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“Teus filhos nao sao teus filhos

Séo filhos e filhas da vida, anelando por si propria

Vem através de ti, mas ngo de ti

E embora estejam contigo, a ti ndo pertencem.

Podes dar-lhes amor mas néo teus pensamentos,

Pois que eles tem seus pensamentos proprios.

Podes abrigar seus corpos, mas ndo suas almas

Pois que suas almas residem na casa do amanha,

Que néo podes visitar sequer em sonhos.

Podes esforgar-te por te parecer com eles,

mas néo procureis fazé-los semelhante a ti,

Pois a vida ndo recua, ndo se retarda no ontem.

Tu és o arco do qual teus filhos, como flechas vivas, sdo disparados
Que a tua inclinagdo na méo do Arqueiro seja para alegria.”

Khalil Gibran.

A Raquel e a meu filho.
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2. RESUMO

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) é um quadro psiquiatrico de alta
prevaléncia, cronicidade e morbimortalidade, apresentando altos niveis de
incapacidade e custos associados. Muitos pacientes acometidos néo
atingem a remissdo de sintomas ou obtém nivel de resposta clinica
significativa com farmacos antidepressivos. Nestas situagdes, outros
tratamentos, como a eleroconvulsoterapia (ECT), sao alternativas possiveis.
A quantidade de estudos envolvendo a ECT é limitada, e ainda segue
desconhecido o exato mecanismo de acado deste tratamento. Pesquisas
envolvendo biomarcadores e ECT, além de auxiliarem na compreensao de
seu mecanismo de agao, podem ajudar no esclarecimento da patofisiologia
dos transtornos de base para os quais o tratamento é empregado, como a
depressdo. Questionamentos acerca da validade da classica teoria
monoaminérgica da depressao, e o surgimento de novas evidéncias como
diminuicbes volumétricas de regides cerebrais em individuos deprimidos,
bem como a semelhanca do estado comportamental em resposta a doencas
sistémicas infecciosas (sickenes behaviour) com estados depressivos,
abriram espaco respectivamente para as teorias neurotréfica e inflamatéria
da depressado. Diversos estudos em modelos animais e humanos tém
pesquisado a influéncia da ECT em neurotrofinas e marcadores inflamatdrios
no TDM, porém, apesar de resultados positivos, os estudos ainda sao
poucos, com amostras pequenas, além de outras limitagdes metodoldgicas.
O objetivo desta tese de doutorado foi avaliar a associagdo da ECT a
tratamento farmacolégico no TDM e suas influéncias nos niveis da

neurotrofina Braind Derived Neurotrophic Fator (BDNF), nos marcadores proé-



inflamatdrios interleucina-2 (IL-2), IL-6, IL-17, fator de necorse tumoral alfa
(TNF-a) e interferon gama (IFN-y), nos marcadores anti-inflamatérios IL-4 e
IL-10, bem como suas influéncias em desfechos clinicos. No primeiro artigo,
pudemos observar que nao houve diferengas significativas nos niveis de
BDNF sérico entre os grupos de tratamento combinado (ECT e
farmacoterapia) e de tratamento exclusivamente farmacolégico na admissao
e nem na alta, e nenhuma variagao significativa nos niveis de BDNF ocorreu
em qualquer dos grupos durante o estudo. A ECT né&o restaurou os niveis de
BDNF dos pacientes a niveis semelhantes ao de controles saudaveis. No
segundo artigo, os pacientes que atingiram remissao dos sintomas
depressivos com a ECT tiveram niveis de BDNF antes do tratamento
significativamente maiores do que os que nao remitiram, e esses valores néao
variaram significativamente com o tratamento. Concluiu-se que niveis mais
elevados de BDNF poderiam prever remissdo a ECT antes mesmo de sua
realizacdo. Finalmente, no terceiro artigo, a combinagdo da ECT com a
farmacoterapia foi associada com diminuicdo dos niveis de IL-6 e aumento de
TNF-a. Pacientes deprimidos, independetemente do grupo de tratamento ao
qual foram submetidos, tiveram uma diminuicdo dos niveis de IL-6 e IFN- vy
apos o tratamento. Nao foram observados resultados significativos para IL-2,
IL-4, IL-10 e IL-17. Esta tese de doutorado traz contribuicdes acerca da
influéncia da associagdo da ECT ao tratamento farmacolégico do TDM no

que concerne a marcadores bioldgicos e sua relagao com desfecho clinico.
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3. ABSTRACT

Major Depressive Disorder (MDD) is a psychiatric disorder with high
prevalence, chronicity, morbidity and mortality, with high levels of disability
and high costs in health. Many affected patients do not achieve remission of
symptoms nor get significant clinical response to antidepressant drugs. In
these cases, other treatments such as electroconvulsive therapy (ECT) are
alternatives. The number of studies involving ECT is limited, and it is still
unknown the exact mechanism of action of this treatment. Research involving
biomarkers and ECT, in addition to providing understand about its mechanism
of action, may explain the pathophysiology of the disorder for which treatment
is employed, such as depression. Questions about the validity of classical
monoaminergic theory of depression and the emergence of new evidence as
volumetric decreases in brain regions in depressed individuals, as well as the
similarity of the behavioral state in response to infectious systemic diseases
(sickeness behavior) with depressive states allowed the emergence of
neurotrophic and inflammatory theories. Several studies in animal models and
humans have researched the influence of ECT in neurotrophins and
inflammatory markers in MDD, however, despite positive results, studies are
still few, with small samples and other methodological limitations. The
purpose of this doctoral thesis was to evaluate the association of ECT with
pharmacological treatment in MDD and its influences on the levels of Brain
Derived Neurotrophic Fator (BDNF), proinflammatory (IL-2, IL-6, IL-17, TNF-a
and IFN-y) and anti-inflammatory (IL-4 and IL-10) cytokines, as well as its
influences on clinical outcomes. In the first article, we observed that there

were no significant differences in serum BDNF levels between the combined
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treatment group (ECT and pharmacotherapy) and the group that only used
pharmacological treatment on admission and discharge, and no significant
change in BDNF levels occurred in any group during the treatment. In
patients, ECT did not restore BDNF levels to levels similar to healthy controls.
In the second article, patients who achieved remission of the depressive
symptoms with ECT had BDNF levels before treatment significantly higher
than non-remitters, and these values did not vary with treatment. We
concluded that higher levels of BDNF may predict remission with ECT even
before its completion. Finally, in the third article, the combination of ECT with
pharmacotherapy was associated with decreased levels of IL-6 and increased
levels of TNF-a. Depressed patients, regardless of the treatment group that
they were assigned, had a decrease in levels of IL-6 and IFN-y. There were
no significant findings for IL-2, IL-4, IL-10 and IL-17. The present doctoral
thesis shed light on the association of ECT to pharmacological treatment in
MDD in respect of biological markers and their relationship to clinical

outcome.
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4. APRESENTACAO

Esta tese de doutorado se intitula “Associacdo de
Eletroconvulsoterapia a Tratamento Farmacoldgico no Transtorno Depressivo
Maior: Analise de Desfecho Clinico, Marcadores Inflamatorios e
Neurotrofinas” apresentado ao Programa de Pds-Graduagao em Psiquiatria e
Ciéncias do Comportamento da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
em 14 de outubro de 2016.

Os estudos desenvolvidos nesta tese fazem parte do projeto
“Avaliacao e seguimento dos pacientes com doenga mental severa (DMS):
fatores diagndsticos, prognésticos e de tratamento e sua associagdo com
marcadores biolégicos”, uma coorte naturalistica prospectiva realizada entre
2010 e 2014 com pacientes internados na unidade de psiquiatria do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

A motivacao inicial para o desenvolvimento desta tese partiu da
curiosidade acerca da Eletroconvulsoterapia (ECT). Alvo de historica
polémica, este tratamento ainda sofre resisténcias para sua realizagdo nos
dias atuais. O contato com o inquestionavel sucesso em termos
terapéuticos da ECT quando bem indicada geraram o interesse em
contribuir com a producédo de conhecimento cientifico relacionado ao tema,
aumentando a credibilidade da técnica frente a preconceitos e visdes
distorcidas.

O exato mecanismo de acao da ECT é ainda desconhecido.
Considerando-se o0 surgimento de novas teorias patofisiolégicas da

depressao como a neurotrofica e a inflamatéria, nossa questao de pesquisa
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passou a ser a investigagcao das influéncias da ECT nos biomarcadores
relacionados a tais teorias, na tentativa de ampliar o conhecimento acerca
dos mecanismos pelos quais a ECT provoca melhora do Transtorno
Depressivo Maior (TDM).

O primeiro estudo teve por objetivo avaliar se a combinagao de ECT
a tratamento farmacolégico em pacientes deprimidos promoveria aumentos
nos niveis da neurotrofina BDNF, restaurando seus niveis a de individuos
controles nao deprimidos. Apds inclusao dos sujeitos, pacientes internados
com o diagnéstico de depressao foi realizado pelo Mini International
Neuropsychiatric Interview (MINI) (Sheehan et al., 1998), e a sintomatologia
depressiva avaliada na admissdao e na alta usando-se a Hamilton
Depression Rating Scale 17 items (HDRS-17) (Hamilton, 1960). Apds a
segunda avaliagdo, os pacientes incluidos foram retrospectivamente
divididos entre aqueles submetidos a tratamento psicofarmacolégico
associado a ECT (31 sujeitos) e aqueles que utilizaram apenas tratamento
psicofarmacologico (68 sujeitos). Nenhum individuo foi submetido a
tratamento exclusivo com ECT. O BDNF sérico foi medido em amostras de
sangue coletados na admissdao do estudo e na alta. Cem doadores
saudaveis sem transtornos psiquiatricos foram incluidos como grupo
controle.

A partir do trabalho anterior, o segundo estudo avaliou
especificamente os 31 sujeitos submetidos a ECT, com o foco no desfecho
clinico remissdo de sintomas depressivos. O objetivo foi investigar se a
remissdo dos sintomas depressivos com a ECT estaria associados a

mudancas nos niveis de BDNF.
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No terceiro estudo, abordamos os marcadores inflamatorios. Partindo
dos grupos de individuos submetidos a tratamento psicofarmacolégico
associado a ECT (31 sujeitos) e aqueles que utilizaram apenas tratamento
psicofarmacoldgico (68 sujeitos), foram realizadas medidas na admissao do
estudo e na alta das citocinas pro-inflamatérios IL-2, IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-
17, e das anti-inflamatorios IL-4 e IL-10.

Esta tese foi organizada em cinco partes. Na primeira parte,
Introdugdo, abordam-se conceitos gerais sobre o TDM e sobre a ECT. A
segunda parte, Revisdo de Literatura, faz-se um apanhado de evidéncias
relativas as teorias patofisiolégicas da depressao, bem como as pesquisas
associando ECT a neurotrofinas e a citocinas inflamatdrias. A terceira parte
conta com a Justificativa, Objetivos e Consideragdes Eticas desta tese.
Na quarta parte, encontram-se os textos dos artigos cientificos na integra:
Artigo 1 (Freire et al., 2015a, publicado no Journal of Psychiatric Research
em 2015), o Artigo 2 (Freire et al.,, 2015b, publicado no Brain Research
Bulletin em 2015) e o Artigo 3 (submetido para o Journal of Psychiatric
Research e atualmente com status under review). Na quinta parte, realizam-

se as Consideragoes Finais.
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5. INTRODUGAO

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) costuma ser um transtorno
cronico, recorrente e debilitante, com significativos prejuizos no
funcionamento e na Qualidade de Vida (QV) dos pacientes acometidos
(Greden et al., 2001; Ferrari et al., 2013a), bem como sendo responsavel por
substanciais gastos em saude (Luppa et al., 2007; Kleine-Budde et al., 2013).

E um transtorno com alta prevaléncia, com estudos indicando 4,4% da
populacdo mundial afetada (Ferrari et al., 2013a), 16,2% dos individuos
norte-americanos ao longo da vida e 6,2% nos ultimos doze meses (Kessler
et al.,, 2003). Em se tratando da populagdo brasileira, a estimativa de
prevaléncia de TDM ¢é semelhante a norte-americana, com 17% da
populacao afetada ao longo da vida e 8% em 12 meses (Silva, Galvao et al.
2014).

O TDM ¢ ainda a segunda maior causa de Anos Vividos com
Incapacidade no mundo (em inglés, YLDs) e responsavel por cerca de 2,5%
da Incapacidade Ajustada aos Anos de Vida (em inglés, DALYs) em 2010
(Ferrari et al., 2013b). A alta prevaléncia do TDM, aliada aos indices de
incapacidade, gastos com tratamento e outros gastos indiretos, resultaram
em um custo de 210,5 bilhdes de dolares nos Estados Unidos entre 2005 a
2010 (Greenberg et al., 2015).

Em termos de morbimortalidade, proje¢des futuras sdo pouco
animadoras em relagdo ao TDM, indicando que sera a segunda causa de
morbidade em 2020, perdendo apenas para doenca cardiaca isquémica

(Murray e Lopez, 1997). O transtorno € ainda fator de risco para duas
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importante causas mundiais de morte, o suicidio e a doenga cardiaca
isquémica (Ferrari et al., 2013a; Lichtman et al., 2014).

Embora o tratamento com medicac¢des antidepressivas seja efetivo
para uma grande parte dos pacientes, muitos deles nao toleram seus efeitos
colaterais ou nao respondem adequadamente (Fleck et al., 2005; Kupfer et
al., 2003). Apos a primeira tentativa de tratamento com farmacos
antidepressivos, somente um tergo dos pacientes entra em remisséo, 20%
alcangam resposta terapéutica (reducao de 50% dos sintomas depressivos) e
50% n&o obtém nenhuma resposta (Trivedi et al., 2006). Nas tentativas
subsequentes, os resultados sdo ainda piores: em torno de 20% dos
pacientes entram em remissao apos a segunda tentativa de antidepressivos
(Rush et al.,, 2006) e menos de 20% remitem depois da terceira tentativa
(Fava et al., 2006). No maior ensaio clinico ja conduzido para se avaliar
resposta a tratamento antidepressivo, o STAR*D (Sequenced Treatment
Alternatives to Relieve Depression), as taxas de remissao para os estagios 1,
2, 3 e 4, respectivamente, foram de 38,8%, 30,6%, 13,7% e 13%, e a taxa
cumulativa de remissao foi de 67%. Esse importante estudo corrobora a ideia
de que, a medida que ocorrem falhas nos sucessivos estagios de tratamentos
empregados para TDM, menores sdo as taxas de remissdo (Rush et al.,
2006; Trivedi et al. 2006). Os pacientes que nao alcangam a remissao
completa dos sintomas apresentam maior risco de recorréncia, possuem pior
funcionamento psicossocial, pior QV e maior numero de sintomas durante o
seguimento (Kennedy et al., 2005; Rush et al., 2006; Viinamaki et al., 2008).

Na pratica clinica, em caso de falhas no tratamento, as principais

alternativas utilizadas incluem associagao ou troca de antidepressivo (Rush
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et al., 2006, Fava et al.,, 2006), potencializagdo com outro agente
farmacolégico (Nierenberg et al., 2006, Bauer et al.,, 2014), adicédo de
psicoterapia (Thase et al., 2007) ou o emprego da eletroconvulsoterapia
(ECT) (UK ECT Review Group, 2003).

A ECT é um procedimento que consiste na inducdo de crises
convulsivas por meio da passagem de uma corrente elétrica pelo cérebro
para fins terapéuticos. A resisténcia a medicacao antidepressiva constitui sua
principal indicagdo (Husain et al., 2004; Braga et al., 2007; Husain et al.,
2005). Além disso, a ECT possui maior rapidez de resposta em relagdo aos
medicamentos, 0 que € necessario em situagdes graves que necessitam de
abordagem de urgéncia, como a catatonia e o risco de suicidio (McCall et al.,
2007).

A eficacia da ECT em tratar sintomas depressivos esta estabelecida
por meio de inumeros estudos desenvolvidos durante as ultimas décadas
(Kho et al., 2003; UK ECT Review Group., 2003; NICE, 2003; Pagnin et al.,
2004) . Ela é o tratamento biolégico mais efetivo para depressao atualmente
disponivel, ja que nenhum outra intervengao terapéutica até entdo se mostrou
superior a ECT no tratamento da depressao maior em estudos controlados
(Prudic et al., 2005).

Um trabalho avaliou a eficacia da ECT na melhora dos sintomas
depressivos por meio da meta-analise de 15 estudos. A comparacido da
eficacia da ECT com tratamentos controles, do baseline ao periodo pds-
tratamento, demonstrou um tamanho de efeito (TE) de 0,90 com intervalo de
confianga (IC) para 95% de 0,52-1,27. Foi também demonstrado que a ECT é

significativamente superior no tratamento da depressdo se comparada aos
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antidepressivos ou a ECT simulada (quando ha indugdo anestésica, porém
nenhuma descarga elétrica é aplicada) (Kho et al., 2003).

O United Kingdom Electroconvulsive Therapy Revieuw Goup (UK ECT
Review Group., 2003) realizou uma revisao sistematica e meta-analise de 73
ensaios clinicos randomizados controlados que compararam a eficacia da
ECT real com ECT simulada, ECT versus farmacoterapia, ou outras técnicas
na melhora da depressao. O resultado deste estudo demonstrou que a ECT
real foi significativamente mais eficaz que a ECT simulada (seis estudos, 256
pacientes com TE -0,91 e IC 95% -1,27; -0,54) e mais eficaz que
farmacoterapia (18 estudos, 1.144 pacientes com TE -0,80 e IC 95% -1,29; -
0,29).

Outra meta-analise, (Pagnin et al., 2004) foi observada uma resposta
significativamente maior da ECT real em relagdo a ECT simulada e ao
placebo (11 estudos, 523 pacientes). A probabilidade de ocorrer uma
resposta positiva, em termos de odds ratio (OR), foi aproximadamente cinco
vezes maior com ECT real do que com ECT simulada ou placebo (OR = 4,77;
IC 95% 2,39; 9,49). Na comparagéo da ECT com antidepressivos em geral
(13 estudos, 892 pacientes), foi demonstrada significativa superioridade da
ECT, com uma probabilidade de resposta quatro vezes maior em relacdo aos
antidepressivos (OR = 3,72; IC 95% 2,60; 5,32). Comparagdes
individualizadas de ECT versus antidepressivos ftriciclicos (ADT), e ECT
versus antidepressivos inibidores da monoaminoxidase (IMAO) também
foram realizadas. Foi demonstrada uma eficacia significativamente maior da
ECT em relagcéo aos ADT (OR = 2,99; IC 95% 1,91; 4,71) e aos IMAOs (OR =

6,13; IC 95% 3,82; 9,83).
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Nas diretrizes do National Institute of Clinical Excellence sobre ECT
(NICE., 2003), a partir da revisao de 90 ensaios clinicos randomizados (ECR)
sobre a eficacia da ECT na depressao, conclui-se também que a ECT tem
maior beneficio que antidepressivos e que a ECT real é mais efetiva que a
simulada.

Com a diminuigdo dos sintomas depressivos obtida pela ECT, a
melhora em algumas fungdes neurocognitivas tem sido observada,
especialmente atencdo e concentragdo, enquanto que alguma mudancga foi
observada no raciocinio abstrato e criatividade. No entanto, efeitos adversos
cognitivos, como desorientagdo, prejuizo no aprendizado, amnésia
anterograda e retrograda, podem ser observados apds crises convulsivas,
incluindo aquelas produzidas pela ECT (Prudic et al., 2008).

Os efeitos colaterais cognitivos sdo a maior limitagdo da ECT, ao
diminuirem a satisfagdo do paciente e contribuindo com o estigma associado
ao tratamento. Dos efeitos cognitivos, o déficit na meméria € o mais
importante. Logo apds o curso da ECT, a maioria dos pacientes manifesta
dificuldade em reter informagdes recém-aprendidas (amnésia anterograda) e
lembrar de eventos que ocorreram semanas ou meses antes da ECT
(amnésia retrograda) (Fraser et al., 2008; Sackeim et al., 1992). Na maioria
dos pacientes, a amnésia anterograda melhora rapidamente apés a ECT (em
geral, em menos de um més). Ja a amnésia retrégrada € o efeito colateral
cognitivo mais persistente, melhorando durante os primeiros meses apos o
tratamento. A memdria de informagdes autobiograficas € menos afetada que

eventos de natureza impessoal (Lisanby et al., 2000).
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A decisdo quanto a indicar ou ndo ECT a um paciente, como qualquer
outro procedimento, deve se fundamentar nas opcbes de tratamento
disponiveis e nas consideracbes sobre riscos e beneficios (Figiel et al.,
1998). Muitos clinicos e pesquisadores acreditam que a frequéncia do uso da
ECT é muito menor do que deveria ser. Supde-se que essa baixa utilizagao
se deva, principalmente, a enganos e preconceitos em relagdo a ECT,
devidos, pelo menos em parte, as informacbdes errbneas e distorcidas

publicadas pela imprensa leiga e pela midia (Fink et al., 2001).
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6. REVISAO DE LITERATURA

6.1 Neurotrofismo e depressao

A classica teoria monoaminérgica para a patofisiologia da depressao
surgiu na década de 60 (Schildkraut, 1965). Na época, foi observado que um
anti-hipertensivo que depletava monoaminas, a reserpina, provocava
sintomas depressivos (Gardner e Boles, 2011). Neste mesmo periodo,
achados experimentais indicaram que a imipramina inibia a recaptacéo da
noradrenalina no cérebro e que era capaz de reverter os efeitos sedativos da
reserpina em animais (Herting et al., 1961). Mais adiante, o papel da
serotonina na teoria monoaminérgica foi demonstrado com claros correlatos
neuroquimicos no sistema nervoso central (Lapin e Oxenkrug, 1969).

Com o desenvolvimento dos antidepressivos observou-se, entretanto,
que apesar de causarem um aumento imediato da neurotransmissao
monoaminérgica, a resposta antidepressiva ocorria em apenas algumas
semanas. Também foi observado que a deplecdo de monoaminas apenas
provocava sintomas depressivos em individuos com episédios em remissao
ou com histéria familiar, mas ndo em individuos saudaveis (Ruhé et al.,
2007). Instituido o tratamento antidepressivo, muitos individuos ainda
persistiam com sintomas apesar dos aumentos nos niveis de monoamina
sinapticos (Bilgen et al., 2014). Todas essas observacbes levantam
questionamentos sobre o papel da teoria monoaminérgica na etiologia

bioldgica da depressao e teorias alternativas tém surgido.
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Estudos recentes tém mostrado que os individuos com transtornos
depressivos recorrentes, resistentes ao tratamento e de longa duragédo tém
volumes do hipocampo diminuidos (Videbech e Ravnkilde, 2004; Campbell et
al, 2004), bem como mudancgas estruturais e degeneracédo no hipocampo,
amigdala (Bowley et al., 2002; Hamidi et al., 2004) e cértex pré-frontal (Cotter
et al., 2001; Rajkowska et al., 2001). Estas alteragbes estruturais estéo
intimamente relacionadas em nivel celular com o funcionamento dos fatores
de crescimento neuronais, fatores neurotroficos ou neurotrofinas.

Neurotrofinas sdo moléculas intracelulares implicadas na manutencéao
de neurbnios, permitindo-lhes cumprir as suas fun¢des; ajudam-lhes no seu
desenvolvimento e sua reparagao (Bilgen et al., 2014). O fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF), que é a mais estudada neurotrofina,
desempenha um papel importante na neurogénese e na plasticidade
sinaptica, auxiliando a manter a viabilidade celular (Lee et al., 2002).

A teoria neurotréfica para a patofisiologia da depressao foi publicada
pela primeira vez em 1997 (Duman et al. 1997), a partir da observacéo dos
primeiros estudos mostrando redugado no volume de estruturas cerebrais (em
especial o hipocampo) em pacientes deprimidos, e também indicando que o
estresse induz uma redugao na expressdo de BDNF que por sua vez leva a
atrofia de neurbnios hipocampais. Tal teoria foi fortalecida com novas
evidéncias indicando o papel de neurotrofinas no funcionamento do cérebro e
do numero crescente de ensaios clinicos que estudam a relagdo entre
transtorno depressivo e BDNF (Kotan et al., 2009; Sala et al., 2004; Bilgen et
al., 2014).

O primeiro estudo mostrando concentracdes reduzidas de BDNF no
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sangue periférico de pacientes deprimidos em comparagédo a controles
saudaveis foi publicado em 2002 (Karege et al. 2002). Desde entdo varios
outros trabalhos, incluindo meta-analises, relataram que os niveis de BDNF
(séricos ou plasmaticos) sao baixos em pacientes depressivos sem uso de
farmacos (Shimizu et al, 2003; Fernandes et al., 2011; Bocchio-Chiavetto et
al.,, 2010; Sen et al., 2008), aumentando apds tratamento antidepressivo
(Shimizu et al., 2003; Aydemir et al., 2005; Huang et al., 2008; Molendijk et
al., 2011; Gonul et al., 2005; Brunoni et al., 2008; Sen et al., 2008; Guilloux et
al., 2012; Wolkowitz et al., 2011; Matrisciano et al., 2009; Serra-Millas et al.,
2011).

Ha também evidéncias de que os niveis de receptor de BDNF, os
receptores Tropomiosina Quinase B (TrkB), estdo elevados na depressao
(Hung et al., 2010). Estudos genéticos tém demonstrado que o polimorfismo
mais comumente estudado do BDNF, o Val66Met (rs6265), tem sido
associado com a resposta antidepressiva precoce (Xu et al., 2012) e
remissao de sintomas (Taylor et al., 2011).

Apesar destes resultados, ainda ndo se sabe como BDNF esta
relacionado a melhorias na depressao. Foi hipotetizado que o BDNF induziria
brotamento neuronal no hipocampo e no cortex cerebral, e melhoraria a
funcdo sinaptica e a conectividade de circuitos neuronais envolvidas na
regulagédo do humor (Duman et al., 1997; Duman e Vaidya, 1998). A Figura 1
ilustra esses efeitos nas células piramidais da regido CA3 do hipocampo. A
esquerda, temos uma célula saudavel, numa situagdo normal. Ao centro,

temos a atrofia celular desencadeada pelo estresse. A direita, temos os
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antidepressivos revertendo esse mecanismo de atrofia, promovendo

sobrevivéncia e crescimento celular, retornando a condicdo normal.

Hippocampus

Schaffer Collateral

Dentate Gyrus

6 CA3 Mossy Fiber Pathway

-

~——.

4 Glucocorticoids 3 Serotoni;n and NE
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BONF
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Normal Survival and Growth I | Atrophy or Death of Neurons I ‘ Increased Survival and Growth
o |
Neurons

Injury or Death
/' Other Neuronal Insults:
* Hypoxia-Ischemia

i

* Neurotoxins
* Viruses

Figura 1. Crescimento e sobrevivéncia dos neurdnios hipocampais, e influéncias do estresse e do uso
de antidepressivos nesses processos. (Duman et al. 1997)

Apesar de tais evidéncias favoraveis a teoria neurotrofica da
depressao, existem alguns estudos com achados controversos. Estudos pré-
clinicos ndo encontraram os padrdes descritos de resposta do BDNF aos
antidepressivos (Krishnan e Nestler, 2008). Polimorfismos do gene do BDNF
responsaveis pela reducdo da liberagdo da neurotrofina e a diminuicido do

volume hipocampal n&do foram associados a aumento de suscetibilidade para
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depressao (Lépez-Ledn et al., 2008). Por fim, em regides do cérebro como
nucleo accumbens e area tegmental ventral o BDNF exerce paradoxalmente
potentes efeitos depressivogénicos (Eisch et al., 2003).

Algumas questdes dificultam o emprego da dosagem de BDNF como
ferramenta diagndstica na pratica clinica. Nao ha, por exemplo, padronizagéo
referente as técnicas laboratoriais empregadas, o que provoca uma grande
variedade de valores nas dosagens, restringindo a comparagao entre os
estudos (Teche et al., 2013). Este problema fica evidenciado no fato de que
os niveis de BDNF reportados nos controles saudaveis € muito diferente
entre os diferentes estudos (Karege et al., 2005). Além disso, o BDNF tem se
mostrado um marcador pouco especifico, ja que outros transtornos
psiquiatricos além da depressao apresentam reducao de seus niveis, como
por exemplo a esquizofrenia, transtorno do panico, transtornos alimentares e
doengas neurodegenerativas como as doengas de Alzheimer e Huntington
(Gass e Hellweg, 2010). Varias formas de estresse mostraram-se também
capazes de reduzir os niveis de BDNF, ao menos em experimentos com
animais (Martinowich et al., 2007; Krishnan e Nestler, 2008). Essa
neurotrofina também parece sofrer influéncias de fatores sazonais. Um
estudo com 2851 participantes, incluindo pacientes com depressao,
ansiedade e controles saudaveis, identificou uma forte variagdo dos niveis
séricos de BDNF ao longo do ano, com seu nadir (valores mais baixos) no
inverno, aumento durante a primavera e pico no verdao (Molendijk et al.,
2012).

A reducdo do BDNF durante os episédios depressivos e o retorno a

niveis semelhantes aos dos controles apds a remissdao € uma achado
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consistentemente replicado na literatura (Fernandes et al., 2011; Bocchio-
Chiavetto et al., 2010; Sen et al., 2008; Brunoni et al., 2008). No entanto, nao
esta bem estabelecido a associacdo desta redugdo com outros aspectos
relevantes da depressdo. Os niveis de BDNF n&o se associam com a
cronicidade da depressdo, visto que nao diferenciam primeiros episodios
depressivos de transtorno recorrente (Molendijk et al., 2011), nem se
correlacionam com o tempo de doenga (Kenna et al., 2014). Apesar de
alguns estudos terem encontrado uma correlagao negativa entre a gravidade
da depresséao e a concentragao sérica do BDNF (Gorgulu and Caliyurt, 2009;
Satomura et al., 2011), um numero maior de estudos n&o encontrou esta
correlagdo, inclusive uma recente meta-analise (Molendijk et al., 2014;
Jevtovic et al., 2011; Molendijk et al., 2011; Wolkowitz et al., 2011; Vinberg et
al., 2013). Alguns autores chegam inclusive a questionar o modelo tedrico
que liga o BDNF ao TDM com base nessas inconsisténcias (Groves, 2007).

Em resumo, as influéncias que o BDNF sofre do estresse, a falta de
padronizacao laboratorial de suas analises, as variagdes em multiplos
transtornos psiquiatricos, as interferéncias sofridas pela sazonalidade e a
correlagdo ainda inconsistente com gravidade e cronicidade da depressao
impedem uma ligacdo definitiva entre BDNF e TDM, dificultando a

implementagao de sua medida na pratica clinica.
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6.2 Mecanismos inflamatérios e depressao

O sickeness behaviour (Hart, 1988) é um estado comportamental e
subjetivo que ocorre em resposta a doengas sistémicas infecciosas. E
caracterizado por fraqueza, mal-estar, baixa ingesta de alimento e de
liquidos, reducéo do interesse pelo ambiente ao redor, e letargia, exercendo
uma fungao protetora para o organismo, ja que reorganiza suas prioridades
de modo a facilitar a recuperagao da infecgao (Dantzer e Kelley, 2007). O
sickeness behaviour resulta da resposta do sistema imune ao patégeno
invasor por meio da liberagao de citocinas como a interleucina-1 (IL-1), TNF-
a e IL-6, e de proteinas de fase aguda, como a proteina C reativa (PCR).
Essas substancias atingem o sistema nervoso central cruzando a barreira
hematoencefalica ou através da comunicagdo aferente do nervo vago,
gerando tais sintomas comportamentais (Dantzer et al.,, 2008).

Exposicdes experimentais de individuos saudaveis a indutores de
citocinas pro-inflamatérias foram capazes de induzir sickeness behaviour
(Reichenberg et al., 2001; Reichenberg et al., 2002). A administragdo de
endotoxinas provocou aumento nos niveis de TNF-a, de IL-16 e do
antagonista do receptor de interleucina 1 (IL-1ra), resultando em significativas
mudancas na ingesta alimentar (Reichenberg et al. 2002).

Curiosamente, observou-se que os sintomas da sickeness behaviour
assemelhavam-se aos sintomas depressivos, e passou a ser interrogado um
possivel papel de mecanismos inflamatdrios na patofisiologia da depressao.
Essa associacdao se tornou mais evidente com a demonstracdo de que

citocinas proé-inflamatérias induzem sintomas depressivos em modelos
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animais, nao restritos ao sintomas do sickness behaviour (Frenois et al.,
2007). Observou-se também que a injegdo de citocinas pro-inflamatérias
modula o metabolismo da serotonina, da noradrenalina e da dopamina,
diminuindo sua disponibilidade (Felger et al., 2007). A indugdo experimental
de liberagao de citocinas em humanos saudaveis também gerou um aumento
transitorio na ansiedade e no humor depressivo assim como uma diminuicao
na memoria verbal e ndo verbal (Reichenberg et al. 2001).

Paralelamente, o surgimento de sintomas de humor em pacientes
expostos a citocinas inflamatérias com finalidades terapéuticas também
passou a sinalizar a ligagao entre depressao e inflamacgao. O interferon € um
tratamento bem estabelecido para diferentes doencas, incluindo hepatite C e
cancer. O uso do interferon alfa (INF-a) pode produzir uma sindrome
depressiva muito semelhante a depressao maior idiopaica (Capuron et al.,
2009; Raison et al., 2005). Em doses altas de INF-a, cerca de 50% dos
pacientes sem depressao prévia vao preencher critérios para depressao
maior dentro dos 3 primeiros meses de tratamento com a droga (Musselman
et al., 2001), e uma porcentagem ainda maior (90%) teréo pelo menos 1 ou 2
sintomas depressivos significativos, sendo fadiga o mais comum (Capuron et
al., 2002). O tratamento com INF-a resulta em aumento nos niveis da citocina
pré-inflamatéria IL-6 (Raison et al., 2009) e TNF-a (Prather et al., 2009).
Essas evidéncias, somadas a reverséo de sickness behaviour com o uso de
antidepressivos em tratamentos animais levou a elaboracdo de uma nova
hipétese para a patofisiologia da depressao: a inflamatéria (Dantzer et al.,
2008).

A partir dessa hipotese, diversos estudos tém pesquisado niveis de
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citocinas e proteinas de fase aguda em depressado. Entretanto, os dados
sofrem de alguma inconsisténcia devido, entre outras razdes, aos inumeros
fatores de confusdo a que essas dosagens estao sujeitas, tais como estado
metabdlico (Huerta e Nadler, 2002), peso corporal (Wellen e Hotamisligil,
2003), ciclo menstrual (O’Brien et al., 2007), disturbios de sono (Ryan et al.,
2005) e os métodos de dosagem e estocagem as quais as amostras
laboratoriais sdo submetidas (Friebe e Volk, 2008).

Apesar dessas limitagdes, diversos estudos tém confirmado a
associacdo entre depressao e infamacdo. Duas meta-analises mostraram
que os niveis plasmaticos de diferentes proteinas relacionadas a inflamacao,
incluindo o TNF-a, TNF-B1, IL-6, PCR e interferon estdo alterados na
depressdao maior. A primeira, que incluiu 24 estudos, evidenciou uma
significativa elevagdo nos niveis de TNF-a e IL-6 em pacientes com
depressdo maior quando comparado aos controles, mas nao houve
diferencas significativas nas concentracbes de outras citocinas pro-
inflamatdrias investigadas (IL-1, IL-2 , IL-8, e IFN-y), nem houve diferengas
significativas nas citocinas anti-inflamatérias IL-10 e IL-4 (Downlati et al.,
2010). Outra meta-analise das concentragdes de citocinas em diferentes
grupos clinicos encontrou resultados semelhantes, com aumentos de PCR,
IL-6, IL-1 e IL-1ra, sendo positivamente associado com depressdo maior
(Howren et al. 2009).

Niveis mais altos de PCR em pacientes deprimidos do que em
controles tém sido repetidamente evidenciados , especialmente em pacientes
com depressao grave internados (Lanquillon et al., 2000). Uma correlagcéo

significativa entre os niveis de PCR e a gravidade da depresséao foi descrita
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(Hafner et al., 2008). Niveis mais altos de PCR também foram observados
em pacientes em remissdo de quadro depressivo prévio, tanto em homens
(Danner et al., 2003; Ford e Erlinger, 2004) quanto em mulheres (Cizza et al.
2009; Kling et al., 2007). Altos niveis de PCR (assim como de IL-6) também
foram observados como um marcador precoce de sintomas cognitivos em
depressao (Gimeno et al. 2008). Na avaliagao basal, niveis altos de PCR s&o
um fator de risco independente para o surgimento de um novo episédio
depressivo (Pasco et al., 2010).

As evidéncias sugerem que elevagdo no sangue periférico da
concentragdo de IL-6 € um achado imunolégico comum e um dos mais
replicados em depresséao (Maes et al., 2014; Liu et al., 2012; Vogelzangs et
al.,, 2012; Dowlati et al.,, 2010). Niveis mais altos de IL-6 no liquido
cefalorraquidiano estao correlacionadas com tendéncias suicidas, e niveis
altos de IL-6 no plasma estdo correlacionados com a falta de resposta aos
medicamentos antidepressivos convencionais (Bay-Richter et al., 2015). A
concentracdo de citocinas também pode ser usada como preditor de risco
para um individuo desenvolver depressao como evidenciado em um estudo
epidemiologico em que, na avaliagao basal, niveis elevados de PCR e IL-6
foram associados com a presenca de sintomas depressivos num follow-up
apo6s 12 anos (Gimeno et al. 2009).

Niveis mais altos de TNF-a foram observados em pacientes
deprimidos comparado com controles (Dantzer et al., 2008; Hestad et al.
2003; Lanquillon et al. 2000; Mikova et al. 2001). Em pacientes com doencas
imunoldgicas, tais como a artrite reumatoide e a psoriase, o tratamento anti-

TNF-a alivia o humor deprimido independentemente da melhoria dos
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sintomas de doenca (Tyring et al., 2006). No entanto, um estudo de eficacia
de infliximab (um anticorpo monoclonal contra o TNF-a) para o tratamento da
depressao teve resultados negativos (Raison et al., 2013). Por outro lado,
uma subanalise desse estudo mostrou que o infliximab foi eficaz em
pacientes com valores de PCR>5, sugerindo que estratégias antinflamatérias
sao mais eficazes em pacientes com aumentos nos niveis de marcadores
pré-inflamatérios (Raison et al., 2013). Os niveis aumentados de TNF-a
diminuiram em respondedores a farmacoterapia antidepressiva (Lanquillon et
al. 2000) e a terapia com ECT (Hestad et al. 2003). Em um estudo
comparando niveis de citocinas sanguineas entre pacientes deprimidos com
e sem tentativa de suicidio, foi observado que os pacientes que tentaram
suicidio tiveram niveis mais altos de IL-6 e TNF-a do que os que nao
tentaram e do que os controles saudaveis (Janelidze et al., 2011).

IL-1ra € um membro da familia da interleucina 1 e € um antagonista da
IL-1a e da IL-1B. IL-1ra também serve como um marcador da ativagado do
sistema imune. Em um grupo de pacientes italianos acima de 65 anos, altos
niveis de IL-1ra foi preditor de alto risco de sintomas depressivos apds um
follow-up de 6 anos (Milaneschi et al., 2009).

Estudos anteriores com interferon gama (IFN-y) ndo encontraram
diferencas nos niveis desse marcador entre individuos depressivos e
controles saudaveis (Spanenberg et al., 2014). No entanto, os niveis foram
mais baixos em pacientes depressivos melancolicos em comparagao a nao-
melancolico (Spanenberg et al., 2014; Rothermundt et al., 2001).

Um estudo anterior ndo encontrou diferengas significativas nas

concentracdes de IL-17 entre individuos deprimidos e controles, e nao
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encontrou variagao dos niveis de IL-17 apds o tratamento da depressao (Kim
et al., 2013).

Um recente e interessante estudo investigou a relagao entre itens de
escala de sintomas depressivos e os niveis de citocinas inflamatdrias. Na
avaliagao basal, no grupo dos pacientes, as citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-10,
IL-12, IFN-y, TNF-a e de Fator Estimulador de Colénias de Macréfagos e
Granulécitos (GM-CSF) foram negativamente correlacionadas com itens
individuais da Escala de Depresséao de Beck, e tiveram correlagbes negativas
e positivas com os itens da HAMD-17. Quatro semanas apds o inicio do
tratamento antidepressivo e no grupo dos controles ndo foram observadas
tais relagbes. Os autores sugerem que as citocinas ndo sao genericamente
pré-depressivas, mas estdo mais relacionadas a uma regulagdo mais
especifica de sintomas e a gravidade da depressao (Schimidt et al., 2016).

Efeitos imuno-moduladores de antidepressivos também tém sido
descritos. Em alguns estudos, antidepressivos triciclicos e inibidores seletivos
de recaptacdo de serotonina, assim como 0s mais novos antidepressivos
serotoninérgicos e noradrenérgicos, normalizam o0s niveis séricos de
proteinas inflamatdrias e citocinas, incluindo IL-13, IL-6, TNF-a e IFN-y (De
BD et al. 2010; Janssen et al., 2010). Meta-analises indicaram que o
tratamento com antidepressivos reduz os niveis de citocinas pro-inflamatoérias
(De Berardis et al., 2010; Hannestad et al., 2011) e PCR (Hiles et al., 2012).

Em resumo, a semelhanca da sickness behaviour com o TDM, bem
como a observacao de sintomas depressivos secundarios ao tratamento com
INF-a abriram caminho para o surgimento da teoria inflamatéria para a

patofisiologia da depressdo. Apesar da presenga de fatores de confusdo e
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questdes metodoldgicas nos estudos realizados até o momento, evidéncias
consistentes tém mostrado uma associacdo entre a sindrome depressiva e

marcadores inflamatoéricos, como PCR, IL-6 e TNF-a.
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6.3 Interface entre teorias patofisiolégicas da depressao

Além das teorias monoaminérgica, neurotréfica e inflamatéria para a
explicar a patofisiologia da depressdo, outras tem surgido, como a
neuroendocrinoldgica e a glutamatérgica.

A teoria neuroendocrinolégica parte de uma consistente evidéncia do
papel mediador do eixo hipotalamico-hipofise-adrenal (HHA) na reagdo ao
estresse. O hormoénio liberador de corticotrofina (CRH) é liberado no
hipotalamo e, ao se ligar a seus receptores na hipéfise, estimula a liberagao
de corticotrofina [hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH)] da hipofise no
plasma. Por fim, o ACTH estimula a liberagao de cortisol do cortex adrenal
(Belmaker et al., 2008; McEwen et al., 1998). Apesar da ativagao aguda do
eixo HHA ser uma resposta apropriada ao estresse, a hiperativagao crénica
desse eixo pode resultar em problemas a longo prazo. A relagéo entre
estresse crbénico e depressdao é bem documentada (Cohen et al., 2007),
tendo os pacientes que sofrem desse transtorno niveis elevados de cortisol
no plasma assim como diminui¢cao da sensibilidade a dexametasona externa
e ao CRH (Hasler et al., 2004; Ising et al., 2007).

A teoria neuroendocrinolégica se aproxima da inflamatéria a partir de
evidéncias de que o estresse agudo resulta no aumento da circulagao de
interleucinas IL-6 e IL-1B (Steptoe et al., 2007), e de que o estresse cronico
leva a um robusto aumento de IL-6 (Kiecolt-Glaser et al., 2003). Tais citocinas
pro-inflamatérias, por sua vez, estimulam a liberagcdo de CRH e ACTH
(Pariante et al., 2001) e diminuem a expressdo dos receptores de

glicocorticoides (Pace et al.,, 2009). Citocinas pro-inflamatdrias, entéo,
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exercem uma significativa influéncia na atividade do eixo HHA: podem mediar
o hipercortisolismo e diminuir a sensibilidade do eixo HHA frequentemente
visto na depressao maior.

A estimulagédo do eixo HHA é mediada por mecanismos inflamatérios,
resultando em aumentos prolongados na circulagdo de horménios do
estresse no sistema nervoso central (Zunszain et al, 2011).
Consequentemente, disturbios na homeostase de neurotransmissores e na
sintese de fatores de crescimento neuronal ocorrem, em particular, nos
circuitos neuronais do sistema limbico, que, por sua vez, esta implicado no
TDM (Miller et al., 2013).

A interface entre o estresse e o neurotrofismo também é discutida em
outros trabalhos. Em roedores, € observada atrofia neuronal, reducdo da
densidade sinaptica e perda celular em modelos de depressdo e estresse,
assim como diminuigdo a neurogénese no hipocampo adulto e redugédo das
células gliais no cortex pré-frontal quando cronicamente expostos ao estresse
(Duman e Aghajanian, 2012). Ainda em roedores, a administracdo de
glicocorticoides gera sintomas similares aos depressivos e produz atrofia do
hipocampo (McEwen, 2007). A exposi¢cao crbnica a glicocorticoides é
neurotoxica: ocorre liberacdo de radicais livres, diminuigcdo de transporte de
glicose e diminuicdo de producdo de BDNF, que prové suporte trofico aos
neurénios. O estresse crbnico leva a atrofia dendritica e, finalmente, morte
celular (Willner et al., 2013).

O HHA também se relaciona com a produ¢ao de monoaminas. Niveis
elevados de cortisol aumentam a atividade da monoaminoxidase-A (MAO-A),

com a consequente redugao dos niveis de noradrenalina e serotonina (Slotkin
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et al., 1998).

As interacbes entre os mecanismos inflamatérios e neurotréficos
também estdo consideravelmente bem estabelecidas. As citocinas
inflamatorias acessam o cérebro cruzando a barreira hematoencefalica ou
através da comunicacdo aferente do nervo vago e interagem com o
metabolismo dos neurotransmissores, influenciando a funcao
neuroenddcrina, os circuitos neuronais e a plasticidade sinaptica (Borden e
Parkinson, 1998). Podem assim induzir alteragbes relevantes para a
patofisiologia da depresséao, incluindo a desregulacdo da glia, prejuizos
neuronais e da funcdo cognitiva (Miller et al., 2009). A administracao
periférica de lipopolissacarideo (LPS), um indutor de citocinas, resultou em
disfungao cognitiva e no aumento das concentragdes hipocampais de TNF-a
e de IL-1B (Wu et al., 2007). Esse estudo também sugeriu que os niveis
hipocampais de BDNF foram reduzidos pela administragao de LPS.

Mecanismos inflamatérios também afetam o metabolismo do
triptofano, o precursor da serotonina. Citocinas proé-inflamatérias, incluindo a
IL-2, INF-y e INF-a, ativam a enzima indolamina 2-3-dioxigenase (IDO)
(Muller et al., 2007), a qual cataboliza o metabolismo do triptofano em
quinurenina. A quinurenina € posteriormente metabolizada pela enzima
quinurenina monooxigenase em acido quinolinico e acido quinurenico, dois
metabdlitos potencialmente neurotoxicos (Muller et al., 2011; Oxenkrug et al.,
2010). A enzima quinurenina monooxigenase € também ativada por citocinas
pro-inflamatérias. Pacientes com depressao maior com histérico de tentativas
de suicidio apresentaram niveis mais altos de quinurenina (Sublette et al.,

2011). Aumentos nos niveis de citocinas pro-inflamatérias podem assim
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diminuir o triptofano disponivel para a sintese de serotonina, diminuindo sua
disponibilidade e tornando consequentemente os pacientes mais vulneraveis
a depressao maior e a risco de suicidio (Dantzer et al., 2008).

O tratamento com INF-a aumenta a atividade da enzima Indolamina 2-
3-Dioxigenase (IDO) e resulta em aumento dos metabdlitos téxicos acido
quinurenico e acido quinolinico no plasma (Wichers et al., 2005). O
tratamento com INF-a também resulta no aumento dessas substéncias no
liquido cerebrorraquidiano que se correlacionou com sintomas clinicos de
depressao (Raison et al., 2010).

Evidéncias recentes tém demonstrado que subdoses anestésicas de
quetamina, um antagonista do receptor glutamatérgico N-metil-D-aspartato
(NMDA), apresenta efeitos antidepressivos. Tais achados levaram a
elaboragcdo da mais recente teoria para a patofisiologia da depressao: a
glutamatérgica. Pacientes com depressdo maior recebendo 0.5mg/kg de
quetamina apresentaram melhora dos sintomas depressivos que se manteve
significativamente em até 7 dias apds sua infusdo (Zarate et al., 2006). Um
estudo randomizado, duplo-cego, controlado apontou que a infusdo de doses
subanestésicas de quetamina (0.5mg/kg) em pacientes com depressao
bipolar provocou melhora significativa dos sintomas mesmo no 3° dia apés
infusdo (DiazGranados et al., 2010a). O mesmo grupo de pesquisadores
observou que infusdo de 0.5mg/kg de quetamina reduziu significativamente
ideacdo suicida em pacientes deprimidos em medidas realizadas até 4 horas
apos a infusdo (DiazGranados et al., 2010b). Apds essas evidéncias iniciais,
outros experimentos acerca do uso de quetamina em depressao tém sido

publicados, inclusive com elaboracdo de meta-analises com resultados
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positivos (Kishimoto et al., 2016; McGirr et al., 2015; Fond et al., 2014).

Evidéncias sugerem que o BDNF plasmatico pode ser um biomarcador
periférico relevante para a resposta antidepressiva da quetamina.
Camundongos knockout para o gene do BDNF tiveram minimos efeitos a
infusdo intraperitoneal de quetamina quando submetidos ao teste do nado
forcado (Autry et al., 2011). Em humanos, apds estudos iniciais sugerirem
que os niveis periféricos de BDNF ndo se correlacionaram com a resposta
aintidepressiva da quetamina (Machado-Vieira et al., 2009; Laje et al., 2012),
trabalhos subsequentes tém apontado uma associagao positiva. Pacientes
que apresentaram melhora dos sintomas depressivos com infusdo de
quetamina tiveram aumentos significativos de BDNF plasmatico 240 min apds
a infusdo. Tais niveis de BDNF foram negativamente associados aos escores
da Montgomery-Asberg Depression Rating Scale (MADRS) 240 min apds a
infusdo, e também em avaliagdes realizadas apds 24h, 48h e 72h. Nesse
estudo, um agente anestésico comparativo (midazolam) ndo apresentou as
mesmas associagdes (Haile et al., 2014).

Em resumo, além da classica teoria monoaminérgica para a
patofisiologia da depressdo, bem como as novas teorias neurotrofica e
inflamatdria, estudos também tém sugerido a existéncia das teorias
neuroendocrinoldgica e glutamatérgica. Mais do que concorrentes em
explicar os complexos mecanismos biolégicos do TDM, essas vias parecem

interligadas e complementares.
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6.4 Neurotrofismo associado a ECT

(modelos animais)

A indugdo de convulsdes através de corrente elétrica em animais (em
inglés, electroconvulsive shock ou ECS) tem se mostrado um potente indutor
génico nos modelos de tratamento antidepressivo, especialmente de fatores
neurotroficos e de crescimento. Estes sdo o BDNF, o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento fibroblastico-2 (FGF-2)
(Nibuya et al., 1995; Newton et al., 2003; Altar et al., 2004).

Uma unica sessao de ECS resulta em um aumento de 10 a 20 vezes
na indugcdo do gene do BDNF no giro denteado de hipocampo de ratos. A
ECS de longo prazo (uma vez ao dia por 7 a 10 dias) também induz o acido
ribonucleico (RNA) mensageiro do BDNF em niveis que se mantém
aumentados por um longo periodo ap6s ECS de longo prazo comparado com
uma sessao de ECS isolada (Nibuya et al., 1995).

Os RNA mensageiros do VEGF e do FGF-2 também se mantém
elevados no hipocampo de roedores apdés ECS aguda e de longo prazo
(Newton et al., 2003; Warner-Schmidt et al., 2007). Esses fatores foram
originalmente descobertos como fatores mitogénicos de células nao-
neuronais, como células endoteliais e fibroblastos, mas hoje s&o aceitos
como fatores neurotréficos e neuroprotetores (Schmidt et al., 2007).

Estudos pré-clinicos tém mostrado que a ECS é a mais robusta
indutora de neurogénese no hipocampo de roedores e de primatas né&o-

humanos (Malberg et al., 2000; Perera et al., 2007). Além disso, um estudo
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mostrou que a ECS aumenta a neurogénese em areas cerebrais frontais,
especialmente no estriado rostro-medial (Inta et al., 2013).

A administracao de fatores neurotréficos e de crescimento diretamente
no hipocampo ou no ventriculo lateral de ratos mimetiza efeito antidepressivo
em modelos animais. A infusdo de BDNF no hipocampo de ratos diminui o
tempo de imobilidade no teste do nado forcado de forma similar ao efeito
provocado por antidepressivos (Shirayama et al., 2002). Infusbes de VEGF
nos ventriculos laterais também mimetiza a acao antidepressiva em modelos
comportamentais (Shirayama et al., 2002).

A ECS também aumenta a expressdo de neuropeptidios como o
neuropeptidio Y (NPY), horménio liberador de tireotrofina (TRH) e VGH (ndo
acrébnimo) (Newton et al., 2003; Altar et al., 2004).

O NPY é um peptideo de 36 aminoacidos que é difusamente
distribuido no sistema nervoso central. O efeito antidepressivo do NPY tem
sido estudado: sua infusdo em ventriculos laterais de roedores produz efeito
antidepressivo, e o aumento do RNA mensageiro de NPY no hipocampo foi
observado apds ECS repetidas (Redrobe et al., 2002; Ishida et al., 2007).

Algumas evidéncias indicam que o TRH pode aliviar sintomas
depressivos (Marangell et al., 1997). O aumento do RNA mensageiro do TRH
no hipocampo ocorre apds ECS repetidas. Esse aumento é consistente com
o efeito da ECS em aumentar o peptideo prepro-TRH (precursor do TRH) em
algumas regides do cérebro de ratos e com efeitos antidepressivos de TRH
no teste do nado forgado (Pekary et al. 2000).

O VGF é um neuropeptidio de 617 aminoacidos precursor de pelo

menos 10 peptideos com expressao restrita ao SNC (Levi et al., 1985). A

41



infusdo de VGF no hipocampo de ratos produz efeitos antidepressivos no
teste do nado forgado e no teste de suspensao pela cauda (Hunsberger et al.,
2007, Thakker-Varia et al., 2007). A expressao do RNA mensageiro do VGF é
aumentada no giro denteado do hipocampo de ratos tanto no curso agudo ou
repetido de ECS (Levi et al., 2004).

Em suma, a ECS apresenta-se como um importante indutor génico de
fatores neurotréficos e de crescimento nos modelos animais de tratamento
antidepressivo. A administracao desses fatores em regides cerebrais desses

animais foi capaz de mimetizar efeito antidepressivo.
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6.5 Neurotrofismo associado a ECT

(modelos humanos)

O primeiro estudo que associou aumentos dos niveis de BDNF com a
ECT em pacientes deprimidos (Bocchio-Chiavetto et al., 2006) mostrou que,
apesar de esse aumento nao ter surgido entre a avaliagdo basal (T0) e
imediatamente apds o curso de ECT (T1), ocorreu significativamente um més
apo6s o término do ECT (T2). Isso sugere que talvez seja necessario um
periodo mais prolongado de tempo para deteccdo do aumento dos niveis de
BDNF no plasma. Reforcando essa ideia, um estudo de correlagdo entre
nivel sérico e nivel tecidual cerebral de neurotrofinas apés ECT em animais
demonstrou com evidéncias substanciais ser justificavel medir niveis séricos
de BDNF com um atraso de tempo para monitorar as alteragcdes de
neurotrofinas em nivel tecidual cerebral (Sartorius et al., 2009). Outro
trabalho observou que o aumento significativo de BDNF em pacientes
deprimidos usando ECT ocorreu numa medida com menor intervalo de tempo
que no estudo de Bocchio-Chiavetto, apdés 2 semanas de conclusdo do
tratamento (Hu et al., 2010). Ao longo dos ultimos anos, diversos estudos tém
encontrado associagao entre ECT e aumento dos niveis de BDNF, ja tendo
sido inclusive publicadas trés meta-analises confirmando essa relagao
(Rocha et al., 2016; Polyakova et al., 2015; Brunoni et al., 2014).

Alguns estudos tem sugerido que o BDNF pode contribuir para a
eficacia clinica da ECT no tratamento da depressdao. Ja nos primeiros
trabalhos sobre o tema se encontro um significativo aumento do BDNF no

plasma sanguineo apés a ECT, o que coincidiu com significativa melhora dos
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sintomas depressivos medida pela HDRS-17 (Marano et al., 2007). Um
estudo mais recente investigou os efeitos da ECT sobre os niveis séricos de
BDNF em pacientes com depressao resistente ao tratamento, constatando
que os escores na HDRS-17 foram mais baixos e o nivel médio BDNF foi
maior apdés a ECT (Bilgen et al., 2014). Em relacdo a resposta clinica
(melhora = 50% dos sintomas na HDRS-17), encontrou-se um aumento
significativo dos niveis séricos do BDNF em pacientes com resposta a ECT
(comparando dosagens do marcador antes do inicio do ECT e dosagens 5
semanas apos o inicio). O mesmo estudo ndo observou aumento de BDNF
em nao respondedores ao tratamento (Okamoto et al., 2008). Em relagao a
remissdo dos sintomas (alcance de niveis de HDRS-17 < 7 apds o
tratamento), observou-se que os pacientes que atingiram a remissao clinica
tiveram niveis significativamente maiores de BDNF no baseline e uma
semana apos a conclusao da ECT em comparagao aos que nao remitiram
(Piccinni et al., 2009).

Apesar desses dados mostrando associagao entre aumento dos niveis
de BDNF e melhora clinica em pacientes deprimidos submetidos a ECT,
outros trabalhos n&o tiveram achados favoraveis. Um estudo recente
relatarou que em pacientes com depressao resistente ao tratamento, a ECT
reduziu os escores de sintomas depressivos, mas nao afetou os niveis
séricos de BDNF; ndo houve correlacdo entre as alteracbes no nivel de
BDNF no soro e mudancas na pontuacdo em escala de sintomas. Os niveis
séricos de BDNF foram baixos tanto no baseline quanto apdés a ECT
(Rapinesi et al., 2015). Estes resultados, juntamente com outros estudos

(Fernandes et al., 2009; Haghighi et al., 2013) ndo apoiam a hipotese de que
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a melhora da depressao com a ECT seja mediada pelo aumento dos niveis
de BDNF.

Alguns trabalhos realizaram pesquisa dos niveis de BDNF em
pacientes submetidos a ECT realizando um controle mais apurado dos
farmacos antidepressivos em uso. Os resultados, porém, foram conflitantes.
Um ensaio clinico randomizado comparou os niveis plasmaticos de BDNF
entre um grupo de pacientes deprimidos recebendo unicamente 40 mg/dia de
citalopram (grupo controle) e outro recebendo a droga combinada a 12
sessdes de ECT (grupo-alvo). O BDNF plasmatico aumentou em ambos os
grupos ao longo do tempo, com o0s niveis mais elevados no grupo
combinado, sugerindo que a ECT teve o efeito de aumentar o BDNF
plasmatico independentemente do medicamento associado (Haghighi et al.,
2013). Um outro estudo examinou os niveis de BDNF sérico no baseline e
suas variagdes durante o tratamento de pacientes deprimidos utilizando o
antidepressivo duloxetine, avaliando também a relagcao desses niveis com a
resposta ao tratamento. Os resultados indicaram que niveis mais elevados de
BDNF na avaliagao basal foram preditores para resultado bem sucedido de
tratamento no final do estudo (ao fim de seis semanas), mas um aumento
inicial em concentracbes de BDNF nao foi associado com o resultado do
tratamento (Mikoteit et al., 2014). Este trabalho também relatou alguns
resultados inesperados, como uma ligagao entre a depressao mais grave e
niveis mais elevados de BDNF no baseline. Além disso, um aumento inicial
BDNF entre o inicio do tratamento e na semana 2 nado era estavel, caindo de
volta aos niveis basais. Estes achados sugerem que alteragbes nos niveis

séricos de BDNF durante o tratamento antidepressivo sdo complexas e
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dinamicas.

Apesar de diverosos estudos mostrando associagao entre aumentos
de niveis de BDNF e a realizacdo da ECT (Bocchio-Chiavetto et al., 2006;
Marano et al., 2007; Okamoto et al., 2008; Piccinni et al., 2009; Hu et al.,
2010; Haghighi et al., 2013; Bilgen et al., 2014; Salehi et al., 2014), incluindo
trés meta-analises (Rocha et al., 2016; Polyakova et al., 2015; Brunoni et al.,
2014), existe uma quantidade consideravel de estudos que ndo encontraram
essa associacao (Grgnli et al., 2009; Fernandes et al., 2009; Gedge et al.,
2012; Lin et al., 2013; Stelzhammer et al., 2013). Como vimos anteriormente,
esses dados também sdo conflitantes quando se avalia desfecho clinico e
BDNF nos pacientes deprimidos submetidos a ECT, com estudos mostrando
associagoes significativas (Bilgen et al., 2014; Piccini et al., 2009; Okamoto et
al., 2008; Marano et al., 2007) e outros sem associagdo (Rapinesi et al.,
2015; Haghighi et al., 2013; Fernandes et al., 2009). Essa variagdo pode
ocorrer devido a diferengas metodoldgicas, como controle ou ndo do uso de
farmacos durante o estudo, o tempo entre a conclusdo da ECT o teste
laboratorial, diferencas no protocolo de ECT, entre outras circunstancias.
Diferencas na biodisponibilidade de BDNF se medido em nivel plasmatico ou
sérico também devem ser consideradas. Estudos que mediram BDNF sérico
ndo encontraram aumentos apos o tratamento (Fernandes et al., 2009; Granli
et al., 2009; Gedge et al., 2012), diferentemente daqueles que acessaram
niveis no plasma (Haghighi et al., 2013; Piccinni et al., 2009; Marano et al.,
2007). Levando-se em consideracao esses resultados conflitantes, ainda n&o
€ possivel se chegar a conclusdes definitivas acerca da relagdo entre BDNF,

depressao e ECT.
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Alguns trabalhos investigando outras neurotrofinas e ECT também tém
sido realizados. Com uma pequena amostra de 19 pacientes, um estudo
encontrou significativa melhora nos valores da escala Montgomery-Asberg
Depression Score (MADRS) em pacientes deprimidos apés ECT, mas nao
encontrou variagdes nos niveis de VEGF com o tratamento. Um més apéds a
conclusao do tratamento, porém, encontrou-se um aumento significativo de
seus niveis, sugerindo provavelmente também ocorrer um atraso para
manifestacao periférica do aumento de VEGF em nivel cerebral (Minelli et al.,
2011). Investigando os efeitos da ECT nos niveis séricos do fator de
crescimento neural (NGF) em pacientes com depressdo resistente ao
tratamento, um estudo encontrou que no grupo dos pacientes o NGF nao
aumentou significativamente. Ndo houve relacdo entre a severidade da
depressao e os niveis de NGF (Bilgen et al., 2014).

Em um pequeno estudo com 15 pacientes deprimidos submetidos a
ECT examinou-se os niveis de uma gama maior de neurotrofinas. Os autores
nao encontraram variagdes significativas nos niveis de BDNF, de NGF,
Neurotrofina-3 (NT3), de Horménio de Crescimento Humano (HGH) nem de
Horménio Estimulante da Tiredide (TSH) com a ECT. Houve uma mudanca
estatisticamente significativamente nos niveis de Neuropeptidio Y (NPY), mas
de valor clinico incerto pois afetou apenas dois pacientes. Esse estudo nao
reproduziu os achados em modelos animais (em que todas essas
neurotrofinas sdo aumentadas apos ECS), entretanto isso pode ter ocorrido
pelo pequeno numero de pacientes estudados e por nao ter sido feito um
atraso na medida sérica dos marcadores em relagdo ao aumento nos tecido

cerebrais (Gronli et al., 2009).
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Conclui-se, portanto, que apesar de evidéncias mostrando aumentos
de neurotrofinas apds a realizacdo de ECT e associacbes positivas com
desfecho clinico, varios estudos ainda apresentam resultados negativos.
Essa variagcdo pode ocorrer devido a diferencas metodolégicas e
particularidades relativas aos biomarcadores. Mais estudos sao necessarios

para a melhor compreensao dessa associagao.
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6.6 Inflamagao e ECT

Desde o inicio do emprego da ECT ha varias décadas, seu mecanismo
de acao é ainda pouco compreendido. Uma das teorias levantadas para o
seu funcionamento é a chamada neuroendocrina, baseada na liberagao de
horménios hipotalamicos para o sangue e para o liquido cefalorraquidiano
induzidas pela ECT, e pelas evidéncias de disfungdo endocrinolégica em
pacientes deprimidos graves. Estudos mostram que a libertagdo de
hormonios associados ao HHA ¢é alterada pela ECT (Haskett, 2014; Farzan et
al., 2014; Bolwing, 2011) e, como tal, esta € uma das vias mais estudadas
envolvidas na ECT. Evidéncias apontam a normalizagdo da desregulagéo do
eixo HHA apds o tratamento com ECT medido pelo teste de supressao de
dexametasona (Bolwing, 2011; Fink, 2005; Gibney e Drexhage, 2013). No
entanto, os efeitos imunolégicos da ECT receberam atengao ainda limitada
até o momento. Um estudo de revisao recente destaca que a ECT induz uma
ativagdo imune transitéria, enquanto a ECT repetida pode regular
negativamente a ativagdo imune, mas esta evidéncia é baseada em estudos
pequenos (Guloksuz et al., 2014).

O primeiro estudo a explorar o efeito da ECT nas citocinas demonstrou
um aumento drastico nos niveis de IL-6 dez minutos apds a inducido da
convulsao (Kronfol et al., 1990). Posteriormente, outro estudo dosou os niveis
de IL-1B, de IL-1ar e IL-6 em 9 pacientes deprimidos em alguns momentos do
curso da ECT. Esses autores tiveram como resultado que a IL-6 e a IL-1p

aumentaram entre 3 e 6 horas apés a ECT, indicando que ela é associada a
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rapida indugao de citocinas inflamatérias no SNC, as quais sdo mensuraveis
no sague periférico (Lehtimaki et al., 2008).

Um estudo realizou dosagens de TNF-a em um grupo de pacientes
deprimidos submetidos a ECT, comparando a um grupo de paciente
deprimidos ndo submetidos a ECT e a um grupo controle saudavel. Os
pacientes deprimidos tiveram no baseline niveis marcadamente mais altos de
TNF-a do que os controles saudaveis. A melhoria clinica com a ECT foi
acompanhada por um declinio gradual e significativo nos nivel de TNFa, os
quais atingiram os niveis dos controles saudaveis ao final do estudo. Tal
declinio nao foi visto nos pacientes deprimidos que nao receberam ECT, os
quais mantiveram niveis altos de TNF-a durante toda a avaliagao (Hestad et
al., 2003).

Um estudo explorativo realizou dosagem de marcadores inflamatorios
apos a primeira, quinta e sétima sessdes de ECT com 12 pacientes com
depressao maior resistente a medicagdes ou depressao maior com sintomas
psicoéticos. Uma unica sessao de ECT aumentou os niveis de IL-6 e TNF-q,
mas nao os de IL-10. Sessdes repetidas de ECT nao provocaram aumento
significativo em nenhum desses parametros (Fluitman et al., 2011).

Um estudo recente investigou como os niveis de imunomoduladores
foram afetados pela ECT em 50 pacientes com depressao resistente ao
tratamento em comparagdo com 30 individuos saudaveis. Antes do
tratamento, os niveis de IL-1, TNF-a, e IL-10 foram mais baixos no grupo de
pacientes que no grupo controle, e os niveis de IL-4 e IFN-y foram
significativamente maiores. Apos o tratamento com ECT, houve aumento de

IL-1 e IL-10, e diminuicado de IL-4, TNF-a e IFN-y. Nao houve variagao de IL-
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6. Os autores também observaram que a gravidade da depressao diminuiu
ap6s a ECT, mas nenhuma relagao significativa foi determinada entre a
diminuicdo na gravidade da depressdao e variagcbes nos niveis de
imunomoduladores (Zincir et al., 2016).

Outro estudo recente investigou marcadores inflamatérios em
pacientes com depressao melancolica submetidos a ECT, bem como sua
resposta clinica. No inicio do estudo, os pacientes deprimidos melancolicos
tinham niveis significativamente mais elevados de IL-6, e niveis mais baixos
de Fator de Transformacdo do Crescimento-B (TGF-B) que os controles.
Houve um aumento significativo de IL-6 uma hora apds a primeira sessao de
ECT, porém nem os niveis de IL-6 nem os de TGF-B normalizaram apods a
conclusao do ECT. Setenta por cento dos pacientes atingiram resposta com
ECT e 42% atingiram remissdo. Nao houve correlagao entre variagcbes nos
niveis de IL-6 e TGF-B e melhora clinica com a ECT. Nao ocorreram
variagdes significativas de TNF-a, IL-10 e PCR em relagdo a depressao
melancolica ou resposta a ECT (Rush et al., 2016).

Outros efeitos imunoldgicos apds o curso da ECT incluem um aumento
no numero de linfocitos ativados (Fischler et al., 1992) e uma redugao nas
citocinas proé-inflamatérias IL-5 e eotaxina-3 (Rotter et al., 2013). Uma
diminuicdo aguda do numero total de linfocitos e de células CD8 e CD16 foi
observada uma hora apds uma unica sessado de ECT em pacientes com TDM
(Fischler et al., 1992). Em um estudo com dez pacientes com TDM, foi
observado que a ECT corrrigiu a hipofuncionalidade e a pobre
imunorreatividade da proteina G de leucécitos. Essa normalizacdo das

medidas de proteina G esteve associada a uma melhora clinica dos sintomas
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depressivos (Avissar et al., 1998).

Em suma, os resultados desses estudo, embora ainda limitados,
indicam que a ECT pode atuar como um agente imunomodulador pela
alteragcdo dos niveis de citocinas e outros marcadores imunoldgicos no

sangue periférico.
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7. JUSTIFIVATIVA

E grande a relevancia do estudo do TDM, considerando-se sua alta
prevaléncia, cronicidade, significativa morbimortalidade, niveis de
incapacidade associados e custos elevados em saude (Ferrari et al., 2013a;
Ferrari et al., 2013b; Greenberg et al., 2015; Murray e Lopez, 1997).

Junto a essas caracteristicas desafiadoras, o cenario do TDM torna-se
ainda mais dramatico ao se constatar que boa parte dos pacientes
submetidos a medicagbes antidepressivas ndo atingem a remissao de
sintomas ou sequer obtém qualquer nivel de resposta clinica (Rush et al.,
2006; Trivedi et al., 2006). Muitas vezes, a aplicagdo de outras técnicas nao
farmacolégicas como a ECT acabam sendo necessarias (UK ECT Review
Group, 2003).

Apesar de ter eficacia estabelecida para tratamento de TDM, assim
como oferecer uma rapida resposta em relacdo as medicacdes
antidepressivas (Kho et al., 2003; UK ECT Review Group., 2003; NICE, 2003;
Pagnin et al., 2004), o uso pratico da ECT € ainda restrito. Dentre as razdes,
€ possivel destacar desde efeitos colaterais cognitivos associados (Sackeim
et al., 2007; Lisanby et al., 2000), a enganos e preconceitos frutos de
informacgdes errbneas e distorcidas publicadas pela imprensa leiga e pela
midia (Fink et al., 2001).

A quantidade de estudos envolvendo a ECT é ainda limitada, e, apesar
da existéncia de algumas teorias acerca de seu mecanismo de agao, ainda
nao se conhece exatamente como esse método provoca a melhoria
sintomatoldgica (Bolwig, 2011). Pesquisas envolvendo biomarcadores e ECT,

além de auxiliarem na compreensdo de seu mecanismo de acdo, podem
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ajudar no esclarecimento da patofisiologia dos transtornos de base para os
quais o tratamento é empregado, como a depresséo.

A patofisiologia da depressdo, por sua vez, também nao esta
claramente definida. A classica teoria monoaminérgica tem sido questionada
entre ouras razbes devido a demora de algumas semanas na agao de
farmacos antidepressivos apesar de um aumento imediato na
neurotransmissdo monoaminérgica, bem como devido a persisténcia de
sintomas depressivos em boa parte dos individuos submetidos a esses
tratamentos (Bilgen et al., 2014; Ruhé et al., 2007). Outras teorias, em
especial a neurotréfica e a inflamatéria, tém surgido como modelos
patofisioldgicos alternativos ou ao menos integrados a teoria das
monoaminas.

A teoria neurotréfica decorre da observacdo de diminuicdes
volumétricas de regides cerebrais em individuos deprimidos (Videbech e
Ravnkilde et al.,, 2004; Campbell et al., 2004), ao numero crescente de
ensaios clinicos que relacionam transtorno depressivo ao BDNF (Kotan et al.,
2009; Bilgen et al., 2014), bem como evidéncias do aumento desse
biomarcador com o tratamento antidepressivo (Fernandes et al., 2011;
Bocchio-Chiavetto et al., 2010).

A teoria inflamatéria surge da observacéo da semelhanca do estado
comportamental e subjetivo que ocorre em resposta a doencgas sistémicas
infecciosas (sickness behaviour) com estados depressivos (Dantzer et al.,
2008; Frenois et al., 2007), bem como do surgimento de sintomas de humor
em pacientes expostos a citocinas inflamatérias com finalidades terapéuticas

(Capuron et al., 2009; Raison et al., 2005).
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Diversos estudos em modelos animais e humanos tém pesquisado a
influéncia da ECT em neurotrofinas e marcadores inflamatorios no TDM
(Rocha et al., 2016; Polyakoa et al., 2015; Brunoni et al., 2014. Em relagéo as
neurotrofinas, apesar de existirem trabalhos mostrando associagao entre
aumentos de niveis de BDNF e a realizacédo da ECT (Rocha et al., 2016;
Polyakoa et al., 2015; Brunoni et al., 2014), muitos resultados s&o negativos
(Gedge et al., 2012; Lin et al., 2013; Stelzhammer et al., 2013), em parte
justificados por questdes metodoldgicas. Os estudos relativos a marcadores
inflamatdrios e ECT indicam que esse método pode atuar como um agente
imunomodulador (Zincir et al., 2016; Hestad et al., 2011), porém a quantidade
de trabalhos publicados € ainda limitada, com amostras pequenas e com
pesquisa de biomarcadores diversificados e heterogéneos.

Considerando-se esses dados ainda conflitantes, novos estudos s&o
necessarios para a investigacao de neurotrofinas e marcadores inflamatérios
em individuos submetidos a ECT por TDM. Em tais trabalhos, uma avaliagao
desses fatores bioldgicos em conjunto com a analise desfechos clinicos deve

ser realizada.
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8. OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo desta tese de doutorado € avaliar a associagdo da ECT a
tratamento farmacolégico no TDM e suas influéncias nos niveis da
neurotrofina BDNF, nos marcadores pro-inflamatérios IL-2, IL-6, TNF-a, IFN-y
e IL-17, nos marcadores anti-inflamatoérios IL-4 e IL-10, bem como suas

influéncias em desfechos clinicos.

Objetivos especificos

Artigo 1: Combining ECT with pharmacological treatment of depressed
inpatients in a naturalistic study is not associated with serum BDNF
level increase.

(1) determinar se o tratamento antidepressivo (tanto o tratamento
exclusivamente farmacolégico quanto o tratamento farmacoldgico
combinado a ECT) poderia provocar variagdes nos niveis de BDNF em
um estudo naturalistico;

(2) investigar se a combinagado da ECT ao tratamento farmacoldgico afeta
os niveis de BNDF diferentemente do tratamento exclusivamente
farmacologico;

(38) comparar os niveis de BDNF nos dois grupos (grupo de tratamento
exclusivamente farmacolégico e tratamento farmacoldégico combinado
a ECT) antes e depois do tratamento e com niveis de BDNF de um
grupo de controles saudaveis;

(4) investigar mudancgas nos niveis de BDNF em sujeitos deprimidos com
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resposta clinica ao tratamento.

Artigo 2: Remission of depression following electroconvulsive therapy
(ECT) is associated with higher levels of brain-derived neurotrophic
factor (BDNF).

O objetivo deste estudo naturalistico foi investigar se desfechos
clinicos foram associados a mudancas nos niveis de BDNF apds a realizagao
de ECT para depressao. Neste estudo, o desfecho clinico medido foi a

remissao de sintomas apés a ECT.

Artigo 3: Association of electroconvulsive therapy to pharmacological
treatment and its influences in inflammatory biomarkers: a naturalistic
study.

O objetivo deste estudo naturalistico foi comparar os niveis de
marcadores inflamatérios (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-q, IFN-y e IL-17) entre a
admissdo e a conclusao de tratamento em uma populacdo de pacientes
deprimidos usando ECT combinado a tratamento farmacolégico, comparado
uma populacdo de pacientes deprimidos usando apenas tratamento

farmacologico.
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9. CONSIDERAGOES ETICAS

Este estudo faz parte do projeto “Avaliagdo e seguimento dos
pacientes com doengca mental severa (DMS): fatores diagndsticos,
prognésticos e de tratamento e sua associagdo com marcadores
bioldgicos”, um estudo de coorte naturalistico prospectivo realizado entre
2010 e 2014.

Pacientes com 18 anos de idade ou mais na admissao da internagao
psiquiatrica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre entre maio de 2011 e
maio de 2013 foram convidados a participar deste estudo. O termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi obtido de todos os
participantes. Nos casos em que o paciente se apresentava em condi¢des
de assinar o TCLE, o termo era obtido do proprio participante. No caso em
que o paciente nao se apresentava em condi¢cdes, um familiar acima de 18
anos era abordado para sua assinatura. Para o grupo controle, doadores de
sangue foram convidados a participar do estudo, também tendo sido obtido
TCLE desses participantes.

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre aprovou o projeto (Registro no Grupo de Pesquisa e Pds-Graduagao

10-0265).
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ABSTRACT

Background: BDNF blood levels are reduced in MDD. They can be increased
with pharmacologic treatment and ECT, but it is not clear whether the
combination of treatments promotes an additional increase. The present study
aims to evaluate whether combined treatment promotes an increase in BDNF,
restoring the level to that of non-depressed controls. Methods: Ninety-nine
adult inpatients were invited to participate in this naturalistic prospective
cohort study between May 2011 and April 2013. Diagnosis was made by
MINI, and the symptoms were evaluated at admission and at discharge by
HDRS-17. Those inpatients with a diagnosis of depression were included and
divided into two groups: those who underwent combined ECT and medication
(31 subjects) and those who used only pharmacotherapy (68 subjects).
Serum BDNF was measured in blood samples collected at admission and
discharge. One hundred healthy blood donors without any psychiatric
diagnosis were included as a control group. Results: There were no significant
differences in serum BDNF levels between the combined and
pharmacological groups at admission and at discharge, and no significant
variation in BDNF occurred in any group during the treatment. There were no
interactions between time and treatment groups nor significant time effects or
treatment group effects for BDNF in the Generalized Estimating Equation
Model (GEE). The control group had significantly higher serum BDNF levels in
comparison with each of the treatment groups at admission and discharge
(p=0.000). Conclusion: Combination of ECT with pharmacological treatment
did not result in increased serum BDNF levels and did not restore levels to
that of controls.

KEYWORDS: ECT; depression; BDNF; pharmacotherapy
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INTRODUCTION

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is the most extensively
evaluated neurotrophin involved in mood disorders (Krishnan and Nestler,
2010). Many studies, including meta-analyses, have shown that BDNF blood
levels are reduced in major depressive disorders (Huang and Lin, 2015;
Krishnan and Nestler, 2008; Brunoni et al., 2008; Sen et al., 2008; Dwivedi et
al., 2009; Molendijk et al., 2013) and that the BDNF receptor tropomyosin-
related kinase B (TrkB) is increased in this disorder (Hung et al., 2008). The
most commonly studied polymorphism of BDNF is Val66Met (rs6265), and
previous studies have associated this polymorphism with early antidepressant
response (Xu et al., 2012) and remission (Taylor et al., 2011).

There is evidence that pharmacological antidepressant treatment can
increase BDNF levels in patients suffering from major depressive disorder
(Huang et al., 2008; Sen et al., 2008; Guilloux et al., 2012; Wolkowitz et al.,
2011; Matrisciano et al., 2009; Serra-Millas et al., 2011). Additionally, studies
also suggest an increase in serum and plasma BDNF after electroconvulsive
therapy — ECT (Bochio-Chiavetto et al., 2006; Marano et al., 2007; Okamano
et al., 2008; Piccini et al., 2009; Hu et al., 2010; Haghighi et al., 2013; Bilgen
et al., 2014; Brunoni et al., 2014).

Although there is an association of both interventions (ECT and
pharmacological) with BDNF levels, few studies evaluate the combined
treatments. A previous published RCT compared a group of depressive
patients only receiving pharmacological treatment — in this case citalopram
— to another group receiving the drug as well as ECT (combined group).
Plasma BDNF increased in both groups over time, with higher plasma BDNF
levels in the combined group (Haghighi et al., 2013).

Few studies have evaluated the association between BDNF levels and
ECT in clinical contexts where there was a response following treatment.
Okamano et al. (2008) showed that serum BDNF levels increased significantly
in responders to ECT, whereas in non-responders these levels remained
unchanged. Other studies had reported negative findings for the correlation
between variations in depressive symptoms and BDNF levels (Fernandes et
al., 2009; Haghighi et al., 2013).

Although RCTs are the gold standard model for medical studies, often
their capacity for generalization is limited in clinical practice, especially in
relation to treatment models with particularities such as ECT. Naturalistic
studies have the advantage of better representing the 'real world', but the
naturalistic design has limitations such as lack of randomization. The results
of these two models complement each other. Regarding BDNF analysis in
ECT, most previous studies are RCTs; therefore, it is interesting to replicate
previous results using a naturalistic study design.

The objectives of this study are (1) to determine if antidepressant
treatments (either an exclusive pharmacologic treatment or a pharmacologic
treatment combined with ECT) could affect BDNF levels in a naturalistic
study; (2) to investigate if combining ECT with pharmacological treatment
affects BDNF levels differently from exclusively pharmacological treatment;
(3) compare BDNF levels of these two groups before and after treatment with
one measure of BDNF from normal controls; and (4) to investigate changes in
BDNF levels in depressive subjects with clinical response to treatment.
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Our hypotheses are (1) both groups would show an increase in BDNF
levels; (2) combining ECT with pharmacological treatment would result in
higher BDNF levels compared with pharmacological treatment alone; (3) the
BDNF levels of the combined group would be restored to the levels of healthy
controls; and (4) BDNF increases would also be present in responders to both
treatments.

METHODS

The methodology involved in this study is a naturalistic prospective
cohort study analyzing the effects of combining ECT with pharmacological
treatment on BDNF levels of depressed inpatients, with a comparison to a
healthy control group at discharge.

This study is part of a larger prospective cohort study called
“‘Evaluation and follow-up of patients with severe mental illness (DMS):
diagnostic factors, prognosis and treatment and its association with biological
markers.”

The Ethical and Scientific Committee of the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre approved the project (Grupo de Pesquisa e Pds-graduacgao
register n° 10-0265) and informed consent was obtained from all inpatients.

SUBJECTS

Inpatients 18 years of age or older at admission to treatment in a
psychiatric unit of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Porto Alegre,
Southern Brazil were invited to participate of this study between May 2011
and April 2013.

After informed consent was obtained, psychiatric diagnosis was made
by psychiatrists not involved in patient care using the Mini-International
Neuropsychiatric Interview (MINI) (Sheehan, et al., 1998), and
symptomatology was evaluated using the Hamilton Depression Rating Scale
(HDRS-17) (Hamilton, 1960). Inpatients with a diagnosis of a current
depressive episode with or without psychotic features, according to MINI,
were included in this study.

Inpatients were excluded if they stayed in the hospital less than seven
days. Drug or alcohol addiction or dependence were also general exclusion
criteria for this study. Inpatients were also excluded if they were pregnant or
breast-feeding; if they had acute or chronic infectious, autoimmune, neoplastic
or endocrine disease; or if they had suffered myocardial infarction or other
major cardiovascular disorders in the last six months because of influences on
BDNF levels.

Symptomatology evaluation was repeated one day before discharge
by psychiatrists also not involved in inpatient care. A clinical response was
considered to have occurred if there was an improvement in the HDRS-17
scores of >50% following treatment.

Some losses in the blood sample collection occurred throughout the
study (11 samples at admission and 50 samples at discharge) caused by
operational failures on admission or sudden discharges without enough time
for sample collection. Such individuals were excluded (see flowchart 1). To
ensure that such losses were not biased, comparisons of epidemiological data
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(sex and age) and clinical scores (HDRS-17 at baseline) were made between
losses and included subjects (see results).

Thirty-one subjects that had ECT combined with pharmacotherapy
were included. Sixty-eight subjects receiving only pharmacotherapy were
included.

Figure 1 here.

For the healthy control sample, blood donors were invited to participate
in the study after screening of their medical history, a physical examination
and laboratory tests in a Brazilian center of hematology (Universidade Federal
do Rio Grande do Sul). Inclusion criteria for blood donors were: aged between
18 and 67 years; minimum weight of 50 kg; regular and normal blood pulse,
not less than 50 nor greater than 100 beats per minute; systolic pressure not
higher than 180 mmHg and diastolic blood pressure not higher than 100
mmHg; minimum values of hemoglobin and hematocrit of 12.5 g/dL and 38%
for females and 13 g/dL and 39% for males. Exclusion criteria were: being
pregnant or breastfeeding; drug or alcohol addiction or dependence; suffering
from acute or chronic infections, autoimmunity, neoplasticism and endocrine
or cardiovascular disease. After reading and freely signing an informed
consent form, psychiatric screening was made by a psychiatrist not affiliated
with the hematologic center, using the Mini-International Neuropsychiatric
Interview (MINI) (Sheehan, et al., 1998), and the subjects were excluded if
they met the diagnostic criteria for any psychiatric disorders or were using
psychiatric medication at this interview.

One hundred healthy blood donors met these criteria and were
included in the study as a control group. Five milliliters of blood was collected
by venipuncture from each subject. This single measurement was repeatedly
compared to the depressed patients’ samples that were collected twice.

ELECTROCONVULSIVE THERAPY AND PSYCHOPHARMACOLOGICAL
MANAGEMENT

Inpatients were referred for ECT by clinical indication of the assistant
psychiatrist without interference from the researchers. Clinical indications for
ECT were based on the Task Force Report of the American Psychiatric
Association (APA, 2001), with primary indications (rapid or a higher probability
of response is needed, severely medically ill, risk to harm themselves or
others, the patient's medical status, treatment history and treatment
preference) and secondary indications (lack of clinical response, intolerance
of side effects, deterioration in the psychiatric condition). ECT was performed
only after informed consent for the procedure was obtained.

A medical history with physical examination, routine blood
examinations and electrocardiogram (ECG) were performed to screen general
medical conditions before ECT. All patients received high-dose (six times
the convulsive threshold), brief-pulse, right unilateral ECT using the d’Elia
position (Prudic et al., 2004; Lane et al., 1989). Patients were anesthetized
with thiopental (3 mg/kg intravenously) along with succinylcholine (1 mg/kg
intravenously) as a muscle relaxant. The stimulus intensity was determined by
the titrated strategy. The ictal response was recorded with an
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electroencephalogram, and the cuff method was used to monitor motor
convulsive activity. An adequate seizure was defined as a myoclonus of 20 s
or longer or an electroencephalographic seizure of 25 s or longer.

ECT procedures were performed as follows: three times a week, in the
morning, in an ambulatory surgical center, in the presence of a psychiatrist
and an anesthesiologist and  with  electrocardiographic  and
electroencephalographic monitoring.

The number of ECT sessions was based on the clinical judgment of the
assistant psychiatrist for each patient.

Psychopharmacological management was also based on the clinical
decision of the assistant psychiatrist without interference from the researchers
and was based on general principles such as the combination of two
antidepressants, potentiation with different strategies (e.g., lithium, atypical
antipsychotics) or changing to another antidepressant.

BDNF SERUM DETERMINATION

Venous blood samples (10 mL) were collected by venipuncture into a
free-anticoagulant vacuum tube from each depressive subject at admission to
the psychiatric unit (TO) and at discharge from the unit after the conclusion of
treatment (T1). Blood samples from healthy controls were taken at the time of
their evaluation. The samples were centrifuged at 4000g for 10 min and
serum was stored -80 °C.

Samples were analyzed only after the completion of all collections; all
samples were analyzed together, on the same date, at the same time, with
the same Kkits.

BDNF serum levels were measured with a sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), using a commercial kit (EMD Millipore
Corporation, Billerica, MA, USA) in accordance with the manufacturer's
instructions. Briefly, microtiter plates (96-well flat bottom) were coated for 24 h
at 4 °C with the samples diluted 1:100 in sample diluent and standard curve
ranging from 7.8 to 500 pg of BNDF. Plates were then washed four times with
wash buffer followed by the addition of biotinylated mouse anti-human BNDF
monoclonal antibody (diluted 1:1000 in sample diluent) and then incubated at
room temperature for 3 h. After washing, a second incubation with
streptavidin-horseradish peroxidase conjugate solution (diluted 1:1000) was
carried out at room temperature for 1 h. After addition of substrate and stop
solution, the BDNF content was determined (absorbance set at 450 nm). The
standard curve demonstrates a direct relationship between optical density
(OD) and BDNF concentration. All samples were subjected to a single assay,
and the results are expressed in ng/mL.

STATISTICAL ANALYSIS

The Shapiro-Wilk test was used to determine normality. For
nonparametric distributions, the Wilcoxon test and the Mann—-Whitney U-tests
were used to compare nonrelated and related means, respectively. For
parametric distributions, dependent or independent t-tests were performed.
Pearson and Spearman's correlation coefficients were used to evaluate
parametric and nonparametric bivariate correlations, respectively. To access
differences between categorical variables, we used chi-square tests.
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For repeated multivariate analysis between treatment groups, we used
the method of the Generalized Estimating Equation (GEE), rather than
ANOVA. The GEE model enables analysis even when the variable does not
show normal distribution or sphericity (equal variances at all times and
constant correlation between any two moments). Moreover, even when there
is missing information of individuals in the sample, it remains possible to
include all individuals, which can help to avoid some types of selection bias
(Liang et al., 1986).

The Generalized Estimating Equation Model (GEE) was performed to
analyse Treatment Groups (the ECT combined with pharmacotherapy group
and the only pharmacotherapy group — the control group was not included),
Time and BDNF as dependent variables. Potential confounders between
groups were included in the analysis as covariates (continuous variables) or
factors (categorical variables). Interaction Time*Treatment Groups, Time
effect and Treatment Groups effect were analyzed, and if any significance
was found, post hoc analyses were performed with the Bonferroni test.

For comparisons between healthy controls and treatment groups for
BDNF levels and epidemiological aspects, we performed one-way ANOVA,
with Tukey as post hoc analyses.

Data were expressed as the meantSD and p<0.05 was considered
statistically significant (2-tailed). Statistical analyses were performed using the
SPSS version 20.0 software package.

RESULTS

There were no significant differences between losses and included
subjects in terms of HDRS-17 at admission, age or sex, confirming that losses
were not subject to bias. (Table 1)

Table 1 here.

Table 2 presents epidemiologic and clinical variables — including the
medication used during treatment — of the treatment groups and
comparisons between them. A significant difference was found for gender (a
significantly higher proportion of women in the combined group), use of
selective serotonin reuptake inhibitor and use of benzodiazepines
(significantly higher proportions of both in the pharmacological group), HDRS-
17 at baseline (scores significantly higher in the combined group) and time of
hospitalization (i.e., interval between samples collection) (more days in the
combined group). These variables were included as covariates (continuous
variables) or factors (categorical variables) in the GEE analysis for correction.

Comparing serum BDNF levels between the combined group and the
pharmacological group, the data show that at admission there were no
significant differences between the groups (combined group [n=31]: 41.39 +
17.18 ng/mL; pharmacological group [n=68]: 48.20 + 21.34 ng/mL; t=1.56;
df=97; p=0.12). At discharge (T1), the lack of difference was maintained
(combined group [n=31]: 47.01 £ 15.01; pharmacologic group [n=68]: 50.70 £
21.87; t=0.84; df=97; p=0.39). Both the combined group and the
pharmacological group had no significant increase in serum BDNF comparing
baseline to discharge (combined group [n=31]: t=-1.24, df=30; p=0.22;
pharmacologic group [n=68]: t=-0.68; df=67; p=0.49).
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Analysis using GEE for the treatment Groups and time, using serum
BDNF levels as the dependent variable, the confounder HDRS-17 at baseline
and time of hospitalization (interval between samples collection) as a
covariate; and gender, use of selective serotonin reuptake inhibitor and use of
benzodiazepines as additional factors, did not reveal a significant interaction
of treatment groups * time in a Wald Chi-Square Test (n=186; Wald Chi-
Square: 0.30; df=1; p=0.58) and neither a significant time effect (n=186; Wald
Chi-Square: 2.64; df=1; p=0.10) nor a treatment group effect (n=186; Wald
Chi-Square: 2.88; df=1; p=0.08).

Despite the absence of significant changes in serum BDNF levels, both
the combined group and the pharmacological group had significant
improvements in their depression symptomatology, as measured by HDRS-17
(HDRS-17 mean in combined group at admission [n=24]: 26.04 + 6.62; at
discharge [n=24]: 8.41 £ 4.51; t=13.29; df=23; p=0.00; HDRS-17 mean in
pharmacological group at admission [n=56]: 20.98 £ 7.00; at discharge [n=56]:
7.57 £ 5.26; t=13.69; df=55; p=0.00).

Of the 31 subjects in the combined group, seven had missing response
data, 23 (95.8% of valid) were responders, and one (4.2% of valid) was a non-
responder. From 68 subjects in the pharmacologic group, 11 had missing
response data, 43 (75.6% of valid) were responders and 14 (24.6% of valid)
were non-responders. A Chi-square test revealed that there was a
significantly higher rate of response in the combined croup than in the
pharmacologic group (x?=4.65; df=1; p=0.03).

Comparing serum BDNF levels between the combined group and the
pharmacological group only for responders, the data shows that at admission
there were no significant differences between the groups (combined group
[n=23]: 43.54 + 17.54 ng/mL; pharmacological group [n=43]: 44.91 £ 20.45
ng/mL; t=-0.27; df=64; p=0.78). At discharge, this lack of difference was
maintained (combined group [n=23]: 48.65 + 16.17; pharmacologic group
[n=43]: 52.49 £ 21.31; t=-0.68; df=64; p=0.49). Both the combined group and
the pharmacological group had no significant increase in serum BDNF
comparing baseline to discharge (combined group [n=23]: t=-0.96, df=22,
p=0.34; pharmacologic group [n=43]: t=-1.65, df=42, p=0.10).

Analysis using GEE including only responders, for the treatment
groups and time, using serum BDNF levels as the dependent variable, the
confounder HDRS-17 at baseline and time of hospitalization (interval between
samples collection) as a covariate; and gender, use of selective serotonin
reuptake inhibitor and use of benzodiazepines as additional factors, did not
reveal a significant treatment groups x time interaction in a Wald Chi-Square
Test (n=130; Wald Chi-Square: 0.14; df=1; p=0.70), nor a significant
treatment group effect (n=130; Wald Chi-Square: 0.61; df=1; p=0.43).
However, there was a trend for a time effect (n=130; Wald Chi-Square: 3.55;
df=1; p=0.05).

Controls were significantly younger than the combined group (control
group (n=100); the combined group (n=31) Mann-Whitney U test p=0.00) than
the pharmacologic group (control group (n=100); the pharmacologic group
(n=68), Mann-Whitney U test p=0.00); and depressive subjects as a whole
group (control group (n=100); and all depressed subjects (n=99), Mann-
Whitney U test p=0.0). Controls also had significantly more years of study
than the combined group (control group (n=99); combined group (n=31)
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Mann-Whitney U test p=0.09) than the pharmacologic group (control group
(n=99); and combined group (n=53), Mann-Whitney U test p=0.00) than
depressive subjects as a whole group (control group (n=99) and all depressed
subjects (n=99) Mann-Whitney U test p=0.00). The combined group had
significantly more women than the control group (control group (n of
women=56), combined group (n of women=25); x*= 6.09; df=1; p=0.01), but
there was no difference between the control group and the pharmacologic
group (control group (n of women=56); pharmacologic group (n of
women=36); x*= 0.15; df=1; p=0.75), nor between the control group and
depressive subjects as a whole group (control group (n of women=56); all
depressed subjects (n of women=61); x?= 0.648; df=1; p=0.47).

The control group had a serum BDNF mean of 62.25£20.15 ng/mL.
One-way ANOVA results showed that there was a significant difference in
BDNF levels between healthy controls, the combined group and the
pharmacological group at admission (n=199; F=17.24; df=2; p=0.00) and at
discharge (n=199; F=10.24; df=2; p=0.00). At admission, the Tukey post hoc
test showed that the control group had significant higher BDNF levels than the
combined group (p=0.00) and the pharmacologic group (p=0.00). At
discharge, the Tukey post hoc test showed that the control group had
significant higher BDNF levels than the combined group (p=0.00) and the
pharmacologic group (p=0.00).

Table 2 here.

Figure 2 here.
DISCUSSION

Our naturalistic study found that the combination of ECT with
pharmacological treatment was not associated with an increased serum
BDNF level. We also found no difference in BDNF levels between admission
and discharge either in the pharmacological group or the combined group.
Neither group reached the levels of healthy controls.

In an RCT design study, Haghighi et al. (2013) compared plasma
BDNF levels between a group of depressive patients receiving only 40
mg/day citalopram (control group) and another receiving the drug plus 12
sessions of ECT (target group). Plasma BDNF increased in both groups over
time, with higher plasma BDNF levels in the combined group, suggesting that
ECT had the effect of increasing plasma BDNF regardless of the associated
medication. In our study, we did not observe this effect.

Some previous observational studies not focused on pharmacological
approaches have suggested that there is no effect of ECT on BDNF levels
(Grenli et al., 2009; Fernandes et al., 2009; Gedge et al., 2012; Lin et al.,
2013; Stelzhammer et al., 2013), but others have found increased BDNF after
ECT (Bochio-Chiavetto et al.,, 2006; Marano et al., 2007; Okamano et al.,
2008; Piccini et al., 2009; Hu et al., 2010; Bilgen et al., 2014). A possible
explanation for the lack of BDNF increase in the ECT group may be related to
the time of measurement. Assessment at a longer time after conclusion of the
treatment might be necessary to detect a change in BDNF level (BDNF was
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measured one month after ECT conclusion in Bocchio-Chiavetto et al., 2006;
two weeks after ECT conclusion in Hu et al., 2010).

Methodological issues such as different degrees of availability of BDNF
in plasma and serum also need to be considered. Studies like ours that
assessed serum BDNF have not found improvement after ECT treatment
(Fernandes et al., 2009; Granli et al., 2009; Gedge et al., 2012), unlike those
assessing plasma BDNF (Haghighi, et al., 2013; Piccinni et al., 2009; Marano
et al., 2007). Another way to interpret the absence of variation of BDNF (as
the name suggests, a “brain-derived factor”) between treatment modalities is
that ECT does not significantly differ from conservative treatments in the way
it affects the brain, supporting the idea that ECT does not have harmful effects
on the central nervous system.

We also observed that patients who received a combined treatment
with ECT were predominantly women with higher HDRS-17 scores at
admission and were less likely to be using SSRIs and benzodiazepines.
These naturalistic results suggest that in “real life," patients receiving ECT are
clinically more severe in terms of their symptoms and more refractory to
medications. SSRIs are usually the first drugs used to treat depression, and
the lowest use of them in the group that underwent ECT reflects the fact that
the treatment was not successful in these patients. The use of fewer
benzodiazepines in the group receiving ECT is likely due to these medications
having anticonvulsant effects; therefore, their use has been suspended in
these patients during ECT treatment.

Evidence suggests that melancholic depression subtype (a more
severe clinical presentation of depression characterized by nonreactivity of
mood, anhedonia and psychomotor disturbance) is more associated with
biological determinants than nonmelancholic depression (Spanenberg, et al.,
2014). Considering that patients undergoing ECT have more severe
depression as evidenced in our study, researching changes in BDNF levels in
people with melancholic depression undergoing ECT would make an
interesting future study.

When analyzing the clinical outcomes, both the combined group and
the pharmacological group significantly improved depression symptomatology
and had high rates of response to treatment. Subjects with combined
treatment had higher rates of response in comparison to exclusive
pharmacologic treatment, suggesting that although ECT did not aggregate
further BDNF increases to pharmacological treatment, it resulted in an
adjuvant effect on the response to treatment. This finding is consistent with
what is expected in clinical practice, when ECT is often indicated in patients
refractory to pharmacologic treatments. Regarding BDNF measures
specifically in individuals who responded to treatment, we found no
differences between the treatment groups in either time point or significant
increases in each group over time. These findings differ from previous studies
(Okamano et al., 2008) that found BDNF levels to increase significantly in
responders to ECT. Nevertheless, our study has shown that independently of
treatment groups, the responder individuals as a whole group had a tendency
to increase in BDNF during treatment (time effect).

Mikoteit et al., (2014, 2015) examined baseline serum BDNF levels and
their variations during treatment of depressive patients using the
antidepressant duloxetine and evaluating its relation with response to therapy.
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They found that higher baseline levels of BDNF predicted a successful
treatment outcome at the end of the study (after six weeks), but an initial
increase in BDNF concentrations during treatment was not associated with
treatment outcome. Mikoteit et al., (2014, 2015) also reported some
unexpected findings, such as a link between more severe depression and
higher baseline BDNF levels. Furthermore, an initial BDNF increase between
baseline and week 2 was not stable but fell back to baseline levels. These
findings suggest that changes in serum BDNF levels during antidepressant
treatment are complex and dynamic. Another study by the same group
(Mikoteit et al., 2015) analyzed the association between cognitive
performance and serum BDNF levels in the same population. They found that
a greater increase in serum BDNF was associated with a greater
improvement in alertness at the end of the study.

Detecting biomarkers in psychiatric disorders such as depression is
urgently needed in clinical practice. However, there are considerable
limitations as regards the feasibility of detection. Thus far, no single molecule
or a single pathway has been identified, and more data are clearly needed to
fully assess this pathophysiology. BDNF is only one of potentially many
biomarkers apparently involved, together with protein assessment, SNPs and
epigenetic regulation (Huang et al., 2010; Huang at al., 2013; Huang et al.,
2015). Thus, current knowledge does not allow the establishment of a clinical
applicability of these markers for diagnosis or for predict treatment response
in depression.

Among the limitations of this study, we can highlight the small sample
size, although this number is higher than in previous work. Another limitation
is the loss of subjects during the study. Nevertheless, there were no
differences in the epidemiological characteristics between included and lost
subjects, indicating that such losses were not subject to bias. Patients used
diverse medications during treatment, but this was expected in a naturalistic
study. Despite this, we found differences only in the use of SSRI and
benzodiazepine and corrected for these differences in GEE analysis. A
limitation of this study, however, is that we could not exclude the medications
as a confounding influence on the levels of BDNF, something possible to
control in RCTs.

Finally, this study compared BDNF levels between depressed patents
and a population of healthy controls. Previous studies have shown that
healthy control groups have higher levels of BDNF than depressive subjects
at baseline (Bilgen, et al., 2014; Hu, et al., 2010; Piccini, et al., 2009). Our
study showed that even after the end of treatment, regardless of the modality
of treatment used, serum BDNF levels remain significantly lower in depressed
individuals than in healthy controls, suggesting that in such mental disorders
there are persistent biochemical differences even after apparent symptomatic
improvement.

CONCLUSION

In this naturalistic study, there was no difference in terms of serum
BDNF levels when ECT was combined with pharmacological treatment and
no differences between admission and discharge in the pharmacological-only
group or in the combined treatment group. Significant differences in serum
BDNF were not found in treatment responders. The BDNF levels of
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depressive inpatients at admission and at discharge were lower than in
healthy controls.

More naturalistic works are needed to study biological markers such as
BDNF in patients undergoing ECT. In this sense, methodologies addressing
subtypes of depression more closely related to biological factors such as

melancholic depression are interesting future prospects for research.
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Table 1. Comparison between losses and included subjects.

Losses Included Test df p value
(61) Subjects
(99)
Mean age 46.57 +14.05 44.91 +14.30 Mann- 0.34
+SD (n=61) (n=99) Whitney
(years) test
Gender n=31(50.8%) n=61(61.9%) x°=1.80 1 0.18
(female)
Mean HDRS- 23.33 +5.88 22.15 1£7.16 t=1.00 146 0.31
17 at (n=55) (n=93)

baseline +SD

SD=Standard Deviation; x°= Chi Square Test; df= degrees of freedom
HDRS-17=Hamilton Depression Rating Scale 17 Items
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Table 2. Comparison of epidemiological and clinical variables between
patients submitted to medication, ECT combined with medication and

healthy controls.

Post
ECT and Medicatio Healthy Test df p Post Hoc
medicatio n (n=68) controls value Hoc P
n (n=100) Analysi valu
(n=31) s e
Mean age #SD 48.32 43.35 33.65 One- 2 0.00 0.16°
(years) +15.26 +13.67 +10.93 way Tukey 0.00"
(n=31) (n=68) (n=100) ANOVA 0.00°
F=21.35
Gender n=25 n=36 n=56 X'= 1% 0.00°
(female) (80.6%) (52.9%) (56%) 6.91° 1 0.01°
x°= 1° 0.75°
6é09b
X:
0.15°
Mean of years 10.68 8.89 12.23 One- 0.00 0.21°
of education 13.77 14.23 +3.85 way Tukey 0.26°
*SD (n=19) (n=53) (n=99) ANOVA 0.00°
F=12.35
Bipolar by n=12 n=27 X°=0.01 1 0.54
MINI (42.9%) (41.5%) ,
Psychosis by n=12 n=20 X’=1.57 1 0.23
MINI (44.4%) (30.8%)
Mean of 3.42 2.64 Mann- 0.16
number of 1455 14.38 Whitney
prior (n=19) (n=53) U test
psychiatric
hospitalizatio
n *SD
Mean of 7.52
number of +4.80
ECT sessions
*SD
Mean HDRS- 24.59 21.11 t=2.16 91 0.03
17 at baseline +7.50 1+6.80
*SD (n=27) (n=63)
Mean in days 39.61 2417 Mann- 1 0.00
of +32.92 +12.35 Whitney
hospitalizatio U test
n (interval
between
samples
collection)
*SD
Medication '
SSRI n=9 n=37 x’=5.51 1 0.01
(29.0%) (54.4%) :
SNRI n=2 n=5 x°=0.02 1 0.87
(6.5%) (7.4%) '
NDRI n=1 n=4 X°=0.31 1 057
(3.2%) (5.9%) ,
TCA n=2 n=7 X'=0.38 1 0.53
(6.5%) (10.3%) ]
TeCA n=0 n=2 x’=0.93 1 0.33
(0%) (2.9%)
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AAP n=20 n=38 X'=0.65 1 0.41
(64.5%) (55.9%)

TAP n=8 n=26 =145 1 022
(25.8%) (38.2%) ,

MS n=8 n=19 X’=1.14 1 0.08
(27.6%) (39.6%) ,

BDZ n=7 n=30 x’=3.01 1 0.00

(25.8%) (44.1%)

ECT= Electroconvulsive Therapy; SD=Standard Deviation; x’= Chi Square Test;

“=comparison between combined treatment and pharmacologic treatment
=comparison between combined treatment and healthy controls

‘=comparison between pharmacologic treatment and healthy controls

SSRI=Selective Serotonin Reuptake Inhibitor; SNRI=Serotonin and Norepinephrine Reuptake Inhibitors;

NDRI=Norepinephrine and Dopamine Reuptake Inhibitor; TCA=Tricyclic Antidepressants;
TeCA=Tetracyclic Antidepressants; AAP=Atypical Antipsychotics; TAP=Typical Antipsychotics;
MS=Mood Stabilizers; BDZ=Benzodiazepines

HDRS-17=Hamilton Depression Rating Scale 17 Items; CGI=The Clinical Global Impressions Scale
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Figure 1. Flowchart of sample selection.
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* Significant differences between control group and each treatment
groups were found at admission and discharge (One-way ANOVA;
p=0.00)*.

Figure 2. BDNF serum levels between treatment groups (ECT and

pharmacotherapy and only pharmacotherapy) and healthy controls
(Means * Standard Error).
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Research on the association between
electroconvulsive therapy (ECT) and increased brain derived neurotrophic
factor (BDNF) levels has produced conflicting result. There have been few
studies which have evaluated BDNF levels in clinical contexts where there
was remission following treatment. The objective of this study was to
investigate whether remission of depression following ECT is associated with
changes in BDNF levels. METHODS: Adult inpatients in a psychiatric unit
were invited to participate in this naturalistic study. Diagnoses were made
using the Mini-International Neuropsychiatric Interview (MINI) and symptoms
were evaluated at admission and discharge using the Hamilton Rating Scale
for Depression (HDRS-17). Thirty-one patients who received a diagnosis of
depression and were subjected to ECT were included retrospectively. Clinical
remission was defined as a score of less than eight on the HDRS-17 at
discharge. Serum BDNF levels were measured in blood samples collected at
admission and discharge with a commercial kit used in accordance with the
manufacturer’s instructions. RESULTS: Subjects HDRS-17 scores improved
following ECT (t=13.29; p=0.00). A generalized estimating equation (GEE)
model revealed a remission*time interaction with BDNF levels as a dependent
variable in a Wald chi-square test [Wald X2=5.98; p=0.01]. A post hoc
Bonferroni test revealed that non-remitters had lower BDNF levels at
admission than remitters (p=0.03), but there was no difference at discharge
(p=0.16). CONCLUSION: ECT remitters had higher serum BDNF levels at
admission and the level did not vary during treatment. ECT non-remitters had
lower serum BDNF levels at admission, but levels increased during treatment
and were similar to those of ECT remitters at discharge.

KEYWORDS: ECT, depression, BDNF, clinical remission
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1 INTRODUCTION

Depression is a highly debilitating psychiatric condition that can
severely reduce quality of life and may have other serious consequences,
such as increasing the risk of suicide (Antunes et al., 2009). Approximately 50
percent of patients endure chronic illness and up to 20 percent have an
insufficient response to drug treatments (Fava et al., 2003; Hussain and
Cochrane, 2004).

Persistence of symptoms despite increases in synaptic monoamine
levels following treatment with antidepressants raises questions about the
‘monoamine hypothesis’ of the biological etiology of depression and
alternatives have emerged (Bilgen et al, 2014). Recent studies have shown
that subjects with recurrent or treatment-resistant, long-lasting depressive
episodes have lower hippocampal volumes (Videbech and Ravnkilde, 2004;
Campbell et al., 2004), and structural changes and degeneration in
hippocampus, amygdala (Bowley et al.,, 2002; Hamidi et al., 2004) and
prefrontal cortex (Cotter et al., 2001; Rajkowska et al., 2001). These structural
changes are closely related to the functioning of nerve growth factors or
neurotrophic factors at cellular level.

Neurotrophic factors are intracellular molecules involved in sustaining
neurons enabling them to fulfill their functions; they assist in the development
and repair of neurons (Bilgen et al., 2014). Brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), which is the most studied neurotrophin, plays an important role in
neurogenesis and synaptic plasticity and helps to support cell viability (Lee et
al., 2002). BDNF is a protein which is mainly expressed in the central nervous
system but mainly stored in blood platelets (Binder and Scharfman, 2004);
serum levels are 100 times higher than plasma levels (Yamamoto and
Gurney, 1990).

The ‘neuroplasticity hypothesis’ of depression emerged from evidence
for the role of neurotrophins in brain functioning and there the number of
clinical trials studying the relationship between depressive disorder and BDNF
is increasing (Kotan et al., 2009; Sala et al., 2004; Bilgen et al, 2014).
Several studies, including a meta-analysis, have reported that BDNF levels
(serum or plasma) are low in drug-free depressive patients (Karege et al.,
2002; Shimizu et al., 2003; Fernandes et al., 2011; Bocchio-Chiavetto et al.,
2010; Sen et al.,, 2008) and increase following antidepressant treatment
(Shimizu et al., 2003; Aydemir et al., 2005; Huang et al., 2008; Molendijk et
al., 2011; Gondl et al., 2005; Aydemir et al., 2005; Brunoni et al., 2008; Sen et
al., 2008; Guilloux et al., 2012; Wolkowitz et al., 2011; Matrisciano et al.,
2009; Serra-Millas et al., 2011). There is also evidence that BDNF receptor
tropomyosin-related kinase B (TrkB) levels are elevated in depression (Hung
et al., 2007). Genetic studies have demonstrated that the most commonly
studied polymorphism of BDNF is Val66Met (rs6265), and this polymorphism
has been associated with early antidepressant response (Xu et al., 2012) and
remission (Taylor et al., 2011). Despite this research it remains unclear how
BDNF is related to improvements in depression. Duman et al. (1997)
hypothesized that BDNF induces neuronal sprouting in the hippocampus and
cerebral cortex and improves synaptic function and the connectivity of
neuronal circuits involved in mood regulation (Duman et al., 1997; Duman and
Vaidya, 1998).

Electroconvulsive therapy (ECT) is the most effective treatment for
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refractory depression, with effectiveness rates of between 80 and 90 percent
(UK ECT Review Group, 2003), although its mechanism of action is still
unknown. Rodent studies have demonstrated significant increases in BDNF
MRNA (Duman et al., 1997; Nibuya et al., 1995) and BDNF protein (Altar et
al., 2004) following administration of ECT to several brain areas.

Although there have been several studies in humans suggesting that
BDNF levels increase following ECT (Bocchio-Chiavetto et al., 2006; Marano
et al., 2007; Okamano et al., 2008; Piccini et al., 2009; Hu et al., 2010;
Haghighi et al., 2013; Bilgen et al., 2014; Salehi et al., 2014), and a recent
meta-analysis reached the same conclusion (Brunoni et al., 2014), there is
also a considerable body of data in which there was no association (Granli et
al., 2009; Fernandes et al., 2009; Gedge et al.,, 2012; Lin et al., 2013;
Stelzhammer et al., 2013). The differences in results may be due to
methodological differences including use of medication during the study, the
time lapse between the conclusion of ECT treatment and blood testing,
whether BDNF was measured in serum or plasma, differences in ECT
protocols etc. Given the conflicting results it is not yet possible to draw firm
conclusions about the relationships between BDNF, depression and ECT.
Few of the studies which reported an association between BDNF levels and
ECT evaluated BDNF levels in clinical contexts where there was remission
following treatment. Piccini et al. (2009) found that remitters had higher BDNF
levels than non-remitters at baseline and one week after the end of ECT
treatment. In relation to clinical measures other than remission, Okamano et
al. (2008) found that in responders to ECT serum BDNF levels increased
following treatment, whereas those of non-responders were unchanged. Other
studies have, however, found no correlation between scores on depressive
symptom scales and BDNF levels (Fernandes, et al., 2009; Haghighi et al.,
2013). A recent investigation of the association between serum BDNF levels
and clinical improvement following ECT in treatment-resistant depression
(Rapinesi et al., 2015) found that in patients who had reduced symptom score
following ECT serum BDNF levels were low at baseline and did not change
following ECT.

The research discussed above suggests that BDNF is a potential
biomarker for depression, but the evidence on whether levels are modified by
pharmacotherapy and ECT and the relationship between BDNF levels and
clinical outcome is unclear. The objective of this naturalistic study was to
investigate whether clinical outcome are associated with changes in BDNF
levels following ECT for depression. In this study the clinical outcome
measured was remission of symptoms after ECT treatment. We hypothesized
that patients who showed remission following ECT would have higher BDNF
levels than non-remitters at baseline and at the conclusion of treatment.

2 METHODS

This was a naturalistic, prospective cohort study which analyzed
differences between the serum BDNF levels of ECT remitters and non-
remitters. It forms part of a larger study called ‘Evaluation and follow-up of
patients with severe mental illness: Diagnostic factors, prognosis and
treatment and its association with biological markers’. It received approval
from the Ethical and Scientific Committee of the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (Grupo de Pesquisa e Pds-graduagao register n° 10-0265). Informed
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consent to participate of the study was obtained from all participants. In cases
where the patient was competent to provide consent written informed consent
was provided by him or her; in the cases that patient was not competent to
provide consent, a relative over 18 years old was approached to provide
written consent to the patient’s participation.

2.1 SUBJECTS

Patients aged at least 18 years old who were admitted to a psychiatric
unit (Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Porto Alegre, Southern Brazil) for
inpatient treatment between May 2011 and April 2013 were invited to
participate in this study.

After consent to participation was obtained, a psychiatric diagnosis was
made by psychiatrists not involved in patient care using the MINI (Sheehan et
al., 1998), and symptoms were evaluated using the 17-item version of the
Hamilton Depression Rating Scale (HDRS-17; Hamilton, 1960). Inpatients
diagnosed with depression, with or without psychotic features, were monitored
until discharge.

Prior to discharge, inpatients were re-evaluated and excluded from the
study if their hospital stay had lasted less than seven days or they were
dependent on drugs or alcohol. Patients were also excluded from the study if
they were pregnant or breast-feeding, or had suffered from an acute or
chronic infection, autoimmune condition, neoplastic or endocrine disease,
myocardial infarction or other major cardiovascular disorders in the last six
months because these conditions have the potential to influence BDNF levels.
Finally, we reviewed the treatment patients had received and included only
those who undergone ECT.

At this point we re-evaluated the symptoms of subjects included in the
study. Clinical remission was defined as a score of less than eight on the
HDRS-17 (Frank et al., 1991).

2.2 ELECTROCONVULSIVE THERAPY

ECT was prescribed by the assistant psychiatrist, who was not part of
the research team, and was only administered in cases where informed
consent for ECT had been obtained. Where patients were not competent to
provide informed consent, written consent was sought from a relative aged
over 18 years.

Indications for ECT were based on the Report of the American
Psychiatric Association Task Force (APA, 2001). Primary indications include
the need for a rapid response or a higher probability of response than is
offered by pharmacotherapies, severe medical illness, risk of harm to self or
others, the patient's medical status, treatment history and treatment
preference. Secondary indications are lack of clinical response, intolerance of
side effects and a deterioration in psychiatric condition.

Before ECT patients were screened for general medical conditions
using a physical examination, routine blood tests and an electrocardiogram
(ECG).

The ECT procedure was performed as follows: Three times a week,
with high-dose (six times the convulsive threshold), brief-pulse, right unilateral
using the d’Elia position (Prudic et al., 2004; Lane et al., 1989). Thiopental (3
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mg/kg intravenously) was used as an anesthetic and succinylcholine (1 mg/kg
intravenously) as a muscle relaxant. The ictal response was recorded using
electroencephalography (EEG) and an adequate seizure was defined as an
EEG seizure lasting at least 25 s with a myoclonus of at least 20 s.

The number of ECT sessions for individual patients was determined by
the assistant psychiatrist on the basis of individual response to treatment.
Patients received concomitant psychopharmacotherapy based on the general
principle of combining two antidepressants with different mechanisms of
action, potentiation with different strategies (e.g. atypical antipsychotics) or
changing to a different antidepressant from that the patient had been
receiving prior to admission. Decisions about drug treatment were made on a
purely clinical basis by an assistant psychiatrist who was not part of the
research team.

2.3 BDNF SERUM LEVELS

Ten milliliters of blood were withdrawn by venipuncture into a free-
anticoagulant vacuum tube from each subject on admission to the psychiatric
unit (TO) before the ECT procedures described above, including the
administration of anesthetic and muscle relaxant drugs; blood was also
collected at discharge from the psychiatric unit after ECT treatment (T1).. The
blood was centrifuged at 4000g for 10 min and serum was stored -80 °C. All
samples from both time points were analysed together, on the same date, at
the same time, using the same Kkit.

BDNF serum levels were measured with sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), using a commercial kit (Milipore, USA) in
accordance with the manufacturer’s instructions. In brief, microtiter plates (96-
well; flat-bottom) were coated for 24 h at 4 °C with the samples diluted 1:100
in sample diluent and standard curve ranging from 7.8 to 500 pg of BNDF.
Plates were then washed four times with wash buffer followed by the addition
of biotinylated mouse anti-human BNDF monoclonal antibody (diluted 1:1000
in sample diluent), and then incubated at room temperature for 3 h. After
washing, a second incubation with streptavidin-horseradish peroxidase
conjugate solution (diluted 1:1000) was carried out at room temperature for 1
h. After addition of substrate and stop solution the BDNF content was
determined (absorbance set at 450 nm). The standard curve demonstrates a
direct relationship between optical density (OD) and BDNF concentration. All
samples were subjected to a single assay and the results are expressed in
ng/mL.

2.4 STATISTICAL ANALYSES

The Shapiro-Wilk test was used to determine normality. Where
variables were not normally distributed the Mann—Whitney U-test was used to
compare means. Dependent or independent t-tests were used to compare the
means of normally distributed variables. Categorical variables were analyzed
using the chi-square test.

A generalized estimating equation (GEE) model was used to analyze
effects of time (admission, TO; discharge, T1), remission (binary variable;
defined in terms of HDRS-17 score), and the interaction between them, with
BDNF levels as the dependent variable. The Bonferroni test was used for post
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hoc analyses.

Data were expressed as mean = SD and results with p < 0.05 (2-tailed)
were considered significant. Analyses were carried out using the Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) version 20.0.

3 RESULTS

Thirty-one subjects were included in the study. Following treatment the
sample showed an improvement in symptoms of depression, as measured by
HDRS-17 (TO: M =26.04 £ 6.62, T1: M =8.41 £4.51; t=13.29; p = 0.00).

Eleven subjects (35.48 percent) had missing remission data. Eleven of
the remaining 21 subjects (52.38%) were remitters and 10 (47.62%) were
non-remitters. In order to establish whether there were differences between
participants for whom remission information was and was not available, we
compared the two groups in terms of age, sex and baseline HDRS-17 score.
There were no group differences in age (missing data group: M = 48.00 years,
SD = 14.85; full data group: M = 48.75 years, SD = 15.40; t = 0.11; p = 0.90),
or sex (missing data group: women = 5 (62.5%); full data group: women = 19
(90.5%); x* = 3.17, p = 0.11). Subjects for whom remission data were not
available did, however, have lower baseline HDRS-17 scores (missing data
group: M = 17.80, SD = 6.61; full data group: M = 26.45, SD = 6.83; t = 2.54,
p =0.01).

There were no difference between remitters and non-remitters in terms
of age, gender, diagnosis (unipolar or bipolar depression; psychosis), use of
medication, baseline HDRS-17 score or number of ECT sessions (see Table

1).
Table 1 here

In ECT remitters BDNF levels at baseline and discharge were similar
(TO =47.30 £ 20.31; T1 =42.09 + 11.69; t = 0.66; p = 0.52); however in non-
remitters levels changed between TO and T1 (TO = 35.02 + 10.99; T1 = 51.56
+15.98;t=-2.82; p = 0.02).

A GEE model was calculated, with time (TO; T1) and remission in terms
of HDRS-17 score after ECT (yes; no) as factors; the dependent variable was
BDNF level. There was a remission*time interaction for BDNF levels in the
Wald chi-square test (Wald x? = 5.98; p = 0.01).

A post hoc Bonferroni test confirmed that that non-remitters had lower
baseline BDNF levels than remitters (p = 0.03), however at T1, i.e. following
completion of treatment, levels in the two groups were similar (p = 0.16). Per
group GEE analysis corroborated the results of the t-tests, indicating that
BDNF levels were different at TO and T1 in non-remitters (p = 0.00) but not in
remitters (p = 0.43) (see Figure 1).

Figure 1 here

4 DISCUSSION

This naturalistic study showed that the depressive symptoms of
patients who underwent ECT improved following treatment. There was a

88



remission by time interaction with respect to BDNF levels. Remitters had a
higher mean BDNF level than non-remitters at baseline, and it did not vary
during treatment. Although non-remitters had a lower mean BDNF level at
baseline, it improved during treatment and at discharge was similar to that of
remitters.

Only one previous study has analyzed BDNF levels and remission
following ECT and like this study it found that ECT remitters had higher
baseline BDNF levels than ECT non-remitters, suggesting that higher plasma
BDNF levels are associated with a positive remission to treatment (Piccini et
al., 2009). Taking together our results and the Piccini et al. (2009) results, a
possible hypothesis could be that higher levels of BDNF at baseline could
predict remission for ECT.

Piccini et al. (2009) also found that remitters’ BDNF levels increased
during the course of the study and thus remained different from those of non-
remitters at the end of the study. In this study, however, we found that
remitters’ BDNF levels did not change over time although those of non-
remitters did increase during treatment and were similar to those of remitters
by the time of discharge. The mechanism underlying this increase in BDNF
levels in the group which had a less favorable clinical outcome is unclear.

As there are few published studies of remission and BDNF levels in
patients who undergo ECT for depression this discussion refers to research
using other measures of clinical outcome. Analysing clinical response
(improvement of 50% of symptoms in depression rating scales), Okamano et
al., 2008 found that BDNF levels increased in responders to ECT in
comparison to non-responders. A similar study of patients who received the
antidepressant duloxetine alongside ECT (Mikoteit et al., 2014) found that
higher baseline serum BDNF level predicted a positive clinical outcome at the
end of the study (after 6 weeks), whereas increase in BDNF level during
treatment was not associated with treatment outcome. The other unexpected
finding of this study was that more severe depression was associated with
higher baseline BDNF levels.

Haghighi et al. (2013) compared plasma BDNF levels in a group of
patients with depression receiving citalopram at 40mg/day and another group
receiving drug treatment plus 12 sessions of ECT. Plasma BDNF increased
over time in both groups; the combined treatment group had a higher
difference in the increase of plasma BDNF. Both groups showed similar
reductions in scores on the Beck Depression Inventory scores and HDRS-17
scores following treatment.

A study which investigated the effects of ECT on serum BDNF levels in
patients with treatment-resistant major depression found that HDRS-17
scores were lower and mean BDNF level was higher after ECT (Bilgen et al.,
2014). Rapinesi et al. (2015) reported that in patients with treatment-resistant
depression ECT reduced symptom scores, but did not affect serum BDNF
levels; there was no correlation between change in serum BDNF level and
changes in symptom scale scores. Serum BDNF levels were low both at
baseline and after ECT. These results do not support the hypothesis that
improvements in depression following ECT are mediated by increases in
serum BDNF levels. Recent evidence suggests that ketamine infusions have a
rapid antidepressant effect that may be tracked by changes in peripheral
BDNF levels (Duncan et al., 2013; Haile et al., 2014). A study comparing
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serum BDNF levels and clinical response after ketamine infusions and ECT
(Allen et al., 2015) found that ketamine transiently increased serum BDNF in
symptomatic responders one week after the first infusion, but subsequent
infusions did not produce a similar increase nor any other response that could
be related to changes in symptoms. Improvement in symptoms following ECT
was not associated with changes in BDNF serum levels.

Taken together these studies fail to provide clear evidence of an
association between ECT, BDNF levels and clinical outcome. BDNF is only
one of a number of molecules which have been suggested to be involved in
depression. The association between changes in BDNF levels and changes in
symptoms is not linear (Haghighi et al., 2013); it is much more complex than
was previously thought and may involve other psychoneuroendocrine
mechanisms and genetic factors such as promoter methylation of the BDNF
gene (Kleimann et al., 2014) or BDNF gene polymorphisms (Bousman et al.,
2014). An investigation of the links between neuroendocrine pathways and
psychological processes (Hibel et al., 2013) showed that cortisol secretion
was not associated with symptom improvement in depressive patients. These
studies suggest that if there is a link between a biological pathway and clinical
outcome in depression, it is complex and is probably neither unique to
depression nor universally applicable.

As one would expect in a naturalistic study, the patients in our sample
were prescribed a diverse range of medications alongside their ECT. Despite
evidence that antidepressants influence BDNF levels (Sen et al., 2008) we
found no differences between remitters and non-remitters with respect to type
of medication used (see Table 1).

An important limitation of this study is the small sample size. Previous
similar studies have used similar or larger samples. To confirm the finding that
remission following ECT is correlated with higher baseline BDNF level further
research using a larger sample is required.

The lack of increase in BDNF levels in remitters following ECT might
be due to the timing of the second evaluation. Bocchio-Chiavetto et al. (2006)
found that the increase in BDNF levels only reached significance one month
after completion of ECT, whereas Hu et al. (2010) demonstrated this
difference after two weeks. In our study the post-treatment assessment of
BDNF levels was carried out at the time of discharge and, like Granli et al.
(2009), we found no increase in BDNF levels among remitters. Stelzhammer
et al. (2013) assessed BDNF levels six hours after ECT, Fernandes et al.
(2009) and Lin et al. (2013) measured BDNF levels one day after the end of
ECT, and Gedge et al. (2012) made their assessment one week after
treatment was completed. None of these studies reported an increase in
BDNF levels.

The lack of long-term, post-treatment measurements of BDNF levels
are a further limitation. The missing data is a weakness of the study; subjects
with missing information had lower baseline HDRS-17 scores at baseline than
those for who we obtained complete data sets, but this does not appear to
have affected the main findings.

5 CONCLUSION

Patients who underwent ECT for depression subsequently showed an
improvement in symptoms. Patients who achieved remission of depression
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following ECT had higher baseline serum BDNF levels than those who did
not; their BDNF levels did not change during treatment. Although non-
remitters had lower baseline BDNF levels, their levels improved during
treatment. These results suggest that the relationship between BDNF,
depression and clinical response to ECT is complex.
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of remitters and non-

remitters to ECT

Remitters Non- Test p value
(n=11) remitters
(n=10)
Mean age *SD
(years) 43.90£11.81 54.66+17.81 t=-1.61 0.12
Gender (female) 9(81.81%) 10 (100%) x°=0.15 0.47
Diagnosis (MINI)
Unipolar 5(45.45%) 6 (60%)
Depression ]
Bipolar 5(45.45%) 4 (40%) x°=0.20 1.00
Depression ,
Psychotic 6 (54.54%) 4 (40%) X°=0.46 0.65
Depression
Medication ,
SSRI 3 (27.3%) 4 (40.0%) x°=0.38 0.65
SNRI 0 1(10%)
NDRI 1(9.1%) 0
TCA 0 1(10%) ,
AAP 7 (63.6%) 7 (70.0%) xf=0.09 1.00
TAP 2 (18.2%) 3 (30.0%) xf=0.40 0.63
MS 4 (36.4%) 2 (20.0%) xf=0.68 0.63
BDzZ 3 (27.3%) 4 (40.0%) x°=0.38 0.65
Number of ECT 8.81+2.27 8.80+2.34 Mann- 0.94
sessions Whitney
U=54,00
Mean HDRS-17 in 24.80+7.28 28.10+6.27 {=-1.08 0.29

baseline £SD

ECT= Electroconvulsive Therapy; SD=Standard Deviation; x°= Chi Square Test;

SSRI=Selective Serotonin Reuptake Inhibitor; SNRI=Serotonin and Norepinephrine Reuptake Inhibitors;
NDRI=Norepinephrine and Dopamine Reuptake Inhibitor; TCA=Tricyclic Antidepressants;

AAP=Atypical Antipsychotics; TAP=Typical Antipsychotics;
MS=Mood Stabilizers; BDZ=Benzodiazepines

HDRS-17=Hamilton Depression Rating Scale 17 Iltems; CGI=The Clinical Global Impressions Scale
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Figure 1. BDNF serum levels between ECT remitters and non-remitters -
Means * Standard Error (*p=0.03, **p=0.00)
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10.3 Artigo 3

Association of electroconvulsive therapy to pharmacological treatment

and its influences in inflammatory biomarkers: a naturalistic study.

Status: Submetido, e atualmente Under Review no “Journal of Psychiatric

Research”. Fl:4.465
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Carta de submissao:
Em 18/07/2016
Dear editor of Journal of Psychiatric Research,

We present you the study “Association of electroconvulsive therapy to
pharmacological treatment and it influences in inflammatory biomarkers: a
naturalistic study”.

This is a naturalistic prospective cohort study, analyzing the effects of
combining ECT with pharmacotherapy, as well as pharmacotherapy alone, on
pro-inflammatory cytokines IL-2, IL-6, TNF-a, IFN-y, and IL-17, and anti-
inflammatory IL-4 and IL-10 levels of depressed inpatients.

This is the first study that suggests that the combination of repeated
ECT sessions with pharmacologic treatment is associated with a significant
reduction of IL-6. This biomarker also decreased with the general treatment of
depression. In agreement with previous literature, IL-6 appears to be a useful
marker for depression, with a close relation to ECT.

We also found an increase of TNF-a in patients undergoing ECT, and
an increase of IFN-y in depressed patients as a whole group.

Yours sincerely,

Thiago Freire
Corresponding author
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11. CONSIDERACOES FINAIS

Esta tese de doutorado teve como resultado a produgao de trés artigos
cientificos, dois dos quais se encontram publicados e o terceiro encontra-se
submetido e sob revisao.

No primeiro artigo, pudemos observar que nao houve diferengas
significativas nos niveis de BDNF sérico entre os grupos de tratamento
combinado (ECT e farmacoterapia) e o tratamento exclusivamente
farmacolégico na admisséo e nem na alta, e nenhuma variagao significativa
nos niveis de BDNF ocorreu em qualquer um dos grupos durante o
tratamento. Nao houve interacdes significativas entre a variavel tempo e os
grupos de tratamento, nem foi observado um efeito tempo ou efeito grupo no
modelo de Equacgdes de Estimativa Generalizada (GEE). Com isso, podemos
concluir que, diferentementemente do que se esperava com base no que é
sugerido pela literatura (Rocha et al., 2016; Polyakova et al., 2015; Brunoni et
al., 2014), a combinagédo de ECT ao tratamento farmacoldgico nao resultou
em aumento dos niveis séricos de BDNF, ndo restaurando os niveis de
BDNF a niveis semelhantes ao de controles saudaveis.

Apesar de os achados principais terem sido negativos, este estudo
teve achados secundarios interessantes. Ao se analisar o desfecho clinico,
tanto o grupo combinado quanto o grupo farmacolégico melhoraram
significativamente a sintomatologia depressiva e tiveram altas altas taxas de
resposta ao tratamento. Individuos com tratamento combinado tiveram
maiores taxas de resposta ao tratamento em comparacao aos que realizaram

tratamento farmacoldgico exclusivo, sugerindo que embora a ECT nédo
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agregue aumentos adicionais de BDNF ao tratamento farmacoldgico,
proporcionou um efeito adjuvante na resposta ao tratamento. Este resultado é
consistente com o que é esperado na pratica clinica, quando ECT é
frequentemente indicada em pacientes refratarios aos tratamentos
farmacologicos. No tocante as medidas de BDNF especificamente em
individuos que responderam ao tratamento, nao foram encontradas
diferengas entre os grupos de tratamento em qualquer tempo ou aumentos
significativos em cada grupo ao longo do tempo. No entanto, o nosso estudo
mostrou que, independentemente dos grupos de tratamento, os individuos
com resposta clinica tiveram uma tendéncia a apresentar aumentos de BDNF
(efeito tempo).

Ainda no artigo 1, os pacientes que receberam tratamento combinado
com ECT eram predominantemente mulheres com pontuacdes maiores na
HDRS-17 na admissao, com menos uso de inibidores seletivos da recaptagcao
de serotonina (ISRS) e de benzodiazepinicos (BDZ). Estes resultados
naturalisticos sugerem que na "vida real", os pacientes que recebem ECT
sdo clinicamente mais graves em termos de sintomas e mais refratarios a
medicamentos. Os ISRS sdo geralmente as primeiras drogas utilizadas para
tratar a depressédo, e o menor uso dessa classe antidepressiva no grupo
submetido a ECT reflete o fato de que esses pacientes provavelmente ja
apresentaram falhas terapéuticas as opgoes iniciais. O uso de menos BDZ no
grupo que recebeu a ECT provavelmente se deveu a efeitos
anticonvulsivantes dessas medicagdes, justificando sua suspensao para a
realizagao da ECT.

No segundo artigo, o modelo de GEE revelou uma interagao entre as
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variaveis remissao e tempo, com os niveis de BDNF como uma variavel
dependente. Os pacientes que atingiram remissao dos sintomas depressivos
com a ECT tiveram niveis de BDNF antes do tratamento significativamente
maiores do que 0s nao remitiram, e esses valores n&o variaram
significativamente com o tratamento. Tomando esses resultados em conjunto
com os de estudos prévios (Piccini et al., 2009), uma possivel hipétese seria
que niveis mais elevados de BDNF poderiam prever remissdo a ECT antes
mesmo do sua realizacao.

Ainda no artigo 2, embora antes do tratamento os pacientes que nao
atingiram remissao tenham tido niveis significativamente inferiores de BDNF
que os que tiveram remissdo, esses niveis aumentaram significativamente
com o tratamento, atingindo na alta niveis de BDNF semelhantes ao dos
pacientes que remitiram. Estudos prévios mostram que, em pacientes que
nao remitem ao tratamento, os niveis de BDNF ndo sofrem variagcbes
significativas com o tratamento (Piccini el al., 2009). O mecanismo subjacente
a este aumento observado no nosso estudo justamente nos pacientes que
tiveram um resultado clinico desfavoravel é incerto. Uma hipotese possivel é
que variagdes nos niveis de BDNF nao estejam tdo intimamente relacionados
com melhoras em variaveis clinicas como previamente sugerido.

Finalmente, no terceiro artigo, a combinacdo da ECT com a
farmacoterapia foi associada com diminuicdo dos niveis de IL-6 e aumento de
TNF-a. Pacientes deprimidos, independetemente do grupo de tratamento ao
qual foram submetidos, tiveram uma diminuicdo dos niveis de IL-6 e IFN-y.

Nao foram observados resultados significativos para IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17.
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Niveis elevados de IL-6 configuram um dos achados imunoldgicos
mais comuns e altamente replicados na depressao (Maes et al. 2014; Liu et
al., 2012; Vogelzangs et al., 2012; Dowlati et al., 2010), e nossos resultados
mostram que tais niveis diminuem com a melhora da depressao.
Curiosamente, os pacientes que foram submetidos a ECT tiveram variagcdes
mais significativas de IL-6 do que os pacientes que utilizaram apenas o
tratamento farmacologico. Este € o primeiro estudo que apresenta uma
relagao entre ECT e diminui¢ao de IL-6.

Nao esta claro porque os niveis de TNF-a aumetaram com a relizacao
da ECT. Estudos prévios tém indicado aumentos deste biomarcador na
depressao (Dantzer et al., 2008; Hested et al. 2003; Lanquillon et al. 2000;
Mikova et al. 2001), e o esperado seria que o tratamentos como a ECT
provocasse sua reducao. Ha evidéncias mostrando, entretanto, que o TNF-a
estd correlacionado com a gravidade da depressdo e com resisténcia a
antidepressivos (Dowlati et al. 2010; Miller et al. 2009), a qual é uma
indicacdo comum de ECT, e isso poderia parcialmente explicar os niveis mais
altos do marcador nesses pacientes. Estudos prévios sugerem ainda que a
ECT induz agudamente o aumento de TNF-a (Hestad et al., 2003; Lehtimaki
et al., 2008; Fluitman et al., 2011), mas sessbes repetidas de ECT
gradualmente reduzem esses niveis, mais pronunciadamente apdés 1 semana
da conclusao do tratamento (Hestad et al., 2003). Uma hipotese possivel aqui
€ que o TNF-a tenha sido medido imediatamente apds a conclusao da ECT,
e talvez a inducdo aguda tenha sido mais pronunciada neste momento.

Medidas apds periodos maiores de tempo (por exemplo, apés 1 semana)
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poderiam ser necessarias para o melhor entendimento da variagdo do TNF-a.
Mais estudos s&o necessarios para compreender esse achado.

A depresao esta associada e estimulos no eixo HHA (Zunszain et al.,
2011), o que resulta em hipercortisolemia, aumento do hormdnio
corticotropico no plasma e aumento de catecolaminas (horménios
relacionados ao estresse). Esse aumento pode sistematicamente inibir a
resposta pro-inflamatéria das células Th1 via INF-y (Calgani et al., 2006). Isso
pode explicar porque estudos prévios encontraram niveis mais baixos de INF-
y em depressado melancolica, sugerindo uma diminuigao na imunidade celular
induzida pela hipercortisolemia (Spanenberg et al., 2014; Rothermundt et al
2001). Apesar de neste estudo nado termos dividido os pacientes entre
aqueles com depressao melancdlica e ndao melancdlica, é provavel que exista
uma maior prevaléncia de individuos com depressdao melancélica entre
aqueles submetidos a ECT, devido a maior gravidade de seus sintomas.
Assim, levantamos a hipotese de que os aumentos de IFN-y observados em
nosso estudo podem ter sido associados a desinibicdo da resposta pro-
inflamatdria Th1 devido ao tratamento da depressao (independentemente do
método de tratamento utilizado).

Por fim, esta tese de doutorado traz contribuicdes acerca da influéncia
da associagdo da ECT ao tratamento farmacoldégico no que concerne aos
marcadores bioldgicos e sua relagdo com o desfecho clinico no TDM. Apesar
da ECT né&o ter agregado aumentos significativos de BDNF nem ter
restaurado os valores de controles saudaveis, pudemos observer que os
niveis desse marcador podem funcionar como preditor de desfecho clinico

favoravel ao tratamento. Além disso, em consonancia com a literature prévia,
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a IL-6 aparece como um biomarcador util na depressao, sendo a redugao de

seus niveis relacionada a ECT.
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