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RESUMO

O transtorno bipolar (TB) € uma doenca cronica, altamente incapacitante e sua
fisiopatologia ndo esta bem esclarecida. Apresenta altas taxas de
comorbidades clinicas e risco de suicidio trazendo prejuizos e custos
significativos para o individuo com a doenga e para a sociedade. Existem
evidéncias que relacionam o TB a alteracbes no fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF- 1) e nos sistemas endoécrino e imune. O
objetivo deste estudo foi avaliar os niveis séricos de IGF-1 em pacientes
bipolares comparados com individuos controle e sua relagdo com a inflamacéao.
Foram selecionados 31 pacientes com TB e 33 controles saudaveis. Foram
avaliadas as concentracdes séricas de IGF-1, hormonio do crescimento (GH),
insulina e fator de necrose tumoral a (TNF-a). Como resultado deste estudo,
observamos que os niveis séricos de IGF-1 estavam aumentados em pacientes
com TB em relagdo aos controles (p = 0,001). Nao foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos nas dosagens de
insulina, GH e TNF- a. Este estudo sugere uma associacao entre IGF-1 na
fisiopatologia do transtorno bipolar. E possivel que este aumento periférico
esteja relacionado com um aumento da resisténcia do IGF- 1 no SNC,

reduzindo assim a sua agao neuroprotetora.

Palavras-chave: Transtorno Bipolar, IGF-1, neurotrofinas



ABSTRACT

Bipolar disorder (BD) is a chronic, highly debilitating and its pathophysiology is
not well understood. It offers high rates of clinical comorbidities and suicide risk
causing losses and significant costs to the individual with the disease and
society. There is evidence that relates to changes in TB-like growth factor type
1 insulin (IGF-1) and the endocrine and immune systems. The aim of this study
was to evaluate serum levels of IGF-1 in bipolar patients compared with control
subjects and their relationship to inflammation. We selected 31 patients with TB
and 33 healthy controls. Serum concentrations of IGF-1, growth hormone, were
evaluated (GH), insulin and tumor necrosis factor a (TNF-a). As a result of this
study, we observed that serum levels of IGF-1 were increased in TB patients
compared to controls (p = 0.001). No statistically significant differences were
found between groups in insulin dosages, GH, and TNF-a. This study suggests
an association between IGF-1 in the pathophysiology of bipolar disorder. It is
possible that this increase is associated with peripheral increased IGF-1

resistance in the CNS, thus reducing its neuroprotective action.

Key-words: bipolar disorder, IGF-1, neurotrophins
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1. INTRODUCAO

1.1. TRANSTORNO BIPOLAR

O transtorno bipolar (TB) € uma patologia mental complexa multifatorial,
recorrente e potencialmente grave, com uma prevaléncia em torno de 2,4% da
populacdo mundial (1). Apresenta altas taxas de morbidade e mortalidade
trazendo prejuizos e custos sigificativos para o individuo com a doenca e para

a sociedade (2,3).

O TB é caracterizado pela alternancia de episédios de humor chamados
de mania e depressédo aliados a periodos de remissédo dos sintomas (2). De
acordo com a classificacdo internacional de doencas (CID-10) e o Manual
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM V) o transtorno bipolar
é classificado em dois subtipos: o TB tipo |, caracterizado pela presenca de
episédios maniacos, e o TB tipo Il, onde ocorrem episddios hipomaniacos.

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o TB é
considerado a sexta maior causa de incapacitacdo do mundo na faixa etaria
entre 15 e 44 anos (3). Estudos demonstram dificuldade no ambito do trabalho
além de altas taxas de desemprego e aposentadoria por invalidez entre
pacientes com TB (4,5).

O paciente bipolar é acometido por muitas doencas clinicas, secundarias
ao transtorno psiquiatrico, normalmente relacionado a doencas metabdlicas,
possivelmente originadas da polifarmacoterapia e uso de antipsicoticos (6,7). A
ampla maioria dos pacientes com transtorno bipolar é acometido por pelo
menos uma comorbidade clinica associada, sendo mais frequente a obesidade,
diabetes e sindrome metabolica. Alteracdes em metabolismo da glicose e
maiores taxas de resisténcia a insulina, prevalentes nessas doencas, sugerem

a importante interagdo do sistema enddcrino na fisiopatologia da doenca (8).



1.2 FISIOPATOLOGIA DO TRANSTORNO BIPOLAR

Embora sua fisiopatologia n&do esteja bem esclarecida, existem
evidéncias de que a doenca estd associada a um desequilibrio do sistema
imune e respostas inflamatorias (9). Estudos mostram aumento dos niveis de
citocinas proé-inflamatérias como o fator de necrose tumoral (TNFa) e a
interleucina-6 (IL-6) em pacientes em episddio (10). Em outro estudo observou-
se um aumento dos niveis de TNFa e IL-6 em pacientes eutimicos,
comparados com individuos saudaveis (11).

Em um estudo pioneiro foram avaliadas citocinas inflamatérias em
pacientes bipolares em estado de mania e depressédo. Foi evidenciado um
aumento nos niveis de IL-6, nos pacientes em episodio de mania, e aumento
de TNF-a e interleucina-8 (IL-8) e nos pacientes em episodio depressivo
comparados com individuos saudaveis. Esse resultado sugere um prejuizo
funcional no sistema imune de individuos com transtorno bipolar, nos dois
estados da doenca (12).

Kauer-SantAnna e colaboradores (2009) avaliaram citocinas
inflamatorias e fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) em pacientes
bipolares em estagio inicial e tardio do transtorno bipolar comparados com
individuos saudaveis, pareados por sexo e idade. Os resultados deste estudo
mostraram um aumento nas dosagens de TNF-a, IL-6 e interleucina-10 (IL-10)
em pacientes bipolares em estagios inicial e tardio da doenca, comparados
com individuos controle. Foi possivel observar ainda que os niveis de BDNF
diminuiram com a progressdo do transtorno bipolar, sugerindo esses analitos
como possiveis biomarcadores da doenca (11). Estes dados evidenciam uma
correlacdo entre o TB e o sistema imunologico e sugerem que a inflamacéo

esté relacionada com a fisiopatologia dessa doenca.
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1.3 IGF-1

O Fator de Crescimento semelhante a Insulina | (IGF-1) é um peptideo
de 70 aminoacidos, que tem um papel importante no crescimento e
desenvolvimento humano (13). O termo ‘“insulin-like” surgiu em 1954, e embora
nao seja preciso, se refere ao fato de o IGF-1 estimular a captacédo de glicose
pelo musculo e tecido adiposo, mecanismo semelhante a insulina (14). O IGF-1
possui um importante papel no cérebro adulto, embora também atue no

cérebro durante seu desenvolvimento (15).

Embora esta neurotrofina seja preferencialmente produzida no figado e
pancreas, ela também existe em outros 6rgdos, como por exemplo, o cérebro e
sistema periférico. No sistema periférico, a expressdo de IGF-1 € regulada
pelo Horménio do Crescimento (GH). O sistema somatotropico humano €
composto pelo GH e pelo IGF-1, exercendo efeitos sobre metabolismo e
crescimento. Apos o término do crescimento, GH e IGF-1 atuam na otimizagao
da composicdo corporal e manutencdo do balanco metabdlico (16)
influenciando metabolismo da glicose e perfil lipidico (17,18). A maioria dos
efeitos centrais no sistema somatotropico sdo exercidos pelo mediador GH -
IGF-1, que é expresso no cérebro por neurdnios e células da glia, ou chega ao

cérebro apos ser produzida pelo figado (19).

Existem dois tipos de Fatores de Crescimento semelhantes a Insulina:
IGF- 1, que esta mais expresso na vida adulta e IGF-2, no recém-nascido. O
IGF-1 exerce suas funcdes principalmente através dos receptores de IGF-1
(IGF-1R). Os IGF-1R sao formados por duas subunidades a, extracelulares e
duas subunidades B, intracelulares. A ativacdo dos receptores se da com uma
mudanga na conformacdo da subunidades a e a autofosforilagcdo da
subunidade B. Isso leva a fosforilacdo do substrato do receptor e ativacdo de
uma das duas principais vias de sinalizacdo intracelular, a via da Mitogen-
actived protein kinases (MAPK) ou phosphoinositide 3-kinase/Protein kinase B
(PIBK/AKT) (20).

O IGF-1 é dependente de proteinas de ligacdo, como Insulin-like growth
factor-binding protein (IGFBP) 1-6, para estar na circulagéo periférica e liquor

(21), e isso ocorre para impedir a degradacdo desta neurotrofina através da

11



fosforilacdo ou glicosilacdo (22). Os diferentes tipos de IGFBPs estéao
distribuidos no organismo de acordo com a especificidade anatdmica (23).
Essas proteinas de ligacdo podem desempenhar uma atividade importante no
cérebro, como o controle de IGF-1 no plasma, regular seu tempo de meia-vida
e diminuir perda de atividade biologica, controlar os locais de ligacdo
especificos intra e extra-celulares e a modulacéo e facilitacdo dos IGFBPs aos
receptores (20). As proteinas IGFBP 2, IGFBP 4 e IGFBP 5 estdo expressos
em maior quantidade no cérebro, enquanto menores quantidades de IGFBP 1,
IGFBP 3 e IGFBP 6 sdo bem descritos (23-25)

O IGF-1 atravessa a barreira hemato-encefalica e pode atuar na
neuroprote¢cdo, em resposta ao dano neuronal, como neurogénese e
sinaptogénese (27,28). Em adultos, esta principalmente presente em areas do
cérebro com grande densidade de neurénios, como cerebelo, bulbo olfatorio,
hipotadlamo, hipocampo e coértex (20). E uma neurotrofina que promove a
sobrevivéncia neuronal e inibe a apoptose (29).

O GH e o IGF-1 exercem alguma influéncia sobre outros hormonios,
inclusive os hormonios sexuais. O estradiol, por exemplo, € regulado pela
secrecdo de GH e metabolismo de IGF-1 (30). Um estudo avaliou os niveis de
IGF-1 em periodos pré-menopausa e observou a diminuicdo desses niveis
comparados com os periodos de peri e p6s-menopausa (31) e perimenopausa
ja foi associada com diminui¢é@o do risco de depresséo (32).
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1.4 IGF-1 E NEUROPLASTICIDADE

Assim como descrito acima, o IGF-1 tem importante acdo para a
sobrevivéncia neuronal e fungéo cognitiva. Alguns estudos tem demonstrado
que a deficiéncia de IGF-1 parece estar relacionada com alteracdes cognitivas,
tais como, dificuldades de aprendizado. Junto a isso, outros autores mostraram
uma relacdo entre os niveis de IGF-1 e o tamanho do hipocampo, ou seja,
niveis diminuidos de IGF-1 estava associado com a diminuicdo do hipocampo
(30). Os neurbnios presentes no hipocampo desempenham papel crucial no
processamento da memoria espacial e na aprendizagem (33). Em um modelo
animal de trauma, os autores mostraram que a ativagdo de IGF-1R foi
associada ao processo neuroprotetor e manutencdo da homeostase cerebral
(34).

Estudos relataram que a deficiéncia de IGF-1 est4d associada com
comprometimento cognitivo (35). Essa alteracdo esta presente em pacientes

com transtorno bipolar mesmo em periodos de remissao (36).

Ozdemir e colaboradores (2012) (37) estudaram a relacdo entre os
niveis de IGF-1 periférico e disfuncdo cognitiva induzida por trauma cerebral
em ratos jovens. Os resultados deste estudo mostraram uma reducdo dos
niveis séricos reduzidos de IGF-1 em ratos, tanto no estado precoce (7 dias)
quanto tardio (21 dias) ao trauma. Tal reducdo estava relacionada a perda
neuronal no hipocampo e ao déficit de memdéria espacial, e sugere que a

regulacdo dos niveis de IGF-1 poderia prevenir danos cerebrais em criancas.

Estudos descrevem a microglia como um tipo celular que expressa IGF-
1, tendo efeito neuroprotetor, promotor de sobrevivéncia e atividades

regeneradoras no cérebro (38,39).

Em um estudo pré-clinico, Slusarczyk e colaboradores (2015) (40)
estudaram a vulnerabilidade da microglia utilizando um modelo de depresséo
de estresse pré-natal. O estresse foi aplicado durante o periodo gestacional de
ratas e a avaliacdo dos parametros morfoldgicos e bioguimicos com potencial

dano ou protecdo a microglia foi feito na prole. Os autores mostraram uma
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reducdo na concentracdo de IGF-1 e na secrecdo de suas proteinas, quando
comparado aos controles, em cultura de microglia da prole. Tais resultados
sugerem que o estresse pré-natal poderia levar a alteragdes na microglia, que

se refletira no comportamento depressivo em idade adulta.
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1.5 IGF-1 NO TRANSTORNO BIPOLAR

Existem relatos dos efeitos neuroprotetores do IGF-1 em diversas
patologias, como doencas inflamatérias, injuria, trauma cerebral e esclerose

multipla tanto in vitro (41) como in vivo (42).

Relacionando o IGF-1 em nivel de sistema nervoso central, Park e
colaboradores (2011) (43) avaliaram o efeito antidepressivo do IGF-1 em um
modelo de neuroinflamacdo aguda. Foi realizada a administracdo
intracerebroventricular de  Lipopolissacarideo  (LPS), para induzir
comportamento tipo-depressivo, e de IGF-1, para reverter o comportamento,
em camundongos, e foram avaliadas neurotrofinas e citocinas inflamatorias. Os
autores observaram que a administracéo central de IGF-1 foi capaz de reverter
0 comportamento tipo-depressivo induzido por LPS, diminuir a expressao de
citocinas inflamatoérias no cérebro e aumentar a expressdo de neurotrofinas,
como BDNF.

Outro estudo demonstrou que o tratamento com antidepressivos foi
capaz de regular os niveis de IGF-1 no cérebro de ratos (44). Paslakis e
colaboradores (2012) (45) sugeriram a administracao intranasal de IGF-1 como
opcao terapéutica para a depressédo e por ser administracdo local, minimiza
possiveis reacdes adversas do IGF-1.

Sievers e colaboradores (2014) (46) relacionaram 0s niveis séricos de
IGF-1 com a incidéncia de depressdo em um estudo populacional envolvendo
mais de 4000 individuos. Esse estudo concluiu que a diminuicdo dos niveis de
IGF-1 em mulheres e 0 aumento dessa neurotrofina em homens, pode ser um

valor preditivo de depresséo nos proximos cinco anos.

Em outra pesquisa, foi realizada cultura de células linfoblastéides de
sangue fresco pacientes com Transtorno Bipolar respondedores (10) e néo
respondedores (10) ao tratamento farmacolégico com Litio, comparado com
individuos saudaveis (8). Utilizando a técnica de microarranjo, foram

selecionados 9 genes, que posteriormente foi confirmado utilizado Real-Time
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Quantitative Reverse Transcription (RT-PCR). Este estudo demonstrou
aumentada expressdo de IGF-1 somente no grupo de respondedores ao litio
comparado aos nao respondedores e controles. Tais dados sugerem um

provavel efeito neuroprotetor do litio e a relacdo disto com o IGF-1 (47).

Em um estudo com 27 pacientes esquizofrénicos e 23 pacientes com
Transtorno Bipolar, em primeiro episddio psicético, comparado com controles,
Palomino e colaboradores (2013) (48) encontraram um aumento significativo
nos niveis plasmaticos de IGF-1 em pacientes esquizofrénicos comparado ao

grupo de bipolares e controles.

Em contrapartida, outro estudo envolvendo pacientes com transtorno
bipolar (n=70), em episédio maniaco, demonstrou um aumento dos niveis
séricos de IGF-1, Fator de Crescimento de Fibroblasto tipo 2 (FGF-2) e Nerve
growth factor B (B-NGF) em pacientes maniacos, quando comparados com 0s
controles. Os autores sugerem um que este aumento de neurotrofinas deve
representar um mecanismo compensatério de neuroprotecdo e angiogénese,
importante para a reparagdo dos processos envolvidos no Transtorno Bipolar
(49).

Em outra pesquisa envolvendo pacientes com transtorno bipolar em
episodio maniaco (n=102), avaliou-se a concentracao de algumas neurotrofinas
(IGF-1, B-NGF e BDNF) em cultura de linfocitos extraidos de sangue periférico.
Observou-se um aumento dos niveis de IGF-1 quando comparados com
controles. Nao foram encontradas alteragdes nas dosagens de BDNF ou (-
NGF e ndo houve associacdo dessas neurotrofinas com 0s sintomas maniacos
(50).

Por fim, um estudo post-morten relatou uma reducdo de mRNA da
proteina IGFBP-2 no cortex pré-frontal de pacientes com Transtorno Bipolar,
tanto naqueles pacientes que estavam tratados com litio quanto naqueles que

nao estavam em tratamento com litio (51).
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1.6 RELACAO DO TNF-ALFA COM O IGF-1

Existe uma interacdo entre os sistemas imune e endocrino. Esses
sistemas estdo em constante adaptacao para a manutencado da homeostase do
corpo, e essas alteracdes regulam a acao e secrecao adequadas de hormonios
e citocinas (52,53). Algumas alteracfes imunes sdo moduladas pelo sistema

enddcrino, especialmente pelo GH, IGF-1 e Prolactina (PRL) (54).

A reducéo nos niveis de IGF-1 circulante esta associada ao aumento de
sobrevida e manutencdo de funcdo cognitiva ao longo da vida. Entretanto, o
aumento da expressao de IGF-1 no cérebro de ratos é potencialmente benéfica
(55).

A resisténcia ao IGF-1 € um fendbmeno natural para regular a acéo
especifica do IGF-1. Além da diminuicdo da sensibilidade, a resisténcia
hormonal é caracterizada pela diminui¢cdo da resposta de ligacédo. A resisténcia
hormonal induzida por citocinas pro-inflamatoérias foi mais bem observada em

decorréncia de comorbidades metabdlicas em pacientes depressivos (56).

Niveis elevados de TNF-a associado a diminuicao sérica de IGF-1 estdo
relacionados a fatores de risco de doencas neurodegenerativas, como 0
Alzheimer (57,58). O IGF-1 foi capaz de reduzir a excitabilidade induzida por
estresse oxidativo (OS) e espécies reativas de oxigénio (ROS) em Spreading
Depression (SD). SD € uma patologia induzida pelo desbalanco de ROS e pelo
TNF-a (59,60).

17



2 JUSTIFICATIVA

O TB é uma doenca cronica, altamente incapacitante, associada com um
alto indice de morbidade e suicidio e de etiologia multifatorial. Existem
evidéncias de que esta doenca esteja associada a um desequilibrio do
sistema imune e enddcrino. Portanto, a melhor compreensao dessa relagdo
no TB é fundamental para um melhor entendimento das bases biolégicas da

doenca bem como ajudaria a delinear novas estratégias terapéuticas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi avaliar os niveis séricos de IGF-1 em
pacientes com Transtorno Bipolar e a relacdo desta neurotrofina com variaveis

clinicas e funcionalidade.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os niveis séricos de IGF-1 em pacientes com Transtorno
Bipolar, comparados com individuos controle;

e Avaliar correlacdo entre os niveis séricos de IGF-1 com valores
de TNF-q;

e Avaliar os niveis séricos de GH e insulina em pacientes com

Transtorno Bipolar, comparados com individuos controle.
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4 METODOLOGIA

Trinta e um pacientes foram recrutados no ambulatorio do Programa de
Transtorno Afetivo Bipolar no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),
Brasil. Os pacientes preencheram os critérios de transtorno bipolar de acordo
com o Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais, quarta edicao
(DSM-1V).

Trinta e trés controles saudaveis foram recrutados a partir do banco de
sangue do mesmo hospital. Eles ndo tinham histérico de doencas psiquiatricas
ou distarbios neuroldgicos, avaliados pela entrevista clinica estruturada para o
DSM-V (SCID).

Os critérios de exclusdo para todos os participantes foram historia de
doencgas auto-imunes, infeccdo crénica/disturbios inflamatérios, ou qualquer

doenca sistémica grave, e uso de terapia imunossupressora.

Todos os participantes forneceram consentimento informado por escrito

e o estudo foi aprovado pelo comité de ética local. (09-121)

Os dados sociodemogréficos, clinicos e farmacolédgicos foram coletados
por meio de entrevista estruturada e examinando registros clinicos dos
pacientes. A Hamilton Rating Scale for Depression (HAMD) e o Mania Rating
Scale Young (YMRS), foram administrados por avaliadores experientes para
avaliar os sintomas depressivos e maniacos, respectivamente. Melhora Clinica
Global (CGI) foi administrada para avaliar curso da doenca (Guy, 1976) e o
Teste de Avaliacdo de Funcionamento (FAST) foi utilizado para avaliar o

comprometimento funcional.

Dez mililitros de sangue foram retiradas de cada individuo por puncao
venosa, respeitando o mesmo horario para todos os participantes. O sangue
sem anticoagulante foi imediatamente processado e 0 soro armazenado para

analise posterior.

Os niveis séricos de insulina foram medidos pela técnica de

guimiluminescéncia utilizando equipamento ADVIA Centaur XP. GH e IGF-1
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foram analisados pelo SIEMENS® e IMMULITE 2000 ®. As medi¢cOes foram
feitas com base nas instrucdes do fabricante.

A concentracéo seérica de TNF-a foi determinado por citometria de fluxo
usando a matriz BD ™ Citometria conjunto de microesferas (CBA) Flex
sensibilidade melhorada para o TNF-alfa Interleucina (BD Biosciences, San
Diego, CA). A andlise técnica e os dados foram realizados de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A aquisi¢do de dados foi realizada em um fluxo
FACS Calibur citbmetro (BD Biosciences, San Diego, CA) e os resultados
foram analisados usando a matriz BD CBA Analysis Software FCAP ™

software (BD Biosciences, San Diego, CA).
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Abstract

Background: Bipolar disorder is a recurrent and highly incapacitating illness,
related to inflammation and changes in the insulin-like growth factor 1 (IGF-1).
The objective of this study was to evaluate serum levels of IGF-1 in bipolar

disorder patients and its relation to inflammation.

Methods: We selected 31 patients with bipolar disorder and 33 healthy controls
matched for age and sex. Serum concentrations of IGF-1, growth hormone

(GH), insulin and tumor necrosis factor a (TNF-a) were analyzed.

Results: The serum levels of IGF-1 seem to be increased in bipolar disorder
patients compared to controls (p = 0.001). We did not find statistically significant

differences between groups in the concentration of insulin, GH, and TNF-a.

Conclusions: This study suggests an association between IGF-1 in the
pathophysiology of bipolar disorder. It is possible that this peripheral increase is
related to a central nervous system increased resistance to IGF-1, thus

reducing its neuroprotective action.
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Introduction

Bipolar Disorder is a chronic, highly disabling disease, associated with a
high morbidity and suicide rates (Yatham et al., 2013). Although its
pathophysiology is not well understood, there is evidence that the disease is
associated with imbalance of the immune and endocrine systems (Valverde et
al., 2005). Since systemic toxicity and dysfunction has been repeatedly
demonstrated in bipolar disorder (Kapczinski et al., 2010; Magalhdes et al.,
2011), there is interest in identifying molecules that are links between the
central nervous system (CNS) and the periphery. As such, these targets could
explain the association between illness severity, staging and the presence of
medical illness (Grande et al., 2012; Gama et al., 2013; Stertz et al., 2013;

Kapczinski et al., 2014).

Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) is a 70 amino acid peptide with
structural homology to insulin with which it shares the receptor (Lee et al.,
2003). Although this neurotrophin is preferably produced in the liver and
pancreas, it also exists in other organs. This peptide is present in the
developing brain, but its neurotrophic function is more relevant in the adult brain
(Bondy and Lee, 1993). IGF-1 crosses the blood-brain barrier and has been
shown to promote neurogenesis and synaptogenesis in response to neuronal
damage (Niblock et al., 2000; Aleman and Torres-Aleman, 2009). It is mainly
present in brain areas with a high neuron density, such as the cerebellum,

olfactory bulb, hypothalamus, hippocampus and cortex (Russo et al., 2005).

IGF-1 is one possible mediator involved in the maintenance of cognitive

function in bipolar disorder. Its deficiency seems to be related to cognitive
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changes as well as the decrease in the size of the hippocampus (Al-Delaimy et
al., 2009; Fernandez and Torres-Aleman, 2012). Additionally, increased serum
IGF-1 appears to be associated with improved long-term memory and working
memory in children with GH deficiency (Arwert et al., 2005; Nyberg and
Hallberg, 2013). However, resistance to IGF-1 seems being involved in
neurodegenerative processes, can occur when a decrease in binding capacity
to IGF-1 receptor, possibly caused by an increase in glucose levels, alcoholism,
obesity (Gatenby and Kearney, 2010; Talbot et al., 2012; Spielman et al., 2014)
and metabolic syndrome (O’Connor et al., 2008). In study um, apart from low
levels of insulin was observed a decreased insulin and IGF- 1 receptors in the

CNS patients with Alzheimer's disease (Moloney et al., 2010).

The increase of inflammatory cytokines has been observed in people
with bipolar disorder, especially during the late stages of the disease (Kauer-
Sant'/Anna et al.,, 2009). The increase in the cytokine TNF-a appears to be
associated with IGF-1 resistance in neuronal culture (Venters et al., 1999) and
was also able to reduce the neuroprotective effect of IGF-1 in CNS even with
high concentrations of this neurotrophin (Trejo et al., 2004). Therefore, a better
understanding of the relationship between the immune and the endocrine
systems in bipolar disorder is essential and would help to design new
therapeutic strategies to regulate both systems and, therefore, improve

cognition and the prognosis of the disease.

The aim of this study was to evaluate serum levels of IGF-1 in patients
with bipolar disorder compared with control subjects and its relationship to

inflammation.
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Methods

Subjects

Thirty-one consecutive patients were recruited from the outpatient bipolar
disorders program at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Brazil.
Patients met bipolar disorder criteria according to Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders Fourth Edition (DSM-IV). Thirty-three healthy
controls, matched for age, sex and education level were recruited from blood
bank of the same hospital. They had no history of psychiatric illnesses or
neurological disorders, assessed by the non-patient version of the Structured
Clinical Interview for DSM-V (SCID). All participants signed the informed

consent for the study, which was approved by the local ethics committee.

The exclusion criteria for all participants were: a history of autoimmune
diseases, chronic infection/inflammatory disorders, or any severe systemic
disease, and use of immunosuppressive therapy. All participants provided

written informed consent, and the local ethics committee approved the study.

Assessments

Sociodemographic, clinical, and pharmacologic data were collected using
a structured interview and examining the patients' clinical records. Experienced
raters to assess depressive and manic symptoms, respectively, administered
the Hamilton Depression Rating Scale (HAMD) and the Young Mania Rating

Scale (YMRS). Clinical Global Improvement (CGI) was administered to evaluate

26



the course of the illness (Guy, 1976) and the Functioning Assessment Short

Test (FAST) was used to assess functional impairment (Cacilhas et al., 2009).

Blood sample

Ten milliliters of blood were withdrawn from each subject by
venipuncture, respecting the same schedule collection. The blood without

anticoagulant was immediately processed and serum stored for later analysis.

Serum levels of insulin were measured by chemiluminescence technique using
ADVIA CENTAUR XP equipment. GH and IGF-1 were analyzed by the
SIEMENS® and IMMULITE 2000 ®. The measurements were made based on

the manufacturer's instructions.

The serum concentration of TNF-alpha was determined by flow cytometry
using the BD ™ Cytometric Bead Array (CBA) Flex Set Enhanced Sensitivity to
TNF-alpha Interleukin (BD Biosciences, San Diego, CA). The technique and
data analysis were performed according to the manufacturer's
recommendations. The data acquisition was carried out on the FACS Calibur
flow cytometer (BD Biosciences, San Diego, CA) and the results were analyzed
using the BD CBA Analysis Software FCAP Array ™ software (BD Biosciences,

San Diego, CA).

Statistical Analysis

Comparisons of demographic variables (age and gender) between BD
patients and controls were made using one-way ANOVA/chi-squared tests.

Independent Mann-Whitney for continuous variables (IGF-1, TNF-a, GH,
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insulin). IGF-1, TNF-a, GH and insulin levels had a skewed distribution and
were log-transformed. Correlations between IGF-1 levels and CGI, HAMD,

YMRS and FAST were performed using Sperman’s correlation.
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Results

The average age of patients and controls were 41.74+11.76 and 41.00+11.94,
respectively. The sample comprised mainly females in both groups (80.60% in patients
and 81.80% in control groups). No differences between groups were found concerning

age and sex. Other characteristics of the sample are listed in Table 1.

The patient group had significantly higher levels of IGF-1 (248.84 + 104.91
ng/mL) compared to controls (169.18 = 74.16 ng/mL, p = 0.001) (Figure 1). IGF-1
concentration has reference values, which are dependent on the age. Taking into
account these values, 32% of bipolar patients had increased IGF-1 serum
concentrations, while only 3% of control subjects are above normal range. Correlations
between serum levels of IGF-1 and HAMD (p = - 0.041 and p = 0.841), YMRS (p = -
0.275 and p = 0.165), CGI (p = - 0.047 and p = 0.815) and FAST (p =- 0.214 and p =
0.284) were not statistically significant. Levels of insulin, GH and TNF-a are shown in

Table 2. No differences between groups were observed in these parameters.
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Discussion

The present study found a significant increase in IGF-1 levels in patients
with bipolar disorder when compared with controls. No significant differences
were seen in the TNF-a serum levels as well as levels of GH and insulin
between groups. Since GH is involved in the synthesis of IGF-1 and IGF-1

shares the same insulin receptor was important to assess these analytes.

Some studies have described changes of this neurotrophin in patients
with mental disorders. Palomino et al. (2013) (Palomino et al., 2013) found a
significant increase in plasma IGF-1, one month after the first episode
psychosis in schizophrenia patients, suggesting that IGF-1 acts as a possible
marker for psychiatric diseases. It has been observed an increase of IGF-1
expression in cultured lymphocytes from patients with bipolar disorder
susceptible to treatment with lithium, as compared to refractory patients
(Squassina et al., 2013). The serum levels of IGF-1 were increased in bipolar
patients in the manic episode, as well as the fibroblast growth factor-2 (FGF-2),
and the nerve growth factor (NGF) when compared with healthy individuals (Liu
et al., 2014). Finally, in a post-mortem study, was observed an mRNA reduction
of IGF binding protein (IGFBP-2) in the prefrontal cortex of patients with bipolar
disorder (Bezchlibnyk et al., 2007). Together with previous studies, our data
suggest an association between IGF-1 changes and the pathophysiology of

bipolar disorder.

In this study, there were no significant differences in TNF-a serum levels
between bipolar patients and controls. However, other studies from our

research group observed increased levels of inflammatory cytokines and
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peripheral levels of TNF-a during acute episodes of bipolar disorder (Kapczinski
et al., 2011; Frey et al., 2013). Furthermore, an increase of TNF-a in children
with trauma was observed, possibly indicating the presence of an inflammatory
process in these children (Bucker et al., 2015). It is important to note that in
cases of systemic inflammation, IGF-1 must be produced by other cells of the
body beyond the liver (Wyss-Coray and Mucke, 2002) and, particularly in

inflammatory conditions, nerve cells may become resistant to this neurotrophin.

When it comes to resistance to IGF -1, is a possible relationship between
the insulin receptor and IGF-1. The resistance to insulin/IGF-1 is characterized
by decreased binding ability to the receptor, which can be triggered by
endocrine disorders such as metabolic syndrome (O’Connor et al.,, 2008).
Obesity is one of the leading causes of insulin resistance/IGF-1 in the periphery
and may correlate with insulin resistance\lGF -1 in the CNS (Kern et al., 2001;
Bigornia et al., 2012). Another possible factor involved in resistance to IGF-1,
which could be associated with high serum levels of IGF-1 found in this study is
the fact that TB patients present recurrent episodes of mood and, therefore,
possible high systemic toxicity (Kapczinski et al., 2010; Grande et al., 2012) and
profile inflammatory chronic (Stertz et al., 2013) inflammatory condition that

could promote resistance to IGF-1.

Certain diseases related to inflammation, such as psychiatric disorders,
clearly demonstrate the strengthening of the signal for cell death. Among these
signs, there is the activation of the protein p38 MAPK (p38 - mitogen-activated
protein kinases) and JNK (c-Jun N-terminal kinase) (Davila and Torres-Aleman,
2008). These two proteins are increased in the granular culture of rat

cerebellum, and both are linked to increased production of reactive oxygen
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species (ROS). Both p38 and JNK inhibit the phosphorylation of the insulin
receptor substrates (IRS) inhibiting the intracellular signal initiated by binding of
IGF-1 to its receptor (Davila and Torres-Aleman, 2008). It is possible that this
inhibition is one of the factors involved in the central IGF-1 resistance, even in
situations where there is a peripheral increase of this neurotrophin (Torres

Aleman, 2012).

Some limitations should be considered when interpreting the results of
this study. We measured peripheral levels of IGF-1, it is not possible to
determine whether these serum measures accurately reflect changes in the
CNS. All patients were receiving pharmacological treatment and were recruited
from a tertiary hospital, possibly representing individuals with greater disease
severity. Finally, although the role of IGF-1 in cognition, our study did not
evaluate these parameters. Further studies with a larger number of individuals
and evaluation of proteins that act as a substrate of IGF-1 receptors in the brain

could better clarify the role this neurotrophin in bipolar disorder.

In conclusion, according to previously published studies, patients with
bipolar disorder have increased systemic inflammation. In our study, the
concentration of IGF-1 may be related to systemic production triggered by
inflammation. It is noteworthy that during the inflammatory condition, the central
nervous system can become resistant to this peptide, decreasing its
neuroprotective action. Thus, new procedures that mitigate the central
resistance to IGF-1 may have scientific relevance in the treatment of bipolar

disorder.

32



Table 1. Sample characteristics.

Patients Controls
f/x2 p
(n=31) (n=33)
Age 41.74+11.76 41.00+11.94 0.063 0.803
Females 25 (80.60%) 27 (81.80%) 0.014 1.000

Bipolar Disorder

Type | 24 (77.4%)

Type Il 6 (22.6%)

HAMD 7.93 +5.67
YMRS 0.81 +3.28
CGl 2.37+1.30
FAST 27.54 £13.92

HAMD - Hamilton Depression Rating Scale. YMRS - Young Mania Rating Scale. CGI - Global
Assessment of Functioning. FAST - Functioning Assessment Short Test.
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Table 2. Biomarkers analysis.

Patients (n=31) Controls (n=33)
f p
Insulin 13.32 + 14.78 15.05+9.45 0.314 0.577
GH 1.06 +2.33 1.87 + 3.07 1.382 0.244
TNF-a 3879.76 £18732.33 546.99 £2227.89 1.030 0.314

GH — Growth Hormone. TNF-a — Tumor Necrosis factor Alpha. TNF-a levels are shown as

fg/mL.

Figure 1. Levels of IGF in patients and controls.
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Figure 1. Serum concentration of IGF-1 in patients (case) and controls.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo observou aumento significativo dos niveis de IGF-1
em pacientes com Transtorno Bipolar quando comparado com controles. Nao
foram observadas diferencas significativas nos niveis séricos de TNF-a bem
como nos niveis de GH e Insulina entre os grupos. Uma vez que GH esta
envolvido na sintese de IGF-1, e IGF-1 compartilha dos mesmos receptores de

insulina, foi relevante avaliar esses analitos.

Alguns estudos tém descrito alteracdes desta neurotrofina em pacientes
com transtorno mentais. Palomino e colaboradores (2013) (48) encontraram um
aumento significativo nos niveis plasmaticos de IGF-1, um més apos o primeiro
episédio psicético em pacientes com esquizofrenia, sugerindo que o IGF-1
funciona como um possivel sinalizador de doencas psiquiatricas. Foi observado
um aumento da expressao de IGF-1 em cultura de linfécitos de pacientes com
transtorno bipolar sensiveis ao tratamento com litio, quando comparado a
pacientes refratarios (47). O IGF-1 sérico mostrou-se aumentado em pacientes
bipolares em episédio maniaco, juntamente com fator de crescimento de
fibroblasto 2 (FGF-2) e fator de crescimento de nervo (NGF) quando
comparado com individuos higidos (49). Por fim, em um estudo post-mortem
observou-se uma reducdo de mRNA da proteina ligante de IGF (IGFBP-2) no
cortex pré-frontal de pacientes com Transtorno Bipolar (51). Juntamente com
prévios estudos, nossos dados sugerem uma associacdo entre alteracdes de

IGF-1 e a fisiopatologia do transtorno bipolar.

Neste estudo ndo foram encontradas diferencas significativas nos niveis
séricos de TNF-a entre pacientes bipolares e controles. Entretanto, outros
estudos do nosso grupo de pesquisa observaram um aumento nos niveis de
citocinas inflamatoérias e TNF-a periféricos durante os episodios agudos do TB
(61,62). Além disso, foi observado um aumento de TNF-a em criangas com
trauma, possivelmente indicando a presenca de um processo inflamatorio
nessas criancas(63). E importante salientar que em casos de inflamac&o

sistémica, o IGF deve ser produzido por outras células do organismo além do
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figado (64) e, especialmente em condi¢cfes inflamatérias, as células nervosas

podem tornar-se resistentes a esta neurotrofina.

Algumas doencas relacionadas com a inflamacdo, como os transtornos
psiquiatricos, demonstram claramente um fortalecimento do sinal para a morte
celular. Dentre esses sinais destaca-se a ativacao da proteina p38 MAPK (p38
— mitogen-activated protein kinases) e da JNK (c-Jun N-terminal kinase) (65).
Essas duas proteinas encontram-se aumentadas em cultura granular do
cerebelo de ratos e ambas estédo ligadas ao aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs). Tanto a p38 quanto a JNK inibem a fosforilacédo
dos substratos dos receptores da insulina (IRS), inibindo o sinal intracelular
desencadeado pela ligacdo do IGF-1 aos seus receptores (65). E possivel que
essa inibicdo seja um dos fatores envolvidos com a resisténcia central ao IGF-
1, mesmo em situacbes em que exista um aumento desta neurotrofina

periférica (66).

Algumas limitacbes devem ser consideradas ao interpretar os resultados
deste estudo. N6és medimos niveis periféricos de IGF-1, ndo sendo possivel
determinar se essas medidas séricas refletem exatamente alteracdes no SNC.
Todos os pacientes estavam medicados e foram recrutados de um hospital
terciario, possivelmente representando individuos com uma maior gravidade da
doenca. Por fim, embora seja reconhecido o papel do IGF-1 sobre a cognicéao,
nosso estudo nado avaliou tais parametros. Estudos futuros com um maior
namero de individuos e avaliacdo de proteinas que atuem como substrato ou
sinalizadores dos receptores de IGF-1 no cérebro poderiam esclarecer melhor

o papel desta neurotrofina no TB.

Os sistemas imune e enddécrino tem interacdo importante, essa relacao é
responsavel pelo controle da acdo e secrecdo de citocinas e hormoénios
(52,67). Existem evidencias do aumento de algumas citocinas inflamatorias
provocam resisténcia ao IGF-1(68). Quando se fala em resisténcia ao IGF-1, é
eminente a relacdo entre os receptores de insulina e IGF-1. A resisténcia a
insulina/IGF-1 é caracterizada pela diminuicdo da capacidade de ligacdo ao
receptor, que pode ser desencadeada por aumento nos niveis de glicose (69),
alcoolismo (70), diabetes mellitus (71) e obesidade, comorbidade prevalente no
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transtorno bipolar. A obesidade € uma das maiores causas da resisténcia a
insulina/ e IGF-1 na periferia e pode se correlacionar com a resisténcia a
insulina\IGF-1 no SNC (72,73).

Concluindo, de acordo com estudos previamente publicados, os
pacientes com transtorno bipolar apresentam aumento da inflamacao
sistémica. No nosso estudo, o aumento da concentragdo de IGF-1 pode estar
relacionado a sua producdo sistémica desencadeada pela inflamagdo. E
importante salientar que durante o quadro inflamatorio, o sistema nervoso
central pode tornar-se resistente a esse peptideo, diminuindo sua acado
neuroprotetora. Dessa forma, novas propostas terapéuticas que atenuam a
resisténcia central ao IGF-1 podem apresentar relevancia cientifica no

tratamento do transtorno bipolar.
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