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RESUMO

Glicogénio Sintase Quinase3B e Proteina Precursora do Amildide em
plaguetas de individuos com comprometimento cognitivo leve e doencga de
Alzheimer [dissertacédo]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo”; 2009. 96p.

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa caracterizada
pelo declinio progressivo da memoria e de outras fungdes cognitivas,
acometendo, sobretudo, individuos idosos. A anormalidade do metabolismo
da proteina precursora do amildide (APP) e a hiperfosforilagdo da proteina
TAU sao processos celulares caracteristicos desta doenca. A enzima
glicogénio sintase quinase 3B (GSK3B) é altamente expressa no sistema
nervoso central e apresenta grande importancia na regulagao da plasticidade
neuronal e também nos mecanismos de sobrevivéncia celular. Estudos tém
associado a GSK3B aos mecanismos que levam a formacao das placas
senis e dos emaranhados neurofibrilares na DA. Diante da dificuldade para
se estabelecer com precisdao o diagnostico clinico da DA, sobretudo nas
fases iniciais da doenga, a identificacdo de biomarcadores se torna
particularmente importante, principalmente em tecidos periféricos. Este
trabalho avaliou, por meio de dois preparos distintos, dois possiveis
candidatos a marcadores bioquimicos para a DA. Em plaquetas de pacientes
com DA, comprometimento cognitivo leve (CCL) e idosos saudaveis,
determinamos: (1) a razao de APP (APPr), que consiste na proporg¢ao entre
fragmentos de 130kDa e 110kDa da APP; e (2) a expressao das formas
fosforilada (fosfo-GSK3B) e total (total-GSK3B) da enzima GSK3B,
possibilitando o calculo da raz&do de GSK3B (fosfo-GSK3B/total-GSK3B).
Ambas as razdes foram avaliadas por Western Blot utilizando anticorpos
especificos. Nao observamos diferenca estatisticamente significante nos
valores de APPr entre os trés grupos estudados (p=0,847). Para o calculo da
razao de GSK3B, foram necessarias adaptacdes do protocolo de preparo e
analise de plaquetas, prevenindo a ativacdo plaquetaria durante o
procedimento, bem como a degradagao do substrato pela agao de proteases
e fosfatases presentes nesta matriz bioldgica; deste modo foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos nas
médias de GSK3B total e da razdo de GSK3B (p=0,05 e p=0,06
respectivamente). N&ao foi encontrada correlagdo entre a razdo de APP e a
razao de GSK3B. Contudo, a razdo de GSK3B mostrou correlacdo com o
desempenho em testes de memoria, segundo o escore na bateria cognitiva
CAMCOG. Estes resultados sugerem que a razao de GSK3B em plaquetas
sinaliza algumas alteragdes bioldgicas que ocorrem na progressédo do CCL
para a deméncia na DA.

Descritores: 1.Doenca de Alzheimer 2.Plaquetas 3.Proteina precursora do
amiloide 4. Glicogénio sintase 5. Marcadores biol6gicos 6. Biomarcadores



SUMMARY

Glycogen Synthase kinase 3B and Amyloid precursor protein in adults’
platelets with cognitive impairment and Alzheimer’s disease. [dissertation].
Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2009. 96p.

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease characterized by
progressive decline of memory and other cognitive functions, affecting mainly
elderly. The abnormal metabolism of amyloid precursor protein (APP) and
protein TAU hyperphosphorylation are cellular hallmarks of this disease.
Glycogen synthase kinase 3B (GSK3B) is an enzyme highly expressed in the
central nervous system and of great importance in the regulation of neuronal
plasticity and also the mechanisms of cell survival. Studies have associated
GSK3B with the mechanisms that lead to the formation of senile plaques and
neurofibrillary tangles in AD. Given the difficulty to establish the precise
clinical diagnosis of AD, especially in the early stages of the disease,
identification of biomarkers is particularly important, especially in peripheral
tissues. This work evaluated two candidate biochemical markers for AD,
using two different preparations. We investigated the ratio between 130kDa
and 110kDa APP fragments (APPr) and between phosphorylated and total
GSK3B (phospho-GSK3B / total-GSK3B) in platelets of patients with AD and
mild cognitive impairment (MCI), comparing their results with those from
healthy older adults (controls). The expression of APP fragments and GSK3B
was assessed by Western blot using specific antibodies. No statistically
significant differences in APPr were found between the study groups
(p=0.847). We found statistically significant differences in mean total GSK3B
and GSK3B ratio across disgnostic groups (p=0.05 and p=0.06, respectively).
APPr and GSK3B ratio were not correlated, but the latter parameter did
correlate with the performance on memory tests, as shown by the CAMCOG
sub-score. The present data indicate that platelet GSK3B ratio may indicate
biological changes that occur in the MCI-AD continuum.

Descriptors: 1.Alzheimer disease 2.Platelets 3. Amyloid precursor protein 4.
Glycogen synthase 5. Biological markers 6. Biomarkers



1. INTRODUCAO

1.1. Doencade Alzheimer e comprometimento cognitivo leve:

Descrita pela primeira vez, no come¢o do século XX, por Alois
Alzheimer, a doenca de Alzheimer (DA) é uma doenga neurodegenerativa
caracterizada pela perda progressiva de memoria e outras fungdes
cognitivas e comportamentais do individuo (Maccioni et al, 2001; Irvine et al,
2008). E o tipo mais comum de deméncia, representando mais da metade
dos casos desta doenga (Francis et al, 1999; Thomas et al, 2008).

Trata-se de uma doenga com grande impacto socio-econémico e
acomete aproximadamente 2% da populacdo de paises industrializados
(Thomas et al, 2008). Atualmente, mais de 24 milhdes de pessoas no mundo
sao acometidas pela doenca, com 4,6 milhdes de novos casos por ano
(Irvine et al, 2008). Nos proximos anos, é previsto um aumento dos casos,
acompanhado pelo desenvolvimento demografico, para 63 milhdes de
pessoas no mundo em 2030 (Thomas et al, 2008).

A idade € um conhecido fator de risco para o desenvolvimento desta
neuropatologia, uma vez que a incidéncia da doenga aumenta em idosos
acima de 65 anos, e mais ainda em idosos acima de 85 anos (Annaert e
Strooper, 2002; Walsh e Selkoe, 2004; Zhu et al, 2006; Irvine et al, 2008).

A forma mais comum desta deméncia, conhecida como DA

esporadica ou de inicio tardio, acomete principalmente idosos acima de 65



anos. Nestes casos, a identificagao, o diagndstico inicial e a eliminagado dos
fatores de risco poderiam diminuir potencialmente a ocorréncia da doenca
(Sadowski et al, 2004). Ja a DA de inicio precoce, também identificada como
DA familial (DAF) é bastante rara, correspondendo a aproximadamente 2%
dos casos de DA, e acometendo adultos entre 40 e 60 anos. Mutagbes em
trés diferentes genes tém sido descritas nos casos de DA familial: proteina
precursora do amildide (APP), presinilina 1 (PS1) e presinilina 2 (PS2)
(Annaert e Strooper, 2002; Wolfe e Guénette, 2007; Mohs e Haroutunian,
2002; Waldau e Shetty, 2008). Juntas, estas mutacbdes correspondem a
aproximadamente 50% dos casos de DAF. Os fatores genéticos que
predispdbem a DA de inicio tardio sao dificiimente identificados porque a
presenca destes ndao determina, necessariamente, o fendtipo da doenca
(Irvine et al, 2008). Nestes casos, destaca-se o papel dos polimorfismos da
apolipoproteina E, sendo o gendtipo e-4 associado ao risco e o genotipo e-2,
a protecgéo (Corder et al, 1998).

A progressado da doenga é similar tanto na forma esporadica quanto
na familial, onde a queixa de memodria é o sintoma mais frequente. O
diagndstico desta doenga em vida é uma formulagdo probabilistica que
depende da caracterizacdo do quadro clinico e da exclusdo de outras
causas de deméncia. Nao existe um marcador clinico ou laboratorial
patognomoénico, sendo que o diagndstico de DA definitiva depende da
comprovagdo histopatologica das placas senis e emaranhados

neurofibrilares. Testes neuropsicologicos e testes para avaliagdo do estado



mental sdo ferramentas importantes para a definicdo do diagndstico do
paciente (Swerdlow, 2007; Irvine et al, 2008).

O conceito de comprometimento cognitivo leve (CCL) corresponde a
uma das tentativas de se caracterizar a transicdo entre o envelhecimento
normal e o inicio da doenga, identificando-se os individuos com alto risco de
evoluirem para a DA (Petersen et al, 1999; Tabert et al, 2006; Nordlund et al,
2008). Estes pacientes apresentam queixas consistentes de memoria,
declinio no desempenho cognitivo maior do que o esperado para a sua idade
e nivel de escolaridade, mas sem evidéncia de prejuizos funcionais, ou
dificuldades para a realizagao das atividades da vida diaria; portanto, néo ha
subsidios para o diagnéstico de um quadro demencial (Winblad et al, 2004;
Gainotti et al, 2008). Os critérios diagnésticos mais utilizados atualmente
correspondem aos de Petersen e colaboradores (1999). O diagndstico de
CCL implica um risco aumentado de evolugédo para DA em relacédo idosos
sem comprometimento cognitivo (6% a 25% vs. 1% a 2% ao ano,
respectivamente) (Petersen et al, 2001; Tabert et al, 2006; Nordlund et al,
2008). Recentemente, os subtipos de CCL tém sido caracterizados: no CCL
amnéstico (CCL-A), o individuo apresenta somente déficit de memodria
episddica; no CCL de multiplas fungbes acometidas (CCL-M), o paciente
apresenta déficit em mais de um dominio cognitivo além da meméaria; e no
CCL nao-amnéstico (CCL-NA), observa-se déficit em outra habilidade
cognitiva, ndo sendo memoaria (Petersen et al, 2004). O CCL-A e o CCL-M
sdo fatores de risco para DA (Diniz et al, 2009). Embora varios estudos

tenham sugerido uma taxa de conversao anual de CCL-A para DA em torno



de 10% (Lehrner et al, 2005), outras estimativas mostraram-se mais
conservadoras (Forlenza e Chiu, 2008). Isso porque os critérios diagndsticos
atuais ainda geram um grupo muito heterogéneo de pacientes, muitos dos
quais permanecem estaveis em seus déficits ou até mesmo retornam a um
funcionamento cognitivo normal ao longo da evolugao (Petersen et al, 2004;
Gainotti et al, 2008; Nordlund et al, 2008).

Apesar dos 100 anos da descoberta da doenca de Alzheimer, a
pesquisa basica tem identificado diversos mecanismos e cascatas de
sinalizagao que contribuem para a evolugao desta doenga, gerando inéditas
oportunidades de desenvolvimento de biomarcadores contribuindo para o
diagnostico precoce (ou até mesmo pré-clinico) e tratamentos para as
causas desta neuropatologia (Petersen et al, 1999; Roberson e Mucke,

2006; Nordlund et al, 2008).

1.2. Mecanismos patogénicos da doenca de Alzheimer - APP e Tau:

O declinio das fungdes cognitivas € caracterizado por alteragcdes
bioquimicas e estruturais que ocorrem no cérebro dos pacientes acometidos,
levando a perda neuronal, a degeneragao das sinapses e comprometimento
da neurotransmissao (Gandy, 2005; Thomas et al, 2008). Em seu primeiro
relato de caso de DA em 1907, Alois Alzheimer descreveu duas lesdes
patolégicas, como agrupamentos proteicos, no cérebro, que se mostraram
caracteristicas da doenga (Goedert e Spillantini, 2006; Nixon, 2007): as

placas senis e os emaranhados neurofibrilares (Forlenza e Caramelli, 2000;



Annaert e Strooper, 2002; Mudher e Lovestone, 2002; Waldau e Shetty,
2008). Estes agregados proteicos sao encontrados nas mesmas proporgoes
dos observados em ambas as formas desta doenca (Annaert e Strooper,
2002).

A DA é uma doenca de etiologia multifatorial, sendo a sua patogenia
acompanhada de modificagdes em inumeros processos homeostaticos.
Diversos estudos independentes tém proposto uma ligagao entre as lesdes
patologicas e citopatologia neuronal com, entre outros, o gendtipo da
apolipoproteina E, hiperfosforilagdo das proteinas do citoesqueleto, estresse
oxidativo, divisao celular anormal, desajustes do metabolismo lipidico e
energético, inflamagado e metabolismo da proteina precursora do amiléide
(APP) (Kar et al, 2004; Zhu et al, 2006). Estudos recentes tém também
associado esses mecanismos neuropatolégicos a um desequilibrio da agao
da enzima glicogénio sintase quinase 3B (GSK3B) (Grimes e Jope, 2001;
Padovani et al, 20017, Irizarry, 2004).

As placas senis correspondem a lesdes extracelulares e tém, como
principal componente, os peptideos de beta-amiléide (ApB), originados a partir
da clivagem da APP pela enzima B-secretase (Wolfe e Guénette, 2007).
Estas placas sdao formadas anos antes do aparecimento dos sintomas
clinicos da doenca (Waldau e Shetty, 2008). A APP ¢é uma proteina
transmembrana tipo | constituida por um largo dominio extracelular e um
curto dominio citoplasmatico (Annaert e Strooper, 2002), o que sugere que
esta proteina pode agir como um receptor (Neve et al, 2000; Gralle e

Ferreira, 2007). E uma das proteinas mais abundantes do sistema nervoso



central, expressa predominantemente em neurénios. A alta concentragao da
APP nas células da glia, que direciona futuros neurbnios para as posicoes
corretas no cértex embrionario, sugere que esta adesao € promovida pela
APP, conferindo importante papel no desenvolvimento cerebral e na
comunicacgao intercelular cerebral. Além disso, € descrita a importancia da
APP na formacdo das sinapses funcionais e também na maturacdo dos
subtipos especificos de neurdnios assim como também em mecanismos
fisiolégicos (transporte e sinalizacdo neurotréfica, adesdo e sinalizagao
celular) (Gralle e Ferreira, 2007; Nixon, 2007). Danos no tecido cerebral
induzem a expressao da APP, sugerindo que esta proteina exerce também
um papel no reparo celular, além de servir como molécula de adeséo: se liga
a proteinas da matriz extracelular, como heparina e colageno. (Wolfe e
Guénette, 2007).

Perifericamente, a APP também ocorre em outros tecidos, como
células musculares, epiteliais e sanguineas. Dentre estas, as plaquetas sao
uma importante fonte, pois contém mais de 95% da APP circulante (Di Luca
et al, 2000; Padovani et al, 2001b; Evin et al, 2003; Kar et al, 2004; Zainaghi
et al, 2007). Esta proteina apresenta multiplas isoformas (APP695, APP751
e APP770) derivadas de um mesmo gene localizado no cromossomo 21,
derivadas a partir de um unico mRNA (figura 1). As plaquetas também
apresentam concentragdes das isoformas da APP equivalentes as
encontradas no tecido cerebral, com excec¢ao da isoforma 695, que é
abundante no cérebro e praticamente indetectavel em plaquetas, onde a

mais abundante é a isoforma 770 (Padovani et al, 2001b).
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Figura 1 - Esquema da APP e suas trés principais isoformas. APP apresenta um
extenso prolongamento extracelular amino-terminal, uma porgao transmembrana e uma
curta porgao carboxi-terminal intracelular. Fonte: Andreasen e Blennow, 2002.

As plaquetas contém pequenas quantidades da APP intacta, com
peso molecular entre 140 e 150 kDa e possui grandes quantidades da APP
soluvel, carboxil-truncada com peso molecular entre 120 e 130 kDa, que séo
armazenadas nos granulos alfa e liberadas sob ativagao plaquetaria. A APP
soluvel presente nos a-granulos corresponde as isoformas 770 e 751

(Rosenberg et al, 1997; Bush e Tanzi, 1998; Di Luca et al, 1998).

A clivagem da APP pode ocorrer por duas vias metabdlicas
alternativas — via amiloidogénica e via ndo-amiloidogénica — sendo mediada
pelo menos por trés enzimas proteoliticas: a, B e y-secretases (Racchi e
Govoni 2003). Na via nao-amiloidogénica, a clivagem da APP ocorre sob
acao da enzima a-secretase na superficie celular. Uma porgdo N-terminal
grande e soluvel (sAPPa) é liberada e, esta, posteriormente clivada pela
enzima y-secretase liberando um pequeno peptideo. Esta via de

metabolismo é a mais comum em individuos sadios. Na via amiloidogénica,



a clivagem da APP ocorre sob acdo da enzima [B-secretase na porg¢ao
aminoterminal onde um fragmento B-sAPP ¢é liberado. O fragmento
carboxiterminal é clivado pela y-secretase, originando o peptideo AB. (Kar et

al, 2004) (figura 2).

Via ndo amiloidogénica Via amiloidogénica

40/42

App [N Ap W

a-secretase B-secretase
1 16 17 99 1 99
SAPPa c8 SAPPp c9
y-secretase l 3 y-secretase l 9
17 40/42 99 1 40/42 99
p3  C57/59 AB €57/59

Figura 2 - Esquema do processamento proteolitico da APP, evidenciando as vias
amiloidogénica e nao-amiloidogénica. Fonte: www.bioinformatics.leeds.ac.uk

Na maior parte das células periféricas, a APP ¢é clivada pela a-
secretase entre o residuo de lisina 16 e leucina 17 (o primeiro aspartato da
sequéncia do peptideo amildide recebe o numero 1), na via nao-
amiloidogénica. Diversos estudos mostram que membros da familia de
metaloproteases (ADAM) podem estar envolvidos no processamento da APP
pela a-secretase (Annaert e Strooper, 2002; Evin et al, 2003; Racchi e
Govoni, 2003; Turner et al, 2004). A ADAM10 é a maior candidata por esta
clivagem ja que a partir dela, a liberacéo e secrecdo do ectodominio da APP

encontram-se aumentados (Annaert e Strooper, 2002).

A liberagéo do peptideo AP requer a atividade da - e y- secretases

(Turner et al, 2004). A atividade da B-secretase é caracterizada pela BACE:



proteina de membrana tipo | altamente expressa no cérebro e no pancreas,
diferindo dos outros tecidos periféricos, onde sua expressao €& menor
(Racchi e Govoni, 2003). Alguns autores utilizam o nome BACE-1 porque
reflete a atividade da proteina e seu gene esta localizado no cromossomo
11. Uma segunda [3-secretase identificada como BACE-2 é codificada pelo
gene localizado na regido do cromossomo 21, apresentando 64% de
homologia com a BACE-1 (Annaert e Strooper, 2002). Em estudos em
animais deficientes em BACE-1 mostram que a atividade de BACE-2 pode
compensar a atividade de BACE-1 ja que os animais permaneceram normais
até um ano de idade. Por outro lado, a atividade de (B-secretase mostrou-se
completamente abolida, confirmando que a BACE-1 é a principal B-

secretase (Annaert e Strooper, 2002).

A ultima etapa da via amiloidogénica consiste na agao da y-secretase
sobre o residuo transmembrana da APP clivada pela BACE, ocorrendo
assim a liberagdo do peptideo AB. Esta clivagem ocorre dentro da
membrana plasmatica e pode produzir dois diferentes fragmentos C-
terminais com 40 ou 42 aminoacidos (de acordo com a sequéncia numérica
do AB) (Racchi e Govoni, 2003), sugerindo a existéncia de multiplas

variagcdes desta acao (Turner et al, 2004).

A y-secretase é uma aspartil protease complexa composta por quatro
componentes centrais: i) PS-1 e PS-2 (presenilina-1 e presenilina-2); ii) Nct
(nicastrina); iii) APH-1 (anterior pharynx-defective phenotype) e iv) PEN2
(presenilina enhancer-2) (Cohen e Goedert, 2004) (Figura 3). Aparentemente

as duas presenilinas, PS1 e PS2, sdo de extrema importdncia para a
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atividade da y-secretase (Turner et al, 2004). Alguns autores tém sugerido
que as presenilinas estejam diretamente relacionadas a atividade da y-
secretase ou ainda que sejam a propria y-secretase, uma vez que animais
knockout para o gene da PS1 apresentam importante redugdo na geracgao
do peptideo AR, e knockouts para os genes da PS1 e PS2 n&o apresentam
nenhuma geracado de AB. A importancia das presenilinas na atividade da y-
secretase também é evidenciada quando inibidores da y-secretase se ligam
diretamente as presenilinas, mostrando que provavelmente as presenilinas
fornegam o sitio catalitico central para a atividade do tipo aspartil protease

da y-secretase (Wolfe e Haass, 2001; Haass, 2004).

Nicastrina \_,, Placas de Amiléide

Presenilina - 1 Peptideo
beta amiloide

\ APH-1

. Neurdnio extracelula

|||||||||||||||||||||||||||||||||||

W/ v ‘. Neurénio Intracelular

- Fragmento carboxi
terminal da APP

Figura 3 - llustragcdo da enzima y-secretase clivando a APP e liberando o peptideo B-
amildide. Fonte: De Strooper e Woodgett, 2003.

Um disturbio no processamento da APP pode favorecer a formagao
do AB, em detrimento da formagao de formas soluveis de APP (APPs), que
sdo originadas a partir da clivagem da APP pela enzima a-secretase. Como
essas duas vias metabdlicas sdo mutuamente exclusivas, a ativagao da via

amiloidogénica leva a produgcdo excessiva e a agregacao dos peptideos Ap
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em tecidos cerebrais, desencadeando a “cascata do amiléide”, que conduz a
formagao das placas senis e dos emaranhados neurofibrilares (Haass e
Selkoe, 1993; Skovronsky et al, 2001). Portanto, as anormalidades
bioquimicas do metabolismo da APP que levam a formacgado de agregados
de AB levam também a desregulacgao de sinais intracelulares que contribuem
adicionalmente para a hiperfosforilagdo da proteina TAU (Lovestone et al,

2002; Kar et al, 2004).

A proteina TAU é predominantemente expressa em axdnios e € um
componente normal do citoesqueleto neuronal, tendo grande importancia na
estabilizacao dos microtubulos, fungdo esta, regulada a niveis protéico e
genético. A hiperfosforilacdo da TAU resulta na perda de fungdo desta
proteina nos microtubulos, contribuindo para a vulnerabilidade dos neurdnios
e induzindo a degeneracgao celular (Frame et al, 2001; Lovestone et al, 2002;
Kar et al, 2004; Ballatore et al, 2007). Os microtubulos sdo necessarios para
a extensdao e manutencdo dos neurbnios, assim como também sao
necessarios para o transporte de materiais ao longo do axénio e dendritos
em ambas as diregdes (Strittmatter et al, 1995).

Esta proteina € o principal componente dos emaranhados
neurofibrilares. Esses emaranhados sao caracterizados pela presenga de
filamentos localizados no citoplasma das células contendo a forma anormal
hiperfosforilada da proteina TAU. O estado de hiperfosforilacido da proteina
TAU na DA pode causar a dissociacdo desta nos microtubulos (Grimes e
Jope, 2001). De acordo com a densidade e tamanho destes filamentos,

estes podem distorcer o corpo da célula e também distorcer seu nucleo
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alterando sua atividade, podendo levar o neurénio a morte (Strittmatter et al,
1995; Kar et al, 2004). A fosforilagao desta proteina diminui com o decorrer
da idade, mostrando-se mais fosforilada em fetos (TAU fetal) que a TAU
adulta, em sujeitos sadios (Frame et al, 2001). O conhecimento dos produtos
do metabolismo da APP e a determinagao da proteina TAU em diferentes
estados de fosforilagdo tém proporcionado o desenvolvimento de testes
laboratoriais que melhoram a acuracia do diagnostico clinico. Esses testes
podem ser baseados em diferentes matrizes bioldgicas, tais como o liquido
cefalorraquideano (LCR), soro e plaquetas. (Rosenberg et al, 1997; Di Luca
et al, 1998; Blennow, 2004;).

Muitas evidéncias sugerem que 0s processos que levam as
anormalidades encontradas na DA, isto é, a formagao de placas senis e
emaranhados neurofibrilares, estdo ligados aos efeitos da enzima glicogénio
sintase quinase 3 (GSK3) sobre a sinalizagao intracelular. A fosforilagdo da
proteina TAU é regulada predominantemente pela GSK3 in vitro, em células
e em modelos animais (figura 4). Estudos mais recentes sobre o
metabolismo da APP resultaram em um aumento da forma patogénica de
AB, mostrando que este processo pode ser GSK3 dependente (Hye et al,

2005).



13

\ BN
A\ \
(& ) A/
e s 2009, Desintegracao do microtubulo /| M.
e rerny s
gﬁ&u
cc7res Agregados

Microtubuio

Filamentos helicoidais de
proteina tau

Figura 4 - Inibicdo da GSK3 regula a fosforilagéo da tau em neurdnios
Fonte: http://www.geriatricsandaging.ca/images/2008/CCD4/ccdgskfig1.jpg

1.3. Glicogénio sintase quinase 3B:

A glicogénio sintase quinase 3 (GSK3) & uma serina-treonina cinase
multifuncional, originalmente identificada como enzima reguladora do
metabolismo do glicogénio (Chin et al, 2005; Balaraman et al, 2006; Peineau
et al, 2008). Esta presente em varios sistemas biolégicos (Gould e Maniji,
2005; Forde e Dale, 2007) e influencia mecanismos de sinalizagao celular,
controle metabdlico, embriogénese, morte celular, oncogénese, organizagao
do citoesqueleto e controle transcricional (Balaraman et al, 2006; Jope et al,
2007; Muyllaert et al, 2008). As varias func¢des reguladas pela GSK3 (através
da fosforilagdo de diversos substratos) sugerem que a atividade da GSK3

deve ser finamente regulada (Jope et al, 2007).
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A GSK3 apresenta duas isoformas descritas em mamiferos, e ambas
estdo presentes em plaquetas humanas: GSK3A e GSK3B, com pesos
moleculares de 51KDa e 47KDa, respectivamente. Estas duas proteinas sao
codificadas de maneiras diferentes, porém reguladas de forma semelhante
(Frame et al, 2001; Barry et al, 2003; Fuentealba et al, 2004).

Diversas vias de sinalizagdo contribuem para a regulacdo da GSK3
(Jope e Johnson, 2004). A atividade de ambas as isoformas da GSK é
regulada fundamentalmente pela fosforilagdo, num processo dependente do
balango entre diversas cinases e fosfatases protéicas. A atividade da GSK é
também regulada pela formagcdo de complexos protéicos e por sua
distribuicao intracelular. A forma ativa da GSK corresponde a sua forma nao
fosforilada, sendo esta enzima inativada pela fosforilagdo em residuos de
serina 9, no caso da GSK3B, ou no residuo de serina 21 no caso da GSK3A
(Klein e Melton, 1996; Doble e Woodgett, 2003). Por outro lado, a
fosforilagdo de residuos de tirosina 216 (ou 279 para GSK3A) leva a
ativacdo da enzima. A fosforilacdo do residuo tirosina 216 da GSK3B
também é favorecido por niveis fisiolégicos de calcio e por mensageiros da
cascata da apoptose, que aumentam, portanto, a atividade da GSK3B

(Kaytor e Orr, 2002) (figura 5).
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Figura 5 — Mecanismo molecular de inibicdo da GSK3B
Fonte: Cohen e Frame, 2001.

A GSK3B ¢é altamente expressa no sistema nervoso central,
principalmente no cérebro, e tem importante papel homeostatico nas
diversas cascatas bioquimicas como regulacdo da plasticidade e
sobrevivéncia neuronal (Grimes e Jope, 2001; Planel et al, 2002). Além
disso, ela € um importante modulador da apoptose, fenbmeno precedido por
aumento da atividade enzimatica. A atividade da GSK3B parece estar
inversamente relacionada a viabilidade neuronal. Especula-se que a
ativacao inadequada da enzima pode comprometer a habilidade do neurdnio
regular sua expressao génica em resposta a varios estimulos (Kaytor e Orr,
2002).

Durante o processo de desenvolvimento cerebral, a GSK3B encontra-
se mais expressa quando comparada ao cérebro adulto. Nos neurdnios,
onde é mais abundante do que nos astrocitos, a GSK3B modula uma série
de processos de sinalizagao intracelular, e regula fatores de transcricdo que
controlam a expressdo génica. Logo, a enzima exerce fungdes que
englobam desde a sobrevivéncia celular, o metabolismo e processamento de

proteinas, até processos cognitivos. Um grande numero de vias de
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sinalizagao converge sobre a GSK, destacando-se aquelas desencadeadas
pela estimulacido de receptores de insulina e do fator de crescimento
insulina-simile (ILGF) (Gould e Maniji, 2005). A GSK3A tem uma participacao
preponderante no metabolismo energético, regulando a sintese do
glicogénio em hepatdcitos. Alias, a enzima recebe esse nome devido a sua
capacidade de fosforilar e, consequentemente, inativar a enzima glicogénio
sintase, necessaria para desencadear esse processo.

Devido a ampla distribuicdo tecidual da GSK e o envolvimento desta
cinase em diferentes vias de sinalizagcao celular, a GSK tem sido objeto de
estudos em doencgas sistémicas (diabetes, cancer, inflamagao) e cerebrais,
incluindo transtornos neurodegenerativos e psiquiatricos (Dugo et al, 2007).
Alteracbes da atividade da GSK3B podem estar relacionadas ao
desenvolvimento do transtorno bipolar e da deméncia de Alzheimer.

Estudos imuno-histoquimicos mostraram associagdo da GSK3B com
os emaranhados neurofibrilares no cérebro de pacientes com DA, com
aumento da expressao e atividade da enzima. Além disso, diversos estudos
tém demonstrado que a GSK3B interage com a APP, favorecendo a
clivagem amiloidogénica. O AB, por sua vez, é capaz de favorecer a ativagao
da GSK3B, o que por sua vez leva a hiperfosforilagdo da TAU, contribuindo
assim para a formacgao das placas senis e dos emaranhados neurofibrilares
(Grimes e Jope, 2001). Portanto, no que se refere a neurobiologia desta
deméncia, a GSK3B exerce um papel importante nos dois principais
mecanismos patogénicos, ou seja, na regulagdo do metabolismo da APP e

da fosforilagdo da proteina TAU. Perturbagbes do ajuste de sua fungéo
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levam a hiperatividade da GSK3B, contribuindo para a produgao excessiva
do peptideo AB e para a hiperfosforilacdo da proteina TAU. Esses dois
processos bioquimicos sdo os pontos de partida para a formacgao,
respectivamente, das placas senis e dos emaranhados neurofibrilares (Klein

e Melton 1996).

1.4. Biomarcadores para DA:

A escassez de ferramentas diagndsticas de maior precisao para o
diagndstico da doenca de Alzheimer compromete a predicdo e o
acompanhamento da evolugdo desta doenca. O uso dos biomarcadores
poderia aumentar potencialmente a especificidade do diagndstico e
consequentemente tornar este grupo de sujeitos mais homogéneo
(Lovestone et al, 2007). Os biomarcadores fornecem, ao menos, uma
direcdo no processo de evolucdo da doencga ou idealmente, se relaciona
com 0 mecanismo primario da mesma e refletindo aspectos gerais da sua
patogenia (Blennow, 2004; Borroni et al, 2006). Além disso, um marcador
diagndstico deve ter sensibilidade e especificidade minimas de 80% para ter
aplicagao clinica (Blennow, 2004).

Atualmente o diagndstico da doenga de Alzheimer é baseado na
exclusdo de outras causas de deméncia realizados por meio de avaliagdes
clinicas e neuropsiquiatricas (Andreasen e Blennow, 2005).

O processo degenerativo desta neuropatologia provavelmente se

inicia 20 a 30 anos antes do aparecimento dos sintomas clinicos (Andreasen
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e Blennow, 2005; Borroni et al, 2006). Com isso, se um biomarcador
pudesse refletir a progressdo da doenca, refletindo, por exemplo, a
degeneracao neuronal, o metabolismo da APP e a degradacdo do
citoesqueleto neuronal, isto teria grande importancia na pratica clinica uma
vez que nesta fase da doenca, os sintomas sdo bastante vagos (Andreasen
e Blennow, 2005; Lovestone et al, 2007). Durante o periodo pré-clinico, a
quantidade de placas senis e emaranhados neurofibrilares aumenta até o
considerado “limiar” para os primeiros sintomas que normalmente é
caracterizado pelo comprometimento da memoaria episddica (Borroni et al,
2006).

Atualmente, o principal objetivo da pesquisa sobre a DA é a
identificacdo de biomarcadores no sentido de facilitagdo do desenvolvimento
de ferramentas para a detecgao precoce da doenca (Racchi et al, 2008).

O uso de biomarcadores do LCR é considerado o mais fidedigno uma
vez que o LCR esta em contato direto com o (espacgo extracelular do)
cérebro, além de apresentar o maior potencial de aplicagdo clinica num
futuro proximo. Alteragbes bioquimicas caracteristicas do processo
patolégico do cérebro refletem nesta matriz, considerada “uma janela do
cérebro” (Andreasen e Blennow, 2005). As concentragdes diminuidas de
fragmentos do peptideo beta-amiléide (AB42) € aumentadas da proteina TAU
no LCR, ao lado de métodos de neuroimagem funcional, como a tomografia
por emissao de positrons (PET) permitindo a identificagdo in vivo dos
acumulos de AP nos tecidos cerebrais, abriram uma nova perspectiva para o

diagndstico precoce desta doenca (Hampel et al, 2004; Irizarry et al, 2004).
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Entretanto, sua aplicabilidade na pratica clinica apresenta algumas
limitagbes como a necessidade de puncgdo lombar para a obtengdo das
amostras, ao lado de restricbes inerentes aos métodos de analise, o que
limita sua utilizacdo mais ampla em pacientes com CCL e DA (Lewczuk et al,
2006).

Todavia, a identificacdo de biomarcadores no sangue €& uma
alternativa desejavel, por ser menos invasiva e mais toleravel para os
pacientes, favorecendo a realizagdo de determinagdes prospectivas, com
multiplas determinag¢des (Hampel et al, 2004; Irizarry et al, 2004; Hansson et

al, 2006; Diniz et al, 2008) (figura 6).
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Figura 6 — Linha do tempo hipotética da progressao da DA esporadica e DA familial. Fonte:
Shaw et al, 2007.

A determinagdo da atividade da enzima GSK3B em células
sanguineas também representa um possivel marcador do processo
patogénico desta doenga, ja que as duas isoformas da GSK (A e B) estéo
presentes em plaquetas (Barry et al, 2003) e leucécitos humanos (Hye et al,
2005). Em leucdcitos de pacientes com DA, observa-se um aumento da

propor¢gdo da forma ativa (ndo-fosforilada) em relagcdo a forma inativa
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(fosforilada) da enzima, sugerindo um desvio da regulacdo desta cinase
favorecendo a hiperfosforilagdo da proteina TAU. Como esse achado
também foi registrado em pacientes com CCL, é possivel que esta
desregulacdo seja um evento precoce na patogenia da doenga de
Alzheimer, sendo o achado em leucécitos um possivel correlato periférico
das alteragdes que ocorrem em tecidos cerebrais, e sustentando o potencial
dessa analise laboratorial como um novo biomarcador periférico da doencga
(Hye et al, 2005).

Os produtos da clivagem da APP plaquetaria tém sido considerados
candidatos a biomarcadores para a DA. Além disso, a presenca das mesmas
formas de APP secretadas no cérebro e nas plaquetas, mostram que estas
possuem atividade das 3 enzimas envolvidas no processo de clivagem da
APP: a-, B- e y- secretases, sugerindo que podem processar a APP via dois
mecanismos fisioldgicos: as vias amiloidogénica e nao-amiloidogénica (Evin
et al, 2003). A maior parte de estudos neste modelo demonstram que a
razao entre fragmentos de APP de 120-130kDa e fragmentos de 110kDa
esta diminuida em pacientes com DA (Di Luca et al, 1998; Tang et al, 2006;
Zainaghi, 2006; Zainaghi et al, 2007).

As plaquetas sao fragmentos citoplasmaticos anucleados presentes
no sangue e produzidos a partir de megacariécitos da medula 6ssea e estéao
diretamente envolvidas em diversas patologias importantes, sejam estas
sindromes ou quadros trombdticos graves como trombose arterial. A
membrana plaquetaria € rica em glicoproteinas, que servem como alvos

para as reacdes de adesao, ou como receptores, desencadeando a ativagao
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plaquetaria. Na zona periférica, encontram-se os fosfolipideos de membrana,
importantes para a coagulagao. As plaquetas contém trés tipos de granulos:
granulos densos, a-granulos e lisossomos (componentes celulares). (Castro
et al, 2006). O citoesqueleto plaquetario é responsavel por manter a forma
discoide da plaqueta que, sob ativagao, juntamente com o sistema contratil,
permite a mudancga desta forma exibindo prolongamentos de pseuddpodos,
contracao interna e a liberacdo dos constituintes granulares (Castro et al,
2006; Mohammed e Rosado, 2009). Os principais ativadores plaquetarios
fisiolégicos sdo: trombina, colageno, adrenalina, vasopressina e serotonina.
A membrana das plaquetas contém varios tipos de receptores em sua
superficie, que respondem aos estimulos externos, podendo ser uma
resposta inibitéria ou de ativagao (Holmsen, 1991). As plaquetas podem ser
também ativadas por diversos agonistas que s&o liberados na circulagao
durante algumas condigbes patologicas, como diabetes e hipertensao

(Mohammed e Rosado, 2009).

O uso das plaquetas como um marcador periférico do metabolismo
cerebral é baseado nas similaridades entre plaquetas e neurdnios: plaquetas
estocam e liberam neurotransmissores nos granulos densos, como 5-HT,
ADP e ATP; a liberagdo dos granulos densos é controlada pela
concentragado intracelular de caélcio (a concentragdo de Ca®" controla
diferentes aspectos da funcao plaquetaria como a sua ativacao, alteragao da
forma, secregdo e agregacéao); as plaquetas expressam algumas proteinas
de membrana relacionada com neurbnios como os receptores N-metil D-

aspartato (NMDA); e as plaquetas sdo capazes de modificar a membrana
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plasmatica, gerando processos semelhantes a neuritos (Bush e Tanzi, 1998;
Di Luca et al, 2000; Mohammed e Rosado, 2009). Estudos realizados em
plaquetas de pacientes com DA moderada e grave mostraram
anormalidades citoesqueléticas, fluxo citoplasmatico anormal de calcio,
atividade anormal no transportador de glutamato, atividade diminuida de
fosfolipases e aumento os niveis citoplasmaticos de proteina quinase C.
Além disto, varios laboratérios descrevem alteragdes no metabolismo e na
concentracdo de APP em plaquetas de pacientes com DA (Di Luca et al,
2000; Casoli et al, 2008).

De acordo com estas observagdes, as plaquetas podem ser
consideradas uma célula ideal para se estudar mecanismos metabdlicos,
espelhando num compartimento periférico, a evolugdo de processos
bioquimicos relacionados com a DA, que ocorrem no sistema nervoso
central. Também devem ser mencionadas a facilidade e conveniéncia na
obtencado das plaquetas, que também é caracteristica de um candidato a
marcador bioquimico (Padovani et al, 2001a). A manipulagcado de plaquetas
humanas exige cuidados metodoldgicos especiais, em fungdo do risco de
modificagao desse sistema bioldgico pela ativagao in vitro. Nosso grupo tem
grande conhecimento e experiéncia na experimentagdo com plaquetas, na
pesquisa de correlatos biolégicos dos achados clinicos em pacientes com
transtornos neuropsiquiatricos (Gattaz et al, 2004). Desse modo, justificam-

se as propostas do presente estudo.
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1.5. Avaliacéo clinica dos pacientes:

Segundo o DSM-IV, o critério para o diagnostico da doenga de
Alzheimer requer o comprometimento do desempenho em dois ou mais
dominios cognitivos, um dos quais deve ser a memoria, e incluindo
linguagem, calculo, orientacao, julgamento ou fungdes executivas (Irvine et
al, 2008).

A comprovagao do diagnostico de deméncia depende de avaliagao
objetiva das fungdes cognitivas e um dos testes de avaliagao global mais
empregado é o Mini Exame do Estado Mental (MEEM) de Folstein et al,
(1975). O MEEM permite avaliar a orientagao espacial e temporal, memoria
de fixagao, atengao e calculo, linguagem, praxia e habilidades construtivas.
(Diniz et al, 2007). A limitacdo do MEEM ¢é a influéncia da escolaridade.
Desta forma, dependendo do nivel de escolaridade do paciente, pontos de
cortes especificos devem ser utilizados. A associagao de outros testes ao
MEEM, como testes de memoaria e fluéncia verbal aumentam a sensibilidade
do diagnodstico. A investigacdo complementar da deméncia inclui exames de
sangue, exames de neuroimagem e em algumas situagdes especiais podem
ser realizados exames no LCR e eletroencefalograma (Caramelli e Nitrini,
1997).

O CAMDEX é um questionario estruturado baseado em trés principais
sessodes: (1) entrevista clinica estruturada com o paciente para obtengao de
informacbes sobre seu histérico e situacdo presente, além do histérico

familiar; (2) testes cognitivos que constituem uma mini bateria
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neuropsicolégica; (3) entrevista estruturada com um parente ou outro
informante a fim de obter informagdes independentes sobre o histérico,
situacao presente e histérico familiar do paciente. O CAMDEX é aceitavel
para os pacientes e apresenta alta sensibilidade inter-observador e também
em relagao aos testes cognitivos (Roth et al, 1986). O CAMCOG ¢ a secao B
do CAMDEX (Cambridge Examination for Mental Disorders of the Elderly),
uma entrevista estruturada para o diagnostico de doengas neuropsiquiatricas
relativas ao envelhecimento, principalmente o diagnostico de deméncia em
estagios iniciais. E um teste neuropsicolégico que inclui, além dos 19 itens
do MEEM, questbes que se referem a percepgao e ao pensamento abstrato.
Neste teste sdo avaliadas as seguintes areas da cogni¢ao: orientagao,
linguagem, memoria, atencdo, calculo, praxia, pensamento abstrato e
percepcdo. O CAMCOG consiste em 60 itens com escore maximo de 107
pontos, sendo o ponto de corte sugerido pelos autores 79/80 para
discriminar entre pacientes com deméncia e sujeitos normais (Nunes et al,

2008).
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2. OBJETIVOS

Otimizagcdo da técnica de Western blot para GSK3B (GSK total e
fosfo-GSK) e determinagdo, em plaquetas de pacientes com doenga de
Alzheimer, comprometimento cognitivo leve e idosos normais: (1) a razéo
entre os fragmentos de APP de 110kDa e 130kDa (APPr); (2) a proporgao
entre as formas inativa e ativa da GSK3B (fosfo-GSK : GSK total); (3) a
correlacdo entre estes achados; e (4) correlagdo entre parametros
bioquimicos e parametros cognitivos, sobretudo o desempenho em testes de

memoria.
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3. METODOS

3.1. Casuistica

3.1.1. Caracterizacéo clinica dos pacientes e controles

Todos os sujeitos deste estudo foram recrutados a partir de coorte de
idosos em seguimento regular no Ambulatério de Psicogeriatria do LIM-27
do Instituto de Psiquiatria do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo, como parte de um estudo longitudinal sobre

envelhecimento e memoria.

A avaliagdo do estado mental foi realizada usando-se a versao
brasileira do CAMDEX (The Cambridge Examination for Mental Disorders in
the Elderly, Roth, 1986; Bottino,1999), que produz pontuagdo para o
CAMCOG (Cambridge Cognitive Test), o MEEM (MiniExame do Estado
Mental, Folstein, 1975), a Escala de Deméncia de Blessed (EDB, Blessed,
1968) , o Teste de Informacdo e Memodria — 10 items (Roth, 1953), e para
Escore Isquémico de Hachinski (Hachinski, 1975). Também foram aplicados
o teste do relégio (pontuacdo de Sunderland, Sunderland, 1989) e o
IQCODE (Informant Questionnaire of Cognitive Disorders of the Elderly,
Jorm, 1989) para avaliar a gravidade do comprometimento cognitivo. Para
avaliacdo da sintomatologia depressiva, aplicou-se a Escala de Depressao

de Hamilton - 21 itens (Hamilton, 1960).
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A avaliagao neuropsicologica foi realizada por neuropsicélogos do
ambulatério de Psicogariatria do LIM-27 e incluiu os testes RBMT
(Rivermead Behavioral Memory Test, Wilson, 1985; Oliveira, 1999), FOME
(Fuld Object-Memory Evaluation, Fuld, 1980), SKT (Short Cognitive Test,
Erzigkeit, 1991; Flaks, 2006), Trilhas A e B (Army, 1944), WAIS-R (Wechsler
Adult Intelligence Scale-Revised) — vocabulario e cubos (Wechsler, 1981).

Em todos os individuos selecionados para o estudo foram realizados
exames laboratoriais (funcdo tireoidiana, hemograma completo, exames
bioquimicos no sangue, dosagem de acido folico e vitamina B12, testes de
sifilis e perfil de lipides sanguineos) com a finalidade de afastar possiveis
causas reversiveis de deméncia. Nos casos de pacientes com suspeita de
deméncia realizaram-se estudos de neuroimagem  (tomografia
computadorizada ou ressonancia magnética do cranio).

Foram excluidos do estudo pacientes com idade inferior a 60 anos
(com excecao de pacientes portadores de DA de inicio precoce),
analfabetos, portadores de deficiéncias visuais ou auditivas ou condigdes de
saude gravemente alteradas que inviabilizassem a execugado de testes
neuropsicolégicos e exames subsidiarios. Também foram excluidos
pacientes com deméncia avangada, doenga psiquiatrica grave concomitante
e evidéncias clinicas de forte componente vascular na etiologia dos déficits

cognitivos.

Todos os individuos envolvidos no estudo foram informados sobre o
objetivo da pesquisa e foram incluidos apds assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido, ja aprovado pelo Comité de Etica do
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Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP (n° do protocolo:

1204/05).

O diagndstico clinico de consenso foi realizado por uma equipe
multidisciplinar, incluindo médicos (psiquiatras, neurologista e geriatra),
neuropsicologas, fonoaudidloga, fisioterapeuta e terapeuta ocupacional.
Nesses encontros foram discutidos os dados clinicos, psicométricos,
laboratoriais e de neuroimagem, através dos quais foram estabelecidos os
diagnodsticos de consenso. Os pacientes foram divididos em trés grupos de
acordo com o diagnéstico: (1) idosos cognitivamente saudaveis (controles);
(2) portadores de comprometimento cognitivo leve; e de (3) doengca de

Alzheimer.

3.1.2. Célculo amostral

O calculo do tamanho da amostra considerou um desvio-padrao de
0,21 para APPr, conforme avaliado no estudo de Zainaghi et al, (2007). Foi
considerado um valor alfa=0,05 (intervalo de confianga de 95%), para
detectar uma diferenca média de 0,15 entre os grupos, sendo estimada uma
amostra minima de 18 individuos em cada grupo. Como nao existem
estudos de GSK3B em plaquetas, utilizaremos a amostra minima definida
para determinacdo de APP também para determinacdo de GSK3B. Sendo
assim, foi proposto o recrutamento de 25 individuos com DA leve ou
moderada, 25 individuos com CCL e 25 individuos idosos para o grupo

controle.
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3.1.3. Recrutamento de pacientes

Foram colhidas amostras de sangue de 65 sujeitos em seguimento no
Ambulatoério de Psicogeriatria do LIM-27, sendo 22 pacientes com DA, 21
com CCL e 22 controles.

A idade média dos individuos envolvidos no estudo foi
estatisticamente diferente entre os grupos. Quanto ao sexo, todos os grupos
também apresentaram diferengas estatisticas. A escolaridade foi avaliada
quanto aos anos de estudo e os grupos DA e CCL apresentaram médias
proximas diferente do grupo controle que apresentou aproximadamente 14

anos de escolaridade (tabela 1).

Tabela 1: Descricdo da amostra e distribuicdo dos individuos envolvidos no estudo.

Controle(n=22) CCL(n=21) DA (nh=22) p-valores

Idade (média + DP)? 71,3+4,6 70,2 +6,1 772+6,5 0,001
Sexo (n)° 16 F,6 M 19F,2M 12F,10 M 0,05
Escolaridade (média dos 145149 79145 73154 0,000

anos de estudo + DP)°

CCL, comprometimento cognitivo leve; DA, doencga de Alzheimer; F, feminino; M, masculino;
*One-way ANOVA, teste Bonferroni post-hoc, valores significativos: (a) Controle x DA, p =
0,006; CCL x DA, p = 0,001; (b) CCL x DA, p = 0,019; (c) Controle x CCL, p < 0,001;
Controle x DA, p < 0,001.

Foram analisados os prontuarios dos pacientes participantes do
estudo para consulta dos medicamentos em uso na ocasiao da coleta de

sangue. O objetivo deste procedimento foi classificar os medicamentos com
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potencial efeito modificador da atividade da GSK3B. Essas informagdes sao
apresentadas na tabela 2, abaixo, sendo que a categoria ‘diversos’ envolve
medicamentos com menor potencial de interferéncia na atividade enzimatica,
ou cuja ocorréncia foi esporadica (inclui anti-hipertensivos, antilipemiantes,
reposicao tireoideana e do metabolismo 6sseo, antiulcerosos, indutores de

sono, anti-parkinsonianos e fitoterapicos).

Tabela 2: Medicamentos em uso por pacientes dos trés grupos diagnésticos em estudo.

Medicamentos/Diagnéstico DA CCL Controle
Antidepressivos 11 2 2
Hipoglicemiantes 1 - 1
Inibidores de Colinesterase 17 - -
Antipsicéticos 5 - -
Antiepiléticos 1 - -
Diversos 11 10 18

3.2. Procedimentos laboratoriais
As analises laboratoriais deste projeto de pesquisa foram realizadas
no Laboratorio de Neurociéncias (LIM-27) do Departamento e Instituto de

Psiquiatria da Faculdade de Medicina da USP.
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3.2.1. Obtencéo e preparo das plaquetas:

Nos procedimentos de coleta de sangue e preparo das plaquetas,
foram tomados cuidados especiais para prevenir a agregacao e a ativagao
das mesmas (tais como a coleta e 0 manuseio das amostras em tubos
plasticos, uso do scalp 21 e minima permanéncia do torniquete no momento
da puncao). As amostras foram processadas no maximo 30 minutos apés as
coletas e foram mantidas a temperatura ambiente, durante o procedimento.

Foram utilizados dois diferentes protocolos para o preparo das

amostras, descritos abaixo:

Preparo 1 - Foram coletados de cada sujeito 15 mL de sangue em tubos a
vacuo tipo monovet contendo anticoagulante citrato de sédio. Adicionou-se
200 pyL de EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) 0,09 M para cada 10
mL de sangue. Os tubos foram homogeneizados delicadamente por inversao
e centrifugados por 10 minutos a 1300 rpm a 20°C. O sobrenadante PRP
(plasma rico em plaquetas) foi entdo transferido para tubo com capacidade
de 15 mL (tipo cbnico) e centrifugado por 15 minutos a 2400 rpm a 20°C,
recuperando-se o pellet de plaquetas, que em seguida foi lavado com 5 mL
de Tris 10 mM, pH = 7,4 e, novamente centrifugado a 2400 rpm por 5 min. O
novo pellet foi entdo ressuspendido com uma solugdo contendo: 800 uL de
tampao de lise, 8 pL de inibidor de protease e 8 pyL de PMSF
(fenilmetilsulfonilflior). Em seguida, a amostra foi congelada por 30 minutos

a -70°C para otimizacao do processo de lise. Depois deste tempo, a amostra
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foi descongela por 30 minutos, a temperatura ambiente e foi aliquotada em
criotubos, cada um com 400 uL de amostra e foram armazenadas a -70°C

até o momento do uso.

Preparo 2 - Foram coletados 20 mL de sangue em tubos a vacuo do tipo
monovet contendo anticoagulante citrato de sdédio. Em cada tubo foi
adicionado 1 mL de ACD-NH. Homogeneizou-se delicadamente por inversao
e centrifugou-se durante 15 minutos a 1600 rpm a 20°C. O sobrenadante
PRP foi transferido para tubo com capacidade de 50 mL (tipo cénico) e o pH
ajustado para 6,5 com ACD-NH. Transferiu-se o PRP para 2 tubos de
poliestireno. Centrifugou-se durante 10 minutos a 2400 rpm a 20°C. O
sobrenadante foi removido cuidadosamente por inversdo. Adicionou-se 2,5
mL de solugdo de lavagem e deixou-se descansar 10 minutos. As plaquetas
foram cuidadosamente homogeneizadas com pipeta e adicionou-se mais 2,5
mL de solugdo de lavagem. Centrifugou-se por 8 minutos a 2400 rpm.
Removeu-se cuidadosamente o sobrenadante e cada pellet foi ressuspenso
delicadamente com 500 uL de tris-sacarose. As plaquetas foram

armazenadas em criotubos e mantidas em freezer —70°C.

3.2.2. Determinacédo da quantidade de proteinas nas amostras

Apos os preparos da amostra conforme citado anteriormente, uma
aliqguota de 50 uL foi destinada a determinagdo de proteinas totais. As

proteinas foram quantificadas utilizando o kit Bio-Rad DC Protein assay (Bio-
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Rad Hercules) que € um ensaio colorimétrico para a determinacdo de
proteinas, baseado no método de Lowry (Lowry et al, 1951). O ensaio
consiste na reagao de proteinas com uma solugéo 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: 1) a reagao entre proteinas e o cobre
em um meio alcalino, e 2) a subsequente ligagdo do reagente de Folin as
proteinas tratadas com cobre. 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 (Lowry et al, 1951).

A determinacdo da concentragcdo de proteinas totais foi obtida por
meio de uma curva padrao de proteinas, empregando-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 pocos, onde pipetou-se
25 uL do Reagente A, 5 pyL do padrao de proteinas de BSA nas seis
diferentes concentragdes ou 5 uL das amostras ou branco (Tris-sacarose) e
200 pL do Reagente B. Apéds incubagao de 15 min em temperatura ambiente
em um agitador de placas (Wallac-PerkinElmer), as absorbéncias 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.
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3.2.3. Western blot

Apo6s a determinagdo da concentracdo das proteinas, as mesmas
foram diluidas com tampao de amostra a fim de atingir as concentracbes

ideais para o Western Blot.

As amostras foram diluidas em tampao de amostra (Laemmli buffer)
para atingir concentragdes de proteina entre 0,65 mg/mL a 1,0 mg/mL. Antes
da aplicagdo das amostras no gel, as aliquotas foram fervidas por 5 minutos
em banho seco (DRI-BLOCK DB-3, Techne), desnaturando as proteinas,
desenovelando-as completamente, a fim de facilitar a separagdao das
mesmas durante a corrida eletroforética. Foram aplicados, em média, 25 uL
dessas amostras em cada canaleta do gel de poliacrilamida 10%,
correspondendo a 25 pg de proteinas totais. Foram selecionados
marcadores de peso molecular, condizentes as faixas das proteinas
estudadas, entretanto por ndo serem quimioluminicentes, nao eram
vizualizados nas fotografias, somente na tela do computador por meio de
marcacdes manuais baseadas nos pesos moleculares em questdo (130/110
kDa para APP e 47 e 51 kDa para GSK3B).

A corrida eletroforética das proteinas APP, GSK3B e fosfo-GSK3B foi
realizada em tamp&o de corrida por 90 minutos a 150 V. Durante o tempo da
eletroforese, as membranas de nitrocelulose, as folhas de papel-filtro e as
“‘esponjas” (fiber pads — Bio-Rad) que foram utilizadas na transferéncia
permaneceram imersas no tampao de transferéncia para a otimizacdo do

método. Terminada a eletroforese, gel foi colocado em contato com a
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membrana de nitrocelulose a ser analisada, e o conjunto foi acondicionado
entre os papéis-filtro, e estes, entre as esponjas do sistema de transferéncia
que ocorreu por 90 minutos a 250mA. Tanto para a realizagado da corrida de
eletroforese como também da transferéncia das proteinas, foi utilizado o
sistema de mini-géis verticais Mini-Protean Il (Bio-Rad).

Ao término da transferéncia, as membranas foram submetidas a
técnica de immunoblotting: técnica responsavel pela detecgao das proteinas
na membrana de nitrocelulose a partir da utilizacdo de anticorpos
especificos. A fim de se evitar interacdes inespecificas do anticorpo primario,
as membranas de nitrocelulose foram bloqueadas com leite desnatado a 5%
em TBS-Tween 0,2%, sob condi¢gbes variaveis de acordo com o substrato
em questdo. As membranas foram lavadas com TBS-Tween 0,2% por 4
vezes durante 5 minutos entre cada uma das incubacgdes realizadas.

Nas etapas seguintes da técnica de immunoblotting, as membranas
de nitrocelulose foram incubadas com anticorpo primario e secundario em
condi¢cbes correspondentes a proteina analisada. No caso do anticorpo
secundario ndo ser conjugado a peroxidase, uma terceira incubagao da
membrana era realizada com um composto conjugado de horseradish-
peroxidase, para que a detecgado do complexo antigeno-anticorpo fosse feita
mediante reacdo de quimioluminescéncia amplificada (ECL). As lavagens
foram realizadas em agitador do tipo Roto Mix - 50800 da
Barnstead/Thermolyne. Para o bloqueio e as incubagdes com os anticorpos
foi utilizado o agitador Platform Vari Mix, também da Barnstead/Thermolyne.

A revelacdo ocorreu dentro do equipamento de imagem Chemiimager™
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4000 da Alpha Innotech, Multiimage Light Cabinet. Sobre a membrana foi
adicionado o reagente ECL (GE, UK) que, apés reagir por 15 minutos com a
peroxidase, emitiu luz e foi captada pelo equipamento de imagem. Através
de software especifico (Chemiimager v5.5), a imagem foi salva no

computador.

A revelagao dentro deste gabinete so foi possivel por que este modelo
tem a capacidade de captar quimioluminescéncia. Este modo de revelagao
apresenta como vantagem a inexisténcia de background que ocorre nas
revelagdes tradicionais, além da facilidade e rapidez na execugao. O valor
da densitometria foi obtido com a selecdo das bandas, realizada por
ferramentas do software, onde foi possivel delimitar um retangulo ao redor

das bandas, com a mesma area.

Foi preparado um pool de amostras de plaquetas, de individuos
sadios que foram aliquotadas e armazenadas a — 70°C, a fim de serem
utilizadas como um padrao no experimento. Em cada gel foi aplicada esta
amostra padrao. Esta amostra foi chamada de padrao interno (Pi), sendo
utilizada para corrigir variagcbes analiticas entre os dias de analise. Por
exemplo, se a densitometria das bandas do padrao estiver aumentada ou
diminuida comparando-se entre os dias, € possivel saber que nao foi devido
a maior ou menor quantidade de proteina e sim por alguma variagao

analitica.

O protocolo de Western Blot para a APP foi previamente padronizado
pelo nosso grupo (Zainaghi, et al, 2007), sendo feita, portanto, apenas a

replicacdo desta metodologia (tabela 3).
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Tabela 3: Condi¢des especificas para incubagdo de immunoblotting para a proteina
precursora do amiléide (APP) em plaquetas humanas, segundo Zainaghi et.al, 2007.

APP Anticorpo Diluicéo Temperatura Tempo
Bloqueio Leite temperatura 1 hora sob
desnatado a ambiente agitagao
5% em TBS- suave

Tween 0,2%

12 reacgdo 22C11 1:1500 em temperatura 2 horas sob
(CHEMICON TBS ambiente agitacao
International) suave
22 reacdo Anti-mouse 1gG 1:10000 em temperatura 1 hora sob
conjugado a TBS ambiente agitagao
peroxidase suave
(Sigma)
ECL 15 minutos

3.2.4. Lista de reagentes e solucdes

1) EDTA 0,09 M em solucéo fisioldgica;
2) Tris 10mM;

3) Tampao de Lise: Tris-HCI 10 mM, pH=7,4, EGTA 1mM. Adicionar no
momento do uso, para cada 800 pL de tampao: 8 yL de PMSF 100 mM e 8
ML do coquetel de inibidor de protease (AEBSF, aprotinina, bestatina, E64,

leupeptina, da AMRESCO);

4) ACD-NH: Glicose 124 mM, citrato de sddio dihidratado 84 mM, acido

citrico 41 mM;
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5) Solugao de Lavagem: Citrato de sédio 0,1 M, KCI 0,155 M, MgCl, 0,1 M,
glicose 0,33 M, CaCl, 0,1 M, albumina 200mg/mL, NaCl 0,9% e apyrase

2U/mL;
6) Tris — sacarose: Tris-HCL 50 mM pH = 7,4, sacarose 233 mM,;

7) Tampéo de amostra (Laemmli Buffer): Tris 0,8 M, Mercaptoetanol 12%,

glicerol 10%, SDS 8%, azul de bromofenol 0,2%;

8) Gel de poliacrilamida a 10%: 59 mL de agua, 5 mL de
Acrilamida:bisacrilamida (30:0,8), 3,8 mL de Tris 1 M pH=8,8, 150 uL de
SDS 10%, 150 pL de persulfato de aménio e 15 yL de TEMED (N, N, N’, N’-
tetrametiletilenodiamina); Gel de acomodacéo a 3%: 3,9 mL de agua, 600 uL
de Acrilamida:bisacrilamida (30:0,8), 1,5 mL de Tris 1 M pH=6,8, 60 uL de

SDS 10%, 60 L de persulfato de amoénio e 10 yL de TEMED;
9) Tampao de corrida: Tris 25 mM, glicina 160 mM, SDS 10% (m/v);

10) Tampao de transferéncia: Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%

(mhv);
11) TBS 10X: Tris 250 mM, NaCl 1,4 M, KCI 50 mM;
12) TBS 1X;

13) TBS - Tween: Tris 25 mM, NaCl 140 mM, KCI 5 mM, Tween 0,2%.



39

3.3. Anélise estatistica

As médias das medidas bioquimicas da APP, GSK3B total e GSK3B
fosforilada em cada um dos trés grupos de interesse foram comparadas por
meio de andlise de varidancia (ANOVA), corrigindo-se pelo método de
Bonferroni quando atendidos os pressupostos de normalidade e
homocedasticidade. Nos casos em que a analise indicou diferengas
significantes entre as médias (com p <0,05), comparagdes entre dois grupos
foram feitas com teste t para amostras independentes. Foi verificada a
correlagcdo de Pearson entre as razdes de GSK e APP e entre estas e os
parametros cognitivos (CAMCOG e MEEM). A analise estatistica foi
realizada com o auxilio do programa Statistical Package for Social Sciences

(SPSS) versao 11.0 para Windows.
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4. RESULTADOS

4.1. Otimizagdo do protocolo de Western Blot

Os protocolos para GSK3B total e GSK3B fosforilada foram
desenvolvidos a partir do protocolo de APP e do estudo de Zainaghi et al,
1996. Foram realizados testes de concentracdo do gel, das condigbes de
corrida eletroforética e transferéncia e das condi¢gdes de immunoblotting
utilizando plaquetas de voluntarios sadios. Por ser uma técnica semi-
quantitativa, foi considerado um coeficiente de variagcdo de 20% entre as
replicatas, estabelecendo-se que as amostras que apresentassem

coeficiente de variacdo superior ou igual ao estabelecido seriam refeitas.

A concentragdo do gel de poliacrilamida de 10% mostrou-se mais
eficiente para as trés proteinas de interesse neste estudo, tendo sido
adotada esta alteracdo no protocolo anterior a fim de otimizar o tempo e a

execucao deste trabalho.

Com a concentragdo do gel definida em 10%, foram testadas
diferentes condigcbes de tempo e voltagem/amperagem para as etapas
seguintes do experimento. A corrida eletroforética foi realizada por 120
minutos, a 120V e, em um segundo teste, por 90 minutos, a 150V; a

transferéncia foi submetida por 90 min, a 200mA e 90 minutos, a 250mA.
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Para a corrida, optou-se pela utilizacdo da condicdo de 90 minutos a 150V,

na transferéncia, optou-se pelo tempo de 90 minutos a 250mA.

4.2. Immunoblotting - APP:

De acordo com o protocolo estabelecido, a razao da APP foi obtida
dividindo-se os resultados da densitometria das bandas de 130 kDa pelos
resultados da densitometria das bandas de 110 kDa (figura 7). Abaixo
mostramos o perfil das bandas encontradas para 3 diferentes sujeitos e para

o Pi.

130kDa —
110kDa —

Pi Pi am1l am1 am2 am2 am3 am3

Figura 7 - Blot para a APP. 130 e 110 kDa s&do os pesos moleculares
aparente das bandas.

Foram analisadas amostras de 65 pacientes e nao foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes entre as médias das densitometrias
obtidas para os sujeitos dos trés grupos, conforme mostra a figura 8: DA

0,98 (+ 0,27); CCL 1,03 (+ 0,24) e controles 1,04 (+ 0,45) (p=0,84, ANOVA).
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Determinac¢ao da APPr em individuos com DA,
CCL e controles sadios

1,6 -
1,4 -

1,2

0,8 -

Densitometria

0,6 -

0,4 -

0,2 -

DA CCL Controle

Diagndstico

Figura 8 - Médias da razdo da APP 130/110 kDa entre os grupos.

4.3. Preparo de amostra 1:

4.3.1. Immunoblotting - GSK3B total

Como parte da padronizagao das condigdes de immunoblotting de
GSK3B total, foram testados diferentes tempos de incubacéo para bloqueio
da membrana: 1 hora, temperatura ambiente (T.A.), 2 horas, T.A, 3 horas,
T.A. e overnight, 4°C. Para a definigdo das diluigdes dos anticorpos
utilizados, em tampao TBS 1X ou tampao TBS-Tween 0,2%, foi considerado
como ponto de partida dos testes, a diluicdo minima recomendada pelo
fabricante: anticorpo primario: 1:500 (Monoclonal Anti-Glycogen Synthase
Kinase-3B, clone GSK-4B, Mouse ascites fluid, Sigma); anticorpo

secundario: 1:400 (Anti-Mouse Ig, biotinylated species-specific whole
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antibody, from sheep, GE) e Conjugado: 1:1000 — 1:5000 (ECL streptavidin

horseradish peroxidase conjugate, GE). A partir destes testes, as condigbes

adotadas para o protocolo de GSK3B estédo descritas na tabela 4.

Tabela 4: Condigdes especificas para incubagao de immunoblotting para a GSK3B, porgao

total, total em plaquetas humanas.

GSK3B Anticorpo Diluigéo Temperatura Tempo
Bloqueio Leite desnatado 4°C Overnight
a 5% em TBS-
Tween 0,2%
12 reacdo Monoclonal anti- 1:3000 em TBS- Temperatura 1 hora sob
GSK-38, Clone Tween 0,2% ambiente agitacdo suave
GSK-4B, mouse
(Sigma)
22 reacao Anti-mouse Ig 1:400 em TBS- Temperatura 1 hora sob
biotinilado (GE) Tween 0,2% ambiente agitacdo suave
32reacdo Composto 1:3000 em TBS- Temperatura 1 hora sob
conjugado de Tween 0,2% ambiente agitacdo suave
horseradish-
peroxidase (GE)
ECL 15 minutos

De acordo com o protocolo definido para GSK3B total, a figura 9

mostra o perfil de banda encontrada para os diferentes pacientes e para o

Pi.

47kDa —

am4 am4 am5 am5 am6 am6 Pi Pi

Pi
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Figura 9 - Blot para a enzima GSK3B, por¢céo total, de acordo com o
preparo de amostra 1.

A média de GSK3B do grupo controle foi 1,38 (£ 0,49) e para o grupo
DA foi 1,42 (x 0,65). Ja o grupo CCL apresentou a menor média para a
GSK3B de 1,34 (£ 0,74) entre os grupos. Essas diferengas nao se
mostraram estatisticamente significantes (p= 0,931). A figura 11 mostra a
representacado grafica dos resultados médios das bandas de GSK3B total

representadas em azul.

4.3.2. Immunoblotting - GSK3B fosforilada:

Assim como na padronizacdo da GSK3B total, foram testados 3
diferentes tempos de bloqueio para a GSK3B fosforilada: 1 hora, T.A, 2
horas, T.A, 3 horas, T.A. Para os anticorpos correspondentes a porgao
fosforilada da GSK3B também foram realizados testes com diferentes
tampdes e com base nas informacdes cedidas pelo fabricante: anticorpo
primario: 1:100 — 1:1000 (p-GSK-3B (ser 9), Santa Cruz Biotechnology);
anticorpo secundario: 1:400 (Anti-sheep/goat Ig Biotinylated whole antibody
from donkey), GE); Conjugado: 1:1000 - 1:5000 (ECL streptavidin

horseradish peroxidase conjugate, GE) (tabela 5).
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Tabela 5: Condi¢des especificas para incubagdo de immunoblotting para a GSK3B, por¢ao
fosforilada, em plaquetas humanas.

Fosfo- Anticorpo Diluigéo Temperatura Tempo
GSK3B
Bloqueio Leite desnatado Temperatura 1 hora sob
a 5% em TBS- ambiente agitagdo suave
Tween 0,2%
12 reacgédo Fosfo-GSK-3p 1:5000 em TBS- 4°C Overnight
(policlonal de Tween 0,2% -
cabra) epitopo leite desnatado a
Ser9 (Cell 5%
Signalling)
22 reacdo Anti-cabra Ig 1:400 em TBS- Temperatura 1 hora sob
biotinilado (GE) Tween 0,2% - ambiente agitacéo suave
leite desnatado a
5%

32 reacao Composto 1:3000 em TBS- Temperatura 1 hora sob
conjugado de Tween 0,2% ambiente agitagéo suave
horseradish-

peroxidase (GE)
ECL 15 minutos

Baseado no protocolo definido para GSK3B fosforilada, a figura 10
mostra o perfil de banda encontrada para os diferentes pacientes e para o
Pi.
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47kDa —
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10 10 11 11 12 12

Figura 10 - Blot para porcao fosforilada da enzima GSK3B, de acordo
com o preparo de amostra 1.

Para a GSK3B fosforilada, o grupo controle apresentou o maior valor
médio entre os grupos 1,21 (+ 0,31), seguido do grupo CCL 1,07 (£ 0,24) e
DA 1,03 (x 0,26), porém estes dados nao foram estatisticamente
significantes (p= 0, 081). A figura 11 apresenta, em roxo, a representagao

grafica dos resultados médios das bandas de GSK3B fosforilada.
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1,5 A

Densitometria
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Determinac¢ao da densitometria de tGSK3B e
pGSK3 em individuos com DA, CCL e controles
sadios
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Diagndstico

W tGSK3
W pGSK3

Figura 11 — Determinacao da densitometria de GSK3B total e fosforilada em

cada um dos grupos estudados, seguido do preparo de amostra 1.
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A razdo das duas formas de GSK3B (fosforilada/total) nao

apresentou diferenca estatistica entre os grupos (p=0,479), onde o grupo

CCL apresentou maior média quando comparado aos outros grupos, como

mostra a figura 12.
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Determinacao da razao de GSK3B em
individuos com DA, CCL e controles
sadios
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Figura 12 — Determinagéo da rGSK3B (PGSK/TGSK) em cada um
dos grupos estudados, seguido do preparo de amostra 1.

4.4. Preparo de amostra 2:

4.4.1 Immunoblotting - GSK3B total:

Foram analisadas amostras de 58 pacientes (dentre os mesmos ja
analisados pelo preparo 1, descritos na tabela 6): 21 pacientes com a DA, 18
com CCL e 19 controles sadios.

Baseado no mesmo protocolo de Western Blot, a figura 13 mostra as
bandas correspondentes a porcao total da GSK3B depois da utilizagdo do

preparo 2.
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47kDa —

Pi Pi Pi Am1 Am1 Am2 Am2

Figura 13 - Blot para a enzima GSK3B, porcao total, utilizando o
preparo de amostra 2.

Com o preparo 2, as médias de GSK3B total (controle= 0,79%0,30;
CCL= 1,10+0,42; DA= 0,94+0,39), apresentaram médias estatisticamente

diferentes entre os grupos (p= 0,052) (figura 15).

4.4.2. Immunoblotting - GSK3B fosforilada:

A figura 14 mostra as bandas correspondentes a porc¢ao fosforilada da

GSKa3B resultantes da utilizagao do preparo de amostra 2.

47kDa —

Am3 Am3 Am4 Am4 Am5 Am5 Pi Pi Pi

Figura 14 — Blot para a porgao fosforilada de GSk3B de acordo com o
preparo de amostra 2.

As médias de GSK3B fosforilada (controle= 1,2510,54; CCL=
1,13+0,26; DA= 1,00 £ 0,39) ndo apresentaram médias estatisticamente

diferentes, p= 0, 186 (ANOVA) (figura 15).
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Determinacado da densitometria de tGSK3B e
pGSK3B em individuos com DA, CCL e controles
sadios
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Figura 15 — Densitometria de GSK3B total e fosforilada em cada um dos
grupos estudados, segundo o preparo de amostra 2.

A razédo entre as duas formas da enzima GSK3B (fosforilada/total)
apresentou diferenga estatisticamente significante entre os grupos (controle=
1,65+0,54; CCL= 1,0940,44; DA= 1,191 0,59), p= 0,006 (ANOVA). A figura
16 mostra a representagcdo grafica dos resultados da razédo entre as duas

isoformas da enzima.
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Determinacao da razao da GSK3B em
individuos com DA, CCL e controles sadios
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Figura 16 — Determinagdo da rGSK3B em cada um dos grupos
estudados, segundo o preparo de amostra 2 (*p = 0,006).

4.5. Correlagao entre APPr e rGSK3B

4.5.1. Preparo de amostra 1:

Foram realizadas correlagbes entre a razao dos fragmentos da APP e
da razdo da GSK3B (porcao fosforilada/ porgcéo total), nas plaquetas,
inferindo a atividade da enzima in vivo, segundo os dois preparos de
amostra utilizados. A figura 17 (A) mostra a correlacdo de Pearson entre
essas razdes; e (B) compara as médias de ambas as razbes nos grupos

estudados.
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Figura 17 — (A) Grafico mostrando correlacdo da APP com a razdo da GSK3B em
plaquetas, de acordo com o preparo de amostra 1, e diagndsticos (r=0,21, p= 0,09). (B)
Comparagéo entre APPr e rGSK baseado nos diferentes diagndsticos.

4.5.2. Preparo de amostra 2:

A figura 18 mostra o perfil das duas proteinas (APPr e rGSK), nos trés

grupos em estudos, analisadas pelo preparo de amostra 2. A correlagao

dessas duas razoes, utilizando o preparo 2, apresentou r= 0,61, p= 0,65.
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Figura 18 — (A) Correlacado da APPr e rGSK segundo os diferentes diagndsticos, segundo o
preparo de amostra 2. (B) Comparagao entre APPr e rGSK.

4.6. Correlagcbes da APPr e rGSK3B com parametros cognitivos

Foram realizadas correlagcdes com os resultados de APP e de GSK3B
com parametros cognitivos, como os escores do MEEM (Mini exame do
estado mental), escores de memadria do CAMCOG e CAMCOG Total.

Esta avaliagdo ndo mostrou correlagdo significante da rAPP com o
MEEM (r= 0,15, p= 0, 308), com os escores de memoria do CAMCOG (r=

0,10, p= 0,492) e com os escores totais do CAMCOG (r= 0,13, p= 0,375).
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A razdao da GSK3B (pGSK3B/AGSK3B) mostrou uma correlagao
significantemente positiva com o escore de memadria do CAMCOG (r= 0,32,
p=0,034). Entretanto, ndo foram encontradas diferencas estatisticas
significativas entre GSK3B total, GSK3B fosforilada e entre a razao
(pGSK3B/AGSK3B) com os valores globais do desempenho cognitivo destes

individuos (escores totais do CAMCOG e MEEM).
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Figura 19 — Grafico mostrando a correlagcdo entre o subescore memdria
(CAMCOG) e a rGSK3B.(r= 0,32; p= 0,034).
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5. DISCUSSAO

O diagnéstico da doenca de Alzheimer ainda € um grande desafio em
muitos aspectos. A busca de marcadores biolégicos ideais (tanto em fluidos
periféricos como o liquido cefalorraquidiano e sangue, como também por
métodos de neuroimagem funcional) permanece sendo alvo de estudos
(Racchi et al, 2008).

O biomarcador ideal deve ser capaz de detectar, mesmo que
indiretamente, precocemente as alteragdes fisioldégicas provocadas pela
doencga, ser capaz de estabelecer diferengas entre a DA e outras formas de
deméncia, ser preciso, barato e principalmente conveniente e nao invasivo
ao paciente (Borroni et al, 2006).

O LCR esta em contato direto com o espago extracelular cerebral,
refletindo, portanto, as alteragdes bioquimicas presentes no cérebro
(Blennow, 2004). Entretanto, a necessidade de novas pungdes lombares
torna a metodologia inconveniente aos pacientes, e também invasiva
comparando-se a outras matrizes que poderiam ser utilizadas.

A utilizagao de plaquetas para tal objetivo € justificada pela sua facil
obtencdo a partir de amostras de sangue periférico. Entretanto, cuidados
com manuseio, coleta e processamento das amostras sédo indispensaveis
para evitar a ativacdo plaquetaria, visto que esta ativacdo pode alterar a

cascata natural do seu metabolismo.
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Sendo assim, este trabalho teve o objetivo de avaliar, em plaquetas,
certas caracteristicas bioquimicas supostamente relacionadas com a doenca
de Alzheimer. Entre as caracteristicas estudadas, a razao dos fragmentos da
APP em plaquetas € um candidato a biomarcador biolégico, como citado por
(Rosenberg et al, 1997; Di Luca et al, 1998). Ja a determinacdo de GSK3B,
total e fosforilada, descritas em leucdcitos humanos, podem apontar
alteragbes presentes em pacientes com DA e ser um novo marcador
bioldgico (Lovestone et al, 2007).

Estas proteinas foram avaliadas por meio da técnica de Western Blot,
amplamente utilizada e descrita para analise de proteinas. Temperatura
ambiente, tempo de incubacéao, diluicdes dos anticorpos e tempos de reagao
(eletroforese e transferéncia) foram variaveis testadas durante a
padronizagdo. Em virtude do aumento da concentracdo do gel a ser
utilizado, aumentou-se a voltagem da eletroforese e em conseqiéncia,
diminuiu-se o tempo de experimento. Com esta mudanca do protocolo, a
amperagem da transferéncia também foi aumentada a fim de que todas as
proteinas fossem transferidas por completo, ja que elas tém tamanhos
diferentes. Com relagdo a concentracao de proteinas aplicadas em cada gel
de poliacrilamida, esta foi mantida de acordo com o protocolo de APP,
desenvolvido pelo nosso grupo (Zainaghi et al, 2007).

Diversos grupos tém descrito diferengas na rAPP entre pacientes com
DA e individuos controles (Rosenberg et al,1997; Di Luca et al, 1998; Borroni
et al, 2002; Padovani et al, 2002; Zainaghi et al, 2007). Esses achados nao

puderam ser confirmados neste grupo, ora estudado, ja que ndo foram
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encontradas diferengas estatisticamente significantes (p= 0,87; figura 8).
Aproximadamente 77% dos pacientes com DA estdo em uso de inibidores
de colinesterase justificando assim este resultado: a fisiologia natural da
doenca ja pode ter sofrido alteracbes ndo mostrando as reais alteragdes nas
cascatas fisioldgicas destes pacientes. E dificil que pacientes diagnosticados
como DA, independente do nivel de comprometimento da doenga, nao
estejam em uso de inibidores de colinesterase desde o inicio do tratamento,
justificando a grande proporgao de pacientes em uso desta medicagao.

O preparo das amostras foi baseado no protocolo de APP ja definido
pelo nosso grupo e foi a partir deste que foram desenvolvidos os protocolos
para ambas as porgdes da GSK3B, total e fosforilada. A APP, sendo uma
proteina transmembrana, esta localizada na membrana plaquetaria e a lise
desta membrana durante o preparo das plaquetas nao altera a sua fisiologia
natural (Annaert e Strooper, 2002).

Por outro lado, a GSK3B é uma enzima bastante importante no
organismo e esta envolvida com a sintese de glicogénio e, portanto, com o
metabolismo energético além de outras diversas cascatas fisioldgicas (Gould
e Maniji, 2005; Forde e Dale, 2007). Sendo assim, esta enzima pode ter suas
condicbes naturais alteradas facilmente ao sofrer influéncia de outros
fatores. A lise das plaquetas durante o preparo da amostra pode ser um
destes fatores. Manipulacdes que levem a ativagao plaquetaria, promovem a
liberacdo de seus componentes e enzimas no meio extracelular. Além disso,
tendo em vista o fato de um dos mecanismos de regulagdo da enzima ser a

sua propria fosforilagdo, a auséncia de reagentes que regulassem este
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mecanismo, seria suficiente para alterar a atividade da enzima, uma vez que
ela na sua forma fosforilada, esta inativa (Klein e Melton, 1996; Doble e
Woodgett, 2003).

Baseado nestes argumentos, somente as por¢cées da GSK3B foram
re-analisadas de acordo com o segundo protocolo, previamente descrito em
materiais e método, ja que este supria as caréncias metodologicas do
manuseio das enzimas. A escolha deste novo preparo foi baseada na
utiizacdo de reagentes fundamentais para a conservagao das suas
condigdes fisioldgicas in vivo e otimizacdo dos resultados, como inibidores
de protease e fosfatases e reagentes que mantenham a integridade
plaquetaria.

As médias de GSK3B total das amostras preparadas de acordo com o
preparo 1, mostraram que o0s sujeitos controles apresentaram a menor
média referente a essa proteina, ao contrario dos pacientes com DA, que
apresentaram a maior media.

A porcgao total da GSK3B apresentou, nos trés grupos, médias com
valores aproximados. Baseado nisso, podemos dizer que a expressao desta
proteina € semelhante, independente do grupo diagndstico no qual o
paciente é classificado onde, o que difere entre os mesmos é o estado de
fosforilagdo da proteina que, por consequéncia, altera sua atividade, como
mostrado na figura 11 (Petersen et al, 2004; Gainotti et al, 2008; Nordlund et
al, 2008). Esta figura ainda mostra as médias correspondentes a porgao
fosforilada da GSK3B nos trés grupos, também de acordo com o preparo de

amostra 1, mostrando que os individuos do grupo controle apresentam maior



59

média de GSK3B fosforilada, confirmando a hipotese de que inativagao da
enzima pode ter um efeito neuroprotetor. De acordo com estudos realizados
com litio, sabidamente um inibidor da GSK3B, descrevem uma melhora na
cognigao, de pacientes idosos portadores de transtorno bipolar (aonde o litio
€ amplamente utilizado), apresentam menor incidéncia de DA (Nunes et al,
2007). Dentro desta amostragem, os pacientes com DA somente utilizam
inibidores de colinesterase para o seu tratamento.

Por meio de uma razao estabelecida entre as duas formas da GSK3B,
podemos estabelecer uma relagdo entre as duas por¢gdes da enzima,
GSK3B fosforilada/ GSK3B total, para assim, inferir a sua atividade na
amostra. Sendo assim, quanto maior for esta razdo, maior é a fosforilacdo da
proteina. A figura 12 mostra as médias de razao encontradas para os trés
grupos em estudo, onde o grupo controle apresenta a maior média quando
comparada ao grupo DA.

Existem evidéncias da associacdo do metabolismo de APP e a
GSK3B, sugerindo que a clivagem do APP é GSK3B dependente. A
atividade desta é regulada pela Wnt e pela insulina, fatores que também
alteram o metabolismo da APP, bem como da hiperfosforilagido da proteina
TAU in vitro. Podemos, baseando-se nessas informagdes, inferir que essa
associacdo pode ocorrer in vivo, apesar da fraca correlagcdo encontrada
entre a regulagao destas duas proteinas (figura 17A) (Hye et al, 2005).

A liberacao do peptideo AR favorece a ativacdo da GSK3B, iniciando,
a cascata de hiperfosforilagao da proteina TAU e, contribuindo, por sua vez,

para a formacdo das placas senis e emaranhados neurofibrilares,
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caracteristicos da DA. Sendo assim, é dito que a GSK3B atua na regulagao
do metabolismo da APP e também na fosforilacdo da proteina TAU (Grimes
e Jope, 2001). A baixa rAPP encontrada nos pacientes com DA ¢ justificada
em virtude da clivagem amiloidogénica: a APP intacta encontra-se diminuida
em funcdo de um favorecimento da via amiloidogénica. A atividade da
GSK3B corrobora com estes achados, uma vez que ela favorece a clivagem
amiloidogénica da APP.

Como resultados seguidos do preparo de amostra n°2, mostramos
que o grupo controle apresentou a menor média de GSK3B total comparado
ao grupo DA sugerindo que a porgao ativa da enzima esta aumentada neste
ultimo grupo de pacientes (figura 15).

Em relacdo a porgao fosforilada da GSK3B, podemos dizer que a
média correspondente ao grupo controle foi a maior entre os trés grupos e a
média do grupo DA foi a menor delas. Pudemos ainda mostrar uma
diferenca significativa na razdo da GSK3 (p= 0,022) entre os grupos DA e
controle, estando mais uma vez de acordo com a nossa hipotese de que
quanto maior é a esta razdo, maior é a inativagado da enzima (figura 16).
Com estes resultados, podemos novamente sugerir que a porg¢ao inativa da
enzima pode exercer um papel neuroprotetor.

Podemos verificar também, graficamente, que o grupo DA apresentou
valores médios para a rGSK3B e rAPP diminuidos quando comparados as
médias do grupo controle, apesar da auséncia de significancia desta
correlagdo, r= 0,21, p= 0,09 (figura 17B). Da mesma maneira que a

correlacao entre as médias das razdes de GSK3B e APP obtidas através do
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preparo de amostra n°2, também n&o se mostrou estatisticamente
significante (r= 0,61, p= 0,65) (figura 18). A razdo da GSK3B e a quantidade
de APP seriam inversamente proporcionais, isto €, quanto maior a
quantidade de APP intacta, menor é a atividade da GSK3B uma vez que ha
menos fragmentos AR liberados. Ambos os achados, do grupo controle e do
grupo DA, corroboram com a fisiopatologia da doencga (Hye et al, 2005).
Visto que o metabolismo da APP esta alterado nas plaquetas de pacientes
com DA, como ja é descrito na literatura, podemos dizer que a GSK3B pode
estar alterada nas plaquetas em consequéncia desta via fisiologica, além de
suas outras cascatas.

Quando comparados aos parametros cognitivos, a razao da GSK3B
(GSK3-fosfo/GSK3B-total) apresentou uma correlagao positiva com o escore
de memodria do CAMCOG, sugerindo que quanto maior a atividade da
enzima, maior sera o comprometimento da memoria do paciente.

O comprometimento cognitivo leve € um estagio limite ou transitério
entre o envelhecimento normal e a deméncia. A taxa de conversdo de CCL
para DA é em torno de 10 a 15% ao ano, contudo esta porcentagem pode
variar muito, refletindo as diferencas nos critérios de diagnéstico, diferengas
nos instrumentos de medida e também resultados obtidos em amostras
pequenas (Petersen et al, 1999).

Nao podemos deixar de levar em conta que a heterogeneidade dentro
do grupo CCL eleva o desvio, o que dificulta a analise e diminui a
significancia dos testes. Os critérios diagndsticos utilizados para a distingédo

dos pacientes neste grupo ainda é bastante abrangente provocando estas
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alteracdes. Além disso, ndo existem mecanismos de avaliacdo especificos
para um determinado estagio da doencga, sendo assim, ndo podemos afirmar
se todos os pacientes, mesmo que no mesmo grupo diagndstico, estejam
fisiologicamente nas mesmas condigdes.

No presente estudo o grupo CCL apresentou resultados discrepantes
dos outros dois grupos em analise o que mostra a grande heterogeneidade
do grupo quando comparado aos outros e seus critérios de inclusao
(Petersen et al, 2004; Gainotti et al, 2008; Nordlund et al, 2008). Como
mostra a figura 11, a média de GSK3B total do grupo CCL foi ainda menor
do que a média do grupo controle. Entretanto quando analisamos as médias
de rGSK3, a média do grupo CCL foi ainda maior dentre todas, podendo
indicar também, que dentro deste grupo individuos ja pudessem estar em
fase de conversao para DA. Baseado nestas informagbdes podemos dizer
que esta variacdo entre os perfis dos pacientes classificados dentro do
mesmo grupo diagndstico ainda podem apresentar diferentes padrdes
fisiol6gicos comuns para a doenga (figura 15).

Além da heterogeneidade do ponto de vista clinico, fatores biolégicos
também podem influenciar a fisiologia das proteinas. Medicamentos ou
comorbidades, além das caracteristicas particulares, associados interagem
na cascata destas proteinas e, com isso, “mascaram” as reais alteracdes
provocadas pela DA. Por conta disso, foi realizado um levantamento de
todos os medicamentos em uso pelos pacientes, além das doencgas
associadas, diretamente nos prontuarios médicos, para verificar o que pode

contaminar e, por consequéncia, desviar os valores médios das proteinas.
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As amostras muito discrepantes foram excluidas do estudo, como por
exemplo, pacientes diabéticos em uso de insulina, visto que a mesma
interfere o metabolismo da GSK3B.

Outro viés que deve ser considerado pela auséncia de significancia é
a metodologia empregada. A técnica de Western blot € uma técnica semi-
quantitativa e de execugao bastante manual, o que aumenta a possibilidade
de erros em cada uma das etapas, sendo por isso, estabelecido um
coeficiente de variacdo aceitavel para a validagao do resultado da amostra;
caso contrario, uma nova analise é feita. Por conta disso, todas as analises
foram realizadas pela mesma pessoa, seguindo também o coeficiente de
variagdo maximo estabelecido neste trabalho (20%). Mesmo com as
amostras identificadas durante o seu processamento, esta informagao
poderia ndo ser indicativa de alguma alteragcdo porque algumas vezes as
alteragbes entre grupos nao era visualizada a olho nu. As alteragbes eram
identificadas por meio das médias estabelecidas pelas densitometrias.

A auséncia de resultados significantes para a rGSK3B nas plaquetas
pode ser justificada baseada na matriz utilizada para tal analise. Nao ha
estudos prévios na literatura em que tenha sido estabelecida esta razédo em
plaquetas de pacientes com a doenca de Alzheimer, o que nos permite
sugerir que este pode nado ser um modelo periférico ideal para a analise
desta proteina.

Quanto aos parametros cognitivos, o grupo CCL apresentou média
intermediaria no CAMCOG quando comparada aos outros grupos e

apresentou média mais préoxima do grupo DA no MEEM. E também valido
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ressaltar que CCL ainda nao é bem estabelecido como uma entidade clinica
distinta, dada sua heterogeneidade bioldgica e neuropsicoldgica.

Estudos longitudinais, neuropatolégicos e estudos de marcadores
bioldgicos sugerem que o diagnoéstico de CCL esta associado com maiores
riscos de desenvolvimento de deméncias. Desta forma, o uso de
biomarcadores poderia aumentar a especificidade diagndstica, fornecendo
ao menos, uma dire¢ao no processo evolutivo da doenga. Desta maneira, a
identificacdo de um marcador periférico, obtido por meio de técnicas nao-
invasivas ao paciente, sangue, por exemplo, seria de grande utilidade na

pratica clinica.
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6. CONCLUSOES

Estabelecemos um protocolo para a determinagéo da expressao, no
nivel protéico, da enzima GSK3B (total e sua forma inativa, fosforilada) em

plaguetas humanas pelo método de Western Blot;

Nao observamos diferengas estatisticamente significantes da razao

de APP entre os grupos estudados, na presente amostra;

A razao entre as formas inativa e total da enzima GSK3B em
plaguetas mostrou-se diminuida no grupo DA e CCL, quando comparada

com os controles;

Nao foram encontradas correlagbes estatisticamente significantes

entre a razdo de APP e a razao de GSK3B;

Na amostra total, observamos correlagcao estatisticamente significante
entre os valores da razdao de GSK3B e os subescores em testes de

memoria, segundo o CAMCOG.
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