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Resumo

PRADO, LKP. Exercicio fisico em idosos: efeito no biomarcador periférico de
neuroprotecdo GSK3. Sao Paulo. Dissertacdo- Faculdade de Medicina da USP;
2012.

A atividade fisica (AF) demonstrou um efeito protetor contra a doenca de Alzheimer
(DA), mas ndo se sabe qual a influéncia da AF sobre o biomarcador de
neuroprotecao, a glicogénio sintase-quinase 3 (GSK3). O Objetivo do nosso estudo
€ avaliar o efeito do exercicio fisico sobre os niveis séricos da GSK3. Foi realizado
um estudo observacional de corte transversal, no qual 72 idosos saudaveis e sem
deméncia foram selecionados e divido em dois grupos de acordo com o nivel de
atividade fisica. A atividade da GSKS3 foi semelhante entre os grupos estudados,
houve uma tendéncia a maior inativagdo da GSK3 (fator neuroprotetor) entre os
ativos e maior ativagao entre os sedentarios e muito ativos, porém sem significancia
estatistica. E possivel que a atividade fisica de baixa intensidade ja tenha um efeito
protetor. Uma maior populacédo de idosos e métodos mais precisos de mensurar AF

serao necessarios para demonstrar efeito da AF sobre a GSKS3.

Palavras Chaves: atividade fisica, GSK3, Alzheimer, exercicio, idosos



Summary

PRADO, LKP. Physical activity in elderly: effect on peripheral biomarker of
neuroprotection GSK3 (dissertation). Sao Paulo. “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”, 2012.

The physical activity (PA) was demonstrated to have a protective effect against
Alzheimer’'s disease, but the influence of exercising on the  biomarker of
neuroprotection such as Glycogen synthase kinase 3 (GSK-3) are hitherto imprecise.
This study aims at assessing the effect of PA on the serum levels of GSK3. We have
performed a cross-sectional observational study with 72 healthy elders, without
dementia, selected and classified into two groups according to the level of PA. The
GSK3 activity resulted similar in both groups; there was a tendency of inactivation of
GSK3 (neuroprotective factor) among active elders and a higher activation among
sedentary and highly active elders, although without statistical significance. It's
possible that low-intensity physical activity may already have a protective effect.
Further studies with higher number of participants and methods more accurate to
measure PA will be needed to demonstrate effect of PA on the GSKS.

Key Words: physical activity, GSK3, Alzheimer, exercise.



1. Introducao

O envelhecimento populacional aumentou de forma significativa nas ultimas décadas.
Uma projecao recente do IBGE' (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) prevé
que a populacao de idosos vai triplicar até 2050, passando dos atuais 10,8% para
29,7% da populagdo total do pais, correspondendo a quase 65 milhdes. A
expectativa de vida ao nascer aumentou para 73 anos na ultima década (1999 a
2009), entre as mulheres passou de 73,9 para 77 anos e entre os homens de 66,3
para 69 anos. Este envelhecimento da populacéao brasileira trard um desafio cada
vez maior para o SUS (Sistema Unico de Salde), pois os idosos apresentam um
namero maior de doencas crénicas, 0 que contribuem para perda da funcionalidade
e declinio na qualidade de vida. A conseqiéncia € o aumento da demanda dos
servicos publicos de saude com maior niumero de internagdes hospitalares e uso de
instituicdes de longa permanéncia®'®. O crescimento da populacdo de idosos
possivelmente ocasionara aumento significativo na prevaléncia das deméncias,
sindrome de fragilidade e fraturas de colo de fémur, doengas muito freqiientes nos
paises desenvolvidos.

A Doenca de Alzheimer é a causa mais comum de doenga neurodegenerativa. Em
2000 ja acometia 4,5 milhdes de norte-americanos € em 2050 havera 13 milhdes de
portadores de Alzheimer nos EUA, elevando os custos da saude, que hoje ja variam
de 18 a 36 mil délares/ ano em média com os cuidados de um paciente dementado®.
No Brasil, estima-se que 500 mil pessoas sejam acometidas pela doenca de
Alzheimer, a principal causa de deméncia, sendo responsavel por 54 a 60% dos
casos. Estudos populacionais transversais estimam uma prevaléncia de 7% na
populacao brasileira, que varia de 1,6% entre 65 a 69 anos a 38% nos acima de 85

anos>®’.

Frente ao aumento da populacéo idosa sdo muito importantes medidas de promoc¢ao
de saude para reduzir a prevaléncia de doencas cronicas, melhorar a funcionalidade
e controlar as multimorbidades. Busca-se a melhora da qualidade de vida na terceira
idade e reducao dos custos com saude. Entre as medidas de promoc¢ao de saude, a
atividade fisica € uma das principais responsaveis, pelo controle das comorbidades,
reducdo no risco de morbimortalidade por doencas cardiovasculares®, diabetes®,
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obesidade'® e osteoporose'’. E também relacionada & melhora da cognigdo'? 31415

e diminuicéo do risco de incidéncia da doenca de Alzheimer'®.

O exercicio regular & importante para o envelhecimento saudavel por influir nas
doencas crbnicas e na funcionalidade. Parece ser um fator protetor contra o
envelhecimento genético e molecular, estando associado & longevidade'’. Protege'®
0 organismo contra o estresse oxidativo'® e a inflamacdo® , que sdo responsaveis
por danos no acido desoxirribonucleico (DNA) e em outras estruturas celulares com
a perda progressiva das fungdes metabdlicas e fisioldgicas e maior propensao a

doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e oncolégicas.

O entendimento dos fatores de risco e da fisiopatologia dos transtornos cognitivos €
muito importante para o desenvolvimento de medidas efetivas de prevencao. Os
principais fatores de risco estdo bem definidos (idade, histéria familiar, hipertensao
arterial sistémica, diabetes, isolamento social, sedentarismo, depressao, etc.)?' e a
fisiopatologia bem caracterizada (acumulo de proteinas amildides, emaranhados
neurofibrilares, neurodegradacgao, declinio dos neurotransmissores enddégenos e da
densidade das sinapses, aumento do dano neuronal oxidativo e do processo
inflamatério no sistema nervoso central)??. Entretanto, o tratamento tem resultados
muito limitados, baseando-se na modulagédo de neurotransmissores, com o uso de
anti-colinesterasicos e moduladores glutamatergicos que tem resultado modesto
sobre a evolucdo da doenca. Deste modo, uma melhor compreensao dos
mecanismos moleculares que promovem os efeitos preventivos da atividade fisica

sobre os transtornos cognitivos é muito importante.

A pesquisa sobre biomarcadores € essencial na tentativa do diagnéstico precoce da
doenca de Alzheimer. Hoje o diagnostico é feito por questionarios com testes
cognitivos que classificam as fases iniciais como transtorno cognitivo leve (TCL),
diagnéstico presente em cerca de 22-56% dos idosos. Estudos demonstraram que
os individuos com TCL tém um risco maior de progressao para deméncia (6,7 maior
que idosos saudaveis) e apresentam uma taxa de conversdo de 10% ao ano para
deméncia, porém muitos pacientes classificados como TCL evoluem com melhora
do quadro ou apresentavam apenas transtorno do humor? . Desta forma o

estabelecimento de biomarcadores é fundamental para uma melhor definicdo da
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fisiopatologia da DA. A GSK3 é um biomarcador que podem ajudar no diagndstico
precoce, favorecendo medidas preventivas e tratamento precoce. Parece-nos
significante que definir o efeito da atividade fisica sobre os biomarcadores podera
ajudar a esclarecer a fisiopatologia da doenca e aperfeicoar medidas de prevencéao.

Ainda existem duvidas sobre como o exercicio modula o estresse oxidativo e diminui
os danos celulares associados ao envelhecimento. Nao ha trabalhos na literatura
que avaliem o efeito da atividade fisica sobre a GSK3, e poucos trabalhos com
BDNF (Fator Neurotréfico Cerebral)®*?°, nenhum em idosos. Alguns trabalhos?®?7:28
evidenciaram o efeito do exercicio no aumento da expressdo génica de fatores
antiinflamatérios e angiogénicos, porém nenhum trabalho avaliou especificamente
expressdo do GSK3 ou BDNF. O esclarecimento destas caracteristicas
fisiopatoldgicas é essencial para aumentar nossos conhecimentos sobre o tema e
trazer novas perspectivas terapéuticas e comportamentais para uma longevidade

mais saudavel.

Este trabalho € um estudo transversal, que avaliara a influéncia da atividade fisica
regular em idosos sobre uma substancia relacionada a cognicdo e a doenca de
Alzheimer: a glicogénio sintase quinase trés (GSK3). Objetiva esclarecer o efeito

protetor do exercicio sobre a memoria e prevencao das deméncias.

1.1. Atividade fisica e cognicao
1.1.1. Atividade fisica e prevencao de deméncia

O exercicio fisico ja teve seus efeitos benéficos demonstrados na prevencao e
controle das doencas cardiovasculares, osteomusculares, diabetes e até na
prevencdo de neoplasias.?? Nos Ultimos anos, as pesquisas tém focado nos efeitos
benéficos da atividade fisica sobre o funcionamento cognitivo e a prevencao das

deméncias.*°

Alguns estudos prospectivos observacionais relacionaram a pratica regular de
atividade fisica em idosos com a prevencdo e o retardo do declinio cognitivo.3'%233

Um estudo prospectivo mostrou que idosos que praticavam atividade fisica regular
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trés ou mais vezes por semana, tinham uma incidéncia 38 % menor de doenca de
Alzheimer, em um seguimento de seis anos, quando comparado com um grupo
semelhante de idosos com nivel inferior de atividade fisica.>* Outro estudo de coorte
avaliou a incidéncia de DA em 1880 idosos, com uma média de seguimento de 5,4
anos. Neste estudo além do nivel de atividade fisica, também foi observado a
aderéncia a dieta mediterrdnea. Os idosos com maior nivel de exercicio
apresentaram uma reducao de risco de 33% comparado aos sedentarios. Quando
associado alto nivel de atividade fisica e boa aderéncia a dieta a reducgao de risco foi
de 35% comparado aos sedentarios com baixa aderéncia a dieta mediterranea.®

Em 2008, um ensaio clinico com 170 idosos com problemas de memdéria, mas sem
critérios para deméncia, avaliou os efeitos da atividade fisica sobre a cognigdo. Um
dos grupos participou de um programa de atividade fisica de seis meses e o outro
grupo foi acompanhado neste periodo por um programa educacional sem atividade
fisica. Ap6s um seguimento de 18 meses, 0 grupo exercicio apresentou um melhor

desempenho nos testes cognitivos.*

Em 2011, uma coorte avaliou a relacao entre gasto energético total e a incidéncia de
déficit cognitivo entre 197 idosos com boa funcionalidade e ndo dementados. O
estudo usou a técnica de &agua duplamente marcada, que é um método de
calorimetria indireta que mede com precisdo o gasto energético total de individuos
fora de confinamento, refletindo o nivel de atividade fisica diario. Apés seguimento
de cinco anos foi observado uma menor incidéncia de declinio cognitivo (decréscimo
de nove pontos no 3MS- Mini Exame do esta Mental modificado) no grupo com
maior gasto enérgico comparado ao de menor gasto (OR 0,09, IC 0,01-0,79)%".

O nivel de atividade fisica necessaria para os ganhos cognitivos também nao estao
definidos, a maioria dos estudos demonstram beneficios com nivel moderado de
atividade fisica (4-6 METs), porém os questionarios subestimam o gasto energético

com atividade fisica do cotidiano. Outros estudos:2°

que avaliam longevidade,
identificaram maior sobrevida entre individuos com atividade fisica intensa
(corredores,= 6METs) , quando comparado a exercicios de moderada e baixa
intensidade, este efeito seria explicado pela diminuicdo do risco cardiovascular

(controle pressorico, diminuigdo da resisténcia insulinica, melhora no perfil lipidico).
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Por outro lado, o exercicio muito intenso (ultramaratonistas, corredores > 64 KM por
semana) apresentam um maior numero de lesGes osteoarticulares e
imunossupressao. Nao sabemos qual o nivel ideal de atividade fisica para os
beneficios cognitivos, modulacdo dos neuroprotetores e da atividade inflamatoéria.
Nosso grupo é formado por idosos atletas corredores, praticantes de atividade fisica
de forte intensidade (média 300 minutos/semana de corrida), permitindo talvez um

menor nimero de participantes para demonstrar os efeitos do exercicio.

Apesar de inumeros trabalhos mostrando os beneficios da atividade fisica sobre a
cognigdo e prevencdo de deméncias, ainda ndo estd bem esclarecido quais os
mecanismos deste efeito protetor.

1.1.2. Efeitos Neuroprotetores da Atividade Fisica

A influéncia da atividade fisica na neurogénese, nos neurotransmissores, na
vasculatura cerebral e na modulagéo da inflamacéao e do sistema imunol6gico sao os

principais fatores relacionados aos seus efeitos neuroprotetores.*
1.1.2.1. Atividade fisica e neurogénese

Est4 bem estabelecido que o cérebro de mamiferos adultos pode produzir novos
neurdnios. Células neuroldgicas recém-nascidas foram encontradas no bulbo

olfatério, hipocampo e no giro denteado*'*%.

A neurogenése em adultos pode ser
modulada por varios fatores, como estresse, envelhecimento, estimulo ambiental e
atividade fisica.**Os estimulos cognitivos (estimulo ambiental, leitura) reforcam a
neurogénese no hipocampo e no bulbo olfatério, os estimulos olfatérios interferem
apenas no bulbo olfatério, enquanto a atividade fisica aumenta a neurogénese no
hipocampo. O exercicio pode minimizar os efeitos negativos que o envelhecimento e
as doencas neurodegenerativas tem sobre o hipocampo.** Estudos em roedores
observaram que o envelhecimento é um dos principais fatores relacionados a

146 E possivel que a exposicdo cronica a

diminuicdo da neurogénese hipocampa
niveis aumentados de corticdides influencie negativamente a neurogénese
hipocampal no envelhecimento*’. A atividade fisica em animais idosos reverte o
declinio da proliferagédo celular, entretanto ndo mantém a neurogénese no mesmo

nivel que em animais jovens *.
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Alguns estudos em roedores demonstraram que a atividade fisica ndo s6 aumenta o
namero de neurdnios no hipocampo, como também influencia positivamente a
morfologia neuronal. *®:%°-°° A neurogénese est4 associada a um aumento da
plasticidade sinaptica no hipocampo, influenciando o potencial de longa duracao
(PLD) e beneficiando a meméria e o aprendizado.”’

O efeito da atividade fisica sobre os neurotransmissores, os fatores de crescimento
celular e vascular sdo os provaveis responsaveis pelo aumento da neurogénese 2.
O exercicio ativa os genes glutamatérgicos no hipocampo de roedores e inibe os do
sistema gabaérgico .O sistema glutamatérgico regula a neurogénese e aumenta a

2.5 Estudo feito em

plasticidade neuronal nos neurdnios recém-nascidos °
camundongos, mostrou que apds um més de corrida regular, os niveis de mRNA
(RNA mensageiro) do receptor glutamatérgico e a expressdo génica do fator

neurotréfico cerebral (BDNF) aumentaram especificamente no hipocampo.>*

A atividade fisica também aumenta a producdo de neurotransmissores, como a
serotonina, que esta envolvida na fisiopatologia dos transtornos do humor. Ja foi
demonstrado o efeito do exercicio no tratamento das depressdes, sendo tao efetivo
como o uso de medicacdes serotoninérgicas.>® A influéncia da serotonina e de outros
neurotransmissores na neurogénese parece ser uma via importante no tratamento

da depressao®®.

Fatores tréficos, como o BDNF, o fator de crescimento insulina simile 1 (IGF-I) e o
fator de crescimento endotelial (VEGF) sao importantes sinalizadores na
diferenciacdo e proliferacdo celular, influenciando diretamente a neurogénese.>” O
exercicio aumenta a expressdo génica tanto do BDNF, como também de fatores
troficos vasculares como o VEGF e o IGF-1, aumentando a angiogénese cerebral e
facilitando a proliferacdo celular’’. Um estudo de neuroimagem com ressonancia
nuclear magnética (RNM) em humanos e camundongos mostrou uma correlagao
entre o fluxo sanguineo no giro denteado e a neurogénese, sugerindo que a
perfusdo vascular pode ser um bom indicador de neurogénese em humanos.*® Qutra
pesquisa observou que o exercicio voluntario em camundongos aumentou a area e
o perimetro dos vasos no giro denteado, porém este efeito benéfico sé foi observado

nos animais jovens*®.
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1.1.2.2. Atividade Fisica e inflamacao

A desregulacdo do sistema inflamatério esta relacionado a perda cognitiva e a
doenca de Alzheimer, estudos demonstram um nivel elevado de citocinas
inflamatérias, como TNF-a e IL-1, no sangue e no tecido cerebral de pacientes com
DA61

A producdo aumentada de IL-1B esta relacionado a expressdo génica da proteina
beta-amildide, formacédo de placas senis e emaranhados neurofibrilares, principais
marcadores histolégicos da DA. As células de defesa do tecido cerebral, a micréglia
e os astrécitos também se encontram mais reativos nos pacientes com DA>. A
GSK3 é um importante mediador pré-inflamatério deste processo, ela ativa o fator de
fator nuclear de transcricao kB ( NF- kB), responsavel pela producao de citocinas
inflamatérias como IL-1 e TNF®'.

Um dos efeitos benéficos da atividade fisica sobre a cognicao seria pela modulagao
do sistema inflamatério. Este fenémeno seria explicado pela teoria de “Hormesis™:
a observagdo de que a exposicao repetida de pequenas doses de toxinas e/ou
radiacdo pode trazer beneficios aos organismos expostos, através de mudancas
adaptativas. Por exemplo, restricdo cal6érica e consumo moderado de alcool em

animais experimentais promoveram prevencao de doencas e longevidade.

O efeito agudo do exercicio provoca dano tecidual, aumento de radicais livres e
inflamacdo. A producao de espécies reativas do oxigénio (radicais livres) sao
produtos do metabolismo aerdébico e importantes na resposta inflamatéria, na
sinalizacao entre as células, na defesa contra as bactérias, na inducao da apoptose
e na estimulagdo do sistema de reparo celular e anti-oxidante. Por outro lado a
producao exagerada de radicais livres esta relacionado a fisiopatologia das doengas
cardiovasculares, do cancer e das doencas neurodegenerativas , como a DA™,

A longo prazo, doses repetidas de atividade fisica provocam um aumento de anti-
oxidantes e reducao dos niveis de citocinas pro-inflamatérias como a TNF, além de
estimular a expressdo de citocinas anti-inflamatérias como IL-6 e IL-10°’. Deste
modo, o exercicio estimula o sistema de reparo celular e aumenta a atividade do

complexo proteosoma, responsavel por degradar as proteinas danificadas pela
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resposta inflamatéria, como, por exemplo, a beta-amiléide. Além disso o sistema de
reparo do DNA também é otimizado pela pratica regular de atividade fisica®.

1.2. Biomarcadores periféricos de neuroprotecao
1.2.1. Glicogénio Sintase Quinase 3 beta (GSK3)

A GSK3 é uma enzima distribuida em varios tecidos (sistema nervoso central, trato
gastrointestinal, células do sistema imunoldgico, tecido muscular, etc) e que atua
sobre mais de cinqlenta substratos (enzimas, fatores de transcricdo génica,
horménios, citocinas) ativando os mesmos através da fosforilagdo, sendo envolvida
em muitos processos celulares: o metabolismo do glicogénio (inibindo formacéo de
glicogénio e aumentando resisténcia a insulina), na transcricao génica, na apoptose
e na inflamacdo. Esta atividade ampla de acdo faz com que esta enzima seja
relacionada a fisiopatologia de muitas doencas, como a diabetes, o cancer, os
transtornos neuropsiquiatricos (depressdo e transtorno bipolar do humor) e as
doencas neurodegenerativas. A modulacao positiva sobre a cascata inflamatéria e

seus efeitos neurotdxicos seriam responsaveis pela fisiopatologia da DA .°’

A atividade desta enzima é regulada de diversas formas - quatro mecanismos séo

mais conhecidos:

1- A fosforilacdo da GSK3 na posi¢cdo do aminoacido serina-9 é um importante
mecanismo inibitério. Varias enzimas regulam a GSK3 desta forma, entre elas
a insulina, através de sua via de sinalizagdo intracelular (PI3K/Akt-
sinalizadores), esta inibicdo aumenta a producdo de glicogénio e modula
negativamente a atividade inflamatoria. Outras enzimas como os fatores de
crescimento (Fator de crescimento epidermal e fibroblastico) e
proteinoquinases A e C também inibem por esta via, gerando efeitos sobre o

ciclo celular, apoptose e na génese de células cancerigenas®

2- A acdo da GSK3 também é modulada por sua localizacao intracelular, dentro
do nucleo e na mitocondria estd muita ativa, enquanto nos neurbnios em

crescimento tem baixa atividade®'.
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3- A formacao de complexo intracelular com outras proteinas (cdc42 e par6,
proteinas envolvidas na migracao celular e endocitose) desativa a GSK3. Esta
forma de modulagéo impede a acao da GSK3 sobre a beta-catenina, enzima

envolvida na aderéncia celular e na oncogénese.

4- A acdo da GSK3 sobre seus substratos depende de uma pré-fosforilacdo dos
substratos, exigindo uma coordenacdo temporal na atividade das proteino

quinases para ativacao da GSK.

Descreveremos abaixo as acdes da GSK3 sobre o sistema inflamatério e a
fisiopatologia da doenca de Alzheimer, assuntos relacionados a nossa pesquisa.

1.2.1.1. GSKS3, Inflamacao e Doenca de Alzheimer.

A GSKS é fator determinante do processo inflamatério, estimula varias citocinas pré-
inflamatérias, como a interleucina-6 (IL-6), o fator de necrose tumoral (FNT) e a
interleucina 1 B (IL 1 B) e diminui a producao de citocinas anti-inflamatérias como a
IL-10. Além de estimular varios receptores de mondcitos e células inflamatérias no
sangue periférico, influenciando a migracao celular. Esta acdo da GSK3 é feita
através da ativacao do fator nuclear de trasncricdo kB ( NF- k), responsavel pela
producdo das citocinas acima referidas. A administracdo de inibidores da GSK3

protege contra choque por endotoxinas em camundongos .

A inflamacdo é uma funcédo essencial do sistema imunoldgico, responsavel pela
protecao contra patdégenos e reparagao de danos celulares traumaticos, isquémicos
e neurodegenerativos. Porém, o desequilibrio deste sistema estd relacionado a
varias condicbes patologicas. No sistema nervoso central (SNC), a barreira
hematoenceféalica protege o tecido neuronal das respostas inflamatérias sistémicas,
limitando a penetracdo de mediadores inflamatorios periféricos. A micréglia, por
outro lado, funciona como um macréfago no SNC, coordenando a resposta imune.
Varias agressdes, como isquemia, trauma, infeccdo e doencas neurodegenerativas
ativam a microglia, aumentam a migragdo celular para os locais afetados e a
producdo de citocinas inflamatérias e fatores de crescimento para regeneracao
neuronal. Este efeito agudo é benéfico, entretanto a resposta inflamatéria crénica
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provoca dano neuronal e apoptose. Este fenbmeno estd associado as doencas

neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer®*°.

Varios mecanismos patoldgicos ligam a atividade da GSK3 a DA:

- A hiperexpressao da GSK3 em camundongos evita a inducao do potencial de longa
duracao e diminui o aprendizado espacial, efeito revertido por inibidores da GSK.
Varias enzimas envolvidas no processo da memorizacao sdao moduladas pela GSK3,
entre elas a cAMP, um modulador positivo da memodria que é inibido quando
fosforilado pela GSK3.5¢

- GSK3 é a principal enzima responsavel pela fosforilagdo da Tau (proteina
estabilizadora do citoesqueleto dos neur6nios) e formacdo dos emaranhados
neurofibrilares (EN), marcadores histol6gicos de neurodegeneracado na DA. Estudos
em camundongos transgénicos com hiperexpressdo de GSK3 mostraram que o
tratamento com litio, inibidor da GSK3, previne a formacdo de EN, embora nao

diminui os ja formados®’.

- A exposicdo dos neurbnios a beta-amildide aumenta a atividade da GSKS3,
amplificando a neurodegeneracao. A sinalizacdo da insulina, modulador negativo da
GSKa3, exerce efeito benéfico sobre a PPA (proteina precursora amildide), aumenta
a expressao da beta amildide protease e a secrecado da forma ndao amiloidogénica da
PPA®. Estudos em humanos demonstraram que insulina intranasal melhora o

desempenho cognitivo®®.

- A inflamacdo crénica também é um fator associado a DA. A microglia e os
mediadores inflamatérios se acumulam em torno das placas senis. A GSK3 é muito
importante na modulacao da resposta inflamatéria periférica, porém pouco é sabido

sobre a modulacdo da GSK3 na resposta inflamatéria no SNC™.

Existem evidéncias substanciais que a GSK3 é parte da fisiopatologia da DA,
estudos mostram aumento da atividade desta enzima em hipocampo de pacientes
com DA e até aumento na atividade da GSK3 no sangue periférico (linfocitos) de
pacientes com transtorno cognitivo leve e DA comparados com controles
saudaveis’’. Nenhum dado relaciona o efeito da atividade fisica sobre a agéo desta

enzima.
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1.2.1.2. Atividade Fisica e GSK3

Nao ha dados na literatura que avaliem o efeito da atividade fisica sobre a GSKS,
porém o exercicio funciona na prevengdo da doenca de Alzheimer e da diabetes,
morbidades associadas a desregulacédo na atividade da GSKS.

A atividade fisica tem efeitos positivos sobre a acdo da insulina, diminuindo a
resisténcia periférica e otimizando a acao deste horménio. Desta forma o exercicio
modularia a atividade da GSKS3 através da insulina, evitando a hiperexpressao, ja
que a insulina inibe a GSK3.

A atividade fisica também modula o sistema inflamatério, reduzindo producédo de
citocinas proé-inflamatérias, como IL1 e TNF, e aumenta a producdo da IL10
(interleucina 10), citocina anti-inflamatéria. A ativacéo da IL10 seria outra via de inibir
a acao da GSK3, que é responsavel pelo aumento na atividade das citocinas

inflamatorias.

1.1. Doenca de Alzheimer

A Doenca de Alzheimer foi descrita pela primeira vez em 1907, quando o médico
alemao Alois Alzheimer relatou o caso de uma senhora de 51 anos que evoluiu com
perda progressiva de meméria, linguagem e alteracdo comportamental, falecendo
4,5 anos apods o diagndstico com deméncia avancada. Na época, foram descritos os
achados anatomopatoldgicos, caracterizando-se por acumulo de placas senis nos
espacos extra-celulares e lesdes neurofibrilares no interior dos neurénios,
distribuidas difusamente por todo cérebro. Pouco tempo depois, Oscar Fisher
descreveu cérebros de idosos dementados que possuiam os mesmos achados
patol6gicos. Estes ultimos achados foram considerados normais do envelhecimento

e durante muitas décadas esta sindrome foi descrita como deméncia senil’>"*

Nos anos seguintes, com o envelhecimento populacional, a prevaléncia da deméncia
senil comegou aumentar e retornaram os questionamentos sobre a fisiopatologia -
Seria normal do envelhecimento cerebral ou ndo? Pacientes dementados com idade
inferior a 65 anos teriam doenca de Alzheimer, enquanto os mais idosos nao? Em
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1976, Katzman definiu: “Doenga de Alzheimer e deméncia senil possuem a mesma

fisiopatologia e devem ser consideradas a mesma doenca” *

Atualmente, a doencga de Alzheimer é a forma mais comum de deméncia em idosos
e acomete até 50% dos nonagenarios’’®. A sindrome de acordo com o padrdo
genético é dividida em trés subtipos’’:

1- De inicio tardio ou esporadico, associado ao alelo ApoE4 e mais comum,

onde o quadro clinico se inicia comumente ap6s 0s 65 anos.

2- De inicio precoce, familiar, de heranga autossémica dominante, devido a
mutacdes nos genes da presenilina 1 e 2, acometendo paciente tipicamente entre 40
e 50 anos.

3- Associado a sindrome de Down, no qual a trissomia do gene 21 aumenta
a producao da beta-amiléide, os pacientes geralmente desenvolvem o quadro
demencial entre 40 e 70 anos.

1.1.1. Fisiopatologia

Os dois principais achados neuropatolégicos da DA sdo as placas senis e 0s
emaranhados neurofibrilares, associados a diminuicdo do volume cerebral, do
namero de neurbnios, do nimero de sinapses e da extensdo das ramificacdes
dendriticas. Estas alteracées também ocorrem no envelhecimento cerebral normal,

porém com maior intensidade em individuos com Alzheimer’®.
1.1.1.1. Cascata beta-amildide

As placas extra-celulares sdo formadas por acumulo de uma proteina precursora,
chamada beta-amilbide, associada a neurénios degenerados (terminais de axénios e
dendritos distendidos) e envolvidas por células microgliais e astrécitos. Estas placas
sao encontradas difusamente pelo neocortex, com comprometimento maior do lobo
frontal e na porcdo medial e basal do lobo temporal (hipocampo), poupando,

inicialmente, areas sensitivas e motoras primarias’®®.
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A proteina precursora amiléide (PPA) é uma proteina trans-membrana (grande parte
voltada para o meio extracelular e uma pequena parte no citosol), de funcédo ainda
desconhecida. Porém pesquisa com camundongos “Knock out” para o gene da PPA
mostraram apresentacao precoce de gliose, sugerindo que a PPA é necessaria para

bom desenvolvimento neuronal, adesdo e movimento celular®’.

A Proteina beta-amildide, principal componente das placas senis, € originada da
endoprotedlise da PPA. A clivagem da PPA pode ser dividida em amiliodogénica e
nao amiliodogénica, dependendo da sequiéncia da protedlise pelo grupo de enzimas
alfa, beta e gama-secretases. Na via prevalente, ndao amiliodogénica, a PPA é
clivada pela alfa-secretase, seguida nova clivagem pela gama-secretase, gerando a
sPPAa (Proteina precursora amiléide alfa soluvel) que parece agir como um fator
tréfico. A via amiliodogénica é uma via alternativa e menos comum, onde a clivagem
da PPA é realizada pela beta secretase, seguida pela gama-secretase, gerando a
proteina beta amiléide. A liberacdo do fragmento beta-amiléide no espaco extra-
celular é seguido por agregacao, formacao de depdsitos fibrilares insollveis de
amiléides resistentes a degradacdao enzimatica, formando as placas senis e

causando danos neuronais®,

Um estudo demonstra que ha uma producgéo intracelular de beta-amiléide, que
estaria relacionada a disfuncdo nas sinapses, nos proteosomas e facilitaria a
fosforilacdo da proteina tau. Nos cérebros de pacientes no estagio inicial da doenca
de Alzheimer haveria maior acumulo de beta-amiléide intraneuronal, que se
tornariam extracelulares com a progressao da doenca e a morte neuronal. A beta-
amiloide intracelular pode se encontrar na forma monomeérica, soluvel e ndo toxica e
na forma oligomérica, que pode agregar-se e causar danos celulares. Treinos
cognitivos em ratos aumentam a concentragdo da forma sollivel e reduzem as
formas oligoméricas e as placas extra-celulares. Outros fatores associados a
doengca de Alzheimer também aumentam a concentracdo da beta-amildide
intracelular, como os hormdnios do stress, dieta rica em colesterol, estresse
oxidativo, presenca do alelo ApoE4. E descrito que os individuos jovens sdo mais

capazes de neutralizar os efeitos toxicos da proteina beta-amiléide intracelular®.
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Muitas evidéncias sugerem a via da beta-amil6ide como principal fator responsavel
pela fisiopatologia da doenca de Alzheimer (DA), mas algumas questdes ainda ndo
estdo esclarecidas. Entre os muito idosos a presenca de placas senis nao é capaz
de diferenciar dementados de idosos com cognicao preservada, pois ha um aumento
do deposito de placas senis com o envelhecimento, nem sempre associado ao
desenvolvimento da sindrome demencial. Além disso, 10% dos pacientes com
diagnéstico clinico de DA nao preenchem critérios histopatolégicos, ou seja,
apresentam poucas placas senis. Existem, em alguns casos, divergéncias entre o
diagnéstico clinico e histopatoldgico, ha pacientes com déficits cognitivos leves que
nao preenchem critérios clinicos para DA e j& possuem lesdes histoldgicas
compativeis com DA e alguns destes individuos vao morrer sem desenvolver
deméncia. Outras deméncias nao Alzheimer também sao classificadas

histopatologicamente como DA%.

As placas senis também sdo observadas na deméncia por corpusculo de Lewy, em
pacientes apds traumatismo craniano, na epilepsia do lobo temporal, doencas
cerebrovasculares e em idosos ndo dementados como ja foi discutido. Um estudo
em centenarios demonstrou que se forem definidos diagnésticos apenas histolégicos
95% dos idosos teriam achados minimos de DA pelos critérios CERAD e
Khachaturian®. Outro estudo histopatolégico com cérebro de 159 idosos acima de

85 anos, demonstrou que todos apresentavam no minimo achados leves de DA®®.

Estas observacdes indicam a necessidade de um melhor esclarecimento da
fisiopatologia da DA. O que € mais importante, o diagnédstico histolégico ou clinico?
A Doenca de Alzheimer faz parte do envelhecimento cerebral?

A cascata amiloide foi desenvolvida e embasada em estudos com a forma familiar da
DA. Talvez a forma esporadica e mais comum da DA ndo seja simplesmente

consequéncia da amiloidose primaria.

Um estudo prospectivo recente, com nove anos de observagao, avaliou a relagao
dos niveis plasmaticos da beta-amiléide e a incidéncia de declinio cognitivo em
quase mil idosos, e demonstrou que o percentil com menor nivel plasmatico de beta-
amiléide 42/40 apresentou maior declinio cognitivo durante a observacdo, porém

esta relacdo foi mais forte nos individuos com baixa reserva cognitiva (conceito

22



diretamente relacionado a o grau de escolaridade e nivel de alfabetizacdo).
Pacientes com baixa escolaridade e agrupados no percentil mais baixo de beta-
amiléide 42/40 no sangue periférico tiveram uma perda de 8,9 pontos em um teste
cognitivo global denominado Mini-Exame do Estado Mental Modificado (3MS),
comparada a uma perda de 4,6 pontos entre os individuos com segundo grau
completo. Este trabalho traz o conceito da reserva cognitiva como outra variavel que
influenciaria na manifestagdo clinica da DA, justificando, talvez, os casos com
discordancia clinica-histopatolégica. Os individuos com boa reserva cognitiva
necessitariam de mais lesées amiléides para apresentar quadro demencial do que

individuos com baixa reserva cognitiva®’.

1.1.1.2. Emaranhado Neurofibrilares (EN)

Os emaranhados neurofibrilares sdo outro achado neuropatolégico da DA. Séao
encontrados no citoplasma dos neurdnios, formados pelo acumulo de filamentos
pareados helicoides de proteinas, principalmente a proteina tau. Esta proteina tem a
funcdo de estabilizar o citoesqueleto celular, liga-se aos microtubulos (MT),
mantendo morfologia apropriada dos neurénios e permitindo um eficiente transporte
de substancias e organelas pelo axénio. Em condigdes fisioldgicas, a proteina fau
esta em constante equilibrio dindmico com os microtdbulos, ligadas e nao ligadas a
eles. Este equilibrio € modulado pelas enzimas quinases e fosfatases, que controlam
a fosforilagdo da proteina tau. Frequentes ciclos de ligacao (fosforilagcdo-quinase) e
desligamento (desfosforilagdo-fosfatase) da fau dos microtubulos sdo necessarios

para um efetivo transporte neuronal®®.

Os emaranhados neurofibrilares sdo conseqiéncia do desligamento anormal da
proteina tau dos microtubulos, gerado pela hiperfosforilacdo da tau, por excesso de
atividade das quinases ou reducdo da atividade das fosfatases. Estas alteracdes
patolégicas podem ser ocasionadas por mutacées genéticas, como a mutacdo do
gene tau (MAPT) causando deméncia frontotemporal (DFT) com parkinsonismo
ligado ao cromossoma 17, ou por desequilibrio na atividade das quinases e
fosfatases. Algumas quinases, como a glicogénio quinase-sintase trés (GSK3), ja
séo estudadas como alvo terapéutico para DA. A inibicdo da GSK3 pelo litio, in vivo,
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reduz a fosforilagdo da proteina tau e diminui a agregacao protéica para formacao

dos emaranhados®®®.

O estresse oxidativo e a inflamagao também podem ocasionar a hiperfosforilagao da
proteina tau e contribuir para a desestabilizacdo dos microtubulos, entretanto ja foi
demonstrado que a tau patoldgica pode interferir na fungdo mitocondrial e induzir
estresse oxidativo. Ou seja, embora o estresse oxidativo possa desencadear o
processo patoldgico da tau, também é possivel que a tau patolégica amplifique este

efeito®".

A ligagéo entre a toxicidade amildide e os emaranhados neurofibrilares ainda néao
estd esclarecida. Estudo com neurbnios hipocampais de camundongos “tau-
knockout” mostrou que estas células foram resistentes a toxicidade beta-amilbide,
porém a supressao prolongada da tau foi associada alteracbes comportamentais e

anormalidades estruturais durante o envelhecimento dos camundongos®.

A neurodegeneragdo provocada pelos EN é consequéncia da perda da funcao
estrutural do citoesqueleto, comprometendo o transporte axonal, gerando disfuncéao
singptica e morte neuronal. Além da perda de funcdo dos microtubulos os EN
também tém funcao toxica, seqliestrando mais fau e outras proteinas e amplificando
a perda de funcdo normal da fau, contribuindo com a evolugdo da perda cognitiva.
Estudos imunohistoquimicos demonstraram que o numero de EN em determinadas
regides do cérebro de pacientes com doenca de Alzheimer tem relacdo com o grau
de perda cognitiva, ao passo que esta relagdo ndo ocorre com as placas senis®.

Outros estudos demonstraram que na fase inicial da neurodegeneragdo ocorrem
defeitos no transporte axonal, perda sindptica e neuroinflamacdo, ocasionados
apenas pela hiperfosforilacdo da tau e que os EN representariam uma fase tardia da

doenca e seriam responsaveis por sua progressio®®*,

Os EN nao sao caracteristicos apenas da DA, aparecendo também na DFT e em
outras doengas neurodegenerativas, como a paralisia supranuclear progressiva e a
degeneragao corticobasal. Embora, os EN sejam melhores marcadores da perda
cognitiva do que as placas senis, eles também sdo encontrados em idosos nao
dementados. O depdésito de EN comeca na terceira década e aumenta com a idade.
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Seria um marcador de envelhecimento neuronal? Neste contexto, os pacientes com
mais depdsitos de EN e menor reserva cognitiva teriam maior chance de

desenvolver quadros demenciais® .

2. Objetivo

O objetivo do presente trabalho é avaliar o efeito da atividade fisica em idosos no
nivel sanguineo do marcador periférico de neuroprotecao GSK3.

3. Casuistica e Métodos

Este trabalho é um estudo observacional de corte transversal, controlado, com
selegdo aleatéria e ndo-randémica de uma amostra de 74 homens (maiores de 60
anos) realizado no Instituto de Ortopedia da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo (IOT-FMUSP), em parceria com o Laboratério de Neurociéncias (LIM
27) do Instituto de Psiquiatria (IPQ) e o Servico de Geriatria da FMUSP.

O tamanho da amostra foi baseado em trabalhos internacionais relacionados ao

979 & a0s trabalhos

efeito da atividade fisica sobre marcadores do estresse oxidativo
relacionados as substancias estudadas. Trabalho recente de Talib”’ et al.
demonstrou o efeito positivo do treino cognitivo sobre a atividade da PLA2 em um

grupo de 23 pacientes.

Setenta e quatro idosos foram selecionados nos ambulatérios do IOT-FMUSP e do
Servico de Geriatria durante o ano de 2009, todo paciente respondeu a um
questionario (abaixo) que avaliou a funcionalidade, o desempenho cognitivo, o nivel
de atividade fisica e as comorbidades e foi selecionado para a pesquisa seguindo os

critérios de inclusao .
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Questionario de Avaliacao (anexo 3)

1.

Idade/Sexo

Comorbidades (HAS, diabetes, dislipidemia, doenca coronariana, insuficiéncia
cardiaca, doenca vascular periférica, hepatopatia, doenga pulmonar obstrutiva

crénica, acidente vascular cerebral).
indice de Massa Corpérea (IMC).

Historia de tabagismo, os grupos foram divididos em: fumantes, ex-fumantes e

nao-fumantes.

Nivel sécio-econémico, definido pela renda familiar, quantificada em mdaltiplos
do salario minimo de entao (R$ 465,00/ US $ 199,00).

Avaliagcao cognitiva para detectar casos de deméncia, utilizando o Mini-Exame
do Estado Mental (MEEM)® ( anexo 4).

Auto avaliagdo do bem-estar e saude (classificada como 6timo, bom, regular e

ruim).

Avaliacdo do humor, através da Escala de Depressdo Geriatrica — versao
reduzida com 15 itens (GDS 15)'°*"%(anexo 5).

Avaliacao do nivel de atividade fisica, utilizando o Questionario Internacional

102
(

de Atividade Fisica- versdo curta (IPAQ) ™ (anexo 7).

Critérios de Inclusao:

1.

2.

Idade maior ou igual a 60 anos.

Pacientes sem limitagdo funcional para atividades basicas (ABVD)'® (

104
(

anexo

1) e instrumentais da vida diaria (AIVD) ™ (anexo 2).
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3. Nao portadores de doencas neurodegenerativas (deméncia, doenca de
Parkinson, esclerose lateral amiotréfica) e neoplasias (exceto cancer de pele

nao-melanoma e cancer de préstata nao avancado).
4. Pontuacao no Mini Exame do Estado Mental(MEEM) maior que 24.
5. Sem comorbidades descompensadas que alterassem a funcionalidade.
6. Auto-percepcédo da saude boa ou 6tima.
7. Aceitagdo e preenchimento do termo de consentimento.
Critérios de Exclusao:
1. Solicitagdo do paciente para sair da pesquisa
2. Perdas de dados do paciente, ndo recuperaveis.

Apos esta avaliagao inicial dois idosos foram afastados da pesquisa devido ao baixo
desempenho no teste cognitivo (MEEM<24).

Os setenta e dois pacientes foram divididos em dois grupos, de acordo com o nivel
de atividade fisica, baseado no Questionario Internacional de Atividade Fisica-
versao curta (IPAQ) (Anexo 7). Foi definido como grupo sedentario o dos pacientes
classificados no IPAQ com sedentarios e insuficientemente ativos e como grupo de

atletas os pacientes classificados como ativos e muito ativos.

Grupos da pesquisa:

1. Atletas - 41 idosos corredores ou praticantes de atividade fisica resistida, que
estavam no minimo ha um ano em treinamento, numa freqiiéncia maior ou
igual duas vezes por semana. Estes pacientes foram recrutados no
ambulatério de idosos corredores do Instituto de Ortopedia da FMUSP e do
grupo de atividade fisica resistida do Laboratério de Estudo do Movimento
(LEM) do Instituto de Ortopedia da FMUSP.
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2. Sedentarios - 31 idosos que nao praticavam atividade fisica regular
(freqiéncia minima de duas vezes por semana). Estes pacientes foram
recrutados no ambulatério de promocgao de saude do Servico de Geriatria da
FMUSP.

Os participantes selecionados foram encaminhados ao Laborat6rio de Neurociéncias
( LIM 27) do Instituto de Psiquiatria da USP para coleta de sangue e dosagem dos
biomarcadores.

Diagrama resumo da casuistica

( 74 idosos )

02 eliminados p/ MEEM<24 | —

( 72 idosos )
I
I |
C 31 sedentarios ) ( 41 atletas )
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Avaliacao Laboratorial dos Biomarcadores

Foram coletados amostras do sangue periférico de todos os participantes. No grupo
dos atletas, a coleta foi realizada apdés um periodo de no minimo 12 horas sem
exercicio, para evitar alteragcdes agudas nos marcadores bioloégicos apds treino fisico.
A coleta e andlise laboratorial foram realizadas no Laboratério de Neurociéncias (LIM
27) do Instituto de Psiquiatria da Universidade de Sao Paulo. A seguir, um resumo
da avaliagao:

A atividade da GSK3 foi avaliada pelo método de ELISA, e demonstrada na
pesquisa pela rGSK3, relacdo entre a GSK3 inativa e fosforilada ( PGSK3) e a GSK3
total (GSKS3T), quanto maior a rGSK3 menor atividade da GSK3.

Analise laboratorial mais detalhada esta no anexo 8.

4. Avaliacao Estatistica

Foi realizada a distribuicdo de freqiéncia, absoluta (n) e relativa (%), dos dados
enumerativos (atributos ou dados nominais) e a estatistica descritiva dos dados

quantitativos (grandezas especificas ou variaveis).

Para as comparagbes de variaveis categoricas entre as amostras, foi utilizado o

teste de qui-quadrado ou, na impossibilidade de seu uso, o teste exato de Fisher.

Para as comparagoes entre as variaveis continuas, foi utilizado o teste t de student,
no caso de distribuicbes paramétricas, ou o teste U de Mann-Whitney, no caso de
distribuicbes ndo paramétricas.

Os resultados foram apresentados em tabelas de contingéncia (atributos) ou
estatisticas (grandezas). Foi utilizado o arredondamento cientifico. Foi adotado o

nivel de significancia de 5% (a=0,05). Foi utilizado o programa SPSS versao 14.0.
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Tomando como parametros uma chance de erro tipo 1 de 5% (alpha=0,05) e erro
tipo 2 de 20% (beta=0,20), calculamos que uma amostra de 72 participantes seria
suficiente para detectar magnitudes de efeito de 0,7 na comparagado de variaveis
continuas entre dois grupos.

5. Resultado

Houve semelhanca entre as caracteristicas clinicas e sociais dos idosos atletas e
sedentarios. A média de idade foi de 71,7 (DP= 5,2) anos entre os atletas e 72,8
anos (DP=5,3) entre os inativos, a média escolaridade em anos foi de 9,1 anos (DP=
5,5) e 8 anos (DP=5,1) nos sedentarios. O estado civil também foi similar entre os
grupos, 88,1% dos atletas e 85,3 % dos sedentarios estdo casados. A atividade
profissional também foi comparavel entre os grupos, sendo que a maioria dos idosos
esta aposentada, havendo porém 42,9% dos atletas e 32,4% dos sedentarios em
atividade profissional. A escala de depressao geriatrica (EDG) foi semelhante entre
os dois grupos, média de 1,93 pontos (DP=1,47) nos atletas e 2,12 (DP=1,65) nos
sedentarios, ndo apresentou nenhum idoso com depressao entre os dois grupos, ja
que a suspeita de transtorno do humor é feita com pontuacdo acima de cinco
pontos. O Mini Exame do Estado Mental (MEEM) também mostrou desempenho
cognitivo semelhante entre os grupos, uma média de 27,6 pontos (DP=2) entre os
atletas e 27,6 pontos (DP= 1,9) entre os sedentérios, afastando casos de deméncia,
ja que os idosos nao apresentavam alteragéo funcional e exame cognitivo normal

para seu grau de escolaridade, que também foi semelhante entre os grupos.

As comorbidades também foram semelhantes entre os grupos, 43,9% de
hipertensos, 4,8 % de diabéticos e 21,9% de dislipidémicos entre os atletas e 54%
de hipertensos, 9,6% de diabéticos e 32,2% de dislipidémicos entre os sedentarios.
Nao houve coronariopatas entre os atletas, dois idosos sedentarios tinham historia
insuficiéncia coronariana estavel, sem alteracao de funcionalidade e assintomaticos.
Nenhum idoso do estudo apresentava insuficiéncia cardiaca congestiva ou doenca
pulmonar obstrutiva crénica ou doenca hepética. Um idoso atleta apresentava
Insuficiencia renal crénica (Clearence de creatinina em torno de 50ml/min) e um

idoso sedentario tinha historia de acidente vascular encefalico isquémico prévio, sem
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sequelas motoras ou cognitivas. A média do numero de medicacdes foi de 1,17
(DP=1,15) entre os atletas e 1,88 (DP=1,93) entre os sedentarios. Nao ha tabagista

nos dois grupos.

Apenas a renda salarial e o IMC foram diferentes entre os grupos. Os atletas
apresentavam um renda mensal média de 8,6 (DP= 5,9) salarios minimos, contra 5,8
(DP=5,0) entre os sedentarios. Além disso, o Indice de Massa Corpérea (IMC,
mensurado em KG/m?) foi pouco maior no grupo sedentario 25,57 (DP=2,97), contra
23,85 (DP=2,29) nos atletas, entretanto apenas um idoso do grupo de atletas e dois
idosos do grupo sedentario apresentava IMC maior que 30, todos abaixo de 32
Kg/m2.

A Tabela 1 abaixo demonstra as caracteristicas dos grupos e as analises estatisticas

dos dados.
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Caracteristicas de Atletas (N=41) e Sedentarios (N=31)

Variavel Atletas Sedentarios ‘b _
média DP média DP

Idade (anos) 71,7 5,2 72,8 5,3 0,34
Renda Familiar (SM) 8,6 5,9 5,8 5 0,03
Escolaridade (anos) 9,1 55 8 5,1 0,36
IMC 23,85 2,29 25,57 2,97 0,01
EDG 1,93 1,47 2,12 1,65 0,59
MEEM 27,6 2 27,6 1,9 0,99
N°® Medicacoes 1,17 1,15 1,88 1,93 0,06
Variavel n % n % =
Hipertensé&o Arterial 18| 43,90% 17| 54,84% 0,34
Diabetes Mellitus 2| 4,88% 3  9,68% 0,39
ICO 0/ 0,00% 2| 6,45% 0,08
AVC 0] 0,00% 1 3,23% 0,44
DLP 9/ 21,95% 10| 32,26% 0,29
Nefropatia 1 2,44% 0| 0,00% 0,55
Ativo profissionalmente 18] 43,90% 11} 35,48% 0,24
Estado Civil 0,98**

Solteiro 1 2,44% 1 3,23%

Vidvo 2|  4,88% 2| 6,45%

Casado 36{ 87,80% 26| 83,87%

Divorciado 2 4,88% 2l 6,45%

*P - Teste de Fisher; ** Teste do X2

Legenda:

IMC= Indice de Massa Corpérea, KG/m2
EDG= Escala de Depressao Geriatrica
MEEM= Mini Exame do Estado Mental

SM= Saléarios Minimos

DLP= Dislipidemia, ICO= Insuficiencia coronariana, AVC= Acidente Vascular cerebral

O nivel de atividade fisica foi diferente entre os grupos: os atletas foram classificados
pelo IPAQ como muito ativos (31) e ativos (10), no grupo sedentarios, 08 como
sedentarios e 23 como insuficientemente ativos. A média de atividade fisica
moderada ou vigorosa aerdbica no grupo de atletas foi 318,1 minutos/semana
(DP=181,3) e de atividade fisica moderada ou vigorosa resistida foi de 98,2 minutos
por semana (DP= 96). No grupo sedentarios a média de atividade fisica aerbbica
leve, caminhada, foi de 61,1 minutos por semana (DP=70,7), nenhum idoso
praticava atividade fisica resistida no grupo de inativos.
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Tabela 2 abaixo demonstra nivel de atividade fisica entre grupos:

Caracteristicas dos 41 Atletas e dos 31 Sedentarios

Atletas Sedentarios
Variavel médig em  pp médig em  pp P=
min) min)
Ativ. Fisica Aerdbica /Semana | 318,1 181,3 61,1 70,7 <0,001
Ativ. Fisica Resistida /Semana| 98,2 96 0 0 -
Ativ. Fisica Total /Semana 416,8 190,8 60,5 71,2 <0,001

Grafico 1 - Atividade da GSK entre atletas e sedentarios
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Grafico 2 — Atividade da GSK3 relacionado ao nivel de atividade fisica pelo
IPAQ

Atividade da GSK e N ivel de Atividade F isica
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0,8 |- o o

0,6 -
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0,4 |-

0,2

0,0 }-
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A atividade da GSK3p foi medida pela r-GSK (relagéo entre GSK fosforilada e inativa
sobre GSK total), quanto maior a rGSK3, maior inativagdo da enzima e melhores
efeitos sobre a cognicdo. Nao houve diferenca estatistica na atividade da GSK3
entre os grupos de atletas e sedentarios quando separado em dois grupos
(sedentarios e atletas). Quando dividido os niveis de atividade fisica pelo IPAQ
(sedentario = 0, insuficientemente ativo = 1, ativo = 2 e muito ativo = 3) ocorreu uma
tendéncia de maior inativacdo da GSK3 no grupo de idosos ativos, porém a
atividade da GSK3 foi muito semelhante entre os muito ativos e os sedentario.
Apesar das variagdes no grafico 2, também nao houve diferenga estatistica entre os

quatro grupos.
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6. Discussao

Nossos resultados ndo conseguiram demonstrar associacao entre nivel de atividade
fisica em idosos e a atividade da GSK3, houve uma tendéncia a reducdo da
atividade de GSK entre os atletas(ativos) sem significancia estatistica.

Os dois grupos foram semelhantes para variaveis clinicas e sociais, apenas o IMC
foi maior entre os sedentarios, mas houve um numero muito pequeno de obesos
(IMC entre 30-35 KG/m2), 03 pacientes, dois no grupo sedentario e um no grupo de
atletas. Além disso, a renda salarial foi maior no grupo de atletas, todas as outras
variaveis foram semelhantes entre os grupos. Os estudos sobre nivel econdmico e
atividade fisica ndo sdo homogéneos, um estudo entre adultos usuarios do sistema
de saude publico e privado, em Sao Paulo, mostrou maior nivel de atividade fisica
entre individuos conveniados e com melhor renda salarial.’® Outro estudo com
idosas, em Santa Catarina, ndo mostrou interferéncia da classe econémica sobre 0
nivel de AF, porém ocorreu uma tendéncia a inatividade na classe E'°. Este estudo

também mostrou menor renda salarial entre os mais sedentarios.

Nosso estudo possui uma amostra de idosos homens e com boa funcionalidade, ndo
podendo ser generalizada para outras populacbes. Além disso, 0s pacientes sao
oriundos de ambulatérios relacionados a promocgao de saude, onde sdao sempre
estimulados a atividade fisica. Apenas oito pacientes no grupo nao-atletas eram
completamente sedentarios pelo IPAQ. Apesar disso, a diferenca entre o tempo
gasto com atividade fisica por semana foi muito diferente entre os grupos, 416

minutos entre os atletas e 60 minutos entres os sedentarios.

Ha uma dificuldade em encontrar idosos completamente sedentarios e com boa
funcionalidade. Nossos dois grupos sao formados por idosos muito saudaveis,
apesar da diferenca de atividade fisica. Talvez o nivel de atividade fisica com
movimentos do cotidiano nos idosos sedentarios saudaveis seja suficiente para

modular os biomarcadores de neuroprotecao.

Estudo recente, ja citado anteriormente®, mostrou que o gasto energético total,
avaliado pela técnica da agua duplamente marcada teve melhor correlacdo com

déficit cognitivo do que avaliacbes de atividade fisica por entrevista. O grupo de
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sedentarios pode ter uma vida ativa, porém sem atividade fisica regular, e este
trabalho mostra que o gasto energético € um fator mais importante para melhora
cognitiva. A maioria dos questionarios de avaliagdo de atividade fisica foca nas
atividades moderadas e vigorosas, mas nao estdo adequados para atividades de
baixa intensidade, como alocacao postural, mexer-se, movimentos ao redor da casa,
etc. Estas atividades ndo sao detectadas pelo IPAQ e sédo responsaveis pela maioria
do gasto energético entre individuos sedentarios, deste modo o gasto enérgico
estaria subestimado entre os sedentarios. Outro estudo mostrou correlacao positiva
entre os movimentos do dia-a-dia de mulheres idosas e o desempenho cognitivo'”’,
reforgando a idéia que o gasto energético com atividades de baixa intensidade tem

efeito positivo sobre a neuroprotegéo.

O IPAQ é um dos questionarios mais utilizados para avaliar o nivel de atividade
fisica, usado em varias faixas etarias, padronizado pela OMS (Organizacdo Mundial
da Saude), com objetivo de homogeneizar as informacdes. A versao curta foi

1'2 em 2001, o método de referéncia utilizado foi um sensor de

validada no Brasi
movimento, os coeficientes de correlacdo foram baixos a moderados (r=0,75 para
forma curta), embora similares a outros instrumentos. O valor de atividade fisica
referido nos questionarios € normalmente superestimado, por ser uma pratica
saudavel e bem vista socialmente. Um estudo em individuos voluntarios no InCor
(Instituto do Coragdo do Hospital das Clinicas da FMUSP) observou que o
questionario IPAQ superestimou como ativa cerca de 50% da populagdao, quando

comparado ao teste ergométrico.

E possivel que a amostra tenha sido insuficiente para demonstrar a influencia da
atividade fisica sobre a GSK3; nao existem estudos em humanos avaliando esta
associacdao. Um estudo em humanos que avalia a atividade de GSK3 no sangue
periférico de pacientes com DA, transtorno cognitivo leve e controle, mostrando
diferenca significativa entre os grupos, a amostra do estudo é de 113 pacientes’".

A atividade fisica pode ter uma maior influéncia sobre o aumento no nivel dos
agentes anti-inflamatérios e anti-oxidantes'®, e nao influenciar diretamente a GSKS3,
porém apenas um trabalho controlado, avaliando o nivel da GSK3 num grupo de
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pacientes antes e ap6s um programa de exercicio pode confirmar definitivamente a

associacao entre exercicio e atividade da GSKS3.

Apesar do efeito sobre as mesmas citocinas (IL-1 e TNF) moduladas pela GSKS3, o
exercicio pode atuar através de outra via reduzindo a produgdo de citocinas e
ativando complexos protéicos (proteosoma) responsaveis degradacao das proteinas
danificadas e pelo reparo no DNA danificado pela inflamagédo. Além disso, o
mecanismo pelo qual a atividade fisica influencia a cognicao pode ser multifatorial,
melhorando a neuroplasticidade pelo aumento de neurotrofinas ( BDNF), reduzindo
os riscos cardiovasculares com HAS, diabetes e obesidade.

7. Conclusao

Nosso estudo ndo conseguiu demonstrar associacdo entre atividade fisica e os
niveis da GSK3 no sangue periférico. A amostra de idosos muito saudaveis e a
provavel influéncia de atividades de baixa intensidade sobre o desempenho
cognitivo enfraqueceram o poder do estudo. Serd necessario um estudo com
namero maior de pacientes, que utilize métodos mais precisos de afericdo de
atividade fisica, que nao foque apenas atividades moderadas e vigorosas. Outra

alternativa é que a acao protetora do exercicio nao utilize esta via enzimatica(GSK3).
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9. Apéndices
Anexo 1

Atividades de Vida Diaria

= Tomar banho

= Vestir-se

= Fazer o toalete

= Transferéncia de local

» Continéncia dos esfincteres

= Alimentar-se sozinho

Katz. S et al. JAMA 1963; 185: 914-9
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Anexo 2

Atividades Instrumentais de Vida Diaria

= Usar o telefone

» Deslocar-se (taxi, 6nibus, automével)
» Fazer compras

» Preparar refei¢cdes

» Fazer os trabalhos de casa

= Administrar as proprias medicacoes
»= Gerenciar o dinheiro

Fillenbaum G. J Am Geriatr Soc 1985; 33: 698-706
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Anexo 3

Data da Coleta:

PROTOCOLO DE AVALIACAO e
ATIVIDADE FiSICA EM IDOSOS: EFEITO NOS BIOMARCADORES PERIFERICOS
DE NEUF{GPHDTE@,@.O.

1.

Identificagio

Ambulatdrio;

Etiqueta Grupo:

|:| 1 - Atletas

|:| 2- Sedentirics

Idade: Senon I:l MI:l F  Raga:

Estado civil: |:| soltairo |:| casado |:| vilvo |:| saparado
Escolaridade (anos):
Profissfio: Atividade atual;
Enderago;
Contato (telefone/ email); Randa familiar (em SM);
2. Auto-avaliagio do bem estar e salde
[ ]otimo [ ]Bom [ ] Regular [ ]Ruim  EDG (15):
3. IPAQ Verséo Curta) |:| Muito Ativo |:| Ativo |:| Insuficientaments Ativo |:| Sadantario
4. HNivel de atividade fisica (mets)
[ ]<4msts [ ] 47 mets [ ]>7 mets
Fregiéncia e duragio da atividade fisica semanal {(em minutos):
L . . Tetal (min'sem);
Ativ. fisica aerdbica: __/semana minutos’samana.
Ativ. fisica resistida; /semana minutos/semana. Hi quanto tempo:
5. Comorbidades
[ ] Has [ ]om [ ] oPociasma
[ o [ ]ave [ Jice
[ ] Hepatopatias [ ]owe [ ] outres:
6.  Medicamentos em uso:
7. Tabagismo
I:l Furnants |:| Ex-fumante |:| Méo fumante
8. IMC: Pasao; Altura:
9. Avaliagio cognitiva: MMSE:
10, Avaliagio laboratorial: Ativ. PLAZ: GSK:

11.

12. Pariciparia de um grupo de atividade fisica se fosse convidado?

Maotivo do sedentarismo:;
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Anexo4

MINI-EXAME DO ESTADO MENTAL

Brucki SMD e cols. Sugestbes para o uso do Mini-Exame do Estado Mental no Brasil. Arqg Neuropsiquiatr 2003;61(3-B):777-781

( )Quedlae oje?

( ) Em que més estamos?
( ) Em que ano estamos?

( ) Em que dia da semana estamos?

Qual a hora aproximada? (considere a variacdo de mais ou menos uma hora)

__1I5

m que local nés estamos? (apontando para o ch&o: consultério, dormitério, sala)

Que local € este aqui? (apontando ao redor num sentido mais amplo: hospital, casa de repouso, prépria casa).

Em que bairro n6s estamos ou qual o nome de uma rua préxima?

Em que cidade nés estamos?
Em gue Estado nos estamos?

Mo

Eu vou dizer trés palavras e vocé ira repeti-las a seguir.  ( ) carro, () vaso, () thOIO
Um onto para cada alavra certa repetida na rimeira vez, embora pos are

Subtra(;ao de setes sena amen e: ”( )'100 7, )93 T )86 7, ( )79 7,
 Se houver €IT0, COITija-0 & prossiga. Consmlere correto se o exammado se auto corrigir.

-~

y72-7

~Care pe=, )ﬂioio

Pe@a ara 0 sujeito nomear dois objetos mostrados () relogié 5 ( ) caneta

() Pegume este papel com a mao dlre:té ( ) dobre-0 “ao' heio é ( 7) coioqﬁé:é }10 chao
Se 0 sujeito pedir ajuda no me!c da tarefa nao de dICES

Mostre a frase escrita “FECHE OS OLHOS” e peg:a para o |nd|v1du0 fazer 0 que esta sendo mandado
No auxilie se pedir ajuda ou se s6 ler a frase sem realizar 0 comando.

K

Peca ao mdlviduo para escrever uma frase. Se ndo compreender, ajude com: “alguma frase que tenha comego meio e fim;
aluma coisa que aconteceu hoje; alguma coisa que queira dizer'. Nao séo consrderados erros grama icais ou ortograficos.
e

K

Mostre o modelo e pega para fazer o melhor posswel
Considere aenas se houver 2 pentagonos interseccionados formando uma figura de quatro lados
i L e = 130

e Escores de Corte para Diagndstico de Deméncia
Consenso da Academia Brasileira de Neurologia para Dragnostfco deA Doen a de A!zhe:mer no Brasr.’ ‘Arg Neuropsiq u:afr 2005'63( 3-A):713-9)

| 19.’20 (caso/nao caso) Arq Neuropsiquiatr 1998,;56:605-612
i 23/24 (caso/ndo caso) 77,8% 75,4% Arq Neuropsiquiatr 1998;56:605-612
| 26/27 (caso/n&o caso) 80% 95,6% Arq Neuropsiquiatr 1994,52:1-7

¢ Escores de Corte para Rastreio de Deméncia

Consenso da Academia Brasileira de Neurologia para Diagndstico de Doenga de Alzheimer no Brasil (Arq Neuropsiquiatr 2005 63(3-A):713-9)

= Sugerimos 0 uso de outros instrumentos para confirmag&o de perda cognitiva em individuos com escores abaixo das médias
elou medianas obtidas na adaptacéo publicada em 2003 por Brucki e cols.

M
18,81 (2,96)

HR ST Phaam

19,73 (3,03)

24,68 (2,88) 25 24,85 (3,03) 25
26,86 (2,85) 27 26,57 (1,51) 27
26,86 (3,24) 29 28,75 (1,26) 29
29,25 (0,50) 29 27,17 (1,94) 28
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Anexo 5

Escala de Depressao Geriatrica de Yesavage — versao reduzida (GDS-15).
1. Vocé esta satisfeito com a sua vida? (néo)
Vocé deixou de lado muitos de suas atividades e interesses? (sim)
Vocé sente que sua vida esta vazia? (sim)
Vocé sente-se aborrecido com freqiiéncia? (sim)
Esta vocé de bom humor na maioria das vezes? (ndo)
Vocé teme que algo de ruim lhe acontega? (sim)
Vocé se sente feliz na maioria das vezes? (ndo)

Vocé se sente freqlientemente desamparado? (sim)

© 0O N O~ Db

Vocé prefere permanecer em casa do que sair e fazer coisas
novas? (sim)

10. Vocé sente que tem mais problemas de memoria que antes? (sim)
11. Vocé pensa que é maravilhoso estar vivo? (nao)

12. Vocé se sente indtil? (sim)

13. Vocé se sente cheio de energia? (ndo)

14. Vocé sente que sua situacao € sem esperanca? (sim)

15. Vocé pensa de que a maioria das pessoas estdo melhores do que

vocé? (sim)

0= quando resposta for diferente do exemplo do parénteses.
1= quando resposta for igual ao exemplo do parénteses.
Contagem maxima de GDS = 15

Total > 5 = suspeita de depresséo.

Fountoulakis KN, Tsolaki M, lacovides A, Yesavage J,
O’Hara R, Kazis A, et al. The validation of the short
form of the geriatric depression scale (GDS) in
Greece. Aging (Milano) 1999;11(6):367-72.

Almeida OP, Almeida SA. Confiabilidade da versao
brasileira da escala de depressédo em geriatria (GDS)
versdo reduzida. Arq Neuropsiquiatr
1999;57(2B):421-6.

50



Anexo 7

QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FiSICA -
VERSAO CURTA -
Nome:
Data: / / Idade : Sexo:F( )M ()

Nos estamos interessados em saber que tipos de atividade fisica as pessoas
fazem como parte do seu dia a dia. Este projeto faz parte de um grande estudo
que esta sendo feito em diferentes paises ao redor do mundo. Suas respostas nos
ajudardo a entender que tao ativos ndés somos em relacdo a pessoas de outros
paises. As perguntas estdo relacionadas ao tempo que vocé gasta fazendo
atividade fisica na ULTIMA semana. As perguntas incluem as atividades que vocé
faz no trabalho, para ir de um lugar a outro, por lazer, por esporte, por exercicio ou
como parte das suas atividades em casa ou no jardim. Suas respostas sao MUITO
importantes. Por favor responda cada questdo mesmo que considere que ndo seja
ativo. Obrigado pela sua participacéo !

Para responder as questdes lembre que:

» atividades fisicas VIGOROSAS sdo aquelas que precisam de um grande
esforco fisico e que fazem respirar MUITO mais forte que o normal

» atividades fisicas MODERADAS sado aguelas que precisam de algum esforco
fisico e que fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé realiza por
pelo menos 10 minutos continuos de cada vez.

1a Em quantos dias da ultima semana vocé CAMINHOU por pelo menos 10
minutos continuos em casa ou ho trabalho, como forma de transporte para ir de um
lugar para outro, por lazer, por prazer ou como forma de exercicio?

dias por SEMANA ( ) Nenhum

1b Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos quanto
tempo no total vocé gastou caminhando por dia?

horas: Minutos:

2a. Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades MODERADAS por
pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta,
hadar, dancar, fazer ginastica aerébica leve, jogar vélei recreativo, carregar pesos
leves, fazer servicos domésticos na casa, no quintal ou no jardim como varrer,
aspirar, cuidar do jardim, ou qualquer atividade que fez aumentar

CENTRO COORDENADOR DO IPAQ NO BRASIL- CELAFISCS -
INFORMAGOES ANALISE, CLASSIFICAGCAO E COMPARAGAO DE RESULTADOS NO BRASIL
Tel-Fax: — 011-42298980 ou 42299643. E-mail: celafiscs@celafiscs.com.br
Home Page: www.celafiscs.com.br IPAQ Internacional: www.ipaq.ki.se
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moderadamente sua respiracdo ou batimentos do coracdo (POR FAVOR NAO
INCLUA CAMINHADA)

dias por SEMANA ( ) Nenhum

2b. Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas por pelo menos 10
minutos continuos, quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades

por dia?

horas: Minutos:

3a Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades VIGOROSAS por
pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo correr, fazer ginastica
aerobica, jogar futebol, pedalar rapido na bicicleta, jogar basquete, fazer servicos
domesticos pesados em casa, no quintal ou cavoucar no jardim, carregar pesos
elevados ou qualquer atividade que fez aumentar MUITO sua respiracao ou
batimentos do coracao.

dias por SEMANA ( ) Nenhum

3b Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10
minutos continuos quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades

por dia?

horas: Minutos:

Estas ultimas questdes sao sobre o tempo que vocé permanece sentado todo dia,
no trabalho, na escola ou faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto inclui
o tempo sentado estudando, sentado enquanto descansa, fazendo licao de casa
visitando um amigo, lendo, sentado ou deitado assistindo TV. Nao inclua o tempo
gasto sentando durante o transporte em 6nibus, trem, metré ou carro.

4a. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de semana?
horas ___ minutos
4b. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dia de final de
semana?
horas ___ minutos

PERGUNTA SOMENTE PARA O ESTADO DE SAO PAULO

5. Vocé ja ouviu falar do Programa Agita Sdo Paulo?

( )Sim( )Nao
6.. Vocé sabe o objetivo do Programa? ( ) Sim ( ) Nao

CENTRO COORDENADOR DO IPAQ NO BRASIL- CELAFISCS -
INFORMACOES ANALISE, CLASSIFICACAO E COMPARACAQ DE RESULTADOS NO BRASIL
Tel-Fax: — 011-42298980 ou 42299643. E-mail: celafiscs@celafiscs.com.br
Home Page: www.celafiscs.com.br IPAQ Internacional: www.ipaq.ki.se
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Classificacao do IPAQ

Sedentdrio — Nao realiza nenhuma atividade fisica por pelo me-
nos 10 minutos continuos durante a semana;

Insuficientemente Ativo — Consiste em classificar os individuos
que praticam atividades fIsicas por pelo menos 10 minutos contl-
nuos por semana, porem de maneira insuficiente para ser classifi-
cado como ativos. Para classificar os individuos nesse critério, sao
somadas a duracao e a frequéncia dos diferentes tipos de ativida-
des (caminhadas + moderada + vigorosa). Essa categoria divide-
se em dois grupos:

Insuficientemente Ativo A — Realiza 10 minutos continuos de
atividade fisica, seguindo pelo menos um dos critérios citados:
frequéencia — 5 dias/semana ou duracao - 150 minutos/semana;

Insuficientemente Ativo B — Nao atinge nenhum dos critérios
da recomendacao citada nos individuos insuficientemente ativos
A;

Ativo — Cumpre as seguintes recomendacoes: a) atividade flsi-
ca vigorosa — = 3 dias/semana e = 20 minutos/sessao; b) modera-
da ou caminhada - = 5 dias/semana e = 30 minutos/sessao; c)
qualquer atividade somada: = 5 dias/semana e = 150 min/sema-
na;

Muito Ativo - Cumpre as seguintes recomendacoes: a) vigoro-
sa — = 5 dias/semana e = 30 min/sesséo; b) vigorosa - = 3 dias/

semana e = 20 min/sessao + moderada e ou caminhada = 5 dias/
semana e = 30 min/sessao.
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Anexo 08

Atividade da GSK3

Para a determinagdo de GSK 3 foram coletados 15mL de sangue periférico em tubo
contendo anticoagulante citrato de sddio para a separagao das plaquetas.

Separacao e lavagem das Plaquetas:

Foram coletados 40 mL de sangue em quatro tubos com capacidade de 10 mL, contendo
anticoagulante citrato de s6dio 0,106 mol/L. Adicionado em cada tubo 1 mL de ACD-NH. Os
tubos foram homogeneizados delicadamente por inversdo e centrifugados durante 15
minutos a 1600 rpm a 20°C. A seguir, os sobrenadantes (Plasma Rico em Plaquetas - PRP)
foram transferidos para outro tubo com capacidade de 50 mL (tipo falcon) e o pH ajustado
para 6,5 com ACD-NH. O PRP foi, entdo, transferido para 4 tubos de poliestireno (4 a 5
mL/tubo) e centrifugados durante 10 minutos a 2400 rpm a 20°C. O sobrenadante foi
removido cuidadosamente por inversdo, adicionado ao pellet 2,5 mL de solugéo de lavagem.

Ap6s descanso de 10 minutos, as plaquetas foram homogeneizadas cuidadosamente com
uma pipeta Pasteur até total diluicdo e entdo adicionou-se mais 2,5 mL de solugéo de
lavagem. A mistura foi centrifugada por 8 minutos a 2400 rpm, o sobrenadante foi removido
cuidadosamente, e o “pellet” foi ressuspendido com 0,5 mL de tris-sacarose,
homogeneizando com a pipeta. As plaquetas em tris-sacarose foram armazenadas em 4
criotubos com 0,5 mL e mantidas em freezer —70°C para posterior determinacdo da
concentracdo de proteinas e atividade da PLA;,

Determinacao de proteinas

As proteinas foram quantificadas utilizando o kit Bio-Rad DC Protein assay (Bio-Rad
Hercules, CA) que € um ensaio colorimétrico para a deteminagao de proteinas, baseado no
método de Lowry (Lowry et al., 1951), modificado para ser compativel com detergentes
utilizados no preparo da amostra. O ensaio consiste na reagdo de proteinas com uma
solugdo alcalina de tartarato de cobre (Reagente A) e com o reagente de Folin (1,2-
naphthoquinone-4-sulfonate) (Reagente B). Como no ensaio de Lowry, existem duas etapas
que levam ao desenvolvimento da cor: a reagédo entre proteinas e o cobre em um meio

alcalino, e a subseqiente ligagcdo do reagente de Folin as proteinas tratadas com cobre
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(Lowry et al., 1951). Quando o reagente de Folin liga-se a essas proteinas, ele € reduzido
pela perda de 1, 2 ou 3 atomos de oxigénio, e muda a cor do amarelo para um azul
caracteristico, cuja absorbancia é lida entre 405 e 750 nm (Peterson,1979).

Para a determinacdo das proteinas totais, foi utilizada uma curva padrao de proteinas
utilizando-se albumina de soro bovino (bovine serum albumin ou BSA; Sigma-Aldrich), nas
seguintes concentragdes: 0,1 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL e 1,5 mg/mL.

O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pogos (em temperatura ambiente), onde foi
pipetado 25 pL do Reagente A, 5 pL do padrao de proteinas de BSA nas seis diferentes
concentragdes ou 5 yL das amostras ou branco (tris-sacarose) e 200 uL do Reagente B.
Apds incubacdo de 15 min em temperatura ambiente em um Agitador de placas (Wallac-
PerkinElmer, Boston, MA), as absorbancias das amostras foram lidas em um Leitor de
microplacas (Spectracount; Packard, Meriden, CT) a 680 nm. Todas as determinagdes dos

niveis de proteinas foram realizadas em triplicatas.

Determinacio de biomarcadores pelo método xMAP-Luminex:

O principio desta nova tecnologia é a habilidade de medir multiplos analitos em um Unico
ensaio. Com a tecnologia do LUMINEX xMAP® reacdes moleculares ocorrem na superficie
de microesferas marcadas internamente com intensidades diferentes de dois fluor6foros
(vermelho e infravermelho), permitindo a obtencdo de mais de 100 microesferas distintas
com combinacdes de diferentes intensidades dos dois fluoréroros. Como cada microesfera
carrega uma “assinatura” Unica a deteccao do sistema XMap pode identifica-la, permitindo

diversas analises (mais de 100) em uma Uunica reagao.

As microesferas agem como carreadores moleculares, tais como, anticorpo,
oligonucleotideos, peptideos ou receptores que capturam a amostra e sao entdo marcadas
com um marcador fluorescente que se liga ao complexo microesfera-amostra. As reagdes
séo realizadas em placas de 96 wells e em seguida as amostras séo injetadas no aparelho e
alinhadas em uma fila Unica e desta maneira passam através de dois lasers. Um laser
ilumina a cor interna da microesfera identificando-a e o segundo excita a cor na sua
superficie. Os sinais emitidos pelas cores sdo capturados por sistema éptico, o sinal é
digitalizado, e processado em tempo real, quantificando os dados para cada reacéo.

Para a metodologia utilizando o Luminex foram utilizados kits da Invitrogen (CA USA), que
se baseiam na utilizagdo de anticorpos acoplados a microesferas anti GSK-33(Total) e anti
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GSK-3B[pS9]. Resumidamente, os anticorpos marcados juntamente com as amostras e
padrées sdo pipetados em uma microplaca com filtro e incubadsos por 2 horas, tempo
necessario para a ligacado das amostras aos anticorpos, apds lavagem adiciona-se 0s
anticorpos de detecgédo para cada uma das isoformas e incuba-se novamente por 1 hora.
Segue-se uma lavagem para remocdo dos anticorpos em excesso e adiciona-se 0
conjugado (anti rabbit R-Phicoerythrin —RPE). Apds incubacdo de 30 minutos, lava-se
novamente a placa e realiza-se a andlise das microesferas no equipamento Luminex. A
monitorizagdo das propriedades espectral das microesferas e a quantidade de fluorescéncia
associada ao RPE, nos permite determinar a concentragao das isoformas de GSK-3f3
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