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Joaquim HPG (2012). Serotonina e glicogénio sintase quinase 3B em plaqueta
de pacientes idosos com transtorno depressivo maior: efeito do tratamento com
sertralina [dissertacdo]. Sdo Paulo, Faculdade de Medicina, Universidade de

Sao Paulo.

Resumo

A depressado é o mais comum dos distarbios afetivos. Afeta ao menos 10% da
populacéo idosa do Brasil. Nos idosos, alguns fatores ligados ao metabolismo
parecem estar bastante relacionados a esse transtorno, como uma menor
concentracdo de noradrenalina e serotonina (5-HT) e uma maior atividade da
monoaminooxidase em relagdo a adultos jovens. Os inibidores seletivos da
recaptacdo da serotonina (ISRS), principalmente a sertralina, sdo a primeira
opcao no tratamento da fase aguda e manutencdo dos episédios depressivos
em idosos. As plaguetas vém sendo amplamente utilizadas como modelo para
estudar na periferia alteracdes que ocorrem no sistema nervoso central. A 5-HT
apesar de ser primordialmente expressa no ceérebro, também pode ser
encontrada em plaquetas. Este neurotransmissor esta envolvido em inUmeros
aspectos do funcionamento normal do cérebro desde a regulacdo do humor até
a regulacao hormonal. A deficiéncia nos niveis de 5-HT pode estar intimamente
ligada a alguma anormalidade na atividade da glicogénio sintase quinase
3B(GSK3B). Esta enzima exerce fungdes no metabolismo celular que véo
desde sobrevivéncia celular, metabolismo e processamento de proteinas, até
processos cognitivos. A atividade da GSK3B é estreitamente regulada pela
fosforilagcdo. Fosforilagdo no sitio ser9 inativa a enzima, enquanto que a
desfosforilacdo neste mesmo sitio ativa a enzima. Diversos estudos tém
mostrado que a forma inativa da enzima exerce um efeito neuroprotetor. O
objetivo do presente estudo foi verificar a influéncia do tratamento com
sertralina, em pacientes idosos com diagnostico de depressao maior, sobre a 5-

HT e GSK3B apos 3 e 12 meses de tratamento. A quantificacdo da 5-HT foi



realizada por HPLC e da GSK3B plaquetaria, pelos métodos de ELISA e
blotting, que se revelaram equivalentes. Ap0s um ano de tratamento
encontramos uma diminuicdo da 5-HT plaquetaria nos pacientes com
depressdo maior com relacdo aos niveis basais, bem como um aumento da
forma total da enzima GSK3B (GSKT), uma diminuicdo da forma fosforilada
(pGSK) e da razdo entre pGSK e GSKT (rGSK). Quando comparados 0s niveis
de GSK3B de pacientes tratados por um ano e controles, observamos uma
maior expressdo de GSKT em pacientes; enquanto a pGSK e rGSK se
mostraram equivalentes. Pudemos observar, portanto, uma modulagéo da 5-HT
e da GSK3B pelo uso de sertralina. Essa modulacdo pode indicar que a acao

antidepressiva deste farmaco pode estar associada a essas vias de sinalizacao.

Palavras chaves: glicogénio sintase quinase 3; serotonina; plaguetas; sertralina;

transtorno depressivo maior.



Joaquim HPG. Serotonin and glycogen synthase kinase 3B in platelets of elderly
patients with major depressive disorder: Sertraline effects [dissertation]. S&o

Paulo, Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2012.

Summary

Depression is the most common affective disorders. It affects at least 10% of the
elderly population of Brazil. In the elderly, some factors related to metabolism
appear to be closely related to this disorder, such as lower concentration of
noradrenaline and serotonin (5-HT) and increased monoamine oxidase activity
in relation to young adults. The selective serotonin reuptake inhibitors (SSRI),
especially sertraline are the first choice in treating acute and maintenance of
depressive episodes in the elderly. Platelets have been widely used as a model
to study in peripheral changes that occur in Central Nervous System. Although
5-HT is primarily expressed in the brain, it can also be found in platelets. This
neurotransmitter is involved in numerous aspects of normal brain function since
the regulation of mood to the hormonal regulation. A deficiency in 5-HT levels
may be closely related to an abnormality in glycogen synthase kinase 3B
(GSK3B) activity. This enzyme plays several functions in cell metabolism,
ranging from cell survival, metabolism and protein processing, to cognitive
processes. The GSK3B activity is tightly regulated by phosphorylation.
Phosphorylation on Ser9 site inactives the enzyme, whereas dephosphorylation
in the same site actives the enzyme. Several studies have shown that the
inactive form of the enzyme plays a neuroprotective effect.

The objective of this study was to investigate the influence of sertraline in elderly
patients diagnosed with major depression, on platelet 5-HT and GSK3B after 3
and 12 months of treatment. Quantification of 5-HT was performed by HPLC and
GSK3B by ELISA and western blotting. The methods for platelet GSK3B

determination showed to be equivalent.



After one year of treatment we found a decrease of platelet 5-HT in patients with
major depression relative to their baseline levels, as well as an increase in the
total form of GSK3B enzyme (GSKT), a decrease in phosphorylated form
(pGSK) and the ratio between pGSK and GSKT (rGSK). Comparing the levels of
GSKS3B of patients with one year of treatment and controls, we found a higher
GSKT expression in patients; while pGSK and rGSK showed to be equivalent.
Therefore we observed a modulation of 5-HT and GSK3B by sertraline. This
modulation may indicate that the antidepressant action of this drug may be

associated with these signaling pathways.

Keywords: glycogen sintase kinase 3, serotonin, platelets, sertraline, major
depressive disorder.
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1 INTRODUCAO

1.1 Depressao

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a depresséao é
um “disturbio mental comum caracterizado por humor depressivo, perda de
interesse e prazer, sentimentos de culpa ou baixa autoestima, distlrbio de sono
ou apetite, baixa energia e baixa concentragédo” (www.who.int).

Os quadros depressivos se dividem em: distimia, depressao
subsindrébmica e depressdo maior. A distimia € uma forma de depresséo
cronica, nao-episddica, de sintomatologia menos intensa do que as chamadas
depressbes maiores (Griffiths et al.,, 2000; Akiskal, 2001). Depresséo
subsindrémica € o mesmo que depressdo menor caracterizada por quadros nos
guais ha a presenca de sintomas depressivos significativos que interferem na
gualidade de vida e na capacidade funcional do paciente, mas ndo preenchem
critérios suficientes para outros diagnosticos via DSM-IV (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders).

A depressdo maior € uma condicdo depressiva principal que pode ser
subdividida em multiplos grupos, levando-se em consideracdo a categorizacéo
(p.e. psicaticas, catatbnicas, melancodlicas); a etiologia (p.e. pos-parto, sazonal)
e ainda de forma dimensional (envolvendo gravidade, cronicidade e
persisténcia). A definicdo de depressdo maior ndo é pontual, visto que abrange
guadros t&o diferentes entre si. De acordo com o DSM-IV a depressao maior
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requer ao menos duas semanas de humor deprimido ou perda de
interesse/prazer em quase todas as atividades; quatro ou mais sintomas de
uma lista que inclui alteracdes de apetite, peso, sono, caracteristicas
psicomotoras, sentimentos de inutilidade ou culpa descabidos, dificuldade de
pensar, de concentrar-se e tomar decisdes, pensamentos ou ideacdes
recorrentes de morte, planos ou tentativas suicidas. Estes sintomas citados
devem ter surgido ou piorado recentemente e devem persistir durante a maior
parte do dia, quase todos os dias, por duas semanas consecutivas. Além disso,
0s sintomas devem causar sofrimento ou prejuizo, clinicamente significativos,
nas areas social e ocupacional. E importante que os sintomas n&o tenham sido
causados por situacdo de luto, alguma condicdo clinica priméaria ou abuso de
guaisquer substancias (American Psychiatry Association, 1994).

As diferencas encontradas na prevaléncia da depressdo nos principais
estudos disponiveis refletem, sobretudo, a falta de metodologia comum.
Dependendo do pais e das entrevistas aplicadas, as prevaléncias durante a
vida na populacéo geral variaram de 4,9% a 17,1% para a depressao maior e
de 3,2% a 6,3% para a distimia (Angst et al., 2003).

Estudos especificos com idosos indicam que para esse grupo as taxas
de prevaléncia da depresséao diferem dependendo do critério diagndstico e da
populacéo estudada. Em pacientes institucionalizados intactos cognitivamente a
prevaléncia é cerca de 60%; nos pacientes com doencas cronicas
hospitalizados ou em unidades de atencdo primaria cerca de 25%; e nos

residentes na comunidade cerca de 10% (Barua et al., 2011; Pinho et al., 2011).
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Estudos longitudinais apontam para 7 a 30% de evolucdo para curso cronico,
ou até 40%, se forem consideradas as remissfes parciais (Alexopoulos e
Chester, 1992). Pesquisas realizadas no Brasil apontaram uma prevaléncia de

depresséo em idosos 14,3% em Sao Paulo (Forlenza, 2007).

1.1.1 Depresséao em idosos

Sao inumeros os fatores que tornam o0s idosos um grupo com maior
risco de desenvolvimento de algum tipo de transtorno do humor, porém ainda
ndo ha nenhuma teoria que explique satisfatoriamente sua etiologia (Forlenza e
Almeida, 1997). Os fatores genéticos estao presentes, mas contribuem menos
do que no caso da depressao de inicio precoce. Considerando a hipétese do
déficit de monoaminas, fatores ligados ao metabolismo parecem estar
relacionados, jA que as concentracdes de noradrenalina e serotonina (5-HT)
diminuem e a atividade da monoaminooxidase aumenta com a idade. Aléem de
alteracbes hormonais e desregulacdo do ritmo circadiano que também podem
estar envolvidas. Paralelamente aos aspectos biologicos, 0s aspectos sociais
também modulam o desenvolvimento de quadros depressivos: idosos
envolvidos em atividades sociais e que tém vinculos afetivos com amigos e
parentes tém menor risco de desenvolver estes quadros (Blazer e Koenig,

1996).
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Nos idosos a depressdo provoca inimeros sintomas clinicos e queixas
soméaticas, aumenta o risco de morte por causas médicas, interfere
negativamente na morbidade por doencgas fisicas e aumenta a incapacidade e
dependéncia (Forlenza, 2007). Além disso, quadros depressivos tém sido
frequentemente associados a deméncia. Ndo se sabe exatamente qual a
relacdo entre os eventos, se de causa ou consequéncia, mas ja ha alguns
estudos que buscam elucidar. Ha evidéncias crescentes de que a depressao é
um fator de risco para a deméncia, inclusive aumentando as chances de
doenca de Alzheimer (DA) ou deméncia vascular. Ha grupos que acreditam que
a depressao € uma sindrome pré-demencial ou até mesmo um sinal de declinio
cognitivo. E ainda ha os que acreditam que a depresséo € apenas uma reacao
ao diagnostico de declinio cognitivo. O que se sabe é que fatores de risco
genéticos, vasculares ou até mesmo ambientais sdo comuns as duas condicdes
(revisado em Muliyala e Varghese, 2010).

A apresentacdo dos quadros depressivos nos idosos € mais
heterogénea que nos individuos jovens, o que torna o seu diagnostico mais
dificil na pratica clinica. Podemos citar: tendéncia a expressar 0os sintomas
como queixas fisicas, resisténcia em relatar sintomas psiquiatricos e/ou
considerar os sintomas depressivos naturais da velhice, por exemplo (Draper e
Koschera, 2001). Apesar disso, os critérios diagnosticos para as sindromes
depressivas nos idosos sdo 0s mesmos usados para a avaliagdo dos quadros
depressivos nos pacientes mais jovens, como por exemplo, os descritos no

DSM-IV. Para auxiliar no diagnostico hd também a escala de depressdo
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geriatrica (GDS) para rastreamento dos transtornos de humor em idosos, que
ajuda na identificacdo de quadros depressivos e a diferenciacdo de quadros

pré-demenciais.

1.1.2 Fisiopatologia

A hipotese das monoaminas, proposta em 1965 por Schildkraut,
constitui a principal teoria bioquimica para a depressdo. Essa hipdtese
estabelece que um déficit funcional das monoaminas transmissoras em
determinadas localidades cerebrais causa a depressdo, enquanto um excesso
na funcéo resulta no estado maniaco (Middlemiss et al., 2002; Jope e Roh,
2007). A hipotese das monoaminas surgiu, principalmente, das tentativas e
erros na prescricdo de farmacos com posterior analise dos efeitos e resultados
(Hall et al., 2002; Rang et al., 2003).

Muitas evidéncias acumularam-se sugerindo que a depresséo pode ser
causada pela diminuicéo da disponibilidade de norepinefrina e/ou serotonina (5-
HT) no cérebro (Hall et al., 2002). Essa diminui¢cdo da disponibilidade depende
de alguns fatores: sintese diminuida ou degradacdo precoce de
neurotransmissores; alteragdes na expressdo ou funcdo dos receptores e
prejuizo dos sinais pos-sinapticos (Urani et al., 2005). A principal razdo para se
acreditar que a depresséo seja causada pela atividade diminuida dos sistemas

de norepinefrina e 5-HT é que os farmacos que bloqueiam a secrecdo desses
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neurotransmissores  causam  quadros  depressivos. A0  contrario,
aproximadamente 70% dos pacientes com diagndstico de depressao podem ser
efetivamente tratados com, por exemplo: inibidores de monoaminooxidases,
gue bloqueiam a degradacédo da norepinefrina e da 5-HT; antidepressivos
triciclicos, que bloqueiam a recaptacdo da norepinefrina e da 5-HT pelas
terminagcdes nervosas; e farmacos que aumenta a acdo da 5-HT e podem ter
efeitos colaterais menores: os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina
(ISRSs) (Rang et al., 2003).

Apesar dos diversos estudos focados em identificar a fisiopatologia da
depresséo, os resultados ainda sédo divergentes e inconsistentes. A relacdo com
0 sistema monoaminérgico é indiscutivel, porém atualmente tém-se estudado o
sistema de receptores, mais do que o sistema de sintese ou receptacdo das
monoaminas. Além disso, tém-se estudado também os eventos moleculares
desencadeados por esses receptores especificos, incluindo a regulacdo da
expressdo dos genes (Stahl, 2010). Algumas vias intracelulares estdo sendo
investigadas, mas as duas que parecem estar mais relacionadas com a acao de
antidepressivos séo: via da adenilato ciclase (mais conhecida por ser a via do
BDNF (brain-derived neurotrophic factor) e a via do fosfotidilinositol.

Na via da adenilato ciclase receptores ligados a proteina G quando
estimulados, desencadeiam a fosforilacdo de proteinas e fatores de transcricdo
pela proteina quinase A (PKA). Um desses fatores de transcricdo € o CREB que
ativado aumenta a expressdo do gene BDNF e seu receptor especifico

(revisado em Fisar e Hroudova, 2010). BDNF € um fator neurotrofico que esta
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associado a viabilidade e a plasticidade neuronal. Em situa¢gfes de stress o
gene ¢é reprimido, ocasionando atrofia e até apoptose dos neurdnios
hipocampais. A ideia é que essa sequéncia de acontecimentos provoca 0S
sintomas depressivos e que a regulacdo dessa via pelos antidepressivos
restaura a neuroplasticidade (Lee e Kim, 2010).

A via do fosfotidilinositol envolve a ativacdo da fosfolipase C que
catalisa a producdo de diacilglicerol. Este permite a ativagdo da proteina

qguinase C (PKC) que, entre outras funcbes, fosforila a glicogénio sintase

quinase 3B (GSK3B) inativando-a (revisado em Fisar e Hroudov4, 2010).

1.2 Tratamento farmacolégico

1.2.1 Tipos de antidepressivos

Os antidepressivos podem ser classificados em: triciclicos (ADTS),
inibidores da monoamonaoxidase, antagonistas/inibidores de 5-HT (AIRSS),
desinibidores da 5-HT e noradrenalina (DISNSs), inibidores seletivos da
recaptacao de noradrenalina (IRNs), inibidores da recaptacdo de noradrenalina
e dopamina (IRNDs), inibidores da recaptacdo de serotonina e noradrenalina
(IRSNSs) e inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) (Stahl, 2010).

Atualmente os ISRSs sdo os farmacos mais prescritos para tratamento

da fase aguda e manutencéo de quadros de depressdo maior em idosos. Antes
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do desenvolvimento dos ISRSs, os ADTs eram bastante utilizados. Apesar de
serem geralmente eficazes quando usados em dose e tempo adequados, 0s
ADTs tém um perfil de efeitos colaterais e risco de toxicidade cardiovascular
gue 0s tornam uma opg¢ao Menos vantajosa para esse grupo de pacientes
(Forlenza et al., 2000). A preferéncia pela prescricdo dos ISRSs se da devido
ao seu perfil seguro em relacao a efeitos colaterais, principalmente os de menor
meia-vida (Scalco, 2002), especialmente a paroxetina e a sertralina (Stella et
al., 2002).

Os farmacos que inibem a recaptacédo de 5-HT tém como vantagem a
maior afinidade por transportadores de 5-HT em relacdo aos de noradrenalina e
por isso causam menos efeitos colaterais anticolinérgicos (Licinio e Wong,
2005). Os principais representantes dessa classe de farmacos séao:
fluvoxamina, sertralina, paroxetina, citalopram, escitalopram e fluoxetina. A
sertralina é eficiente para a depressdo grave e distimia. Quanto ao tratamento
da depresséao nos idosos foi tida como tendo uma eficicia superior a do placebo
e comparavel a outro inibidor seletivo de recaptacdo de 5-HT, a fluoxetina, e
aos triciclicos: amitriptilina, nortriptilina e imipramina. (revisado em Forlenza et
al., 2000).

Os ISRSs inibem a recaptacdo pelo neurdnio pré-sindptico ao se
ligarem ao transportador de 5-HT (SERT), aumentando o nivel de 5-HT
disponivel para se ligar ao receptor pds-sinaptico. Porém, alguns estudos
mostraram que 0s eventos que ocorrem na extremidade somatodendritica do

neurdnio serotonérgico podem ser mais importantes para explicacdo das acoes
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terapéuticas dos ISRSs. Apesar de terem 0 mesmo mecanismo de acdo, 0s
ISRSs s&o estruturalmente distintos com marcadas diferengcas no perfil
farmacodinamico e farmacocinético. A poténcia da inibicdo de recaptacao da 5-
HT é variada, assim como a seletividade por noradrenalina e dopamina (Stahl,
2010).

Quando se administra um ISRS, o bloqueio agudo do SERT eleva a
concentracdo de 5-HT na fenda sinaptica. Esse aumento ocorre primeiro na
area somatodendritica do neurdnio serotoninérgico, onde ha receptores 5HT1A.
Esse aumento parece ser o responsavel ndo pelas acdes terapéuticas da
medicacdo, mas pelos efeitos colaterais. Com o tempo, 0 aumento dos niveis
de 5-HT nos auto-receptores 5-HT1A fazem com que eles se sub-regulem e
figuem dessensibilizados. Quando ocorre esta dessensibilizacdo, a 5HT nao
pode mais desativar efetivamente sua propria liberagdo. Assim, hd um aumento
na liberacdo de 5-HT pelos axdnios e o0 consequente aumento no fluxo de
impulsos neuronais. Neste momento iniciam-se as acOes terapéuticas dos
ISRSs. Com o0 acumulo da serotonina nas sinapses 0s receptores pos-
sinapticos também sdo dessensibilizados. O tempo necesséario para essa
dessensibilizagao se correlaciona com o aparecimento da tolerancia aos efeitos
colaterais dos ISRSs (Stahl, 2010).

Os ISRSs, em geral, sao rapidamente absorvidos, menos afetados pelo
metabolismo de primeira passagem e se ligam fortemente as proteinas
plasmaticas (podendo entdo deslocar outras drogas e aumentar sua

concentracdo no plasma). Além disso, por serem primariamente metabolizados
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no figado pelas enzimas do citocromo P450, podem alterar acentuadamente o
metabolismo de outras drogas, sendo necessario maior cuidado ao se
administrar outros medicamentos simultaneamente (Moreno et al., 1999).

No tratamento farmacolégico dos transtornos depressivos nos idosos, o
clinico deve ter em mente as modificacbes farmacocinéticas e
farmacodinamicas associadas ao envelhecimento. ldosos tém maior risco de
apresentar efeitos colaterais, apresentam maior sensibilidade aos -efeitos
adversos e tem maiores riscos de sofrer com as diversas possibilidades de

interac6es medicamentosas (Burke e Preskorn, 1995).

1.3 Serotonina e receptores

z

A 5-HT é um neurotransmissor e sua principal funcdo € estabelecer
uma comunicacao entre os neurénios. Esta comunicacéo € fundamental para a
percepcdo e avaliacgdo do meio, permitindo ao ser humano responder a
estimulos ambientais. A 5-HT esta envolvida em inumeros aspectos do
funcionamento normal do cérebro desde a regulacdo do humor até a regulagéo
hormonal (Yatham e Steiner, 1993) e rela¢des sociais.

Baseados nessas observacdes, inumeros estudos relacionam a 5-HT e
seu desequilibrio no sistema nervoso com condi¢des psiquiatricas. Além disso,

drogas que controlam os niveis de 5-HT s&o utilizadas frequentemente para o
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tratamento dessas condicdes (Beaulieu et al.,, 2008). A 5-HT esta em maior
concentracdo no cérebro (Peineau et al.,, 2008), mas também pode ser
encontrada em plagquetas — nos granulos densos - as quais podem ser
estudadas como indicador da funcéao 5-HT central (Johnson et al., 2003).

A 5-HT é sintetizada a partir do triptofano, um aminoacido derivado da
proteina da dieta, cujo nivel plasmatico varia de modo consideravel de acordo
com a ingestdo de alimentos e com o ciclo circadiano (Rang et al., 2003). O
triptofano é ativamente captado pelos neurdnios, convertido pela triptofano
hidroxilase-2  (Tph2) em  5-hidroxitriptofano  (5-HTP) que, quando
descarboxilado, forma a 5-hidroxitriptamina, mais conhecida como 5-HT (Owens
et al., 1998; Beaulieu et al., 2008).

Os receptores serotoninérgicos sado acoplados a proteina G — com
excecdo do 5-HT3 — e séo divididos em sete grupos (5-HT1-7) e alguns
subgrupos, levando-se em consideracdo dados de sequéncias de aminoacidos
obtidos de clonagem, mecanismos de transducdo de sinais e especificidade
farmacologica (Barnes e Sharp, 1999; Rang et al 2003). A ligacédo da 5-HT em
cada tipo de receptor gera, por mecanismos distintos, respostas, também
distintas.

Os dois principais grupos de receptores supostamente envolvidos na
fisiopatologia da depresséo sdo o 5-HT1 e o 5-HT2 (Barnes e Sharp, 1999); e
sdo esses dois grupos de receptores 0s principais alvos terapéuticos para
medicamentos antidepressivos (Middlemiss et al., 2002). Os receptores 5HT1

estdo ligados a proteina G inibitéria que, quando ativada, age sobre a cascata
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da adenilciclase/PKA. Ja os receptores 5HT2 estéo ligados a proteina Gq (outra
subclasse da proteina G) que quando ativada estimula a via de fosfolipase
C/PKC (revisado em Polter e Li, 2010). Estas duas vias, como descrito no item
1.1.2 (Fisiopatologia da depresséo), vem sendo foco de diferentes estudos para
elucidar a fisiopatologia e o tratamento da depresséo.

Os receptores 5-HT1 ocorrem principalmente no cérebro; tém efeitos
predominantemente inibitorios e sdo expressos como receptores pré-sinapticos
(ou auto-receptores) (Barnes e Sharp, 1999). Esse grupo de receptores pode
ser dividido em cinco subclasses, sendo que trés delas sdo especialmente
propostas como alvos de terapia: 5-HT1A, 5-HT1B e 5-HT1D (Middlemiss et al.,
2002). Dentre estes os que tém maior papel na depressédo séo os receptores 5-
HT1A (Gingrichand e Hen, 2001).

Quanto aos receptores 5-HT2, apesar de estarem presentes em
abundancia no cortex e no sistema limbico, sdo particularmente importantes no
sistema periférico. Esse grupo de receptores também é dividido em subclasses
(5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT2C), sendo que os receptores 5-HT2A sdo os mais
importantes do ponto de vista funcional e sdo responsaveis por mediar 0s

efeitos da 5-HT sobre as plaquetas (Rang et al., 2003).

1.4 Glicogénio sintase quinase-3

29



A glicogénio sintase quinase 3 (GSK3) foi descrita inicialmente como
uma enzima que fosforila a enzima glicogénio sintase que, por sua vez, tem
papel fundamental na sintese do glicogénio. Atualmente sabe-se que, apesar
do nome restritivo, a GSK3 exerce diferentes fun¢cbes no metabolismo celular
gue vao desde a sobrevivéncia celular, metabolismo e processamento de
proteinas, até processos cognitivos. (Grimes e Jope, 2001; Jope e Johnson,
2004; Jope e Roh, 2007). Na célula, influencia na arquitetura e na plasticidade,
sendo fundamental em mecanismos como: divisao, proliferacéao, diferenciacéo e
adeséo celular (Grimes e Jope, 2001; Jope e Roh, 2007; Peineau et al., 2008).
Por ter um papel de regulacdo de alguns fatores de transcricdo, a GSKS3
também regula a expressdo génica e estd envolvida com apoptose e
sobrevivéncia celular (Grimes e Jope, 2001; Planel et al., 2002; Li et al., 2004,

2006).

1.4.1 Bioguimica da GSK3

A proteina tem duas isoformas em mamiferos, GSK3A (51 kDa) e
GSK3B (46 kDa) que sao codificadas por diferentes genes (GSK3A e GSK3B,
respectivamente) (Woodgett, 1990; O’'Brien e Klein, 2007). Estas duas
isoformas tém praticamente as mesmas propriedades (97% de similaridade no
seu sitio catalitico), mas ha diferengcas em suas por¢bes C e N terminais

(Woodgett 1990,1991; Ali et al., 2001; Li e lyengar, 2002) as quais lhes
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conferem caracteristicas e fungbes especificas, o que foi investigado e
comprovado por estudos com animais knock-out para os genes acima referidos.
A delecdo do gene Gsk3B foi letal ao embrido, sugerindo que a atividade da
GSK3B ndo é compensada pela atividade da GSK3A (Hoeflich et al., 2000).
Outro estudo verificou a diferenca funcional entre as duas isoformas na
cardiogénese em uma espécie de peixes; sendo a GSK3A essencial na
sobrevivéncia celular e a GSK3B determinante na simetria e no posicionamento
do o6rgéo (Lee et al., 2007; Markou et al., 2008). Ou seja, cada isoforma tem sua
funcdo e ndo pode ser compensada pela sintese e/ou atividade da outra.
Apesar disso, ja foi demonstrado que ambas estdo presentes e sdo essenciais,
por exemplo, na formag&o de axdnios em neurdnios hipocampais (Garrido et al.,
2007).

A GSK3B é uma proteina celular tradicionalmente considerada
citosOlica, porém também estd presente nas mitocéndrias e no nucleo no qual
se encontra altamente ativada, dado interessante considerando-se que é
justamente no nucleo que muitos fatores de transcricdo séo regulados (Kaytor e
Orr, 2002). Ja foi demonstrado que a GSK3B modula uma série de processos
de sinalizacéo intracelular, inclusive regulando a expresséo de alguns genes
(Jope e Johnson, 2009). E mais expressa em tecido neural do que a GSK3A, e
por isso é a mais estudada e até agora a mais relacionada a disturbios que
envolvem o sistema nervoso central (SNC) (Tsai et al., 2008).

A atividade da GSK3B € estreitamente regulada e o principal

mecanismo conhecido, até hoje, para esta regulacao € a fosforilacdo da enzima
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(Kaytor e Orr, 2002; Li et al., 2004; Jope e Roh, 2006). A fosforilacdo do sitio
tirosina 216 (tyr216) é necessaria para a atividade normal da enzima e altos
niveis de fosforilagdo resultam em ativacédo nas células em repouso. Quando a
fosforilagdo ocorre no sitio serina 9 (ser9), inativa a GSK3B, mesmo que a
porcao tyr216 esteja também fosforilada. Caso haja uma desfosforilacdo do sitio
ser9 a enzima sera ativada (Peineau et al., 2008). A fosforilacdo do sitio ser9
pode ser mediada por diferentes quinases entre elas a PKA, a proteina quinase
B (PKB ou Akt) e a PKC (Jope e Johnson, 2004). Portanto, diferentes sistemas
de sinalizacdo convergem para controlar a atividade da GSK3B, contribuindo

para a regulacdo de suas funcgdes celulares especificas (Li et al., 2006).

1.4.2 Patologias relacionadas a GSK3B

Dada a ampla distribuicdo tecidual da GSK3B e seu envolvimento em
vias de sinalizacdo celular, esta enzima tem sido objeto de estudos em doencas
sistémicas (diabetes, cancer, inflamacdo) e desordens do SNC, incluindo
transtornos neurodegenerativos e psiquiatricos como transtornos de humor,

esquizofrenia e DA (Dugo et al., 2007; Rayasam et al., 2009).
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1.4.2.1 Transtornos neuropsiquiatricos

A associacdo da GSK3B com transtornos psiquiatricos é relativamente
recente. Os primeiros estudos foram publicados em 1996, por Klein e Melton,
descrevendo a enzima como alvo do litio, o principal medicamento para o
tratamento do transtorno bipolar (TAB) (Jope, 1999). Apés isso, diferentes tipos
de estudos foram realizados corroborando com a hipdtese de que a
caracteristica de estabilizador de humor do litio esta exatamente relacionada a
atividade da GSK3B. Baseando-se nesses achados surgiram novas hipéteses
sobre a acdo de outras medicacdes psiquiatricas em relagdo a GSK3B. A partir
de entdo, a enzima tem sido cada vez mais investigada e relacionada a este

campo da pesquisa e da medicina.

a) Esquizofrenia

Evidéncias sugerem que a GSK3B pode ter um papel importante na
fisiopatologia da esquizofrenia (Bibb, 2005). Estudos recentes verificaram a
associacao de vias intracelulares de regulacdo downstream dos receptores D2
e a GSK3B. Além disso, ha estudos que sugerem a acdo de antipsicoticos
sobre a GSK3B (Emamian et al., 2004; Kang et al., 2004; Li et al., 2006) e que
descrevem alguns genes ligados tanto a esquizofrenia quanto a vias de

regulacdo da GSK3B (Emamian et al., 2004).
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b) Doenca de Alzheimer (DA)

A DA é uma doenca neurodegenerativa associada a cognicdo e ao
comportamento e causa principal da deméncia em idosos. O diagndéstico
definitivo ainda ndo é possivel em vida, mas post mortem o cérebro de
pacientes acometidos pela DA é caracterizado pela presenca de emaranhados
neurofibrilares e placas senis (Lewis et al., 1998). Emaranhados neurofibrilares
sao formados no meio intracelular do neurénio pelos chamados filamentos
helicoidais pareados (FHP) que s&o uma agregacao de proteina TAU (proteina
associada aos microtubulos) em seu estado hiperfosforilado. Ja as placas senis,
sdo formadas no meio extracelular por peptideos beta-amiléide (AB) produto da
clivagem da proteina precursora do amildide (APP) na via amiloidogénica.

Cascatas de sinalizacao celular e molecular que envolvem a GSK3B ja
foram associadas a patogenia da DA. Estudos imuno-histoquimicos permitiram
observar uma relacdo do aumento da expressdo e da atividade da enzima
GSK3B com os emaranhados neurofibrilares no cérebro de pacientes com DA.
Além disso, estudos tém demonstrado que a GSK3B interage com a APP
(Bayatti et al., 2003; Ryder et al., 2003; Akiyama et al., 2005), favorecendo a
clivagem e a liberacao do peptideo AB. Este € capaz de favorecer a ativacdo da
GSKS3B o que, por sua vez, leva a hiperfosforilacdo da TAU (Takashima et al.,
1993; Hong et al., 1997) contribuindo assim para a formacé&o das placas senis e

dos emaranhados neurofibrilares (Grimes & Jope, 2001). Portanto, no que se
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refere a neurobiologia da DA, a GSK3B exerce um papel importante nos dois

principais mecanismos patogénicos.

c) Transtornos do humor

A GSK3B surgiu no cenario psiquiatrico a partir de estudos no TAB. O
litio j& era usado para o tratamento dos pacientes, mas em 1996, com estudo
de Klein e Melton, a GSK3B foi descrita como um alvo biolégico deste
estabilizador de humor. Sabe-se que o litio inibe a GSK3B e que sua acao é
relativamente seletiva (Davies et al., 2000), porém esse mecanismo de inibicdo
ainda nao esté elucidado. Dados prévios do nosso laboratério sugerem que o
litio interfere na concentragdo de mRNA do gene Gsk3b em cérebro de ratos:
observou-se uma reducéo dose-dependente em cultura de hipocampo (Mendes
et al.,, 2009). Com essas evidéncias sobre o litio e a constatacdo de que, na
verdade, ele regula o nivel de ativacdo da GSK3B, observou-se que nos
distarbios de humor a GSK3B esta desequilibrada (Jope e Roh, 2007). A
maioria dos estudos que relacionam a GSK3B aos transtornos de humor se
baseia na acdo da medicacdo sobre esta enzima e inferem, a partir do efeito
observado, a consequéncia desta desregulacao.

Além desses estudos que levam em consideracdo a acdo dos
medicamentos, h4 também estudos realizados com cérebro post mortem que
mensuraram a quantidade e a atividade da enzima em cérebro humano. Karege

e colaboradores (2006), por exemplo, encontraram aumento da atividade da
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GSK3B em pacientes com transtorno de humor. Neste estudo néo foi verificada
a fosforilagcdo da enzima, deixando aberta a possibilidade de haver algum outro
mecanismo de regulacao.

Na depressdo unipolar, mais especificamente, acredita-se que a
GSKS3B esta hiperativada e que, consequentemente, a inibicdo da enzima pode
estar relacionada aos efeitos terapéuticos dos antidepressivos (Tsai et al.,
2008). Estudos com o litio mostraram que houve uma inibicdo da GSK3B tanto
em cérebro de ratos (Klein e Melton, 1996; Stambolic et al., 1996) quanto em
células mononucleares de sangue periférico humano (Li et al., 2007). Além
disso, observou-se que o tratamento com imipramina e fluoxetina inibiu a
GSK3B em cérebro de ratos por meio da fosforilagdo da porgéo ser9 (Li et al.,
2004). Outro fator a ser levado em consideragdo € a associacdo do
metabolismo e do funcionamento da GSK3B a outras proteinas que
sabidamente tem relacdo com os efeitos antidepressivos de determinados
medicamentos (Mai et al., 2002). Ha ainda estudos que verificaram que a
enzima pode ser regulada por antidepressivos que tém acdo sobre a

neurotransmissao serotonérgica (Li et al., 2004;Beaulieu, 2007).

1.5 GSK3, 5-HT e depresséao

Indmeros estudos estdo focados em identificar vias de sinalizagcéo

intracelular combinadas com receptores 5-HT que possam ser associadas a
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transtornos de humor podendo surgir como novos alvos terapéuticos (Jope e
Roh, 2006). Uma hipotética deficiéncia serotonérgica na depressdo torna
interessante alguns achados sobre a contribuicdo da atividade de 5-HT no
controle inibitério da GSK3. A deficiéncia nos niveis de 5-HT pode estar
intimamente ligada a alguma anormalidade na atividade de GSK3 (Jope e Roh,
2006).

Aumentando os niveis de 5-HT, pela acao de farmacos especificos para
inibicdo da recaptagdo do neurotransmissor, a fosforilacdo na porcao ser9
também aumenta, inibindo a GSK3B no cérebro de ratos (Li et al., 2004). Este
estudo demonstrou que a estimulacdo do receptor 5-HT1A ou o bloqueio do
receptor 5-HT2 pela administracdo de agonistas seletivos in vivo provoca um
aumento na fosforilagdo da GSK3B no sitio ser9.

O equilibrio entre os receptores 5-HT1A e 5-HT2 na regulacdo da
fosforilagdo da GSK3 é um achado bastante curioso, ja que a desregulagédo
desses receptores estd associada a depressdo (Jope e Roh, 2006). Alguns
estudos sugerem que nos pacientes com distarbio depressivo maior ha um
déficit de receptores 5-HT1A e um excesso de receptores 5-HT2, o que faz
diminuir a fosforilacdo inibitoria da ser9 (Li, 2004, 2006; Jope e Roh, 2006).
Com base nesse dado, uma das hipéteses sobre a acdo dos antidepressivos é
gue estes restauram o balanco entre estes dois grupos de receptores cerebrais,
regulando a fosforilagdo da GSK3B, fazendo com que atinja seus niveis

normais (Jope e Roh, 2006; Li et al., 2006).
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1.6 Plaquetas

A proposta de utilizar plaquetas como modelo neurofarmacolégico
surgiu em meados de 1954 devido a descoberta que seus granulos
armazenavam 5-HT (Barradas e Mikhailidis, 1993).

Foram descritas e comprovadas algumas similaridades entre plaquetas
e neurbnios que tém permitido o uso das plaquetas como modelo periférico do
metabolismo cerebral: plaquetas estocam e liberam neurotransmissores; a
liberagcdo dos granulos é controlada pela concentracéo intracelular de calcio;
expressam algumas proteinas de membrana relacionada com neurénios; e
apresentam processos ha membrana plasmatica semelhante a neurites que séo
provocadas por proteases extracelulares. Contudo, as plaquetas ha muitos
anos sao usadas como matriz na busca de marcadores clinicos em desordens
neuropsiquiatricas como depressao, esquizofrenia e DA (Bush e Tanzi, 1998, Di
Luca et al., 2000).

De acordo com estas observacoes, as plaquetas podem ser Uteis para
se estudar mecanismos metabdlicos espelhando, num compartimento
periférico, a evolucdo de processos bioquimicos que ocorrem no sistema
nervoso central relacionados com o transtorno depressivo maior. E importante

ressaltar a facilidade e conveniéncia na obtencdo das plaquetas, o que também
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sdo caracteristicas importantes de um candidato a matriz biolégica de

biomarcador (Padovani et al., 2001).

1.7 Sertralina

A sertralina € um antidepressivo da classe dos ISRSs e por isso tem
sua acgao especifica sob a receptagdo da 5-HT. Esta especificidade, associada
a sua baixa meia-vida (26h), conferem a sertralina um perfil de baixa incidéncia
de efeitos adversos mesmo quando comparada a outros antidepressivos da
mesma classe farmacoldgica. Os niveis plasmaticos estaveis de sertralina sao
alcancados apds uma aproximadamente semana com uma dose Unica diaria. A
mesma dosagem indicada para pacientes mais jovens pode ser utilizada em
pacientes idosos

No tratamento de idosos a sertralina se mostrou mais eficaz em relacéo
ao placebo e comparavel a outro inibidor seletivo de recaptacédo de serotonina,
a fluoxetina, e aos triciclicos amitriptilina, nortriptilina e imipramina; inclusive
apresentando menos efeitos colaterais. Além disso, a sertralina foi mais eficaz
do que a fluoxetina ou a nortriptilina no subgrupo dos maiores de 70 anos
(Muijsers et al., 2002).

Por este perfil seguro e por sua eficacia e tolerabilidade a sertralina foi

escolhida para o tratamento dos individuos recrutados para o nosso estudo.
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2 OBJETIVOS

Objetivo primério: Investigar os efeitos do tratamento com sertralina
sobre a 5-HT e a GSK3B plaquetarias em individuos idosos com diagnostico de
transtorno depressivo maior.

Objetivos secundarios: (1) Validar método de quantificacdo da 5-HT por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e (2) validar as técnicas de western
blotting e immunoblotting para quantificacdo das porc¢des fosforilada (pGSK) e

total (GSKT) da enzima GSK3B.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica

O projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital da Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo. Namero de protocolo: 847/09 (Apéndice A).

Todos os individuos recrutados assinaram um termo de consentimento
(Apéndice B), apés receberem informagfes detalhadas por escrito sobre a
natureza e objetivos do estudo. As informagdes geradas serdo tratadas como
dados confidenciais. A identidade de todos os participantes sera protegida em

publica¢des originadas do estudo.

3.1.1 Caracterizacao clinica

Foram recrutados pacientes de ambos os sexos, a partir de 65 anos,
portadores de transtorno depressivo maior (epis6dio Unico ou recorrente),
admitidos no Ambulatério de Psiquiatria Geriatrica, Laboratério de
Neurociéncias — LIM 27, Instituto de Psiquiatria do Hospital das Clinicas,
Faculdade de Medicina — Universidade de S&o Paulo, e que na época da

primeira consulta ndo fizessem uso de medicacbes antidepressivas por pelo
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menos um més. Os pacientes candidatos a participar do estudo foram
examinados do ponto de vista psiquiatrico, neurolégico e clinico-laboratorial e
passaram por testes de avaliagdo das fungdes cognitivas, no momento da
admisséo no estudo.

N&o foram selecionados para o estudo pacientes que apresentassem:
(1) deficiéncias sensoriais e/ou intelectuais que o0s impedissem de
desempenhar adequadamente o0s testes necessarios para avaliacdo das
funcdes cognitivas; (2) quadro demencial pré-existente; (3) doencas clinicas ou
neurologicas com impacto sobre a capacidade cognitiva; (4) pacientes com
diagnodstico de doencas neurodegenerativas do sistema nervoso central (por
exemplo, doenca de Parkinson); (5) evidéncia clinica prévia de ataque
isquémico transitorio ou acidente vascular cerebral (AVC); (6) pacientes
clinicamente instaveis ou com saude fragil no momento da avaliacao inicial; (7)
outros transtornos psiquiatricos maiores, tais como esquizofrenia e transtorno
bipolar; (8) histéria ou evidéncias de alcoolismo ou abuso de substancias
depressoras do sistema nervoso central; (9) com diagnéstico de diabetes ou
sindromes metabdlicas; (10) uso recente ou atual de medicamentos com
propriedades anticolinérgicas; (11) uso atual de medicacfGes antidepressivas;
(12) recusa em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido.

A avaliacdo do episédio depressivo maior (Transtorno Depressivo
Maior, episddio Unico ou recorrente) foi realizada por meio da versédo brasileira
da Entrevista Clinica Estruturada para o Diagndstico de Transtornos Mentais do

Eixo | do DSM IV (SCID — I/P) (First et al., 2002).
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A selecdo dos controles foi realizada de acordo com 0sS mesmos
critérios para inclusdo e exclusao utilizados para pacientes. Com a diferenca de

nao haver o diagnéstico de transtorno de humor.

3.1.2 Amostra recrutada

Os pacientes coletaram sangue em trés momentos: antes do inicio do
tratamento (baseline, visita 1), apos 3 meses de tratamento (visita 2) e apés 12
meses de tratamento (visita 3). Todos os pacientes foram tratados com
sertralina (dose entre 50 e 200 mg/dia). Os controles compareceram apenas
uma vez, ndo recebendo qualquer medicacéo.

Foram colhidas amostras de sangue de 49 individuos com diagndstico de
depressdo maior (22 de inicio tardio e 16 de inicio precoce), sendo que 35
seguiram o tratamento até 3 meses e 18 completaram 12 meses de tratamento
com sertralina (Quadro 1). Os motivos para interrupcdo do tratamento foram:

mudanca da medicag&o ou desisténcia do tratamento por parte do paciente.
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[ Pacientes recrutados (n=43) I

P~
Desisténcia ou mudanga do tratamentg (n=7) Desisténcia ou mudanga do tratamento (n=7)
Problemas experimentais (n=3) Problemas experimentais (r=9)
L
{ < : 5
am medicagan ﬁ
[ Flaguetas (n=39) \ T  PRP(n=33)
(:
Desisténcia ou mudancga do tratamentg (n=9) Desisténcia do tratamento (h=3)
Problemas experimentais (n=2) § Problemas experimentais (n=3])
[ :
3 meses de tratamenta
[ Plaquetas (n=32) SG= '- r } PRP (n=30) |
Desisténcia au mudanga dao tratamenta (n=14) Desisténcia do tratamento (n=14]
Problemas experimentais (n=2) Froblemas experimentais (n=4)

[
1 de trat IK
(Placuetas n=16) CrllRes o amenol] PRP (n=12) )

Figura 1 - Fluxograma de desisténcia de pacientes ao decorrer do tratamento e amostras disponiveis para analise em cada etapa.
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N&ao houve diferenca de idade entre o grupo controle e os grupos de
pacientes. A escolaridade foi avaliada quanto aos anos de estudo e 0s grupos

também ndo apresentaram diferenca (Tabela 1).

Tabela 1- Descri¢cdo da amostra e distribuicao dos individuos envolvidos no estudo.

V1(n=39) V2 (n=32) V3 (n=16) Controle (n=18)
Sexo 29F,10M 25F, 8M 11F,5M 13F,5M
Idade (anos) 70,2 (5,0) 69,9 (4,5) 72,2 (4,0) 75,3 (6,8)
Escolaridade (anos) 8,5 (3,6) 7,2 (4,7) 10,1 (4,5) 11,4 (5,1)
HDRS-21 19,9 (6,4) 7,0 (4,7) 4,6 (8,5) -

Sendo que: HDRS-21: Hamilton Depression Rating Scale, 21 itens V1= pré-tratamento; V2= 3
meses de tratamento, V3= 12 meses de tratamento; F= feminino, M= masculino.

3.2 Métodos de analise das amostras

Foram coletados 20ml de sangue periférico de cada um dos idosos
avaliados e recrutados de acordo com os critérios estabelecidos. A matriz de
analise para a quantificacdo da 5-HT foi o plasma rico em plaquetas (PRP) e
para a analise da GSK3B, apenas as plaquetas. As coletas foram realizadas no

Laboratério LIM-27.
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3.2.1 Determinacgéo da 5-HT

3.2.1.1 Obtencao de PRP

As amostras de sangue foram colhidas em tubos contendo
anticoagulante EDTA. O plasma foi separado imediatamente apds a
centrifugacdo do sangue a 300 x g por 15 minutos. As plaquetas foram
guantificadas em um contador de células (ABX pentra 60 C+ (Horiba ABX)) e
armazenadas em freezer -80 °C para posterior anélise. A quantidade de 5-HT

das amostras foi corrigida pelo nimero de plaquetas.

3.2.1.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (H PLC)

As solucdes e os padrbes foram mantidos a 4°C até o momento do uso
e em gelo durante todo o processamento. Os PRPs foram descongelados em
gelo e apenas nas quantidades necessaérias a cada analise.

A extracéo foi realizada a partir de 250 pL de PRP ao qual se adicionou
50uL de acido perclorico (HCIO4 3,4M). Agitou-se em vortex por 15 segundos e
centrifugou-se a 14000 x g por 20 minutos a 4 °C. Imediatamente apos a

centrifugacdo, com os tubos sempre mantidos em gelo, pipetou-se 200 pL do
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sobrenadante e 20 pL de padrdo externo (5-metoxitriptamina) na concentracao
0,001 mg/mL em vials de HPLC adequados para injecao automatica.

Foram testados métodos de gradiente com o objetivo de melhorar a

resolucdo do método.

» Método gradiente (Tabelas 2 e 3) com fase mével A constituida por
tampédo fosfato de sodio diacido com SDS (10 uM), acetonitrila e
metanol (70:15:15 v/v/v); fase B constituida por tampéo fosfato de
sédio diacido com SDS (10 uM), acetonitrila e metanol (20:65:15

VIVIV).

Tabela 2 - Primeiro gradiente testado: fluxo e concentragdo das bombas de acordo com o
tempo de corrida.

Tempo (min) Bomba (% B) Fluxo (mL/min)
0,01-5,5 20 0,8
55-6,0 50 1,0
6,0 -14,0 50 1,0
14,0 - 14,5 20 0,8

Tabela 3 - Segundo gradiente testado: concentracéo das bombas de acordo com o tempo de

corrida.
Tempo (min) Bomba (%B)
0,01-6,0 0
6,0-6,5 20
6,5 - 10,0 20
10,0-14,0 0
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» Método isocratico (fluxo 0,8 mL/min) com fase moével constituida por
tampédo fosfato de sodio diacido com SDS (10 uM), acetonitrila e

metanol (80:10:10 v/v/v)
» Método isocratico (fluxo 0,8 mL/min) com fase mével constituida por
tampédo fosfato de sodio diacido com SDS (10 uM), acetonitrila e

metanol (70:15:15 viv/v)
Tanto a 5-HT quanto o padréo externo possuem fluorescéncia nativa.
Essa caracteristica permite o uso de um detector de fluorescéncia que é mais

seletivo em relacdo ao UV e permite uma boa resolucéo dos picos.

3.2.1.3 Validag&do do método de HPLC

Extracdo: A partir de 250 uL de PRP, foi realizada uma precipitacéo
com &cido perclorico 1 M (50 uL).

Fase movel: Tampédo fosfato de sdédio + SDS (10 uM): acetonitrila:
metanol (70:15:15 v/v/v).

Padréo externo: hidrocloreto de 5-metoxitriptamine.

Curva padréo: 600, 400, 200,100, 50, 25 ng/mL (Figura 2).

Coluna: Cig Perkin-Elmer.

Comprimento de onda: 270 nm (excitagédo) e 330 nm (emissao).

Fluxo: 0,8 mL/min.

Temperatura: 35 °C.
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Ganho: x 1.

Resposta: 2.

Tempo de retengéo da 5-HT: 6,8 min.

Tempo de retengéo do padréo externo: 9,6 min.

Tempo de analise: 12 min.

(A)

(B)

(©)
Figura 2 - Cromatogramas de diferentes pontos da
curva de calibragdo: 25 ng/mL (A), 100 ng/mL (B) e
600 ng/mL (C).
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3.2.2 Determinacéo da GSK3B

Os niveis de GSK3B plaquetaria foram analisados pelo método de
ELISA utilizando kits comerciais (TiterZyme EIA — Assay Designs Inc., Ml, USA)
e posteriormente confirmados pelo método de blotting (como descrito no
ANEXO B). Como as escalas dos métodos eram diferentes, para compara-los
foi necessario uma padronizacdo: (valor+media)/dp. Com os valores calculados
fez-se o T-Test pareado. Obteve-se que o blotting e o ELISA se equivalem tanto
no que diz respeito & GSKT (p=0,99) quanto a pGSK (p=0,75). As diferencas
foram mais evidentes pelo método de ELISA.

Em ambos os testes de quantificacdo da proteina GSK3B, foram
obtidos resultados da quantidade de GSKT e pGSK. A partir destes dados
foram inferidos os valores da GSK3B ativa (ndo-fosforilada no sitio ser9) com o
caculo da razdo pGSK/GSKT (rGSK), como descrito anteriormente pelo nosso
grupo (Forlenza et al., 2010). A rGSK nos informa sobre a proporcdo entre a
concentracdo da forma inativa da proteina (i.e. pGSK) e a sua concentracao
total em uma amostra. Portanto, quanto menor rGSK, maior a atividade

enzimaética e vice-versa.

50



3.2.2.1 Obtencéo e preparo das plaquetas

Para o preparo das amostras foram testados dois protocolos ja
realizados na rotina do laboratério.

Preparo A: Foram coletados 20 mL de sangue em tubos do tipo
monovet (Sarstedt) contendo anticoagulante citrato de soédio. Adicionou-se
200pL de EDTA 0,09 M para cada 10 mL de sangue. Homogeneizou-se
delicadamente por inversao e centrifugou-se por 10 minutos a 1300 rpm a 20
°C. O sobrenadante PRP foi transferido para tubo com capacidade de 15 mL
(tipo falcon) e centrifugado por 15 minutos a 2400 rpm a 20 °C. O sobrenadante
foi removido por inversao e o pellet de plaquetas foi lavado com 5 mL de Tris 10
mM, pH 7,4. Desprezou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido com
aproximadamente 1 mL de tampéo de lise, contendo inibidores de proteases.
As plaquetas foram congeladas e descongeladas para facilitar a lise e
armazenadas em criotubos em freezer —70 °C.

Preparo B: foram coletados 20 mL de sangue em monovet contendo
anticoagulante citrato de sodio. Em cada tubo foi adicionado 1 mL de ACD-NH e
homogeneizou-se delicadamente por inversdo. Centrifugou-se durante 15
minutos a 1600 rpm a 20 °C. O sobrenadante PRP foi transferido para tubo com
capacidade de 50 mL (tipo falcon) 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. Foram adicionados 2,5 mL de solugcéo de lavagem e permaneceu em
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repouso por 10 minutos. As plaquetas foram cuidadosamente homogeneizadas
com pipeta e adicionou-se mais 2,5 mL de solucédo de lavagem. Centrifugou-se
por 8 minutos a 2400 rpm. O sobrenadante foi removido e cada pellet
ressuspenso delicadamente com 500 pL de tris-sacarose.

Apdés o0s dois preparos ainda testamos diferentes protocolos de lise
celular, com o objetivo de disponibilizar no meio a maior quantidade possivel
das proteinas de interesse, mas interferindo minimamente em suas
propriedades fisico-quimicas:

1) Congelamento por 30 minutos a -80 °C, descongelamento,

separagdo em aliquotas e armazenamento em freezer -80 °C.

2) Separacdo de aliquotas e armazenamento em freezer -80 °C e
descongelamento no gelo apenas no momento de preparo da
amostra para anélise.

3) Separacdo de aliquotas e armazenamento em freezer -80 °C e
descongelamento a temperatura ambiente apenas no momento de
preparo da amostra para analise.

O preparo da amostra para a quantificacdo da enzima GSK3B foi
validado levando-se em consideracao a necessidade de manter a plaqueta em
condicdo mais parecida possivel a do momento da coleta. Para tanto foi
utilizado o preparo B no qual as plaquetas sédo separadas por métodos fisicos e
adicionam-se solu¢des para impedir a ativacdo ou agregacao plaquetérias até o
congelamento das amostras. No momento do experimento, apés as amostras

serem descongeladas, adicionou-se inibidores de proteases e fosfatases.
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3.2.2.2 Determinagéo de proteina das amostras

Apbs o preparo da amostra, uma aliquota de 50 pL foi destinada a
determinacgéo de proteinas totais. As proteinas foram quantificadas utilizando o
kit Bio-Rad DC Protein assay (Bio-Rad Hercules) que € um ensaio colorimétrico
para a determinagdo de proteinas, baseado no método de Lowry (Lowry et al.,
1951). O ensaio consiste na reacao 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). Sao duas etapas que levam ao aparecimento da cor
cuja absorbancia foi lida a 680 nm (Peterson, 1979). A determinacdo da
concentracdo de proteinas totais foi obtida por meio de uma curva padrdo de
proteinas, empregando-se albumina de soro bovino (bovine serum albumin ou
BSA,; Sigma-Aldrich) nas concentragdes: 0,1 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1,0

mg/mL e 1,5 mg/mL.

3.3 Analises estatisiticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o programa
estatistico SPSS v. 14 (Statistical Package for Social Science, Chicago, IL). O
teste de Modelos de Efeitos Mistos foi utilizado para avaliar as variaveis GSKT,
pGSK, rGSK e 5-HT longitudinalmente. Para comparacdo dos grupos de

paciente com o grupo controle utilizou-se o teste de ANOVA. O teste de
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correlagdo foi realizado para avaliar a correlacdo entre 5-HT e GSK3B nas
diferentes visitas. Para a analise da correlacdo da variavel clinica e GSK3B
utilizou-se o teste time series. O teste T-student pareado foi realizado para
avaliar a equivaléncia metodologica entre blotting e ELISA. A significancia
estatistica para todas as analises realizadas foi estabelecida para valores de p

< 0,05 (a = 95%).
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4 RESULTADOS

4.1 Quantificacdo da 5-HT

Foram analisadas 75 amostras de PRP para a quantificacédo 5-HT por
HPLC. Havia trés grupos de amostra: pacientes na visita 1, visita 2 e visita 3
(Tabela 4). Houve uma diminuicdo de 5-HT durante o tratamento com sertralina
(Figura 3), sendo mais marcante nos primeiros 3 meses (V1-V2) (p=0,03).

Observamos diminuicdo da 5-HT (p=0,053) com 12 meses de tratamento.

E
5
e
&
=
=
n,

Figura 3 - Comparagado de concentragdo de 5-HT por plaguetas
nas diferentes visitas. Diminuicdo da 5-HT em 3 meses de
tratamento (#p=0,032). Sendo que V1= pré-tratamento (n=33); V2=
3 meses de tratamento (n=30), V3= 12 meses de tratamento
(n=12).
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Tabela 4 - Médias e desvios padrdo da concentragdo de 5-HT nas diferentes visitas.

Visita ~ Média (5-HT +dp) (ng/10 ° Pq)

V1 (n=33) 506 (+ 315)

V2 (n=30) 407 (+ 306)

V3 (n=12) 315 (+ 290)
p 0,132

Sendo que V1= pré-tratamento; V2= 3 meses de
tratamento, V3= 12 meses de tratamento.

4.2 Quantificacdo da GSK3B

Foram analisadas 90 amostras de plaquetas tanto para a quantificacéo
de GSKT quanto para pGSK por ELISA. Por esta metodologia analisamos além
das visitas 1, 2 e 3 um grupo controle de idosos sadios.

Quando comparadas amostras de pacientes ndo medicados as de
controle, observamos maiores niveis de pGSK (p<0,01) no grupo de pacientes.
A GSKT e a rGSK foram semelhantes entre pacientes e controles (Tabela5).

Durante o tratamento observou-se uma reducdo de pGSK (p=0,037) e
rGSK (p=0,034) durante o tratamento. Ndo houve mudancas significativas da

GSKT (Tabela 5).
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Tabela 5 - Médias e desvios padrao de GSKT, pGSK e rGSK nas visitas 1, 2, 3 e controles.

GSK3B (pg/mL) V1(n=39) V2 (n=32) V3 (n=15) Controle (n=18)
GSKT 3701 (1022) 3918 (1039) 4489 (683)* 3677 (950)
pPGSK 1163 (472)** 1078 (407)** 915 (418) 689 (167)
rGSK 0,33 (0,15) 0,30 (0,12) 0,23 (0,08) 0,19 (0,05)

Sendo que V1= pré-tratamento; V2= 3 meses de tratamento, V3= 12 meses de tratamento. GSKT: GSK3B total;
pGSK: GSK3B fosforilada; rGSK: pGSK/GSKT. **p<0,01 *p<0,05

Ap6s um ano de tratamento observou-se um aumento da GSKT dos
pacientes (p=0,022), distanciando dos niveis de controles (p=0,016) (Figura 4).
Com relacdo a pGSK nédo houve diminui¢éo significativa, mas mesmo assim 0s
niveis se aproximaram aos do grupo de controles (Figura 5). A rGSK também
diminuiu nos pacientes apos um ano de tratamento (p=0,001). Além disso, foi

encontrada diminui¢do da visita 2 para a visita 3 (p=0,001) (Figura 6).

4500 *
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5000

Wil W2 W3

Figura 4 - Comparacdo da enzima GSKT nas trés visitas e
grupo controle, observando-se aumento (p=0,022) da V1 para
a V3, e da V2 para a V3 (0,046); diferenca entre controle e
visita 3 (p=0,016). Utilizou-se modelo de efeitos mistos para
comparagdo entre as visitas e ANOVA para comparacao dos
grupos de paciente e controle, p<0,05. Sendo que V1= pré-
tratamento; V2= 3 meses de tratamento, V3= 12 meses de
tratamento.
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Figura 5 - Comparacdo da enzima pGSK nas trés visitas,
observando-se maior quantidade de enzima em V1 quando
comparado com controle (p=0,000), e em V2 também quando
comparado com controle (p=0,000). Utilizou-se modelo de
efeitos mistos para comparacao entre as visitas e ANOVA para
comparagdo dos grupos de paciente e controle, p<0,05. Sendo
gue V1= pré-tratamento; V2= 3 meses de tratamento, V3= 12
meses de tratamento.
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Figura 6 - Comparacdo da rGSK nas trés visitas, observando-
se diminuicdo da razdo apés 3 meses de tratamento (V2,
p=0,001) e também ap6s 12 meses de tratamento (V3,
p=0,001). Utilizou-se modelo de efeitos mistos para
comparagdo entre as visitas e ANOVA para comparacao dos
grupos de paciente e controle, p<0,05. Sendo que V1= pré-
tratamento; V2= 3 meses de tratamento, V3= 12 meses de
tratamento.
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4.3 Correlacdo entre 5-HT e GSK3B

Foi feito o calculo de correlacdo entre todas as variaveis: GSKT e 5-HT,
pGSK e 5-HT, rGSK e 5-HT; nas trés visitas (Tabela 6).

Tabela 6 - Correlacdes entre 5-HT e GSKT, 5-HT e pGSK, 5-HT e rGSK nas visitas 1, 2 e 3.

5-HT
GSKT | V1 |p=-0,046 (p= 0,836)
V2 | p=0,064 (p=0,772)
V3 | p=0,342 (p= 0,452)
PGSK | V1 | p=-0,540 (p= 0,008) *
V2 | p=-0,224 (p=0,317)
V3 = - 0,338 (p= 0,115)
rGSK | Vi =- 0,338 (p= 0,115)
V2 | p=-0,162 (p= 0,461)
V3 | p=-0,305 (p= 0,506)

Foi encontrada uma correlacdo negativa entre 5-HT e pGSK (p=-0,54;

p=0,008) (Figura 7) antes do tratamento. Esta correlacdo perdeu significancia

apos o inicio do tratamento com sertralina (V2 e V3, Tabela 6)

2000,00 — s o o
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Figura 7 - Correlagéo entre pGSK e 5-HT na visita 1
(p = - 0,54; p=0,008).
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4.4 Correlacao de dados clinicos e GSK3B

Como esperado, a pontuacdo na escala Hamiltom (HDRS-21), diminuiu
significativamente tanto apds 3 meses de tratamento (p=0.001) quanto apos um
ano (p=0.001). Porém, ndo observamos correlacdes entre a melhora clinica dos

pacientes e pGSK (p=0,62) ou GSKT e (p=0,35).

Além disso, dividimos os pacientes em respondedores e néo
respondedores, baseados na melhora da escala HDRS-21 nos 3 primeiros
meses de tratamento. Ndo observamos diferencas nos niveis de pGSK (p=0,89)

ou GSKT (p=0,56) entre os dois grupos.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo comparamos as concentragdes da GSK3B em pacientes
idosos com depressdo com um grupo de controles sadios. A GSK3B foi
determinada em plaquetas e 0s pacientes estavam por ao menos um més sem
medicacdo. Apds a coleta inicial estudamos os efeitos de um tratamento com o
ISRS sertralina por 12 meses na GSK3B e nas concentracbes de 5HT
plaguetaria.

Encontramos que a pGSK e a rGSK de pacientes antes da medicacéo
foram maiores do que a do grupo controle. Trés meses apds o inicio do
tratamento com sertralina, encontramos uma diminuicdo da pGSK e o aumento
da GSKT, diminuindo assim a rGSK. Esta diminuicdo de ambas continuou até
0s 12 meses de tratamento, aproximando-se dos valores dos controles. Por
outro lado, houve um aumento significativo dos niveis de GSKT em relacdo ao
baseline e aos controles.

De nosso conhecimento este € o primeiro relato de um aumento da
pGSK e GSKT em plaquetas de idosos com depressdo. Este achado deve ser
interpretado com reservas devido ao pequeno tamanho da amostra. Todavia,
como veremos a seguir, estes achados sdo compativeis com uma diminuigdo
da sensibilidade de receptores 5HT2, que € a hipdtese prevalente da depresséao

(REF).
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A fosforilacdo no sitio serina 9 da GSK3Btorna-a inativa (Li et al., 2004;
Jope e Roh, 2006), o que parece ter um efeito neuroprotetor (Chin et al., 2005;
Nunes et al., 2007). E, ao contrério, a diminuicdo da fosforilacdo parece estar
relacionada a neurodegeneracao (Kaytor e Orr, 2002). No cérebro a fosforilacdo
da GSK3B ¢ estimulada pelo receptor 5-HT1 e inibida pelo receptor 5-HT2 (Li et
al., 2004). Estes receptores estdo mais diretamente envolvidos com a agéo dos
ISRSs (Stahl et al., 2010). As plaquetas, por outro lado, tém apenas o receptor
5-HT2 (Rang et al., 2003). Em face desses dados, podemos supor que 0 N0Sso
achado de uma reducdo da pGSK durante o tratamento resultou do efeito da
sertralina nos receptores 5-HT2 em plaquetas. E necessario ainda esclarecer os
mecanismos pelos quais a estimulacdo de receptores 5-HT2 reduz a
fosforilagdo da GSK3B. Todavia, a diferenca de populagdes de receptores de 5-
HT em plaquetas e em neurdnios limita a extrapolacdo de nossos resultados em
plaguetas para explicar os efeitos de ISRSs na GSK3B cerebral.

Em nossa amostra ndo encontramos correla¢des entre as alteracdes de
GSK3B e 5-Ht durante o tratamento e a resposta terapéutica a sertralina. Isto
nao significa que as mudancas destes parametros biol6gicos ndo estejam
relacionadas as mudancas clinicas, que provavelmente ocorreram antes do
prazo de 3 meses, quando entdo as mudancas bioldgicas foram analisadas pela
primeira vez apdés o inicio do tratamento. Além disso, no tratamento da
depressdo existe uma laténcia entre a ocorréncia das primeiras alteracoes
biolégicas e o inicio da resposta clinica. No caso de receptores de 5-HT ha

evidéncias de que o aumento agudo da concentracdo de 5-HT na fenda
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sinptica € suficiente para provocar os primeiros efeitos colaterais, mas nao os
primeiros efeitos terapéuticos. Esses s6 sdo observados apds algumas
semanas de tratamento, quando os receptores pos-sinapticos de 5-HT se
tornam dessensibilizados, e a ligacdo do neurotransmissor gera sinais
detectados pelo genoma da célula-alvo, alterando a expressdo génica dos
receptores responsaveis pelos efeitos indesejados (Stahl, 2010).

Nos pacientes com depressdo tratados com sertralina por um ano,
observou-se uma diminuicdo da 5-HT plaquetéaria, que foi mais marcante nos
primeiros meses do tratamento. Uma diminuicdo da 5-HT plaquetaria apos o
tratamento com ISRSs j& havia sido descrita com o uso cronico de outros
medicamentos antidepressivos desta classe (ISRSs) (Bakish et al., 1997,
Neuger et al., 2000; Blardi et al.,, 2002). Trabalhos in vitro de Brenner e
colaboradores (2007) descrevem que a alta concentracdo de 5-HT no meio
extracelular diminui a quantidade de SERT de membrana; o cenario oposto —
diminuicdo de 5-HT no meio extracelular — aumenta a quantidade de
transportadores. A quantidade de SERT estd diretamente associada a
concentracdo plaquetaria e plasmatica de 5-HT. Aumentando entdo a
concentracao extracelular de 5-HT pela inibicdo da recaptacdo com o uso da
sertralina, hd uma dessensibilizacdo dos SERT. Nossos achados sugerem que
a sertralina pode modular a recaptacdo de serotonina ndo s6 no SNC, mas
também nas plaquetas.

A relacdo entre depressdo e deméncia, em especial a decorrente de

DA, vem sendo descrita por diversos estudos. Quadros depressivos séo
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considerados risco para deméncia, principalmente no caso de depressdo de
inicio tardio (Gallassi et al., 2006). Além disso, a gravidade dos episédios
depressivos tem sido associada ao maior risco de desenvolvimento da
deméncia (Kessing, 1998; Kessing e Andersen, 2004). Apesar de ndo serem
claros os mecanismos, algumas vias de associacdo sao propostas: 1) aumento
da producédo de A-beta e decorrente formacdo de placas amildides; processo
gue pode estar ligado a vias serotonérgicas (Keowkase et al., 2010). 2)
aumento de citocinas que podem interferir em mecanismos pro-inflamatoérios do
SNC ou até mesmo no metabolismo de 5-HT (Maes et al., 2009; Adler et al.,
2006; Leonard, 2007; Rojo et al., 2008). 3) diminuicdo do nivel e da atividade de
fatores neurotréficos, necessarios para manutencdo neuronal e plasticidade
sinaptica, por exemplo, o BDNF (Masi e Brovedani, 2011).

Em nossa amostra, o tratamento com sertralina reduziu a pGSK. Como
a pGSK é supostamente relacionada a neuroprotecdo (Li et al., 2004), poder-
se-ia supor que o uso continuo de sertralina reduziria a neuroprotecao,
aumentando assim o risco para deméncia. Embora Kessing e colaboradores
(2009) encontraram que o tratamento crénico com antidepressivos triciclicos
reduz o risco para deméncia, este achado n&o se confirmou para ISRSs.

Todavia, estudos em cultura de neurdnios hipocampais sugerem que a
sertralina aumenta a proliferagdo neural (Anacker et al., 2011) e estimula a
diferenciacdo de precursores neuronais (Peng et al., 2011). Assim, € improvavel
gue o aparente mecanismo de reducdo de neuroprotecdo por sertralina em

plaguetas esteja refletindo o efeito deste ISRS em neurdnios.
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Em nosso estudo encontramos em plaquetas de idosos com depressao
alteracbes da GSK3B que tenderam a se normalizar apds tratamento
antidepressivo. Como notamos, neste contexto, as plaquetas refletem apenas
de forma parcial o que ocorre no SNC. Todavia, nossos resultados sugerem
gue o modelo em plaquetas pode ser Util para estudar os efeitos de ISRSs no
metabolismo da GSK3B e, provavelmente, em outros processos mediados por

receptores 5HT2.
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6 CONCLUSAO

Pudemos observar que a sertralina modula tanto a 5-HT quanto a
GSK3B plaquetarias e que o tratamento por um ano € mais efetivo nesta
modulacdo. Tanto aacdo antidepressiva quanto a agcao neuroprotetora da
sertralina podem estar associadas a essas vias de sinalizacéo.

Com relacdo aos métodos podemos concluir que: para determinacéo de
GSK3B total e fosforilada, foi validado o método de Elisa como equivalente ao
meétodo de blotting, permitindo a mensuracdo deste biomarcador de uma

maneira mais rapida. Para a determinacdo da serotonina foi validado um

meétodo sensivel e preciso por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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ANEXO A - Solugdes utilizadas

Acido perclérico (HCIO,4) 3,4M.

Tampao fosfato de sédio diacido (NaH,PO4.2H,0) (Sigma) 0,1M, pH 3,0
(para fase mavel).

Fase mével: Tampéo fosfato de sddio diacido + SDS (10uM): Acetonitrila:
Metanol (70:15:15 v/v/v).

Tampao fosfato de sédio (Na,PO,) 30mM/L, pH 7,4 (para diluir o padrao de
5-HT).

EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) 0,09 M.

Tris 10 mM.

Tampéo de lise de plaquetas: 0,152 g Tris-HCI, 10 mM, pH 7,4; 0,038 g
EGTA (&cido tetraacetico do glicol de etileno).

PMSF (do inglés phenylmethylsulfonylfluoride).

ACD-NH: Glicose 124 mM, citrato de sodio dihidratado 84 mM, acido citrico
41 mM.

Solucdo de lavagem de plaquetas: Citrato de sédio 0,1 M, KCI 0,155 M,
MgCl, 0,1 M, glicose 0,33 M, CaCl, 0,1 M, albumina 200 mg/mL, NaCl 0,9%
e apyrase 2 U/mL.

Tris — sacarose: Tris-HCL 50 mM pH = 7,4, sacarose 233 mM.

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

glicerol 10%, SDS 8%, azul de bromofenol 0,2%.
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Gel de poliacrilamida para corrida a 12%: 59 mL de agua, 5 mL de
acrilamida:bisacrilamida (30:0,8), 3,8 mL de Tris 1 M pH=8,8, 150 pL de
SDS 10%, 150 pL de persulfato de amoénia e 15 pL de temed.

Gel de poliacrilamida para acomodacdo a 3%: 3,9 mL de agua, 600 pL de
Acrilamida:bisacrilamida (30:0,8), 1,5 mL de Tris 1 M pH=6,8, 60 puL de SDS
10%, 60 pL de persulfato de aménia e 10 pL de temed.

Tampao de corrida: Tris 25 mM, glicina 160 mM, SDS 10% (m/v).

Tampao de transferéncia: Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% (m/v).

TBS 10X: Tris 250 mM, NaCl 1,4 M, KCI 50 mM.
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ANEXO B - Padronizacdo de western blotting e immunoblotting

A) Padronizagédo de Western blot

Foram testadas duas concentracdes de proteina/volume: 20 ug/uL e 25
ug/uL. Apos a determinacao da concentracdo das proteinas, as amostras foram
diluidas com ‘tampdo de amostra’ (Laemmli buffer) a fim de atingir
concentracdes ideais para o western blot.

A partir da concentracdo de proteinas em cada amostra, calculou-se o
volume necessario para que fossem aplicados 20 ug de proteinas totais,
diminuindo assim possiveis erros de corrida e interpretacdo de resultados. Foi
selecionado um marcador molecular cujos pesos séo: 97 kDa, 66 kDa, 45 kDa,
30 kDa (Low molecular weight calibration kit for eletrophoresis - Amersham);
visto que o peso molecular da GSK3B ¢é 46 kDa .

Foi preparado um pool de amostras de plaquetas de individuos sadios
gue foi aliquotado e armazenado a — 80 C, a fim de servir como um padréo
interno (Pi) do experimento. Em cada gel foi aplicado este Pi em triplicata,
sendo utilizado para corrigir variacdes analiticas entre os dias de analise.

Antes da aplicacdo das amostras no gel de 12% de acrilamida, as
aliquotas foram aquecidas a 100 °C por 5 minutos em banho seco (DRI-BLOCK
DB-3, Techne) para desnaturar as proteinas, desenovelando-as
completamente, a fim de facilitar a separacdo das mesmas durante a corrida

eletroforética.
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A corrida eletroforética 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),
necessarias para a transferéncia, permaneceram imersas no tampdo de
transferéncia para melhor resolucdo do método. Terminada a eletroforese, cada
membrana de nitrocelulose foi colocada em contato com o gel a ser analisado,
e o conjunto foi acondicionado entre os papéis-filtro, e estes, entre as esponjas
do sistema de transferéncia que ocorreu por 90 minutos a 250 mA. Tanto para a
realizacdo da corrida de eletroforese como também da transferéncia das
proteinas, foi utilizado o sistema de mini-géis verticais Mini-Protean Il (Bio-
Rad).

Levando-se em consideragdo o peso molecular das proteinas a serem
analisadas, utilizamos um gel com 12% de acrilamida. Substituindo a
concentracdo anteriormente utilizada (10%), obtivemos uma melhor resolucéo
das bandas. As outras variaveis ndo foram modificadas. A corrida eletroforética
foi realizada por 90 minutos a 150 V. Para a transferéncia foram necessarios 60

minutos a 250 mA.

B) Padronizagdo de Immunoblotting
Para a otimizacdo do método foram testadas diversas condi¢bes nas
diferentes etapas do experimento para cada uma das proteinas a serem

analisadas: GSKT (Tabela 4) e pGSK (Tabela 5).
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Tabela 7 - Testes feitos para revelagdo da GSKT.

Condicao

Etapa
do
experimento

Concentragao

Tempo

Diluente

Bloqueio

3% leite
5% leite
8% leite
1% BSA
3% BSA

1 hora
5 horas

Over night

TBS1x
TBS-Tween 0,01%
TBS-Tween 0,2%

Anticorpo
primario

1:200
1:400
1:500
1:600
1:750
1:800
1:1000
1:2000
1:3000

1 hora
2 horas

Over night

3% leite
5% leite
8% leite
3% BSA

TBS1x
TBS-Tween 0,01%
TBS-Tween 0,2%

Anticorpo
secundario

1:200
1:300
1:400
1:3000
1:10000

1 hora

TBS1x
TBS-Tween 0,01%
TBS-Tween 0,2%

5% leite
3% BSA

Conjugado

1:3000

1 hora

TBS-Tween 0,2%

Lavagens

TBS-Tween
0,01%

TBS-Tween
0,2%

4 x5
3x5' + 3x15'+ 1x15’
4x5' + 1x H20 MilliQ
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Tabela 8 - Testes feitos para revelagéo da pGSK.

Condicao
Etapa Concentracéo Tempo Diluente
do
experimento
o lai
oo 5% leite n TBS-Tween 0,01%
oqueio 0 ora
1% BSA TBS-Tween 0,2%
3% BSA
1:600
1:5000
3% leite
1:7000 TBS1x 5% lei
Anticorpo i _ . o leite
primério 1:8000 Over night TBS-Tween 0,01% 1% BSA
1:10000 TBS-Tween 0,2%
3% BSA
1:12000
1:14000
5% leite
1:400 ih TBS1x 1% BSA
: ora 0
Antlc?jrpq 1:10000 TBS-Tween 0,01%
secundario 2 horas 3% BSA
1:15000 TBS-Tween 0,2%
Conjugado 1:3000 1 hora TBS-Tween 0,2%
L TBS-Tween 0,01% 4x5
avagens 3x5’ + 3x15+ 1x15’ .
. 0
TBS-Tween 0.2% | 445 + 1x H20 MilliQ

Além de condic¢des distintas foram também testados alguns anticorpos:

401215.

Anti-GSK3B: Sigma G6414; Abcam ab73173.

Anti-pGSK3Bser9: Santa Cruz sc-11757; Abcam ab9769.

Anti-rabbit: GE Healthcare RPN1004V1; Abcam abh16284.

Anti-mouse: Sigma A4416; GE Healthcare RPN1001V1; Calbiochem
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As lavagens foram realizadas em agitador do tipo Roto Mix — 50800
(Barnstead/Thermolyne). Para o bloqueio e as incuba¢es com os anticorpos foi
utiizado o agitador Platform Vari Mix, (Barnstead/Thermolyne). A revelacdo
ocorreu dentro do equipamento de imagem Chemiimager'™ 4000 (Alpha
Innotech, Multilmage Light Cabinet). Sobre a membrana foi adicionado o
reagente ECL que, apds reagir por 15 minutos com a peroxidase, emitiu luz que
foi captada pelo equipamento de imagem.

Usando um software especifico, a imagem foi salva no computador. Em seguida
foi realizada a densitometria das bandas encontradas, ou seja, a contagem de
pixels da imagem descontando o background. 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 e excluir background.
Este retangulo, durante todo o estudo teve a mesma area. Para diminuir os
erros o zoom da camera de captacdo foi mantido o mesmo para todas as
analises. A meédia da duplicata de cada amostra foi dividida pela média da

triplicata do Pi, corrigindo possiveis variagdes durante o experimento.

Protocolo estabelecido
- GSKT

As membranas foram bloqueadas com uma solucdo de 5% de leite
desnatado em TBS-Tween 0,2% over night (16 h a 18 h) sob agitacdo a 4 °C a
fim de se evitar interacdes inespecificas do anticorpo primario. Apls esta

incubacdo as membranas foram lavadas 4 vezes por 5 minutos com TBS-
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Tween 0,2% e a seguir foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente sob
agitacdo com o anticorpo primario diluido 1:3000 em TBS-Tween 0,2% (G6414,
Sigma Aldrich) que reconhece apenas a isoforma beta da proteina (GSK3B).
Apés esta incubacdo de 1 hora, as membranas foram lavadas 4 vezes por 5
minutos com TBS-Tween 0,2%. A seguir as membranas foram incubadas com o
anticorpo secundario diluido 1:400 em TBS 1x (anti-mouse IgG — conjugado a
peroxidase, Sigma Aldrich) por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacédo
Apés esta Ultima incubagdo as membranas passaram por mais um ciclo de 4
lavagens de 5 minutos cada e foram entdo reveladas e a densitometria das
bandas foi realizada (Figura 7). As lavagens foram feitas em agitador do tipo

Roto Mix — 50800 (Barnstead/Thermolyne).

Aml Aml1 Am2 Am2 Am3 Am3 Pi Pi Pi
- - N S W B <«4— 45kDa

Figura 8 - Blot para a enzima GSKT.

- pGSK

As membranas foram bloqueadas com 1% BSA em TBS-Tween 0,01%
por 1 hora a temperatura ambiente a fim de se evitar interacdes inespecificas
do anticorpo primario. Apés esta incubacdo as membranas foram lavadas 4
vezes por 5 minutos com TBS-Tween 0,01% e a seguir foram incubadas over
night (16h a 18h) a temperatura de 4 °C sob agitacdo com 0 anticorpo primario

(ab9769, Abcam) diluido 1:5000 em TBS-Tween 0,01% que reconhece apenas
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a isoforma fosforilada na porcéo ser9 da proteina GSK3B. Apoés esta incubagéo
as membranas foram lavadas 4 vezes por 5 minutos TBS-Tween 0,01%. As
membranas foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacédo
com o anticorpo secundario diluido 1:10000 em TBS 1x (anti-rabbit 1gG, GE
Healthcare). ApoOs esta Ultima incubacdo as membranas passaram por mais um
ciclo de 4 lavagens de 5 minutos e foram ent&o reveladas e a densitometria das
bandas foi realizada (Figura 8). As lavagens foram realizadas em agitador do

tipo Roto Mix — 50800 (Barnstead/Thermolyne).

Aml Aml Am2  Am2 Pi Pi Pi
™ T — <— 45kDa

Figura 9 - Blot para a enzima pGSK.

C) Analise das amostras

Foram analisadas 82 amostras de plaguetas (visita 1, 2 e 3) tanto para
a determinacdo de GSKT quanto para pGSK por blotting. As amostras
analisadas ndo apresentaram diferenca entre os grupos (Tabela 7) nem para a
guantificacdo da enzima GSKT nem da pGSK (Figura 9) e, consequentemente,

arGSK (Figura 10).
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Tabela 9 - Médias e desvios padrao de GSKT, pGSK e rGSK nas visitas 1, 2 e 3.

GSK3B (valores densitométricos) V1 (n=36) V2 (n=30) V3 (n=16) p
GSKT (média + dp) 1,17 (0,36) 1,13 (0,33) 1,15(0,32) | 0,924
pGSK (média + dp) 0,95 (0,36) 0,99 (0,49) 0,95 (0,24) | 0,914
rGSK (média + dp) 0,85 (0,30) 0,89 (0,38) 0,82(0,28) | 0,831

Sendo que V1= pré-tratamento; V2= 3 meses de tratamento, V3= 12 meses de tratamento; GSKT: GSK3B

total; pGSK: GSK3B fosforilada; rGSK: pGSK/GSKT.

GSKT e pGSK

Z -
g
2 1,5
3
£ mvi
£ 17
g mv?2
k-
o 05 '
k-1
3
£ o

GSKT pGSK

Figura 10 - Comparagdo da enzima GSKT e da
enzima pGSK por blotting. Utilizou-se ANOVA de
medidas repetidas p<0,05. Sendo que V1= pré-
tratamento; V2= 3 meses de tratamento, V3= 12
meses de tratamento.

rGSK

1,4
1,2 4
08 - mvi
0,6 -

! w2
0,4 - V3

0,2 -

Valores densitométricos
=
1
B

rGSK

Figura 11 - Comparagdo da rGSK por
blotting nas 3 visitas. Utilizou-se ANOVA de
medidas repetidas p<0,05. Sendo que V1=
pré-tratamento; V2= 3 meses de tratamento,
V3= 12 meses de tratamento.
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APENDICE A — Aprovacio do Comité de Etica

KC

APROVACAO

A Comiss@o de Ftica para Andilise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, em sessdo de 04/11/2009,
APROVOU o Protocolo de Pesquisa n° 0847/09, intitulado: "DETERMINAGAO
RELAGAO ENTRE NiVEIS SEROTONERGICOS E.INIBICAO DA ENZIMA GSK3B EM
PACIENTES IDOSOS COM TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR", apresentado
pelo Departamento de PSIQUIATRIA, inclusive Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq,
os relatérios parcidis e final sobre a pesquisa {Resolucao do Conselho
Nacional de Saude n® 196, de 10/10/1994, inciso 1X.2, letra "c").

Pesquisador (a) Responsavel: PROF. DR. WAGNER FARID GATTAZ
Pesquisador (a) Executante: HELENA PASSARELLI GIROUD JOAQUIM

CAPPesq, 04 de Novembro de 2009

s Lo

PROF. DR. EDUARDO MASSAD
i Presidente
Comissdo de Efica para Andlise de Projetos de Pesquisa

! 6;5//// @
7
Comissao de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Dietoria Clinica do

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo Rua Ovidio Pires de Campos,
225, 5° andar - CEP 05403 010 - S&o Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail:

cappesq@hcnet.usp.br / secretariacappesg2@hcnet.usp.br
matc
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APENDICE B — Modelo de termo de consentimento livre e esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAU LO-HCFMUSP

MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECID O

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RE SPONSAVEL LEGAL

LUNOME ...ttt e e e eb e e e e e e ns
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NP : ....ccocoeiiiiiirininiiieeiens SEXOo: MO F O
DATA NASCIMENTO.: ........ I [

ENDEREGO......ocoiiiiiiiiieciie et

BAIRRO: ..o CIDADE

(03 =1 = H TELEFONE:(............ ) ettt
2. RESPONSAVEL LEGAL ..ovtiuiiiiiirieisiet ettt

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador €1C.) .......cccovueeeeiieaniiieiniee e

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.......cccoviniininieeieieennnn SEXO: Mo Fo

DATA NASCIMENTO.: ...... - [.....

ENDEREQCO: .. .ottt NO......... APTO: ............

BAIRRO: ..o CIDADE: ......oociiiieeeiieee e

(o1 =1 =R TELEFONE:DDD (c..vovo )i

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: RELAGAO ENTRE NIVEIS SEROTONERGICOS E
INIBICAO DA ENZIMA GSK3B EM PACIENTES IDOSOS COM TRANTORNO DEPRESSIVO MAIOR

2. PESQUISADOR : Wagner Farid Gattaz
CARGO/FUNCAOQ: Professor Titular/ Psiquiatra
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL Ne 25.956
UNIDADE DO HCFMUSP: Instituto de Psiquiatria

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

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

4.DURAGAO DA PESQUISA : 24 meses
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA U NIVERSIDADE DE SAO PAULO-
HCFMUSP

1 - Justificativa e objetivos da pesquisa — InvestigagBes internacionais realizadas na uUltima década tém
relacionado alterag@es bioldgicas em pacientes com transtorno depressivo. Dentre estas foram detectadas
alteracdes bioquimicas possivelmente relacionadas com o risco para a doenga. O presente estudo tem
como objetivo investigar tais alteragbes em individuos portadores de transtorno depressivo maior. O
objetivo principal do projeto é comprovar alguns parametros bioguimicos nesses pacientes antes e ap0s o
inicio do tratamento com antidepressivos.

2 — Procedimentos que seréo utilizados e propositos, incluindo a identificagdo dos procedimentos que sédo
experimentais — Se vocé decidir participar, deverd ser preenchida uma ficha de histérico e avaliacdo
clinica (psiquiatrica e cognitiva) e sera feita uma coleta de 10-40 mL (equivalente a 3 colheres de sopa) de
sangue por puncao periférica da veia do antebragco. As amostras seréo utilizadas para as determinagdes

bioquimicas. Todo material sera codificado de modo que a identidade dos participantes ndo seja revelada.

3 — Relacao dos procedimentos rotineiros e como séo realizados — coleta de sangue por punc¢éo periférica

da veia do antebraco.

4 — Desconfortos e riscos esperados — Os desconfortos e riscos esperados sdo minimos e séo
decorrentes apenas do processo da coleta de sangue. Vocé poderd apresentar dor, desconforto ou

hematoma quando o sangue for retirado.

5 — Beneficios que poderdo ser obtidos — Nao ha beneficio direto para o participante; trata-se de estudo
experimental testando a existéncia de variantes bioquimicas associadas a depressao. E possivel, mas ndo
garantido, que 0s pacientes com este transtorno possam ser beneficiados pelos resultados deste estudo
no futuro, bem como seus familiares. O estudo visa maior esclarecimento dos mecanismos biol6gicos
responsaveis pelo aparecimento da depresséo. De posse destes conhecimentos, espera-se conseguir, no

futuro, melhores estratégias para o tratamento do referido transtorno.

6 — Garantia de acesso - em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responséaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é o Dr Wagner Farid
Gattz que pode ser encontrado no endereco Rua Ovidio Pires de Campos, 785, Sao Paulo — SP. Telefone
3069-8010. Se vocé tiver alguma consideragdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442
ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail: cappesq@hcnet.usp.br

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do

estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Institui¢éo.

9 — Direito de confidencialidade — As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros

pacientes, ndo sendo divulgado a identificacdo de nenhum paciente.

10 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos

abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.
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11 — Despesas e compensacdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo hd compensacédo financeira relacionada a sua

participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.

12 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informag8es que li ou que foram lidas para mim,
descrevendo o estudo “Relagdo entre niveis serotonérgicos e inibicdo dae  nzima gsk3b em pacientes

idosos com trantorno depressivo maior

Eu discuti com o Dr. Wagner Farid Gattaz sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram
claros para mim quais sdo os propésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento
hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualguer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou

perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

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

auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

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

ou representante legal para a participagdo neste estudo.

Assinatura do responsével pelo estudo Data / /
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