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RESUMO

Ladeira, RB. Atividade da enzima GSK-3B em pacientes idosos port  adores de
transtorno bipolar medicados [Dissertacdo] . S&o Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo, 2012.

Objetivo: A glicogénio sintase quinase-3 beta (GSK-3B) € uma enzima presente em
diversos sistemas bioldgicos e esta envolvida na fisiopatologia de vérios transtornos
neuropsiquiatricos, incluindo o transtorno bipolar. No entanto, estudos in vivo da
GSK-3B que envolvam pacientes bipolares sdo escassos. O objetivo do presente
estudo foi avaliar a atividade da GSK-3B em plaguetas de pacientes idosos com
transtorno bipolar em tratamento, em comparagdo com idosos saudaveis nao

medicados.

Métodos: Foram obtidas amostras de plaquetas de 63 idosos (transtorno bipolar=31,
grupo controle=32). A atividade enzimatica foi estimada pela razdo entre a
expressdo da forma fosforilada (inativa) da GSK-3B em relacdo a expressdo de
ambas as formas (ativa e inativa) da enzima (GSK-3B total), que fornece uma
estimativa inversa da atividade enzimatica (um aumento da raz&o indica menor
atividade da GSK-3B). A intensidade dos sintomas foi avaliada pela Escala de
Depressdo de Hamilton de 21 itens e pela Escala de Mania de Young, e o
desempenho cognitivo foi avaliado pelo Cambridge Cognitive Test e pelo Mini-

Exame do Estado Mental.

Resultados: A forma fosforilada da GSK-3B (fosfo-GSK-3B) e a razdo da GSK-3B
estavam elevadas em pacientes com transtorno bipolar, quando comparadas aos
idosos do grupo controle (p=0,018 e p=0,016, respectivamente). Na avaliacdo por
subgrupos, observaram-se niveis da fosfo-GSK-3B e da razdo da GSK-3B mais
elevados nos pacientes com transtorno bipolar em uso de litio, quando comparados
aos controles (p=0,030 e p=0,023, respectivamente), mas ndo quando comparados
aos pacientes com transtorno bipolar que ndo usavam litio. O uso das demais

medicacbes avaliadas (anticonvulsivantes, antipsicoticos, antidepressivos e



benzodiazepinicos) ndo estava associado a diferengas na fosfo-GSK-3B ou na razédo
da GSK-3B, quando comparado aos controles.

Conclusfes: A atividade da GSK-3B esta diminuida no presente grupo de idosos
com transtorno bipolar em tratamento medicamentoso. A auséncia de um grupo de
pacientes com transtorno bipolar ndo medicado, e a nao uniformidade das
medicacdes utilizadas ndo nos permitem afirmar se essa redugdo se deve a
caracteristicas da doencga bipolar em si ou seria influéncia dos medicamentos

utilizados.

Descritores: Quinase 3 da glicogénio sintase, Transtorno bipolar/fisiopatologia,

Idoso, Litio.



SUMMARY

Ladeira, RB. GSK-3B activity in elderly patients with bipolar di sorder
undergoing treatment [Dissertation] . S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo, 2012.

Objective: Glycogen synthase kinase-3 beta (GSK-3B) is an important enzyme
present in various biological systems and it is involved in the pathophysiology of
many prevalent neuropsychiatric diseases, including bipolar disorder. However,
human studies addressing GSK-3B activity in vivo are scarce. The aim of the present
study was to evaluate GSK-3B activity in platelets of elderly patients with bipolar
disorder undergoing clinical treatment as compared to healthy older adults

unmedicated.

Methods: Platelets samples where obtained from 63 older adults (bipolar
disorder=31, comparison group=32). Enzymatic activity was estimated by means of
the ratio between the expression of the phosphorylated (inactive) form of GSK-3B to
the expression of both forms (active and inactive) of the enzyme (total GSK-3B),
yielding an inverse estimate of enzymatic activity (higher ratio indicating lower GSK-
3B activity). The magnitude of mood symptoms was evaluated by the Hamilton
Depression Scale and Young Mania Rating Scale, and the cognitive performance
was assessed by the Cambridge Cognitive Test and the Mini-Mental State

Examination.

Results: The phosphorylated form of GSK-3B (phospho-GSK-3B) and the GSK-3B
ratio were elevated in patients with bipolar disorder as compared to healthy controls
(P=.018 and P=.016, respectively). When analyzed by subgroups, phospho-GSK-3B
and the GSK-3B ratio were elevated in bipolar patients undergoing lithium treatment
as compared to healthy controls (P=.030 and P=.023, respectively), but not when
compared to bipolar patients without lithium treatment. The use of other drugs
evaluated (anticonvulsants, antipsychotics, antidepressants and benzodiazepines)
was not associated with distinct values of either phospho-GSK-3B or GSK-3B ratio,

when compared to controls.



Conclusions: GSK-3B activity is decreased in this group of older adults with bipolar
disorder undergoing pharmacological treatment. The absence of a group of
unmedicated bipolar patients and the non-uniform pattern of treatment do not allow
us to say whether this reduction is due to characteristics of bipolar illness itself or an

influence of the therapeutic drugs in use.

Descriptors: Glycogen Synthase Kinase 3, Bipolar Disorder/physiopathology, Aged,
Lithium.



1. INTRODUCAO



1.1 Aspectos clinicos e epidemioldgicos do transtor no bipolar no idoso

O transtorno bipolar (TB) é um transtorno mental crénico,
caracterizado por periodos de elevacdo do humor (episédios maniacos,
hipomaniacos ou mistos) que se repetem ou alternam com periodos de
depressao (episodios depressivos) (APA, 2000; WHO, 1992). Os primeiros
sintomas costumam aparecer entre a segunda e terceira décadas de vida,
com seu pico de inicio entre os 20 e 40 anos, mas, em aproximadamente
8% dos casos podem comecar apds os 65 anos de idade (Almeida e Fenner,
2002). Embora as taxas de prevaléncia sejam menores nos idosos,
comparados aos adultos (0,1% vs. 1%), a prevaléncia em idosos aumenta
de forma expressiva nos ambientes protegidos, como lares e hospitais onde

as taxas podem ser téo altas quanto 10% (Vasudev e Thomas, 2010).

Yassa e colaboradores (1988) propuseram 50 anos como idade de
corte para o TB de inicio tardio. Os pacientes com TB de inicio tardio tendem
a ter uma doenca mais branda em relacdo a gravidade dos sintomas
maniacos, mas apresentam mais comorbidades clinicas e neurolégicas,
especialmente deméncia e transtornos cerebrovasculares (Himmelhoch et
al., 1980; Subramaniam, 2007). Além disso, os pacientes com TB de inicio
tardio tém menor carga familiar de transtornos do humor, em comparacao a

pacientes com TB de inicio precoce (Deep e Jeste, 2004).

O TB € heterogéneo, com uma ampla variacdo de sintomatologia e
curso (Ackenheil, 2001). Sua etiopatogenia € complexa e ainda pouco
esclarecida, mas com evidéncias apontando para disfuncdes nos sistemas
de sinalizacdo intracelular, de expressdo génica e neuroprotecdo, que
podem estar associadas a interrup¢des nos circuitos reguladores do humor,
como sistema limbico, estriado e coOrtex pré-frontal. O que se conhece da
fisiopatologia do TB €, em grande parte, consequéncia do que se conhece
da acdo dos agentes psicofarmacoldgicos. Neste processo, esta envolvida a

interacdo de multiplos sistemas, uma vez que a maioria das drogas efetivas



provavelmente ndo atua sobre um sistema de neurotransmisséo particular
isoladamente, mas modula o balango funcional entre os diversos sistemas

que interagem (Kapczinski et al., 2004).

1.2 A enzima glicogénio sintase quinase-3 beta

A glicogénio sintase quinase-3 (GSK-3, do inglés glycogen synthase
kinase) é uma enzima que se encontra presente em VAarios sistemas
bioldgicos. Recebeu esse nome por sua capacidade de fosforilar e inativar a
enzima glicogénio sintase (Embi et al., 1980). Posteriormente, descobriu-se
gue esta cinase participa de varios processos homeostaticos, regulando
funcdes através da fosforilacdo de diversos substratos (Jope et al., 2007). A
enzima apresenta duas isoformas principais: alfa (GSK-3A, 51KDa) e beta
(GSK-3B, 46KDa) que, embora sejam codificadas por dois genes diferentes,
compartilham 85% de homologia e sdo reguladas de forma semelhante
(Barry et al., 2003; Fuentealba et al., 2004; Frame et al., 2001, Woodgett,
1990). A atividade da GSK-3 regula-se fundamentalmente pela fosforilacéo,
num processo dependente do balangco entre diversas cinases e fosfatases
proteicas. A atividade da GSK-3 também regula-se pela formacdo de
complexos protéicos, por sua distribuicéo intracelular e pela fosforilacdo de
substratos. A forma ativa da GSK-3 corresponde a sua forma nao-
fosforilada, sendo inibida pela fosforilacdo em residuos de serina-9 (no caso
da GSK-3B) ou no residuo de serina-21 (no caso da GSK-3A) (Klein e
Melton, 1996; Doble e Woodgett, 2003).

Um grande namero de vias de sinalizagdo converge sobre a GSK-3,
destacando-se a via Wnt, a fosfatidilinositol 3-quinase (Pl 3-quinase ou
PI3K), a proteina quinase A (PKA), e proteina quinase C (PKC) (Machado-
Vieira et al., 2010).



A GSK-3B, a mais estudada das isoformas da GSK-3, é mais
abundante no sistema nervoso central, e envolve-se na regulacdo de
diversas cascatas bioquimicas dentro e fora do sistema nervoso central
(Woodgett, 1990). Dada a ampla distribuicdo tecidual de GSK-3B e o
envolvimento desta cinase em diferentes vias de sinalizacao celular, a GSK-
3B tem sido objeto de estudos em doencas sistémicas como o diabetes e
cancer, processos relacionados a inflamacéao, além de outros importantes
transtornos psiquiatricos (além do TB), tais como depressao, esquizofrenia,
e desordens neurodegenerativas, particularmente a doenca de Alzheimer
(Jope e Roh, 2007; Hye et al., 2005; Dugo et al., 2007; Forlenza et al.,
2010).

A GSK-3B envolve-se em diversas funcdes importantes para a
biologia celular e, sobretudo, neuronal, tais como a sintese do glicogénio
(Rylatt et al., 1980), transcricdo génica, neuroplasticidade,
neurotransmisséo, regulagéo de cascatas de apoptose (morte celular) e do
ciclo circadiano (Jope, 2003); estas funcbes estdo implicadas, direta ou
indiretamente, na fisiopatologia dos transtornos do humor (Machado-Vieira
et al., 2009; Rowe et al., 2007).

A constatacdo de que o litio inibe a atividade da GSK-3B, sendo este
um possivel mecanismo subjacente & sua acdo terapéutica, levantou a
possibilidade de que um prejuizo da regulacdo da GSK-3B estaria associado
a fisiopatologia dos transtornos do humor (Klein e Melton, 1996).
Posteriormente, esta hipotese ganhou sustentacdo a partir de estudos
baseados em diversos modelos neurobioldgicos, desde experimentos in vitro
e em modelos animais, até estudos em tecido cerebral post-mortem. Deste
modo, a investigacdo do papel da GSK-3B na fisiopatologia dos transtornos
do humor assumiu uma posicdo de destaque na literatura contemporanea
(Jope e Johnson, 2004; Machado-Vieira et al., 2009; Li e Jope, 2010).



1.3 Atividade da GSK-3B nos transtornos psiquiatric 0s

Desde a constatacdo dos efeitos inibitérios do litio sobre a GSK-3B,
em 1996 (Klein e Melton, 1996), diversos estudos contribuiram para o
fortalecimento da hipotese de que a regulacdo da GSK-3B pode estar
envolvida tanto na fisiopatologia de determinados transtornos
neuropsiquiatricos, como nos efeitos terapéuticos dos psicofarmacos nessas

condi¢bes (Jope e Johnson, 2004; Machado-Vieira et al., 2009).

Estudos em modelos animais de depressdo demonstraram que
comportamento depressivo induzido por trauma cerebral leve associou-se ao
aumento da atividade da GSK-3B (Shapira et al., 2007). Outro estudo
demonstrou que pacientes deprimidos jovens que suicidaram, tinham
atividade da GSK-3B aumentada (Karege et al., 2007). Por outro lado,
pacientes com depressdo refrataria ao tratamento antidepressivo podem
responder a terapia de potencializacdo com litio, estando esse efeito
supostamente ligado a acdo inibitoria da atividade da GSK-3B. Estes
achados apontam para a relevancia em potencial da modulacdo da atividade
desta enzima na terapéutica dos quadros depressivos (Bauer et al., 2003).
Outra evidéncia da relevancia da atividade da GSK-3B na etiopatogénese da
depressdo vem de estudos que demonstram que drogas ou intervencdes
com atividade inibitoria da GSK-3B tém atividade antidepressiva em modelos
animais (Kaidanovich-Beilin et al., 2004; Roh et al., 2003).

Outra linha de evidéncia que demonstra a relevancia da atividade da
GSK-3B na fisiopatologia dos quadros depressivos advém do achado de que
a atividade serotoninérgica regula a fosforilacdo e a desfosforilagcdo do
residuo de serina-9 (ser-9) da GSK-3B, isto é, regula o estado funcional
desta enzima. A ativagao de receptores SHT1A aumenta a fosforilagédo de
ser-9 da GSK-3B, diminuindo a sua atividade; ja ativacdo de receptores
5HT2 diminui a fosforilacdo deste residuo, aumentando a sua atividade (Li et

al., 2004). Isto €, em parte, a atividade da GSK-3B regula-se pelo balanco



entre a atividade serotoninérgica sobre estes dois receptores. Este achado é
muito relevante, tendo em vista que a alteracdo da homeostase normal entre
a ativacdo destes dois receptores esta implicada na neurobiologia da
depressao (Borsini, 1994; Berendsen et al., 1995). Portanto, alteracbes nos
sistemas serotoninérgicos podem determinar aumento da atividade da GSK-
3B, sendo um fator importante na etiopatogénese da depressao (Jope &
Roh, 2006).

Algumas linhas de pesquisa investigam a hipotese de que alteracdes
na GSK-3B estariam relacionadas a esquizofrenia, porém, os dados
disponiveis sdo contraditorios: alguns sugerem que a acdo da GSK-3B esta
reduzida, enquanto outros sugerem que esta aumentada em associagao
com a esquizofrenia (Jope et al., 2006). Desta forma, as evidéncias desta
associacdo sdo menos robustas do que as encontradas nos transtornos de

humor.

No que se refere ao TB, o achado de que o litio e, com menor
consisténcia na literatura, outras terapias estabilizadoras do humor tém
como acao comum a inibicdo da GSK-3B suportam os postulados de que a
inibicdo dessa enzima contribui para as acdes terapéuticas dessas
estratégias e que a atividade dessa enzima estaria relacionada com a

fisiopatologia do TB.

A GSK-3B foi relacionada ao TB, pela primeira vez, em 1996, pela
constatacdo de que o litio € um inibidor direto da GSK-3B (Klein e Melton,
1996). Os autores constataram que o litio inibe a atividade da enzima com
um coeficiente de inibicdo (IC50) de aproximadamente 2 mM, ligeiramente
superior ao intervalo de concentracdes terapéuticas de litio no soro, que é
aproximadamente 0,5-1,5 mM. Logo depois, estudos mostraram que o litio
inibe a GSK-3, tanto em células intactas (Stambolic et al., 1996) quanto no
cérebro de ratos in vivo (Munoz-Montano, 1997). Mostraram, ainda, que o
efeito inibitério do litio se deve a uma agdo relativamente seletiva para GSK-
3, por um mecanismo de competicdo com o magnésio (Ryves e Harwood,

2001). Posteriormente, descobriu-se que o litio também inibe a enzima por



mecanismo indireto, em que o efeito anterior (direto) amplifica-se a partir da
fosforilacdo do residuo de serina-9 da GSK-3B (De Sarno et al., 2002). Um
estudo conduzido em nosso grupo avaliou o efeito do litio sobre a
transcricdo de GSK-3A e GSK-3B em culturas priméarias de neurénios e em
tecido cerebral de ratos e demonstrou que o litio, além de inibir a atividade
da enzima, também modula a sua expressao in vitro e in vivo, inibindo a

transcricdo de mRNA para a sintese de GSK-3B (Mendes et al., 2008).

Poucos estudos investigaram efeitos de outros agentes utilizados
como estabilizadores de humor na regulacdo da GSK-3B. Embora alguns
achados indiguem que outros tratamentos, como o acido valproico,
antipsicoticos, outros anticonvulsivantes utilizados como estabilizadores de
humor e a eletroconvulsoterapia possam ter efeito na regulacdo da GSK-3
ou da isoforma GSK3-B (Roh et al., 2005; Roh et al., 2003; Li et al., 2010),
até o momento, poucos estudos foram realizados com essas estratégias
terapéuticas, e alguns achados nao foram reproduzidos em outros estudos
(Machado-Vieira et al., 2010).

A maioria das conclusdes sobre a relacdo entre a GSK-3B e 0 TB
obteve-se por estudos sobre os farmacos utilizados para seu tratamento ou
estudos que utilizaram modelos animais (Roh et al., 2003; Roh et al., 2005,
Jope et al., 2006). Embora a GSK-3B tenha sido estudada no cérebro post-
mortem de pacientes com TB (Lesort et al., 1999; Beasley et al., 2002), até o
momento, apenas quatro trabalhos investigaram a expresséao, a fosforilacao
ou a atividade desta enzima utilizando derivados sanguineos de pacientes
com transtornos de humor (Li et al.,, 2007; Li et al., 2010; Pandey et al.,
2010; Polter et al., 2010). Os resultados ainda sao controversos e nenhum
dos estudos avaliou a fosforilagdo ou inferiu a atividade da GSK-3B em
plaguetas de pacientes com TB. Aléem disso, nenhum desses estudos
investigou a GSK-3B em individuos idosos com TB. Li e colaboradores (Li et
al., 2007) observaram que os niveis da forma fosforilada da GSK-3B (fosfo-
GSK-3B) eram maiores em células mononucleares de individuos com TB em

tratamento (com litio ou outros estabilizadores), quando comparados com



controles saudaveis. Eles avaliaram ainda o efeito do tratamento in vitro com
litio, em tais células, e encontraram resultante aumento na fosforilacdo da
GSK-3B. Outro estudo do mesmo grupo demonstrou que o0 hivel de
fosforilagdo da GSK-3 estava diminuido em células mononucleares de
individuos em epis6dio maniaco ou hipomaniaco do TB tipo | e Il, ndo
medicados, comparados com controles saudaveis, porém sem observar
alteracdes significantes na expressao total da GSK-3 (Polter et al., 2010).
Ainda em outro estudo, também com células mononucleares, Li e
colaboradores (Li et al., 2010) observaram que a expressdo proteica da
GSK-3 se encontrava elevada, com tendéncia para menor fosforilagéo,
sugerindo atividade de GSK-3 maior em pacientes com TB em mania,
comparado com controles saudaveis. Avaliaram também a resposta in vivo
da GSK-3B durante tratamento de oito semanas, quando observaram
aumento na fosforilacdo da GSK-3, sem alteragdes na expressao total da
GSK-3. Pandey e colaboradores (Pandey et al., 2010) observaram que a
expressao proteica de GSK-3B em plaquetas de pacientes com TB, sem
tratamento, estava reduzida em relacdo aos controles, e que, apds oito
semanas de tratamento com estabilizadores de humor, a expressédo da
enzima em plaquetas aumentou para niveis proximos aos do grupo controle.
Além do presente trabalho, nosso grupo de pesquisa conduz outras
investigagcdes acerca da atividade da GSK-3B de pacientes idosos com
transtornos do humor. Diniz e colaboradores (Diniz et al, 2011)
determinaram a atividade de GSK-3B em plaquetas de pacientes idosos com
depressao maior, sem tratamento, e em idosos saudaveis. Observaram que
0s pacientes com depresséao tinham maior atividade de GSK-3B (inferida por
uma fracdo diminuida da fosfo-GSK-3B, na auséncia de diferencas
significantes do total da GSK-3B (GSK-3B total), quando comparadas aos
controles) e que a atividade correlacionava-se com a gravidade dos
sintomas depressivos e cognitivos. Em outro trabalho recém publicado,
Joaquim et al. (2012) observaram que o tratamento desses individuos com

sertralina aumenta a fosfo-GSK-3B nesses pacientes, apés 12 meses. Um



trabalho, em andamento, avalia resposta da GSK-3B ao tratamento com litio

para depressdo em pacientes jovens com transtorno bipolar.
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2. OBJETIVOS



11

Os objetivos primarios deste estudo séo: (1) comparar a expressao da
enzima GSK-3B (total e fosforilada) em plaquetas de pacientes idosos com
TB, com idosos saudaveis; (2) estimar indiretamente a atividade enziméatica
em plaquetas de sujeitos nestes dois grupos, por meio do célculo da razéo
entre a expressao da forma inativa (fosfo-GSK-3B) e da GSK-3B total.

Os objetivos secundarios deste estudo sdo: (1) investigar diferencas
na atividade inferida da GSK-3B, em pacientes com TB de acordo com as
seguintes caracteristicas clinicas: idade; idade de inicio do transtorno; tempo
de doenca; magnitude dos sintomas afetivos; grau de comprometimento
cognitivo; presenca de deméncia; subtipo do transtorno; estado afetivo atual;
histéria prévia de internagfes; polaridade do primeiro episodio; medicacdes

psiquiatricas em uso.
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3. HIPOTESES
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A hipotese primaria do presente trabalho € que a atividade da GSK-
3B encontra-se diminuida nos pacientes com TB cronicamente medicados

com estabilizadores do humor.

Como hipdtese secundaria € que a alteracdo da atividade enzimatica
inferida correlaciona-se com variaveis clinicas dos pacientes com transtorno
bipolar e com parametros inerentes ao tratamento (tipo de estabilizador de

humor utilizado).
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4. METODOS
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4.1 Desenho

Estudo clinico, caso-controle, transversal.

4.2 Contexto

O estudo conduziu-se em ambiente ambulatorial no Instituto de
Psiquiatria do Hospital das Clinicas, Faculdade de Medicina, Universidade
de S&o Paulo. A coleta de sangue e as analises laboratoriais realizaram-se
no Laboratorio de Neurociéncias — LIM27, do mesmo instituto.

4.3 Amostra

Todos os pacientes e controles foram recrutados, de maneira
voluntéria, entre os idosos em acompanhamento, no Ambulatério de
Psiquiatria Geriatrica do Laboratorio de Neurociéncias — LIM 27, no Instituto
de Psiquiatria do Hospital das Clinicas, Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo. Os idosos do grupo controle foram recrutados a
partir de coorte de idosos em seguimento regular neste ambulatério, como
parte de um estudo longitudinal sobre envelhecimento e memoaria (Diniz et al
2008). Todos os pacientes e controles incluidos no estudo assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo A) e passaram por todas

as avaliag@es clinicas e laboratoriais propostas para o presente trabalho.

4 .4 Critérios de inclusao
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4.4.1 Pacientes com Transtorno Afetivo Bipolar

Estipularam-se critérios de incluséo:
+ |dade acima de 60 anos;

» Diagnostico de TB, de acordo com os critérios do DSM-IV.

4.4.2 Idosos saudaveis (grupo controle):

Estipularam-se critérios de incluséo:
+ |dade acima de 60 anos;

* Sem histéria atual ou pregressa de transtorno depressivo

recorrente ou outros transtornos psiquiatricos maiores;

* N&o estar em uso atual de medicacbes antidepressivas ou

estabilizadores de humor.

» Auséncia de quadro demencial.

4.5 Critérios de exclusao

Excluiram-se sujeitos que apresentavam:

» deficiéncias sensoriais e intelectuais que os impediam de
desempenhar adequadamente o0s testes necessarios para

avaliacéo das fungdes cognitivas;

» doencas clinicas com impacto sobre a capacidade cognitiva;
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Instabilidade clinica ou saude fragil, no momento da avaliacao

inicial;
e outros transtornos psiquiatricos maiores, tais como esquizofrenia;

* historia ou evidéncias de alcoolismo ou abuso de substancias

depressoras do sistema nervoso central;

e uso atual de medicamentos com propriedades anticolinérgicas em

doses altas;

* uso de medicag0Oes clinicas que pudessem alterar as andlises da
GSK-3B (ex., insulina).

recusa em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido.

4.6 Avaliacédo do estado mental

O diagnostico de TB realizou-se através da versdo brasileira da
Entrevista Clinica Estruturada para o Diagnostico de Transtornos do Eixo |
do DSM 1V (SCID - I/P) (First et al., 2002; Pang et al., 2005). Empregaram-
se a Escala de Depressao de Hamilton — 21 itens (HAM — D) (Hamilton,
1960) e a Escala de Avaliacdo de Mania de Young (YMRS) (Young et al.,

1978; Vilela et al., 2005) para avaliacdo da gravidade do episodio atual.

4.6.1 Classificacao do transtorno bipolar

Classificaram-se o0s pacientes de acordo com a gravidade dos

sintomas atuais e idade de inicio do transtorno bipolar.
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4.6.1.1 Classificacao do episédio atual

Os pacientes foram classificados de acordo com a gravidade dos

sintomas depressivos ou maniacos atuais em:

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

e 21 pontos;

» Episodio depressivo atual grave: Escore na HAM-D 21 maior ou igual

a 22 pontos;
e Eutimia: HAM-D e YMRS menores que 7 pontos;
e Hipomania: YMRS entre 7 e 14 pontos;
» Episodio de mania: acima de 14 pontos;

» Episodio misto: 7 ou mais pontos em ambas as escalas, desde que
presentes 0s sintomas-chave para o diagnéstico de episodio

depressivo e episddio maniaco ou hipomaniaco, ao mesmo tempo.

4.6.1.2 Classificacdo de acordo com a idade de inic  io do transtorno

Classificaram-se os pacientes de acordo com a idade de surgimento
do 1° episddio depressivo ou maniaco ao longo da vida em (Yassa et al.,
1988):

* TB de inicio nado tardio: 1° episddio depressivo ocorreu antes dos

50 anos de idade.

e TB de inicio tardio: 1° episédio depressivo ocorreu apés os 50

anos de idade;
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4.7 Avaliagéo cognitiva e funcional

A avaliacdo cognitiva inicial realizou-se através da entrevista semi-
estruturada CAMDEX (Cambridge Examination for Mental Disorders of the
Elderly) (Roth et al., 1986), em sua versdo traduzida e adaptada para a
Lingua Portuguesa (Bottino et al., 1999) que produz as escalas de avaliacao
CAMCOG (Cambridge Cognitive Test), Mini-exame do Estado Mental
(MEEM, Folstein et al., 1975), Teste Mental Abreviado (AMT, Abreviated
Mental Test) (Hodkinson, 1972) e do Teste do Desenho do Relégio (TDR,
Sunderland et al., 1989). Posteriormente, 0s sujeitos submeteram-se a uma
avaliacdo clinica, e ao exame neuropsicolégico e funcional. O diagndstico
cognitivo foi formulado em reunibes de consenso multidisciplinar, por uma
equipe que incluiu meédicos (psiquiatras, neurologista e geriatra),
neuropsicologas, fonoaudidloga, fisioterapeuta e terapeuta ocupacional.
Nesses encontros, discutiram-se o0s dados clinicos, psicométricos,

laboratoriais e de neuroimagem disponiveis.

4.8 Procedimentos laboratoriais

As analises laboratoriais deste projeto de pesquisa realizaram-se no
Laboratério de Neurociéncias (LIM-27) do Departamento e Instituto de
Psiquiatria da Faculdade de Medicina da USP.

4.8.1 Coleta de sangue e preparo de plaquetas

Apos a avaliagdo do estado mental, os pacientes realizaram coleta de

amostra de sangue através de puncdo venosa, em veia antecubital, no
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periodo matutino (entre 8h e 10h). Todos o0s sujeitos estavam em jejum de 8

a 10 horas.

Apébs a coleta (em intervalo méximo de 30 minutos), as amostras de
sangue foram centrifugadas a 515xG por 15 minutos a 20°C, em uma
solucédo de dextrose e citrato acido. Aliquotas de plasma rico em plaquetas
(PRP) foram ressuspensas em solugcédo de lavagem (citrato de s6dio 30nM
pH 6.5, cloreto de potassio 5nM, cloreto de calcio 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 ressuspenso em solucao
de tris-sucrose e as aliquotas de plaquetas foram armazenadas

imediatamente em freezer a -70°C até a andlise.

4.8.2 Expressdo de GSK-3B em plaquetas

Antes das andlises bioquimicas, determinou-se a concentragdo
proteica de cada amostra de plaqueta através do método de Lowry (Lowry et
al., 1951) modificado (Bio-Rad DC Protein Assay) e a concentracado de
proteinas para cada amostra foi normalizada para 0,1 mg com o tampao
apropriado e o coquetel de inibidor de protease fornecido pelo fabricante do

kit de analise bioguimica (vide abaixo).

Os niveis da proteina GSK-3B (GSK-3B total e da fosfo-GSK-3B)
foram determinados nas amostras de plaquetas através de um Ensaio
Imunométrico Enzimatico (EIA - Enzyme Immunometric Assay) (TiterZyme
EIA - Assay Designs, Inc). Trata-se de um ensaio que utiliza anticorpos
monoclonais imobilizados na parede da placa de ensaio e que se liga a
GSK-3B humana presente nas solugbes padrdes e nas amostras. Os pontos
da curva de padronizacdo do ensaio geraram-se a partir de diluicdes
seriadas das amostras (fosfo-GSK-3B: 2000; 1000; 500; 250; 125; 62.5; e 0
pg/ml; GSK-3B total: 5000; 2500; 1250; 625; 312.5; 156.3; 78.1; e 0 pg/ml).
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Cem microlitros de solugdo padrédo ou amostra de plaquetas foram
pipetados em cada poco da placa de ensaio. Esta foi vedada e incubada em
temperatura ambiente, sob agitacdo, por 1 hora. Apdés a incubacado, cada
poco foi esvaziado e a placa de ensaio lavada com 400 pl de solugéo de
lavagem. Este procedimento foi repetido por cinco vezes. Apls a Ultima
lavagem, 100 pl de anticorpos policlonais anti-GSK-3B total e anti-fosfo-
GSK-3B foram adicionado a cada poco da placa de ensaio, exceto nos
pocos vazios. A placa de ensaio foi vedada e incubada em temperatura
ambiente, sob agitacdo, por mais 1 hora. Novamente, esvaziaram-se e
lavaram-se as placas de ensaio por cinco vezes. Cem microlitros de
anticorpos monoclonais anti-GSK-3B total e anti-fosfo-GSK-3B conjugados
com horseradish peroxidase, que se ligam aos anticorpos policlonais anti-
GSK-3B total e anti-fosfo-GSK-3B, foram adicionados a cada pog¢o da placa
de ensaio. Esta foi vedada e incubada em temperatura ambiente, sob
agitacdo, por 30 minutos. A placa de ensaio foi esvaziada e lavada por 5
vezes. Cem microlitros de solucéo substrato foram adicionados a cada poco
da placa de ensaio e a reagdo enzimatica foi interrompida apds incubacao
por 30 minutos em temperatura ambiente. A cor gerada pela reacao

enzimatica foi lida na frequéncia de 450 nm.

4.8.3 Determinacéo indireta da atividade enzimatica

A atividade da GSK-3B para cada amostra foi inferida indiretamente
pela razdo da GSK-3B, como descrito anteriormente pelo nosso grupo
(Forlenza et al., 2010). Obtém-se a razdo da GSK-3B dividindo-se a porcéo
fosforilada (inativa) da GSK-3B pelo total da enzima (fosfo-GSK-3B / GSK-
3B total). A razdo da GSK-3B nos informa sobre a proporgcdo entre a
concentracdo da forma inativa da proteina (fosfo-GSK-3B) e sua

concentracdo total em uma amostra e, desta forma, fornece uma estimativa
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inversa da atividade da GSK-3B. Portanto, quanto maior a razdo da GSK-3B

(medida por esta formula), menor a atividade da GSK-3B e vice-versa.

4.9 Andlise dos dados

Dados descritivos foram gerados.

Para andlise da distribuicdo de variaveis categoriais, utilizou-se o
teste do Qui-quadrado de Pearson. O teste Kolmogorov-Smirnov e a
inspecdo do grafico Q-Q foram realizados para avaliar se as variaveis
continuas seguiam distribuicdo normal. Para comparacéo entre dois grupos,
as variaveis continuas com distribuicdo normal foram analisadas por meio do
teste t de Student ou, alternativamente, pelo teste de Mann-Whitney. Para a
comparacao de variaveis continuas havendo mais de dois grupos, utilizou-se
o teste de ANOVA. Quando encontradas diferencas estatisticamente
significantes nas ANOVAs, realizaram-se o0s testes de Dunnett
(heterogeneidade) ou de Tukey (homogeneidade) para comparagoes 2 X 2.

A correlagéo entre duas variaveis foi avaliada por meio do teste de
correlacdes de Spearman, dada a auséncia de distribuicdo normal entre os

parametros de interesse.

Os célculos de poder amostral realizaram-se com a ajuda do

programa G*Power v. 3.1.2 (Faul et al., 2009).

Procedeu-se a uma analise de regressao, para testar a influéncia da
variavel “diagnostico” na fosforilagdo da GSK-3B quando controlada pelas
possiveis variaveis de confuséo, utilizando o método de selecdo de variaveis

“Backwards”.

Todas as andlises estatisticas realizaram-se com 0 programa
estatistico SPSS v.14 (Statistical Package for Social Science, Chicago, IL).

O erro tipo | para os testes foi considerado como a=5%.
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4.10 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pela CAPPesq: Comissdo de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina de Séo Paulo - Protocolo de Pesquisa n°® 0500/09 (Anexo B).
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5. RESULTADOS
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5.1 Descrigao da amostra

Fizeram parte desta amostra 63 sujeitos (31 pacientes com TB e 32
controles). As caracteristicas demograficas e o desempenho cognitivo dos
pacientes com TB e dos controles estdo sumarizados na Tabela 1. A
amostra de bipolares incluidos no estudo tinha idade média de 70,1 (x6,1)
anos, enquanto a do grupo do grupo controle, foi 73,1 (x6,2) anos (p=0,052).
A média de escolaridade foi maior no grupo controle (10,8+4,6), comparada
a amostra dos pacientes com transtorno bipolar (7,4+4,7; p=0,006). Os
grupos possuiam distribuicdo semelhante de género, com predominio
significativo do sexo feminino (71% da amostra total). Os bipolares
apresentaram, no CAMCOG, desempenho cognitivo inferior aos obtidos pelo

grupo controle (76.8 +17,1 e 93,3 £ 6,9, respectivamente; p<0,001).

Tabela 1 — Caracteristicas demogréaficas e desempenho cognitivo

Caracteristica Bipolares  Controles  Valor de p
(n=31) (n=32)

Idade (anos) ** 70,1+6,1 73,1+6,2 0,052
Género, No. (%)* 0,633
Masculino 8 (26) 10 (31)

Feminino 23 (74) 22 (69)
Escolaridade (anos) ** 7,4 +4,7 10,8+ 4,6 0,006***

CAMCOG** 76.8+17,1 93,3+6,9 <0,001***

* Teste do Qui-quadrado; ** Teste t de Student; *** p<0,05

Na tabela 2, estdo presentes as variaveis relacionadas ao tratamento
e curso do quadro clinico dos pacientes com TB. Quanto ao diagndstico
cognitivo dos pacientes com transtorno bipolar, oito pacientes tinham
diagnéstico de deméncia (25,8%) e, 23, nao tinham esse diagnostico

(74,2%). Quanto ao subtipo do transtorno bipolar, 24 tinham diagnostico de
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TB tipo | (77,4%) e sete tinham diagndstico de TB tipo Il (22,6%). Quanto a
idade de inicio do transtorno, 27 tiveram o inicio antes dos 50 anos (87,1%)
e 4, apos os 50 anos (12,9%). Quanto ao estado afetivo dos pacientes com
TB avaliados neste corte transversal, 13 encontravam-se deprimidos
(41,9%), 14 estavam eutimicos (45,2%), dois estavam em mania (6,5%), um
em hipomania (3,2%) e um, em estado misto (3,2%). Todos os individuos
com TB estavam em uso de um ou mais psicofarmacos. Dos 31 pacientes
com TB, 19 estavam em uso de litio, 21 em uso de anticonvulsivantes, 17
em uso de antipsicoticos, 11 em uso de antidepressivos e 11 em uso de

benzodiazepinicos.
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Tabela 2 - Variaveis relacionadas ao tratamento e curso do quadro clinico
dos pacientes com TB

Caracteristica B
n=31

Diagnéstico cognitivo, No. (%)
Deméncia 8 (25,8)
N&o deméncia 23 (74,2)
Medicamento, No. (%)
Litio 19 (61,3)
Anticonvulsivantes 21 (67,7)
Acido valpréico 10 (32,3)
Lamotrigina 5 (12,9)
Oxcarbazepina 5 (12,9)
Outros anticonvulsivantes 2(3,2)
Antipsicéticos 17 (54,8)
Antidepressivos 11 (35,5)
Fase, No. (%)
Depressdo 13 (41,9)
Eutimia 14 (45,2)
Mania 2 (6,5)
Hipomania 1(3,2)
Episédio misto 1 (3,2)
Inicio do transtorno, No. (%)
Inicio ndo tardio (<50 anos) 27 (87,1)
Inicio tardio (>50 anos) 4 (12,9)
Subtipo do transtorno, No. (%)
TBtipo| 24 (77,4)

TBtipoll 7 (22,6)
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5.2 Expressédo total da GSK-3B, sua fragdo fosforila da no residuo de
serina-9 e razdo da GSK-3B em plaguetas de paciente s com TB e em

controles.

As distribuicdes dos niveis de GSK-3B total, fosfo-GSK-3B e razao da
GSK-3B na amostra total estdo apresentadas graficamente nas Figuras 1A,

1B e 1C, respectivamente.
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Figura 1. Os diagramas de caixa e bigodes (Box plot) representam a
distribuicdo das concentracdes (em pg/ml) de GSK-3B total (A) e fosfo-GSK-
3B (B) em picogramas por mililitro, e razdo da GSK-3B (C), em plaquetas da
amostra total de 31 pacientes com transtorno bipolar (TB) e 32 controles
saudaveis. As caixas indicam os quartis superiores e inferiores. A linha
dentro de cada caixa representa a respectiva mediana. Os bigodes se
estendem até os percentis 2,5 e 97,5. Os outliers séo identificados por ° e *,
e foram excluidos das respectivas andlises estatisticas. Aplicou-se o teste
de Kolmogorov Smirnov para as variaveis representadas no diagrama, bem
como inspecdo visual dos graficos Q-Q, e todas elas apresentaram
distribuicdo normal. O teste t-Student foi, entdo, utilizado para as avaliacdes
estatisticas.

Na tabela 3, pode-se ver que nao se encontraram diferencas
estatisticamente significantes nas concentragdes meédias da proteina GSK-
3B das plaquetas dos bipolares (3689,2+895,6 pg/ml), comparadas as dos
sujeitos do grupo controle (3680,5+976,7 pg/ml; p=0,971). J4 a concentracéo
da forma fosforilada (fosfo-GSK-3B) foi significantemente maior nos
bipolares (874,6+308,4 pg/ml) do que nos controles (698,0+267,7), t(61)=-
2,43; p=0,018; d=0,71. Também observou-se diferenca na razdo da GSK-3B
entre os dois grupos (0,238 +0,079 e 0,191+0,069 para bipolares e
controles, respectivamente), t(58)=-2,47; p=0,016; d=0,64.

Tabela 3 - Concentragfes médias da GSK-3B total e fosfo-GSK-3B (em
pg/ml) e razdo da GSK-3B nos pacientes com TB e controles

Bipolares Controles Valor de p
(n=31) (n=32)
GSK-3B total 3689,2+895,6 3680,5+976,7 p=0,971

fosfo-GSK-3B 874,6+308,4 698,0+267,7 p=0,018*

razdo da GSK-3B 0,238 +0,079 0,191 #0,069 p=0,016*

*Teste t de Student, p<0,05

Analises de regressdo linear (método backward) foram realizadas

para identificar os preditores para fosforilagdo e razdo da GSK-3B.
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Selecionaram-se trés variaveis independentes, a saber: diagnostico (bipolar
ou grupo controle), escolaridade (anos) e desempenho cognitivo (escore
total obtido no CAMCOG). As variaveis dependentes foram a fosfo-GSK-3B
e a razdo da GSK-3B. Este processo inicia-se pela checagem da
significancia dos coeficientes da regressao e pela eliminacdo, em cada
passo, da variavel independente que apresentar menor valor. Os modelos
preditivos finais foram compostos pelas variaveis com nivel de significancia
p<0,1. Encontrou-se que o diagnostico era o preditor que influenciava a
fosfo-GSK-3B (Beta=164,5 e p=0,031; tabela 4) e a razdo da GSK-3B
(Beta=0,046 e p=0,024; tabela 5).

Tabela 4 — Associacgao entre diagnostico, idade e CAMCOG e a variavel
dependente fosfo-GSK-3B pela regresséo linear, utilizando-se o
método “Backward”

Passo  Variavel Coeficiente Beta  Desvio Padrdo  Significancia
independente

1 (Constante) 557,2 283,8 0,054
Diagnéstico 165,3 89,4 0,070

Escolaridade -12,5 9,5 0,192

CAMCOG 3,0 34 0,383

2 (Constante) 789,7 103,0 <0,001
Diagnostico 132,0 80,9 0,108

Escolaridade -8,5 8,3 0,309

3 (Constante) 698,0 51,3 <0,001

Diagnéstico 164,5 74,4 0,031
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Tabela 5 — Associacgao entre diagnostico, idade e CAMCOG e a variavel
dependente razdo da GSK-3B pela regressao linear, utilizando-
se o método “Backward”

Passo Variavel Coeficiente Beta  Desvio Padréo  Significancia
independente

1 (Constante) 0,233 0,074 0,003
Diagnéstico 0,036 0,024 0,132
Escolaridade -0,001 0,003 0,621
CAMCOG 0,000 0,001 0,726

2 (Constante) 0,209 0,027 <0,001
Diagnostico 0,040 0,021 0,068
Escolaridade -0,002 0,002 0,446

3 (Constante) 0,191 0,014 <0,001

Diagnéstico 0,046 0,020 0,024
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5.3 Analise exploratéria da influéncia de variaveis clinicas.

Os niveis de GSK-3B total, fosfo-GSK-3B e razdo da GSK-3B em
plaguetas de pacientes com TB com deméncia foram comparados com 0s
de pacientes sem deméncia e com controles (Tabela 6). N&o se

encontraram diferencas estatisticamente significantes entre os trés grupos.

Tabela 6 — Concentracdes médias da GSK-3B total e fosfo-GSK-3B (em
pg/ml) e razdo da GSK-3B em plaquetas de pacientes com TB,
segundo o diagndstico cognitivo (com deméncia ou sem
deméncia) e em controles

B B
Controles sem deméncia  com deméncia Valor-p
(n=32) (n=8) (n=23) (ANOVA)
GSK-3B total 3680,5+976,7 3736,8+943,7 3552,3+780,7 0,892
fosfo-GSK-3B 698,0+ 267,7 889,4 +335,7 832,0 £225,3 0,056

razdo da GSK-3B 0,191 +0,069 0,234+ 0,072 0,248 + 0,101 0,052

Os niveis de GSK-3B total, fosfo-GSK-3B e raz&o da GSK-3B em
plaquetas de pacientes com TB tipo | foram comparados com os de
pacientes TB tipo Il e com controles (Tabela 7). Encontraram-se diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos, quanto a fosfo-GSK-3B
(p=0,006, n2=0,187) e a razdo da GSK-3B (p=0,010, n3=0,136). Analises
pos-hoc mostraram que o0s pacientes com TB tipo | tinham maior
concentracéo da fosfo-GSK-3B (Dunnett, p=0,002) e maior razdo da GSK-3B
(Tukey, p=0,007) que o grupo controle.
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Tabela 7 — Concentracdes médias da GSK-3B total e fosfo-GSK-3B (em
pg/ml) e razdo da GSK-3B em plaquetas de pacientes com TB,
de acordo com o subtipo clinico (tipo | ou tipo Il) e em controles

Controles TB tipo | TB tipo Il Valor-p

(n=32) (n=24) (n=7) (ANOVA)
GSK-3B total 3680,5+976,7 3802,7+782,1 3300,2+ 1198,9 0,253
fosfo-GSK-3B 698,0 + 267,7**  930,9 + 302,8** 681,4 +260,7 0,006*
razdo da GSK-3B 0,191 +0,069*** 0,250+ 0,079*** 0,191 + 0,066 0,010*

* p<0,05; ** Teste post hoc Dunnet indicou diferenca entre os grupos marcados, p=0,002;
*** Taste post hoc Tukey indicou diferenca entre os grupos marcados, p=0,007.

Os niveis de GSK-3B total, fosfo-GSK-3B e razdo da GSK-3B em
plaquetas de pacientes com TB em fase (hipomania, mania, depresséo ou
episodio misto) foram comparados com os de pacientes TB em eutimia e
com controles (Tabela 8). Encontraram-se diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos, quanto a fosfo-GSK-3B (p=0,003, n2=0,164) e
a razdo da GSK-3B (p=0,07, n?=0,146). Analises pos-hoc mostraram que 0s
pacientes com TB em fase tinham maior concentracdo da fosfo-GSK-3B
(Tukey, p=0,002) e maior razdo da GSK-3B (Tukey, p=0,005) que o grupo

controle.

Tabela 8 — Concentracdes médias da GSK-3B total e fosfo-GSK-3B (em
pg/ml) e razdo da GSK-3B em plaquetas de pacientes com TB,
de acordo com o estado afetivo atual (fase ou eutimia) e em

controles
Controles B B Valor-p
(n=32) em Fase em eutimia (ANOVA)
(n=17) (n=14)
GSK-3B total 3680,5+976,7 3754,7+ 828,9 3609,8 +996,4 0,593
fosfo-GSK-3B 698,0+267,7** 943,84+ 331,1** 790,5 +£265,9 0,003*
razao da GSK-3B 0,191+0,069***  0,251+0,061*** 0,221+ 0,097 0,07*

* p<0,05; ** Teste post hoc Tukey indicou diferenca entre os grupos marcados, p=0,002;
*** Taste post hoc Tukey indicou diferenca entre os grupos marcados, p=0,005.
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Os niveis de GSK-3B total, fosfo-GSK-3B e razdo da GSK-3B em
plaguetas de pacientes com TB, segundo o estado afetivo atual (episddio
depressivo ou eutimia) e com controles (Tabela 9). Encontraram-se
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos, quanto a fosfo-
GSK-3B (p=0,026, n%=0,114) e a razdo da GSK-3B (p=0,023, n?=0,124).
Andlises pos-hoc mostraram que o0s pacientes com TB em episddio polo
depressivo tinham maior concentracédo da fosfo-GSK-3B (Tukey, p=0,025) e

maior razdo da GSK-3B (Tukey, p=0,017) que o grupo controle.

Tabela 9 — Concentracdes médias da GSK-3B total e fosfo-GSK-3B (em
pg/ml) e razdo da GSK-3B em plaquetas de pacientes com TB,
de acordo com o estado afetivo atual (episédio depressivo ou
eutimia) e em controles

Controles TB TB Valor-p
(n=32) episodio eutimia (ANOVA)
depressivo (n=14)
(n=13)
GSK-3B total 3680,5+976,7 3690,6+869,1  3609,8 £996,4 0,842
fosfo-GSK-3B 698,0£267,7**  892,9+ 340,6** 790,5 +265,9 0,026*

Razdo da GSK-3B  0,191+0,069***  0,243£0,068*** 0,221+0,097 0,023*

* p<0,05; ** Teste post hoc Tukey indicou diferenca entre os grupos marcados, p=0,025;
*** Teste post hoc Tukey indicou diferenca entre os grupos marcados, p=0,017.

Os niveis de GSK-3B total, fosfo-GSK-3B e raz&o da GSK-3B em
plaguetas de pacientes com TB com historia prévia de internagédo
psiquiatrica foram comparados com os de pacientes com TB histéria prévia
de internacdo psiquiatrica e com controles (Tabela 10). Encontraram-se
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos, quanto a fosfo-
GSK-3B (p=0,019, n%=0,136) e a razdo da GSK-3B (p=0,031, n2=0,107).
Andlises pos-hoc mostraram que os pacientes com TB com histéria prévia

de internacdo psiquiatrica tinham maior concentracdo da fosfo-GSK-3B
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(Dunnett, p=0,007) e maior razdo da GSK-3B (Tukey, p=0,039) que o grupo

controle.

Tabela 10 — Concentracdes médias da GSK-3B total e fosfo-GSK-3B (em
pg/ml) e razdo da GSK-3B em plaquetas de pacientes com TB,
de acordo com o histoérico de internacao psiquiatrica e em

controles
Controles TB TB Valor-p
(n=32) com HP de sem HP de (ANOVA)
internacao internacao
(n=17) (n=12)
GSK-3B total 3680,5+976,7  3716,4+791,3  3484,9+1010,9 0,246
Fosfo-GSK-3B 698,0+267,7**  867,6+271,1** 841,74+ 346,5 0,019*

razdo da GSK-3B  0,191+0,069***  0,241+0,083*** 0,233+0,080 0,031*

HP, Histéria prévia; * p<0,05; ** Teste post hoc Dunnett indicou diferenca entre os grupos
marcados, p=0,007; *** Teste post hoc Tukey indicou diferenca entre os grupos marcados,
p=0,039.

Os niveis de GSK-3B total, fosfo-GSK-3B e razdo da GSK-3B em
plagquetas de pacientes com TB, segundo a polaridade do primeiro episédio
afetivo (mania ou depressao) e com controles (Tabela 11). Encontraram-se
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos, quanto a fosfo-
GSK-3B (p=0,026, n2=0,128) e a razdo da GSK-3B (p=0,016, n2=0,126).
Andlises pos-hoc mostraram que o0s pacientes com TB com primeiro
episodio em polo depressivo tinham maior concentracdo da fosfo-GSK-3B
(Dunnett, p=0,017) e maior razdo da GSK-3B (Tukey, p=0,056) que o grupo
controle.
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Tabela 11 — Concentracdes meédias da GSK-3B total e fosfo-GSK-3B (em
pg/ml) e razdo da GSK-3B em plaquetas de pacientes com
TB, de acordo com a polaridade do primeiro episédio afetivo
(mania ou depressédo) e em controles

Controles B B Valor-p
(n=32) 1° episadio 1° episadio (ANOVA)
mania depressao
(n=6) (n=23)
GSK-3B total 3680,5+976,7 3358,6+ 660,4 3699,6+ 946,2 0,375
Fosfo-GSK-3B 698,0+267,7** 917,5+282,1 855,3+ 324, 7** 0,026*

Raz&o da GSK-3B 0,191+0,069*** 0,284+ 0,107 0,228+0,070*** 0,016*

* p<0,05; ** Teste post hoc Dunnett indicou diferenca entre os grupos marcados, p=0,017;
*** Teste post hoc Tukey indicou diferenca entre os grupos marcados, p=0,056.

Os niveis de GSK-3B total, fosfo-GSK-3B e raz&o da GSK-3B em
plaguetas de pacientes com TB, segundo o uso de litio e com controles
(Tabela 12). Encontraram-se diferencas estatisticamente significantes entre
0S grupos, quanto a fosfo-GSK-3B (p=0,008, n2=0,137) e a razdo da GSK-3B
(p=0,018, n2=0,120). Analises pos-hoc mostraram que os pacientes com TB
em uso de litio tinham maior concentracdo da fosfo-GSK-3B (Tukey,

p=0,007) e maior razdo da GSK-3B (Tukey, p=0,014) que o grupo controle.

Tabela 12 — Concentra¢des médias da GSK-3B total e fosfo-GSK-3B (em
pg/ml) e razdo da GSK-3B em plaquetas de pacientes com TB,
de acordo com o uso de litio e em controles

Controles TB B Valor-p
(n=32) em uso de ndo uso de (ANOVA)
litio (n=19) litio (n=12)
GSK-3B total 3680,5+976,7  3688,1+ 992,3 3691,01+759,1 0, 552
fosfo-GSK-3B 698,0+267,7**  911,69+303,6** 815,8 +320,2 0, 008 *
razdo da GSK-3B 0,191+0,069***  0,246+0,068*** 0,226 + 0,095 0,018 *

* p<0,05; ** Teste post hoc Tukey indicou diferenca entre os grupos marcados, p=0,007; ***
Teste post hoc Tukey indicou diferenga entre os grupos marcados, p=0,014.
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Os niveis de GSK-3B total, fosfo-GSK-3B e razdo da GSK-3B em
plaguetas de pacientes com TB, segundo o uso de antidepressivos e com
controles (Tabela 13). Encontraram-se diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos, quanto a fosfo-GSK-3B (p=0,005, n2=0,137) e
a razado da GSK-3B (p=0,007, n3=0,118). Andlises pos-hoc nao indicaram
diferencas estatisticamente significantes entre os pacientes que usavam
antidepressivos e o0 grupo controle. Os testes revelaram diferenca
significante entre os pacientes com TB que ndo usavam antidepressivo e o
grupo controle, com maior concentragéo da fosfo-GSK-3B (Tukey, p=0,065)
e maior razao da GSK-3B (Tukey, p=0,006) nos pacientes com TB que nao

usavam antidepressivo.

Tabela 13 — Concentra¢des médias da GSK-3B total e fosfo-GSK-3B (em
pag/ml) e razdo da GSK-3B em plaquetas de pacientes com TB,
de acordo com o uso de antidepressivos e em controles

Controles TB TB Valor-p
(n=32) em uso de ndo uso de (ANOVA)
antidepressivos antidepressivos
(n=11) (n=20)
GSK-3B total 3680,5+976,7 3676,9 + 869,8 3696,0 £931,7 0,998
fosfo-GSK-3B 698,0+267,7**  719,9 £ 237,9 959,6 + 314,6** 0, 005 *

razdo da GSK-3B  0,191+0,069*** 0,202 + 0,063 0,259 +0,081*** 0, 007 *

* p<0,05; ** Teste post hoc Tukey indicou diferenca entre os grupos marcados, p=0,065;
*** Taste post hoc Tukey indicou diferenca entre os grupos marcados, p=0,006.

Os niveis de GSK-3B total, fosfo-GSK-3B e razdo da GSK-3B em
plaquetas de pacientes com TB, segundo o uso de anticonvulsivantes e com
controles (Tabela 14). Encontraram-se diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos, quanto a fosfo-GSK-3B (p=0,009, n2=0,191) e
a razdo da GSK-3B (p=0,008, n3=0,141). Anélises pos-hoc nao indicaram
diferencas estatisticamente significantes entre os pacientes que usavam
anticonvulsivantes e o grupo controle. Os testes revelaram diferenca

significante entre os pacientes com TB que nao usavam anticonvulsivantes e
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0 grupo controle, com maior concentragdo da fosfo-GSK-3B (Dunnett,
p=0,024) e maior razdo da GSK-3B (Tukey, p=0,007) nos pacientes com TB

gue ndo usavam anticonvulsivante.

Tabela 14 — Concentra¢des médias da GSK-3B total e fosfo-GSK-3B (em
pag/ml) e razdo da GSK-3B em plaquetas de pacientes com TB,
de acordo com o uso de anticonvulsivantes e em controles

Controles TB B Valor-p
(n=32) em uso de ndo uso de (ANOVA)
Anticonvulsivante anticonvulsivante
(n=21) (n=10)
GSK-3B total 3680,5+976,7 3786,3£776,0 3485,3+1125,7 0,998
Fosfo-GSK-3B 698,0+267,7** 844,0 + 318,8 938,78 + 290,7** 0, 005 *
Razéo da GSK- 0,191+0,069*** 0,225 + 0,072 0,268 *+ 0,090*** 0,007 *

3B

* p<0,05; ** Teste post hoc Dunnett indicou diferenga entre os grupos marcados, p=0,024;
*** Taste post hoc Tukey indicou diferenca entre os grupos marcados, p=0,007.

Os niveis de GSK-3B total, fosfo-GSK-3B e razdo da GSK-3B em
plaquetas de pacientes com TB, segundo o0 uso de antipsicéticos e com
controles (Tabela 15). Encontraram-se diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos, quanto a fosfo-GSK-3B (p=0,009, n2=0,133) e
a razado da GSK-3B (p=0,011, n2=0,133). Andlises pos-hoc nao indicaram
diferencas estatisticamente significantes entre os pacientes que usavam
antipsicoticos e o grupo controle. Os testes revelaram diferenca significante
entre 0s pacientes com TB que ndo usavam antipsicéticos e o0 grupo
controle, com maior concentracdo da fosfo-GSK-3B (Tukey, p=0,013) e
maior razdo da GSK-3B (Tukey, p=0,008) nos pacientes com TB que nao

usavam antipsicoticos.
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Tabela 15 — Concentracdes médias da GSK-3B total e fosfo-GSK-3B (em
pg/ml) e razdo da GSK-3B em plaquetas de pacientes com TB,
de acordo com o uso de antipsicoticos e em controles

Controles TB TB Valor-p
(n=32) em uso de ndo uso de (ANOVA)
antipsicoticos antipsicoticos
(n=13) (n=14)
GSK-3B total 3680,5+976,7 3844,2+785,2 3501,0+1011,2 0,330
fosfo-GSK-3B 698,0+267,7** 868,3 +308,4 882,3 + 328,0** 0, 009 *

razdo da GSK-3B 0,191+0,069*** 0,232 + 0,085 0,246 +0,072**  0,011*

* p<0,05; ** Teste post hoc Tukey indicou diferenca entre os grupos marcados, p=0,013;
*** Taste post hoc Tukey indicou diferenca entre os grupos marcados, p=0,008.

Os niveis de GSK-3B total, fosfo-GSK-3B e razdo da GSK-3B em
plaguetas de pacientes com TB, segundo o uso de benzodiazepinicos e com
controles (Tabela 16). Encontraram-se diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos, quanto a fosfo-GSK-3B (p=0,010, n2=0,131) e
a razdo da GSK-3B (p=0,028, n2=0, 107). Analises pos-hoc né&o indicaram
diferencas estatisticamente significantes entre os pacientes que usavam
benzodiazepinicos e o grupo controle. Os testes revelaram diferenca
significante entre os pacientes com TB que ndo usavam benzodiazepinicos
e 0 grupo controle, com maior concentracdo da fosfo-GSK-3B (Tukey,
p=0,010) e maior razdo da GSK-3B (Tukey, p=0,029) nos pacientes com TB

que ndo usavam benzodiazepinicos.
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Tabela 16 — Concentracdes médias da GSK-3B total e fosfo-GSK-3B (em
pg/ml) e razdo da GSK-3B em plaquetas de pacientes com TB,
de acordo com o uso de benzodiazepinicos e em controles

Controles TB TB Valor-p
(n=32) em uso de ndo uso de (ANOVA)
benzodiazepinicos  benzodiazepinicos
(n=11) (n=20)
GSK-3B total 3680,5+976,7 3488,4+ 1075,4 3799,7 £ 788,4 0,330
fosfo-GSK-3B 698,0+267,7** 750,7 £223,2 9427 +£332,0** 0,010*
razdo da GSK-3B  0,191+0,069*** 0,211 + 0,064 0,251 £ 0,083*** 0, 028 *

* p<0,05; ** Teste post hoc Tukey indicou diferenca entre os grupos marcados, p=0,010;
*** Taste post hoc Tukey indicou diferenca entre os grupos marcados, p=0,029.



5.4 Andlise exploratoria de correlacdes com varidve

42

is clinicas.

O teste de Spearman foi utilizado para avaliar possiveis correlacdes
entre os niveis de GSK-3B total, fosforilada e razdo da GSK-3B em

plaguetas de pacientes com TB e as seguintes variaveis clinicas: dosagem

sérica do litio (litemia), idade de inicio dos sintomas (primeiro episodio),

tempo de doenca ou escores nas escalas HAM-D, YMRS e CAMCOG

(Tabela 17). N&o se observaram correlagdes significantes.

Tabela 17 — Correlacdes (p de Spearman) das concentracdes plaquetarias
de GSK-3B (total e fosforilada) e razdo da GSK-3B com a
litemia, idade de inicio dos sintmoas do TB, tempo de doenca
ou escores na HAM-D, YMRS e CAMCOG de pacientes com

B

GSK-3B total

Fosfo-GSK-3B

razao da GSK-3B

Litemia
Idade de inicio

Tempo de
doenca

HAM-D 21
YMRS
CAMCOG

0,180 (p=0,342)
-0,224 (p=0,226)
0,153 (p=0,411)

0,205 (p=0,277)
0,213 (p=0,258)
0,193 (p=0,315)

0,299 (p=0,109)
0,178 (p=0,339)
-0,166 (p=0,371)

0,239 (p=0,203)
0,298 (p=0,110)
-0,119 (p=0,540)

0,298 (p=0,116)
0,271 (p=0,147)
-0,287 (p=0,124)

0,254 (p=0,183)
0,185 (p=0,337)
0,033 (p=0,867)
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6. DISCUSSAO
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Embora os niveis de GSK-3B tenham sido estudados previamente em
cérebros post-mortem, ou em células periféricas de pacientes com TB
(Beasley et al., 2001; Lesort et al., 1999; Li et al., 2007; Pandey et al., 2010;
Polter et al., 2010; Li et al., 2010), os dados disponiveis na literatura séao
controversos e nenhum dos estudos avaliou atividade da GSK-3B (quer
direta ou indiretamente) em plaquetas ou comparou a GSK-3B em individuos

idosos com TB.

O objetivo principal deste estudo foi inferir a atividade da enzima
GSK-3B em pacientes idosos com TB, em comparacdo com idosos
saudaveis. Foram utilizadas plaquetas para medir a GSK-3B, uma vez que
as plaquetas se mostraram um bom correlato periférico da GSK-3B cerebral.
Além disso, a GSK-3B expressa-se em plaquetas em quantidades ainda

maiores que em leucaocitos (Forlenza et al., 2010).

A principal constatacdo deste estudo foi um aumento da razdo da
GSK-3B nos pacientes idosos com TB medicados, comparados a idosos
saudaveis e, assim, uma menor atividade de GSK-3B inferida. Observou-se
um aumento na proporcao de formas inativas (fosfo-GSK-3B) da enzima em
plaguetas de pacientes idosos com TB medicados, comparados a idosos
saudaveis, sem que fosse encontrada diferenca significante na expresséao da
GSK-3B total. Desta forma, os resultados, em conjunto, confirmam a
hipotese primaria desse trabalho, de que a atividade da GSK-3B encontra-se
diminuida neste grupo de pacientes idosos com TB medicados com

estabilizadores de humor.

A GSK-3B é um importante componente da via Wnt (Dale, 1998;
Gould et al., 2007), que esta envolvida no desenvolvimento neuropsicomotor
(Fradkin et al., 2005; Moon et al., 1997; Ciani e Salinas, 2005; Wodarz e
Nusse, 1998). A GSK-3B esta envolvida em vias apoptoéticas (Bijur e Jope,
2001; Pap e Cooper, 1998) e no controle da expressdo de fatores de
crescimento de nervo, como o BDNF (Mai et al., 2002), mostrando-se
envolvida ndo s6 na apoptose, mas também na manutencao da estabilidade

estrutural do cérebro. A ideia de que GSK-3B pode desempenhar um papel
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importante na fisiopatologia do TB est4d primariamente embasada na
sugestdo de que a GSK-3B ¢ inibida direta e indiretamente pela acao do litio
e de outros estabilizadores do humor (Gould e Manji, 2002, Li & Jope, 2010;
Pandey et al., 2010; Mendes et al., 2008). Além disso, diversas funcdes
centrais relacionadas com essa enzima (regulacéo de cascatas de apoptose
e do ciclo circadiano, por exemplo) também estdo implicadas na
fisiopatologia dos transtornos do humor, particularmente no TB (Machado-
Vieira et al., 2009; Rowe et al., 2007).

Até onde sabemos, este é o primeiro trabalho a avaliar a fracéao
fosforilada da enzima GSK-3B e a inferir a atividade dessa enzima em
plaquetas de pacientes com TB. Pandey e colaboradores (2010) avaliaram
apenas a expressao proteica total de GSK-3B em plaquetas de pacientes
com TB. Eles observaram que a expressao protéica nos pacientes com TB,
sem tratamento, estava reduzida em relacdo aos controles, e que, apds oito
semanas de tratamento com estabilizadores de humor, a expressdo da
enzima em plaquetas aumentou para niveis proximos aos do grupo controle.
No presente estudo também observamos niveis da GSK-3B total de

plaquetas de pacientes com TB cronicamente medicados e controles.

Quando os pacientes idosos com TB foram agrupados de acordo com
diferentes caracteristicas clinicas e medicacfes psiquiatricas em uso,
observou-se que as seguintes caracteristicas estavam associadas a maior
fosfo-GSK-3B e razdo da GSK-3B, em comparacéo a controles: subtipo | do
TB, episodio atual ndo eutimico, historia prévia de internacdo, episodio
indice do tipo depressivo e o uso atual de litio. Entretanto, ndo houve
diferenca significante entre esses subgrupos de pacientes bipolares quando
comparado aos demais pacientes bipolares que ndo tinham essas
caracteristicas. Esses achados sao dificeis de serem interpretados, uma vez
que, apesar das diferencas significantes encontradas entre alguns
subgrupos de pacientes com TB e controles, a auséncia de diferenca
significante entre os subgrupos (pacientes com uma variavel clinica vs. sem

aguela variavel clinica) ndo permite que se atribua a alteracdo da fosfo-GSK-
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3B ou da razdo da GSK-3B a alguma das variaveis consideradas nas

analises por subgrupos.

A observacdo de que os pacientes idosos com TB tipo | e pacientes
com TB em fase (depressdo, mania, hipomania ou misto, considerados em
conjunto) tinham maiores niveis da fosfo-GSK-3B e maior razdo da GSK-3B
que o grupo controle merece atencdo, principalmente por que nestas
analises, encontraram-se maiores efeitos (n? para diferenca entre os
grupos, quanto aos niveis de fosfo-GSK-3B (Subtipo TB vs. Controles) e
guanto aos niveis da fosfo-GSK-3B (episédio atual vs. Controles), que nas
analises dos pacientes com TB agrupados por outras variaveis clinicas, ou
mesmo medicamentosas. Entretanto, interpretacdes acerca destes achados
sdo dificeis de formularem-se, uma vez que a auséncia de diferenca
significante entre os subgrupos dos pacientes com TB (pacientes TB tipo |
vs. TB tipo Il; pacientes com TB em fase vs. pacientes com TB em eutimia)
ndo permite que diferencas observadas nos niveis de fosfo-GSK-3B ou na
razdo da GSK-3B sejam atribuidas ao subtipo do transtorno ou ao episédio

de alteracdo do humor.

A observacdo de que os pacientes com TB em uso de litio tinham
maiores niveis de fosfo-GSK-3B e maior razdo da GSK-3B que 0 grupo
controle, embora ndo esteja em nosso objetivo primario, merece
importancia, uma vez que sdo poucos o0s estudos que avaliaram a GSK-3B
in vivo, em pacientes com TB que utilizavam litio. Os resultados aqui
apresentados estdo de acordo com outros estudos que mostram aumento da
fosforilagcdo da GSK-3B em individuos adultos com TB em uso de litio (Li et
al., 2007; Li et al., 2010). Nao foram observadas diferencas significantes
entre a fosfo-GSK-3B e a razdo da GSK-3B nos pacientes idosos com TB
que usavam o0s demais psicofarmacos avaliados (anticonvulsivantes,
antipsicoticos, antidepressivos, benzodiazepinicos), quando comparados
aos sujeitos idosos do grupo controle. Por outro lado, foram encontradas
diferencas entre os pacientes com TB que ndo usavam essas medicacoes e

0s sujeitos do grupo controle. Todavia, as evidéncias da literatura acerca da
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inibicdo da GSK-3B por outros farmacos sdo menos consistentes que as

evidéncias da inibicdo dessa enzima pelo litio (Machado-Vieira et al., 2010).

Também n&o observamos correlagées entre os niveis de GSK-3B
total, fosforilada e razdo da GSK-3B em plaquetas de pacientes com TB e as
seguintes variaveis clinicas continuas, como a dosagem sérica do litio
(litemia), a idade de inicio dos sintomas (primeiro episddio), o tempo de
doenca ou escores nas escalas HAM-D, YMRS e CAMCOG. No unico
estudo que investigou a correlacdo entre parametros clinicos e a fosforilacéo
da GSK-3B em pacientes com TB, Li e colaboradores (2007) também né&o
encontraram correlagcdo entre a melhora na YMRS e a concentragdo da
fosfo-GSK-3B.

6.1 LimitagOes

Algumas limitagbes devem ser avaliadas para um melhor
entendimento dos resultados deste trabalho. Em primeiro lugar, o tamanho
da amostra (31 pacientes com TB e 32 controles saudaveis) limita os
recursos de andlise estatistica que podem ser utilizados, principalmente em
subamostras dentro dos grupos de pacientes com TB e assim diferencas
presentes podem deixar de serem constatadas. Apesar desta importante
observacéo, todos os outros estudos in vivo realizados até 0 momento sobre
esse tema em TB lancaram mao de numero reduzido de individuos, com a
amostra de pacientes com TB somada aos controles, variando de 39 (Polter
et al.,, 2010) a 60 (Li et al., 2010). Além disso, os calculos do efeito e do
poder estatistico do presente estudo, considerando a hipétese primaria, ndo

evidenciaram grande beneficio em se aumentar a amostra atual.

A falta de homogeneidade em relacdo ao episédio atual de humor é
outra das limitacdes observadas. Entretanto, a restricdo do recrutamento a

apenas pacientes com TB em eutimia, em nosso ambulatorio, limitaria ainda
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mais o tamanho amostral do estudo. Li e colaboradores (Li et al., 2010) nao
observaram correlacéo entre a forma fosforilada da GSK-3 (isoformas A e B)
e parametros clinicos de humor, como a YMRS. No presente estudo,
também ndo observamos correlacbes entre as escalas de gravidade do
humor e a razdo da GSK-3B ou a concentragcdo de fosfo-GSK-3B em

plaguetas de pacientes com TB.

A inclus@o de pacientes com diagnostico de deméncia na amostra de
pacientes com TB, embora possa ser contestada, contribuiu para o aumento
da amostra. Neste grupo de bipolares ndo observamos correlacdo da escala
de avaliagdo cognitiva CAMCOG nem o diagnostico de deméncia com a
GSK-3B, fosfo-GSK-3B e razdo da GSK-3B.

A utlizacdo de um grupo de pacientes idosos pode limitar a
generalizacdo dos dados. No entanto, na nossa amostra ndo observamos a
influéncia da idade como preditora para os resultados positivos. Uma
vantagem, entretanto, de utilizar-se essa populagédo, particularmente, nos
casos de TB de inicio precoce decorre da possibilidade de maior
especificidade diagndstica decorrente da extensa avaliagcdo longitudinal a

qual o individuo submeteu-se no curso do transtorno.

A auséncia de um grupo de pacientes ndo medicados ndo nos
permite dizer se o aumento na GSK-3B fosforilada estaria relacionado a
medicacdo em uso ou se é inerente a doenca. Entretanto, existem t&o
poucos dados na literatura resultantes de estudos in vivo sobre a GSK-3B
em pacientes com TB, que a avaliacdo da atividade dessa enzima, em
pacientes com TB em tratamento, gera dados de grande importancia para a
elucidacdo do seu envolvimento na fisiopatologia e no tratamento desse

transtorno.

A auséncia de um grupo de pacientes ndo medicados nao nos
permite dizer se o aumento na GSK-3B fosforilada estaria relacionado a

medicacdo em uso ou se € inerente a doenca.
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7. CONCLUSOES
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No presente estudo demonstramos que a atividade da GSK-3B esta
diminuida em idosos com TB medicados, em relacdo a controles saudaveis.
A diminuicdo da atividade enzimatica foi secundaria a um aumento
significativo da forma fosforilada (inativa) da GSK-3B, ndo acompanhada por
alteracdes na expressao proteica total. Estudos futuros, com pacientes néo
medicados, serdo necessarios para avaliar se o0 aumento na GSK-3B
fosforilada estaria relacionado a medicacdo em uso ou se € inerente a

doenca.
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8. ANEXOS
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