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Rangel, SC. Analise da expresséo de Retrovirus Endégenos Humanos em pacientes
com transtorno bipolar e esquizofrenia [Dissertagao]. S&do Paulo: Universidade Santo
Amaro; 2023.

RESUMO

Introdugao: Os retrovirus endogenos foram incorporados ao genoma humano
durante os ultimos milhdes de anos por meio de interagcbes destes elementos com
células germinativas dos nossos ancestrais, e, neste caso, sdo denominados como
Retrovirus Endégenos Humanos (HERVs). Os HERVs representam 8% do genoma
humano e possuem diversos papeis na fisiologia humana, acredita-se que eles
possam mediar a patogénese de algumas doengas, como as doengas
neuropsiquiatricas. O transtorno bipolar (TB) e a esquizofrenia (ESQ) s&o transtornos
mentais (TM) sem etiologia conhecida, que afeta pessoas no mundo todo. Acredita-
se que estas doencas estejam envolvidas a um perfil inflamatorio caracterizado pelo
aumento de citocinas pro-inflamatérias e ha evidéncias de que possa existir uma
relacdo entre a expressdo de HERV e a inflamag&o. Objetivo: Avaliar o perfil de
expressado de HERV-W-env e o perfil inflamatorio em pacientes diagnosticados com
transtorno bipolar e esquizofrenia. Método: Foram avaliados 48 pacientes
diagnosticados com transtorno bipolar e esquizofrenia, além de 46 individuos para o
grupo controle saudavel. Duas amostras de sangue foram coletadas de cada
voluntario, uma para a analise de expressao de HERV (RNAm por PCR) e outra para
analise dos niveis de citocinas pré e anti-inflamatodria. Resultados: A expressao de
HERV-W-env foi significativamente maior em pacientes com TM (p<0,01). O grupo
ESQ exibiu maior expressao de HERV-W-env que controles (p<0,01). As proporgdes
de TNF-a/lL-4 e TNF-a/IlL-10 foram maiores em pacientes com TM, com
concentracbes mais baixas de IFN-y/IL-10. Correlagdo positiva entre expressao
HERV-W-env e razbes TNF-a/IL-10 e IFN-y/IL-10 (r=0,48 p<0,05 e r=0,46 p<0,05,
respectivamente) e correlagdo negativa entre HERV-W-env expresséao e IL-10 (r=-
0,47 p<0,05) foram encontradas em pacientes com TB. Conclusao: Esses achados
sugerem uma possivel ligagdo entre a expressao de HERV-W-env e a resposta
inflamatoria em pessoas com TB e ESQ e uma possivel regulagdo deste perfil

inflamatorio em pacientes com TB.

Palavras-chaves: Retrovirus Endogeno Humano, perfil inflamatorio, transtorno

mental.



Rangel, SC. Analysis of Human Endogenous Retrovirus expression in patients with
bipolar disorder and schizophrenia [Dissertation]. Sdo Paulo: Universidade Santo
Amaro; 2023.

ABSTRACT

Introduction: Endogenous retroviruses have been incorporated into the human
genome over the last million years through interactions between these elements and
the germ cells of our ancestors, and in this case they are referred to as Human
Endogenous Retroviruses (HERVs). HERVs represent 8% of the human genome and
play various roles in human physiology, and it is believed that they may mediate the
pathogenesis of some diseases, such as neuropsychiatric disorders. Bipolar disorder
(BD) and schizophrenia (SQ) are mental disorders (MD) with no known etiology that
affect people all over the world. These diseases are believed to be involved in an
inflammatory profile characterized by an increase in pro-inflammatory cytokines and
there is evidence that there may be a relationship between HERV expression and
inflammation. Objective: To evaluate the expression profile of HERV-W-env and the
inflammatory profile in patients diagnosed with bipolar disorder and schizophrenia.
Method: 48 patients diagnosed with bipolar disorder and schizophrenia were
evaluated, as well as 46 individuals for the healthy control group. Two blood samples
were taken from each volunteer, one for analysis of HERV expression (MRNA by PCR)
and the other for analysis of pro- and anti-inflammatory cytokine levels. Results:
HERV-W-env expression was significantly higher in TM patients (p<0.01). The ESQ
group exhibited higher HERV-W-env expression than controls (p<0.01). The
proportions of TNF-a/lL-4 and TNF-a/IL-10 were higher in TM patients, with lower
concentrations of IFN-y/IL-10. Positive correlation between HERV-W-env expression
and TNF-a/IL-10 and IFN-y/IL-10 ratios (r=0.48 p<0.05 and r=0.46 p<0.05,
respectively) and negative correlation between HERV-W-env expression and IL-10 (r=-
0.47 p<0.05) were found in TB patients. Conclusion: These findings suggest a
possible link between HERV-W-env expression and the inflammatory response in
people with TB and ESQ and a possible regulation of this inflammatory profile in TB
patients.

Keywords: Human Endogenous Retrovirus, inflammatory profile, mental disorder.
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1. INTRODUGAO
1.1 Retrovirus Endégenos Humanos (HERVS)

O genoma humano €& composto por aproximadamente 3,0 bilhdes de
sequéncias de pares de bases, as quais cerca de 8% s&o derivadas de elementos
retrovirais. Os Retrovirus Endogenos foram adquiridos durante os ultimos milhdes de
anos por meio de um processo de integragao viral de retrovirus exdgenos, ja extintos,
nas ceélulas germinativas de nossos ancestrais, eles s&o descritos em todos os
vertebrados. Quando se refere aos humanos, os Retrovirus Endogenos sé&o
denominados como Retrovirus Endégenos Humanos (HERVs)."2

O processo de endogenizagédo das diversas familias de HERVs ocorreu em
varios e diferentes momentos ao longo da evolugdo, o que proporcionou a fixagéo
destes virus no genoma em diversos momentos. Sua transmissao, inicialmente,
ocorreu de diversas maneiras: de forma horizontal, como acontece em um virus
infeccioso através de contato direto ou indireto, por retrotransposi¢cdo, ou seja,
processos genéticos por quais segmentos de material genético (como sequéncias de
DNA ou RNA) sdo copiados e inseridos em diferentes locais do genoma de um
organismo, e transmissdo hereditaria, onde a heranga de caracteristicas genéticas
sdo passadas dos progenitores para a prole. Para que ocorresse a sua perpetuagéo
de forma enddgena, posteriormente, a transmissao n&o ocorreu de maneira horizontal,
e sim por via vertical de maneira mendeliana (transmissdo hereditaria) entre as

geragdes, conforme representagéo na Figura 1.34

Figura 1 - Integracao e transmissao retroviral endégena de primatas e humanos

Endogenization
and horizontal
transmission

Ancient Exogenous Retrovirus ’

ao longo da evolugao

|
1
1
1
24 I
I
I
I
|
|

Germ line cell

Hereditary
transmission

Fonte:®
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Os retrovirus exogenos que deram origem aos HERVs podem ter infectado as
células germinativas de primatas ou de outros ancestrais como alvo principal, ou
infectaram esta populagdo por acaso. Independente da origem de infeccdo desses
diversos HERVs, a principal forma que favoreceu a endogenizagdo desses virus se
deu em virtude da capacidade do ciclo de todos os retrovirus que dependem da
insercdo do genoma viral no genoma do hospedeiro como parte do seu ciclo
replicativo.® Esse processo de endogenizagéo foi possivel de ser demonstrado por
meio de ensaios que utilizam ovos fertilizados e infectados com virus de leucose
aviaria.”

Mais de 30 familias de ERVs ja foram descritas e o nome de cada familia
considera o sitio de iniciagdo do primer onde comega a transcrigdo reversa, um
exemplo seria o HERV-W, ja que é classificado dessa forma pois possui o triptofano

no sitio de inicio.®

Assim como os retrovirus exogenos, os HERVs possuem estrutura proviral
tipica e sdo classificados como retrovirus simples. Eles possuem duas regides
promotoras idénticas denominadas Long Terminal Repeats (LTRs) e uma sequéncia
de quatro genes retrovirais basicos: gag, responsavel pela codificagdo das proteinas
da matriz estrutural (MA), capsideo (CA) e nucleocapsideo (NC); pro, responsavel
pelas enzimas envolvidas no ciclo de vida viral, a protease (PR); pol, responsavel pela
codificagdo das enzimas virais, a transcriptase reversa (RT) e integrase (IN) e env,
responsavel pela codificagdo das glicoproteinas da superficie do envelope viral (SU)
e transmembrana (TM), (Figura 2).1:6:9

Figura 2- Estrutura geral de um provirus HERV.

genomic RNA
f \

RIB{valca 8] = [(ReTm ] sv [[ov)dedx
0 (MM EIFRIEREEED |

€ LTR-> «— gag —>< pro »¢— pol —>¢— env —> €< LIR->

i J

proviral DNA

o i |

Adaptado fonte: ©
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Eles pertencem aos elementos transponiveis (TEs) de classe | do nosso
genoma, e sdo conhecidos como retrotransposons, sendo caracterizados por um ciclo
de transposi¢cao que envolve uma etapa de transcricdo para RNA e a transcrigao
reversa desse RNA em DNA, sendo inserido em uma nova posigdo no genoma e
podendo interagir com fatores celulares. Devido a eventos mutacionais,
recombinacbes e dele¢gdes durante a evolugdo, a maioria destes elementos
encontram-se de forma incompleta ou possuem mutacdes deletérias, tornando-os
incapazes de replicar de maneira infectiva, contudo, o virion ainda pode ser formado
por meio da expresséo independente de suas proteinas virais oriundas de seus genes
localizados em regides distintas do genoma humano podendo influenciar certos
controles genéticos do hospedeiro.”-10

No entanto, ndo se conhece o potencial infeccioso dessas particulas virais e
em virtude da presenga no genoma humano e expressdo de suas proteinas, é
esperado que, de fato, esses HERVs possam, de alguma maneira, apresentar papéis
reguladores em nosso genoma. Esses detalhes ser&o discutidos a seguir 7'

1.1.1 Papel dos HERVs na Fisiologia Humana

Os HERVs podem atuar na fisiologia humana por ag&o direta das proteinas
virais ou por agao promotora de suas LTRs, regulando assim genes adjacentes a ela.
12 Essas agOes serdo detalhadas a seguir

O HERV da familia W (HERV-W) possui um papel central no processo de
placentagéo, onde o gene envelope viral do HERV-W codifica a proteina Sincitina-1,
que atua mediando a fuséo de trofoblastos em sinciciotrofoblasto durante a formagao
embrionaria, tornando-se essencial para a etapa da embriogénese humana. O
sinciciotrofoblasto é fundamental para a facilitacdo de transferéncia de nutrientes,
producdo de hormdnios e protecdo do feto. O HERV-FRD também contribui na
regulagéo negativa da imunidade humana contra o feto, contribuindo para a preveng¢ao
de possivel rejeigdo.’+'3 Além disso, em consequéncia da sua ativagido em atividade
de reparo tecidual, dados indicam que a Sincitina-1 também esta envolvida na
estimulagdo da fusdo celular de mioblastos, onde existe expressdo do gene do
envelope dos HERV, tornando possivel a associacdo entre HERVs e reparo
muscular.'*'5 A atividade fusogénica do en do HERV-W (Sincitina-1) parece ser
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dindmica e mostra-se atualmente em outros aspectos também, como no caso da fusao

de fagdcitos mononucleares para formagao dos osteoclastos.®

Além da acgao fusogénica da Sincitina-1, as LTRs de HERV também podem
regular a expressdao de varios genes (amilase, endotelina-b, pleiotrofina,
apolipoproteina-C1), por exemplo, as LTRs de HERV-E, atuam como um

intensificador para o gene da amilase humana. "’

A expressdao dos HERVs pode, mesmo que indiretamente, interferir
positivamente no controle de algumas doengas, como é o caso da imunodeficiéncia
humana (HIV). Estudos anteriores apontam que linfocitos T CD4+ de individuos
adultos infectados pelo HIV apresentam presenca de peptideos derivados de HERYV,
onde estimulam, resposta de linfocitos T CD8" a antigenos de HERV, e essas
respostas sdo ausentes em individuos saudaveis, ou seja, alguns linfécitos T
especificos para HERVs, conseguem eliminar as células infectadas pelo virus do HIV

de maneira indireta.'®1°

No entanto, estudos indicam que os HERVs também sao frequentemente
associados como possiveis agentes etiolégicos ou mediadores da patogénese de

doencas crénicas, autoimunes, cancer, doengas neuroldgicas e neuropsiquiatricas. 1
1.1.2 Os HERVs e seu papel na patogénese de doengas

Muitos estudos indicam a relagdo entre a expressao de HERV e doencas
autoimunes,?%?! pois acredita-se que estes retrovirus endégenos tém a capacidade
de estimular uma resposta imune e induzir resposta a antigenos préprios, porém o
mecanismo pelo qual isso pode ocorrer ainda nao esta totalmente esclarecido. Dentre
0S mecanismos propostos de autoimunidade, temos o mimetismo molecular. Este
fenbmeno ¢é caracterizado quando existem regides que apresentam alguma
similaridade entre as moléculas de um patégeno com seu hospedeiro, o que poderia
resultar em uma construgcédo de resposta imune contra um antigeno do patogeno e
consequentemente responder de forma cruzada contra um antigeno proéprio, assim

uma proteina de HERV pode ser responsavel por ativar uma resposta autoimune.??

O HERV-W foi identificado pela primeira vez em pesquisas com pessoas
portadoras de Esclerose Multipla (EM)." A EM é uma doenga autoimune do sistema

nervoso central (SNC), é caracterizada pela lesdo das bainhas de mielina, porém sua
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etiologia ndo é totalmente compreendida.®?3 Outra doenga estudada é a artrite
reumatoide, que também possui etiologia desconhecida, porém apresenta um carater
auto-inflamatoério das articulagdes sinoviais, demonstrada por perfil de resposta
humoral e celular. Pesquisas demonstraram que pessoas portadoras da doenca
apresentaram anticorpos especificos contra proteinas de envelope de alguns HERVs.3

De fato, estudos prévios que buscaram compreender a patogénese da EM
revelaram que, existem sitios de similaridade entre a glicoproteina da mielina de
oligodendrdcito (MOG) e a proteina de HERV.?* Quando existe uma ativagao anormal
de alguns HERVs, acredita-se que possam existir efeitos pro-inflamatoérios,
ocasionando a desregulagdo do sistema imunologico e culminando na resposta

autoimune.?3:25

De maneira semelhante, a transativacdo dos HERVs podem ser mediada por
infeccdo por virus exdgenos, como virus da gripe A, virus da dengue, hepatite B e
Epstein Barr, também podem desencadear a ativagcdo dos HERVs.?6 OQutras
alteragdes quimicas e fisicas também podem ativar os HERVs, como alguns
medicamento e radiagdo por UV, respectivamente.* Dessa forma, podemos concluir
que diversos sio os fatores que podem favorecer para que ocorra a expressao desses
HERVs, e talvez, contribuir de maneira multifatorial para o desenvolvimento dessas
doengas sem etiologia estabelecida.

Os HERVs também podem ativar multiplas vias sinalizadoras oncogénicas. A
familia de HERV-K pode contribuir para algumas doengas, como por exemplo, cancer

de ovario, mama, prostata, melanoma e cancer de células germinativas.?’-2°

Além disso, os HERVs também podem estar relacionados com doencas
neuropsiquiatricas, como descrito anteriormente. Estudos apontam que as doencgas
relacionadas a transtornos mentais graves possam ter um nivel de expresséo maior,
principalmente da familia de HERV-W."%:30 Os detalhes serao discutidos nos tépicos a

seqguir.
1.2 Transtornos mentais

Os transtornos mentais (TM) s&o as principais causas de incapacidade em todo
o mundo, representando cerca de 37% dos anos de vida saudaveis perdidos por

doengas.?' A atual classificagdo dos transtornos mentais de acordo com a American
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Psychiatric Association (DSM-5, 2014) descreve estes em 21 grupos de transtornos.
Uma metanalise com estudos internacionais realizado entre os anos de 1980 e 2019
revelou que o numero de casos de transtornos mentais em todo o mundo somente no
ano de 2019 foi de 970 milhdes, neste trabalho destacamos o transtorno bipolar (TB)
e esquizofrenia (ESQ), (40 e 24 milhdes respectivamente).32:33

Estes transtornos ndo possuem etiologia definida e geralmente séao
multifatoriais, como por exemplo, genes e historico familiar, estresse, experiéncias
traumaticas, uso de alcool e drogas, exposi¢ao da mae a virus e produtos téxicos
durante a gravidez. Atinge diferentes tipos de pessoas, independente de idade,
género, cultura ou classe social que estdo inseridas.>* Nos paises de baixa e média
renda, aproximadamente de 76% a 85% das pessoas com transtornos mentais ndo
recebem tratamento adequado, ou nenhum tipo de tratamento para o transtorno. A
taxa dos transtornos mentais esta crescendo com impactos significativos sobre a

salde e as consequéncias sociais e econdmicas em todo o mundo. 3’

Dentro dos transtornos mentais, cada um ira se apresentar de uma forma,
porém, geralmente estdo associadas por uma série de pensamentos, percepgoes,
emocoes e comportamentos diferentes dos esperados, o que pode afetar as relagcdes
sociais com outras pessoas.®® O tratamento geralmente é feito por meio de uma
abordagem complementar, entre a administracdo de farmacos, terapias
comportamentais e psicoterapias. Estudos indicam que cerca de um ter¢co dessas
pessoas ndo respondem ao tratamento medicamentoso de uma maneira eficaz a

longo prazo.33:3%
1.2.1 Transtorno bipolar

O TB refere-se a um grupo de transtornos afetivos, caracterizado por episodios
maniacos ou hipomaniacos, alternando com episddios depressivos recorrentes. Os
episédios de mania se caracterizam por humores anormais e persistentemente
elevados, expansivos ou irritaveis, com duracdo minima de uma semana, com
presenca de trés ou mais sintomas relacionados, como: autoestima elevada ou
grandiosa, redugédo da necessidade de sono, individuo mais loquaz que o habitual,
aceleracédo psicomotora, distraibilidade, agitagdo psicomotora e comportamento de
risco. Ja os episddios de hipomania sdo menos intensos que os da mania, por pelo

menos quatro dias, deve haver trés ou mais sintomas bem demarcados de humor
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persistente elevado, irritado ou expansivo, ndo pode haver sintomas psicoticos e os
sintomas nao perturbam claramente o funcionamento profissional ou social, n&o
havendo necessidade de hospitalizagdo.3® O principal tratamento é o farmacoldgico,
através de antipsicéticos, antidepressivos, de acordo com os episddios de humor de
cada paciente.%6

1.2.2 Esquizofrenia

A ESQ é um transtorno caracterizado por sintomas positivos (quando ha
sintomas de perda de contato com a realidade, como delirios e alucinag¢des), sintomas
negativos (quando ha motivacdo prejudicada, reducdo na fala espontanea e
retraimento socias) e comprometimento cognitivo (quando ha comprometimento no
processo de pensamentos). Os sintomas positivos tendem a regredir, enquanto os
negativos e cognitivos tendem a ser crénicos. Pode ainda ser definida a partir de
alteragdes de um ou mais dos cinco dominios, sendo eles: delirios, alucinagdes,
pensamento (discurso) desorganizado, comportamento motor grosseiramente
desorganizado ou anormal. Eles s&o definidos a partir de anormalidades em um ou
mais dentre os cinco sintomas: delirios, alucinagdes, discurso desorganizado,
comportamento grosseiramente desorganizado ou cataténico e sintomas negativos,
devem estar presentes com duragdo significativa por, pelo menos, um més.> O
tratamento consiste em grande parte na administragdo de medicamentos
antipsicoticos que ajudam a controlar principalmente os sintomas positivos

combinados com terapias psicéticas.?’
1.3 Resposta inflamatéria desencadeada nos transtornos mentais

O objetivo da resposta inflamatoria é estabelecer a homeostase, sendo assim,
o organismo produz mediadores pré e anti-inflamatorios que pode ser causada tanto
por fatores exdgenos, quanto por fatores enddgenos. Durante uma resposta
inflamatoria, as células do sistema imunolégico produzem citocinas, que sao
mediadores moleculares responsaveis pela comunicagdo com outras células do
sistema imunoldgico. Estudos indicam que as vias de comunicagao entre o sistema
nervoso central e o periférico sdo de forma bidirecional, por meio da barreira
hematoencefalica que pode desempenhar um papel na transmissdo de sinais de

citocinas, seja de forma diretamente por um transporte ativo ou indireta, através de
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segundos mensageiros. Pesquisas sugerem que pessoas com diferentes tipos de

transtornos mentais podem ter estas citocinas a nivel sérico alterados.38-3

As respostas inflamatorias crénicas podem ter consequéncias negativas para a
saude fisica e mental. No TB, € presente elementos pré inflamatérios de elevagdes
centrais e periféricas. Podem apresentar algumas variagdes entre os estudos, mas,
em geral, o paciente com TB demonstra maiores concentracdes séricas de TNF-q,
receptor 1 de TNF soluvel (sTNF-R1), IL-1p3, IL-4, receptor soluvel de IL-2 (slL- 2R) e
receptor de IL-6 soluvel (slL-6R) em comparagdo com controles saudaveis. A
elevagdo nas citocinas pro-inflamatoria, em especifico a IL-6 durante as fases
depressivas aumenta a probabilidade de uma transicdo subsequente para a mania.
Na fase aguda, as células da microglia atuam reduzindo danos neurais, porém em
episodios repetidos de humor, como no transtorno bipolar, tornam essas células
ativadas, tornando o equilibrio homeostatico sobrecarregado e propenso a um
ambiente inflamatério constante.*® Evidéncias sugerem que os pacientes com TB
apresentam um estado inflamatério crénico de baixo grau, podendo ser aprimorado
durante episodios agudos de humor e em estados mais avangados da doenga,

podendo exacerbar outros mecanismos patoldgicos.*!

Os pacientes com esquizofrenia também apresentam processos inflamatorios
associados a marcadores proé-inflamatérios periféricos e centrais aumentados, genes
codificadores do sistema imunoldgico e infec¢gdes associam-se a fatores de risco ao
desenvolvimento da doenga.*? Os fatores genéticos de riscos podem promover a
inflamacao associados por fatores ambientais de estresse e alteracbes do sistema
imunologico. As alteragbes neuromediadoras descritas na esquizofrenia (dopamina,
serotonina e glutamato) também séo descritas na neuroinflamagéo de baixo grau e
podem representar os desencadeantes do inicio dos sintomas da doencga. A IL-6 € a
citocina aumentada que apresenta mais constdncia em todas as fases da
esquizofrenia, porém outras citocinas também se encontram em niveis alterados, por
exemplo, a proteina C reativa, TNF-a e IFN-y.#3 Em um estudo com camundongos foi
administrado injegdo, eles concluiram que altos niveis desta citocina na fémea durante
a gestacgéo, causaram sintomas semelhantes a esquizofrenia na prole durante a vida

adulta, esses sintomas puderam ser revertidos por anticorpos anti-IL-6.44

Embora nem todos os individuos descritos com os transtornos mentais

apresentem marcadores da inflamacado elevados, € notavel que os processos
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inflamatorios podem contribuir para a etiologia destes transtornos e afetar os padrées
de respostas aos tratamentos, muitos farmacos anti-inflamatérios tém sido estudados
para auxiliar nos tratamentos medicamentosos destes transtornos e apresentam
resultados promissores. Como a barreira hematoencefalica regula o transporte de
micro e macromoléculas entre o sangue periférico e o SNC, a ruptura desta barreira
fica associada com condi¢cbdes inflamatérias cerebrais. O papel crescente da
inflamacgéo e do estresse oxidativo na fisiopatologia dos transtornos mentais pode
indicar esta associagao da ruptura da barreira hematoencefalica com a diminui¢gao da
protecdo do SNC, aumentando a permeabilidade para as citocinas pro-inflamatérias

do sangue periférico para o cérebro.4%46
1.4 HERV e transtornos mentais

Ndo existem muitos estudos indicando a contribuicdo desses elementos
transponiveis para a etiologia dos transtornos mentais ou como parte de seu processo
patogénico, porém ha evidéncias sobre como a retrotransposicdo desempenha um
papel importante na formagdo do mosaicismo somatico que explica a especificagao
funcional das células cerebrais. Alguns estudos indicam que a expresséo de algumas
sequéncias de HERVs aparecem em pacientes com transtornos mentais,
especialmente aqueles com esquizofrenia e transtorno bipolar. Respostas imuno-
inflamatdrias tém sido associadas com esses tipos de manifestagdes assim como

varias infecgbes exdgenas virais podem afetar os riscos dos transtornos mentais.*’

Alguns estudos indicam que o HERV da familia W pode estar associado com a
esquizofrenia, pois seu nivel de expressdo encontra-se aumentado de forma
significativa no sangue destes pacientes. A Sincitina-1 pode induzir inflamag¢ao com
efeitos semelhantes aos dos superantigenos, ativando assim o sistema imune inato,
estudos indicam que este fendmeno pode ativar uma cascata pré-inflamatéria e
autoimune. Outro estudo demonstrou que a proteina c reativa (PCR) pode ser ativada
pela proteina viral Sincitina-1 o que poderia desencadear o aumento da PCR em
células gliais em pacientes com esquizofrenia.*®4° A presenca de proteinas de HERV-
W em amostras de soro de pacientes com esquizofrenia foi descrita por Perron et al.
em um estudo onde 23 de 49 individuos com esquizofrenia apresentaram antigenemia
positiva para proteina de envelope de HERV-W, contra o grupo controle saudavel
onde apenas 1 de 30 individuos foi positivo, esse dado indicam que talvez a Sincitina-

1 pode estar envolvida no processo de desenvolvimento da esquizofrenia.>®
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Temos evidéncias que mostram uma expressao elevada desses retrovirus em
pacientes com esses transtornos mentais. Além disso, aparentemente a expressao de
HERV-W pode estar associada com uma redugéo da densidade neuronal de regides
de hipocampo e impacta na morfologia dendritica dos neurénios de individuos com
esquizofrenia.’! Esses dados apontam que possa haver uma acdo direta dos
retroelementos com alteragées morfolégicas neuronais de pacientes com transtornos
mentais. Também, postula-se se ha um papel inflamatério na manifestacdo dos
quadros psiquiatricos caracterizado pelo aumento de citocinas pro-inflamatorias
séricas nesses individuos. No entanto, ndo se sabe quais sdo os elementos que

contribuem para esse aumento.

Um estudo realizado com amostras de cérebro humano post mortem em
pacientes com diagndsticos psiquiatricos (n=111) e controles saudaveis (n=55)
analisou sequenciamento de RNA para investigar expressao global de HERV. Os
resultados mostraram que os pacientes com esquizofrenia e transtorno bipolar
expressaram de forma elevada mais genes de HERV-W em relagdo aos controles
saudaveis.?? Alguns estudos ja buscaram identificar a presenga de HERV em soro de
pacientes e em comparagdo com os grupos controles ha um aumento na expressao
de HERV-W em pacientes com esquizofrenia, também foram analisados em células
mononucleares do sangue periférico (PBMC), onde a expresséo foi aumentada duas
vezes em comparagao com o controle. Acredita-se que a expressao de HERV-W esta
envolvida em cerca de 50% na patogénese dos pacientes com esquizofrenia e

transtorno bipolar.>?

Os transtornos mentais apresentam um carater inflamatoério e acredita-se que
a expressao dos HERVs possa estar relacionada com uma potencializacdo dessa
resposta inflamatoria. '#° De fato, o papel dos HERVs em doengas inflamatérias tem
sido consideravelmente estudado, no entanto ndo ha muitos dados na literatura que
tentaram buscar se ha associagdo entre as condi¢gdes inflamatorias e a expressao
desses HERVs nos transtornos psiquiatricos aqui mencionados. No entanto os dados
pontuais de resposta humoral anti HERV, expressdo elevada desses virus e a
condicao inflamatoria descrita nesses pacientes pode indicar um papel dos HERVs na
patogénese desses transtornos mentais.
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2 JUSTIFICATIVA

Os transtornos mentais representam uma das principais causas de
incapacidade em todo o mundo, responsaveis por aproximadamente 37% dos anos
de vida saudavel perdidos. As manifestagdes psiquiatricas apresentam uma série de
pensamentos, percepc¢des, emogdes e comportamentos fora do padréo esperado, o
que impacta de maneira significativa as relagdes sociais dos individuos, muitas vezes
as atividades de vida diarias encontram-se comprometidas, o que demanda muitas

vezes a atengao de cuidadores e familiares.

Apesar da importancia desses transtornos mentais, as condi¢des etioldgicas e
patogénicas das manifestagbes psiquiatricas ainda sdo pouco compreendidas.
Embora os HERVs sejam estudados em outras doengas imunomediadas, vastas
evidéncias apontarem para o possivel papel etiolégico dos HERVs com essas
doencas. Ainda sao poucos estudos que dedicaram esfor¢cos para estudar essa
associagao nas doengas psiquiatricas. Temos algumas evidéncias que mostram uma
expressao elevada desses retrovirus em pacientes com esses transtornos mentais.
Além disso, aparentemente a expressao de HERV-W pode estar associada com uma
reducdo da densidade neuronal de regides de hipocampo e impactar na morfologia
dendritica dos neurdnios de individuos com esquizofrenia. Esses dados apontam que
talvez possa haver uma agao direta dos retroelementos com alteragdes morfologicas

neuronais de pacientes com transtornos mentais.

Também, postula-se que haja um papel inflamatorio na manifestagdo dos
quadros psiquiatricos caracterizado pelo aumento de citocinas pro-inflamatorias
séricas nesses individuos. No entanto, ndo se sabe quais sdo os elementos que

contribuem para esse aumento.

Nesse contexto, investigar a presenga, niveis de expressdao de HERV-W e
estudar a concentragcao de citocinas pro e anti-inflamatoria séricas desses pacientes
podera trazer dados importantes dessa associacdo ou correlacdo e quem sabe
adicionar pegas para compreender o papel desses retroelementos com a patogénese
da doenga, seja por aspecto direto, ou estimulando ou uma possivel
imunopatogenicidade em transtornos mentais de carater inflamatério. Ainda, e talvez,
os dados gerados nesta pesquisa também poderdo servir como possiveis
biomarcadores moleculares para os quadros e manifestagdes da doenca.
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3 OBJETIVOS
3.10bjetivo Geral

Avaliar o perfil de expressdao de HERV da familia W em pacientes com
diagndstico de transtorno bipolar e esquizofrenia.

3.20bjetivo Especifico

- Determinar o perfil de concentragdo de citocinas pro inflamatoérias e anti-
inflamatorias em individuos com transtorno bipolar, esquizofrenia e grupo

controle.

- Correlacionar o perfil de expressao de HERV-W-env com o perfil prd
inflamatério e anti-inflamatério dos pacientes com transtorno bipolar,

esquizofrenia e grupo controle.
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4 MATERIAIS E METODOS
Trata-se de um estudo transversal do tipo caso-controle.
4.1Casuistica

Os pacientes selecionados para este estudo foram pacientes voluntarios ja
diagnosticados com transtorno bipolar e esquizofrenia. Todos os pacientes recrutados
foram previamente diagnosticados por psiquiatras e sdo acompanhados no
ambulatério de psiquiatria da Universidade Santo Amaro — UNISA e Centro de Apoio
de Atengao Psicossocial (CAPS Adulto Il Capela Do Socorro) na regido sul de S&o
Paulo, durante o periodo de dezembro/2022 a julho/2023.

Foram avaliados 94 individuos para a pesquisa, nos quais 48 apresentaram
laudo confirmatério para estes transtornos e disponibilidade para participar da
pesquisa, além de 46 voluntarios, sendo eles colaboradores e estudantes da
Universidade Santo Amaro (UNISA), sem diagndstico de transtorno mental, que foram
pareados por idade para composi¢cao do grupo controle (GC). Os pacientes foram
separados por grupo de acordo com o diagndstico respectivo do transtorno.

Os critérios de inclusao para os pacientes voluntarios foram: ter idade superior
a 18 anos, manifestar livre vontade em participar da pesquisa e ter o laudo diagnostico
de transtorno mental. Os critérios de exclusdo foram: pacientes que apresentaram
incapacidades por motivos de saude durante o estudo, doencas respiratdrias no

momento da coleta, doenga autoimune ou histérico familiar de doenga autoimune.

Para os voluntarios do grupo controle, os critérios de inclusdo foram: ter idade
superior a 18 anos, manifestar livre vontade em participar da pesquisa e ndo possuir
laudo diagndstico para transtornos mentais. Os critérios de exclus&o foram: doencas
respiratorias no momento da coleta, diagndstico de doengas autoimunes e histérico
familiar de doenga autoimune, estes critérios de exclusdo foram utilizados para ambos
0S grupos pois, a coleta sanguinea foi feita ainda em um periodo de pandemia, ha
estudos que relatam um aumento do nivel de expresséo para HERV na COVID-19%
e nas doencas autoimunes.?' Doengas metabolicas n&do foram utilizadas como um
critério de exclusdo, pois poderiam estar presentes nos dois grupo, também n&o ha
relatos na literatura de uma relagdo com o nivel de expressdo de HERV.
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O processo de recrutamento e os motivos da desisténcia encontram-se

detalhados na Figura 3.

Entre dezembro 2022 e julho 2023
foram triados 151 pessoas.

l

130 pessoas foram entrevistados.

36 nao se encaixavam nos critérios de
inclusao:

. e 33 por possuir outros diagndsticos de
transtorno mental;
e 3 por possuirem doenga autoimune.

v

94 pessoas se encaixaram nos
critérios de inclusao e participaram do
estudo (48 pacientes; 46 controles).

Figura 3 - Processo de recrutamento durante o estudo

Foi elaborado um termo de consentimento livre e esclarecido — TCLE (ANEXO
1), no qual o sujeito ficou ciente de todos os riscos e constrangimentos eventuais
dessa pesquisa. Esse estudo fez parte de um projeto maior e esta pesquisa esta
aprovado no CEP da UNISA sob o parecer 5.469.700

4.2 Caracterizagcao da amostra

Foi aplicado um questionario estruturado em 4 componentes para
caracterizagdo da amostra: (1) Informacdes gerais: sexo, profissdo, numero para

contato; (2) Escolaridade: Ensino fundamental, ensino médio, ensino superior ou pos-

graduacéo; (3) Histérico de comorbidades: perguntas sobre a presenca de doencgas

como hipertensdo arterial, diabetes mellitus, disturbios musculoesqueléticos,
obesidade ou qualquer outra que estivesse sendo tratada; (4) Medicamentos: quais

medicamentos para o transtorno mental ou outras doengas o individuo estava
tomando. (ANEXO 2)
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4.3 Logistica laboratorial

Foram coletados 2 amostras de sangue de cada voluntario em um unico
momento do estudo. Sendo, 2 tubos com acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA),
por ser o melhor anticoagulante para a preservagcdo da morfologia celular, para
obtengao de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e para a separagéo
do plasma.

As amostras obtidas foram encaminhadas para o laboratério de pesquisa da
UNISA, URC — Unisa Research Center. Os tubos com EDTA foram centrifugados a
1.5009g e apds o tempo de centrifugacéo, o plasma foi transferido para um microtubo
e armazenado em -80°C até a préxima etapa.

4.40btencgao de células mononucleares do sangue periférico

Apoés a centrifugagdo descrita acima, o sangue foi transferido para tubos
conicos tipo Falcon® 15ml, devidamente identificados e acrescidos de Ficoll-Hypaque,
densidade 1.077 £0.001 g/ml (+20°C), (Ficoll Paque Plus, GE Healthcare Bio-Sciences
AB, Uppsala, Sweden) em proporgcéo 1/1 e centrifugado a 800g, 22°C durante 20
minutos, havendo a separagao do PMBC por gradiente de concentragao.

Posteriormente, as células obtidas foram lavadas em PBS (phosphate buffered
saline) em um novo tubo e submetidas a centrifugacéo 800g durante 8 minutos. Apos
o descarte do sobrenadante, adicionou durante 2 minutos, em temperatura ambiente,
3 mL de cloreto de aménio para a lise de hemacias residuais. As células foram lavadas
novamente com PBS e o sobrenadante foi descartado.

Utilizando 1 ml de PBS o pellet foi ressuspendido e o material foi transferido
para um microtubo, onde posteriormente foi centrifugacdo em 1.500g durante 8
minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet seco foi armazenado em freezer -
80°C até a realizacao das proximas etapas.

4.5Extracao e purificagdao do RNA e PCR em tempo real

As amostras foram submetidas a extragdo de RNA pelo método de
Trizol/cloroférmio provenientes do PBMC armazenado. Para esta etapa, adicionou-se
1000uL de Trizol ao pellet de PBMC, pipetando up/down até a dissolugao total das
células. Em seguida foi adicionado 200uL de cloroférmio a mistura, para ocorrer a
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separagao dos acidos nucleicos e fase orgénica, que foram levadas ao vortex por 10

segundos, centrifugadas a ~10.000g durante 15min a 4°C.

Em seguida, cerca de 500pL do sobrenadante (fase aquosa) foi transferida para
um novo microtubo, a precipitagao foi realizada adicionando 500uL de isopropanol
absoluto armazenado em -20°C, que foram levadas ao vértex por 10 segundos e
realizada uma nova centrifugacdo nos mesmos parametros. Foi descartado o
sobrenadante e adicionado 1000uL de etanol gelado 75%, vértex por 10 segundos, e
centrifugado a ~10.000g pelo tempo de 10 minutos. Por fim, descartou-se o
sobrenadante, o pellet de RNA foi secado a temperatura ambiente e resuspendido em
40ul de agua nuclease free. As amostras foram quantificadas em equipamento
Nanodrop e armazenadas em freezer -80°C até a etapa seguinte.

Apos a extracdo, as amostras foram submetidas a DNase, para remog¢ao do
DNA residual contido nas amostras, evitando sinal de falso positivo posteriormente no
PCR em tempo real. Para esta etapa foi utilizado o kit Turbo DNA-free da Thermo
Fisher Scientific.

A preparacgao do mix foi feita de acordo com o numero de amostras que iriam
ser processadas e seguindo as instrugdes de uso do fabricante. Para isso, foi
adicionado 10 pL desse mix em cada amostra e passado no vortex durante 10
segundos, em seguidas foram incubadas durante 30 minutos a 37°C em banho seco.
Ap0s este periodo, foi adicionado 1 yL da enzima (tubo DNase) em cada amostra e

incubada pelo mesmo tempo e temperatura.

ApOs o periodo da segunda incubagao, foi adicionado 10 pL do inibidor de
DNase e deixado em temperatura ambiente durante 5 minutos e as amostras foram
passadas no vortex, cerca de 3x durante este tempo. Em seguida as amostras foram
para a etapa de centrifugagdo durante 3 minutos a 3.000g em 24°C, foram feitas
aliquotas de 40 pL e transferidas para novos microtubos e armazenadas em freezer -
80°C até a etapa seguinte.

A sintese do DNA complementar foi realizada através do protocolo de cDNA,
utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription da Thermo Fisher Scientific.
O mix foi preparado de acordo com o numero de amostras e seguindo as instrugdes

de uso do fabricante.
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Apo6s a montagem do mix, foram adicionados 10 puL dessa mistura as amostras
e passadas no vortex durante 10 segundos, em seguida as amostras foram
submetidas ao termociclador, as etapas de temperaturas foram: 2 horas a 37°C
seguida de 5 minutos a 85°C, apdés o tempo correspondente, as amostras foram
armazenadas em freezer -80°C até a etapa seguinte.

O PCR em tempo real foi realizado utilizando o sistema de reacao Sybr Green,
kit FastStart SYBR GREEN Master da empresa Sigma-Aldrich, com primers
complementares ao gene do envelope de HERV-W e como gene enddgeno utilizamos
o primer complementar ao gene endogeno de GAPDH. Os primers utilizados est&o
descritos na Tabela 1:

Tabela 1: Primers que foram utilizados em ensaios de PCR em tempo real >>-%’

Oligonucleotides Forward (Primer Senso) Reverse (Primer Antissenso)
HERV-W CCAATGCATCAGGTGGGTAAC GAGGTACCACAGACAAAAAATATTCCT
GAPDH ACCCACTCCTCCACCTTTGAC TGTTGCTGTAGCCAAATTCGTT

As condi¢des de ciclagem para deteccdo do HERV-W-env e GAPDH foram:
50°C durante 2 minutos, 95°C durante 10 minutos no Holding Stage, seguidos de 40
ciclos de 95°C durante 15 segundos e 60°C durante 1 minuto, para o Cycling Stage,
e uma etapa final foi adicionada para obter a curva de Melting com 95°C durante 15
segundos, 60°C durante 1 minuto e 95°C durante 15 segundos no Melting Curve
Stage.

A atividade transcricional do HERYV foi avaliada de forma qualitativa (auséncia
ou presencga) e de forma quantitativa (nivel de expresséo) através de quantificagéo
relativa dos HERVs com relagdo ao GAPDH do grupo com transtorno mental e a
relagdo dos HERVs com o GAPDH do grupo controle, esses dados foram expressos
através do meétodo de -2AACt, onde é possivel calcular a diferenga relativa na

expressao entre eles.

A descri¢cao do volume e das concentragdes dos reagentes e primers utilizados
estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2: Volume e concentracao dos reagentes utilizados nas reagées de PCR

Reagentes Concentragao Concentragao Volume
inicial final

SYBR Green 2X 1x 12,5 uL
Agua Ultrapura 7,5 uL
Primer Ford 10pmol 3.2pmol 1L
Primer Reverse 10pmol 3.2pmol 1L
Amostra (RNA) ~50ng ~150ng 3 L
Volume Total 25 uL

4.6 Quantificagcao de citocinas

Para a quantificacdo das citocinas séricas, todas as amostras foram
submetidas a um painel de citocinas, sendo elas: IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y e TNF-a elL-
10, selecionadas por conveniéncia. O procedimento foi realizado através do método
de ELISA utilizando kits comerciais da empresa Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Massachusetts, EUA), seguindo as orientagdes do fabricante. A detecgao foi dada na
densidade de onda (DO) de 450nm. Esse valor foi utilizado para determinar a
concentragédo de cada analito (pg/mL), com base na curva padréo fornecida pelo kit.

4.7 Analises estatisticas

O numero de amostra foi coletado por conveniéncia. Foram obtidos dados descritivos
e, para a comparagao das pontuagdes entre os diferentes grupos, foram utilizados
testes paramétricos e ndo paramétricos de acordo com a distribuigdo normal dos
dados. Os testes utilizados foram os seguintes: O teste de normalidade foi efetuado
pelo teste de Shapiro-Wilk. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para analisar a
expressdo de HERV entre os grupos, o teste de Kruskal-Wallis para a analise da
diferenga de concentragao de citocinas entre os grupos e o teste do coeficiente de
Pearson para a analise de correlacdo. Todos os testes foram efetuados sob o
pressuposto de uma probabilidade de erro de primeiro tipo (alfa) de 5%.
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5.1Dados demograficos dos individuos incluidos no estudo
Foram entrevistados 130 pessoas e 94 foram incluidas no estudo, 24 no grupo
de TB, 24 no grupo de ESQ e 46 no GC. Os dados sociodemograficos dos individuos

incluidos no estudo encontra-se descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Dados demograficos dos pacientes incluidos no estudo

B ESQ GC
(n=24) (n=24) (n=46)
Sexo FIM 21/03 07/17 43/03
(médlgaf/e_ DP) 41£13,1 42135 MTT+7,2
Branco (18/39,13)

Branco (9/37,5)
Negro (5/20,84)

Etnia (n/%)
Pardo (10/41,67)

Branco (6/25)
Negro (5/20,84)
Pardo (13/54,17)

Negro (6/13,04)
Pardo (19/41,3)
Oriental (3/6,52)

Ensino fundamental (5/20,84)
Ensino médio (12/50)

Escolaridade
Ensino superior (6/25)

Ensino fundamental (3/6,52)
Ensino médio (6/13,04)
Ensino superior (20/43,47)
Pés-graduacéao (17/36,96)

Ensino fundamental
(10/41,67)
Ensino médio (8/33,34)
Ensino superior (6/25)

(n/%)
Pés-graduacao (1/4,17)
Trabalha Sim (10/41.6)
atualmente Nao (12/50)
(n/%) Nao informado (2/8,34)

Sim (01/4.1)
Nao (18/75)
N&o informado (5/20,84)

Sim (43/93.5)
Nao (03/6.5)

Alprazolam (1/4.1)
Biperideno (1/4.1)
Carbamazepina (2/8.3)
Carbonato de litio (11/45.8)
Clorpromazina (2/8.3)
Diazepam (1/4.1)
Fluoxetina (1/4.1)
Haloperidol (1/4.1)
Lurasidona (1/4.1)
Pregabalina (1/4.1)
Quetiapina (3/12.5)
Rispiridona (8/33.3)
Valproatro de sdédio (9/37.5)

Medicamentos
relacionados ao
transtorno
mental (n/%)

Biperideno (4/16.6)
Carbonato de litio (2/8.3)
Clonazepam (3/12.5)
Fluoxetina (4/16.6)
Clorpromazina (3/12.5)
Clozapina (1/4.1)
Haloperidol (3/12.5)
Olanzapina (1/4.1)
Rispiridona (7/29.1)
Valproato de sodio (4/16.6)

Nao se aplica

Nao 66,67% (16)
Hipertensao 25% (06)
Dislipdemia 8,34% (02)

Possui outra
doenga (n/%)

Nao 93,48% (43)
Osteoporose 8,34% (02)
Transtorno da
esclerotica4,17% (01)

N&o 75% (18)
Hipertensdo 16,67% (04)
Hipotensao 4,17% (01)
Diatebes tipo 2 8,34% (02)

Sim 58,33% (14)

Histoérico de TM
Nao 41,67% (10)

familiar (n/%)

Sim 45,33% (11)
N&o 54,16% (13)

Nao se aplica

F/M: Feminino/Masculino; DP: Desvio-padrao; TB: Transtorno bipolar; ESQ: Esquizofrenia;
GC: Grupo controle



34

Dentre os voluntarios que participaram do grupo com TB, 21 eram mulheres,
correspondendo a 87,5%, enquanto trés eram homens, correspondendo a 12,5%, a
idade média foi de 41 anos, cuja amplitude variou dos 19 aos 65 anos. Em relagéo a
caracteristica étnica dos participantes, nove se autodeclararam brancos, cinco negros
e dez pardos, correspondendo a 37,5%, 20,84% e 41,67%, respectivamente. O maior
grau de escolaridade foi de pds-graduagédo para uma pessoa, enquanto a metade
estava no ensino médio (50%). Metade dos participantes deste grupo n&o trabalham
atualmente e a analise de presenca de outras comorbidades mostrou que a maioria
das pessoas nao apresentava nenhuma outra doenga além do TM (66,67%) e apenas
33,34% possuiam outras doencgas, sendo elas: Hipertensdo e Dislipdemia. Neste
grupo 58,33% apresentam historico familiar de TM, enquanto 41,37% disseram que
nao. Em média, os pacientes tiveram o diagndstico aos 26 anos de idade (DP: 11,30)
e estdo com um diagnéstico médio ha 15 anos (DP: 13,33). Em relagdo aos

medicamentos, a maior porcentagem foi de 45,84% para o carbonato de litio.

No grupo ESQ, 17 participantes eram homens (70,8%) e sete eram mulheres
(29,17%), a idade média foi de 42 anos, cuja amplitude variou dos 20 aos 62 anos.
Em relagc&o a caracteristica étnica dos voluntarios, seis se autodeclararam brancos,
cinco negros e 13 pardos, correspondendo a 25%, 20,8% e 54,17%, respectivamente.
O maior grau de escolaridade foi de ensino superior, porém a maioria 41,67%
estudaram até o ensino fundamental. A maioria dos participantes néo trabalham
atualmente (75%) e a analise de presenca de outras comorbidades mostrou que a
maioria das pessoas nao apresentava nenhuma outra doenga além do TM (75%) e
apenas 25% possuiram outras doencas, sendo elas: Hipertensdo, Hipotensdo e
diabetes tipo 2. Neste grupo 45,33% apresentam historico familiar de TM, enquanto
54,16% nao apresentaram. Em média os pacientes tiveram o diagndstico aos 27 anos
de idade (DP: 10,95), estdo com um diagnostico meédio ha 15 anos (DP: 10,29). Em
relagdo aos medicamentos, a maior porcentagem foi de 29,17% fazem para o

rispiridona.

Dentre os voluntarios que participaram do GC, 36 eram mulheres e trés eram
homens, correspondendo a 78,2% e 6,5% respectivamente, com idade média de
41,77 anos, a variagao esta entre 29 e 62 anos. Em relacao as caracteristicas étnicas,
18 se autodeclararam brancos, seis negros, 19 pardos e trés orientais,
correspondendo a 39,13%, 13,04%, 41,3% e 6,52%, respectivamente. A maioria
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apresentou escolaridade com ensino superior (43,47%) e apenas 6,52% né&o
trabalham atualmente. A analise de presenca de outras comorbidades mostrou que, a
maioria dos participantes ndo apresentavam nenhuma doenca 93,485% e apenas

6,52% apresentaram, sendo elas: Osteoporose, Transtorno da esclerdtica.

5.2 Analise de expressao de HERV-W-env
Para a realizacéo da quantificagao relativa da expressao de HERYV, foi realizado
um ensaio de PCR em tempo real para o gene endégeno GAPDH e, todas as amostras
apresentaram amplificagdo do gene. Todos os participantes do estudo apresentaram
expressao para HERV-W-env, contudo, a expressao dos participantes com TM foi em
meédia 3,5 vezes maior em relagdo a mediana do grupo controle, conforme mostra a
Figura 4 (A), houve diferenca significativa entre o GC e ESQ (p<0,01) enquanto GC e

TB n&o apresentou diferencga estatistica (p=0,54).
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Figura 4 - Comparagao do grupo GC com os grupos ESQ e TB para HERV-W-
env. A expressdo de HERV-W-env em pessoas com TM revelou ser diferente
quando comparada a individuos saudaveis(*p<0.01) (A). Houve diferenca
significativa entre o grupo ESQ e GC (*p<0,01) (B), teste Mann Whitney.

Pessoas que possuiam doencas metabdlicas foram avaliadas separadamente

entre os grupos (TB, ESQ e GC) e nao foi possivel observar diferenga significativa
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comparado a quem nao tinha, também nao foi observado um padréo de fold change

elevado entre estes participantes.

Também foi avaliado o nivel de expressdo de HERV-W-env de acordo com o

tempo de diagndstico da doenga, conforme a Figura 5.
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Figura 5- Nivel de expressao de HERV-W-env em relagao ao tempo de
diagnésticos dos pacientes com TM. O nivel de expressdo de HERV-W-env
mostrou n&o ter um padrao regular enquanto ao tempo de diagnostico da doenca.TB
(p=0.87) ESQ (p=0.71)

5.3 Analise da concentragao de citocinas
A quantificagao de citocinas anti e pro-inflamataérias foi analisada no plasma de
pacientes com TM e esta descrito cada um deles na Figura 5. Através das analises &
possivel observar que os pacientes com TB apresentam maiores concentragcées de
TNF-a e IL-10 quando comparados ao GC, e de IL-2 quando comparados ao grupo
ESQ. No grupo ESQ também se observa maiores concentragbes de TNF-a e IL-10
quando comparado ao GC. Curiosamente, o GC apresentou maior nivel de

concentracédo de IFN-y do que os pacientes com ESQ.
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Figura 6 - Panorama geral citocinas proé e anti-inflamatérias. Niveis séricos das
citocinas IL-2 (A), IL-4 (B), IL-6 (C), IL-10 (D), TNF-a (E) e IFN-y (F) em pacientes
com transtorno bipolar (TB), esquizofrenia (ESQ) e grupo controle (GC). Legenda: *=
p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001, ****p<0.0001, teste Mann Whitney.

Além do panorama geral das citocinas, foi avaliada a razdo de IL-6/IL-10,
TNFa/IL-10, IFN-y/IL-10, TNF-o/IL-4, IFN-y/IL-4. A finalidade dessa andlise é
compreender como se da a condig&o regulatéria (entre citocinas pro inflamatorias e
anti inflamatdrias) desses individuos. Os dados obtidos através dessa analise permite
observar o panorama da resposta inflamatéria a fim de determinar o real status
daquele individuo, conforme mostrado na Figura 3. E possivel observar que, pacientes
com TB e ESQ apresentaram maior razdo de TNF-a/IL-4, TNF-a/IL-10 do que o GC,

e menor raz&o para IFN-y/IL-10.
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Figura 7- Razao entre citocinas pro inflamatérias e anti-inflamatérias nos
grupos ESQ, TB e GC. Razio entre as concentragdes das citocinas pro-
inflamatorias IL-6 (A), TNF-a (B) e IFN-y (C) e da citocina anti-inflamatéria IL-10 e
razao entre as concentragdes das citocinas pro-inflamatorias TNF-a (D), IFN-y (E) e
a citocina anti-inflamatéria IL-4 no plasma de pacientes com transtorno bipolar (TB),
esquizofrenia (ESQ) e grupo controle (GC). Legenda: *= p<0.05, **=p<0.01,
***=p<0.001, ****p<0.0001, teste Mann Whitney.

5.4 Analise da correlagao entre nivel de expressao de HERV-W-env e
citocinas

Diante dos dados acima, uma analise adicional foi realizada com o intuito de
identificar possiveis associagdes entre a atividade imunoldgica, demonstrada pelas

citocinas, e a expressao de HERV-W-env.

Apesar de ndo termos observada diferenca estatistica na expressdo de
HERVW-env para o grupo TB, pudemos observar diferengas significativas na
correlagdo, conforme ilustrado na Figura 7. Os dados obtidos nesta analise
demonstrou que, a concentragao de IL-10 esta negativamente correlacionada com o
nivel de expressao de HERV-W-env e as razbes de TNF-a/IL-10 e IFN-y/IL-10 esta
positivamente correlacionada com o nivel de expressao de HERV-W-env.
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Figura 8 - Correlagao entre nivel de expressdao de HERV-W-env e citocinas para
o grupo TB. Correlagéo entre IL-10 e HERV-W-env (A), correlagédo entre a razao de
TNF-a/IL-10 com HERV-W-env (B), correlagao entre a razédo de IFN-y/IL-10 com

HERV-W-env (C). Teste Correlacao de Pearson
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo fornecem evidéncias adicionais que apoiam
o envolvimento da atividade alterada do HERV-W-env em TM. Houve uma expressao
significantemente maior deste retroelemento quando comparada a individuos
saudaveis. Embora todos os individuos do grupo controle tenham expressado HERV-
W-env, a maioria apresentou niveis basais de expressao, o que é esperado de toda

populagdo humana. %8

Para o grupo ESQ, esse aumento representa 3,5 vezes mais que o GC
(p<0,01), sendo consistente com associagdes previamente relatadas entre HERV-W-
env e ESQ, onde descrevem niveis mais elevados de expressdo de HERV-W-env em
pacientes com ESQ %%60 Curiosamente, os pacientes com ESQ apresentaram
concentracbes mais elevadas de TNF-a do que o GC, mas esse achado nao foi
positivamente correlacionado com a expressao de HERV-W-env nem com as razdes
de citocinas pro e anti-inflamatorias (TNF-a/IL-10, IFN-y/IL-10 e TNF-a/IL-4). Isto pode
sugerir que a condicdo inflamatoria, embora presente, pode n&o estar associada
apenas a expressdao do HERV-W-env, mas pode apresentar papéis patogénicos
distintos na doencga.

Dado isso, achados anteriores apontam um envolvimento direto de
modificagdes patoldgicas neuronais associadas a expressdo de HERV-W-env , alguns
desses achados devem ser destacados: indugdo de apoptose neuronal 67,
anormalidades estruturais e funcionais em neurdnios dopaminérgicos, estimulando
substancialmente a producdo de dopamina através do receptor de dopamina D2
(DRD2) e alterando o influxo de sédio e calcio, o que sugere um papel fundamental
do HERV-W-env na fisiopatologia neuronal 62e reduzindo a densidade dos neurdnios
do hipocampo, alterando sua morfologia dendritica e pericaria.>’

Por outro lado, os pacientes do grupo TB ndo apresentaram diferenga
significativa na expressdo de HERV-W-env em PBMC quando comparados ao GC
(p=0,054), contrastando com achados anteriores que relatam niveis significantemente
mais elevados de expressdo de HERV-W-env em sangue de pacientes com TB 63,

assim como ja descritos sendo mais elevados em cérebro também>2.

Existem algumas hipoteses que podem explicar este achado, como por

exemplo: todos os pacientes com TB estavam em condigbes eutimicas, o nivel de
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expressado poderia sofrer interferéncia negativa. Apesar de n&o existir evidéncias
claras de que a expressdo do HERV-W-env possa ser diferente de acordo com a
manifestacao clinica do TB, este dado pode variar mesmo que todos estivessem em
condigdo eutimica, e embora ndo tenha sido encontrada diferenca significativa, pode-
se observar uma tendéncia a significancia (p=0,54) e talvez essa diferenga possa ser

encontrada em um grupo maior de pacientes com TB no estudo.

Assim como no grupo ESQ, os niveis de concentragdo da citocina proé
inflamatoria TNF-a estava mais elevada em relagdo ao grupo controle e da citocina
anti-inflamatéria IL-10 estava menor em relagédo ao grupo controle. Curiosamente para
este grupo (TB), obtivemos diferengas em relagdo a correlagdo de citocinas com o
nivel de expressdo de HERV-W-env. Os pacientes com TB apresentaram correlagéo
positiva entre a expressao de HERV-W-env e as razdes TNF-a/IL-10, IFN-y/IL-10 e
correlagdo negativa entre a expressdo de HERV-W-env com IL-10, o nivel de
concentracédo de TNF-a foi significativamente maior em pacientes com TB.

Existem estudo que sugerem que pode existir alteragdes nas citocinas de
acordo com o estado de humor dos pacientes que sdo acometidos pelo TB,
principalmente no estado agudo da doenga, mas aparentemente o nivel de TNF-a ndo
parece mudar independente do estado de humor.5485 Nossos achados podem sugerir
que o HERV-W-env tem potencial para ser esse mediador, mas esta hipétese requer
uma investigacdo mais aprofundada, como por exemplo acompanhamento de
pacientes no primeiro surto psicético e ao longo dos proximos anos, antes e apés
tratamento medicamentoso, avaliar estado de humor com escalas de sintomas , um

painel de citocinas anti e pré-inflamatérias e também o nivel de expresséo de HERV.

Descobertas anteriores relatam que tanto os pacientes com ESQ, quanto com
TB estdo associados a desregulagdo da concentragdo sistémica de citocinas. A
principal hipétese é que esta condicao inflamatodria poderia interferir principalmente na
permeabilidade das barreiras sanguineas e cerebral. 4466 O perfil pré-inflamatério esta
claramente presente nestes individuos, e isto estd de acordo com achados
anteriores.®’-%9 Embora o quadro inflamatério seja bem conhecido nestes pacientes,

o que o desencadeia ainda n&o foi descoberto.”®

Embora a etiologia destes transtornos seja desconhecida, existem muitos

fatores de riscos que podem contribuir para o desenvolvimento e até agravamento dos
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quadros clinicos destes transtornos. Acredita-se que tanto na ESQ quanto no TB o
perfil pro-inflamatorio esteja presente e talvez em condigao crénica, o que sugere que
a modificagao patoldogica no SNC pode comegar muito antes do inicio da doenca.
Nesse sentido, a bagagem genética somada aos fatores ambientais fundamentais sao

necessarios para desregular o equilibrio do sistema imunologico.

Para ambos os grupos houve uma diferengca em relagdo ao sexo quando
comparado ao GC. Nao existe evidéncias na literatura que demonstre diferencas na
prevaléncia entre homens e mulheres para ambas as doengas, porém embora estes
transtornos seja igualmente comum entre homens e mulheres, a apresentacao clinica
pode ter algumas diferengas importantes. Mulheres com TB podem apresentar um
padrao sazonal de perturbacdo de humor com mais frequéncia que os homens, isto
pode ocorrer devido a questdes hormonais, como por exemplo, periodo pré-menstrual,
gravidez e menopausa, neste estudo 87% dos voluntarios foram do sexo feminino
para o grupo TB. No grupo ESQ, a maioria dos voluntarios foram do sexo masculino
(70%), na literatura também nao ha diferenga na prevaléncia entre os géneros, porém,
a apresentacao clinica pode variar e apresentar casos mais atenuados em homens, o
que poderia justificar a presenga de mais homens neste grupo, uma vez que os locais
onde foram realizadas as coletas recebiam pessoas, geralmente, em um quadro mais

agravante da doenga.”!"?

Embora ndo existam muitos estudos que demonstrem diferengas para o nivel
de expressao de HERV-W-env entre sexos, um estudo demonstrou o nivel de
expressdo de HERV-W-env, elevado para mulheres com EM, neste estudo, o grupo
com maior quantidade de mulheres (TB) n&o obtivemos diferengas estatistica para o
nivel de expressao. Apesar de serem doencas diferentes e de a diferenga entre sexos
para o nivel de expressdo de HERV-W-env ainda n&o estarem bem estabelecida, néo
podemos descartar a possibilidade pequenas alteracbes devido a variedade de

homens e mulheres entre os grupos.”

A variagdo na faixa etaria entre os grupos foi minima, e a etnia predominante
em todos os grupos foi a parda. Em relagdo ao grau de escolaridade, as pessoas que
faziam parte do GC, a maioria apresentava grau de escolaridade de ensino superior e
estavam em situagdo de emprego atual, certamente isso ocorre em virtude do local
onde estes individuos foram recrutados, ja para as pessoas com TM a escolaridade

estava entre ensino fundamental e médio e em termos de situagdo de emprego atual,
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destaca-se que a maioria dos participantes do grupo TM afirmaram desemprego, isso
favorece o estigma de que pessoas que enfrentam problemas na saude mental

enfrenta maiores dificuldades, afetando aspectos de educagéo e emprego.’

Quanto ao uso de medicamento, notou-se uma variabilidade entre os tipos de
medicagdes entre os grupos dos pacientes com TM. Existem alguns estudos que
demonstram um potencial destes medicamentos atuando nos niveis de concentragéo
de citocinas destas doengas tanto na ativagao inflamatéria e anti-inflamatéria, porém
esta atividade ndo € comum para todos os medicamento e depende da dose que cada
paciente esta utilizando.” Ja para o nivel de expressdo de HERV, alguns
medicamentos ja foram estudados anteriormente, um estudo identificou que o
valpoatro de sddio pode aumentar os niveis de expressdo de HERV-W-em, porém
neste estudo apenas 4 participantes estavam fazendo uso desta medicagéo no grupo

que obtivemos diferencas estatisticas significantes nos resultados .7®

O papel do HERV-W ainda é pouco conhecido e ndo se pode afirmar que eles
desempenham um papel etiolégico para estes transtornos, no entanto, sabe-se que
os HERVs podem estimular o perfil inflamatério tanto em condigdes fisiolégicas como
patoldgicas.>’"7® Poucos estudos investigam a desregulagdo imunoinflamatéria

associada a retroelementos enddégenos entre as doengas neuropsiquiatricas.

Existem algumas limitagdes no estudo que devem ser brevemente descritas:
nenhum dos participantes incluidos no estudo estava sob episddios clinicos de ESQ
ou TB no momento da coleta sanguinea, o que pode subestimar o nivel de expresséo
de HERV-W e a concentracdo de citocinas nesta pesquisa, todos os pacientes
estavam expostos a diferentes tipos de medicamentos durante 0 momento da coleta
sanguinea, o estilo de vida e tabagismo também podem influenciar os niveis séricos
de citocinas circulantes nos pacientes e o diagnostico muitas vezes ndo eram de forma
isolada, desta forma, ndo foi possivel estratificar em subgrupos e em relacédo a
sintomatologia de cada um deles.
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7 CONCLUSAO

Este estudo mostro que o nivel de expressdo de HERV-W-env é diferente para
pessoas que apresentam TM e apesar do alto niveis de expressdo de HERV-W-env
em pacientes com ESQ, n&o parece estar associado a concentracdo de niveis de
citocinas. Ja os pacientes do grupo TB apresentam um papel distinto, onde a atividade
de HERV-W-env pode estar modulando as condi¢des inflamatoérias destes pacientes,

propondo um mecanismo distinto para entre estas doencas.
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ANEXOS

Anexo 1 - Termo de consentimento livre e esclarecido assinado pelos voluntarios do
estudo

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: TEMPO E PADRAO DE ATIVIDADE FiSICA E
COMPORTAMENTO SEDENTARIO E SUA RELAGAO COM INDICADORES DE
SAUDE CARDIOVASCULAR EM PESSOAS COM TRANSTORNO BIPOLAR,
DEPRESSAO E ESQUIZOFRENIA

O(a) senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar de forma livre e voluntaria de uma
pesquisa cientifica do Programa de P6s Graduacédo Mestrado em Ciéncias da Saude
da Universidade de Santo Amaro - UNISA, sendo os responsaveis a pesquisadora
Tabatah Hellen Santos Gomes sob orientagao do Prof. Dr. Lucas Melo Neves.

A falta de movimento do seu corpo (inatividade fisica e comportamento sedentario)
influencia diretamente o desenvolvimento de doengas cardiovasculares e pessoas
acometidas de transtorno bipolar, depressdo ou esquizofrenia, apresentam mais
esses comportamentos quando comparadas com pessoas sem o diagnostico. Assim
possuem maior chance de desenvolverem doencas cardiovasculares. Nosso objetivo
€ quantificar em minutos e identificar como sua atividade fisica e comportamento
sedentario sio realizados e verificar indicadores doencgas cardiovasculares.

Caso queira participar, precisara apenas utilizar um pequeno equipamento
(acelerbmetro) ao lado direito de sua cintura por 7 dias consecutivos; o equipamento
ficara preso em uma faixa elastica, como um cinto. Ele n&o interfere nas tarefas
cotidianas, néo faz barulho, ndo precisa estar em contato direto com a pele, nao vibra
e ndo causa dor. Deve ser utilizado 12 horas por dia ou mais, e retirado apenas para
tomar banho e dormir. Além disso sera avaliado em uma entrevista e participara de
uma coleta de sangue de 5ml (um exame de sangue, onde coletamos amostra de
sangue).

Assim, nossa pesquisa acontecera da seguinte maneira:
Encontro 1:

. Apresentacédo e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE);

. Entrevista psiquiatrica (MINI) para verificagdo de diagndstico da doencga e
avaliacao sintomas de depressdo (MADRS), sintomas de mania [Young Mania Rating
Scale (YMRS)] ou Psicose [Psychosis Evaluation tool for Common use by Caregivers
(PEEC)], para sintomas de esquizofrenia.

. Entrega do equipamento (acelerémetro) e entrega das orientagdes sobre uso.

. Avaliagbes cardiovasculares — coleta de sangue, IMC (peso e altura),
circunferéncia de cintura e pressao arterial.
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OBS: As amostras sanguineas serdo encaminhadas ao Laboratorio de analises da
Unisa — “Unisa Research Center — URC” para a avaliagao e apds serao descartadas.

Encontro 2:
. Entrega do equipamento para analise dos dados.
. Apresentacao dos resultados e sugestdes de como se tornar mais ativo.

As entrevistas serao individuais, os questionarios (fisicos) e os dados obtidos por meio
do acelerbmetro serdo utilizados de forma anénima, garantindo confidencialidade a
identidade dos participantes e depois serdao arquivados. O participante tem o direito
de nado responder as perguntas que nao se sentir a vontade, ndo participar de todo
estudo, ou de todas as avaliagdes. Caso opte por nao participar, ndo havera em
prejuizo nos atendimentos oferecidos normalmente pelo SUS, ou seja, isso nao
implicara no direito aos tratamentos e acompanhamentos que faz.

Os riscos envolvidos sdo pequenos ou meédios. Pequenos (entrevista e uso de
acelerdmetros) A entrevista consiste em um dialogo similar a uma consulta. O uso de
acelerdbmetro avalia a movimentagao corporal (avaliagdo por acelerometria), sendo na
mais intensa atividade, similar a pratica de uma sessio de exercicio fisico. A coleta
de sangue (avaliagdo invasiva) que apesar de representar risco médio, tem tal
condicdo minimizada em fungdo dos protocolos de coletas mundialmente
padronizados. A punc¢io venosa pode ocasionar, ainda que com baixa probabilidade,
sensacao de dor local no momento da puncgao e possivel formagcao de hematoma,
com auséncia ou presenga de vermelhiddo, dor, e inchago local. Os beneficios aos
participantes sao: detalhamento personalizado sobre o tempo de atividade fisica
moderada e vigorosa, e comportamento sedentario, seguido de sugestbes para
aumento da movimentagao corporal, como se tornar mais ativo. Além de, informagdes
relacionadas aos graus de sintomas depressivos, ou de manias, ou positivos e
negativos (esquizofrenia), obtidos através das avaliagbes.

A equipe de pesquisa se responsabiliza por toda a assisténcia que se fizer necessaria
por agravo imediato ou posterior, direto ou indireto, ao individuo ou a coletividade em
decorréncia da pesquisa. Caso necessario encaminhamento a servico médico durante
a coleta de dados, o participante sera direcionado ao servico médico adequado do
sistema Unico de Saude, com acompanhamento. Caso acorra fora da coleta de dados,
os familiares serdo orientados a encaminhar o participante ao servico médico
adequado do sistema Unico de Saude. Para tanto, é garantido o acesso, em qualquer
etapa do estudo, aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento
de eventuais duvidas, informagdes ou intercorréncias com o pesquisador responsavel
€ Prof. Dr. Lucas Melo Neves, que pode ser encontrado no endere¢o Rua Professor
Enéas de Siqueira Neto, 340, telefone (11) 94573-3515, ou com a pesquisadora
mestranda Tabatah Hellen Santos Gomes, no telefone (11)96238-2568. Se vocé tiver
alguma considerag&o ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP- UNISA) — Rua Prof. Enéas de Siqueira Neto, 340,
Jardim das Imbuias, SP — Tel.: 2141-8687 ou com o Comité de Etica e Pesquisa da



55

Secretaria Municipal da Saude (CEP/SMS): Rua Gomes de Carvalho, 250, Vila
Olimpia, telefone 38464815 ramal 228.

E garantida sua liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e
deixarde participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de qualquer
beneficio que vocé tenha obtido junto a Instituicdo, antes, durante ou apos o periodo
deste estudo. As informacdes obtidas pelos pesquisadores serdo analisadas em
conjunto comas de outros participantes, ndo sendo divulgada a identificacdo de
nenhum deles.

Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também ndo ha compensacio financeira relacionada a sua
participacao. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento
da pesquisa.

Em caso de dano pessoal, diretamente relacionado aos procedimentos deste estudo
(nexo causal comprovado), a qualquer tempo, fica assegurado ao participante o
respeito a seus direitos legais, bem como procurar obter indeniza¢gées por danos
eventuais.

Vocé recebera uma via deste Termo de Consentimento (n&o € uma copia), assinada
e rubricada em todas as paginas pela equipe de pesquisa e por vocé, esta ficara em
seu poder.

Sao Paulo, / /

Se vocé concordar em participar desta pesquisa preencha no espago determinado
abaixo seu nome completo e assinatura.

Nome: (dO PartiCiPaNnte): ........ooeiiiiiiiiiii e

A S S e

Declaro (amos) que obtive (mos) de forma apropriada e voluntaria o Consentimento
Livre e Esclarecido deste participante (ou do representante legal deste participante)
para a participacado neste estudo, conforme preconiza a Resolugcdo CNS 466, de 12
de dezembro de 2012, IV.3 a 6.

Local , / /

Assinatura do pesquisador responsavel pelo estudo:
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Anexo 2 - Questionario respondido pelos voluntarios do estudo
QUESTIONARIO

TENTE PREENCHER TODOS OS CAMPOS ABAIXO, CASO NAO SAIBA
RESPONDER ALGUM DELES, NAO SE PREOCUPE, COVERSAREMOS
PESSOALMENTE

Data: Idade: Sexo:( )M ( )F

Celular: Profissao ou ultima profisséo:

Etnia: (I negra [] parda [1 branca [ oriental []indigena
Estado civil:

ANO DE DIAGNOSTICO DA DOENGA:
HA QUANTO TEMPO FREQUENTA O CAPS/Policlinica?

QUAIS TRATAMENTOS REALIZA? (terapia, acompanhamentos médicos etc.)

UTILIZA ALGUM TIPO DE MEDICAMENTO?

HISTORICO FAMILIAR DE DOENGA AUTOIMUNE?

POSSUI ALGUMA OUTRA DOENCA (hipertensao arterial, diabetes mellitus,
disturbios musculoesqueléticos, obesidade ou qualquer outra que estiver
sendo tratada)? FAZ USO DE MEDICAMENTO PARA ELAS?

ALGUMA PESSOA DA FAMILIA APRESENTA O MESMO DIAGNOSTICO QUE O
SEU E/OU OUTRO TRANSTORNO MENTAL?

ESCOLARIDADE:
"] Ensino Fundamental ] Ensino Superior
"1 Ensino Médio "1 Pés-graduagao

OBSERVAGOES RELEVANTES:




