Breno Satler de Oliveira Diniz

A atividade da enzima Glicogénio Sintase Quinase 3 Beta
(GSK-3B) em pacientes idosos com depressao maior:
associagao com parametros clinicos, psicopatolégicos e

cognitivos

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao
Paulo para obtengdo do titulo de

Doutor em Ciéncias.

Programa de Psiquiatria
Orientador: Prof. Dr. Orestes Vicente

Forlenza

Sao0 Paulo

2011



Dados Internacionais de Catalogacio na Publicacio (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

©reprodugao autorizada pelo autor

Diniz, Breno Satler de Oliveira

A atividade da enzima Glicogénio Sintase Quinase 3 Beta (GSK-3B) em pacientes
idosos portadores de transtorno depressivo maior : associagdo com aspectos clinicos,
psicopatologicos e cognitivos / Breno Satler de Oliveira Diniz. -- Sdo Paulo, 2011.

Tese(doutorado)--Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo.
Programa de Psiquiatria.

Orientador: Orestes Vicente Forlenza.

Descritores: 1.Quinase 3 da glicogénio sintase 2.Depressao/fisiopatologia
3.Idoso 4.Cognigao

USP/FM/DBD-096/11

i



111

Dedicatoria

Dedico este trabalho especialmente aos meus pais, Aroldo e Sonia, sempre
presentes e apoiando nos momentos mais dificeis nestes ultimos 32 anos...
Dedico a minha vé Nadir, exemplo de envelhecimento e amor...

Dedico também a minha esposa Katrini, companheira de todos os momentos
e fonte de eterna inspiracéo e paz...

Dedico aos pacientes, que voluntariamente se dispuseram doar o seu tempo
a este trabalho...

E claro, ao Boris e a Valentina...



v

Agradecimento

Agradeco ao Professor Wagner Farid Gattaz pela invejavel estrutura que
criou e mantem no Laboratério de Neurociéncias — LIM 27 o que sem duvida
possibilitou a execugéo deste projeto de pesquisa...

Agradeco aos colegas do Laboratério de Neurociéncias — LIM 27, em
particular a Vanessa e Helena pelo apoio e ajuda na elaboragao e execugao
de varias fases deste projeto...

Agradeco ao colega Rodrigo Machado-Vieira que, apesar do tdo pouco e
recente contato, trouxe discussodes, contribuicdes e ideias valorosas para
este e outros trabalhos...

Agradeco aos varios bons amigos (presentes e “ausentes”) que estiveram
sempre ao lado durante esta caminhada muitas vezes solitarias...

Agradeco as minhas queridas Dorli, Ana Carolina, Debora e Sandra pela
presencga e escuta...

Agradeco aos meus sogros, Gilmar e Bell, por terem me “presenteado” com

uma pérola unica (e também os churrascos e festas de aniversarios!)...



Agradecimento especial

Agradeco especialmente ao meu orientador e mestre Professor Orestes
Vicente Forlenza pela paciéncia, proximidade e oportunidades de
crescimento pessoal, cientifico e profissional, antes, durante (e espero que
apos!) a realizacao deste trabalho. Exemplo que espero seguir nos meus
proximos passos...

Nao poderia deixar de agradecer a Leda Talib, colega sempre presente nos
melhores momentos, e também nos mais dificeis, desta jornada e com quem

ainda tenho muito o que aprender...



Sumario
Lista de tabelas
Lista de figuras
Lista de quadros
Lista de graficos
Resumo
Summary
1. Introdugéo
1.1. Aspectos clinicos e epidemioldgicos da depressao geriatrica
1.2. Alteragbes cognitivas na depressao geriatrica
1.3. Neurobiologia da depresséao geriatrica
1.3.1. Achados de neuroimagem
1.3.2. Alteragdes em cascatas inflamatoérias e neurotréficas
1.4. Glicogénio Sintase Quinase 3
1.4.1. Aspectos gerais
1.4.2. Atividade da GSK-3B na fisiopatologia da depressao maior
2. Objetivos
3. Hipoteses
4. Métodos
4.1. Desenho
4.2. Contexto
4.3. Aspectos éticos
4.4. Critérios de inclusao
4.4.1. Pacientes com episddio depressivo maior
4.4.2. Grupo comparativo
4.5. Critérios de excluséo
4.6. Exame do estado mental

4.7. Avaliagao cognitiva

vi

Xi
Xii
Xiii
Xiv

XVi

11
14
14
18
21
22
23
23
24
25
26
26
27
28
30

31



4.8. Classificagao do episédio depressivo maior
4.8.1.Apresentagao psicopatoldgica
4.8.2.1dade de inicio do transtorno depressivo
4.8.3.Presenca de déficits cognitivos
4.8.4.Gravidade do episddio depressivo
4.8.5.Padrao de recorréncia do episédio depressivo
4.8.6.Cronicidade do episddio depressivo
4.8.7. Tempo total de duragao do transtorno depressivo
4.9. Avaliagao dos idosos do grupo comparativo
4.10. Coleta de sangue e preparo de plaquetas
4.11. Expressao de GSK-3B em plaquetas e determinagao indireta da atividade
enzimatica
4.12. Andlise estatistica
4.12.1. Andlise descritiva
4.12.2. Analise de distribuicao de frequéncia de variaveis dicotdmicas
4.12.3. Analise para comparagao de médias entre grupos
4.12.4. Andlise de covariancia e analise multifatorial
5. Resultados
5.1.Descrigdo da amostra
5.2.Andlise univariada: variaveis sécio-demograficas, sintomatologia depressiva e

desempenho cognitivo

vil

32
33
34
35
36
37
38
39
40

41

42
45
46
47
48
49
50

50

51

5.3. Andlise univariada: niveis plaquetarios da GSK-3B (total e fosforilada) e razdo da

GSK-3B
5.4. Analise de covariancia e andlise multifatorial
6. Discusséo
6.1. Discusséo geral dos achados principais
6.2. Aumento da atividade da GSK-3B: relevancia fisiopatoldgica

6.3. Inespecificidade das alteragbes na atividade da GSK-3B

66

75

78

78

81

84



viil

6.4. Alteragdes na atividade da GSK-3B: implicagdes progndsticas 86
6.5. Limitagdes do estudo 88
6.6. Perspectivas futuras 90
7. Conclusdes 91
8. Referéncias 92

Apéndice |I. Termo de consentimento livre e esclarecido
Apéndice Il. Artigo relacionado aos achados principais da tese publicado no periédico The
World Journal of Biological Psychiatry (fator de impacto: 5,506 — IS| Web of Knowledge

2009).



X

Lista de tabelas

Tabela 1. Depressdo maior vs. Controles: dados soécio-demograficos,
gravidade da sintomatologia depressiva e desempenho cognitivo.

Tabela 2. Subtipo psicopatoldgico: dados sécio-demograficos, gravidade da
sintomatologia depressiva e desempenho cognitivo.

Tabela 3. Idade de inicio do 1° episddio depressivo: dados sbcio-
demograficos, gravidade da sintomatologia depressiva e desempenho
cognitivo.

Tabela 4. Padrao de recorréncia dos episédios depressivos: dados sbécio-
demograficos, gravidade da sintomatologia depressiva e desempenho
cognitivo.

Tabela 5. Gravidade da sintomatologia depressiva: dados sodcio-
demograficos, gravidade da sintomatologia depressiva e desempenho
cognitivo.

Tabela 6. Gravidade dos déficits cognitivos associados ao episodio
depressivo: dados socio-demograficos, gravidade da sintomatologia
depressiva e desempenho cognitivo

Tabela 7. Cronicidade do episddio depressivo atual: dados sbcio-
demograficos, gravidade da sintomatologia depressiva e desempenho
cognitivo.

Tabela 8. Tempo de duracdo do transtorno depressivo: dados sbécio-
demograficos, gravidade da sintomatologia depressiva e desempenho

cognitivo.



Tabela 9. Depressao maior vs. Controles: nivel plaquetario da GSK3B (total
e fosforilada) e razdo da GSK3B nos pacientes com episddio depressivo
maior vs. controles.

Tabela 10. Subtipo psicopatoldgico: niveis plaquetarios da GSK3B (total e
fosforilada) e razdo da GSK-3B.

Tabela 11. |dade de inicio do 1° episédio depressivo: niveis plaquetarios da
GSK-3B (total e fosforilada) e razdo da GSK-3B.

Tabela 12. Padrdao de recorréncia dos episddios depressivos: niveis
plaquetéarios da GSK-3B (total e fosforilada) e razdo da GSK-3B.

Tabela 13. Gravidade da sintomatologia depressiva: niveis plaquetarios da
GSK-3B (total e fosforilada) e razdo da GSK-3B.

Tabela 14. Gravidade dos déficits cognitivos associados ao episodio
depressivo: nivel plaquetario da GSK-3B (total e fosforilada) e razdo da
GSK3B.

Tabela 15. Cronicidade do episddio depressivo atual: nivel plaquetario da
GSK-3B (total e fosforilada) e razdo da GSK3B.

Tabela 16. Tempo de duragao do transtorno depressivo: nivel plaquetario da
GSK-3B (total e fosforilada) e razdo da GSK-3B.

Tabela 17. Analise de covariancia.



Lista de figuras

Figura 1. Vias de sinalizagao intracelular da GSK-3B.
Figura 2. Fungdes da GSK-3B.
Figura 3. llustragdo esquematica das etapas principais do ensaio

imunoenzimatico.

X1



xii

Lista de quadros
Quadro 1. Padrao de déficits cognitivos de acordo com a idade de inicio do

episodio depressivo.



xiil

Lista de gréficos
Grafico 1 — Interagao entre a gravidade dos sintomas depressivos VS.

gravidade dos déficits cognitivos sobre a razdo da GSK-3B.



Xiv

Diniz BSO. A atividade da enzima Glicogénio Sintase Quinase 3 Beta (GSK-
3B) em pacientes idosos com depressao maior: associagao com parametros
clinicos, psicopatoldgicos e cognitivos

Resumo

Apesar da elevada prevaléncia dos transtornos depressivos em idosos, os
mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes a estes quadros sdo pouco
conhecidos. Atualmente, o principal foco dos estudos sobre a fisiopatologia
da depressao geriatrica sao as alteragdes cerebrovasculares associadas a
estes quadros. Outros mecanismos fisiopatolégicos tém sido estudados,
como as alteragdes em cascatas neurotréficas e inflamatérias. A enzima
glicogénio sintase quinase 3 beta (GSK-3B) tem sido implicada na
patogénese de diversos transtornos mentais, em especial os transtornos
afetivos (i.e. depressdo maior e o transtorno afetivo bipolar) e doencgas
neurodegenerativas (i.e. doenca de Alzheimer). Entretanto, ndo ha estudos
que avaliam o papel desta enzima nos pacientes idosos com depresséao
maior. Desta maneira, o objetivo principal deste trabalho é avaliar a atividade
da GSK-3B em pacientes idosos com depressao maior. A hipotese deste
estudo é que a atividade enzimatica esta aumentada nos pacientes idosos
deprimidos em relagao a idosos saudaveis. Para este estudo, recrutamos 40
idosos com depressao maior (de acordo com os critérios diagndsticos do
DSM-IV) e que ndo estavam em uso de antidepressivos. O grupo
comparativo foi constituido por 13 idosos saudaveis, sem evidéncias de
transtornos cognitivos ou do humor. A gravidade da sintomatologia

depressiva foi avaliada pela escala de depressdo de Hamilton de 21 itens



XV

(HAM-D); o desempenho cognitivo dos pacientes e controles foi avaliado
pelo teste cognitivo de Cambridge (CAMCOG) e pelo mini-exame do estado
mental (MEEM). A expressdao da GSK-3B foi determinada em plaquetas
através de ensaio imunoenzimatico (EIA), sendo estabelecido os niveis
totais da GSK-3B (T-GSK-3B) e de sua forma fosforilada (P-GSK-3B),
inativa. A atividade enzimatica foi inferida indiretamente pela razdo P-GSK-
3B / T-GSK-3B. Nos pacientes idosos com depressao maior, observou-se
uma reducgéo significante dos niveis P-GSK-3B (p=0,03) e da razdo da GSK-
3B (p=0,03). Os pacientes com sintomatologia depressiva mais grave (HAM-
D > 21) e déficits cognitivos mais intensos (CAMCOG < 86) apresentaram
maior atividade enzimatica (p=0,03 e teste, p=0,01, respectivamente). Os
resultados deste trabalho sugerem que a atividade da GSK-3B esta
significantemente aumentada em pacientes idosos com depressao maior e
que esta alteragdo € mais pronunciada nos pacientes com sintomatologia
depressiva e déficits cognitivos mais graves. Neste contexto, a atividade da
GSK-3B pode ser considerada um marcador de estado em pacientes idosos
com episodios depressivos mais graves e ser um importante alvo para o

desenvolvimento de estratégias terapéuticas para estes quadros.

Descritores: glicogénio sintase quinase 3; depressaoffisiopatologia; idoso;

cognicao.
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Diniz BSO. Glycogen Synthase Kinase 3 Beta (GSK-3B) activity in elderly
patients with major depressive disorder: association with clinical,
psychopathological and cognitive aspects.

Summary

Despite the high prevalence of depressive disorders in the elderly, its main
physiopathological mechanisms are largely unknown. In the recent years,
most of the research efforts focused on the association between
cerebrovascular changes and geriatric depression. Nonetheless, other
mechanisms have been studied, such as changes in neurotrophic and
inflammatory cascades. The enzyme glycogen synthase kinase 3 beta (GSK-
3B) has been implicated in many mental disorders, in particular affective
disorders (i.e. major depression and bipolar disorder) and neurodegenerative
disorders (i.e. Alzheimer’s disease). However, there is no study so far that
addressed the role of this enzyme in elderly patients with major depression.
Therefore, the main objective of this study was to evaluate if GSK-3B activity
is changed in elderly patients with major. The working hypothesis is that
enzyme activity is significantly increased in elderly patients with major
depression as compared to elderly controls. We recruited 40 elderly patients
with current major depressive episode (according to the DSM-IV criteria) that
was not under antidepressant treatment. The comparison group included 13
healthy elderly subjects with no evidence of cognitive impairment or major
psychiatric disorder. The severity of depressive symptoms was assessed by
the Hamilton Depression Scale 21 items; cognitive performance was

assessed by the Cambridge Cognitive test (CAMCOG) and the Mini-mental



xvii

State Examination (MMSE). The levels of total and phosphorylated GSK-3B
(T-GSK-3B and P-GSK-3B, respectively) levels were determined in platelets
by immunoenzymatic assay (EIA). Enzyme activity was indirectly inferred by
the ratio P-GSK-3B / T-GSK-3B. Elderly patients with major depression had a
significant reduction in the P-GSK-3B levels (p = 0.03) and GSK-3B ratio (p=
0.03). The patients with severe depressive episode (HAM-D scores above 21
points) and cognitive impairment (CAMCOG scores below 86 points)
presented the more significant reduction of GSK-3B ratio (p = 0.03 and p =
0.01, respectively). These data altogether suggest that GSK-3B activity is
significantly increased in elderly patients with major depression, in particular
in those with more severe depressive episode and worse cognitive
performance. In this context, the increased enzyme activity may be regarded
as a state marker of severe depressive episodes and may an important

target to the development of therapeutic strategies to this disorder.

Descriptors: glycogen synthase kinase 3; depression/physiopathology;

elderly; cognition.






1. Introdugao

1.1. Aspectos clinicos e epidemiologicos da depresséo geriatrica

Estudos epidemiolégicos populacionais conduzidos no final da década de
80 e na década de 90 mostraram que a prevaléncia global de depresséao
maior no idoso era menor que na populagdo adulta em geral, acometendo
cerca de 1% dos idosos residentes na comunidade (Djernes, 2006). Porém,
uma grande parcela da populagdo idosa apresentava sintomatologia
depressiva que nao preenche critérios para depressao maior. Quase um
terco (29%) dos idosos residentes na comunidade apresentavam queixas
depressivas, sendo que o principal sintoma relatado é a disforia. Destes
individuos, 15% preenchiam critérios para sindromes depressivas menores,
2% para distimia e 4% foram diagnosticados com transtorno de ajustamento
com sintomas depressivos (Koenig e Blazer, 1992). Uma revisao sistematica
da literatura demostrou que a prevaléncia de sindromes depressivas em
geral na populagdo idosa é de aproximadamente 13,5%, sendo a
prevaléncia de depressao maior de 1,8%, significantemente menor que a

prevaléncia de depressdo menor (9,8%) (Beekman et al., 1999).

Apesar da menor intensidade sintomatica, os quadros depressivos
subsindrémicos estao associados a um alto grau de incapacidade funcional,

alteragbes cognitivas, maior morbimortalidade, e apresentam um maior risco



de desenvolverem um episodio depressivo maior no seguimento de longo

prazo (Alexopoulos et al. 2002).

Estudos nacionais recentes demonstraram uma elevada variabilidade nas
taxas de prevaléncia das sindromes depressivas em idosos. Em um estudo
epidemioldgico realizado em Bambui - MG, Castro-Caldas et al. (2007)
reportaram prevaléncia de 1 més para depressdao maior de cerca de 20% e
de 4% para distimia. Nesta mesma coorte, a prevaléncia da presenca de
sintomas depressivos foi de 38,5% (Castro-Caldas et al., 2008). Em outro
estudo, Gazalle et al. (2004) reportou uma frequéncia elevada de sintomas
depressivos em idosos, variando de 27 a 73% na populagao estudada. Em
um estudo epidemioldégico conduzido na cidade de Sao Paulo, Barcellos-
Ferreira et al. (2009) relataram uma elevada frequéncia de sintomas
depressivos em idosos (19 a 62%). Porém, a prevaléncia de sintomatologia
clinicamente significativa nesta populacéo foi de 13%. Em uma meta-analise
recente, Barcellos-Ferreira et al. (2010) mostraram que a prevaléncia de
depressao maior na populacado idosa brasileira era de 7% e de sintomas

depressivos clinicamente significativos de 26%.

Em geral, os quadros depressivos em idosos, mesmo em apresentagdes
oligosintomaticas, se associaram a maior grau de comprometimento
cognitivo (Avila et al., 2009), piora da qualidade de vida (Chachamovic et al.,
2008), maior morbimortalidade (Alexopoulos et al., 2002; Alexopoulos, 2005;

Andrei et al., 2007). Além destes fatores, os quadros depressivos nos idosos



foram fatores de risco para o desenvolvimento da doenga de Alzheimer

(Ownby et al., 2006).

A apresentacédo dos quadros depressivos nos idosos € mais heterogénea
e menos estereotipada que nos adultos, tornando o seu diagnostico e
sistematizacdo mais dificil na pratica clinica. Se dividirmos os sintomas
depressivos entre manifestacdes psiquicas ou somaticas, o idoso tende a
apresentar maior quantidade de sintomas somaticos (p.ex. dor crénica,
alteragcdes do sono e apetite, reducdo da energia e fadigabilidade) em
relagcdo aos sintomas psiquicos propriamente ditos (p.ex. tristeza) (Diniz e
Forlenza, 2008). Entretanto, os sintomas psiquicos sdo mais relevantes na
definicgdo diagnodstica das sindromes depressivas de acordo com os
principais sistemas classificatorios vigentes (p.ex. DSM-IV e CID X). Desta
maneira, além da dificuldade diagndstica imposta pela heterogeneidade do
quadro clinico, as classificagdes diagndsticas atuais ndo sdo adequadas
para classificar estes quadros no idoso, tornando o diagnéstico clinico da
depressao neste grupo populacional mais dificil. Apesar destas limitagdes,
os critérios diagnosticos para as sindromes depressivas nos idosos sdo os
mesmos usados para o diagnostico dos quadros depressivos nos pacientes

mais jovens.

Sintomas melancdlicos sdo comuns em idosos com depressao maior.
Eles se caracterizam por perda intensa de prazer e interesse por atividades
habituais e antes prazerosas, sentimentos de culpa, reducdo da iniciativa e

do apetite, insénia terminal, acentuagdo dos sintomas depressivos no



periodo matutino, e alteragdes marcantes da psicomotricidade (Fink e
Taylor, 2007; Brodaty et al., 1991). Queixas somaticas também sdo muito
frequentes, podendo inclusive predominar na apresentacdo clinica do
paciente idoso. Dentre os sintomas somaticos mais comuns destacam-se a
diminui¢cdo da energia, cansago excessivo, diminuigdo do apetite e perda de
peso, sintomas dolorosos inespecificos, alteragbes do ciclo sono-vigilia,
desconforto abdominal, tonturas, etc. Muitas vezes pode-se observar a
associacdo de multiplas queixas somaticas sem a presenca de condicdes
clinicas que as justifiquem, expondo o paciente ao risco de investigacdes

clinicas suplementares desnecessarias.

Os sintomas psicoticos nos pacientes deprimidos idosos também sao
frequentes (Brodaty et al., 1991). Porém a tematica das ideag¢des delirantes
nestes pacientes € geralmente diferente dos pacientes jovens. Delirios de
culpa e de ruina material sdo menos frequentes, sendo mais comuns os
delirios persecutoérios e os delirios de ruina corporal, que podem variar de
simples ideias de ser portador de uma doenga grave e incuravel até a
sindrome de Cottard, que consiste no delirio niilista associado a negagao de

orgaos.



1.2. Alteragbes cognitivas na depressdo geriatrica

Queixas de dificuldades cognitivas, principalmente dificuldades de
memoria, sdo muito comuns durante um episdédio depressivo no paciente
idoso. Em muitos casos, ndo ha a comprovagdo objetiva de déficits
cognitivos associado ao quadro depressivo (Lautenschlager et al., 2005;
Jorm et al.,, 2001). Entretanto, em estudos recentes mostram que a
prevaléncia de alteragdes cognitivas nos pacientes idosos com quadros
depressivos € elevada, acometendo 30 a 60% destes pacientes (Steffens et
al., 2006). Os déficits cognitivos mais comumente relatados nestes estudos
envolvem os dominios de memodria episddica recente e funcdo executiva

(Steffens e Potter, 2008).

O padrao de déficits cognitivos € influenciado pela idade de inicio do
quadro depressivo. Déficits mais intensos em funcdes executivas sdo mais
comuns em pacientes com depressao de inicio tardio (isto é, aqueles em
que o primeiro episoédio depressivo ocorreu apos 60 - 65 anos de idade)
(Elderkin-Thompson et al., 2003; Elderkin-Thompson et al., 2007). Por outro
lado, os pacientes com depressdo maior recorrente de inicio precoce (isto €,
quando o primeiro episédio depressivo ocorreu antes dos 60 - 65 anos de
idade) apresentam déficits mais proeminentes em memodria episddica
recente (Rapp et al., 2005). Estudos meta-analiticos recentes demonstraram
que os pacientes com depressdao de inicio tardio, além da disfuncao

executiva, também apresentam déficits significativos em memdria episddica



recente. Ja os pacientes com depressdo de inicio precoce apresentam
déficits mais circunscritos a memoria episédica recente (Herrmann et al.,
2007). A presencga de déficits cognitivos pode ter implicagdes prognédsticas
importantes nos pacientes idosos. Eles se associam a pior resposta ao
tratamento antidepressivo (Nebes et al., 2003; Baldwin et al., 2004), maior
incapacitagcao funcional (Grabovich et al., 2010) e maior risco de evolugao

para quadros demenciais (Mondrego e Fernandez, 2004).

Quadro 1. Padréao de déficits cognitivos de acordo com a idade de inicio

do episddio depressivo.

Depressao de inicio precoce Depressao de inicio tardio
Déficits: Déficits:

* Memoria episddica recente * Atencionais

* Memodria semantica * Menor velocidade de processamento

. ~ * Disfuncao executiva
Maior preservagao: ¢

* Meméria episddica recente

e Atencao L. v
¢ ¢ Memoria semantica

* Velocidade de processamento

* Fungao executiva

Este padrao distinto de déficits cognitivos de acordo com a idade de inicio
do quadro depressivo sugere que diferentes substratos neurobioldgicos
possam estar relacionados a fisiopatologia dos déficits cognitivos na
depressao geriatrica (Steffens e Potter, 2010). Neste caso, a disfungéo

executiva observada nos pacientes com depressdo de inicio tardio seria



mediada principalmente por lesdes de substdncia branca profunda em
circuitos neuronais fronto-estriatais subcorticais (Herrmann et al., 2008). Ja
os déficits mais proeminentes em memoria episddica recente nos pacientes
com depressao de inicio precoce seria mediado principalmente por atrofia

hipocampal (Janssen et al., 2007).

Portanto, os quadros depressivos sao muito comuns na populacéo
geriatrica. Porém, apesar de sua importancia clinica, existe uma proporgao
consideravel de casos que nao sao identificados por profissionais de saude
mental. A depressdo ndao € uma consequéncia natural do envelhecimento,
mas um transtorno psiquiatrico associado a intenso sofrimento e
deterioracdo da qualidade de vida. A depressdo em idosos se associa a
piora da qualidade de vida, maior morbimortalidade, maior utilizacdo dos
recursos de saude em geral e sao hospitalizados com mais frequéncia
(Chachamovic et al., 2008; Blazer et al., 2005; Alexopoulos et al., 2002).
Estes quadros se associam a declinio cognitivo e funcional, além de
aumentar o risco de desenvolvimento de sindromes deméncias (Ownby et
al., 2006). Estes fatores em conjunto fazem com que a depressao geriatrica
esteja associada a um elevado custo social direto e indireto (Alexopoulos e

Kelly, 2009).



1.3. Neurobiologia da depresséo geriatrica

Os mecanismos neurobioldgicos associados a depressao geriatrica nao
estdo completamente esclarecidos. A heterogeneidade clinica dos quadros
depressivos sugere que diversos mecanismos neurobiolégicos podem estar
relacionados a sua fisiopatologia. Por outro lado, esta heterogeneidade
clinica pode dificultar a selecdo de pacientes para estudos sobre os
mecanismos neurobioldgicos subjacentes a depressao geriatrica. Portanto,
diferentes abordagens sdo necessarias para uma maior compreensao dos

seus mecanismos fisiopatolégicos.



1.3.1. Achados de neuroimagem

Estudos de neuroimagem estrutural mostram uma associagao entre a
presenca de lesdes cerebrovasculares e as sindromes depressivas no idoso.
Em meados da década de 90, o termo “depressao vascular” foi proposto
para descrever um subgrupo de pacientes em que determinadas
caracteristicas clinicas se associavam a lesbes decorrentes da
microangiopatia em substancia branca, principalmente na regido frontal
subcortical, afetando a integridade dos circuitos cértico-subcorticais pré-
frontais (Alexopoulos et al., 1997; Krishnan et al, 2004). Tais pacientes
apresentavam depressdo de inicio tardio, caracterizada clinicamente por
retardo psicomotor, déficits cognitivos, apatia, reducao da capacidade de
critica em relagdo a condicdo mérbida e maior , na vigéncia de queixas de

humor deprimido menos intensas.

Diversos estudos clinico-radiolégicos posteriores confirmaram a
associacdo entre doenca cerebrovascular e a depressado de inicio tardio
(Herrmann et al., 2008). A presenga de lesdes cerebrovasculares mostrou
correlagdo com maior gravidade da sintomatologia depressiva (Bell-McGinty
et al., 2002). Estudos clinico-epidemioldgicos sugeriram que a presenga de
lesdes cerebrovasculares em substancia branca pode anteceder o
surgimento dos sintomas depressivos (Nebes et al., 2002). Por outro lado, a
progressao destas lesbes em pacientes idosos também se relaciona com o

surgimento ou o agravamento de sintomas depressivo em pacientes idosos
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(Teodorczuk et al., 2010; Teodorczuk et al., 2007). Além da relevancia do
ponto de vista fisiopatologico, a presenga de lesdes cerebrovasculares € um
importante preditor de uma pior resposta ao tratamento antidepressivo e de
um maior risco de refratariedade (Alexopoulos et al., 2008; Bell-McGinty et

al., 2002).

Estudos recente sugerem que em pacientes idosos com depressao
recorrente de inicio precoce podem apresentar um padrao de alteragcdes em
neuroimagem distinto daquele observado nos pacientes com depressao de
inicio tardio. Na depressao de inicio precoce, as alteracdes estruturais mais
comuns sao a atrofia hipocampal bilateral (Janssen et al., 2007; Ballmeyer et
al., 2008), o que sugere a existéncia de padrdes fisiopatolégicos distintos de

acordo com a idade de inicio da doencga depressiva.
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1.3.2. Alteragbes em cascatas inflamatorias e neurotroficas

Alteracbes em cascatas inflamatérias e neurotréficas tém ganhando
destaque na literatura recente acerca da fisiopatologia da depressao maior.
Diversos estudos mostraram uma elevagao significativa de interleucinas (IL)
proinflamatérias (p.ex. IL-1p, IL-2, IL-6, TNFa), e uma redugdo das
interleucinas antiinflamatérias (p.ex. IL-10, TGF-f) em pacientes deprimidos
(Miller et al., 2009; Maes et al., 2009). Em pacientes idosos com depressao
maior também se observam alteragbes significantes em cascatas
inflamatdrias, com o predominio da ativacdo de cascatas proé-inflamatorias
em relagdo as cascatas anti-inflamatérias (Bremmer et al., 2008; Andrei et

al., 2007; van den Biggelaar et al., 2007).

Em estudos recentes conduzidos no Laboratério de Neurociéncias-LIM
27, no Instituto de Psiquiatria do HC-FMUSP, em conjunto com o Laboratério
de Neuroimunologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG,
mostraram que os niveis plasmaticos de IL-1p e do receptor soluvel 2 do
TNF-a estavam significantemente aumentados nos idosos deprimidos em
relacdo a idosos controles (Diniz et al., 2010; Diniz et al., 2009). Estas
alteragdes se correlacionavam com a presencga de déficits cognitivos nestes
pacientes e era marginalmente mais intensas nos idosos com depressao de

inicio precoce.

Outro evento relacionado a fisiopatologia da depressdo maior é a redugao

do suporte neurotrofico (Teixeira et al., 2010). Em modelos animais de
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depressao observa-se reducdo significativa da produgdo do fator
neurotréfico derivado do cérebro (brain-derived neurotrophic factor, BDNF)
(Duman e Monteggia, 2006). Em camundongos geneticamente modificados,
através do knock-out do gene ou haploinsuficiéncia genética, nos quais se
observa uma reducédo da producdo de BDNF, houve o surgimento de
comportamentos depressivos (p.ex. menor atividade de exploragéo
ambiental, maior tempo de imobilizacdo, menor esquiva a estimulos
negativos) (Lyons et al., 1999). Por outro lado, o restabelecimento dos niveis
de BDNF se correlaciona com a melhora do comportamento depressivo
neste modelos e € um dos mecanismos de acado propostos para diversos
tratamentos usados atualmente para depressdo maior (Duman e Monteggia,

2006).

Estudos genéticos mostram uma forte associagado entre a ocorréncia de
depressao e a presencga de polimorfismos do gene do BDNF, em especial o
polimorfismo de um unico nucleotideo (single nucleotide polymorphism)
Val66Met (Verhagen et al., 2010). Em pacientes com depressdo maior néao
tratados com antidepressivos, se observa uma reducao significativa dos
niveis de BDNF em fluidos biolégicos periféricos (p.ex. plasma e soro;
Brunoni et al.,, 2008). Apdés o tratamento antidepressivo, ha o
restabelecimento dos niveis de BDNF comparavel aos dos individuos sem
transtornos psiquiatricos (Piccini et al., 2008; Huang et al., 2008; Matrisciano
et al.,, 2009). O aumento dos niveis de BDNF se correlaciona

significantemente com a resposta antidepressiva nestes estudos.
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Ha poucos estudos que avaliam o papel de cascatas neurotroficas em
pacientes idosos deprimidos. Pacientes idosos deprimidos e nao tratados
apresentam uma reducgao significativa dos niveis de BDNF plasmatico (Shi
et al.,, 2010). Um estudo conduzido pelo Laboratério de Neurociéncias-LIM
27 também demonstrou que os niveis periféricos de BDNF estavam
reduzidos em pacientes idosos deprimidos (Diniz et al, 2010). Neste estudo,
os niveis de BDNF estavam marginalmente reduzidos nos pacientes com
depressao de inicio tardio e se correlacionavam negativamente com a
gravidade da sintomatologia depressiva. Entretanto, um estudo nao
confirmou a os achados de reducdo do BDNF em idosos deprimidos

(Ziegenhorn et al., 2007).
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1.4. Glicogénio Sintase Quinase 3

1.4.1. Aspectos gerais

A Glicogénio Sintase Quinase 3 (GSK-3) é uma enzima presente em
varios sistemas bioldgicos. As varias fungdes reguladas pela GSK, através
da fosforilacdo de diversos substratos, mostram que esta quinase participa
de varios processos homeostaticos (Jope et al., 2007). A enzima tem duas
isoformas principais: alfa (GSK-3A), de 51 KDa, e beta (GSK-3B), de 46
KDa. As isoformas de GSK-3 sdo codificadas por genes diferentes, porém

sao reguladas de forma semelhante (Barry et al., 2003).

A atividade da GSK-3 é regulada fundamentalmente pela fosforilagdo e
defosforilagdo de epitopos de serina e treonina, num processo dependente
do balanco entre diversas quinases e fosfatases proteicas. Sua atividade
também ¢é regulada pela formagdo de complexos proteicos e por sua
distribuicao intracelular. A GSK-3 é uma enzima constitutivamente ativa,
através da fosforilagdo de residuos de tirosina 216 (GSK-3B) ou tirosina 279
(GSK-3A). A enzima ¢ inativada fosforilagao adicional dos residuos de serina
9 (GSK-3B) ou do residuo de serina 21 (GSK-3A) (Wang et al., 1994; Doble

e Woodgett, 2003).

A GSK-3B é a isoforma mais abundante no organismo, altamente
expressa no sistema nervoso central. Inicialmente, acreditava-se que a

GSK-3B estaria envolvida apenas no metabolismo energético, através da
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regulacdo da atividade da enzina glicogénio sintase (GS), passo
fundamental no metabolismo do glicogénio intracelular (Rylatt et al., 1980).
Entretanto, a descoberta de que outras vias de sinalizacao intracelular, além
da via de sinalizag&o da insulina, convergiam sobre a GSK-3B (p.ex. a via da
Akt e via canbnica da Wnt) e que outras proteinas, além da glicogénio
sintase, eram seus substratos (p.ex. proteina Tau, B-catenina, CREB),
demonstrou que esta enzima poderia estar envolvida em diversas funcdes
celulares além da regulacdo do metabolismo energético (Peineau et al.,

2008; Gould e Maniji, 2005).

Figura 1. Vias de sinalizagao intracelular da GSK-3B.
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(GSK-38: glicogénio sintase quinase 3 beta; pGSK-38: glicogénio sintase quinase 3 beta fosforilada: CREB, cAMP responsive element
binding protein; CK1, casein kinase 1; I-1, inhibitor 1; MAP18, microtubule-associated protein 1B8; MAPK, mitogen-activated protein kinase;
mTOR, mammalian target of rapamycin; PDK, phosphoinositide-dependent protein kinase; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase: PP1, protein
phosphatase 1; PP2A, protein phosphatase 2A; PP2B, protein phosphatase 28; PS-1, presenilin 1; RSK, p90 ribosomal S6 kinase.

Os elementos gréficos e fontes em azul denotam inibigao enzimética.
Os elementos gréficos e fontes em vermelho denotam ativagio enzmatica.

Adaptado de Peineau et al., 2008
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Em neurbnios, as principais vias de sinalizagao regulatérias da GSK-3B
sdo a via candnica da Wnt-1 (Inesterosa e Arenas, 2009; Patel et al., 2004) e
a via PI3K/Akt (Hanada et al., 2004). Desta maneira, a atividade da GSK-3B
influencia, direta ou indiretamente, diversas vias de sinalizagao intracelular
que controla aspectos essenciais do funcionamento neuronal:
neuroplasticidade, neurotransmissdo, metabolismo celular, crescimento
neuronal e polarizagdo, morte neuronal (Grimes et al., 2001; Peineau et al.,
2008). Além disto, a atividade da GSK-3B esta relacionada a neurogénese
hipocampal (Sirerol-Piquer et al., 2010). Portanto, a atividade da GSK3B
parece estar inversamente relacionada a viabilidade neuronal e a sua
ativagdo excessiva pode comprometer a habilidade do neurdnio regular sua
expressdo génica em resposta a varios estimulos diferentes, levando a

degeneragao e morte neuronal (Ryves e Harwood., 2003).

Figura 2. Fung¢des da GSK-3B.
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Dada a ampla distribuicao tecidual de GSK-3B e o envolvimento desta
quinase em diferentes vias de sinalizacdo celular, esta enzima tem sido
objeto de estudos em doencgas sistémicas como o diabetes, cancer,
inflamacéao. (Dugo et al., 2007). Alteragdes da atividade da GSK-3B podem
estar relacionadas ao desenvolvimento de doengas afetivas (transtorno
afetivo bipolar e a depressao unipolar) e da doenga de Alzheimer (DA) (Jope

e Roh, 2007; Hye et al., 2005; Hooper et al., 2008).
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1.4.2. Atividade da GSK-3B na fisiopatologia da depresséo maior

Até o presente momento, ha poucos estudos na literatura que abordam
diretamente a relacdo entre a atividade da GSK-3B e os quadros de
transtornos afetivos, especialmente em pacientes idosos. Entretanto, uma
série de estudos recentes demonstram a relevancia da hiperatividade desta
enzima como um dos eventos neurobiolégicos centrais para a fisiopatologia

destes quadros.

Estudos em camundongos demonstraram que comportamento depressivo
induzido por trauma cerebral leve associou-se ao aumento da atividade da
GSK-3B (Shapira et al., 2007). Outra importante linha de evidéncia para a
associagao entre atividade da GSK-3B e a fisiopatologia da depresséao
advém de estudos que mostram que a atividade serotoninérgica regula a
fosforilagdo e a defosforilagdo da GSK-3B, modulando o seu estado
funcional. Em um estudo com camundongos geneticamente modificados nos
quais havia uma reducdo da producdo de serotonina, os animais
apresentavam um aumento significante da atividade da GSK-3B, que se
correlacionava com a presenga de comportamentos depressivos (Beaulieu
et al., 2008). A ativagcao de receptores 5HT1, aumenta a fosforilagdo da
GSK-3B, diminuindo a sua atividade; ja ativacao de receptores 5HT, leva a
defosforilagdo enzimatica o que provoca o aumento de sua atividade (Li et
al.,, 2004). Portanto, a atividade da GSK-3B é em parte regulada pelo

balanco entre a atividade dos diferentes receptores de serotonina. Este
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achado é muito relevante tendo em vista que a alteracdo da homeostase
normal entre a ativagao destes dois subtipos de receptores esta implicada
na neurobiologia da depressdo (Borsini, 1994; Berendsen et al., 1995).
Portanto, alteragbes nos sistemas serotoninérgicos podem determinar
aumento da atividade da GSK-3B, sendo um fator importante na

fisiopatologia da depressao (Jope e Roh, 2006).

Além de sua relevancia para a fisiopatologia da depressao, a atividade da
GSK-3B pode ser um alvo terapéutico importante nesta doenca. Estudos
mostram que antidepressivos inibidores seletivos da recaptura da serotonina
aumentam a fosforilagdo da GSK-3B, inibindo a sua atividade (Beaulieu
2007; Li et al., 2004). O litio também é um potente inibidor da GSK-3B (Klein
e Melton, 1996; Bauer et al., 2003). Além destes, a GSK-3B também é
inibida por antipsicoticos atipicos e pelo acido valpréico (Li et al., 2007).
Drogas inibidoras da atividade da GSK-3B tém efeitos antidepressivo rapido
e significativo em modelos animais de depressao (Kaidanovich-Beilin et al.,

2004; Roh et al., 2003).

Ha poucos estudos clinicos investigando a atividade da GSK-3B em
pacientes deprimidos. Em um estudo post-mortem, a atividade da GSK-3B
mostrou-se significantemente aumentada no cortex pré-frontal de pacientes
deprimidos jovens que se suicidaram em relagdo aos controles (Karege et
al., 2007). Estudos recentes demonstraram uma reducgao significativa da
porcao fosforilada da GSK-3B, sem alteracdo da expressao proteica total,

em adultos deprimidos que ndo estavam em uso de antidepressivos (Polter
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et al., 2010). A reducéo da P-GSK-3B se correlacionou com a gravidade dos
sintomas depressivos nestes pacientes. Entretanto, um outro estudo recente
nao encontrou alteragdes na atividade enzimatica em pacientes jovens com
depressao maior unipolar, ao contrario dos pacientes com transtorno bipolar

(Pandey et al., 2010).

Portanto, uma série de evidéncias, derivadas de varios modelos
experimentais, demonstram o envolvimento de alteragdes da atividade da

GSK-3B na fisiopatologia da depressao maior.
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2. Objetivos

O objetivo primario deste estudo € comparar a atividade da enzima GSK-
3B em plaquetas de pacientes idosos deprimidos com aquela observada em

idosos saudaveis.

O objetivo secundario é avaliar a atividade da GSK-3B em plaquetas
destes pacientes de acordo com as seguintes caracteristicas clinicas: idade
de inicio do transtorno depressivo, padrao de recorréncia dos episodios
depressivos, gravidade dos sintomas e a ocorréncia de déficits cognitivos,
cronicidade do episddio depressivo atual, tempo total de doenca a partir do

1° episddio depressivo.
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3. Hipoteses

A hipotese de trabalho é de que a atividade da GSK-3B encontra-se
aumentada nos pacientes portadores de transtorno depressivo maior em

relagdo ao grupo comparativo.

As hipoteses de trabalho secundarias sao que o aumento da atividade da
GSK3B correlaciona-se com parametros que indicam maior gravidade da

doenca.



4. Métodos

4.1. Desenho

Estudo clinico, caso-controle, transversal.

23
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4.2. Contexto

O estudo foi conduzido em ambiente ambulatorial no Instituto de
Psiquiatria do Hospital das Clinicas, Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo. Todas as coletas de material biolégico, armazenamento e
analises laboratoriais foram feitas no Laboratorio de Neurociéncias — LIM 27,
Instituto de Psiquiatria do Hospital das Clinicas, Faculdade de Medicina,

Universidade de Sao Paulo.

Todos pacientes e controles foram recrutados, de maneira voluntaria,
entre os idosos em acompanhamento no Programa de Psiquiatria Geriatrica
do Laboratério de Neurociéncias — LIM 27, Instituto de Psiquiatria do
Hospital das Clinicas, Faculdade de Medicina — Universidade de Sao Paulo.
Todos os pacientes e controles incluidos neste estudo assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido e passaram por todos as avaliacbes

clinicas e laboratoriais propostas para o presente trabalho.



25

4.3. Aspectos éticos

Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

(CAPPesq n°® 0248/07).
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4.4. Critérios de inclusao

4.4 1. Pacientes com Depressao:
i. ldade acima de 60 anos;

ii. Diagnéstico de episddio depressivo maior atual (Transtorno
Depressivo Maior, episodio unico ou recorrente), de acordo com 0s

critérios do DSM-IV.
iii. Nao estar em uso atual de medicacgdes antidepressivas;

iv. Nao estar em uso de medicagdes antipsicoticas, anticonvulsivantes

ou carbonato de litio;
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4.4.2. Grupo comparativo:

Idade acima de 60 anos;

i. Auséncia de historia atual ou pregressa de episédios depressivos ou

outros transtornos psiquiatricos maiores;

Nao estar em wuso atual de medicagdes antidepressivas,

anticonvulsivantes, antipsicoticas, carbonato de litio;

Auséncia de evidéncia de déficits cognitivos através de avaliagao

neuropsicoldgica.
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4.5. Critérios de exclusao:

Foram excluidos pacientes que apresentavam:

Vi.

Vii.

viii.

Deficiéncias sensoriais, intelectuais que os impediriam de
desempenhar adequadamente os testes necessarios para avaliagao

das fungdes cognitivas;
Pacientes deprimidos com risco suicida;
Quadro demencial pré-existente;

Doencgas clinicas ou neurolégicas com impacto sobre a capacidade

cognitiva;

Diagnéstico de outras doencgas neurodegenerativas (p.ex. Doenga de

Parkinson);

Doencas clinicas sem controle clinico adequado ou individuos com

saude fragil no momento da avaliagao inicial;

Outros transtornos psiquiatricos maiores, tais como esquizofrenia,

transtorno bipolar;

Histéria ou evidéncias de alcoolismo ou abuso de substancias

depressoras do sistema nervoso central,

Uso atual de medicagcbes antidepressivas, anticonvulsivantes,

antipsicoticas, carbonato de litio;

Recusa em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido.



29

xi. Recusa em participar de um ou mais procedimentos relacionados ao

trabalho.
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4.6. Exame do estado mental

A avaliagao do episddio depressivo maior (Transtorno Depressivo Maior,
episodio unico ou recorrente) foi realizado através da verséo brasileira da
Entrevista Clinica Estruturada para o Diagndstico de Transtornos Mentais do

Eixo | do DSM IV (SCID — I/P) (First et al., 2002).
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4.7. Avaliagdo cognitiva

A avaliagdo cognitiva dos pacientes e controles foi realizada através dos
Teste Cognitivo de Cambridge (Cambridge Cognitive Test, CAMCOG) (Roth
et al., 1986; Nunes et al., 2008) e do Mini-Exame do Estado Mental (MEEM),

(Folstein et al., 1975).
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4.8. Classificacao do episodio depressivo maior

O episdédio depressivo maior foi classificado de acordo com a sua

apresentagao psicopatolégica e caracteristicas clinicas.
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4.8.1. Apresentacgao psicopatologica

Os pacientes foram classificados de acordo com os subtipos de episddios

depressivos propostos pelo DSM-IV em:
i. Melancolico;
ii. Psicético;
iii. Atipico;
iv. Catatbnico;
v. Pods-parto;

vi. Nao-classificado.
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4.8.2. Idade de inicio do transtornos depressivo

Os pacientes foram classificados de acordo com a idade de surgimento

do 1° episddio depressivo ao longo da vida em:

i. Depressao de inicio precoce: 1° episddio depressivo ocorreu antes dos

60 anos de idade;

ii. Depressao de inicio tardio: 1° episédio depressivo ocorreu apos os 60

anos de idade;
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4.8.3. Presencga de déficits cognitivos

Os pacientes foram classificados de acordo com o desempenho cognitivo

em:

i. Sem déficits cognitivos: escores no CAMCOG maior ou igual a 87

pontos;

i. Com déficits cognitivos: escores no CAMCOG menor ou igual a 86

pontos;
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4.8.4. Gravidade do episodio depressivo

Os pacientes foram classificados de acordo com a gravidade dos

sintomas depressivos atuais em:

i. Episodio depressivo leve a moderado: Escores na HAM-D 21 entre 7 e

21 pontos;

ii. Episddio depressivo atual grave: escores na HAM-D 21 acima de 22

pontos;
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4.8.5. Padréo de recorréncia do episodio depressivo:

Os pacientes foram classificados de acordo com o padrao de recorréncia

dos episddios depressivos em:

i. Transtorno depressivo maior, episédio Unico;

ii. Transtorno depressivo maior, recorrente.
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4.8.6. Cronicidade do episodio depressivo:

Os pacientes foram classificados de acordo com a cronicidade do

episodio depressivo atual em:
i. Episddio depressivo agudo: duragdo menor ou igual a 12 meses;

i. Episodio depressivo crénico: duragao maior que 12 meses;
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4.8.7. Tempo total de duragédo do transtorno depressivo:

Os pacientes foram classificados de acordo com o tempo total de duragao
do transtorno depressivo, isto é, o tempo entre a idade do diagndéstico do 1°

episodio depressivo a data de diagndstico do episédio depressivo atual em:
i. Duracdo menor que 5 anos;

ii. Duracdo maior que 5 anos;
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4.9. Avaliagédo dos idosos do grupo comparativo

Os idosos incluidos no grupo comparativo foram selecionados da
coorte de idosos em acompanhamento no Programa de Psiquiatria
Geriatrica do LIM — 27 (Diniz et al., 2008; Forlenza et al., 2010) e foram

avaliados pelos mesmo instrumentos que os pacientes deprimidos:

i. Entrevista SCID I/P: auséncia de histdria atual ou pregressa de

depressao ou outros transtornos psiquiatricos;
i. HAM-D 21 itens: escore igual a O;

a. ldosos que preenchiam o critério i. que, porém, tiveram pontuagao
na escala HAM-D 21 itens maior ou igual a 1 p.ex. por queixa de
alteragdo de padrdo de sono) ndo foram incluidos no grupo

comparativo para este trabalho.
iii. Avaliagcao cognitiva através do CAMCOG e MEEM,;

a. A exclusdo da presenga de déficits cognitivos foi feita através da
avaliagdo neuropsicologica e confirmada através de avaliagbes
neuropsicolégicas no acompanhamento destes idosos (Diniz et al.,

2008; Forlenza et al., 2010).
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4.10. Coleta de sangue e preparo de plaquetas

Apos a avaliacdo do episddio depressivo, os pacientes e controles
realizaram coleta de amostra de sangue (10 ml), em tubo contendo EDTA,
através de pungao venosa, em veia antecubital, no periodo matutino (entre

8h e 10h). Todos os sujeitos estavam em jejum de 8 a 10 horas.

Imediatamente apds a coleta, as amostras de sangue foram centrifugadas
a 515xG por 15 minutos a 20°C em uma solucao de dextrose e citrato acido.
Aliguotas de plasma rico em plaquetas (PRP) foram resuspensas em
solugdo de lavagem (citrato de sédio 30nM pH 6.5, cloreto de potassio 5nM,
cloreto de caélcio 2nM, cloreto de magnésio 1nM, glicose 5nM, albumina 500
pg/mL e apirase 50ug/mL), centrifugadas a 1159xG por 8 minutos a 20°C. O
sobrenadante foi resuspenso em solucédo de tris-sucrose e as aliquotas de
plaquetas foram armazenadas imediatamente em freezer a -70°C até as

analises.
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4.11. Expressao de GSK-3B em plaquetas e determinacdo indireta da

atividade enzimatica

Antes das analises bioquimicas, a concentracio proteica de cada amostra
de plaqueta foi determinada através do método de Lowry modificado, sendo
normalizada para 0,1 mg/ml com tampé&o apropriado e solugao de inibidores
de protease fornecido pelo fabricante do ensaio. As plaquetas foram
rompidas com o tampéao celular RIPA modificado pela adicdo do inibidor de

protease PIC (Sigma P8340) e PMSF (Sigma P7626).

Os niveis plaquetarios da GSK-3B total (T-GSK-3B) e da Ser-9 fosfo-
GSK-3B (P-GSK-3B) foram determinados por um Ensaio Imunométrico
Enzimatico (EIA - Enzyme Immunometric Assay) (TiterZyme EIA - Assay
Designs, Inc). TiterZyme EIA é um ensaio que utiliza anticorpos monoclonais
imobilizados na parede da placa de ensaio que se ligam a GSK-3B humana
presente nas amostras experimentais. Os pontos da curva de padronizagao
do ensaio foram geradas a partir de diluicbes seriadas das amostras (P-
GSK-3B: 2000; 1000; 500; 250; 125; 62.5; 0 pg/ml; T-GSK-3B: 5000; 2500;

1250; 625; 312.5; 156.3; 78.1; 0 pg/ml).
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Figura 3. llustragcdo esquematica das etapas principais do ensaio

imunoenzimatico.

Y
) ANTIGENO DA 2° ANTICORPO ANTICORPO MUDANCA DE
1° ANTICORPO AMOSTRA LIGADO COR

ADAPTADO DE: http://www.med4you.at/laborbefunde/techniken/enzyme/eliza.gif

Cem microlitros de solugcdo padrdao ou amostra foram pipetados em cada
poco da placa de ensaio. A placa de ensaio foi vedada e incubada em
temperatura ambiente, sob agitagcdo, por 1 hora. Apdés a incubagao, cada
poco foi esvaziado e a placa de ensaio foi lavada com 400 uL de solugao de
lavagem. Este procedimento foi repetido por 5 vezes. Apds a ultima
lavagem, 100 uL de anticorpos policlonais anti-T-GSK3B e anti-P-GSK3B foi
adicionado a cada poco da placa de ensaio, exceto nos pogos vazios
(“blanks”). A placa de ensaio foi vedada e incubada em temperatura
ambiente, sob agitagdo, por mais 1 hora. Novamente, as placas foram
esvaziadas e lavadas por 5 vezes. Cem microlitros de anticorpos
monoclonais anti-T-GSK3B e anti-P-GSK3B conjugados com horseradish
peroxidase, que se ligam aos anticorpos policlonais anti-T-GSK3B e anti-P-
GSK3B, foram adicionados a cada pog¢o da placa de ensaio. A placa de
ensaio foi vedada e incubada em temperatura ambiente, sob agitacédo, por

30 minutos. A placa de ensaio foi esvaziada e lavada por 5 vezes. Cem
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microlitros de solugdo substrato foi adicionado a cada poco da placa de
ensaio e a reacdo enzimatica foi interrompida apds incubacdo por 30
minutos em temperatura ambiente. A cor gerada pela reagdo enzimatica foi

lida na frequéncia de 450 nm.

A atividade da GSK-3B, para cada amostra, foi inferida indiretamente
através da razao da GSK-3B, como descrito anteriormente pelo nosso grupo

(Forlenza et al., 2010) (equacao 1).

P-GSK-3B
T-GSK-3B

(1) Razdo da GSK-3B =

A razao da GSK-3B nos informa sobre a proporgcdo entre a concentragao
da forma inativa da proteina (i.e. P-GSK-3B) e a sua concentragao total em
uma amostra. Portanto, quanto menor a razdo da GSK-3B, maior a atividade

enzimatica, e vice-versa.



45

4.12. Analise estatistica

Todas as anadlises estatisticas foram realizadas com o programa
estatistico SPSS v. 18 (Statistical Package for Social Science, Chicago, IL).
O teste Kolmogorov-Sminorf foi realizado para avaliar se as variaveis
continuas tinham distribuicdo normal. A significancia estatistica para todos
as analises realizadas foram estabelecidas para valores de p < 0,05 (a =

95%).
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4.12.1. Analise descritiva

As analises descritivas da amostra total e de cada grupo diagndstico
foram realizada para cada variavel continua ou dicotdbmica. Para as variaveis
continuas obteve-se medidas de posicdo (média) e dispersdo (desvio-
padrao, erro padrao e intervalo de confianga de 5%). Tabelas de distribuicao

de frequéncia foram obtidas para as variaveis dicotdmicas.
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4.12.2. Analise de distribuicao de frequéncia de variaveis dicotémicas

A distribuicao da frequéncia das variaveis dicotdmicas (género) de acordo
com o diagndstico foi realizada com a andlise de qui-quadrado de Pearson

ou do teste exato de Fisher, quando indicado.
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4.12.3. Anélises para comparacao de médias entre grupos:

Apds a divisdo da amostra total de acordo com o grupo diagndstico
(controle ou depressao maior), analises com o teste T de Student foram
realizadas para se avaliar diferencas entre as médias das varaveis continuas

para dois grupos.

Apds a divisdo dos pacientes com depressdao maior de acordo com a
caracteristicas clinicas e psicopatolégicas do episddio depressivo
(melancélico vs. ndo melancdlico), analises de variancia (ANOVA) foram
realizadas para se avaliar diferencas entre as médias das varaveis continuas
para trés grupos (subtipo 1, subtipo 2 e controles). Caso houvesse diferenca
estatisticamente significante nas ANOVAs, teste de Tukey para a
comparagdes multiplas foram realizados para avaliar o nivel de significancia

estatistica das diferengas em comparacgdes binarias.
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4.12.4. Andlise de covaridncia e analise multifatorial:

Analises de covariancia (ANCOVA) foram realizadas para avaliar o
potencial de variaveis de confusdo em afetar os niveis plaquetarios da
GSK3B (total, fosforilada e razdo), caso indicado pelos resultados das
analises estatisticas ndo ajustadas. Andlises univariadas fatoriais (ANOVA
fatorial) foram realizadas para avaliar o potencial de interagdo entre
diferentes fatores (p.ex. gravidade do episoédio depressivo vs. desempenho
cognitivo) nos niveis plaquetarios da GSK3B (total, fosforilada e razéo), caso

indicado pelos resultados das analises estatisticas ndo ajustadas.



5. Resultados

5.1. Descrigdo da amostra

A amostra recrutada para este estudo foi de 53 individuos (40 com
diagndstico de Episédio Depressivo Maior e 13 controles). Houve o
predominio do sexo feminino (80% da amostra total) e os sujeitos incluidos
tinham média de idade de 71,0 + 5,1 anos e escolaridade média de 11,0 =+

5,1 anos.
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5.2. Analise univariada: variaveis socio-demograficas, sintomatologia

depressiva e desempenho cognitivo.

A Tabela 1 apresenta os dados s6cio-demograficos e da avaliagéo clinica

dos pacientes e controles.

Tabela 1. Depressdao maior vs. Controles: dados sécio-demograficos,

gravidade da sintomatologia depressiva e desempenho cognitivo.

Diagnéstico
Controles Depressao maior I ¢
(n=13) (n=40) * p

Masculino 3 8
Género* 1 - 0,54

Feminino 10 32
Idade 72.7 (5.2) 70.5 (5.0) 51 1,38 0,17
Escolaridade 15.5 (4.1) 9.5 (4.6) 51 4,23 <0,001
HAM-D - 18.5 (5.8) - - -
MEEM 29.0 (1.2) 26.8 (2.6) 51 4,03 <0,001
CAMCOG 98.3 (3.8) 87.1(7.1) 51 7,16 <0,001

* Teste de Qui-quadrado de Fischer.

HAM-D: Escala de Depressao de Hamilton, 21 itens, MEEM: Mini-Exame do Estado
Mental, CAMCOG: Teste Cognitivo de Cambridge.

Dados sdao mostrados como média (desvio-padrao).
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Em média, os pacientes apresentaram episédio depressivo de intensidade
moderada, medido pela pontuacdo na escala de depressao de Hamilton 21
itens. Os pacientes deprimidos eram menos escolarizados que os idosos do
grupo controle e tiveram escores significantemente menores no MMSE e no
CAMCOG. Nao se observaram diferengas estatisticamente significantes na
distribuicdo de género e na idade média dos pacientes deprimidos em

relacédo aos individuos do grupo controle (tabela 1).

As tabelas a seguir mostram os dados sdcio-demograficos e da avaliagao
clinica ap6s a subdivisdo dos pacientes deprimidos de acordo com o subtipo
psicopatoldgico (tabela 2), idade de inicio do 1° episédio depressivo (tabela
3), padrao de recorréncia dos episddio depressivos (tabela 4), gravidade da
sintomatologia depressiva (tabela 5), gravidade dos déficits cognitivos
(tabela 6), cronicidade do episddio depressivo (tabela 7), tempo de duragao

do transtorno depressivo (tabela 8).



53

Os pacientes deprimidos foram classificados de acordo com o subtipo
psicopatoldgico do episddio atual em: melancdlicos (n = 24), atipico (n = 3),
episodio depressivo nao especificado (n = 13). Devido o pequeno numero de
sujeitos com episodio depressivo atipico, eles foram agrupados com os
pacientes com episddio depressivo nao-especificado. Portanto, os pacientes
foram divididos em 2 grupos para as analises estatisticas (melancdlicos e

nao-melancodlicos, tabela 2).

Tabela 2. Subtipo psicopatolégico: dados socio-demograficos, gravidade

da sintomatologia depressiva e desempenho cognitivo.

Subtipo depressivo

Controle Melancoélico Nao-melancolico

(n=13) (n=24) (n=16) g F P
Masculino 3 7 1
Género* 2 - 0,21
Feminino 10 17 15
Idade 72,7 (5,2) 69,5 (4,0) 71,9 (6,1) 250 2,06 0,14
Escolaridade 15,5 (4,1) 9,0 (4,8) 10,1 (4,4) 2,50 9,11 <0,001
HAM-D 21** 21,3 (5,3) 14,4 (3,8) 38 4,46 <0,001
MEEM 29,0 (1,2) 26,9 (2,8) 26,8 (2,5) 250 3,94 0,02
CAMCOG 98,3 (3,8) 87,8 (7,0) 86,3 (7,3) 2,50 14,64 <0,001

* Teste de Qui-quadrado de Fischer.

** Teste T de Student.

HAM-D: Escala de Depressao de Hamilton, 21 itens, MEEM: Mini-Exame do Estado
Mental, CAMCOG: Teste Cognitivo de Cambridge.

Dados sdo mostrados como média (desvio-padrao).



54

Os pacientes com episédio depressivo subtipo melancélico apresentavam
sintomatologia depressiva mais intensa em relagcdo aos pacientes com
subtipos n&o-melancdlicos (p < 0,001). Na analise pos-hoc com teste de
Tukey, os pacientes de com subtipo melancdlico e nado-melancdlico eram
significantemente menos escolarizados (p<0,01) que os idosos controles.
Nao observaram diferengas estatisticamente significantes com relagdo a
idade ou a escolaridade entre os diferentes subtipos psicopatoldgicos

(p>0,05).

Tanto os pacientes de com subtipo melancélico quanto nao-melancélico
tiveram escores no CAMCOG e no MEEM significantemente menores que
os idosos controles (p < 0,01). Nao se observaram diferengas significantes
na distribuicdo de géneros e média de idade entre os grupos de pacientes

deprimidos (p > 0,05).
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Tabela 3. ldade de inicio do 1° episdédio depressivo: dados sdcio-

demograficos, gravidade da sintomatologia depressiva e desempenho

cognitivo.
Idade de inicio do 1° episddio depressivo
Controle DIT DIP I E
(n=13)  (n=24)  (n=16) g P
Masculino 3 6 2
Género* 2 - 0,59
Feminino 10 18 14
Idade 72,3 (5,1) 71,8 (5,1) 68,5 (4,5) 2,49 2,72 0,07
Escolaridade 16,2 (3,6) 96 (4,4) 9,3 (5,0) 2,49 1056 < 0,001
. o
Idade de inicio do1° - 64,3 4.5 38 45  <0,001
episédio depressivo
HAM-D 21** - 16,8 (4,8) 21,1(6,2) 38 - 2,47 0,02
MEEM 29,1 (12) 26,9 (2,6) 26,7 (2,8) 2,47 3,97 0,02
CAMCOG 98,4 (3,9) 87,0(7,2) 87,4 (7,3) 2,47 1343 <0,001

* Teste de Qui-quadrado de Fischer.
** Teste T de Student.

DIT: Depressao de inicio tardio (> 60 anos); DIP: Depresséao de inicio precoce (<

60 anos);

HAM-D: Escala de Depressao de Hamilton, 21 itens; MEEM: Mini-Exame do
Estado Mental; CAMCOG: Teste Cognitivo de Cambridge.

Idade do 1° episddio depressiva em anos.

Dados sdo mostrados como média (desvio-padrao).

Apds dividir os pacientes deprimidos de acordo com a idade de inicio do

1° episddio depressivo, observou-se que os pacientes com depressiao de

inicio precoce apresentavam sintomatologia depressiva mais grave que 0s

pacientes com depressao de inicio tardio (p=0,02).
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Na analise pos-hoc com teste de Tukey, tanto os pacientes com
depressao de inicio precoce quanto de inicio tardio eram significantemente
menos escolarizados (p<0,01) que os idosos controles. Nao se observaram
diferencas estatisticamente significantes na idade e escolaridade entre os

pacientes com depressao de inicio precoce e tardio (p > 0,05).

Os pacientes com depressao de inicio precoce e tardio apresentaram
menores escores no MEEM (p < 0,05) e no CAMCOG (p < 0,01) em relagao
aos idosos controles. Nao se observaram diferengas estatisticamente
significantes entre os dois grupos de pacientes nos escores nestes testes

cognitivos (p > 0,05).
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Tabela 4. Padrao de recorréncia dos episddios depressivos: dados sécio-

demograficos, gravidade da sintomatologia depressiva e desempenho

cognitivo.
Padréo de recorréncia dos episédios depressivos
Confrole Episédio unico Depressdo recorrente | E
(n=13) (n=13) (n=27) gt P
Masculino 3 2 6
Género* 2 - 0,86
Feminino 10 1" 21
Idade 72,7 (5,2) 70,2 (5,9) 70,6 (4,7) 2,50 0,95 0,39
Escolaridade 15,5(4,1) 11,2 (4,0) 8,6 (4,7) 2,50 10,77  <0,001
HAM-D 21** - 16,3 (4,1) 19,6 (6,2) 38 -1,72 0,09
MEEM 29,0 (1,2) 27,1 (2,3) 26,7 (2,9) 2,48 4,04 0,02
CAMCOG 98,3 (3,8) 87,9 (6,8) 86,7 (7.4) 2,48 14,47 < 0,001

* Teste de Qui-quadrado de Fischer.
** Teste T de Student.

HAM-D: Escala de Depressao de Hamilton, 21 itens; MEEM: Mini-Exame do Estado

Mental; CAMCOG: Teste Cognitivo de Cambridge.

Dados sdo mostrados como média (desvio-padrao).

Ndo foram observadas diferengcas estatisticamente significantes na

gravidade de sintomas depressivos do episédio atual de acordo com o

padrao de recorréncia do transtorno depressivo.

Na analise pos-hoc com o teste de Tukey,

0s pacientes que

apresentavam transtorno depressivo recorrente tiveram escores menores no

MEEM que os pacientes com episddio depressivo Unico e idosos controles

(p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente). Nao se observaram diferengas
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estatisticamente significantes entre os pacientes com episddio depressivo

unico e individuos do grupo controles (p > 0,05).

Tanto os pacientes com transtorno depressivo recorrente e episédio
depressivo unico tiveram escores no CAMCOG significantemente menores
que os idosos do grupo controle (p < 0,01). Nao se observaram diferengas
estatisticamente significantes nos escores do CAMCOG entre os grupos de

pacientes (p > 0,05).
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dados sécio-

demograficos, gravidade da sintomatologia depressiva e desempenho

cognitivo.
Gravidade da sintomatologia depressiva
Controle HAM-D < 21 HAM-D >21
g.l. F P
(n=13) (n=33) (n=7)
Masculino 3 8 0
Género* 2 - 0,34
Feminino 10 25 7
Idade 72,7 (5,2) 70,2 (52) 71,7 (4,6) 2,50 1,21 0,30
Escolaridade 15,5 (4,1) 10,6 (4,3) 4,3(1,3) 2,50 18,93  <0,001
HAM-D 21** - 16,6 (4,0) 27,6 (3,7) 38 -6,62 <0,001
MEEM 29,0 (1,2) 27,3 (24) 247 (2,9) 2,48 7,84 0,001
CAMCOG 98,3 (3,8) 88,1 (6,7) 82,0 (7,7) 2,48 18,11 < 0,001

* Teste de Qui-quadrado de Fischer.

** Teste T de Student.

HAM-D: Escala de Depressao de Hamilton, 21 itens; MEEM: Mini-Exame do Estado

Mental; CAMCOG: Teste Cognitivo de Cambridge.

Dados sdo mostrados como média (desvio-padrao).

Na analise pos-hoc com o teste de Tukey, os pacientes com episédio

depressivo grave (HAM-D = 21) tiveram escores no MEEM significantemente

menores no MEEM (p < 0,05) e marginalmente significante no CAMCOG (p

= 0,08) em relagdo com os pacientes com episédio depressivo leve a

moderado (HAM-D < 21). Ambos os grupos de pacientes apresentaram

escores tanto no MEEM quanto no CAMCOG significantemente menores

que os idosos controles (p < 0,01).
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A escolaridade nos dois grupos de pacientes era significantemente menor
que em relagdo aos controles (P<0,01). Os pacientes com episddio
depressivo grave também eram significantemente menos escolarizados que

0s pacientes com episodio depressivo leve a moderado (P<0,01).
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Tabela 6. Gravidade dos déficits cognitivos associados ao episodio

depressivo: dados socio-demograficos,

depressiva e desempenho cognitivo.

gravidade da sintomatologia

Gravidade dos défidts cognitivos

Controle CAMCOG =87

CAMCOG < 86

(n=13) (n=22) (n=18) gl F p
Masculino 3 7 2
Género* 2 - 0,14
Feminino 10 15 16
Idade 72,7 (5,2) 69,7 (5,3) 71,7 (4,6) 249 1,58 0,21
Escolaridade 15,5 (4,1) 12,1(3,9) 6,1(28) 249 2669 <0,001
HAM-D 21** - 17,1 (4,2) 20,2 (7,2) 38 -1,55 0,13
MEEM 29,0 (1,2) 28,2 (1,7) 25,0 (2,6) 247 18,39 < 0,001
CAMCOG 98,3 (3,8) 92,1 (3,8) 80,3 (4,3) 247 7941 <0,001

* Teste de Qui-quadrado de Fischer.
** Teste T de Student.

HAM-D: Escala de Depressao de Hamilton, 21 itens; MEEM: Mini-Exame do Estado
Mental; CAMCOG: Teste Cognitivo de Cambridge.

Dados sdo mostrados como média (desvio-padrao).

Apos a divisdo dos pacientes deprimidos de acordo com a gravidade dos

déficits cognitivos, ndo se observadas diferengas estatisticamente

significantes na gravidade da sintomatologia depressiva.

Na analise pos-hoc com o teste de Tukey, os pacientes com déficits

cognitivos mais graves (CAMCOG < 86) eram significantemente menos

escolarizados que os demais pacientes (p < 0,01) e idosos controles (p <

0,01).
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Os pacientes foram divididos de acordo com o tempo de duracdo do
episodio depressivo atual em: episédio agudo (duragao menor ou igual que

12 meses) e episddio cronico (duragao maior que 12 meses) (tabela 7).

Tabela 7. Cronicidade do episédio depressivo atual: dados sbcio-

demograficos, gravidade da sintomatologia depressiva e desempenho

cognitivo.
Cronicidade do episédio depressivo
Controle Agudo Cronico I E
(n=13) (n=28) (n=12) gt p

Masculino 3 5 3
Género* 2 - 0,85

Feminino 10 23 9
Idade 72,7 (5,2) 69,6 (4,4) 72,5 (5,9) 2,50 2,44 0,1
Escolaridade 15,5 (4,1) 9,8 (4,4) 8,8 (5,3) 2,50 8,93 < 0,001
Duragao do episodio ; 6,9 (4,5) 247 (11,5) 38  -7,22 <0,001
depressivo atual
HAM-D 21** - 18,4 (5,6) 18,8 (6,5) 38 -0,22 <0,82
MEEM 29,0 (1,2) 27,2 (2,6) 25,9 (2,5) 2,48 5,37 0,008
CAMCOG 98,3(3,8) 87,8 (7,6) 85,5 (5,6) 2,48 15,10  <0,001

* Teste de Qui-quadrado.

** Teste T de Student.

Episddio agudo: duragao < 12 meses; Episédio cronico: duragao > 12 meses.
HAM-D: Escala de Depressao de Hamilton, 21 itens; MEEM: Mini-Exame do Estado
Mental; CAMCOG: Teste Cognitivo de Cambridge.

Duragao do episodio depressivo atual em meses.

Dados sdo mostrados como média (desvio-padrao).
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Nao se observaram diferengas estatisticamente significantes na gravidade

da sintomatologia depressiva entre estes dois grupos de pacientes.

Na analise pos-hoc com o teste de Tukey, os pacientes dois grupos
tiveram escores no MEEM e CAMCOG significantemente menores que os
idosos controles (p < 0,01). Nao se observaram diferengas significantes
desempenho cognitivo entre os grupos de pacientes (MEEM, p > 0,05;

CAMCOG, p > 0,05).
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Os pacientes foram divididos de acordo com o tempo de duracao total de
doencga desde o 1° episddio depressivo até o diagnostico do episodio atual

em: (1) duragao menor que 5 anos; (2) duragao maior que 5 anos (tabela 8).

Tabela 8. Tempo de duragdo do transtorno depressivo: dados sécio-

demograficos, gravidade da sintomatologia depressiva e desempenho

cognitivo.
Tempo de doenga ap6s o 1° episddio depressivo
Controles < 5anos >5 anos
(n=13) (n=15) (n=25) g F P
Masculino 3 4 5
Género 2 - 0,74
Feminino 10 11 20
Idade 72,7 (5,2) 70,9 (5,6) 70,1 (4,9) 2,50 1,04 0,36
Escolaridade 15,5 (4,1) 10,2 (4,5) 8,8 (4,6) 2,50 9,78 < 0,001
Tempo de doenga™* - 2,0 (1,4) 22,1 (14,8) 38 -5,21 < 0,001
HAM-D 21** - 18,4 (4,3) 18,8 (6,6) 38 -0,22 082
MEEM 29,0 (1,2) 26,7 (3,0) 26,8 (2,5) 2,50 4,11 0,02
CAMCOG 98,3 (3,8) 87,7 (6,7) 86,7 (7,6) 2,50 14,09 < 0,001

* Teste de Qui-quadrado.

** Teste T de Student.

HAM-D: Escala de Depressao de Hamilton, 21 itens; MEEM: Mini-Exame do Estado
Mental; CAMCOG: Teste Cognitivo de Cambridge.

Tempo de duragéo da doenga a partir do 1° episddio depressivo em anos.

Dados sdo mostrados como média (desvio-padrao).
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Nao se observaram diferengas estatisticamente significantes na gravidade

da sintomatologia depressiva entre estes dois grupos de pacientes.

Na analise pos-hoc com o teste de Tukey, os pacientes dois grupos
tiveram escores no MEEM e CAMCOG significantemente menores que os
idosos controles (p < 0,01). Nao se observaram diferengas significantes
desempenho cognitivo entre os grupos de pacientes (MEEM, p > 0,05;

CAMCOG, p > 0,05).
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5.3. Analise univariada: niveis plaquetario da GSK-3B (total e fosforilada) e

razgo de GSK-3B

A tabela 9 mostra os valores dos niveis plaquetarios da T-GSK-3B, P-
GSK-3B e a razdo da GSK-3B dos pacientes deprimidos e idosos do grupo

controle.

Tabela 9. Depressao maior vs. Controles: nivel plaquetario da GSK3B
(total e fosforilada) e razdo da GSK3B nos pacientes com episédio

depressivo maior vs. controles.

Diagnostico
Controles Depressao maior gl ¢ p
(n=13) (n=40)
T-GSK-3B 1.993,34 (440,20) 1.863,69 (680,99) 51 0,64 0,52
P-GSK-3B 946,52 (266,28) 730,83 (327,83) 51 215 0,03
Razao da GSK-3B 0,48 (0,12) 0,40 (0,11) 51 2,23 0,03

GSK-3B: glicogénio sintase quinase-3B; T-GSK-3B: GSK-3B total; P-GSK-3B:

GSK-3B fosforilada; Razéo de GSK-3B: P-GSK-3B / T-GSK-3B.

Nos pacientes deprimidos observou-se uma reducdo estatisticamente
significante dos niveis plaquetarios da P-GSK3B. Nao houve diferenca

significativa dos niveis plaquetarios da T-GSK3B. Os pacientes com
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depressao maior tinham uma razdo da GSK3B significantemente reduzida

em relagao aos idosos controle (tabela 9).

As tabelas a seguir mostram os valores dos niveis plaquetarios da T-
GSK-3B, P-GSK-3B e a razao da GSK-3B apods a subdivisdo dos pacientes
deprimidos de acordo com o subtipo psicopatologico (tabela 10), idade de
inicio do 1° episddio depressivo (tabela 11), padrao de recorréncia dos
episodio depressivos (tabela 12), gravidade da sintomatologia depressiva
(tabela 13), gravidade dos déficits cognitivos (tabela 14), cronicidade do
episodio depressivo (tabela 15), tempo de duragado do transtorno depressivo

(tabela 16).
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Tabela 10. Subtipo psicopatoldgico: niveis plaquetarios da GSK3B (total e

fosforilada) e razdo da GSK-3B.

Subtipo depressivo

Controle Melancolico N&o-melancélico

(n=13) (n=24) (n=16) F P
T-GSK-3B 1.993,34 (440,20) 1.984,37 (778,74) 1.682,68 (466,49) 133 027
P-GSK-3B 946,52 (266,28) 795,29 (358,28) 634,13 (256,87) 368 003
Razdoda GSK-38 0,48 (0,12) 0,41 (0,11) 0,38 (0,11) 281 007

GSK-3B: glicogénio sintase quinase-3B; T-GSK-3B: GSK-3B total; P-GSK-3B: GSK-

3B fosforilada; Razdo de GSK-3B: P-GSK-3B / T-GSK-3B.

Nao se observaram diferengas estatisticamente significantes nos niveis

plaquetarios da T-GSK3B e da razdao da GSK3B de acordo com os

diferentes subtipos psicopatoldgicos do episédio depressivo.

No entanto, os niveis plaquetarios da P-GSK3B foi significantemente

diferente entre os 3 grupos. Na analise pos-hoc com o teste de Tukey, os

pacientes do grupo ndo-melancélico apresentavam niveis plaquetarios da P-

GSK3B reduzidos em relagdo aos idosos controles (p = 0,04). Nao houve

diferenca estatisticamente significativa entre os subtipos melancélicos e nao-

melancolicos ou entre os pacientes do grupo melancdlico e idosos controles

(p > 0,05).
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Tabela 11. Idade de inicio do 1° episddio depressivo: niveis plaquetarios

da GSK-3B (total e fosforilada) e razdo da GSK-3B.

Idade de inicio do 1° episddio depressivo

Controle DIT DIP

(n = 13) (n =24) (n=16) gl F p
T-GSK-3B 1.093,34 (440,20) 1.810,67 (719,53) 1.943,23(63297) 250 0,43 065
P-GSK-3B 94652 (266,28) 714,39 (29557) 75549 (380,00) 250 2,31 0,1
Razdo da GSK-3B 0,48 (0,12) 0,41(0,11) 0,39 (0,12) 250 241 0,1

GSK-3B: glicogénio sintase quinase-3B; T-GSK-3B: GSK-3B total; P-GSK-3B: GSK-3B

fosforilada; Razdo de GSK-3B: P-GSK-3B / T-GSK-3B.

Nao se observaram diferengas estatisticamente significantes nos niveis
plaquetarios da GSK3B (total e fosforilada) e da razdo da GSK3B de acordo

com a idade de inicio do 1° episédio depressivo maior.
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Tabela 12. Padrdo de recorréncia dos episoddios depressivos: niveis

plaquetarios da GSK-3B (total e fosforilada) e razdo da GSK-3B.

Padréo de recorréncia dos episodios depressivos

Controle Epis6dio unico Depresséo recorrente
(n=13) (n=13) (n=27) gl F P
T-GSK-3B 1.993,34 (440,20) 1.941,26 (896,25) 1.826,35 (566,06) 250 0,35 070
P-GSK-3B 946,52 (266,28) 758,12 (382,65) 717,68 (305,09) 250 2,34 010
Razao da GSK-3B 0,48 (0,12) 0,40 (0,12) 0,40 (0,11) 250 2,45 0,10

GSK-3B: glicogénio sintase quinase-3B; T-GSK-3B: GSK-3B total; P-GSK-3B: GSK-3B

fosforilada; Razdo de GSK-3B: P-GSK-3B / T-GSK-3B

Ndo foram observadas diferengcas estatisticamente significantes nos
niveis plaquetarios da GSK3B (total e fosforilada) e da razdo da GSK3B de

acordo com o padrao de recorréncia dos episodios depressivos.



71

Tabela 13. Gravidade da sintomatologia depressiva: niveis plaquetarios

da GSK-3B (total e fosforilada) e razdo da GSK-3B.

Gravidade da sintomatologia depressiva

Controle HAM-D < 21 HAM-D =21
(n=13) (n=33) (n=7) g/ F p
T-GSK-3B 1.093,34 (440,20) 1.85572(733,49) 1.901,27 (378,10) 2,50 022 0,80
P-GSK-3B 946,52 (266,28) 740,34 (324,42) 68596 (366,61) 250 236 0,10
Razao da GSK-3B 048 (0,12) 0,41 (0,11) 0,34 (0,11) 205 253 0,03

GSK-3B: glicogénio sintase quinase-3B; T-GSK-3B: GSK-3B total; P-GSK-3B: GSK-3B

fosforilada; Razdo de GSK-3B: P-GSK-3B / T-GSK-3B

Apods a divisdo dos pacientes deprimidos de acordo com a gravidade da
sintomatologia depressiva, a razdo da GSK-3B estava significantemente

reduzida nos pacientes deprimidos.

Na analise pos-hoc com o teste de Tukey, a redug¢ao da razdo da GSK-3B
foi mais significativa entre os pacientes com episddio depressivo grave e 0s
idosos controles (p=0,03). Ndo se observaram diferengas estatisticamente
significante entre os dois grupos de pacientes (p > 0,05) ou entre os
pacientes com episodio depressivo leve a moderado e idosos controles (p >
0,05). Nao houve diferengas significantes entre os grupos nos niveis

plaquetarios da T-GSK3B.
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Tabela 14. Gravidade dos déficits cognitivos associados ao episodio

depressivo: nivel plaquetario da GSK-3B (total e fosforilada) e razdo da

GSK3B.
Gravidade dos déficits cognitivos
Controle CAMCOG =87 CAMCOG < 86
(n=13) (n=22) (n=18) gl F p
T-GSK-3B 1.993,34 (440,20) 1.829,28 (622,16) 1.860,96 (761,81) 251 0,28 0,75
P-GSK-3B 946,52 (266,28) 773,38 (348,78) 657,29 (296,50) 251 3,14 0,05
Razéo da GSK-3B 0,48 (0,12) 043(0,12) 0,36 (0,09) 251 473 0,01

GSK-3B: glicogénio sintase quinase-3B; T-GSK-3B: GSK-3B total; P-GSK-3B: GSK-3B

fosforilada; Razdo de GSK-3B: P-GSK-3B / T-GSK-3B.

Apos a divisdo dos pacientes deprimidos de acordo com a gravidade dos
déficits cognitivos, os niveis plaquetarios da P-GSK-3B e a razdo da GSK-3B
estavam significantemente reduzidas nos pacientes deprimidos. Nao houve
diferencas estatisticamente significante na expressao proteica total da GSK-

3B entre os grupos.

Na analise pos-hoc com o teste de Tukey, a reduc¢ao da razdo da GSK-3B
e dos niveis plaquetarios da P-GSK-3B foi mais significativa nos pacientes
com déficits cognitivos mais graves em relagdo aos idosos controles (p =

0,01 e p= 0,04, respectivamente).
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Tabela 15. Cronicidade do episédio depressivo atual: nivel plaquetario da

GSK-3B (total e fosforilada) e razdo da GSK3B.

Cronicidade do episddio depressivo

Controle Agudo Crénico | E

(n=13) (n=28) (n=12) g p
T-GSK-3B 1.993,34 (440,20) 1.958,65(760,68) 1.642,13 (383,93) 251 128 0,28
P-GSK-3B 946,52 (266,28)  7p8 85 (358,48) 642,09 (230,97) 251 301 0,05
Razdo da GSK-3B 0,48 (0,12) 0,40 (0,12) 0,39 (0,10) 251 246 0,09

GSK-3B: glicogénio sintase quinase-3B; T-GSK-3B: GSK-3B total; P-GSK-3B: GSK-3B

fosforilada; Razdo de GSK-3B: P-GSK-3B / T-GSK-3B.

Apods a divisdo dos pacientes deprimidos de acordo com a cronicidade do
episodio depressivo atual, os niveis plaquetarios da P-GSK-3B apresentou
uma redugdo marginalmente significante nos pacientes em relagdo aos

idosos controles (p = 0,05).

Na analise pos-hoc com o teste de Tukey, os pacientes com episédio
depressivo crdnico apresentavam a redugdo mais significante dos niveis
plaquetarios da P-GSK-3B em relacdo aos idosos controles. Nao se
observaram diferencgas estatisticamente significantes entre os dois grupos de
pacientes deprimidos (p > 0,05) ou entre os pacientes com episédio
depressivo agudo e os idosos controles (p > 0,05) nos niveis plaquetarios da

P-GSK-3B.
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Tabela 16. Tempo de duragao do transtorno depressivo: nivel plaquetario da

GSK-3B (total e fosforilada) e razdo da GSK-3B.

Tempo de doenga apds o 1° episédio depressivo

Controles <5 anos > 5 anos
(n=13) (n=15) (n=25) g/ F p
T-GSK-3B 1.993,34 (440,20) 1.920,45(833,69) 1.839,35 (597,88) 2,51 0,25 0,78
P-GSK-3B 946,52 (266,28) 765,73 (343,11) 708,06 (330,49) 2,51 2,38 0,10
Razao da GSK-3B 048(0,12) 0,41 (0,12) 0,39 (0,11) 2,51 2,63 0,08

GSK-3B: glicogénio sintase quinase-3B; T-GSK-3B: GSK-3B total; P-GSK-3B: GSK-3B

fosforilada; Razdo de GSK-3B: P-GSK-3B / T-GSK-3B.

Ndo foram observadas diferengcas estatisticamente significantes nos
niveis plaquetarios da GSK3B (total e fosforilada) e da razdo da GSK3B de

acordo com a duracao do transtorno depressivo.
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5.4. Anélise de covariadncia e analise multifatorial

Como a magnitude dos déficits cognitivos e a gravidade do quadro
depressivo se associaram significantemente com a atividade da GSK-3B,
analises adicionais foram conduzidas para controlar o impacto destas

possiveis variaveis de confusdo sobre a variavel dependente.

O primeiro grupo de analises foi realizado para controlar os efeitos que
essas duas variaveis podem exercer sobre a atividade enzimatica (analise
de covariancia). As variaveis foram definidas do seguinte modo: variavel
dependente (continua): razdo da GSK-3B; variaveis independentes
(categoricas): (a) gravidade da sintomatologia depressiva (HAM-D < 21 e
HAM-D = 21) e (b) gravidade dos déficits cognitivos (CAMCOG > 87 e
CAMCOG < 86); covariaveis (continuas): (b) escores na HAM-D 21 e (a) no

CAMCOG (tabela 17).

Neste grupo de analises, mostramos que a atividade da GSK manteve-se
significantemente aumentada nos pacientes com déficits cognitivos mais
graves apo6s controlar pelos escores na HAM-D (g.l. =1, F = 4,59, p = 0,03).
Entretanto, ndo foram observadas diferengas significantes na atividade
enzimatica de acordo com a gravidade da sintomatologia depressiva apos

controlar pelos escores do CAMCOG (g.l. =1, F=0,53, p =0,47).



Tabela 17. Analise de covariancia.
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Modelo 1

Variavel dependente

Variavel independente

Covariavel

Razao da GSK-3B

Gravidade dos déficits
cognitivos (CAMCOG > 87 e
CAMCOG < 86

Escores na HAM-D 21 itens

Resultado

g.l.1,F 4,59, p=0,03, R2=0,12

Modelo 2

Variavel dependente

Variavel independente

Covariavel

Razao da GSK-3B

Gravidade da sintomatologia
depressiva (HAM-D <21 e
HAM-D = 21)

Escores no CAMCOG

Resultado

g.l.=1,F=0,53,p=0,47,R*=0, 06

O segundo grupo de analises corresponde a analise de variancia

(ANOVA) fatorial, tipo 2 X 2, com método de soma dos quadrados do tipo lll,

com o objetivo de testar a interagdo entre estes dois fatores (i.e. gravidade

da sintomatologia depressiva e a gravidade dos déficits cognitivos) sobre a

atividade da GSK-3B. Nao foram observadas interagdes significantes destes

dois fatores sobre a atividade enzimatica (g.l. = 1, F= 0,395, p=0,5).
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Grafico 1 — Interagdo entre a gravidade dos sintomas depressivos VS.

gravidade dos déficits cognitivos sobre a razdo da GSK-3B.
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6. Discussao

6.1. Discusséo geral dos achados principais

No presente trabalho, demonstramos que uma reducao estatisticamente
significante nos niveis plaquetarios da forma fosforilada da enzima GSK-3B
e da razao fosforilada/total da enzima em pacientes idosos durante episédio
depressivo maior; ndo se observaram diferengas significantes nos niveis
plaquetarios da T-GSK-3B nestes pacientes. Podemos afirmar que os
resultados, em conjunto, rejeitam a hip6tese nula principal deste trabalho, e
indicam, portanto, que a atividade da GSK-3B esta significantemente

aumentada nos pacientes deprimidos em relacio a idosos saudaveis.

Apobs os pacientes deprimidos serem agrupados de acordo com diferentes
caracteristicas clinicas e psicopatoldgicas do episddio depressivo atual, a
atividade enzimatica foi significantemente maior nos pacientes com déficits
cognitivos mais graves (escores no CAMCOG < 86 pontos) e episddio
depressivo grave (escores na HAM-D 21 > 21 pontos). Houve um aumento
marginalmente significante nos pacientes com subtipo psicopatolégico néo-
melancélico e naqueles com episédio depressivo atual cronico. Nao se
observaram alteracdes dos niveis plaquetarios da P-GSK-3B ou na atividade
enzimatica, apds os pacientes serem classificados de acordo com a idade

de inicio do transtorno depressivo, ou pelo padrdo de recorréncia do
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episodio depressivo ou pelo tempo de duracdo do transtorno depressivo.
Estes resultados, em conjunto, indicam que aspectos clinicos e
psicopatoldgicos, principalmente a gravidade da sintomatologia depressiva e
dos déficits cognitivos associados ao episddio depressivo, sdo fatores

associados ao aumento da atividade enzimatica.

Os resultados deste trabalho estdo em linha com evidéncias da literatura
que mostram que a reducao da forma fosforilada, e, consequentemente, o
aumento da atividade da GSK-3B ocorre em pacientes deprimidos
unipolares e em pacientes bipolares adultos em fase depressiva (Pandey et
al., 2009; Polter et al., 2010). Estas alteragdes sdo mais intensas nos
pacientes com quadros mais graves e em geral se correlacionam de modo
significativo com a gravidade da sintomatologia depressiva (Polter et al.,
2010). Em estudos post-mortem (Karege et al., 2007), pacientes deprimidos
que cometeram suicidio tinham menor concentragao da P-GSK-3B no cortex
pré-frontal em relacdo aos que faleceram por outras causas. Os achados
deste estudo reforcam os dados da literatura de que a reducao dos niveis de
P-GSK-3B e o aumento da atividade da GSK3B sdo mais intensos nos

pacientes com sintomatologia depressiva grave.

As analises univariadas fatoriais mostraram que n&o houve interacao
significativa entre a gravidade da sintomatologia depressiva e a intensidade
dos déficits cognitivos sobre a atividade da GSK-3B. Estes resultados
sugerem que o aumento da atividade enzimatica nestes dois subgrupos de

pacientes seja secundario a disfungdes em mecanismos independentes de
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regulacdo da atividade da GSK-3B no transtorno depressivo.
Alternativamente, estas duas variaveis clinicas podem representar um
mesmo subgrupo de pacientes, i.e. aqueles com maior gravidade do
episddio depressivo. Desta maneira, o aumento da atividade enzimatica
nestes pacientes pode ser considerado um marcador de gravidade do

episodio depressivo atual.



81

6.2. Aumento da atividade da GSK-3B: relevancia fisiopatoldgica

O aumento atividade da GSK-3B foi secundario a redugao significativa da
P-GSK-3B (forma inativa da enzima), sem alteragdes correspondentes da
expressao proteica total. Diversas vias intracelulares sao responsaveis pelo
equilibrio entre fosforilacdo e defosforilagdo desta enzima, em particular, a
atividade da via canénica da Akt/Wnt e da MAPK (mitogen-activated protein
kinase) (Inestrosa et al., 2009). Estudos mostram uma redugao significativa
da atividade da Akt e da MAPK na depressao maior (Duric et al., 2010;
Kumamaru et al., 2008; Hsiung et al., 2003). A reducado da atividade destas
cascatas intracelulares na depressao maior sao secundarias a diversos
fatores, como a reducdo da atividade do receptor 5-HT;, 0 aumento da
atividade da MAPK fosfatase-1 (MKP-1), ativacdo da cascata de
glicocorticoides e a redugao do aporte neurotréfico. Portanto, o aumento da
atividade da GSK-3B observado neste trabalho pode ter sido secundario a
alteracbes de vias intracelulares que modulam o estado de fosforilagao

enzimatica.

A disfuncédo dos sistemas serotoninérgicos cerebrais € considerado um
dos principais mecanismos fisiopatolégicos do transtorno depressivo maior
(Smolin et al., 2007). Nos episodios depressivos, o aumento da ativagao dos
receptores 5HT,p € a reducao da ativacao dos receptores 5SHT4 determina o
aumento da atividade da GSK-3B decorrente da reducido da fosforilagao

desta enzima (Borsini, 1994; Berendsen et al., 1995). Por outro lado, o uso
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de antidepressivos inibidores seletivos da recaptagdo da serotonina (ISRS)
leva a um aumento das formas fosforiladas desta enzima e uma reducao da
sua atividade (Li et al., 2004). A redugcdo na atividade da GSK-3B
acompanhada a resposta antidepressiva (Gould et al., 2004; Kaidanovich-
Beilin et al., 2004). Portanto, a atividade da GSK-3B tem uma relagao intima
com a disfungao do sistema serotoninérgico observada na depressdo maior
e pode ser um mediador do efeito antidepressivo associado a diversas

drogas com agao no sistema serotoninérgico central.

O aumento da atividade da GSK-3B também tem sido a associado a uma
reducao do aporte neurotréfico e da neurogénese hipocampal (Sirerol-Piquer
et al., 2010; Kumamaru et al., 2008; Mai et al., 2002), menor tolerancia a
insultos inflamatdrios (Beurel et al., 2010), estimulagdo de cascatas proé-
apoptéticas (Mishra et al., 2007) e aumento da resisténcia a insulina (Lee e
Kim, 2007). Mais recentemente, a atividade da GSK-3B tem sido implicada
na estabilizacdo do trafego de receptores AMPA na membrana neuronal,
regulando a atividade do sistema glutamatérgico, o que tem efeito
antidepressivo significativo (Du et al., 2010). Estas alteragbes, em geral, tém
sido implicadas na fisiopatologia dos quadros depressivos (Krishnan e

Nestler, 2008).

Portanto, a GSK-3B interage de modo significativo com diversos outros
mecanismos e vias de sinalizagao intracelular que podem estar envolvidos
na fisiopatologia da depressao maior. O aumento da atividade da GSK-3B

pode ser um importante efetor e/ou mediador de efeitos deletérios da
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ativagdo ou inibicdo destas cascatas patoldgicas durante episddio

depressivo maior.
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6.3. Inespecificidade das alteragbes na atividade da GSK-3B

O aumento da atividade da GSK3B também é descrito em outros
transtornos neuropsiquiatricos, como a doenga de Alzheimer (DA) (Hooper
et al., 2008) e em pacientes portadores do transtorno afetivo bipolar (Rowe
et al., 2007). Estudos recentes com pacientes bipolares mostraram redugéao
significativa da P-GSK-3B, com o respectivo aumento da atividade
enzimatica, tanto na fase maniaca quanto na fase depressiva (Pandey et al.,

2009; Polter et al., 2010, Li et al., 2010).

Em pacientes com DA observa-se uma redugéo significativa dos niveis da
P-GSK-3B e aumento da atividade enzimatica em leucdcitos (Hye et al.,
2005). Em um estudo recente conduzido em nosso grupo, o aumento da
atividade enzimatica estava presente nos pacientes com comprometimento
cognitivo leve (Forlenza et al., 2010). Neste estudo, o aumento da atividade
enzimatica nos pacientes com CCL e DA se relacionou negativamente com
a intensidade dos déficits cognitivos nestes pacientes. A magnitude do
aumento da atividade da GSK-3B foi semelhante entre os pacientes
deprimidos e os pacientes com CCL e DA observado no trabalho de

Forlenza et al. (2010).

Portanto, diferentes linhas de evidéncia convergem para o fato que o
aumento da atividade da GSK-3B seja um fenbmeno central na ativacao e
estimulacédo de cascatas neurodegenerativas (Hooper et al., 2008; Muyllaert

et al., 2008). Portanto, podemos supor que o aumento da atividade da GSK-
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3B seja um marcador sensivel de alteragbes neurodegenerativas nos

pacientes com diferentes transtornos neuropsiquiatricos.
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6.4. Implicagdes prognosticas da alteragéo na atividade da GSK-3B

A histéria de episddios depressivos prévios € um importante fator de risco
para o desenvolvimento do comprometimento cognitivo leve (CCL) e da
doenca de Alzheimer (Dotson et al.,, 2010; Ownby et al.,, 2006). Nos
pacientes deprimidos, a gravidade da sintomatologia depressiva e a
presenca de déficits cognitivos mais intensos sao preditores clinicos
importantes do risco de deméncia nestes pacientes (Chen et al., 2008;
Mondrego et al., 2004). No presente estudo, os pacientes com sintomas
depressivos e déficits cognitivos mais intensos foram aqueles que
apresentavam aumento mais significativo da atividade enzimatica, em niveis
similares aos observados em pacientes com CCL e DA (Forlenza et al.,

2011).

Diversos mecanismos neurobiolégicos podem mediar a relagao entre a
depressao maior e a DA (Caraci et al., 2010; Leonard, 2007). Em ambas
doencas observa-se uma reducado do aporte neurotréfico e estimulagcao de
cascatas pro-inflamatdérias (Diniz et al., 2009; Diniz et al., 2010; Diniz et al.,
2010; Diniz et al., 2010; Forlenza et al., 2009; Forlenza et al., 2010; Forlenza
et al., 2011). Sindrome da resisténcia insulina € um fator de risco tanto para
depressao maior quanto para DA (Baker et al., 2011; Schrijvers et al., 2010;
Pan et al., 2008; Rasgon e Kenna, 2005). Todos estas alteragcbes estao

associadas, direta ou indiretamente, ao aumento da atividade da GSK-3B.

Portanto, a depressao maior e a DA compartilham diversos mecanismos

neurobiolégicos em comum nos quais 0 aumento da atividade da GSK-3B
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tem um papel central no seu desenvolvimento. Desta maneira, o aumento da
atividade da GSK-3B pode ser um marcador de risco do desenvolvimento de
alteragbes neurodegenerativas em pacientes idosos deprimidos, com o
consequente aumento do risco de desenvolvimento futuro da doenca de

Alzheimer nestes sujeitos.
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6.5. Limitagbées do estudo

Algumas limitagbes devem ser levadas em consideragao para uma melhor
contextualizagdo dos resultados deste trabalho. Em primeiro lugar, a
casuistica recrutada para este trabalho € composta de pacientes idosos
deprimidos nao-medicados com antidepressivos, tendo como grupo
comparativo idosos saudaveis sem historia psiquiatrica atual ou pregressa e
sem déficits cognitivos. Esta amostra ndo usual pode inflar o risco de erro
estatistico do tipo |. Porém, como n&o havia estudos anteriores sobre a
atividade da GSK-3B em depressao geriatrica, esta estratégia de seleg¢ao de
pacientes foi escolhida para se aumentar a especificidade dos resultados do
estudo. Nestes caso, se a atividade da GSK3B fosse significantemente
aumentada nos pacientes idosos deprimidos, esta diferenga seria mais
evidente com a selegao de pacientes deprimidos mais graves e idosos mais

saudaveis.

Outro fator que limita a generalizagao destes dados € o pequeno numero
de idosos controles recrutados para este estudo e o seu desenho
transversal. A exclusdo de pacientes deprimidos que ja estavam em uso de
antidepressivos também limita a generalizagao dos resultados deste estudo,
principalmente, com relagao ao fato que o aumento da atividade da GSK3B

possa ser um marcador de estado dos episddios depressivos.



89

A replicacao destes resultados em amostras independentes e com maior
numero de pacientes e controles é necessario para a confirmacao dos dados
apresentados neste trabalho. Além disto, estudos com a avaliagao
longitudinal destes pacientes, com foco nas alteragcbes de humor e
cognitivas, assim como a avaliagao do efeito do tratamento antidepressivo
sobre a atividade enzimatica, sdo necessarios para confirmar ou refutar
algumas hipoteses levantadas durante a discussdo dos resultados deste

trabalho.
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6.6. Perspectivas Futuras

A partir dos resultados, das hipéteses formuladas durante a interpretacao
e a discussao dos mesmos e das limitagdes metodoldgicas deste trabalho,
estamos trabalhando para aumentar a amostra de idosos controles e
também de idosos com depressdo maior ja em uso de antidepressivos para
reforcar os achados atuais, principalmente sobre a atividade da GSK-3B
como marcador de estado durante episédio depressivo. Além disto,
planejamos avaliar o impacto da atividade da GSK-3B sobre a resposta
terapéutica em pacientes idosos deprimidos e também se o uso de
antidepressivos influencia a atividade plaquetaria da GSK-3B. Finalmente, o
acompanhamento a longo prazo dos idosos deprimidos permitira avaliar se a
atividade da GSK-3B é um preditor de risco para doenca de Alzheimer

nestes pacientes.
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7. Conclusoes

No presente estudo demonstramos que a atividade da GSK-3B esta
aumentada em idosos com depressdo maior em relacdo a controles
saudaveis. O aumento da atividade enzimatica foi secundaria a uma redugao
significante das formas fosforiladas (inativas) da GSK-3B, ndo acompanhada
por alteragcdes na expressao proteica total. O aumento da atividade
enzimatica € mais pronunciado nos pacientes com episodios depressivos
mais graves (tanto em relagdo a intensidade dos sintomas depressivos
quanto a presencga de déficits cognitivos mais graves). Desta maneira, o
aumento da atividade da GSK-3B pode ser considerado um marcador de
estado de episddios depressivos em idosos, particularmente nos pacientes
com quadros mais graves. Além disto, 0 aumento da atividade desta enzima
pode indicar a estimulagcdo de cascatas neurodegenerativas durante o
episédio depressivo, com implicagbes progndésticas importantes nestes

pacientes.
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Apéndice |. Termo de consentimento livre e esclarecido.

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DATA NASCIMENTO: ...... L.

ENDEREGCO: ... NO ..o APTO: ...,
BAIRRO: ...

CIDADE: ...,

CEP: ... TELEFONE: DDD (............ )

DADOS SOBRE A PESQUISA

TiTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: A ATIVIDADE DA ENZIMA GSK-38 EM
PACIENTES IDOSOS PORTADORES DE TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR:
ASSOCIACAO COM ASPECTOS CLINICOS, PSICOPATOLOGICOS E COGNITIVOS

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Orestes Vicente Forlenza
CARGO/FUNCAO: Medico comissionado. INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 65.590
PESQUISADOR EXECUTANTE: Breno Satler de Oliveira Diniz

CARGO/FUNGAO: Medico Pds-graduando. INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL N°
113.571

UNIDADE DO HCFMUSP: Instituto de Psiquiatria

SEM RISCO () RISCO MINIMO ( X ) RISCO BAIXO ( ) RISCO MEDIO ()
RISCO MAIOR ( )

DURAGAO DA PESQUISA : 12 meses.
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1 — Desenho do estudo e objetivo(s):

Essas informagbes estdo sendo fornecidas para sua participagdo voluntaria neste estudo,
que visa avaliar a atividade da enzima glicogénio sintase quinase 3 em pacientes
idosos portadores de depressao maior em comparagéo com sujeitos controles.

2 — Descrigcao dos procedimentos que serao realizados, com seus propésitos e identificagao
dos que forem experimentais e nio rotineiros:

Entrevistas psiquiatrica e de avaliagao cognitiva, incluindo os seguintes testes: SCID — DSM
IV (entrevista estruturada para diagndstico de transtornos mentais baseado nos critério
diagnosticos do DSM-IV) para diagnodstico de Sindrome Depressiva, a Escala de
Depresséao de Hamilton — 21 itens para a avaliagdo da gravidade de sintomas
depressivos e a entrevista CAMDEX para a avaliagdo de status cognitivo. A atividade da
enzima glicogénio sintase quinase 33 sera realizada através de método ELISA a partir de
amostras de sangue coletadas por pungao venosa periférica em veia do antebrago. Nao
serdo realizados avaliagbes clinica ou procedimentos que nao sao rotineiros na
avaliagao de Episédios Depressivos durante este projeto.

3 — Relagao dos procedimentos rotineiros e como sao realizados:

Avaliagao psiquiatrica e cognitiva através da entrevista SCID-DSM-IV e CAMDEX e coleta
de sangue por pungao periférica da veia do antebrago.

4 — Descrigao dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3:

Os desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3 sdo minimos e
relacionados principalmente a pungao periférica da veia do antebracgo.

5 — Beneficios para o participante:

Os pacientes que forem diagnosticados com quadros depressivos serao tratados de acordo
com o que é preconizado na literatura médica atual a cerca do assunto.

6 — Relagao de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o
paciente pode optar:

N&o ha.

7 — Garantia de acesso:

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador € o Dr Orestes
Vicente Forlenza, e o Investigador Executante é o Dr. Breno Satler de Oliveira Diniz que
podem ser encontrados no endereco Instituto de Psiquiatria, Laboratério de Neurosciéncia,
3° andar, telefone(s) 3069-7924. Se vocé tiver alguma consideragao ou duvida sobre a ética
da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio
Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442
ramal 26 — E-mail: cappesq@hcnet.usp.br

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao;
09 — Direito de confidencialidade — As informagdes obtidas serao analisadas em conjunto

com outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificagcdo de nenhum paciente;
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10 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando
em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;
11 — Despesas e compensagdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em
qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também nao ha compensagao
financeira relacionada a sua participagao. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera
absorvida pelo orgamento da pesquisa.
12 — Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos
propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento
meédico na Instituicdo, bem como as indenizagbes legalmente estabelecidas.
13 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para
esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o estudo “A ATIVIDADE DA ENZIMA GSK-33 EM PACIENTES

IDOSOS PORTADORES DE TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR: ASSOCIACAO COM
ASPECTOS CLINICOS, PSICOPATOLOGICOS E COGNITIVOS”

Eu discuti com o Dr. Orestes Vicente Forlenza sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sao os propésitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagdo € isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento
a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de
qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores

de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

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

deste paciente ou representante legal para a participagéo neste estudo.

Data / /
Assinatura do responsavel pelo estudo
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Apéndice Il. Artigo relacionado aos achados principais da tese publicado no
periddico The World Journal of Biological Psychiatry (fator de impacto: 5,506

— ISI Web of Knowledge 2009).
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Apéndice Il. Artigo relacionado aos achados principais da tese publicado no
periodico The World Journal of Biological Psychiatry (fator de impacto: 5,506

— ISI Web of Knowledge 2009).
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