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Resumo

Introducdo: O Transtorno Bipolar (TB) tem sido associado com um
processo inflamatério e senescéncia celular precoce, evidenciado pelo
menor comprimento telomérico (CT). O citomegalovirus humano (CMV)
promove uma infeccdo assintomatica latente em adultos imunocompetentes.
Estudos sobre envelhecimento vém relacionando a infecgcdo por CMV a
aceleracdo do processo de imunossenescéncia. Neste estudo, investigamos
a sorologia para CMV e sua relagdo com marcadores de senescéncia
celular, subtipos celulares e CT, no transtorno bipolar do tipo 1.

Métodos: Células mononucleares do sangue periférico e DNA genémico
foram isolados e o CT foi mensurado via PCR tempo real em vinte e quatro
pacientes do sexo feminino com TB do tipo 1 eutimicas e dezessete
controles pareadas por idade e sexo. A sorologia para IgM e IgG contra CMV
foi avaliada por meio de ensaio de quimioluminescéncia. Foi utilizada
citometria de fluxo para imunofenotipar os subtipos linfocitarios (T, NK, NKT
e CD8+CD28-).

Resultados: Pacientes com TB apresentaram CT encurtado e niveis
aumentados de CMV-IgG (todos p < 0,01). Nenhum dos pacientes e
controles apresentou niveis significativos de IgM-CMV, excluindo infec¢éo
viral aguda. Os niveis de CMV-IgG foram associados com a expansao de
células T senescentes (CD8CD28-) e com células NK, envolvidas no
controle viral.

Conclusbes: Os dados contribuem para a hipotese de envelhecimento
acelerado no TB, como sugere a expansao de células T senescentes e 0s
teldbmeros encurtados. Este estudo também indica que a infec¢cdo por CMV
pode ser uma for¢ca capaz de direcionar o TB a uma imunossenescéncia

precoce.

Palavras-chave: Teldmeros, Transtorno Bipolar, Citomegalovirus,

Imunossenescéncia, Linfocitos.
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1. Introducéao

1.1. Transtorno Bipolar

O Transtorno Bipolar (TB) é um transtorno de humor com uma
sintomatologia complexa e de etiologia multifatorial, na qual fatores
biolégicos e ambientais, dentre eles psicossociais, interagem em diversos
niveis. Mesmo tendo sido descrito h& longo tempo, a etiologia deste
transtorno continua obscura. A auséncia de marcadores bioldgicos
especificos para o TB é um dos grandes entraves para o correto diagndstico
e tratamento do transtorno. Ainda existem casos em que o TB ndo é
diagnosticado em tempo habil para um tratamento adequado ou mesmo de
forma correta, sendo comum um diagndstico inicial de depressao unipolar ou
esquizofrenia (1). O TB € uma doenga crbnica, progressiva, altamente
debilitante e cuja prevaléncia (aproximadamente 2,4% da populacédo
mundial) supera a de outros problemas de saude, como o HIV (0,8%, OMS
2010). Dessa forma, estudos envolvendo a etiologia e patofisiologia desta

doenca séo de grande importancia para a sociedade.

1.1.1. Caracterizacao

Segundo a 102 revisdo da Classificacdo internacional de Doencas
(CID-10), elaborado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o
Transtorno Afetivo Bipolar ou Transtorno Bipolar é classificado como um
transtorno de humor. O TB é caracterizado quando do aparecimento de dois
ou mais episddios nos quais o humor e o nivel de atividade do sujeito estédo
profundamente perturbados, sendo que este disturbio consiste em ocasides

de elevacdo de humor e aumento da energia e da atividade (hipomania ou



mania) e em outras ocasides de um rebaixamento do humor e de reducéo da
energia e da atividade (depressao)(2). Estes periodos de alteracdo no humor
podem, ou nédo, serem intercalados por periodos de normalizacdo do humor
(eutimia ou remissdo). Usualmente, a eutimia é - do ponto de vista
operacional - definida como o estado em que o paciente ndo preenche
critérios para episddio maniaco, hipomaniaco ou depressivo. Ja a remissao
implica no individuo manter o estado de eutimia, a ponto de a doenca ser

considerada sob controle.

Um episddio hipomaniaco é definido como um periodo em que ocorre
moderada elevagdo do humor, aumento da energia, atividade, sociabilidade
e energia sexual e diminuicdo da necessidade de dormir. As alteracbes de
humor e comportamento ndo sdo acompanhadas de alucinacdes. O episédio
maniaco apresenta sintomas semelhantes, mas ainda mais salientes.
Dificuldade em manter a atencao, fugacidade do pensamento, excesso de
confianca e ideias de grandiosidade sdo comuns e podem levar a
comportamentos imprudentes. O episdédio maniaco pode ou ndo ser
acompanhado de sintomas psicéticos. O episédio depressivo é caracterizado
por um rebaixamento no humor, reducdo na energia e diminuicdo da
atividade. Baixa autoestima e autoconfianga, bem como ideias de culpa e
inutilidade sdo comuns. Ocorrem altera¢cdes no sono, reducao no apetite eo
e cansaco ao minimo esfor¢co. Dependendo do grau de depressédo pode

haver também ideario suicida (2).

O TB pode ser classificado primariamente em duas formas distintas,

tipo | e tipo Il, de acordo com o Manual Diagnostico e Estatistico de



Transtornos Mentais, 42 edicdo (DSM-1V)(3). O TB tipo | é caracterizado pela
ocorréncia de ao menos um episodios maniaco. O TB tipo Il inclui ao menos
um episodio hipomaniaco e auséncia de episédios maniacos ou mistos.
Ambos os pacientes com TB tipo | e tipo Il podem apresentar episodios
depressivos ao longo do curso do transtorno (4). Os episédios sdo de
diferente gravidade, frequéncia e duracao, e o episddio misto ocorre quando
0 paciente preenche simultaneamente os critérios diagnosticos para episédio

maniaco e episodio depressivo (5).

1.1.2. Epidemiologia

A prevaléncia do TB é de cerca de 2,4% na populacdo mundial, no
entanto ha grandes diferencas entre paises (6). A prevaléncia do TB tipo | é
de aproximadamente 0,6% e parece ser mais prevalente no sexo masculino.
Ja o TB tipo Il afeta 0,4% da populacdo mundial, sendo mais prevalente no
sexo feminino (6-8). A manifestacdo dos primeiros sintomas ocorre em sua
maioria durante a adolescéncia e inicio da maior idade(6, 9), levando entre

5-10 anos para a realizagao do primeiro tratamento ou hospitalizag&do(10).

Diversos estudos vém demostrando que o TB est4d associado a
comorbidades psiquiatricas e médicas, o que pode complicar o diagndstico,
o andamento e o tratamento do transtorno (11). Em um estudo recente,
Merikangas et al. mostrou que aproximadamente 75% dos pacientes com TB
apresentavam alguma comorbidade psiquiatrica, sendo que mais de 40%
dos afetados apresentavam trés ou mais transtornos psiquiatricos(6). Os
transtornos associados mais comuns sao transtornos de ansiedade, como

ataques de panico, e uso de substancias, notadamente abuso de alcool (6,



12-14). Dentre as comorbidades médicas, as mais prevalentes sdo doencas

cardiovasculares, diabetes do tipo Il e obesidade (4, 14-16).

A sintomatologia do TB, bem como suas comorbidades associadas,
determina um prejuizo na capacidade de o individuo realizar seu papel
funcional. Ambos o0s episddios maniacos e depressivos podem ser
responsaveis pelo prejuizo funcional, 75-87% dos pacientes relataram um
comprometimento severo no desempenho de seus papéis durante episodios
depressivos, enquanto isso 50-57% dos pacientes relataram que ja
experimentaram algum comprometimento funcional durante episodios

maniacos (6, 17).

Além disso, o TB também estq associado a maiores taxas de
mortalidade por causas “naturais” (doencas cardiovasculares, doenca
cerebrovascular, diabetes) e “nao—naturais” (suicidio, homicidio e acidentes).
A taxa de mortalidade por suicidio em pacientes com TB é 15 vezes maior
que a taxa esperada na populacdo em geral para homens e de
aproximadamente 23 vezes maior nas mulheres (18), ocorrendo

principalmente durante a fase depressiva (19).

O TB é um transtorno incapacitante que gera diversos prejuizos
sociais e médicos ao paciente, bem como aos familiares e cuidadores. Além
disso, gera um alto custo a sociedade e ao Estado, na geracéo de cuidados
pelos programas de saude (20), dessa forma o estudo da etiologia e
patofisiologia do Transtorno Bipolar sdo de grande importancia para a

sociedade.



1.1.3. Etiologia e Patofisiologia

Por mais de quatro décadas, as bases biologicas dos transtornos de
humor tém sido explicadas por meio da hipétese monoaminérgica (21-23).
Essa teoria propde que 0s sintomas psiquiatricos sejam consequéncia de
uma menor disponibilidade de aminas biogénicas cerebrais, em particular de
serotonina, noradrenalina e/ou dopamina (24). Tal proposicdo é reforcada
pelo conhecimento do mecanismo de acdo dos antidepressivos, que se
baseia, principalmente, no aumento da disponibilidade desses
neurotransmissores na fenda sinaptica, seja pela inibicdo (seletiva ou nao)
de suas recaptacdes, seja pela inibicdo da enzima responséavel por suas
degradacdes (inibidores da monoaminoxidase). A hipétese monoaminérgica
pode explicar parte das alteracdes encontradas na depressao maior e no TB,
no entanto apresenta falhas em explicar porque aproximadamente 30% dos
pacientes em episédio ndo respondem aos medicamentos (25),
evidenciando que outros sistemas biolégicos podem estar envolvidos. Uma
das hipéteses crescentes é que o sistema imunoldgico possa estar envolvido

na patofisiologia do TB.

O TB é acompanhado de multiplos sinais de ativacao e alteracdes do
sistema imunolégico (26, 27), variando de acordo com a fase em que o
paciente se encontra (mania, depressao ou eutimia) (28). Existem algumas
evidéncias sugerindo que o sistema imune, em interagcdo direta com o
sistema nervoso central, possui papel importante na patofisiologia do TB (28,
29). Citocinas podem exercer profundos efeitos no SNC e no sistema

endocrino alterando o metabolismo central das monoaminas, que s&o



moléculas sintetizadas no cérebro a partir de seus aminoacidos precursores
triptofano e tirosina (30, 31). As modificacbes comportamentais induzidas
pelas citocinas estdo associadas a alteracdes no metabolismo da serotonina,
norepinefrina e dopamina em regides do cérebro essenciais para regulacao
das emocdes e da funcdo psicomotora. Marcadores inflamatérios como IL-1,
IL-6 e INF-alfa podem alterar vias enziméticas associadas com o
metabolismo das monoaminas, como a IDO (indolamina-2,3-dioxigenase).
Quando ativada, a IDO é capaz de metabolizar o triptofano em quinurenina,
resultando na diminui¢do da sintese de serotonina. Curiosamente, pacientes
infectados pelo virus da hepatite C submetidos a terapia com INFa
apresentaram uma diminuicdo nos niveis de triptofano e aumento de
quinurenina, concomitantes com o0 desenvolvimento de sintomas
depressivos (31). Citocinas podem ainda induzir a liberacdo de glutamato
por astrocitos e reduzir a expressao de transportadores de glutamato,
reduzindo a recaptacao glutamatérgica. O glutamato liberado por astrécitos
tem acesso preferencialmente a receptores extrasinapticos NMDA (N-metil
D-Aspartato) que irdo reduzir a expressao de BDNF e suporte neurotréfico, e
consequentemente aumentar a susceptibilidade neuronal ao estresse

oxidativo (25) (Fig. 1).

Dessa forma, diferentes teorias vém sendo compostas ao longo dos
anos com o intuito de integrar esses conhecimentos. Atualmente existem
trés teorias para a etiologia e progresséo do TB: A teoria da

Neuroprogresséo, da Carga Alostatica e do Envelhecimento Acelerado. Esta



Gltima teoria foi explorada neste trabalho e suas bases cientificas seréo

detalhadas a sequir.

Fig. 1. Efeitos da inflamacdao periférica na plasticidade e producdo de monoaminas
no sistema nervoso central. Retirado de Miller, A. H. 2009

1.1.4. Tratamento

O tratamento de individuos com TB envolve estratégias distintas nas
diferentes fases da doenca: mania, depressdo e eutimia, e objetiva a
manutencdo das mudancas de humor e a redugdo da frequéncia das
passagens entre as crises de mania e os estados depressivos. Uma
variedade de medicamentos é atualmente aprovada pelo Food and Drug

Administration (FDA), a agéncia americana responsavel pelo controle de



medicamentos e alimentos, incluindo o litio, carbamazepina e acido
valproico, além de anticonvulsivantes e antipsicoéticos atipicos (32, 33). Para
o tratamento de mania, sdo utilizados litio, carbamazepina e clorpromazina,
juntamente com antipsicoticos atipicos. Para a fase depressiva da doenca,
foi aprovada apenas a combinacéo olanzapina-fluoxetina e a quetiapina (34).
Existe controvérsia sobre o uso de antidepressivos em pacientes bipolares,
ndo apenas pelo aumento no risco de inducdo de mania, mas também
devido a sua eficacia questiondvel. Os estabilizadores de humor sao
compostos utilizados muitas vezes com antidepressivos para manter a

eutimia em pacientes e evitar um episddio de mania ou depressao.

1.2. Envelhecimento

Envelhecimento pode ser definido como um declinio progressivo da
funcdo dos tecidos que culmina na mortalidade do individuo. Esse declinio
funcional pode ser oriundo da perda ou diminui¢do da funcéo das células ou
na falha em repor estas células por um declinio na habilidade das células
tronco em manter o turnover celular. O envelhecimento € um processo
natural, ndo sendo considerado uma doenca (35). Nesta sessdo, seréao
apresentados os fendbmenos bioldégicos imunossenescéncia, comprimento
telomeérico (CT) e infeccéo por citomegalovirus (CMV) e suas relagbes com o

envelhecimento.

1.2.1. Teldmeros
Teldmeros sado estruturas presentes nas extremidades dos
cromossomos e sdo compostos de DNA e proteinas. O elemento de DNA

presente nos teldmeros € composto de repeticdes sucessivas (em tandem)



da sequéncia (TTAGGG/CCCTAA), (36) enquanto o elemento proteico é
composto por diversas proteinas - como TRFs, POT, TIN2 — que estabilizam
a regiao (37, 38). O DNA telomérico apresenta normalmente entre 5 e 15
kilobases (kb), podendo variar entre os tecidos, a idade do individuo e a
historia replicativa da célula. Normalmente o final da regido telomérica
termina em uma regido 3’ simples fita com aproximadamente 50 a 300
nucleotideos, gerando uma estrutura em laco (T-loop) (Fig. 2) (39). Acredita-
se que os teldmeros tenham surgido na evolugdo como uma forma de evitar
gque os cromossomos lineares fossem confundidos pela maquinaria de
reparo ao DNA com quebras duplas protegendo-os de degradacéo e fusdes.

De fato, a perda da regido telomérica por mutacdes na enzima capaz de

A Telomere “closed”

@ TRF1
@ TRF2
telomerase "
B Telomere “open” B TIN2
recruitment via POT1, TPP1, TIN2? — Q TPP1

Fig. 2. Estrutura da regido telomérica, suas conformacgdes “fechada” em (A) e “aberta”
em (B) e enzima telomerase. Retirado de Aubert, G. 2008
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repor o DNA telomérico (telomerase) gera instabilidade cromossdémica (40).

A cada processo de replicagdo celular, o DNA telomérico sofre uma
reducdo de aproximadamente 100 a 200 nucleotideos. Isso se deve ao
“‘problema do final da replicagdo” da fita descontinua do DNA (3° — 5'). A
forquilha de replicacdo - ao chegar a extremidade do cromossomo - ndo
encontra DNA suficiente para gerar a alca de replicacdo e inserir o primer
necessario para gerar o ultimo fragmento de Okasaki, gerando perdas no
DNA (41). Entre outras causas para o atritamento da regido telomérica estéo
0 estresse oxidativo e 0 processamento das extremidades cromossOmicas
apos a replicacao (42, 43). Quando os teldmeros atingem niveis criticos de
encurtamento, induzem um processo de sinalizacdo para parada no ciclo
celular, fazendo com que a célula entre em um processo de “senescéncia
celular” (35). Este fato levou a hip6tese de que o comprimento telomérico
pudesse servir como um “relégio biolégico” da vida celular. Contribuindo
para esta hipétese, ha um marcante encurtamento telomérico ao longo dos

anos (Fig. 3).

Um dos mecanismos para compensar 0 encurtamento telomérico é a
expressdo da enzima telomerase. A telomerase € uma proteina do tipo
transcriptase reversa capaz de estender o comprimento telomérico por
adicionar TTAGGGs a regiao 3’ telomérica. A maior parte das células
somaticas reprime a expressao desta enzima a nivel transcricional, sendo
sua atividade restrita a células durante a embriogénese, células

germinativas, células tronco adultas e células imunes ativadas (44-46).
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Recentemente, alguns estudos analisaram o comprimento telomérico
em pacientes com transtornos de humor, encontrando evidencias para
envelhecimento acelerado no transtorno bipolar (47, 48) e depresséo
maior(47, 49). No entanto, os mecanismos envolvidos no encurtamento
telomérico em transtornos de humor ainda ndo sao completamente

compreendidos.

» granulocytes
e [ymphocytes

Telomere length (kb)

subtelomeric DNA

0 20 40 60 80 100
Age (yrs)

Fig. 3. Comprimento telomérico em células mononucleares isoladas de sangue
periférico (PBMCs) ao longo da idade. Retirado de Aubert, G. 2008

1.2.2. Imunossenescéncia

‘Imunossenescéncia” se refere ao declinio e remodelamento da
funcdo imunoldgica que ocorre com 0 avan¢go da idade. Durante esse
processo, a imunidade inata parece ser de certa forma mantida, enquanto a

adquirida parece ser severamente afetada (50, 51).



12

1.2.2.1. Células CD8+CD28-

Uma das grandes marcas do processo de imunossenescéncia € o
aparecimento progressivo de linfocitos T citotéxicos que deixam de
expressar a molécula CD28 (CD8+CD28-) (52). A molécula CD28 é a
principal responsavel pelo sinal coestimulatorio necessario para indugédo da
sobrevivéncia, proliferacdo e ativacdo das células imunoldgicas, assim a
perda de CD28 gera profundas altera¢des funcionais nestas células (53). O
acumulo de células CD28- progride com o avanco da idade. Individuos
jovens apresentam cerca de 10% de células CD8+CD28-, a proporcao
cresce significativamente em idosos (65 anos) se tornando 95% da

populacdo CD8+ (52, 54, 55).

As células CD8+CD28- foram primeiramente descritas como células
que, apo6s diversos ciclos de proliferacdo, entravam em um processo de
parada no ciclo celular. Estas células em senescéncia replicativa sao
resistentes a apoptose induzida por diversos estimulos indutores de
apoptose, como anticorpos contra Fas, privacdo de IL-2, galectina-1 e
estaurosporina. Esse efeito parece ser induzido por aumento da expresséo
de proteinas anti-apoptoéticas, como bcl2, e reducao dos niveis de caspase-3
(56). O encurtamento telomérico € uma caracteristica marcante destas
células, medindo aproximadamente 5-7 Kilobases (57). De uma forma
interessante, 0 marcante encurtamento telomérico é especifico para o
subtipo CD8 nao afetando o subtipo CD4 (Fig. 4). Isso se deve a expressao
transiente da enzima telomerase no subtipo CD8, enquanto sua expressao é

mantida na populacdo CD4, desta forma células CD4+CD28- sdo muito
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menos frequentes (57). O mecanismo pelo qual ocorre a expressao
diferencial da enzima telomerase nos dois subtipos linfocitarios ainda é

pouco conhecido.
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O processo de senescéncia celular e perda da expressdo de CD28
exerce profundas alteracbes na funcionalidade dos linfécitos CD8. O
aumento na producao de citocinas pré-inflamatérias, como IL-6 e TNF-a e a
diminuicdo na producdo de IFN-y, sao caracteristicas das células
CD8+CD28- (58). O IFN-y é uma citocina relacionada com o combate a
infeccbes virais e a diminuicho de sua producdo, pode alterar
significativamente a capacidade do individuo em responder a infecces
virais. Outra caracteristica € a reducdo na expressdo de perforinas,

diminuindo a capacidade destas células em eliminar células alvo (59).

Acredita-se que a expansdo da populacdo de células CD8+CD28-
pode prejudicar a funcdo imunolégica por influenciar a composicdo e
qualidade do pool de células T. Uma vez geradas, células senescentes
CD8+ se acumulam por serem resistentes a apoptose, resultando na
reducdo da proporcao de células capazes de proliferar. Além disso, acredita-

se gque as células CD8+CD28- surjam de processos de expansado clonal.
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Dessa forma, o aumento das células senescéntes tende restringir o
repertoério antigénico ao qual o individuo é capaz de responder, levando a

menor capacidade de enfrentar diferentes infec¢des (58, 60, 61).

De uma forma interessante, o aumento na propor¢do de células
CD8+CD28- circulantes vem sendo demonstrado um preditor de
incompeténcia imunolégica em idosos (62). Altas frequéncias de células
CD28- em idosos correlacionaram com uma baixa resposta a vacinacéo
contra influenza (54). Além disso, estudos prospectivos demonstraram uma
maior taxa de mortalidade em idosos que apresentam maiores niveis de

células CD8+CD28- (63, 64).

1.2.2.2. Citomegalovirus

O citomegalovirus (CMV) é um virus ubiquo, pertencente a familia dos
B-herpes virus. Sua prevaléncia cresce com a idade, variando de 40% (18-
24 anos) a mais de 90% (75-80 anos)(65). Normalmente a infeccdo aguda
por CMV é assintomatica, mesmo em recém-nascidos. No entanto, uma vez
estabelecida, a infeccdo se torna persistente e uma prioridade para o
sistema imunolégico uma vez que o virus ndo € completamente eliminado
(66). O virus pode sofrer reativagbes durante periodos de imunodepressao,
como esplenectomia e situacdes estressantes, normalmente sem sinais
clinicos (67). Em casos de imunossuprimidos a infeccdo por CMV pode

apresentar sintomas graves, como mononucleose e hepatite (68, 69).

A infeccdo por CMV, e intrigantemente ndo outros herpes virus, vem
sendo descrita como uma das principais causas de expansao clonal de

células CD8, levando ao acumulo de células CD8+CD28- (60, 70), restricao
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do repertorio antigénico e uma maior mortalidade em idosos (66). Tais
achados cientificos sdo tdo pronunciado a ponto de pensar-se ha
erradicacdo do CMV como uma estratégia para diminuir custos a saude

publica (66).

As causas para esse efeito especifico para o0 CMV ainda ndo séo
completamente entendidas, mas especula-se que isso seja devido ao fato de
as células que atuam como reservatorios do virus (células dendriticas e

endoteliais) estarem em intima ligacdo com o sistema imunoldgico (71-73).
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2.1. Abstract

Background: Bipolar disorder (BD) has been associated with increased low-
grade inflammation and premature cell senescence, as shown by reduced
telomere length (TL). The human cytomegalovirus (CMV) promotes a latent
asymptomatic infection in immunocompetent adults, and it has increasingly
been involved with accelerated immunosenescence in aging studies. Here,
we investigated the CMV serology and its relationships with cell senescence
markers including TL and lymphocyte subsets in type 1 BD and healthy
controls. Methods: Peripheral blood mononuclear cells and DNA were
isolated and TL measured in twenty-two euthymic female BD type 1 patients
and 17 age-matched controls by RT-gPCR. CMV-IgM and IgG titers were
assessed by chemiluminescent assays. Lymphocyte subsets (T, NK, NKT)
were phenotyped by flow cytometry. Results: BD patients had shorter TL but
increased CMV-IgG levels than controls (all p < 0.01). The CMV-IgG levels
were inversely correlated with shorter the telomeres. None of the subjects
showed IgM reactivity for CMV, excluding acute viral infection. CMV-IgG
levels were associated with expansion of senescent CD8+CD28- T cells and
NK cells, involved with viral control.

Conclusions: These data concur to the hypothesis early accelerated aging
in BD as shown by shortened telomeres and expansion of senescent T cells.
This study also indicates that CMV infection may be a driving force in the

process of early immunosenescence in BD.

Keywords: Telomeres, Bipolar Disorder, Cytomegalovirus,
Immunosenescence, Lymphocytes.
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2.2. Introduction

Bipolar disorder (BD) has been associated with immunologic
imbalance, as shown by increased peripheral inflammatory markers (1-4),
and accelerated cell aging (5, 6). Shortened telomeres are good correlates of
replicative senescence, oxidative stress and aging and have previously been
documented in mood disorders (7) and BD type Il (5, 8), supporting the

hypothesis of increased allostatic load in this disorder (9).

The accelerated cell senescence in BD can also be demonstrated by
changes in specific lymphocyte subsets. We have recently reported
increased number of late-differentiated CD8+ T cells that lack CD28
expression (CD8+CD28-) in euthymic type 1 BD patients (10). These cells
are expanded during aging, resistant to apoptosis, proliferate poorly, and are
often referred as senescent memory T cells (11, 12). The expansion of
CD8+CD28- T cells has been related to poor immune responses and
increased mortality risk in the elderly (13). These cells have undergone many
rounds of cell divisions presumably as a result of lifetime exposure to
common persistent antigens. Indeed, CD8+CD28- T senescent cells
characteristically accumulate during persistent viral infections, including HIV,

HTLV-1 and human cytomegalovirus (CMV) (14-16).

The CMV is a ubiquitous B-herpes virus infection with increased age-
related prevalence, ranging from 40% (18-24 years old) to > 90% (75-80
years old) (17). Under most circumstances the CMV promotes a latent
asymptomatic infection, but it has increasingly been involved with

accelerated human immunosenescence. For instance, cross-sectional and
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prospective aging studies reported that CMV is associated with expansion of
late-differentiated CD8+ T cells, reduced T-cell repertoire, reduced B cell
numbers, increased plasma IL-6 levels, increased morbidity and mortality in
very old subjects (18). However, the concept of accelerated cell aging in BD
has been under-investigated. Here, we investigated the CMV serology and its
relationships with cellular senescence markers including telomere lengths
(TL) and lymphocyte subsets in euthymic patients with type 1 BD and healthy

controls.

2.3. Methods

2.3.1. Subjects

Twenty-two euthymic female subjects with BD type 1 were recruited by
convenience sampling from outpatient treatment program (Porto Alegre,
Brazil). Only women took part in this study to avoid immunological
differences associated with sexual dimorphism (19). Age- and sex-matched
healthy controls also took part in this study. All subjects provided their written
informed consent before inclusion in the study approved by the Ethical
Committee of the institution. The BD type 1 diagnosis was based on clinical
interview and confirmed with the Structured Clinical Interview for DSM-IV-
Axis | Disorder (SCID-l) administered by an expert and well-trained
psychiatrist. All patients were euthymic at the time of blood collection.
Euthymia was defined by YMRS and HDRS scores < 8 (20). Exclusion
criteria to both patients and controls included: a) Presence of major axis |
psychiatric disorder such as psychotic disorder, mood disorder (for control

group), anxiety disorder or substance related disorder according to SCID-I; b)
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history of brain injury; c) presence of systemic diseases (including
hypertension, inflammatory diseases, such as rheumatoid arthritis or
infection) or neurological disorder, and d) use of any substance that may
induce immune or endocrine changes (exception of psychopharmacotherapy

for BD patients).

2.3.2. Blood collection and cell isolation

Twenty milliliters of peripheral blood were collected by venipuncture
between 10:00 AM - 12:00 PM and stored in EDTA tubes prior to analyses.
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by density
gradient centrifugation for 30 min at 900 g. Cells were counted by means of
microscopy (100x) and viability always exceeded 95%, as judged from their
ability to exclude Trypan Blue (Sigma). PBMCs were resuspended in
complete culture medium (RPMI-1640, supplemented with 0.5% gentamicine,
1% glutamine, 1% hepes, 0.1% fungizone, and 10% fetal calf serum, FCS; all
from Sigma) and we proceeded with immunophenotyping. An aliquot was

frozen in -80°C for posterior telomere length measurement.

2.3.3. Immunophenotyping

Briefly, fresh PBMCs were washed in flow cytometry buffer (PBS
containing 1% FCS and 0.01% sodium azide) and treated with Fc Block
solution for 20 min. In order to evaluate specific lymphocyte subsets, cells
were stained for 30 min with combinations of the following monoclonal
antibodies: anti-CD3 PECy5, anti-CD8 PE, anti-CD56 FITC, anti-CD28 FITC
(all from BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Immediately after staining,

cells were washed, resuspended and analyzed by flow cytometry. A
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minimum of 20,000 lymphocytes were identified by size (FSC) and
granularity (SSC) and acquired with a FACS Canto Il flow cytometer (BD
Biosciences). The instrument has been checked for sensitivity and overall
performance with Cytometer Setup & Tracking beads (BD Biosciences) prior
to data acquisition. Data were analyzed using the Flowjo 7.2.5 software (Tree

Star Inc., Ashland, Or, USA).

2.3.4. CMV serology

Aliquots of peripheral blood were collected without anticoagulant in
order to assess serum CMV-IgM (active disease or recent infection) or CMV-
IgG by chemiluminescent enzyme immunometric assays (ImmuliteTM
iImmunoassay system, Siemens, S&o Paulo, Brazil). The sensitivity and
specificity of these assays was estimated in >95%. Samples were considered
positive (reactive) for CMV when the values were above the cut off values:
CMV-IgG or CMV-IgM (> 1.0 Ul/mL). The intra- and inter-assay coefficients
of variation were less than 5%. The results are expressed in units

international per milliliter (Ul/mL).

2.3.5. Telomere length (TL) assessment

Genomic DNA was isolated from thawed PBMCs using PureLink™
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) following
manufacturer instructions. Quantification from DNA samples were made
using Qubit (Invitrogen). TL was measured as previously described by
Cawnthon with some modifications (21, 22). The TL measurement by the
guantitative PCR assay consists of determining the relative ratio of telomere

(T) repeat copy number to a single copy gene (S) copy number (T/S ratio) in
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experimental samples using a standard curve. This ratio is proportional to the
average TL. Then the ratio for each sample was normalized to a reference

sample present in all experiments.

Telomere and B-Globin (single copy gene) PCRs were done on
separate plates. Two master mixes of PCR reagents were prepared, one with
telomere primer pairs (tel-1, 5'-
GGTTTTTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGT-3; tel-2, 5'-
CCCGACTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTA-3) and the other
with B-Globin primer pairs (HBG1, 5'-
GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC-3; HBG2, 5-
CACCAACTTCATCCACGTTCACC-3'). The final telomere primers
concentrations were 250nM for both primers. And the final B-globin primer
concentrations were 400nM for both primers. The mix was also composed of
Power SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA). A
2,5ng (1uL) aliquot of Template DNA was present in each reation well. The
final volume of the reaction well was 10uL for B-globin and 25uL for

Telomere.

The standard curve was composed of a 5 points serial dilution of a
reference DNA. The DNA was from a single person and the dilution ranged
from 10ng to 0.62ng. The PCRs were all done on a 48-well StepOne™ Real-
Time PCR System (Applied Biosystems). The thermal cycling profile for
telomere amplification consisted of a preparation step of 10 min at 95°C,
followed by 40 cycles at 95°C for 15 sec, 56°C for 30sec, and 72°C for

30sec. The B-globin amplification profile was 95°C for 10 min followed by 40
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cycles of 95°C for 15 sec and 58°C for 1 min. After amplification, a melt curve

was done to confirm the specificity of the reaction.

2.3.6. Statistical analysis

All variables were tested for homogeneity of variances and normality
of distribution by means of the Levene and Kolmogorov-Smirnov tests,
respectively. Statistical interactions between categorical variables and group
were compared by means of the chi-square (X°) test. For continuous
variables, differences between groups were analyzed by Student t-test or
Mann-Whitney U test when appropriate. Analysis of co-variance (ANCOVA)
was performed entering BMI as covariate. As BD patients had higher BMI
than healthy controls (p=0.001), this parameter was entered as covariate in
subsequent analyses. The correlations were explored using Pearson’s test.
Statistical analyses were performed using the Statistical Package for Social
Sciences, SPSS Statistics 17.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). The

significance level was set at a < 0.05 (two-tailed).
2.4. Results

2.4.1. Clinical parameters and CMV serology

Demographic and clinical characteristics of the samples are
summarized in Table 1. None of the subjects showed IgM reactivity for CMV,
excluding acute viral infection. Although the prevalence of CMV serology was
the same between both groups (Control = 88.2% and BD = 90.9%, p = 0.18),
BD patients had significantly higher CMV-IgG titers than healthy controls, p <

0.01 (Fig. 1B), controlling for age and BMI.
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2.4.2. Telomere length (TL)

Peripheral blood mononuclear cells of BD patients had significantly
shorter telomeres compared to age-matched controls (Fig. 1A), p < 0.01,
controlling for age and BMI. TL was not associated with clinical parameters
(years of iliness, HDRS, YMRS). Remarkably, the CMV serology was found
associated with TL: the higher the anti-CMV IgG levels, the shorter the

telomeres (r= 0.42, p = 0.01), Fig. 1C.

2.4.3. Relationships between CMV serology and lymphocytes

We have recently observed significantly expansions of CD8+CD28- T
senescent cells in euthymic type 1 BD patients (10). Here, we found positive
associations between anti-CMV IgG and percentage of CD8+CD28- T cells
(r=0.35, p < 0.05) (not shown). We have also sought to investigate the
relationships between CMV serology and lymphocytes involved in controlling
viral infections (NK, NKT and CD8+CD28+ T cells). The CMV IgG levels
were found positively correlated with the percentage of NK cells (r=0.43,
p<0.05) (not shown). With respect to possible effects of pharmacotherapy, no
significant associations were found with the immunological measures (all

p>0.05, assessed by Mann-Whitney Tests).

2.5. Discussion

The accelerated cell aging was observed in euthymic type 1 BD
patients, as shown by shortened telomeres and expansion of CD8+CD28- T
cells which correlated with increased IgG anti-CMV serology. Our data
support previous studies reporting shortened telomeres in type 2 BD (8),

major depression (5, 7, 23, 24) or chronic psychosocial stress (25).
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Wolkowitz and colleagues reported an inverse correlation between duration
of MDD and TL (7). Recently, the mean TL was associated with lifetime
number of depressive episodes, but not with illness duration (8). The clinical
parameters were not associated with shortened TL in the present study.
Taken into account that only euthymic patients were included in this study,
one may speculate that accelerated cell aging in type 1 BD could be a trait
and not a state phenomenon. Longitudinal studies are necessary to better

explore the relationships between TL and clinical parameters in BD.

Accelerated telomere shortening may reflect stress-related oxidative
damage to cells and accelerated aging. Indeed, chronic psychosocial stress
has been reported as an important factor for telomere shortening in healthy
individuals (25) as well as in mood disorders (5, 6). The cycling characteristic
of the BD has been considered as a chronic stressor in BD (9). There is
evidence suggesting an imbalance between pro-oxidant/anti-oxidant states in
BD, leading to increased oxidative stress and telomere erosion (26). It has
been shown that BD patients have increased serum TBARS — a measure of
lipid peroxidation — across all mood states (26). Post mortem studies also
reported downregulation of genes involved with mitochondrial function in the

hippocampus and prefrontal cortex of BD patients (27, 28).

Accelerated cell aging can be also demonstrated by the expansion of
senescent CD8+CD28- T cells (10), associated here with increased 1gG
serology to CMV. Increased IgG serology to CMV has been observed during
human aging and associated with accelerated immunosenescence (18).

Interestingly, CMV has a pivotal role in driving CD8+CD28- T cell expansion
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during aging (29). We hypothesize that CMV may also have an important role
in accelerating cell aging in BD. The proportion of CD8+CD28- senescent T
cells increases with age (30, 31), and was associated with a poor immune
response after immunization (32, 33) and higher mortality risk (13). CD28 is
the main co-stimulatory receptor in T cells (34). Its expression on lymphocyte
membrane is fundamental for complete cell activation and proliferation after
T-cell stimulation, since that the loss of CD28 expression has a profound
impact on T cell function (35). It is believed that CD8+ cells down-regulate
CD28 expression after several rounds of proliferation since CD8+CD28- T
cells are resistant to apoptosis, have short telomeres, and proliferate poorly
(11, 12). CMV infection is known to reactivate during immunosuppression
periods, and mood disorders and BD have been characterized with
suppressed immune functions (36). The increased allostatic load in BD may
thus lead to higher CMV reactivation, expansion of senescent CD8+CD28- T

cells and telomere shortening.

We have also investigated the relationships between CMV serology
and lymphocytes involved in controlling viral infections (NK, NKT and
CD8+CD28+ T cells). Of special note, NK cells play an important role in the
recognition and regulation of virally infected cells and are particularly involved
in immunosurveillance against CMV (37). Here, the CMV IgG serology was
found positively correlated with the percentage of NK cells. These data
indicate that chronic CMV reactivations, as suggested by increased IgG but
not IgM levels, would elicit higher immunosurveillance by NK cells in order to

keep this ubiquitous viral infection under control.
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There is no evidence linking CMV infection with the etiology of BD. No
study reported increased risk for CMV infection in BD patients nor correlated
CMV serology with clinical severity. Two previous studies reported higher
CMV IgG serology in bipolar patients as compared to healthy controls (38,
39), but no correlations with clinical or immune parameters were explored.
The idea that microbial agents may cause psychiatric diseases has a long
history. For instance, the protozoan Toxoplasma gondii and CMV have been
linked to the development of schizophrenia, although with modest odds ratios
(40). The most important CMV clinical presentations are congenital and
systemic infections in immunosuppressed subjects. Congenital infections
may produce mental retardation, visual impairment, hearing loss and other
deficits in the newborn. The CMV reactivations in immunosuppressed
individuals, as occurs in HIV and transplantation, lead to various clinical
consequences including encephalitis, pneumonia, hepatitis, retinitis and
hepatitis (41). Interestingly, the CMV induces the production of prostaglandin
E2 in human fibroblasts and the COX-2 inhibitor strongly blocks the viral
replication in these cells (42). In addition, a major CMV envelope glycoprotein
(gB) upregulates the expression of NFkB (43), a key transcription factor to
pro-inflammatory  genes. Therefore, the pro-inflammatory state
(immunological imbalance) repeatedly reported in BD could be directly

involved with CMV reactivations.

This study has some limitations. Because of its cross-sectional design,
we cannot rule out that type 1 BD patients were born with shorter telomeres

than healthy controls or that BD patients with shortened BD are more prone
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to psychopathology. Although pharmacotherapy was not associated with TL
and immune variables, the use of psychotropic drugs may be another
confounding factor. However, mood stabilizers and antidepressants have
been shown to protect against oxidative stress in rodents (44, 45) and
theoretically to telomere erosion. In addition, the modest sample sizes may

reduce the generalizability of our findings.

Our data concur to the hypothesis of a process of accelerated aging in
mood disorders (6), as shown here by shortened telomeres and expansion of
senescent T cells. This study also indicates that CMV infection may be a
driving force in the process of early immunosenescence in BD. Future
studies should explore the clinical significance of these findings in a

prospective setting.
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FIGURE LEGEND

Figure 1. Reduced telomere length (T/S) and higher serology to CMV in BD.
Figure A shows the telomere shortening in the BD group as compared to
controls. Figure B shows the elevated serum titers of anti-CMV 1gG in BD
patients. T/S ratio = relative ratio of telomere (T) repeat copy number to a
single copy gene (S) copy number. ** p < 0.01, Student t-test.
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Table 1. Characteristics of the studied populations.

Healthy Controls BD P-value
N 17 22 -
Age (M + SD) 39.47 + 12.89 44.62 +9.30 0.15
BMI (M + SD) 23.61 + 1.60 28.99 + 555 0.001
Years of illness (M and
interval) _ 245 (1-23) -
HDRS (M + SD) - 5.27+235 -
YMRS (M % SD) - 218+244 -
Lithium - 15 -
Antidepressants - 10 -
Antipsychotics - 7 -
Anticonvulsants - 4 -

Data shown as mean (M) * standard deviation (SD). Abbreviations:
BMI, body mass index, Bipolar disorder (BD), Cytomegalovirus (CMV),
Hamilton Depression Rating Scale (HDRS) and Young Mania Rating Scale
(YMRS). Data were analyzed by Student t test.
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3. Conclusdes e perspectivas

O Transtorno Bipolar € uma doenca crbnica, progressiva, altamente
debilitante e que apresenta uma alta prevaléncia na populagcdo mundial, no
entanto a etiologia e patofisiologia deste transtorno ainda sdo pouco
conhecidos. Diversos estudos vém demonstrando altera¢des imunoldgicas
no TB, como, por exemplo, um aumento nos niveis de citocinas pro-
inflamatérias e uma maior propor¢cdo de linfécitos ativados no sangue
periférico. A hipétese envelhecimento acelerado no TB e outros transtornos
de humor é uma ideia crescente neste ramo cientifico, e se baseia
fundamentalmente no encurtamento telomérico encontrado em células

sanguineas destes pacientes.

Em um estudo recentemente publicado por nosso grupo de pesquisas
relatamos algumas alteracdes imunolégicas em pacientes com TB (26).
Mostramos que, na presenca do mitdgeno fitohemaglutinina, PBMCs de
pacientes com TB tendem a produzir uma resposta do tipo Thl. Estes
pacientes também apresentaram uma diminuicdo no percentual de células T
regulatérias (CD4+CD25+FoxP3+) circulantes e aumento na proporcao de
células senescentes (CD8+CD28-). Além disso, linfocitos de pacientes com
TB apresentaram uma maior forsforilacdo de ERK1/2 (extracellular-signal-
regulated kinases), uma proteinas relacionada a processos de ativagao,
sobrevivéncia e proliferacdo celular. Intrigantemente, estes processos
parecem convergir e possivelmente serem responsaveis pelo processo de
imunossenescéncia destes pacientes (aumento de células CD8+CD28- e

encurtamento dos telomeros) (Fig. 5).
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No presente trabalho, relatamos que pacientes com TB apresentam
maiores taxas de infeccdo por CMV. Além disso, quanto maiores foram as
taxas de infeccdo, maiores as propor¢cdes de células CD8+CD28- e menor o
comprimento telomérico. Estes dados demonstram que a infeccao latente,
assintomatica e aparentemente inofensiva caracteristica do CMV pode estar

modulando o processo de desbalanco imunoldgico presente no TB (Fig. 5).

O modelo transversal adotado neste trabalho torna incapaz de
demonstrar se esta infeccao € a responsavel inicial pela desregulagdo imune
que ocorre no TB e 0 porqué desses pacientes apresentarem uma maior
taxa de infeccdo por CMV. Assim, mais estudos sdo necessarios para
esclarecer o papel da infeccdo por CMV nas alteracdes imunoldgicas

apresentadas no TB.
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Fig 5. AlteragGes imunoldgicas presentes no TB e sua possivel relagdo na indugdo de imunossenescéncia
precoce nestes pacientes.
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