizinhos. Neste aspecto, litio é uma droga
paradigmatica. Sua potencial acdo em mudltiplos sitios, modulando diversos

fendtipos, se expande para além de moddulos funcionais associados ao

transtorno de humor.

Higgins et al. (2015) utilizaram anélise de redes de genes apontados por
diferentes estudos e obtiveram uma rede de genes e seus SNPs relevantes
formando uma via de regulagéo glutamatérgica associada a boa resposta ao litio.
Poderiamos considerar ainda que dependendo da divisdo funcional da rede
molecular associada ao TB, o sitio poderia ser eficaz na restauracdo de
funcionalidade de apenas um sub-mddulo dentre os varios que compdem a rede
desse transtorno, como por exemplo ser eficaz na sub-rede associada a mania,
mas nao na sub-rede associada a depressao, ou na sub-rede associada ao
suicidio, E quanto mais alteracdes houver em redes e modulos vizinhos maior a
dificuldade para seu efeito adequado. Portanto, organizar o conhecimento das
interagcbes moleculares associadas a doenga e identificar as relacionadas a

potenciais sitios corretores da disfuncéo através da utilizacéo das propriedades

89



dos grafos, ajudara a estabelecer melhor a rede de genes que de fato importa
para a disfuncéo e subsequente regularizagdo do sistema. Portanto, a genética
das doencas complexas como TB e sua terapéutica medicamentosa deve ser
melhor avaliada aplicando-se as propriedades dos grafos. Conforme
caracterizam Barabasi al. (2011), nestas andlises observam-se poucos hubs
altamente conectados sustentando a rede unida; fenémeno de “small-world” em
gue a maior parte dos nodos representativos de proteinas estao a poucos passos
de qualquer outro, o que revela uma interacdo funcional muito proxima; presenca
maior ou menor que esperada de motivos, que sdo sub-redes associadas a
alguma funcéo biolégica mais especifica dentro da rede, como algas regulatorias;

presenca de nodos com alta medida de centralidade de intermediacéo.

O mecanismo terapéutico particularmente pode envolver vias contra-
regulatérias de feedback e estar sujeito a mudancas de acordo com a progressao
da doenca, adaptacdo da expressdo génica a estimulos perturbadores
ambientais e remodelagao celular, sendo bastante dindmico (Danho, 2016).
Deste modo, predicdo de resposta implica a existéncia de um tempo de validade.
Incluir estes aspectos em modelos de rede sera necessario mas apenas possivel

na medida em que se consiga quantificacdo seriada de biomarcadores.

Outra questdo a ser considerada € a expressdo génica diferencial entre
tecidos. As regides cerebrais diferem entre si nas redes de proteinas por
necessitarem de especificidade funcional, o que o que determina diferencas na
constituicdo das redes e na importancia e posicionamento de seus nodos. Isto
implica a acdo diferenciada dos farmacos em cada tipo celular, possivelmente

associada a sitios diferentes de ligacdo dentro de novas redes funcionais (Kitsak
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etal., 2016).

Diversos bancos de dados disponiveis online permitem comparacdes e
exploracfes topoldgicas para genes de interesse ou resultantes de grandes
bibliotecas fornecidas por sequenciamentos utilizando HTS (high throughput
sequencing). A utilizagcdo desses bancos anotados e curados constantemente
permite dar consisténcia maior as hipoteses a priori quando se utilizada alguns
genes e variantes candidatos. Alguns programas integram bibliotecas de
diferentes fontes, todavia alguns parecem mais “amigaveis”. STRING

(wwwe.string.org) € um dos mais utilizados na avaliacdo de redes de interacao

proteina-proteina (PPI). A plataforma, resultado de um consorcio europeu,
constroi a rede PPI a partir de dados experimentais e preditivos e faz algumas
andlises topoldgicas considerando interacdes fisicas e funcionais (Szklarczyk et
al., 2019). Importante notar que interacdes protéicas ndo significam interacées
génicas, embora sejam um reflexo da importancia dos genes relacionados na
forma de proteinas para determinadas fungBes moleculares. NetworkAnalyst

(www.networkanalyst.ca), patrocinado pela Universidade de McGill, possibilita

além da analise de PPI a integracdo de dados de expressdo génica. Nesta
plataforma é possivel analisar redes PPl em tecidos especificos, analisar redes
de interacéo entre genes e fatores de transcricdo, entre drogas e proteinas, entre

genes e doencas e analisar co-expressao de genes (Zhou et al., 2019).

Através de redes PPI é possivel entender o modo como ocorre a conexao
entre cada gene/proteina. Medidas de centralidadede de grau, que reflete a
probabilidade de receber uma conexéao, centralidade de proximidade, que reflete

o caminho mais curto a se percorrer entre nodos, centralidade de intermediacao,
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reflete o nUmero de vezes que o nodo age como ponte ao longo do caminho mais
curto entre dois outros nodos, indicam a importancia de cada elemento da rede
em relagdo aos demais e 0 quanto estdo conectados. Proteinas e genes centrais
na rede, muito conectados ou com alta centralidade de intermediacdo, quando
removidos ou disfuncionais véao refletir em todo o sistema, com menor

possibilidade de compensacgdes por algas de feedback (Bertolazzi et al., 2013).

Esses programas também avaliam a associagédo do conjunto de proteinas
com processos biologicos, fungbes moleculares, componentes celulares
utiizando um agrupamento de classes conforme relacdes ontolégicas
caracterizadas como Gene Ontology (GO). Os programas também permitem
visualizar a rede formada a partir das sementes, revelando a disposicéo espacial
da rede PPI e possiveis agrupamentos. A disposicao dos genes reflete o grau de
conectividade de cada um na rede. Genes/Proteinas muito conectados (Hubs)
guando disfuncionais ou mutados em geral estdo associados a doencas com

repercussdes clinicas importantes e com apresentacdo heterogénica.

A rede de interacdo de proteinas representada pelos genes considerados
neste estudo demonstra algumas propriedades que refletem concordancia com
as observacoes e conclusdes dos estudos em doengcas complexas e sistemas

dindmicos até o momento.

Embora tenham proporcionado avango espetacular na integracdo de
dados, importantes questdes acerca das relacdes funcionais determinado
expressao, efeitos epigenéticos, controle pos-transducional e interagdo com
reguloma devem ser consideradas nas interpretacdes de resultados. O que

parece relevante € a compreensdo da importancia das relacdes entre
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genes/proteinas estudas e suas relacdes com os demais elementos da rede.
Novos genes podem ser incorporados a vias moleculares e modulos de doenca,
bem como novos candidatos até entdo desprezados, ou periféricos na rede,

podem ser investigados em seu efeito sobre um fenétipo estudado.

Partindo desta perspectiva, inUmeros outros potenciais sitios sob
influéncia direta ou indireta de proteinas e genes associados ao mecanismo de

acdo do litio podem se relacionar geneticamente a sua acéo terapéutica.
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3 Objetivos

Propde-se avaliar a associacdo de resposta terapéutica de longo prazo ao
litio em portadores de TB tipo | e interacdo entre perfil de metilacdo e SNPs de
genes envolvidos nos mecanismos de acdo desse farmaco - GSK3B, AKT1,
MTOR - e os principais ativadores de transcricdo associados a estas vias -
BDNF, BCL2. Sera tentado, sempre que o tamanho da amostra permitir,
estratificar os pacientes em funcéo de caracteristicas clinicas, como presenca de
sintomas psicoticos, tentativa de suicidio, histéria de transtorno psiquiatrico em
familiares, padrdao de ciclagem, comorbidade com uso de substancias e
comorbidades clinicas.

Serdo consideradas as seguintes hipoteses:

1) Hp = aresposta ao tratamento com litio em portadores de TB tipo | ndo

se associa a variantes estruturais de genes avaliados.

2) Hq =aresposta ao tratamento com litio em portadores de TB tipo | ndo

se associa ao perfil de metilacdo em sitios de regides promotoras de
genes avaliados.

3) Hp = aresposta ao tratamento com litio em portadores de TB tipo | ndo

se associa a interacdo do perfil de metilagdo em sitios de regides
promotoras com SNPs dos genes avaliados.
Concomitantemente, serd avaliado o comprimento de teldbmeros nesta
populacéo e testadas as hipoteses de associacao:

1) Hg = aresposta ao tratamento com litio em portadores de TB tipo | ndo

se associa a comprimento de teldmeros.
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2) Hp = o comprimento dos teldbmeros ndo se associa a variantes

polimorficas.
3) Hp = o comprimento dos teldbmeros ndo se associa ao perfil de
metilacdo em sitios de regibes promotoras com SNPs dos genes

avaliados.
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4 METODOS

4.1 Casuistica

Um total de 329 individuos ndo aparentados com diagnostico de TB do
tipo I, cujos dados retrospectivos de seguimento clinico pudessem ser
acessados, foram recrutados a partir de 4 locais diferentes onde realizaram
tratamento: Instituto de Psiquiatria do HCFMUSP, Centro de Atencao Integrada
em Saude Mental da Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo, Hospital Jodo

Evangelista e consultorios particulares.

A Comisséo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq)
do Hospital das Clinicas da FMUSP aprovou este protocolo de pesquisa, bem
como o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (ver anexos B e C).
Todos os participantes do estudo consentiram em doar as amostras de sangue

apos assinatura do referido termo.

Por ser um estudo retrospectivo, as informac¢des que permitiram avaliar a
resposta foram extraidas principalmente de prontuarios médicos, e, quando
possivel, checadas com o paciente e familiares.

Apoés extensa avalicdo dos dados de prontuario e entrevistas clinicas,
foram excluidos das analises os casos em que havia inconsisténcia diagnostica,
tempo de seguimento abaixo de 2 anos e auséncia de dados suficientes para
caracterizar resposta ao tratamento, restaram 213 individuos. Em poucos casos

(N=13) em que 0 acesso a prontuarios prévios nao foi possivel optou-se por
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manté-los no estudo em virtude do relato individual e familiar confiavel da

excelente resposta ao litio.

4.2 Avaliacéo de resposta ao litio

Para quantificacdo da resposta aplicou-se a “escala de Alda” — Critérios
Retrospectivos da Resposta Terapéutica de Longo Prazo em Pacientes com
Transtorno Afetivo Bipolar (ver anexo 1). Para as andlises foram considerados
0s escores totais, 0os escores dos critérios A isoladamente (N = 213), os escores
totais (N = 213), os escores totais excluindo-se aqueles em que o escore dos
critérios B somavam 4 ou mais (N=108). Para as andlises também se dividiu a
amostra em 3 grupos de resposta: respondedores (R: Alda = 7), respondedores

parciais (RP: 3 = Alda < 7) e ndo respondedores (NR: Alda < 3).

O doutorando obteve treinamento no preenchimento da escala com o
ConLi*Gen, atraves do acesso a vinhetas clinicas e seu desempenho ficou no

intervalo de confianca obtido nos testes de confiabilidade entre avaliadores.

Dados socio-demograficos e parametros clinicos foram coletados
conforme disponibilidade. As analises de associacdo com essas variaveisforam

realizadas entdo para subgrupos para os quais existiam os dados pertinentes.
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4.3 Escolha dos genes e variantes para investigacao

Baseado nos achados de literatura médico-cientifica em relacdo aos
mecanismos de acao do litio e a associacdo prévia de variantes génicas com
resposta a longo prazo, foram escolhidos marcadores ja associados
positivamente a resposta ao litio, a antidepressivos e a antipsicoticos, e
marcadores ainda nao explorados em relacdo a TB e sua terapéutica mas com
potencial de modular cascatas de sinalizacdo molecular associadas aos

processos metabdlicos, imunoinflamatérios e neuroplasticidade.

Foi entdo definida uma pequena rede com bom coeficiente de
agrupamento, refletindo interacdo entre as proteinas codificadas pelos genes

AKT1, GSK3B, MTOR, BDNF, BCL2 e SLC1A2.

Para o gene AKT1 foram selecionadas as seguintes variantes:

a) rs1130214 — apresenta influéncia sobre atividade enzimatica (McGuire
et al., 2017); foi encontrada em associagdo com aumento do risco de
comportamento suicida em TB (Magno et al., 2010); foi associada com
esquizofrenia (Mathur et al., 2010) e cognicao (Pietilainen et al., 2009);
foi associada a resposta a antidepressivos em DM (Losenkov et al.,
2015); associada a ocorréncia de sintomas extrapiramidais induzidos por

antipsicaticos (Casso e al., 2014).

b) rs2494732 — fator de risco para psicose induzida por cannabis (Morgan

et al., 2016); associacao com sintomas psicoticos em TB e Esquizofrenia
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(Karege et al., 2012); associacdo com resposta a risperidona em
Esquizofrenia (Ikeda et al., 2008).

C) rs2498786 — associacdo como Doenca de Alzheimer em pacientes com
Diabetes Mellitus tipo 2 (Liu et al., 2015).

d) rs3730358 — associacdo com Discinesia Tardia em interacdo com D2
(Zai et al., 2008); associacdo com inicio tardio de DM (Pereira et al.,

2014; associacdo com expressao protéica (McGuire et al., 2017).

Para o gene GSK3B foram definidas as seguintes variantes para estudo:

a) rs334558 — associacdo com TB de inicio tardio (Benedetti et al., 2004);
associacdo com resposta ao litio (Rybakowsky, 2014); associacdo com

remissdo em DM (Levchenko et al., 2018);

b) rs1732170 — associacdo com resposta ao litio (Mitjans et al., 2015);
associagdo com impulsividade em TB (Jiménez et al., 2014); associacao

com tentativa de suicidio em TB (Jiménez et al., 2013).

c) rs3755556 - sitio de ligacdo do fator de transcricdo IRF1, associado a
regulacdo de genes ligados a resposta mediada por interferon e

prostaglandinas (Yen et al., 2015).

Embora MTOR interaja proximamente a AKT1l e GSK3 na sinalizagao
dopaminérgicas e na mediacdo de sintomas extrapiramidais de antipsicéticos,
suas variantes estruturais ndo foram exploradas em associagdo com TB,
Esquizofrenia ou resposta farmacologica. Optou-se pela escolha de eQTLs,
mesmo que definidos para outros tecidos, e ja estudados em vias associadas a

oncogénese/apoptose e controle metabdlico:

99


https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?position=chr3%3A119813234-119813734&amp;hgsid=724090295_1OWgAziayU369Wlc1TNiqJx9h1Jk&amp;snp151=pack&amp;addHighlight=hg19.chr3%3A119813484%2D119813484%23fcfcac&amp;hgFind.matches=rs3755556

a) rs2295080; rs1034528; rs1883985.

Para o gene SLC1A2 decidiu-se investigar o seguinte SNP:

a) rs4354668 — associa¢cdo com cognicdo em Esquizofrenia (Spangaro et al.,
2012); associacdo com volume de hipocampo e experiéncia adversas na
infancia (Poletti et al., 2014); associacdo entre curso de doenca e uso de
litio em TB (Dallaspezia et al., 2012); associacdo com resposta ao litio in
silica (Higgins et al., 2015).

Para os genes BDNF e BCL2 investigou-se o perfil de metilacado de regides
promotoras e sua interacdo com os SNPs na mediacdo de resposta ao litio.
Essas proteinas sdo importantes efetoras na regulacdo de ciclo celular, apoptose
e manutenc¢do de sinapses, fatores estes essenciais na contengao dos prejuizos
celulares causados pela disfuncdo de vias sinalizadoras potencialmente

associadas ao desenvolvimento e progressao da doenca:

b) CpG1 (cg05218375) — CpG2 (cg23497217) — CpG3 — sitios localizados
na regido promotora IV do gene codificante de BDNF e associados
previamente a eficacia antidepressiva e TB (Braithwaite et al., 2015);
CpGl e CpG2 se localizam em sitio de ligacdo de CREB, fator de
transcricdo diretamente ligado a vias de sinalizacao reguladas por litio.

c) CpG1l (cg03813215) — CpG2 — CpG3 - sitios localizados em regiao
promotora P2 de BLC2, a 88bp do sitio transcricdo inicial do gene,
potencialmente associado a regulacédo da transcricao.

Tendo em vista a associacdo de tamanho de teldmero com resposta a litio e

doencas crdnicas optou-se por investigar sua relacdo como possivel mediador

da resposta terapéutica através da interacdo com as demais variantes.
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4.4 Métodos de laboratério

4.4.1 Extracdo de DNA de sangue total

O DNA gendmico foi extraido a partir de sangue total utilizando o método
“Salting Out”, descrito por Miller et al. (1988). As amostras de DNA foram
purificadas com a utilizacdo do PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Todas as amostras de DNA purificadas foram avaliadas quanto a
concentracdo e pureza por meio da densidade Optica (DO) em espectrofotbmetro
(NanoDrop® ND-1000, Thermo Fisher Scientific). A integridade do DNA foi
verificada por eletroforese, em gel de agarose a 2,0% corado com brometo de

etidio.

4.4.2 Genotipagem

A andlise de genotipagem para avaliar as 11 variantes polimorficas foi
realizada nos 213 pacientes selecionados. Em alguns casos nao foi possivel
determinar o alelo em virtude da qualidade da amostra ou de problemas técnicos
na preparacao das mesmas. Isto ocorreu em menos de 5% dos casos para cada

gene.
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A genotipagem foi realizada pela técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction) em tempo real, utilizando o sistema 7500 Fast Real-Time PCR
(Thermo Fisher Scientific). Cada reacdo foi constituida por 50ng de DNA
gendmico, 1,25uL de TagMan SNP Genotyping Assay (Thermo Fisher Scientific)
e 12,5uL de TagMan Genotyping Master Mix (Thermo Fisher Scientific) paraum
volume final de 25 pL. As condi¢des de ciclagem utilizadas foram: 60°C por 1
minuto, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos consecutivos de 95°C por 15 segundos

e 60°C por 1 minuto.

Todas as amostras de DNA purificadas apresentaram concentracdo e
pureza adequadas e dentro dos pararametros estabelecidos. O DNA integro
pode ser visto como uma grande e Unica banda na regido superior do gel de

agarose (Figura 2).

Figura 2. Géis de agarose a 1,5% de parte das amostras utilizadas no presente
projeto demonstrando uniformidade quanto a qualidade e integridade
do DNA. Na primeira e ultima colunas esta representado o marcador

de peso molecular que varia de 1000-100pb.

102



Os resultados de genotipagem foram avaliados com a utilizacédo do real-time
PCR instrument software (Thermo Fisher Scientific). A discriminacao alélica de
cada variante foi verificada como um plot de alelo 1 (marcado com o fluoréforo
VIC) versus alelo 2 (marcado com o fluor6foro FAM). Cada amostra foi
representada como um ponto individual no plot que demonstra grupos
homozigotos, um grupo heterozigoto e o controle negativo empregado no

experimento (Figura 3).

Allelic Discrimination Plot

1.6 »
b g
1.4 s
L ]
. &
. <
10 L
os L 4
L ]
&
0.4 ‘.
o, L
> Pl
o = ® @

05 1.0 1.5 20

Legend
L TN eG/G
®A G XUndetermined

Figura 3. Figura representativa de discriminacéo alélica para o rs334558 do gene
GSK3B. As cores, vermelha, azul e verde representam alelol/alelol,

alelo2/alelo2 e alelol/alelo2, respectivamente.
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4.4.3 Avaliacdo do comprimento dos telébmeros

A avaliacdo de comprimento relativo telomérico foi realizada utilizando a
técnica de PCR em tempo real, de acordo com o protocolo adaptado de Cawthon
(2002). As amostras de DNA purificadas de 213 pacientes, apos quantificacédo
por espectrofotometria, foram diluidas para 2 ng/ul em placas de 96 pocos. Para
cada reacédo foram utilizas 6 ng de gDNA e cada amostra foi corrida em triplicata.
O procedimento foi realizado utilizando dois pares de primers, um para teldmeros
(Tell/Tel2) e um para o gene de coOpia Unica 36B4 (acidic ribosomal
phosphoprotein P0O) (36B4u/36B4d) (Tabela 2), com concentracdo final de

300nM/900nM e 300nM/500nM, por reacéao respectivamente.

Tabela 2. Sequéncias de oligonucleotideos para ensaios de avaliacdo de

comprimento telomérico.

Oligonucleotideos Sequéncias
Tell 5 -GOGTTTTTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGT-3
Tel2 S-TCCCGACTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTA-3"
36B4u S-CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC-3°
36B4d S-CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA-3

Todos os experimentos de PCR em tempo real foram realizados no
equipamento Quant Studio 12K Flex Real Time PCR System (Thermo Fisher
Scientific) de acordo com as recomendacfGes descritas no protocolo do
QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Junto com as
amostras, em cada placa de 384 pocos foi corrido uma curva padrdo com 7

pontos de fator de diluicdo 2, sendo elaborada a partir de uma amostra controle
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de DNA gendmico humano comercial (Human Genomic DNA, Promega
Corporation) e com primeiro ponto fixado em 12ng. Além da curva padrédo, em
cada placa também utilizamos dois pools de amostras de DNA gendémico de trés
individuos do sexo feminino (QC1) e masculino (QC2) de diferentes idades.
Tanto a curva quanto os pools foram empregados em quadriplicata com o
objetivo de normalizar possiveis variacbes experimentais. Como amostra
referéncia utilizamos o ponto de 6ng da curva padréo, ponto, este, referente a
guantidade de amostra utilizado nas rea¢des. Uma eficiéncia de amplificacédo
entre 90 e 110% foi observada em cada reacdo, assim como curvas de

dissociacdo com pico unico.

A analise de medida de comprimento telomérico relativo foi adaptada a
partir do método descrito por Cawthon (2002; 2009) e determinada pelo método

2-44Ct O valor resultante é proporcional ao tamanho médio de teléomeros.

4.4.4 Andlise da metilacdo do DNA

A metilacdo do gene especifica foi avaliada com a técnica de
pirosequenciamento. Para essa analise, foram avaliados sitios CpG em dois
genes, BCL2 (BCL2 apoptosis regulator) e BDNF (Brain-derived neurotrophic

factor).

Para a analise de pirossequenciamento, foram desenhados primers
especificos para observar os sitios CpG alvos dos genes BCL2 e BDNF. Os
primers de pirossequenciamento foram desenhados com o software PyroMark

Assay Design SW 2.0 (Qiagen) (Tabela 4).
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Foi obtido resultados para 46 pacientes em relacdo ao BCL2 e 20 pacientes

em relacdo ao BDNF.

Tabela 3. Desenho dos primers para pirossequenciamento.

Gene Sitios Posicao

CpG

Especificagao

Desenho do Primer (5' - 3)

BCL2 ©€g03813215 chr18:60,986,679

pos2 chr18:60,986,676

pos3 chr18:60,986,673

BDNF ¢g05218375 chr11:27,723,218

€g23497217 chrll1:27,723,214

pos3 chrl1:27,723,203

Forward

Reverse
[Biotinilado]

Sequencing

Forward

Reverse
[Biotinilado]

Sequencing

TTGTAGAGAAGGGGAAAATATTATAGGAT

TTCCAAATCCATTCCCAAACTTCTACTTC

GAATATAGGATTGAAAATTGTAAT

GAGGTAGAGGAGGTATTATAT

AACCAAAAACTCCATTTAATCTC

AGGTAGAGGAGGTATTATATGA

Dados obtidos pelo projeto ENCODE e indetificados pela plataforma Illumina Infinium Human

Methylation 450 Bead Array.

As amostras de DNA purificadas passaram por tratamento com bissulfito

de sddio com o kit EZ DNA methylation Kit (Zymo Research., Irvine, California,

USA), de acordo com as recomendacOes do fabricante. O DNA bissulfito

convertido foi amplificado pelo procedimento de PCR utilizando o kit PyroMark

PCR Kit (Qiagen), seguindo as recomendag¢des do fabricante, com as seguintes

condi¢bes: 95°C por 15 minutos, 45 ciclos de 94°C por 30 segundos, 53°C por

30 segundos e 72°C por 30 segundos, e extensao final de 72°C por 10 minutos.

Para cada ensaio, foi adicionado um pool de todas as amostras para avaliar o
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viés entre as placas e utilizou-se DNA de controle bissulfito convertido metilado
e bissulfito convertido ndo metilado (EpiTect PCR control DNA, Qiagen) em uma
curva padrao de 5 pontos (0%, 25%, 50%, 75% e 100%). Para adequar o sinal
em relacdo ao ruido de fundo (“background”) e para verificar a eficiéncia da
conversdo do DNA com bissulfito de sédio, o software incluiu pelo menos uma
dispensacao ‘controle’ nas reagdes. As analises de pirosequenciamento foram
realizadas com o sistema PyroMark Q24 system (Qiagen). As porcentagens de
metilacdo dos sitios CpG fornecidas pela andlise de pirosequenciamento foram
calculadas como a proporcéo de C (citosina) para C + T (citosina + timina), como
implementado no software PyroMark Q24 2.0.7 (Qiagen). As amostras foram
normalizadas pela curva padréo de 5 pontos, usando uma regresséao polinomial
cubica ou uma regressao hiperbdlica, de acordo com o modelo de melhor ajuste

(Moskalev et al., 2011).

45 Andélise estatistica

Na analise descritiva das variaveis qualitativas foram utilizadas as
frequéncias absolutas e relativas, e para a analise das varidveis quantitativas

foram utilizadas medidas de tendéncia central, posi¢éo e dispersao.

Para comparar o ALDA score e a metilacdo entre as variaveis clinicas e o
polimorfismo foram utilizados os testes de Mann-Whitney (Hollander; Wolfe,
1999) e o teste de Kruskal-Wallis (Hollander; Wolfe, 1999). A fim de comparar o
do Telémero entre as variaveis clinicas e o polimorfismo, controlando pela idade

no inicio da doenca e pelo sexo, utilizou-se a Regressao Linear. Cabe ressaltar

107



gue para as variaveis que apresentaram mais de um nivel, como por exemplo, o
tipo de episodio inicial todos os niveis foram comparados par a par e foi
apresentado o valor-p minimo da mesma. Todos os testes foram bicaudais (two-

tailed) e a significancia estatistica assumida em p < 0,05.

Para verificar a correlacdo entre as varidveis quantitativas, utilizou-se a
correlacdo de Spearman (Hollander; Wolfe, 1999). A correlacdo de Spearman é
uma medida limitada entre -1 e 1, sendo que quanto mais proximo o coeficiente
estiver de -1 maior a correlacdo negativa e quanto mais proximo o coeficiente

estiver de 1 maior a correlacao positiva.

A fim de verificar a interacdo entre os SNPs e a metilacdo foram
identificados grupos de individuos com caracteristicas semelhantes através da
Andlise Hierarquica de Agrupamento (Hair et al., 2009), utilizando o Método de
Ward com coeficiente de similaridade de Gower (Gower, 1971), que é adequado
para o célculo da similaridade quando se tem dados mistos (qualitativos e

guantitativos).

O software utilizado nas analises foi o R (verséo 3.5.1).

Foi utilizado o software livre Multifactor Dimentionality Reduction (MDR)
versao 3.0.2 para testar as interacOes entre diferentes SNPs.As configuracdes
de teste foram determinadas para validacao cruzada em 10 vezes e arazao limite
foi estabelecida em 0.25 em virtude da proporgao entre casos (respondedores)

e controles (ndo respondedores).
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5 RESULTADOS

5.1 Topologia darede de genes

Usando o programa STRING para avaliar o enriguecimento funcional da rede
proposta encontrou-se maior significAncia para processos bioldgicos
relacionados a “regulagcdo de morte neuronal” com 5 genes associados
(G0O:1901214; FDR 6.66e-06). A andlise de termos KEGG mostrou resultados
significativos para “vias de sinalizag&o de neurotrofinas” com 4 genes (hsa04722;
FDR = 4.56e-07) e vias ligadas a cancer de préstata e colorretal com 4 genes
cada uma (hsa05215; FDR = 4.56e-07 e hsa05210; FDR = 4.56e-07). As
mesmas correlacdes sdo mantidas caso se exclua MTOR darede, pensando que
poderia contribuir para a maior associagdo com vias de cancer. Entre os
componentes celulares envolvidos, as mitocondrias se sobressaem com 5 genes

(GO:0005739; FDR = 0.0019).

O programa NetworkAnalyst mostra a expanséao da rede e fornece o grau de
centralidade de intermediacdo que revela AKT1, GSK3B, MTOR, BCL2 como
grandes hubs, enquanto SCL1A2 e BDNF ficam mais periféricos. Interessante
observar que a rede fornece pistas da importancia de algumas proteinas que
fazem a conexéo entre esses hubs, e que podem ser investigadas de modo mais
sistematico em estudos baseados em hipéteses. Algumas delas, com alto grau
de centralidade de intermediacdo, sdo APP, MAPK, BAX, HSP90AAl, UBC,

TP53, IRS1, BCL2L11, STAT3, FKBP8, BRCA1, PSENL1. (Figura 4)
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Figura 4. Rede e subredes de genes estudados e suas relacdes topologicas.
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5.2 Caracterizacdo da amostra

A amostra apresenta uma idade média 46,11 anos (dp = 14,15). A idade
média do primeiro episédio foi de 27,17 anos (dp = 12,14). O tempo médio de
doenca foi de 18,67 anos (dp = 11,25); o tempo médio de uso de litio na coleta
foi de 7,69 anos, enquanto sua mediana foi igual a 5 anos. Em média, os
individuos apresentaram 9,45 anos de estudos (dp = 4,26 anos). Sexo feminino
foi predominante, representando 68,08% da amostra. A caracterizacdo étnica
baseou-se nas descri¢cdes subjetivas dos individuos e entrevistadores, de modo
gue esta sujeita a importante viés. Os pacientes de origem étnica caucasiana
representaram ¥ da amostra.

Entre os grupos de resposta dicotomica ndo houve diferenca entre sexo
(p =0,524), médias de idade na coleta (p = 0,726), cor (p = 0,903), idade de inicio
da doenca (p = 0,600), tempo de doenca (0,956), anos de uso de litio (0,824),
polaridade predominante (0,463), comportamento suicida (0,734), presenca de
alucinacdes (p = 0,528), presenca de delirios (p = 0,833), n"mero de episodios

maniacos (p = 0,655) ou depressivos (p = 0,222).

Houve correlacao significativa e positiva do tempo da doenca com o tempo

de uso de litio (p = 0,48), fato perfeitamente compreensivel.

Considerando-se resposta como variavel continua observou-se que:
a) O escore da escala se correlaciona positivamente (p = 0,28) com o tempo
de uso de litio.
b) Os individuos do sexo masculino apresentaram escore na escala de Alda
significativamente maior (p = 0,034) que os individuos do sexo feminino.
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c) Aqueles individuos que ndo apresentaram tentativa de suicidio tiveram o
escore significativamente maior (p = 0,033) em relacdo aos individuos que

tentaram suicidio.

Ao categorizar o escore de Alda em 3 grupos de resposta, NR (nao
respondedores), RP (respondedores parciais) e R (bons/excelentes
respondedores) pode se observar:

a) Fobia social foi diagnéstico psiquiatrico em comorbidade com TB mais

associado a resposta parcial (X?= 8,037; p =0,013).

Considerando-se apenas os critérios A da escala em um modelo de
resposta categorico observou-se:

a) Sexo masculino associa-se a melhor resposta (p = 0,037).

b) Episddio inicial maniaco associa-se a melhor resposta (p = 0,003).

c) Ciclagem para mania com uso de antidepressivo se associa a pior

resposta (p = 0,008).

Como alternativa de agrupamento, uniu-se o grupo de RP ao grupo de

NR e comparou-se ao grupo R:
a) Presenca de quadro demencial tende a se associar a pior resposta ao
tratamento (X2 = 9,266; p = 0,07) quando se uniu grupo de ndo

respondedores e respondedores parciais.

As carateristicas sociodemograficas e clinicas e sua relagdo com escore

de Alda estédo apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4. Anélise descritiva das variaveis clinicas qualitativas e associacdo com resposta na escala ALDA (NR = ndo respondedor; RP = respondedor parcial;

R =respondedor) considerando escore total.

Variaveis
Sexo

Cor

Tipo de episddio
inicial

Presenca de
episodio
predominante

Feminino
Masculino
Total

Amarela
Branca
Negra
Parda
Total

Depresséao
Psicotica
Puerperal
Mania
Hipomania

Psicética
Total
N&o
Sim
Mania
Depressao
Total

N

145

68

213

158

46
213

110

90

200

75

127

202

20

56

71
56

%
68,08%
31,92%

1,88%
74,18%
2,35%
21,60%

55,00%

45,00%

37,13%
62,87%

NR
88
34

89

27

59

13

54

34

43
72

RP
45
27

55

15

39

30

17

23
46

R Estatistica
12 2,165
7

1 2,584
14

0

4

12 1,409
2

o

6

o

5

9 1,707
9

p
0,372

0,847

0,512

0,445
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Tipo de mania
predominante

Histéria de
doenca
psiquiatrico em
familiar

Histéria de TB
em familiar

Histéria de uso
de litio em
familiar

Presenca de

ideacao suicida

Presenca de
alucinacbes

Disférica
Eufdérica
Total

Nao
Sim
Total

Nao
Sim
Total

Nao
Sim
Total

N&ao
Sim

Tentativa
Total

Nao
Sim
Total

101
104
205

23
145
124

54
70
124

67
14
132

82
112

192

80

113
193

64

49,27%
50,73%

13,70%
86,70%

43,55%
56,45%

82,70%
17,30%

42,70%
57,30%

41,50%
58,50%

58
57

14
86

33
43

40

39
69
42

35
73

34
37

46

18
21

23

34
33
16

37
30

10

13

10

10

0,144

2,074

0,49

3,226

3,854

4,232

8,943

0,934

0,360

0,843

0,197

0,158

0,118

0,011




Presenca de
delirios

Inicio de crise no
periodo puerperal

Padrao de
Evolucéao

Ciclagem para
mania com
antidepressivo

Comorbidade
com uso droga

Nao
Sim
Total

Nao

Sim

Total

Nao

Sim

Total

Nao

Sim

Total

Nao
Sim

Total

MDI
DMI

tabaco
cannabis
alcool
cocaina
outras

22
179
201

76

29

105

145

26

171

81

77

158

108
88

196

16
10

66
15
25
13

10,90%
88,60%

72,40%
27,60%

84,79%

15,21%

51,30%

48,70%

55,10%
44,90%

104

42

82
16

45

43

54
56

12
57

26

52

IN

28
28

42
25

18

11

w

12

5,551

1,060

2,791
2,463

1,062

0,23

3,663

0,206

0,554

0,267
0,258

0,602

0,915

0,154




Comorbidade
com doenca
psiquiatrica

Comorbidade
com doencga
clinica

Nao

Sim
T. de Ansiedade
Generalizada

T. Obsessivo-
Compulsivo

T. do Panico
THDA

Fobia Social

T. Personalidade

Outros
outras
Total
Nao
Sim

Hipotireoidismo

Dislipidemia
DM2

HAS
Obesidade
Deméncia
Enxaqueca

Doenca de
Parkinson

153
47
13

19

12

0o b WO

200

48
148
87

46
33
31
31
21

76,50%
23,50%

24,49%
75,51%

83
29

20
90

54
15

21
46

16

12

0,937

5,636

0,639

0,060




LTT

Diabetes
Insipidus
IRC
Céancer
Outros
Total

196

31




5.3 SNPs e Metilacéo

A distribuicdo de frequéncia de alelos e genotipos esta apresentada na

tabela 5.

Houve diferenca significativa (p = 0,044) da metilacdo do BCL2 na
posicdo 3 e comorbidade com 4&lcool, sendo que os individuos que nao
apresentaram comorbidade alcodlica tiveram a metilacdo maior que o0s

individuos que apresentaram comorbidade alcodlica.

Analisou-se a existéncia de correlacdo entre variantes polimorficas e
metilacdo. Teste de comparacdo multipla mostrou que os individuos que
apresentaram genotipo GG para SLC1A2 rs4354668 tiveram uma metilagdo

do sitio 3 do gene BCL2 marginalmente maior que os demais.

O sitio de metilacdo de posicdo 3 no BDNF associou-se
significativamente com o AKT1 rs2498786 (p = 0,019), sendo que pelo teste
de comparacdo multipla, os individuos com alelo CC apresentaram a metilacao
menor que os individuos com alelo CG. O mesmo ocorreu para MTOR
rs1034528 (p = 0,019) e metilacdo em sitio cg23497217, sendo que pelo teste
de comparacao multipla, os individuos com alelo GG apresentaram a metilacéo

maior que os individuos com alelo CG.

Para o SNP SLC1A2 rs4354668, os individuos que apresentaram o
alelo G tiveram a metilacdo do BDNF IV ¢g05218375 significativamente maior

gue os individuos sem o alelo G (p = 0,042). Para a variante AKT1 rs1130214,
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portadores do alelo A tiveram a metilacdo do BDNF IV ¢g05218375

significativamente menor que os individuos sem o alelo A (p = 0,042).

O sitio BDNF 1V ¢g23497217 estava significativamente menos metilado
em individuos com alelo C de MTOR rs1034528 (p = 0,005). Em individuos
com alelo C de MTOR rs1034528 a posicéo 3 do BDNF também estava menos
metilada (p = 0,021), igualmente ocorrendo nagueles com alelo T de SLC1A2

rs4354668 (p = 0,047).

Houve correlagcdo positiva e significativa da metilacdo do BCL2
€g03813215 com a metilagdo do BCL2 na posicao 2 (p = 0,66) e 3 (p =0,71),
ou seja, quanto maior for a metilagdo do BCL2 cg03813215 maior tende a ser
a metilacdo do BCL2 na posicéo 2 e 3. Do mesmo modo, houve correlagcéo
positiva e significativa da metilagdo do BDNF IV na posi¢do 3 com a metilagao
do BDNF 1V ¢g05218375 (p = 0,52) e do BDNF |V ¢g23497217 (p = 0,70), logo
quanto maior for a metilagdo do BDNF IV ¢g23497217 na posi¢do 3, maior
tende a ser a metilagdo dos demais sitios. Essa correlacdo poderia ser

explicada pela proximidade dos sitios.

Em relacdo a interacdo entre os sitios de metilacdo dos dois genes,
houve correlacéo negativa e significativa da metilagdo do BCL2 na posi¢cao 3
com a metilacdo do BDNF IV ¢g23497217 (p =- 0,59) e BDNF IV na posicao 3
(p =- 0, 73), logo quanto maiorfoi a metilagdo do BCL2 na posi¢cédo 3, menor

tende a ser a metilagdo do BDNF IV ¢g23497217 e BDNF IV na posi¢ao 3.
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Tabela 5. Caracteristicas e distribuicdo de frequéncia dos alelos e gendtipos para cada SNP investigado.

Gene? Posi¢do® Alelo® Funcéo Genadtipos HWE
Nome Banda SNPID Ancestral Variante MAFY X2 p
AKT1 14932.33  rs2494732 chr14:105,239,192 T C T Variante CcC CT TT 0,0412 10,8391
(v-akt murine 48,56% 51,44%  47,5% intron 24,04%  49,04% 26,92%
thymoma viral 11/14* (N=50) (N=102) (N=56)
oncogene
homolog 1) rs3730358 chr14:105,246,407 G A A Intron 4/14 AA AG GG 0,0705 0,7906
22,14% 77,86% 17,4% 4,76% 34,76%  60,48%
(N=10) (N=73) (N=127)
rs1130214 chr14:105,259,734 C A A Intron 1/14 AA AC CcC 0,0141 0,9055
32,13% 67,87%  24% 10,63% 43,00%  46,38%
(N=22) (N=89) (N=96)
rs2498786 chr14:105,262,368 C G G: Promotor — CC CG GG 0,6923 0,4088
50,00% 50,00% 37.2%  sitio TF 26,44%  47,12%  26,44%
(N=55) (N=98) (N=55)
GSK3B 3913.33 rs1732170 chr3:119,583,676 T C C: Intron 9/11" CcC CT TT 1,4133 0,2345
(Glycogen 48,19% 51,81% 40,7% 2153% 54,07%  24,40%
synthase (N=45) (N=113) (N=51)
kinase-3
beta)
rs334558 chr3:119,813,282 A G A:  Promotor — AA AG GG 1,1954 0,2742
54,37% 45,63% 40,1% eQTL(?)- 27,67% 53,40% 18,93%
sito TF~ (N=570 (N=110) (N=39)
rs3755556 chr3:119,814,957 C A A:  Promotor — AA AC CcC 0,0443 0,8333
1,44% 98,56% 0,3%  sitio TF 0,00% 2,87% 97,13%
(N=0) (N=6) (N=203)




Tt

MTOR 1p36.22 rs1034528

mechanistic
target of

rapamycin
(serine/threon rs1883965

ine kinase)

rs2295080

SLC1A2 11p13 rs4354668
solute carrier

family 1 (glial

high affinity glutamate transporter),
member 2

chrl:11,322,156

chrl:11,249,132

chrl:11,322,628

chr11:35,440,976

G
26,67%

A
29,25%

G
35,78%

T
57,62%

C
73,33%

G
70,75%

T
64,22%

G
42,38%

C: Intron
28,9% 28/58™

A: Intron 1/58"
30,6%

G: Promotor* -
46,2% sitio TF

T: Intron1/11
38% —eQTL -
sitio TF

CC
5,24%
(N=11)

AA
8,49%
(N=180

GG
11,37%
(N=24)

TT
20,48%
(N=43)

CG
42,86%
(N=90)

AG
41,51%
(N=88)

GT
48,82%
(N=103)

GT
43,81%
(N=92)

CG
51,90%
(N=109)

GG
50,00%
(N=106)

T
39,81%
(N=84)

GG
35,71%
(N=75)

0,8161

1,9264

0,8161

2,2271

0,3662

0,1651

0,3662

0.1351

chr: cromossomo; MAF: frequéncia de alelo menor; HWE: Equilibrio de Hardy-Weinberg; TF: fator de transcrigdo.
a. Simbolo e nome do gene conforme NCBI; b. Codigo da variante conforme dbSNP/NIH-NCBI; c. UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly;

d. Minor allele frequency (MAF) de acordo com 1000Genome - populagdo global.

* eQTLem outros tecidos;

** regitio promotora do gene ANGPTL7; eQTL para gene EXOSC10 em cerebelo.



5.4 Respostaterapéutica, SNPs e metilacao

Considerando-se resposta como variavel continua e utilizando o escore

total da escala observou-se que:

a) Houve diferenca significativa entre o SNP AKT1 rs3730358 e 0
escore da escola para o genétipo AA (p = 0,038). Porém, o teste
de comparac¢ao multipla ndo evidenciou nenhuma diferenca
significativa entre os alelos.

b) Em relacdo ao SNP AKT1 - rs1130214, houve diferenca
marginalmente significativa (p = 0,056) da presenca do alelo A,
sendo que os individuos que apresentaram o alelo A presente
apresentaram escore maior que os individuos sem o alelo A.

c) Houve correlagao significativa e positiva do escore de Alda com a

metilacdo do BDNF IV ¢g05218375 (p = 0,53).

N&o houve associagdes entre variantes de SNPs e perfil de metilacéo e

a resposta continua ou categdrica ao se considerar escore A.

5.5 Teldbmeros

As analises realizadas pelo T-Test independente com correcdo de
Kruskal-Wallis e ndo apresentaram significancia estatistica quanto sexo e TL. Ao

analisar contudo a correlacdo sexo e TL pelo método pairwise observa-se uma

122



diferenca significativa a favor dos homens (p = 0,0237; corrigido por Bonferroni).

Os individuos que tentaram suicidio ao longo da vida apresentaram o
teldmero significativamente maior (p = 0,044) que os individuos sem histérico de

comportamento de auto-eliminagao.

Controlando pela idade na coleta e pelo sexo, houve correlacdo positiva e
significativa do TL com o tempo de doenga (p = 0,18). Todavia, ndo houve
correlacdo entre resposta terapéutica, tanto como variavel continua quanto como

variavel categorica, e tempo de uso de litio e TL.

Ao se controlar pela idade na coleta e por sexo, encontrou-se diferenca
significativa entre MTOR rs1883965 e TL, sendo que os individuos que
apresentaram o alelo AG tiveram o telémero significativamente maior (p = 0,010)

em relacdo aos individuos com alelo AA. Em relacdo aos alelos, os
portadores da variante C do MTOR rs1034528 se associou com maior TL (p =

0,041).

5.6 Analise da interacdo entre genes e sitios de metilacdo nadeterminacéo

da resposta terapéutica ao litio

Para avaliar interacao utilizou-se uma analise de agrupamento. Optou-se
por trabalhar com 2 grupos baseando-se no grau de similaridade entre os
individuos em relacdo a genotipagem e em relacao aos alelos que carregavam.
Diferentes modelos de interacdo foram testados sem contudo resultar em

significancia na capacidade de separar respondedores de néo respondedores
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nas abordagens continua ou dicotbmica de resposta.

Como alternativa, as interacfes mutuas entre os SNPs foram analizadas

utilizando-se o software Multifactor Dimensionality Reduction (MDR) (Motsinger;

Ritchie, 2006). Nao foram encontrados associacdes preditivas de resposta em

modelos interativos de 2 e 3 loci . Os melhores resultados estdo apresentados

na tabela 7. Restricbes em relacdo aos parametros computacionais nao

permitiram testes com mais loci. Os sitios de metilagdo combinados com os

SNPs também n&o obtiveram relevancia estatistica em nenhum modelo de

interacao.

Tabela 6. AssociacGes entre alelos e gendtipos de AKT1, MTOR e SLC1A2 e os
sitios de metilagdo de BDNF e BCL2.

Variantes

BDNF promotor IV

BCL2

AKT1
rs2498786
alelo G

AKT1
rs1130214
alelo A

MTOR
rs1034528
alelo C

MTOR
rs1034528
genodtipo GG

SLC1A2
rs4354668
aleloT

SLC1A2
rs4354668
alelo G

SLC1A2
rs4354668
geno6tipo GG

cg05218375

€Q23497217

!

posicéo 3

l

cg03813215

posicéo 2

posicdo 3
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Tabela 7. Resultados de analises de interagdes multivariadas entre SNPs.

Modelo Training Testing p* Consisténcia
balance balance de validagao
accuracy accuracy cruzada
rs4354668 0,6788 0,6373 0,5442 9/10
rs43546683 +rs1034528 0,7544 0,6536 0,5005 8/10
rs2494732+rs179232170+rs334558 0,8622 0,6784 0,4159 10/10

*Valor de p baseado em 1000 permutagdes.
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6 DISCUSSAO

A maioria das variacfes fenotipicas relacionadas a resposta terapéutica
resulta de complexa interacdo entre multiplos passos metabdlicos, que, cada
gual de um modo discreto, podem influenciar o efeito final das drogas. Ao
contrario do que se observa para um defeito monogénico, em que a distribuicdo
populacional é polimodal, dependente da existéncia ou ndo do gendtipo
especifico, a interacdo entre varios produtos génicos potencialmente
polimérficos determina uma distribuicdo gaussiana, refletindo a variabilidade
continua na populacao.

Embora ndo se tenha um perfil de genes estabelecido ligados a qualquer
doenca complexa, ndo ha questionamento de sua natureza poligénica. Ainda
mais, é fato sua relacdo multissistémica bem como sua interacdo com o
ambiente, habitos de vida e qualidade das vivéncias principalmente na primeira
infancia. Conforme se desvendam os mecanismos que governam a dinadmica do
genoma humano, mais parametros necessitam ser inseridos na compreensao da
arquitetura genética dessas doencas. Por um lado, modelos mais precisos
conseguem explicar com maior poder preditivo a associacdo de fenotipo e seu
equivalente genético. Por outro, maiores limitac6es estdo implicadas uma vez
gue para incorporar pequenos efeitos, as amostras necessitam crescer
exponencialmente.

Ha uma grande sobreposicdo e compartilhamento de genes entre essas
doencas, ndo apenas restringindo-se as ligadas a um mesmo 6rgao. Encontram-
se genes associados a DM2, a HAS e doencas cardiovasculares, a doencas

autoimunes e neoplasias em doencas neuropsiquiatricas. Entre as doencas
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psiquiatricas o compartilhamento de genes associados ao risco € a regra. Esse
fenbmeno pleiotrépico permite uma grande economia celular de origem
evolutiva. As vias de sinalizacdo intracelulares fundamentais, como
Wnt/GSK3B/B-catenina, aparecem em organismos muito simples e foram
adquirindo interconexfes entre si com surgimento de novos componentes,
permitindo uma multiplicidade de fungdes com especializa¢des bastante distintas
entre diferentes tecidos e conforme o ciclo de vida. Mdltiplas vias interconectadas
em diversos pontos criam uma rede com muitas possibilidades de

autorregulagcdo, compensacdes e respostas distintas a diferentes estimulos.

A teoria dos grafos traz luz a compreensdo desse mecanismo,
matematicamente descrito como um sistema complexo dinamico. O proprio
cérebro funciona como uma subrede com multiplos ndédulos interconectados com
funcbes diferentes que se modulam na resposta aos estimulos. Além dessa
caracteristica pleiotropica, e contribuindo para sua manifetacdo, é necessario
considerar as modificacbes na expressdo dos genes em cada fase de
desenvolvimento de vida, e as diferencas na expresséo entre os diferentes tipos
celulares. O controle da expresséo dos genes portanto define o tipo de célula e
as funcbes possiveis para ela executar, uma vez que controla a importancia das
vias intracelulares associadas a eles. Os mecanismos epigenéticos surgem
como modo de controlar quais genes serdo transcritos, quando e em que

guantidade.

Mesmo que a resposta farmacoldgica se associe a genes mais periféricos
na rede, elementos centrais tém importante papel na geracédo de doenca e em

farmacogenética, como GSK3B e AKT1 em psiquiatria e MTOR em oncologia e
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metabologia. Detectar proteinas e genes que se relacionam aos mecanismos
epistéticos de interesse permitem a construcdo e expansao de redes protéicas
podem fornecer novos candidatos para investigacao e orientar hipoteses para a
continuidade dos estudos de associacdo. InUmeros potenciais candidatos
surgem destas redes, como ja observado na construcdo da rede PPI dos genes
utilizados neste estudo. Ressaltou-se por exemplo APP, MAPK, BAX,
HSP90AAL, UBC, TP53, IRS1, BCL2L11, STAT3, FKBP8, BRCA1, PSEN1, de
alguma forma j4 associados a doencas neuropsiquidtricas mas ainda nao
extensivamente investigados como mediadores e efetores farmacoldgicos.
Pode-se utiliza-los em futuros modelos de interacdo epistatica, juntamente com
elementos finais das vias como hTERT, HDACs, DMNTs, receptores de
membrana glutamatérgicos. Acrescentar a esta rede o perfil de metilagdo destes
e de outros genes altamente regulados em sua expressao por litio, traria ganhos
importantes, mesmo que pequenos. Exemplo contundente é trazido por Shi et al.
(2017) ao combinar marcadores genéticos e epigenéticos na deteccao de
eficacia a risperidona em pacientes esquizofrénicos encontraram combinacéo de
3 SNPs e 1 sitio de metilagdo associados a resposta terapéutica na populacao
estudada, o que nao ocorreu com SNPs isolados ou combinados em nimeros
diferentes entre si ou com outros sitios de metilacdo. Muito embora os ganhos
sejam ainda marginais ao se incorporar elementos regulatérios como os fatores
epigenéticos, ndo ha davidas de que isto seja necessario para se produzir testes

farmacogenéticos com sensibilidade e especificidade aceitaveis.
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Importante critica a estudos em genética de doencas que afetam o
cérebro diz respeito ao tipo celular estudado. Ao utilizar sangue como tecido de
estudo, extrapolacdes dos achados se tornam altamente questionaveis. Do
ponto de vista estrutural ndo se esperaria importantes modificacdes, mas em
relacdo aos mecanismos regulatorios de transcricdo e vias moleculares
preferenciais, e consequente resposta a estimulos, as diferencas podem ser
relevantes. Ha estudos comparando metilacdo em sangue e ceérebro que
mostram compatibilidade para alguns genes em relacao aos diferentes tecidos
(Andrews et al., 2017; Rey et al.,, 2018) e ferramentas em bioinformatica
desenvolvidas para interpretar os achados em sangue considerando o contexto
cerebral (Edgar et al., 2017). Portanto, estudar metilacdo em sangue e inferir seu
papel em cérebro ndo parece ser inadequado. Mas uma forma de contornar esse
problema tem sido a utilizag&o de cultura de fibroblastos derivados de pacientes,

IPSCs e organdides, este Ultimo ainda impraticavel em nosso meio.

A partir dessa compreensdo, multiplos fatores que devem ser
considerados ao estudar genética nas doencas psiquiatricas, tanto em relacéo a
apresentacao clinica, quanto em relacdo a resposta ao tratamento. Diversos
moduladores externos influenciam isso, mas dependem em ultima analise da
repercussao ou capacidade de perturbacdo da homeostase de diferentes células
neuronais e da glia conforme sua localizacdo e especializacdo em diferentes
maédulos funcionais no SNC.

A exploracdo desses mecanismos pode ocorrer através de estudos sem
hipotese a priori, como feito pelos grandes estudos de associacdo com genoma

inteiro, tanto na procura de variantes polimoérficas pequenas (SNPs, CNVs), de
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sitios diferenciados de metilacdo (EWAS), de genes transcritos
(exoma/transcriptoma/reguloma), de expressao génica em culturas de neurénios
e de proteoma/metaboloma. Por outro lado, estratégias orientadas por hipéteses,
como o presente estudo, conseguem ser bastante informativas e permitem
checar a validade dos achados nos estudos anteriores. Neste sentido, a escolha
dos genes, regibes ou sitios para os estudos de associacdo é de extrema
importancia. As variantes polimérficas avaliadas estdo em genes centrais na
regulacdo de diferentes vias relacionadas aos mecanismos definidos e propostos
para a acdo do litio em neurénios. A maioria dos estudos explorando as vias e
sitios de acdo de litio provém de neurbnios de hipocampo, importante
componente do sistema limbico. AKT1, GSK3B e MTOR representam hubs
interconectando vias sinalizadoras de receptores de monoaminas, hormonios,
citocinas e fatores de crescimento. Seus substratos fazem parte de diferentes
vias reguladoras de resposta ao estresse celular, de controle da dinamica e
viabilidade sinaptica e de regulacdo de apoptose, mecanismos todos sob
influéncia do litio. Outro gene de interesse neste estudo foi 0 SLC1A2, receptor
de glutamato relacionado ao controle de influxo de célcio. A metilagcdo em sitios
de sua regido promotora sofre influéncia da adiccdo ao &lcool e nicotina em
portadores de TB (Jia et al., 2017). A mesma variante investigada nesse estudo
foi encontrada em associagdo com Esquizofrenia (Zhang et al., 2015) e em
associacdo com resposta ao litio (Dallaspezia et al., 2012). Essa variante
apareceu como uma das mais agrupadas em relacdo a modelo de interacao por
MDR. Mesmo que nao de modo significativo, pode ser indicativo de uma maior
importancia dentre as demais variantes. Ainda, esse gene nado faz parte das

conexdes de rede centrais, sendo portanto associado ao resultado final das vias
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moleculares as quais esta conectado.

Foram encontradas associacdes em relacdo a resposta ao litio que nao
se sustentaram em teste de comparacdo multipla para AKT1 rs1130214 e foram
marginais para rs3730358. Tendo em vista sua relacédo prévia com suicidio em
TB, resposta a antidepressivos em DM, efeito colateral com antipsicéticos e inicio
tardio de DM, essa variante se apresenta como marcador promissor em
farmacogenética do litio, embora néo tenha sido investigada nesse contexto

anteriormente.

BDNF e BCL2 estdo intimamente ligados ao controle da dinamica
sinaptica e de regulacdo negativa de apoptose respectivamente, ambos portanto
associados a neuroplasticidade e neuroprotecdo. Sua maior expressao se
relaciona a presenca de litio e é influenciada por mecanismos dependentes da
acao de AKT1, GSK3B e MTOR. BDNF tem mecanismo de expressédo complexa,
com varios promotores e sofre modificacbes apos sua traducédo. O perfil de
metilacdo do promotor IV em especial tem sido relacionado a acédo de
antidepressivos. Esse sitio tem maior importancia pois quando hipometilado
CREB se liga a ele induzindo transcricdo. Ha4 muitas evidéncias mostrando que
neuroprotecdo e boa resposta terapéutica em DM depende de niveis
aumentados de BDNF comparativamente ao inicio de tratamento. Observou-se
neste estudo niveis muito baixos de metilacdo nos sitios investigados, o que
também é encontrado em diversos estudos epigenéticos envolvendo essa regiao
(Braithwaite et al., 2015). Contudo, ao se aplicar medidas de correcdo seus
valores tenderam a zero, 0 que levantou suspeitas sobre questdes técnicas

envolvendo o processamento e leitura das amostras. Da mesma forma, ocorreu
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com BCL2. Este gene possui 2 regibes promotoras localizadas acima de seu
sitio de inicio de transcricdo. Dada sua importancia, optou-se por avaliar uma
pequena regido no inicio do segundo promotor, em uma ilha CpG, onde se ligam

diversos fatores de transcrigao.

Os sitios estudados de ambos o0s genes apresentam correlacdes
negativas entre si, ou seja, uma posi¢cado com maior taxa de metilacdo no BLC2
(posicao 3) se relaciona a menor metilacdo em BDNF ¢g23497217 e posicao 3.
Poderia se supor que isso reflita uma modulacdo entre efeito na expressao de
ambos em favor da expressdo de BDNF. Estudos in vitro mostram que ambos
tém sua expressdo aumentada na presenca de litio, o que até onde se conhece
faria mais sentido se ambos estivessem hipometilados. Modelos animais
submetidos a estresse cronico apresentam reducdo concomitante de BNDF e
BCL2 e aumento de BAX em hipocampo e cortex pré-frontal revertidos apds uso
de resveratrol (Wang et al., 2016). Especificidades celulares podem responder
por essas supostas discrepancias. Por exemplo, neurbnios do ganglio espiral
guando apresentam expressao aumentada de BCL2 s&o protegidos de sofrerem
apoptose porém isto inibe o crescimento de axdnios e dendritos. Na presenca de
BDNF e NT-3, que promovem sobrevivéncia dessas células, o aumento da
expressdo de BCL2 induz apoptose, havendo uma correlagdo negativa entre
ambos na manutencéo desse tipo celular (Renton et al., 2010). Todavia ndo houve
associacdo de ambos com resposta ao litio, podendo os achados refletir
regulacdo por outros estimulos ou mesmo refletindo efeitos de outras

medicacdes usadas pelos pacientes.

Considerou-se também a avaliacdo do comprimento dos telémeros, que
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se associa ao envelhecimento celular e tem sido alvo de investigagdo quantoa
sua relagdo com doengas cronicas, estresse, estilo de vida e reposta
medicamentosa. Essa relagéo provavelmente é bidirecional, contudo h& achados
sugestivos de que na presenca de doencas associadas a estresse psicologicoo
encurtamento esta acelerado e que litio atenuaria esse processo. A enzima
catalitica do complexo que regula o tamanho dos teldmeros sofre influéncia em
sua expressado através de ativacdo de vias associadas ao mecanismo de acao
do litio, bem como influencia a expressao de genes ligados a essas mesmas
vias. Os teldmeros estariam dessa forma no centro de uma rede formada por
diferentes niveis mediando variagcbes genética e epigenéticas, influéncias
ambientais, processo de adoecimento e envelhecimento, resposta a farmacos,

através da capacidade de protecédo do DNA.

TL mostrou-se associado a variagfes genotipicas e alélicas relacionadas
ao gene MTOR nesta amostra. Gendtipos AG de rs1883965 e alelo C de
rs1034528 associaram-se a maior comprimento de telébmeros (p = 0,010 e p =
0,041, respectivamente). Em cérebro de camundongos a expressao de TERT se
reduz com a idade e o acumulo de ROS proveniente do processo mitocondrial
aumenta. A perda dessa homeostasia pode ser reparada com inducdo de
mecanismo de autofagia por restricdo dietética ou por inibicdo de MTOR, o que
causa acumulo de TERT nas mitocondrias e reduz a liberacdo de ROS. Essa
acdo ndo canbnica de TERT ja foi reconhecida em cérebros de pacientes com
Doenca de Alzheimer (Miwa; Saretzki, 2017). Como essas variantes ainda nao
foram associadas a diferenciacao de expressao de MTOR em cérebro, embora

sejam eQTLs em outros tecidos, a associagcdo encontrada pode trazer impacto
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em diferentes aspectos clinicos relacionados as doencas neurodegenerativas.

O LTL néo foi associado a resposta ao litio, mas mostrou estranhamente
correlacdo positiva com idade na época da coleta e correlacdo positiva com
tentativas prévias de suicidio. Martinsson et al. (2013) foram os primeiros a
demonstrarem associagao positiva entre TL e uso de litio por mais de 30 meses
(r>= 0,13, p = 0,031) e com resposta terapéutica (p = 0,047). Squassina et al.
(2016) mostraram igualmente correlacdo entre tempo de uso de litio acima de 2
anos e TL (p =0,17; p = 0,037), sugerindo um contraponto ao efeito de exposi¢cao
cronica a fatores promotores do encurtamento telomérico. Como esta sujeito a
diferentes influéncias, as associacfes consistentes encontradas na literatura
dizem respeito a idade, estresse crénico e doencas cronicas ligadas a idade. O
comprimento dos teldbmeros tem natureza poligénica assim como a
farmacogenética do litio. A regulacdo do seu comprimento compartilha de
multiplas vias associadas ao mecanismo de acdo do litio. Dado os achados
nestes e outros estudos credita- se ao litio um potencial papel de retardar

senescéncia celular (Coutts et al., 2019).

Esperava-se portanto neste estudo uma correlacdo negativa entre idade
e TL, mas obteve-se o contrario. Do mesmo modo ocorreu em relacdo ahistéria
de tentativa de suicidio. Provavelmente estes achados devem refletir a
substrutura da amostra em relacdo a outros fatores correlacionados ao
comprimento do telédmero. Os grupos de resposta também nao diferiram entre si
com relacdo ao TL, nem o tempo de uso de litio foi determinante, mesmo quando
se controlou por idade na coleta e sexo. Esperava-se também uma relacéo

negativa com qualquer situacdo estressora de vida, como j& observado em

134



diferentes estudos. O encurtamento do teldmero tem sido mais acelerado em
mulheres do que em homens e sua preservacdo ndo se associa a horménios

esterdides masculinos (Coburn et al., 2018).

Assim como o pirossequenciamento, as técnicas laboratoriais e métodos
para medicdo de telémeros sdo sujeitas a erros, com diferencas entre as
metodologias utilizadas no sequenciamento e medicao (Nettle et al., 2019),
podendo resultar em dados questionaveis. A metodologia utilizada neste estudo

€ similar as utilizadas nos estudos de Martinsson et al. (2013).

Algumas associa¢des surgiram nas analises e merecem ser exploradas.
A associacdo obtida com quadro demencial e pior resposta chama a atencao
uma vez que esta de acordo com a hipétese de neuroprogressao da doenca.
Todavia, a amostra € bastante estratificada e com poucos idosos para construir
uma hipotese frente a associacdo estatistica. Uma amostra constituida de

pacientes com mais de 3 décadas de tratamento poderia ser mais informativa.

Homens apresentaram maior pontuacdo na escala Alda em relacdo as
mulheres. Este fato pode se dever a disparidades na frequéncia entre 0s sexos da
amostra, ou representar a tendéncia ja observada em literatura da presenca de
episodios depressivos mais comumente em mulheres. Associa-se a isso a
melhor resposta ao litio nos quadros maniacos predominantemente presentes
no sexo masculino. Por fim, a associacédo de uso de alcool e taxa de metilacédo
em BCL2 provavelmente € espuria, devendo-se levar em consideracédo que uso

de alcool ndo necessariamente estava sendo feito no momento da coleta.
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Embora os resultados ndo tenham sido positivos, considera-se que 0s
objetivos inicialmente propostos tenham sido alcancados parcialmente. Em
virtude de importantes dificuldades técnicas uma pequena proporcdo dos
pacientes puderam ser avaliados em relacao ao perfil de metilacdo e os dados
obtidos ndo séo passiveis de maiores interpretacfes. Os métodos utilizados para
reagrupamento da amostra com intuito de verificar interacdo entre variantes
polimorficas e taxa de metilacdo em sitios especificos na determinagdo da

resposta terapéutica ndo resultou eficaz, tampouco a aplicacdo do método MDR.

Implicacbes quanto ao tamanho da amostra, avaliacdo retrospectiva de
resposta terapéutica, estratificacdo genética da populacédo brasileira, auséncia
de dados confiaveis na categorizacdo de algumas variaveis para diversos casos,
podem evidentemente comprometer os testes de associacdo. Essa parece ser a
norma em todos os estudos de farmacogenética ndo prospectivos. Entretanto,
acredita-se que maior conhecimento tenha sido agregado ao montante crescente

de informacgdes sobre resposta ao litio e variabilidade genética na populagéo.

Importantes questdes advém da precisdo diagndstica em TB. Mesmo
incluindo apenas portadores do tipo I, com pelo menos 1 episédio de mania ao
longo da vida, ainda se observa uma heterogeneidade em sua evolucédo e
manifestacdo fenotipica. Alternativa para avaliacdo de resposta seria considerar
o efeito sobre sintomas especificos ou sobre tipo de episédios ou ainda sobre
caracteristicas psicoticas, mistas e ideacdo/comportamento suicida. Essas
associacfes foram testadas mas ndo foram consideradas em virtude da

auséncia desse tipo de informacéo para grande parte dos casos validos. Com o
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aumento da casuistica possivelmente havera tamanho amostral suficiente para

testar essas relacdes.
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7 CONCLUSOES

N&o se conseguiu nesta amostra encontrar interagfes especificas entre
variantes polimorficas e sitios de metilacdo correlacionadas a resposta
terapéutica de modo que se pudesse implementa-las como fator preditivo de
resposta ao litio a longo prazo. Conseguiu-se obter algumas associa¢des que
merecem ser melhor investigadas quanto ao seu papel funcional nas vias de
sinalizagdo envolvendo litio. Frente aos achados acredita- se ter contribuido com
novas informagdes a respeito de questdes muitas vezes aflitivas aos clinicos que
se deparam com o desafio de escolher o melhor tratamento farmacolégico para
seus pacientes. Apesar da existéncia de testes farmacogenéticos

comercializados, ainda ndo ha como se beneficiar deles na prética clinica além

de consideragbes acerca de sua metabolizagéo.

A aplicacdo da medicina de precisdo em psiquiatria devera percorrer
caminho semelhante ao trilhado pela oncologia em niveis moleculares e utilizar
de mudltiplos niveis sistémicos de interacdo. Esforcos tém sido feitos neste
sentido. A crescente eficiéncia das técnicas em genotipagem, a agregacao de
dados provenientes dos campos de transcriptoma e proteoma possibilitaréo
ampliar o conhecimento das interacGes e da dinamica gendmica envolvida na
resposta ao tratamento. Avaliar melhor 0os mecanismos de regulacao
epigenética, a relacdo entre mecanismos gendmicos e terapias nao
farmacologicas (psicoterapia, terapia com caixas de luz, estimulagdo magnética,
eletroconvulsoterapia) e a utilizacdo da estratificacdo genética nos estudos de

neuroimagem trazem a perspectiva de refinar ainda mais o0
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tratamentopsiquiatrico. O acesso a grande banco de dados publicos formados
por estudos utilizando tecnologias de high-throughput sequencing e a
manipulacdo dos mesmos com uso de programas de bioinformética revelam a
importancia de diferentes vias de sinalizagdo e proteinas candidatas a
investigacdes mais aprofundadas sobre o tamanho de seu efeito na funcéo

farmacoldgica.

Em virtude da quantidade de informagBes e interagBes possiveis, 0
dominio da ciéncia de dados e de modelagem estatistica permitirdo criar
algoritmos de resposta complexos que contemplam multiplas variaveis e
diferentes tipos de fendtipo de resposta. Ainda assim, a capacidade de
estabelecer uma alianca terapéutica e organizar as informagcdes de modo Unico

e em beneficio do paciente, apenas o médico a tera.
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8 ANEXOS

Anexo A: Critérios Retrospectivos da Resposta Terapéutica de Longo Prazo em

Pacientes com Transtorno Afetivo Bipolar

APPENDIX 01 - BRAZILIAN VERSION OF THE ALDA SCALE
Critérios Retrospectivos da Resposta Terapéutica de Longo Prazo em Pacientes com Transtorno Afetivo Bipolar

Nome: Data:

Drega Makador:

CritérioA

(ritérios B

0 critério A € usado para determinar associagao entre melhora clinica e tratamente. A andlise
deve se referlr ao perfodo de tratamento considerado adequada em termas de duragdo ¢
dosagem das medicagdes. A atividade da doenca deve ser avaliada quanto a frequéngia,
severidade e duragdo dos episddios.

10 = Resposta completa. Sem recorréncla na vigénda de tratamento adequado, sem
sintomas residuals, recuperagdo funcional completa

9 = Otima resposta. Sem recorréncia de episédios, porém o paciente pode ter sintomas
residuals minimos (ansiedade transitérla, alteragbes no padrdo do sono, disforia,
Irritabilidade) sem que seja necessérla qualguer intervencdo

8 = Otima resposta. Atividade da doenca reduzida mais que 0%
7 = Boa resposta, Atividade da doenga reduzida em 80-90%
6 = Boa resposta. Atividade da doenga reduzida em 65-80%
§ = Resposta moderada. Atividade da doenga redunida em 50-65%
4 = Resposta moderada. Atividade da doenqa reduzida em 35-50%
3 = Melhora leve, Atividade da doenga reduzida em 20-35%
2 = Melhora leve. Atividade da doenga reduzida em 10-20%
1= Methora minima. Atividade da doenga reduzida em 0-10%
0 = Sem mudana ou plora
Total de pontos CritérioA:

Os critérios 3 sdo usados para estabelecer e existe uma relagdo causal entre melhora dinica
€0 tratamento instituido. Atribea 0, 1 ou 2 ponitos para cada item.

B1: Numero de episodios antes do tratamento:
0= 4 ou mais eptsédios
1=20u 3 episidios
2= 1 epishdie
N
B2: Frequéncia dos episddios antes do tratamento:
0= Moderada a alta, induindo ddagem ripida
1= Balxa, com remisshes espontineas, de trés anas ou mais em média
2= 1 Unico episddio, risco de recorméncia ndo pode ser estabelecido
- -
B3: Duragdo do tratamento:
0= 2 0u mals anes
1=1a2a008
2= Mencs que 1 200
.
B4: Adesdo durante periodo de estabilidade:
0 = Excelente; documentado por dosagens séricas em nivel teraplutico
1= Boa; mais que B0% das desagens séricas em nivel terapiutico
2= Pobre; repetidamente abandona tratamento, menos que B0% Gas Gosagens séricas em
nivel terapéutice
B4
BS: Uso de medicacdo adicional durante periodo de estabilidade.
0= Nenhuma, exceto medicagdo para dormir eventual (uso semanal ou menor frequéneia);
sem outros estabiizadores do humer, antidepressivas ou antipsicoticos para controle dos
sintomas
1= Antidepressivos em baixa dose ou antipsiciticos “por sequranga” ou uso prolongado de
medicaqdo para Cormir
2= Uso predongado ou sistemdtico de antidepressivs ou antipsichticos
BS:
Total de pontos CritériosB:
Total de pontos da escala (subtrair BdeA):
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Anexo B: Aprovacdo da Comisséo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa

- CAPPesq

— Tt =

MEDICINA
TSP

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

APROVACAO

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Siao Paulo, em sessao de 23/09/2015, APROVOU o Protocolo de
Pesquisa n° 244/15 intitulado: “ESTUDO DE ASSOCIACAO ENTRE RESPOSTA
TERAPEUTICA AO LITIO EM TRANSTORNO BIPOLAR E INTERACAO
ENTRE VARIANTES POLIMORFICAS COM
MECANISMOS EPIGENETICOS” apresentado pelo Departamento de
PSIQUIATRIA

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEPFMUSP,

os relatorios parciais e final sobre a pesquisa (Resolucao do Conselho

Nacional de Satide n?® 466/12, inciso IX.2, letra "c").

Pesquisador (a) Responsavel: Homero Pinto Vallada Filho

Pesquisador (a) Executante: Leandro Michelon

CEP-FMUSP, 23 de Setembro de 2015.

A

Profa. Dra. Maria Aparecida Azevedo Koike Folgueira
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina e-

mail: cep.fm@usp.br
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Anexo C: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLIiNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

LUNOME: i s b
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: .....cooiiiiiiiinieeeeiee s SEXO: .M o F o DATA
NASCIMENTO.: ........ [ l....

ENDEREGCO .....ccoooiiiiiiiiii s NO APTO: .o
BAIRRO: ..ot CIDADE ..o
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DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TiTuLo po proTOCOLO DE PEsQuisa “ESTUDO DE ASSOCIACAO ENTRE RESPOSTA
TERAPEUTICA AO LITIO EM TRANSTORNO BIPOLAR E INTERACAO
ENTRE VARIANTES POLIMORFICAS COM MECANISMOS EPIGENETICOS”

2. PESQUISADOR : Prof. Dr. Homero Pinto Vallada Filho
CARGO/FUNCAOQ: Professor Associado 3 INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 54439
UNIDADE DO HCFMUSP: Instituto de Psiquiatria do HC-FMUSP

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA

RISCO MINIMO X RISCO MEDIO [ RISCO BAIXO [ RISCO MAIOR [
4.DURACAO DA PESQUISA : 48 meses
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Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1.1. 1. justificativa e os objetivos da pesquisa; 2. procedimentos que serédo utilizados e propésitos, incluindo
a identificacdo dos procedimentos que sdo experimentais; 3. desconfortos e riscos esperados; 4.
beneficios que poderdo ser obtidos; 5. informacg8es sobre a utilizacdo dos dados e material biol6gico
obtido; 6. procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo.

1. Este estudo esta sendo feito para que os médicos entendam melhor porque algumas pessoas
portadoras de Transtorno Bipolar (TB) ficam muito bem dos sintomas da doenca usando somente o litio
como medicacdo, enquanto outras pessoas precisam usar outros remédios associados ao litio para
controlar os sintomas. Todos sabem que as pessoas reagem de modo diferente a um mesmo remédio.
Mas queremos poder dizer se o remédio vai fazer bem para um paciente antes mesmo de ele usar.
Com isso vamos poder melhorar o tratamento dessa doenca e diminuir o sofrimento porque
conseguiremos uma recuperacdo mais rapida dos sintomas, usando a medicacdo mais certa para o
paciente logo noinicio da doenga. Uma forma de avaliar isto é estudar o DNA das pessoas e compara-lo
entre as pessoas que respondem bem ao tratamento e as que ndo respondem conforme o esperado.

2. As pessoas que aceitarem participar deste estudo responderdo a algumas perguntas e questionarios
durante uma consulta com um psiquiatra e serdo submetidas a coleta de cerca de 20ml (2 a 4 tubinhos)
de sangue de alguma veia do braco. Alguns questionarios poderdo ser respondidos em casa e
entregues em tempo oportuno. O sangue sera coletado por técnicos de enfermagem treinados para tal
procedimento ou pelo préprio médico. Todas as informacg8es sobre as pessoas que participarem do
estudo serdo mantidas em segredo, podendo ser utilizadas em outras pesquisas com o objetivo
exclusivo de estudar a resposta a medicagéo e os fatores associados ao tratamento do Transtorno
Bipolar.

3. Orrisco que a pessoa que aceitar participar do estudo terd é a possibilidade de sentir um desconforto
com a picada da agulha para a retirada do sangue, que serd feita através da puncao periférica de veia
preferencialmente do antebrago. Poderd aparecer uma mancha arroxeada na pele no local da picada,
gue sumira em poucos dias. Todo o material usado sera descartavel.

4. Asinformacdes obtidas neste estudo poderéo nos ajudar a entender melhor a diferenca de resposta ao
tratamento que observamos em portadores de TB. Isto auxiliara no desenvolvimento de procedimentos
mais eficazes para tratar este problema mental, o que implica reduzir o sofrimento que os pacientes
ainda passam até que se ache um remédio ou uma combinacéo de remédios que controle seus sintomas.
Os possiveis beneficios decorrentes da pesquisa virdo a longo prazo de forma coletiva.

5. Os dados de entrevista e o material bioldgico (DNA e soro) coletados poderdo ser armazenados em
condi¢des adequadas para que novos estudos sobre a relacéo entre resposta ao tratamento e genética
e estudos da relagdo entre desenvolvimento de doenca de humor e genética possam ser realizados.
Outra possibilidade de utilizacdo do material esti relacionada a colaboragdo com pesquisadores
internacionais, com o intuito de ampliar as amostras e assim ter maior probabilidade de descobrirmos as
respostas que procuramos. De qualquer modo o compromisso ético assumido de confidencialidade e
acesso a informacao sera rigorosamente mantido. Em relacé@o a novos estudos, vocé: () ndo autoriza

a.utilizacdo dos seus dados e amostras; () | . .
i ; () dispensa novo contato e ja
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IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO
DA PESQUISA:

Ao sujeito que decidir participar desta pesquisa estara garantido:
1. acesso, a qualquer tempo, as informacdes sobre procedimentos, riscos e beneficios e resultados finais

relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais davidas.

2. liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo, sem
gue isto traga prejuizo a continuidade de assisténcia que esteja recebendo.

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade. As informagfes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificagdo de nenhum paciente.

4. ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo. Também ndo ha
compensacao financeira relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera
absorvida pelo orcamento da pesquisa.

5. os dados e o material coletados somente serdo utilizados conforme desejo e autoriza¢@o consignada
no item 5 do parégrafo anterior.

V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

O principal investigador € o Dr Homero Pinto Vallada Filho que pode ser encontrado no
endereco R. Dr. Ovidio Pires de Campos, 785 - 3° andar - PROGENE - tel: 2661-7129.

Se voce tiver alguma consideracdo ou ddvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442
ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail: cappesg@hcnet.usp.br
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VI - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informac¢des que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo “ESTUDO DE ASSOCIACAO ENTRE RESPOSTA TERAPEUTICA AO LIiTIO
EM TRANSTORNO BIPOLAR E INTERACAO ENTRE VARIANTES POLIMORFICAS COM MECANISMOS

EPIGENETICOS’.

Eu discuti com o Dr. Homero Pinto Vallada Filho sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacao € isenta de despesas. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

assinatura do sujeito da pesquisa ou responséavel legal data

assinatura de testemunha* data

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste

paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

assinatura do responsavel pelo estudo data

* menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiencia auditiva ou visual.
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