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Resumo 

PRADO, LKP. Exercício físico em idosos: efeito nos biomarcadores periféricos de 

neuroproteção. São Paulo. Dissertação- Faculdade de Medicina da USP; 2012. 

 

A atividade física (AF) demonstrou um efeito protetor contra a doença de Alzheimer 

(DA), mas não se sabe qual a influência da AF sobre os biomarcadores de 

neuroproteção, como a glicogênio sintase-quinase 3 (GSK3) e a fosfolipase A2 

(PLA2). O Objetivo do nosso estudo é avaliar o efeito do exercício físico sobre os 

níveis séricos da PLA2 e da GSK3. Foi realizado um estudo observacional de corte 

transversal, no qual 72 idosos saudáveis e sem demência foram selecionados e 

divido em dois grupos de acordo com o nível de atividade física. A atividade da 

GSK3 foi semelhante entre os grupos estudados, houve uma tendência a maior 

inativação da GSK3 (fator neuroprotetor) entre os ativos e maior ativação entre os 

sedentários e muito ativos, porém sem significância estatística. É possível que a 

atividade física de baixa intensidade já tenha um efeito protetor. Uma maior 

população de idosos e métodos mais precisos de mensurar AF serão necessários 

para demonstrar efeito da AF sobre a GSK3 e PLA2.  

Palavras Chaves: atividade física, PLA2, GSK3, Alzheimer, exercício, idosos 
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Summary 

PRADO, LKP. Physical activity in elderly: effect on peripheral biomarkers of 

neuroprotection (dissertation). São Paulo. “Faculdade de Medicina, Universidade de 

São Paulo”, 2012. 

 

The physical activity ( PA) was demonstrated to have a protective effect against 

Alzheimer’s disease, but the influence of exercising on the  biomarkers of 

neuroprotection such as Glycogen synthase kinase 3 (GSK-3) and Phospholipases 

A2 (PLA2s) are hitherto imprecise. This study aims at assessing the effect of PA on 

the serum levels of PLA2 and GSK3. We have performed a cross-sectional 

observational study with 72 healthy elders, without dementia, selected and classified 

into two groups according to the level of PA. The GSK3 activity resulted similar in 

both groups; there was a tendency of inactivation of GSK3 (neuroprotective factor) 

among active elders and a higher activation among sedentary and highly active 

elders, although without statistical significance. It’s possible that low-intensity 

physical activity may already have a protective effect. Further studies with higher 

number of participants and methods more accurate  to measure PA will be needed to 

demonstrate effect of PA on the GSK3. 

Key Words: physical activity, PLA2, GSK3, Alzheimer, exercise. 
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1. Introdução 

O envelhecimento populacional aumentou de forma significativa nas últimas décadas. 

Uma projeção recente do IBGE1 (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística) prevê 

que a população de idosos vai triplicar até 2050, passando dos atuais 10,8% para 

29,7% da população total do país, correspondendo a quase 65 milhões. A 

expectativa de vida ao nascer aumentou para 73 anos na última década (1999 a 

2009), entre as mulheres passou de 73,9 para 77 anos e entre os homens de 66,3 

para 69 anos. Este envelhecimento da população brasileira trará um desafio cada 

vez maior para o SUS (Sistema Único de Saúde), pois os idosos apresentam um 

número maior de doenças crônicas, o que contribuem para perda da funcionalidade 

e declínio na qualidade de vida. A conseqüência é o aumento da demanda dos 

serviços públicos de saúde com maior número de internações hospitalares e uso de 

instituições de longa permanência 2 , 3 . O crescimento da população de idosos 

possivelmente ocasionará aumento significativo na prevalência das demências, 

síndrome de fragilidade e fraturas de colo de fêmur, doenças muito freqüentes nos 

países desenvolvidos.  

A Doença de Alzheimer é a causa mais comum de doença neurodegenerativa. Em 

2000 já acometia 4,5 milhões de norte-americanos e em 2050 haverá 13 milhões de 

portadores de Alzheimer nos EUA, elevando os custos da saúde, que hoje já variam 

de 18 a 36 mil dólares/ ano em média com os cuidados de um paciente dementado4. 

No Brasil, estima-se que 500 mil pessoas sejam acometidas pela doença de 

Alzheimer, a principal causa de demência, sendo responsável por 54 a 60% dos 

casos. Estudos populacionais transversais estimam uma prevalência de 7% na 

população brasileira, que varia de 1,6% entre 65 a 69 anos a 38% nos acima de 85 

anos5,6,7. 

Frente ao aumento da população idosa são muito importantes medidas de promoção 

de saúde para reduzir a prevalência de doenças crônicas, melhorar a funcionalidade 

e controlar as multimorbidades. Busca-se a melhora da qualidade de vida na terceira 

idade e redução dos custos com saúde. Entre as medidas de promoção de saúde, a 

atividade física é uma das principais responsáveis, pelo controle das comorbidades, 

redução no risco de morbimortalidade por doenças cardiovasculares8, diabetes9, 
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obesidade10 e osteoporose11. É também relacionada à melhora da cognição12,13,14,15 

e diminuição do risco de incidência da doença de Alzheimer16.  

O exercício regular é importante para o envelhecimento saudável por influir nas 

doenças crônicas e na funcionalidade. Parece ser um fator protetor contra o 

envelhecimento genético e molecular, estando associado à longevidade17. Protege18 

o organismo contra o estresse oxidativo19 e a inflamação20 , que são responsáveis 

por danos no ácido desoxirribonucleico (DNA) e em outras estruturas celulares com 

a perda progressiva das funções metabólicas e fisiológicas e maior propensão a 

doenças cardiovasculares, neurodegenerativas e oncológicas.  

O entendimento dos fatores de risco e da fisiopatologia dos transtornos cognitivos é 

muito importante para o desenvolvimento de medidas efetivas de prevenção. Os 

principais fatores de risco estão bem definidos (idade, história familiar, hipertensão 

arterial sistêmica, diabetes, isolamento social, sedentarismo, depressão, etc.)21 e a 

fisiopatologia bem caracterizada (acúmulo de proteínas amilóides, emaranhados 

neurofibrilares, neurodegradação, declínio dos neurotransmissores endógenos e da 

densidade das sinapses, aumento do dano neuronal oxidativo e do processo 

inflamatório no sistema nervoso central)22. Entretanto, o tratamento tem resultados 

muito limitados, baseando-se na modulação de neurotransmissores, com o uso de 

anti-colinesterásicos e moduladores glutamatergicos que tem resultado modesto 

sobre a evolução da doença. Deste modo, uma melhor compreensão dos 

mecanismos moleculares que promovem os efeitos preventivos da atividade física 

sobre os transtornos cognitivos é muito importante.  

A pesquisa sobre biomarcadores é essencial na tentativa do diagnóstico precoce da 

doença de Alzheimer. Hoje o diagnostico é feito por questionários com testes 

cognitivos que classificam as fases iniciais como transtorno cognitivo leve (TCL), 

diagnóstico presente em cerca de 22-56% dos idosos. Estudos demonstraram que 

os indivíduos com TCL têm um risco maior de progressão para demência (6,7 maior 

que idosos saudáveis) e apresentam uma taxa de conversão de 10% ao ano para 

demência, porém muitos pacientes classificados como TCL evoluem com melhora 

do quadro ou apresentavam apenas transtorno do humor 23 . Desta forma o 

estabelecimento de biomarcadores é fundamental para uma melhor definição da 
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fisiopatologia da DA. A GSK3 e a PLA2 são biomarcadores que podem ajudar no 

diagnóstico precoce, favorecendo medidas preventivas e tratamento precoce. 

Parece-nos significante que definir o efeito da atividade física sobre os 

biomarcadores poderá ajudar a esclarecer a fisiopatologia da doença e aperfeiçoar 

medidas de prevenção.   

Ainda existem dúvidas sobre como o exercício modula o estresse oxidativo e diminui 

os danos celulares associados ao envelhecimento. Não há trabalhos na literatura 

que avaliem o efeito da atividade física sobre a fosfolipase A2 e a GSK3, e poucos 

trabalhos com BDNF (Fator Neurotrófico Cerebral)24,25, nenhum em idosos. Alguns 

trabalhos26,27,28 evidenciaram o efeito do exercício no aumento da expressão gênica 

de fatores antiinflamatórios e angiogênicos, porém nenhum trabalho avaliou 

especificamente expressão do GSK3 ou BDNF. O esclarecimento destas 

características fisiopatológicas é essencial para aumentar nossos conhecimentos 

sobre o tema e trazer novas perspectivas terapêuticas e comportamentais para uma 

longevidade mais saudável. 

Este trabalho é um estudo transversal, que avaliará a influência da atividade física 

regular em idosos sobre duas substâncias relacionadas à cognição e a doença de 

Alzheimer: a fosfolipase A2 (PLA2), a glicogênio sintase quinase três (GSK3). 

Objetiva esclarecer o efeito protetor do exercício sobre a memória e prevenção das 

demências. 

 

1.1. Atividade física e cognição  

1.1.1.  Atividade física e prevenção de demência  

O exercício físico já teve seus efeitos benéficos demonstrados na prevenção e 

controle das doenças cardiovasculares, osteomusculares, diabetes e até na 

prevenção de neoplasias.29 Nos últimos anos, as pesquisas têm focado nos efeitos 

benéficos da atividade física sobre o funcionamento cognitivo e a prevenção das 

demências.30 
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Alguns estudos prospectivos observacionais relacionaram a prática regular de 

atividade física em idosos com a prevenção e o retardo do declínio cognitivo.31,32,33 

Um estudo prospectivo mostrou que idosos que praticavam atividade física regular 

três ou mais vezes por semana, tinham uma incidência 38 % menor de doença de 

Alzheimer, em um seguimento de seis anos, quando comparado com um grupo 

semelhante de idosos com nível inferior de atividade física.34 Outro estudo de coorte 

avaliou a incidência de DA em 1880 idosos, com uma média de seguimento de 5,4 

anos. Neste estudo além do nível de atividade física, também foi observado a 

aderência a dieta mediterrânea. Os idosos com maior nível de exercício 

apresentaram uma redução de risco de 33% comparado aos sedentários. Quando 

associado alto nível de atividade física e boa aderência à dieta a redução de risco foi 

de 35% comparado aos sedentários com baixa aderência à dieta mediterrânea.35 

Em 2008, um ensaio clínico com 170 idosos com problemas de memória, mas sem 

critérios para demência, avaliou os efeitos da atividade física sobre a cognição. Um 

dos grupos participou de um programa de atividade física de seis meses e o outro 

grupo foi acompanhado neste período por um programa educacional sem atividade 

física. Após um seguimento de 18 meses, o grupo exercício apresentou um melhor 

desempenho nos testes cognitivos.36 

Em 2011, uma coorte avaliou a relação entre gasto energético total e a incidência de 

déficit cognitivo entre 197 idosos com boa funcionalidade e não dementados. O 

estudo usou a técnica de água duplamente marcada, que é um método de 

calorimetria indireta que mede com precisão o gasto energético total de indivíduos 

fora de confinamento, refletindo o nível de atividade física diário. Após seguimento 

de cinco anos foi observado uma menor incidência de declínio cognitivo (decréscimo 

de nove pontos no 3MS- Mini Exame do esta Mental modificado) no grupo com 

maior gasto enérgico comparado ao de menor gasto (OR 0,09, IC 0,01-0,79)37. 

O nível de atividade física necessária para os ganhos cognitivos também não estão 

definidos, a maioria dos estudos demonstram benefícios com nível moderado de 

atividade física (4-6 METs), porém os questionários subestimam o gasto energético 

com atividade física do cotidiano. Outros estudos 38 , 39  que avaliam longevidade, 

identificaram maior sobrevida entre indivíduos com atividade física intensa 
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(corredores,≥ 6METs) , quando comparado a exercícios de moderada e baixa 

intensidade, este efeito seria explicado pela diminuição do risco cardiovascular 

(controle pressórico, diminuição da resistência insulínica, melhora no perfil lipídico). 

Por outro lado, o exercício muito intenso ( ultramaratonistas, corredores > 64 KM por 

semana) apresentam um maior número de lesões osteoarticulares e 

imunossupressão.  Não sabemos qual o nível ideal de atividade física para os 

benefícios cognitivos, modulação dos neuroprotetores e da atividade inflamatória. 

Nosso grupo é formado por idosos atletas corredores, praticantes de atividade física 

de forte intensidade (média 300 minutos/semana de corrida), permitindo talvez um 

menor número de participantes para demonstrar os efeitos do exercício. 

Apesar de inúmeros trabalhos mostrando os benefícios da atividade física sobre a 

cognição e prevenção de demências, ainda não está bem esclarecido quais os 

mecanismos deste efeito protetor. 

 

1.1.2.  Efeitos Neuroprotetores da Atividade Física 

 A influência da atividade física na neurogênese, nos neurotransmissores, na 

vasculatura cerebral e na modulação da inflamação e do sistema imunológico são os 

principais fatores relacionados aos seus efeitos neuroprotetores.40 

1.1.2.1. Atividade física e neurogênese 

Está bem estabelecido que o cérebro de mamíferos adultos pode produzir novos 

neurônios. Células neurológicas recém-nascidas foram encontradas no bulbo 

olfatório, hipocampo e no giro denteado41,42.  A neurogenêse em adultos pode ser 

modulada por vários fatores, como estresse, envelhecimento, estímulo ambiental e 

atividade física.43Os estímulos cognitivos (estímulo ambiental, leitura) reforçam a 

neurogênese no hipocampo e no bulbo olfatório, os estímulos olfatórios interferem 

apenas  no bulbo olfatório, enquanto a atividade física aumenta a neurogênese no 

hipocampo. O exercício pode minimizar os efeitos negativos que o envelhecimento e 

as doenças neurodegenerativas tem sobre o hipocampo.44 Estudos em roedores 

observaram que o envelhecimento é um dos principais fatores relacionados a 

diminuição da neurogênese hipocampal45,46 . É possível que a exposição crônica a 
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níveis aumentados de corticóides influencie negativamente a neurogênese 

hipocampal no envelhecimento47. A atividade física em animais idosos reverte o 

declínio da proliferação celular, entretanto não mantém a neurogênese no mesmo 

nível que em animais jovens 53. 

Alguns estudos em roedores demonstraram que a atividade física não só aumenta o 

número de neurônios no hipocampo, como também influencia positivamente a 

morfologia neuronal. 48 , 49 , 50  A neurogênese está associada a um aumento da 

plasticidade sináptica no hipocampo, influenciando o potencial de longa duração 

(PLD) e beneficiando a memória e o aprendizado.51 

O efeito da atividade física sobre os neurotransmissores, os fatores de crescimento 

celular e vascular são os prováveis responsáveis pelo aumento da neurogênese 48. 

O exercício ativa os genes glutamatérgicos no hipocampo de roedores e inibe os do 

sistema gabaérgico .O sistema glutamatérgico regula a neurogênese e aumenta a 

plasticidade neuronal nos neurônios recém-nascidos 52 , 53 .Estudo feito em 

camundongos, mostrou que após um mês de corrida regular, os níveis de mRNA 

(RNA mensageiro) do receptor glutamatérgico e a expressão gênica do fator 

neurotrófico cerebral (BDNF) aumentaram especificamente no hipocampo.54  

A atividade física também aumenta a produção de neurotransmissores, como a 

serotonina, que está envolvida na fisiopatologia dos transtornos do humor. Já foi 

demonstrado o efeito do exercício no tratamento das depressões, sendo tão efetivo 

como o uso de medicações serotoninérgicas.55 A influência da serotonina e de outros 

neurotransmissores na neurogênese parece ser uma via importante no tratamento 

da depressão56. 

Fatores tróficos, como o BDNF, o fator de crescimento insulina símile 1 (IGF-I) e o 

fator de crescimento endotelial (VEGF) são importantes sinalizadores na 

diferenciação e proliferação celular, influenciando diretamente a neurogênese.57 O 

exercício aumenta a expressão gênica tanto do BDNF, como também de fatores 

tróficos vasculares como o VEGF e o IGF-1, aumentando a angiogênese cerebral e 

facilitando a proliferação celular57. Um estudo de neuroimagem com ressonância 

nuclear magnética (RNM) em humanos e camundongos mostrou uma correlação 

entre o fluxo sanguíneo no giro denteado e a neurogênese, sugerindo que a 
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perfusão vascular pode ser um bom indicador de neurogênese em humanos.58 Outra 

pesquisa observou que o exercício voluntário em camundongos aumentou a área e 

o perímetro dos vasos no giro denteado, porém este efeito benéfico só foi observado 

nos animais jovens48. 

1.1.2.2. Atividade Física e inflamação 

A desregulação do sistema inflamatório está relacionado à perda cognitiva e a 

doença de Alzheimer, estudos demonstram um nível elevado de citocinas 

inflamatórias, como TNF-α e IL-1, no sangue e no tecido cerebral de pacientes com 

DA61.  

A produção aumentada de IL-1β está relacionado a expressão gênica da proteína 

beta-amilóide, formação de placas senis e emaranhados neurofibrilares, principais 

marcadores histológicos da DA. As células de defesa do tecido cerebral, a micróglia 

e os astrócitos também se encontram mais reativos nos pacientes com DA59. A 

GSK3 é um importante mediador pró-inflamatório deste processo, ela ativa o fator de 

fator nuclear de transcrição κβ ( NF- κβ), responsável pela produção de citocinas 

inflamatórias como IL-1 e TNF61. 

Um dos efeitos benéficos da atividade física sobre a cognição seria pela modulação 

do sistema inflamatório. Este fenômeno seria explicado pela teoria de “Hormesis”60: 

a observação de que a exposição repetida de pequenas doses de toxinas e/ou 

radiação pode trazer benefícios aos organismos expostos, através de mudanças 

adaptativas. Por exemplo, restrição calórica e consumo moderado de álcool em 

animais experimentais promoveram prevenção de doenças e longevidade.  

O efeito agudo do exercício provoca dano tecidual, aumento de radicais livres e 

inflamação. A produção de espécies reativas do oxigênio (radicais livres) são 

produtos do metabolismo aeróbico e importantes na resposta inflamatória, na 

sinalização entre as células, na defesa contra as bactérias, na indução da apoptose 

e na estimulação do sistema de reparo celular e anti-oxidante. Por outro lado a 

produção exagerada de radicais livres está relacionado a fisiopatologia das doenças 

cardiovasculares, do câncer e das doenças neurodegenerativas , como a DA58.  
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 A longo prazo, doses repetidas de atividade física provocam um aumento de anti-

oxidantes e redução dos níveis de citocinas pró-inflamatórias como a TNF, além de 

estimular a expressão de citocinas anti-inflamatórias como IL-6 e IL-1057. Deste 

modo, o exercício estimula o sistema de reparo celular e aumenta a atividade do 

complexo proteosoma, responsável por degradar as proteínas danificadas pela 

resposta inflamatória, como, por exemplo, a beta-amilóide. Além disso o sistema de 

reparo do DNA também é otimizado pela pratica regular de atividade física58. 

 

1.2. Biomarcadores periféricos de neuroproteção 

1.2.1. Glicogênio Sintase Quinase 3 beta (GSK3) 

A GSK3 é uma enzima distribuída em vários tecidos (sistema nervoso central, trato 

gastrointestinal, células do sistema imunológico, tecido muscular, etc) e que atua 

sobre mais de cinqüenta substratos (enzimas, fatores de transcrição gênica, 

hormônios, citocinas) ativando os mesmos através da fosforilação, sendo envolvida 

em muitos processos celulares: o metabolismo do glicogênio (inibindo formação de 

glicogênio e aumentando resistência a insulina), na transcrição gênica, na apoptose 

e na inflamação. Esta atividade ampla de ação faz com que esta enzima seja 

relacionada à fisiopatologia de muitas doenças, como a diabetes, o câncer, os 

transtornos neuropsiquiátricos (depressão e transtorno bipolar do humor) e as 

doenças neurodegenerativas. A modulação positiva sobre a cascata inflamatória e 

seus efeitos neurotóxicos  seriam responsáveis pela fisiopatologia da DA .61 

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

mais conhecidos: 

1- A fosforilação da GSK3 na posição do aminoácido serina-9 é um importante 

mecanismo inibitório. Várias enzimas regulam a GSK3 desta forma, entre elas 

a insulina, através de sua via de sinalização intracelular (PI3K/Akt- 

sinalizadores), esta inibição aumenta a produção de glicogênio e modula 

negativamente a atividade inflamatória. Outras enzimas como os fatores de 

crescimento (Fator de crescimento epidermal e fibroblástico) e 
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proteínoquinases A e C também inibem por esta via, gerando efeitos sobre o 

ciclo celular, apoptose e na gênese de células cancerígenas62. 

2- A ação da GSK3 também é modulada por sua localização intracelular, dentro 

do núcleo e na mitocôndria está muita ativa, enquanto nos neurônios em 

crescimento tem baixa atividade61. 

3- A formação de complexo intracelular com outras proteínas (cdc42 e par6, 

proteínas envolvidas na migração celular e endocitose) desativa a GSK3. Esta 

forma de modulação impede a ação da GSK3 sobre a beta-catenina, enzima 

envolvida na aderência celular e na oncogênese. 

4- A ação da GSK3 sobre seus substratos depende de uma pré-fosforilação dos 

substratos, exigindo uma coordenação temporal na atividade das proteíno 

quinases para ativação da GSK. 

Descreveremos abaixo as ações da GSK3 sobre o sistema inflamatório e a 

fisiopatologia da doença de Alzheimer, assuntos relacionados à nossa pesquisa. 

1.2.1.1. GSK3, Inflamação e Doença de Alzheimer. 

 A GSK3 é fator determinante do processo inflamatório, estimula várias citocinas pró-

inflamatórias, como a interleucina-6 (IL-6), o fator de necrose tumoral (FNT) e a 

interleucina 1 β (IL 1 β) e diminui a produção de citocinas anti-inflamatórias como a 

IL-10.  Além de estimular vários receptores de monócitos e células inflamatórias no 

sangue periférico, influenciando a migração celular. Esta ação da GSK3 é feita 

através da ativação do fator nuclear de trasncrição κβ ( NF- κβ), responsável pela 

produção das citocinas acima referidas. A administração de inibidores da GSK3 

protege contra choque por endotoxinas em camundongos 63. 

A inflamação é uma função essencial do sistema imunológico, responsável pela 

proteção contra patógenos e reparação de danos celulares traumáticos, isquêmicos 

e neurodegenerativos. Porém, o desequilíbrio deste sistema está relacionado a 

várias condições patológicas. No sistema nervoso central (SNC), a barreira 

hematoencefálica protege o tecido neuronal das respostas inflamatórias sistêmicas, 

limitando a penetração de mediadores inflamatórios periféricos. A micróglia, por 
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outro lado, funciona como um macrófago no SNC, coordenando a resposta imune. 

Várias agressões, como isquemia, trauma, infecção e doenças neurodegenerativas 

ativam a microglia, aumentam a migração celular para os locais afetados e a 

produção de citocinas inflamatórias e fatores de crescimento para regeneração 

neuronal. Este efeito agudo é benéfico, entretanto a resposta inflamatória crônica 

provoca dano neuronal e apoptose. Este fenômeno está associado às doenças 

neurodegenerativas, como a doença de Alzheimer64,65.  

Vários mecanismos patológicos ligam a atividade da GSK3 à DA: 

- A hiperexpressão da GSK3 em camundongos evita a indução do potencial de longa 

duração e diminui o aprendizado espacial, efeito revertido por inibidores da GSK. 

Várias enzimas envolvidas no processo da memorização são moduladas pela GSK3, 

entre elas a cAMP, um modulador positivo da memória que é inibido quando 

fosforilado pela GSK3.66 

- GSK3 é a principal enzima responsável pela fosforilação da Tau (proteína 

estabilizadora do citoesqueleto dos neurônios) e formação dos emaranhados 

neurofibrilares (EN), marcadores histológicos de neurodegeneração na DA. Estudos 

em camundongos transgênicos com hiperexpressão de GSK3 mostraram que o 

tratamento com lítio, inibidor da GSK3, previne a formação de EN, embora não 

diminui os já formados67. 

- A exposição dos neurônios à beta-amilóide aumenta a atividade da GSK3, 

amplificando a neurodegeneração. A sinalização da insulina, modulador negativo da 

GSK3, exerce efeito benéfico sobre a PPA (proteína precursora amilóide), aumenta 

a expressão da beta amilóide protease e a secreção da forma não amiloidogênica da 

PPA 68 . Estudos em humanos demonstraram que insulina intranasal melhora o 

desempenho cognitivo69. 

- A inflamação crônica também é um fator associado à DA. A micróglia e os 

mediadores inflamatórios se acumulam em torno das placas senis. A GSK3 é muito 

importante na modulação da resposta inflamatória periférica, porém pouco é sabido 

sobre a modulação da GSK3 na resposta inflamatória no SNC70.  
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Existem evidências substanciais que a GSK3 é parte da fisiopatologia da DA, 

estudos mostram aumento da atividade desta enzima em hipocampo de pacientes 

com DA e até aumento na atividade da GSK3 no sangue periférico (linfócitos) de 

pacientes com transtorno cognitivo leve e DA comparados com controles 

saudáveis71. Nenhum dado relaciona o efeito da atividade física sobre a ação desta 

enzima. 

1.2.2. Fosfolipase A 2 ( PLA2) 

A Fosfolipase A2 é uma família de enzimas, distribuída em vários tecidos (trato 

gastrointestinal, sistema nervoso central, células do sistema imunológico), que 

catalisa a hidrólise dos ácidos graxos produzindo lisofosfolípides e ácidos graxos 

livres, como o Ácido Araquidônico (AA). O AA é convertido, através das enzimas 

ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase(LO)  em prostanglandinas (PG) e leucotrienos, 

mediadores importantes da resposta inflamatória. O AA em níveis fisiológicos 

modula a função dos neurônios, altera a fluidez da membrana, regula canais de íons 

e facilita a liberação e recaptação de neurotransmissores. Outros produtos da reação 

da PLA 2 são: O lisofosfolipide, que é precursor do fator ativador de plaquetas(FAP), 

um mediador inflamatório;  e A lisofosfatidilcolina, que também modula liberação de 

neurotransmissores, entre eles a acetilcolina.72  

A família da PLA2 é dividida em quatro grupos: a PLA2 secretora ( sPLA2); a PLA2 

citosólica(cPLA2); a PLA2 intracelular (iPLA2) e a PLA2 plasmalogênio seletiva. A 

sPLA2, a cPLA2 e a iPLA2 estão relacionadas com a cognição e a fisiopatologia da 

doença de Alzheimer. 

A iPLA2 e cPLA2 têm papel no crescimento  e diferenciação neuronal. Um estudo 

demonstrou que o tratamento crônico de uma cultura de células neuronais de 

camundongos com inibidores da iPLA2 e cPLA2 inibe in vitro o desenvolvimento 

neuronal.73 Outro estudo, com ratos, demonstrou que a inativação destas enzimas, 

através de infusão intracerebroventricular do inibidor, alterou o aprendizado, 

memória e orientação espacial dos animais74. 

Estudos de Gattaz e cols, demonstraram reduzida atividade da PLA2 em tecido 

cerebral pós-morte (parietal e frontal) de pacientes com DA e  correlação entre baixa 
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atividade da PLA2 e gravidade do quadro  inicial. A baixa atividade da cPLA2 no 

hipocampo foi demonstrado com tecido cerebral pós-morte de pacientes com DA75.  

Já nos casos avançados de DA há aumento da imunorreatividade da sPLA2 e 

cPLA2 nos astrócitos, gerando processo inflamatório cerebral e aumento da 

deposição de placas senis. Estas observações, associadas a outros estudos com 

ressonância magnética com espectroscopia, que avaliam o “turnover” da membrana 

fosfolípide dos neurônios, fortalecem a hipótese de que há uma diminuição no 

metabolismo das membranas devido à baixa atividade da PLA2 no hipocampo e 

córtex cerebral no início da DA. Com a progressão da doença os níveis de cPLA2, 

sPLA2 e o metabolismo dos fosfolípides se elevam, levando ao estado inflamatório 

de dano cerebral nos quadros avançados da DA 75. 

A PLA2 parece influenciar a via não-amiloidogênica do metabolismo da PPA, através 

da estimulação dos receptores colinérgicos e glutamatérgicos pelo acido 

araquidônico(AA) PLA2 produzido, evitando formação de placas senis. Estudos com 

cultura de células demonstraram que a ativação da PLA2 aumentou a secreção da 

αPPA e a inibição da enzima aumentou a forma amiloidogenica da PPA, a beta-

amilóide75. 

Estudos em humanos idosos, utilizando a atividade da PLA2 na membrana 

plaquetária, usada como marcador periférico da membrana neuronal, demonstraram 

numa amostra de 21 pacientes com DA, 17 saudáveis e 11 com transtorno cognitivo 

leve (TCL) (Estágio com alto risco para desenvolvimento de demência, taxa de 

conversão média de 10% ao ano), que a atividade da iPLA2 foi mais baixa no grupo 

com DA comparado aos saudáveis, e o grupo com TCL apresentou níveis 

intermediários, significativamente mais baixos que o grupo controle e pouco mais 

alto que os pacientes com DA.76 

Um estudo prospectivo com 23 idosos não dementados avaliou a influência do treino 

cognitivo sobre o desempenho da memória e a atividade da PLA2. Após quatro 

sessões de treino cognitivo (duração de 90 minutos, duas vezes por semana), o 

grupo intervenção apresentou melhora no desempenho cognitivo e aumento na 

atividade da PLA2 comparado ao grupo controle77. 
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Ainda existem dúvidas sobre como o exercício modula o estresse oxidativo, a 

neurodegeneração e se diminui os danos celulares associados à doença de 

Alzheimer. Não existem, neste momento, trabalhos na literatura que avaliem o efeito 

da atividade física sobre a fosfolipase A2 e a GSK3 em idosos. O esclarecimento 

desses mecanismos fisiopatológicos é essencial para aprimorar nossos 

conhecimentos sobre o tema e trazer novas perspectivas terapêuticas e 

comportamentais para uma longevidade mais saudável. 

1.3. Doença de Alzheimer 

A Doença de Alzheimer foi descrita pela primeira vez em 1907, quando o médico 

alemão Alois Alzheimer relatou o caso de uma senhora de 51 anos que evoluiu com 

perda progressiva de memória, linguagem e alteração comportamental, falecendo 

4,5 anos após o diagnóstico com demência avançada. Na época, foram descritos os 

achados anatomopatológicos, caracterizando-se por acumulo de placas senis nos 

espaços extra-celulares e lesões neurofibrilares no interior dos neurônios, 

distribuídas difusamente por todo cérebro. Pouco tempo depois, Oscar Fisher 

descreveu cérebros de idosos dementados que possuíam os mesmos achados 

patológicos. Estes últimos achados foram considerados normais do envelhecimento 

e durante muitas décadas esta síndrome foi descrita como demência senil78,79. 

Nos anos seguintes, com o envelhecimento populacional, a prevalência da demência 

senil começou aumentar e retornaram os questionamentos sobre a fisiopatologia - 

Seria normal do envelhecimento cerebral ou não? Pacientes dementados com idade 

inferior a 65 anos teriam doença de Alzheimer, enquanto os mais idosos não? Em 

1976, Katzman definiu: “Doença de Alzheimer e demência senil possuem a mesma 

fisiopatologia e devem ser consideradas a mesma doença” 80. 

Atualmente, a doença de Alzheimer é a forma mais comum de demência em idosos 

e acomete até 50% dos nonagenários81,82. A síndrome de acordo com o padrão 

genético é dividida em três subtipos83: 

1- De início tardio ou esporádico, associado ao alelo ApoE4 e mais comum, 

onde o quadro clínico se inicia comumente após os 65 anos. 
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2- De início precoce, familiar, de herança autossômica dominante, devido a 

mutações nos genes da presenilina 1 e 2, acometendo paciente tipicamente entre 40 

e 50 anos. 

3- Associado a síndrome de Down, no qual a trissomia do gene 21 aumenta 

a produção da beta-amilóide, os pacientes geralmente desenvolvem o quadro 

demencial entre 40 e 70 anos. 

 

1.3.1. Fisiopatologia 

Os dois principais achados neuropatológicos da DA são as placas senis e os 

emaranhados neurofibrilares, associados à diminuição do volume cerebral, do 

número de neurônios, do número de sinapses e da extensão das ramificações 

dendríticas. Estas alterações também ocorrem no envelhecimento cerebral normal, 

porém com maior intensidade em indivíduos com Alzheimer84. 

1.3.1.1.  Cascata beta-amilóide 

As placas extra-celulares são formadas por acúmulo de uma proteína precursora, 

chamada beta-amilóide, associada a neurônios degenerados (terminais de axônios e 

dendritos distendidos) e envolvidas por células microgliais e astrócitos. Estas placas 

são encontradas difusamente pelo neocórtex, com comprometimento maior do lobo 

frontal e na porção medial e basal do lobo temporal (hipocampo), poupando, 

inicialmente, áreas sensitivas e motoras primárias85,86. 

A proteína precursora amilóide (PPA) é uma proteína trans-membrana (grande parte 

voltada para o meio extracelular e uma pequena parte no citosol), de função ainda 

desconhecida. Porém pesquisa com camundongos “Knock out” para o gene da PPA 

mostraram apresentação precoce de gliose, sugerindo que a PPA é necessária para 

bom desenvolvimento neuronal, adesão e movimento celular87. 

A Proteína beta-amilóide, principal componente das placas senis, é originada da 

endoproteólise da PPA. A clivagem da PPA pode ser dividida em amiliodogênica e 

não amiliodogênica, dependendo da seqüência da proteólise pelo grupo de enzimas 
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alfa, beta e gama-secretases. Na via prevalente, não amiliodogênica, a PPA é 

clivada pela alfa-secretase, seguida nova clivagem pela gama-secretase, gerando  a 

sPPAα (Proteína precursora amilóide alfa solúvel) que parece agir como um fator 

trófico. A via amiliodogênica é uma via alternativa e menos comum, onde a clivagem 

da PPA é realizada pela beta secretase, seguida pela gama-secretase, gerando a 

proteína beta amilóide. A liberação do fragmento beta-amilóide no espaço extra-

celular é seguido por agregação, formação de depósitos fibrilares insolúveis de 

amilóides resistentes a degradação enzimática, formando as placas senis e 

causando danos neuronais88,89. 

Um estudo demonstra que há uma produção intracelular de beta-amilóide, que 

estaria relacionada à disfunção nas sinapses, nos proteosomas e facilitaria a 

fosforilação da proteína tau. Nos cérebros de pacientes no estágio inicial da doença 

de Alzheimer haveria maior acumulo de beta-amilóide intraneuronal, que se 

tornariam extracelulares com a progressão da doença e a morte neuronal. A beta-

amilóide intracelular pode se encontrar na forma monomérica, solúvel e não tóxica e 

na forma oligomérica, que pode agregar-se e causar danos celulares. Treinos 

cognitivos em ratos aumentam a concentração da forma solúvel e reduzem as 

formas oligoméricas e as placas extra-celulares. Outros fatores associados a  

doença de Alzheimer também aumentam a concentração da beta-amilóide 

intracelular, como os hormônios do stress, dieta rica em colesterol, estresse 

oxidativo, presença do alelo ApoE4. É descrito que os indivíduos jovens são mais 

capazes de neutralizar os efeitos tóxicos da proteína beta-amilóide intracelular90.  

Muitas evidências sugerem a via da beta-amilóide como principal fator responsável 

pela fisiopatologia da doença de Alzheimer (DA), mas algumas questões ainda não 

estão esclarecidas. Entre os muito idosos a presença de placas senis não é capaz 

de diferenciar dementados de idosos com cognição preservada, pois há um aumento 

do deposito de placas senis com o envelhecimento, nem sempre associado ao 

desenvolvimento da síndrome demencial. Além disso, 10% dos pacientes com 

diagnóstico clínico de DA não preenchem critérios histopatológicos, ou seja, 

apresentam poucas placas senis. Existem, em alguns casos, divergências entre o 

diagnóstico clínico e histopatológico, há pacientes com déficits cognitivos leves que 

não preenchem critérios clínicos para DA e já possuem lesões histológicas 
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compatíveis com DA e alguns destes indivíduos vão morrer sem desenvolver 

demência. Outras demências não Alzheimer também são classificadas 

histopatologicamente como DA96. 

As placas senis também são observadas na demência por corpúsculo de Lewy, em 

pacientes após traumatismo craniano, na epilepsia do lobo temporal, doenças 

cerebrovasculares e em idosos não dementados como já foi discutido. Um estudo 

em centenários demonstrou que se forem definidos diagnósticos apenas histológicos 

95% dos idosos teriam achados mínimos de DA pelos critérios CERAD e 

Khachaturian91. Outro estudo histopatológico com cérebro de 159 idosos acima de 

85 anos, demonstrou que todos apresentavam no mínimo achados leves de DA92.  

Estas observações indicam a necessidade de um melhor esclarecimento da 

fisiopatologia da DA. O que é mais importante, o diagnóstico histológico ou clínico? 

A Doença de Alzheimer faz parte do envelhecimento cerebral?  

A cascata amilóide foi desenvolvida e embasada em estudos com a forma familiar da 

DA. Talvez a forma esporádica e mais comum da DA não seja simplesmente 

conseqüência da amiloidose primária. 

Um estudo prospectivo recente, com nove anos de observação, avaliou a relação 

dos níveis plasmáticos da beta-amilóide e a incidência de declínio cognitivo em 

quase mil idosos, e demonstrou que o percentil com menor nível plasmático de beta-

amilóide 42/40 apresentou maior declínio cognitivo durante a observação, porém 

esta relação foi mais forte nos indivíduos com baixa reserva cognitiva (conceito 

diretamente relacionado a o grau de escolaridade e nível de alfabetização). 

Pacientes com baixa escolaridade e agrupados no percentil mais baixo de beta-

amilóide 42/40 no sangue periférico tiveram uma perda de 8,9 pontos em um teste 

cognitivo global denominado Mini-Exame do Estado Mental Modificado (3MS), 

comparada a uma perda de 4,6 pontos entre os indivíduos com segundo grau 

completo. Este trabalho traz o conceito da reserva cognitiva como outra variável que 

influenciaria na manifestação clínica da DA, justificando, talvez, os casos com 

discordância clínica-histopatológica. Os indivíduos com boa reserva cognitiva 

necessitariam de mais lesões amilóides para apresentar quadro demencial do que 

indivíduos com baixa reserva cognitiva93.  
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1.3.1.2.  Emaranhado Neurofibrilares  (EN) 

Os emaranhados neurofibrilares são outro achado neuropatológico da DA. São 

encontrados no citoplasma dos neurônios, formados pelo acúmulo de filamentos 

pareados helicóides de proteínas, principalmente a proteína tau. Esta proteína tem a 

função de estabilizar o citoesqueleto celular, liga-se aos microtúbulos (MT), 

mantendo morfologia apropriada dos neurônios e permitindo um eficiente transporte 

de substâncias e organelas pelo axônio. Em condições fisiológicas, a proteína tau 

está em constante equilíbrio dinâmico com os microtúbulos, ligadas e não ligadas a 

eles. Este equilíbrio é modulado pelas enzimas quinases e fosfatases, que controlam 

a fosforilação da proteína tau. Frequentes ciclos de ligação (fosforilação-quinase) e 

desligamento (desfosforilação-fosfatase) da tau dos microtúbulos são necessários 

para um efetivo transporte neuronal94. 

Os emaranhados neurofibrilares são conseqüência do desligamento anormal da 

proteína tau dos microtúbulos, gerado pela hiperfosforilação da tau, por excesso de 

atividade das quinases ou redução da atividade das fosfatases. Estas alterações 

patológicas podem ser ocasionadas por mutações genéticas, como a mutação do 

gene tau (MAPT) causando demência frontotemporal (DFT) com parkinsonismo 

ligado ao cromossoma 17, ou por desequilíbrio na atividade das quinases e 

fosfatases. Algumas quinases, como a glicogênio quinase-sintase três (GSK3), já 

são estudadas como alvo terapêutico para DA. A inibição da GSK3 pelo lítio, in vivo, 

reduz a fosforilação da proteína tau e diminui a agregação protéica para formação 

dos emaranhados95,96.  

O estresse oxidativo e a inflamação  também podem ocasionar a hiperfosforilação da 

proteína tau e contribuir para a desestabilização dos microtúbulos, entretanto já foi 

demonstrado que a tau patológica pode interferir na função mitocondrial e induzir 

estresse oxidativo. Ou seja, embora o estresse oxidativo possa desencadear o 

processo patológico da tau, também é possível que a tau patológica amplifique este 

efeito97. 
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A ligação entre a toxicidade amilóide e os emaranhados neurofibrilares ainda não 

está esclarecida. Estudo com neurônios hipocampais de camundongos “tau- 

knockout” mostrou que estas células foram resistentes a toxicidade beta-amilóide, 

porém a supressão prolongada da tau foi associada alterações comportamentais e 

anormalidades estruturais durante o envelhecimento dos camundongos96. 

A neurodegeneração provocada pelos EN é conseqüência da perda da função 

estrutural do citoesqueleto, comprometendo o transporte axonal, gerando disfunção 

sináptica e morte neuronal. Além da perda de função dos microtúbulos os EN 

também têm função tóxica, seqüestrando mais tau e outras proteínas e amplificando 

a perda de função normal da tau, contribuindo com a evolução da perda cognitiva. 

Estudos imunohistoquímicos demonstraram que o número de EN em determinadas 

regiões do cérebro de pacientes com doença de Alzheimer tem relação com o grau 

de perda cognitiva, ao passo que esta relação não ocorre com as placas senis98. 

Outros estudos demonstraram que na fase inicial da neurodegeneração ocorrem 

defeitos no transporte axonal, perda sináptica e neuroinflamação, ocasionados 

apenas pela hiperfosforilação da tau e que os EN representariam uma fase tardia da 

doença e seriam responsáveis por sua progressão99,100. 

Os EN não são característicos apenas da DA, aparecendo também na DFT e em 

outras doenças neurodegenerativas, como a paralisia supranuclear progressiva e a 

degeneração corticobasal. Embora, os EN sejam melhores marcadores da perda 

cognitiva do que as placas senis, eles também são encontrados em idosos não 

dementados. O depósito de EN começa na terceira década e aumenta com a idade. 

Seria um marcador de envelhecimento neuronal? Neste contexto, os pacientes com 

mais depósitos de EN e menor reserva cognitiva teriam maior chance de 

desenvolver quadros demenciais101,102. 
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2. Objetivo 

O objetivo do presente trabalho é avaliar o efeito da atividade física em idosos nos 

níveis sanguíneos dos marcadores periféricos de neuroproteção, como a GSK3 e a 

PLA2. 

 

3. Casuística e Métodos 

Este trabalho é um estudo observacional de corte transversal, controlado, com 

seleção aleatória e não-randômica de uma amostra de 74 homens (maiores de 60 

anos) realizado no Instituto de Ortopedia da Faculdade de Medicina da Universidade 

de São Paulo (IOT-FMUSP), em parceria com o Laboratório de Neurociências (LIM 

27) do Instituto de Psiquiatria (IPQ) e o Serviço de Geriatria da FMUSP. 

O tamanho da amostra foi baseado em trabalhos internacionais relacionados ao 

efeito da atividade física sobre marcadores do estresse oxidativo 103 , 104  e aos 

trabalhos relacionados às substâncias estudadas. Trabalho recente de Talib77 et al. 

demonstrou o efeito positivo do treino cognitivo sobre a atividade da PLA2 em um 

grupo de 23 pacientes. 

Setenta e quatro idosos foram selecionados nos ambulatórios do IOT-FMUSP e do 

Serviço de Geriatria durante o ano de 2009, todo paciente respondeu a um 

questionário (abaixo) que avaliou a funcionalidade, o desempenho cognitivo, o nível 

de atividade física e as comorbidades e foi selecionado para a pesquisa seguindo os 

critérios de inclusão (abaixo). 

Questionário de Avaliação (anexo 3) 

1. Idade/Sexo 

2. Comorbidades (HAS, diabetes, dislipidemia, doença coronariana, insuficiência 

cardíaca, doença vascular periférica, hepatopatia, doença pulmonar obstrutiva 

crônica, acidente vascular cerebral). 

3. Índice de Massa Corpórea (IMC). 
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4. História de tabagismo, os grupos foram divididos em: fumantes, ex-fumantes e 

não-fumantes. 

5. Nível sócio-econômico, definido pela renda familiar, quantificada em múltiplos 

do salário mínimo de então (R$ 465,00/ US $ 199,00). 

6. Avaliação cognitiva para detectar casos de demência, utilizando o Mini-Exame 

do Estado Mental (MEEM)105 ( anexo 4).  

7. Auto avaliação do bem-estar e saúde (classificada como ótimo, bom, regular e 

ruim). 

8. Avaliação do humor, através da Escala de Depressão Geriátrica – versão 

reduzida com 15 itens (GDS 15)106,107(anexo 5). 

9. Avaliação do nível de atividade física, utilizando o Questionário Internacional 

de Atividade Física- versão curta (IPAQ)108 (anexo 7). 

 

Critérios de Inclusão:  

1. Idade maior ou igual a 60 anos. 

2. Pacientes sem limitação funcional para atividades básicas (ABVD)109 (anexo 

1) e instrumentais da vida diária (AIVD)110 (anexo 2). 

3. Não portadores de doenças neurodegenerativas (demência, doença de 

Parkinson, esclerose lateral amiotrófica) e neoplasias (exceto câncer de pele 

não-melanoma e câncer de próstata não avançado). 

4. Pontuação no Mini Exame do Estado Mental(MEEM) maior que 24. 

5. Sem comorbidades descompensadas que alterassem a funcionalidade. 

6. Auto-percepção da saúde boa ou ótima.  

7. Aceitação e preenchimento do termo de consentimento. 
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Critérios de Exclusão: 

1. Solicitação do paciente para sair da pesquisa 

2. Perdas de dados do paciente, não recuperáveis. 

Após esta avaliação inicial dois idosos foram afastados da pesquisa devido ao baixo 

desempenho no teste cognitivo (MEEM<24).  

Os setenta e dois pacientes foram divididos em dois grupos, de acordo com o nível 

de atividade física, baseado no Questionário Internacional de Atividade Física- 

versão curta (IPAQ) (Anexo 7). Foi definido como grupo sedentário o dos pacientes 

classificados no IPAQ com sedentários e insuficientemente ativos e como grupo de 

atletas os pacientes classificados como ativos e muito ativos.  

 

Grupos da pesquisa: 

1. Atletas - 41 idosos corredores ou praticantes de atividade física resistida, que 

estavam no mínimo há um ano em treinamento, numa freqüência maior ou 

igual duas vezes por semana. Estes pacientes foram recrutados no 

ambulatório de idosos corredores do Instituto de Ortopedia da FMUSP e do 

grupo de atividade física resistida do Laboratório de Estudo do Movimento 

(LEM) do Instituto de Ortopedia da FMUSP. 

2. Sedentários - 31 idosos que não praticavam atividade física regular 

(freqüência mínima de duas vezes por semana). Estes pacientes foram 

recrutados no ambulatório de promoção de saúde do Serviço de Geriatria da 

FMUSP. 

Os participantes selecionados foram encaminhados ao Laboratório de Neurociências 

( LIM 27) do Instituto de Psiquiatria da USP para coleta  de sangue e dosagem dos 

biomarcadores. 
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Diagrama resumo da casuística 

 

 

Avaliação Laboratorial dos Biomarcadores 

Foram coletados amostras do sangue periférico de todos os participantes. No grupo 

dos atletas, a coleta foi realizada após um período de no mínimo 12 horas sem 

exercício, para evitar alterações agudas nos marcadores biológicos após treino físico. 

A coleta e análise laboratorial foram realizadas no Laboratório de Neurociências (LIM 

27) do Instituto de Psiquiatria da Universidade de São Paulo. A seguir, um resumo 

da avaliação: 

A atividade da PLA2 foi determinada nas amostras de plaquetas coletadas no 

sangue periférico, através de análise radioenzimática baseada nos trabalhos de 

Flash 111  et al. e Gattaz 112  et al. Este método determinou a atividade de três 

subgrupos da PLA2 : iPLA2, cPLA2 e sPLA2 pela medida de pmol/ mg proteína/ min.  

A atividade da GSK3 foi avaliada pelo método de ELISA, e demonstrada na 

pesquisa pela rGSK3, relação entre a GSK3 inativa e fosforilada ( PGSK3) e a GSK3 

total (GSK3T), quanto maior a rGSK3 menor atividade da GSK3. 

Análise laboratorial mais detalhada está no anexo 8. 

 

74 idosos 

72 idosos 

31 sedentários 41 atletas 

02 eliminados p/ MEEM<24 
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4. Avaliação Estatística 

Foi realizada a distribuição de freqüência, absoluta (n) e relativa (%), dos dados 

enumerativos (atributos ou dados nominais) e a estatística descritiva dos dados 

quantitativos (grandezas específicas ou variáveis). 

Para as comparações de variáveis categóricas entre as amostras, foi utilizado o 

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

Para as comparações entre as variáveis contínuas, foi utilizado o teste t de student, 

no caso de distribuições paramétricas, ou o teste U de Mann-Whitney, no caso de 

distribuições não paramétricas. 

Os resultados foram apresentados em tabelas de contingência (atributos) ou 

estatísticas (grandezas). Foi utilizado o arredondamento científico. Foi adotado o 

nível de significância de 5% ( =0,05). Foi utilizado o programa SPSS versão 14.0. 

Tomando como parâmetros uma chance de erro tipo 1 de 5% (alpha=0,05) e erro 

tipo 2 de 20% (beta=0,20), calculamos que uma amostra de 72 participantes seria 

suficiente para detectar magnitudes de efeito de 0,7 na comparação de variáveis 

contínuas entre dois grupos. 

 

5. Resultado 

Houve semelhança entre as características clínicas e sociais dos idosos atletas e 

sedentários. A média de idade foi de 71,7 (DP= 5,2) anos entre os atletas e 72,8 

anos (DP=5,3) entre os inativos, a média escolaridade em anos foi de 9,1 anos (DP= 

5,5) e 8 anos (DP=5,1) nos sedentários. O estado civil também foi similar entre os 

grupos, 88,1% dos atletas e 85,3 % dos sedentários estão casados. A atividade 

profissional também foi comparável entre os grupos, sendo que a maioria dos idosos 

está aposentada, havendo porém 42,9% dos atletas e 32,4% dos sedentários em 

atividade profissional. A escala de depressão geriátrica (EDG) foi semelhante entre 

os dois grupos, média de 1,93 pontos (DP=1,47) nos atletas e 2,12 (DP=1,65) nos 

sedentários, não apresentou nenhum idoso com depressão entre os dois grupos, já 
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que a suspeita de transtorno do humor é feita com pontuação acima de cinco 

pontos. O Mini Exame do Estado Mental (MEEM) também mostrou desempenho 

cognitivo semelhante entre os grupos, uma média de 27,6 pontos (DP=2) entre os 

atletas e 27,6 pontos (DP= 1,9) entre os sedentários, afastando casos de demência, 

já que os idosos não apresentavam alteração funcional e exame cognitivo normal 

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

As comorbidades também foram semelhantes entre os grupos, 43,9% de 

hipertensos, 4,8 % de diabéticos e 21,9% de dislipidêmicos entre os atletas e 54% 

de hipertensos, 9,6% de diabéticos e 32,2% de dislipidêmicos entre os sedentários. 

Não houve coronariopatas entre os atletas, dois idosos sedentários tinham história 

insuficiência coronariana estável, sem alteração de funcionalidade e assintomáticos. 

Nenhum idoso do estudo apresentava insuficiência cardíaca congestiva ou doença 

pulmonar obstrutiva crônica ou doença hepática. Um idoso atleta apresentava 

Insuficiencia renal crônica (Clearence de creatinina em torno de 50ml/min) e um 

idoso sedentário tinha história de acidente vascular encefálico isquêmico prévio, sem 

seqüelas motoras ou cognitivas. A média do número de medicações foi de 1,17 

(DP= 1,15) entre os atletas e 1,88 (DP=1,93) entre os sedentários. Não há tabagista 

nos dois grupos. 

Apenas a renda salarial e o IMC foram diferentes entre os grupos. Os atletas 

apresentavam um renda mensal média de 8,6 (DP= 5,9) salários mínimos, contra 5,8 

(DP=5,0) entre os sedentários. Além disso, o Indice de Massa Corpórea (IMC, 

mensurado em KG/m2) foi pouco maior no grupo sedentário 25,57 (DP=2,97), contra 

23,85 (DP=2,29) nos atletas, entretanto apenas um idoso do grupo de atletas e dois 

idosos do grupo sedentário apresentava IMC maior que 30, todos abaixo de 32 

Kg/m2. 
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A Tabela 1 abaixo demonstra as características dos grupos e as análises estatísticas 

dos dados. 

Características de Atletas (N=41) e Sedentários (N=31)

média DP média DP

Idade (anos) 71,7 5,2 72,8 5,3 0,34

Renda Familiar (SM) 8,6 5,9 5,8 5 0,03

Escolaridade (anos) 9,1 5,5 8 5,1 0,36

IMC 23,85 2,29 25,57 2,97 0,01

EDG 1,93 1,47 2,12 1,65 0,59

MEEM 27,6 2 27,6 1,9 0,99

Nº Medicações 1,17 1,15 1,88 1,93 0,06

Gsk3

Variável n % n % P =

Hipertensão Arterial 18 43,90% 17 54,84% 0,34

Diabetes Mellitus 2 4,88% 3 9,68% 0,39

ICO 0 0,00% 2 6,45% 0,08

AVC 0 0,00% 1 3,23% 0,44

DLP 9 21,95% 10 32,26% 0,29

Nefropatia 1 2,44% 0 0,00% 0,55

Ativo profissionalmente 18 43,90% 11 35,48% 0,24

Estado Civil     0,98**

     Solteiro 1 2,44% 1 3,23%

     Viúvo 2 4,88% 2 6,45%

     Casado 37 90,24% 29 93,55%

     Divorciado 2 4,88% 2 6,45%

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

Legenda:

IMC= Indice de Massa Corpórea, KG/m2

EDG= Escala de Depressão Geriátrica

MEEM= Mini Exame do Estado Mental

SM= Salários Mínimos

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

Variável
Atletas Sedentários

*P =

 

O nível de atividade física foi diferente entre os grupos: os atletas foram classificados 

pelo IPAQ como muito ativos (31) e ativos (10), no grupo sedentários, 08 como 

sedentários e 23 como insuficientemente ativos. A média de atividade física 

moderada ou vigorosa aeróbica no grupo de atletas foi 318,1 minutos/semana 

(DP=181,3) e de atividade física moderada ou vigorosa resistida foi de 98,2 minutos 
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por semana (DP= 96). No grupo sedentários a média de atividade física aeróbica 

leve, caminhada, foi de 61,1 minutos por semana (DP=70,7), nenhum idoso 

praticava atividade física resistida no grupo de inativos. 

Tabela 2 abaixo demonstra nível de atividade física entre grupos: 

média (em 

min)
DP

média (em 

min)
DP

 Ativ. Física Aeróbica /Semana 318,1 181,3 61,1 70,7 <0,001

 Ativ. Física Resistida /Semana 98,2 96 0 0 -

Ativ. Física Total /Semana 416,8 190,8 60,5 71,2 <0,001

Características dos 41 Atletas e dos 31 Sedentários

Variável

Atletas Sedentários

P=

 

 

Gráfico 1 - Atividade da GSK entre atletas e sedentários 
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Gráfico 2 – Atividade da GSK3 relacionado ao nível de atividade física pelo 

IPAQ 

 

A atividade da GSK3β foi medida pela r-GSK (relação entre GSK fosforilada e inativa 

sobre GSK total), quanto maior a rGSK3, maior inativação da enzima e melhores 

efeitos sobre a cognição. Não houve diferença estatística na atividade da GSK3 

entre os grupos de atletas e sedentários quando separado em dois grupos 

(sedentários e atletas). Quando dividido os níveis de atividade física pelo IPAQ 

(sedentário = 0, insuficientemente ativo = 1, ativo = 2 e muito ativo = 3) ocorreu uma 

tendência de maior inativação da GSK3 no grupo de idosos ativos, porém a 

atividade da GSK3 foi muito semelhante entre os muito ativos e os sedentário. 

Apesar das variações no gráfico 2, também não houve diferença estatística entre os 

quatro grupos. 
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6. Discussão 

Nossos resultados não conseguiram demonstrar associação entre nível de atividade 

física em idosos e a atividade da GSK3, houve uma tendência a redução da 

atividade de GSK entre os atletas(ativos) sem significância estatística.  

Os dois grupos foram semelhantes para variáveis clínicas e sociais, apenas o IMC 

foi maior entre os sedentários, mas houve um número muito pequeno de obesos 

(IMC entre 30-35 KG/m2), 03 pacientes, dois no grupo sedentário e um no grupo de 

atletas. Além disso, a renda salarial foi maior no grupo de atletas, todas as outras 

variáveis foram semelhantes entre os grupos. Os estudos sobre nível econômico e 

atividade física não são homogêneos, um estudo entre adultos usuários do sistema 

de saúde público e privado, em São Paulo, mostrou maior nível de atividade física 

entre indivíduos conveniados e com melhor renda salarial. 113  Outro estudo com 

idosas, em Santa Catarina, não mostrou interferência da classe econômica sobre o 

nível de AF, porém ocorreu uma tendência a inatividade na classe E114. Este estudo 

também mostrou menor renda salarial entre os mais sedentários. 

Nosso estudo possui uma amostra de idosos homens e com boa funcionalidade, não 

podendo ser generalizada para outras populações. Além disso, os pacientes são 

oriundos de ambulatórios relacionados à promoção de saúde, onde são sempre 

estimulados a atividade física. Apenas oito pacientes no grupo não-atletas eram 

completamente sedentários pelo IPAQ. Apesar disso, a diferença entre o tempo 

gasto com atividade física por semana foi muito diferente entre os grupos, 416 

minutos entre os atletas e 60 minutos entres os sedentários. 

Há uma dificuldade em encontrar idosos completamente sedentários e com boa 

funcionalidade. Nossos dois grupos são formados por idosos muito saudáveis, 

apesar da diferença de atividade física. Talvez o nível de atividade física com 

movimentos do cotidiano nos idosos sedentários saudáveis seja suficiente para 

modular os biomarcadores de neuroproteção. 

Estudo recente, já citado anteriormente37, mostrou que o gasto energético total, 

avaliado pela técnica da água duplamente marcada teve melhor correlação com 

déficit cognitivo do que avaliações de atividade física por entrevista. O grupo de 
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sedentários pode ter uma vida ativa, porém sem atividade física regular, e este 

trabalho mostra que o gasto energético é um fator mais importante para melhora 

cognitiva. A maioria dos questionários de avaliação de atividade física foca nas 

atividades moderadas e vigorosas, mas não estão adequados para atividades de 

baixa intensidade, como alocação postural, mexer-se, movimentos ao redor da casa, 

etc. Estas atividades não são detectadas pelo IPAQ e são responsáveis pela maioria 

do gasto energético entre indivíduos sedentários, deste modo o gasto enérgico 

estaria subestimado entre os sedentários. Outro estudo mostrou correlação positiva 

entre os movimentos do dia-a-dia de mulheres idosas e o desempenho cognitivo115, 

reforçando a idéia que o gasto energético com atividades de baixa intensidade tem 

efeito positivo sobre a neuroproteção. 

O IPAQ é um dos questionários mais utilizados para avaliar o nível de atividade 

física, usado em várias faixas etárias, padronizado pela OMS (Organização Mundial 

da Saúde), com objetivo de homogeneizar as informações. A versão curta foi 

validada no Brasil105 em 2001, o método de referência utilizado foi um sensor de 

movimento, os coeficientes de correlação foram baixos a moderados (r=0,75 para 

forma curta), embora similares a outros instrumentos. O valor de atividade física 

referido nos questionários é normalmente superestimado, por ser uma prática 

saudável e bem vista socialmente. Um estudo em indivíduos voluntários no InCor 

(Instituto do Coração do Hospital das Clínicas da FMUSP) observou que o 

questionário IPAQ superestimou como ativa cerca de 50% da população, quando 

comparado ao teste ergométrico. 

É possível que a amostra tenha sido insuficiente para demonstrar a influencia da 

atividade física sobre a GSK3; não existem estudos em humanos avaliando esta 

associação. Um estudo em humanos que avalia a atividade de GSK3 no sangue 

periférico de pacientes com DA, transtorno cognitivo leve e controle, mostrando 

diferença significativa entre os grupos, a amostra do estudo é de 113 pacientes105.  

A atividade física pode ter uma maior influência sobre o aumento no nível dos 

agentes anti-inflamatórios e anti-oxidantes116, e não influenciar diretamente a GSK3, 

porém apenas um trabalho controlado, avaliando o nível da GSK3 num grupo de 
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pacientes antes e após um programa de exercício pode confirmar definitivamente a 

associação entre exercício e atividade da GSK3. 

 Apesar do efeito sobre as mesmas citocinas (IL-1 e TNF) moduladas pela GSK3, o 

exercício pode atuar através de outra via reduzindo a produção de citocinas e 

ativando complexos protéicos (proteosoma) responsáveis degradação das proteínas 

danificadas e pelo reparo no DNA danificado pela inflamação. Além disso, o 

mecanismo pelo qual a atividade física influencia a cognição pode ser multifatorial, 

melhorando a neuroplasticidade pelo aumento de neurotrofinas ( BDNF), reduzindo 

os riscos cardiovasculares com HAS, diabetes e obesidade. 

 

7. Conclusão 

Nosso estudo não conseguiu demonstrar associação entre atividade física e os 

níveis da GSK3 no sangue periférico. A amostra de idosos muito saudáveis e a 

provável influência de atividades de baixa intensidade sobre o desempenho 

cognitivo enfraqueceram o poder do estudo. Será necessário um estudo com 

número maior de pacientes, que utilize métodos mais precisos de aferição de 

atividade física, que não foque apenas atividades moderadas e vigorosas. Outra 

alternativa é que a ação protetora do exercício não utilize esta via enzimática(GSK3).  
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9. Apêndices 

Anexo 1 

Atividades de Vida Diária 

 Tomar banho 

 Vestir-se 

 Fazer o toalete 

 Transferência de local 

 Continência dos esfíncteres 

 Alimentar-se sozinho 

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

 

Anexo 2 

Atividades Instrumentais de Vida Diária 

 Usar o telefone 

 Deslocar-se (táxi, ônibus, automóvel) 

 Fazer compras 

 Preparar refeições 

 Fazer os trabalhos de casa 

 Administrar as próprias medicações 

 Gerenciar o dinheiro 

Fillenbaum G. J Am Geriatr Soc 1985; 33: 698-706 
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Anexo 3 
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Anexo4
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Anexo 5 

Escala de Depressão Geriátrica de Yesavage – versão reduzida (GDS-15). 

1. Você está satisfeito com a sua vida? (não) 

2. Você deixou de lado muitos de suas atividades e interesses? (sim) 

3. Você sente que sua vida está vazia? (sim) 

4. Você sente-se aborrecido com freqüência? (sim) 

5. Está você de bom humor na maioria das vezes? (não) 

6. Você teme que algo de ruim lhe aconteça? (sim) 

7. Você se sente feliz na maioria das vezes? (não) 

8. Você se sente freqüentemente desamparado? (sim) 

9. Você prefere permanecer em casa do que sair e fazer coisas 

novas? (sim) 

10.  Você sente que tem mais problemas de memória que antes? (sim) 

11.  Você pensa que é maravilhoso estar vivo? (não) 

12.  Você se sente inútil? (sim) 

13.  Você se sente cheio de energia? (não) 

14.  Você sente que sua situação é sem esperança? (sim) 

15.  Você pensa de que a maioria das pessoas estão melhores do que 

você? (sim) 

 

0= quando resposta for diferente do exemplo do parênteses. 

1= quando resposta for igual ao exemplo do parênteses. 

Contagem máxima de GDS = 15 

Total > 5 = suspeita de depressão. 

 

Fountoulakis KN, Tsolaki M, Iacovides A, Yesavage J, 

O’Hara R, Kazis A, et al. The validation of the short 

form of the geriatric depression scale (GDS) in 

Greece. Aging (Milano) 1999;11(6):367-72. 

Almeida OP, Almeida SA. Confiabilidade da versão 

brasileira da escala de depressão em geriatria (GDS) 

versão reduzida. Arq Neuropsiquiatr 

1999;57(2B):421-6. 
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Anexo 7 

 



 53 

                                                                                                                                        

 



 54 

                                                                                                                                        

 

 

 

 

 

 

 



 55 

                                                                                                                                        

Anexo 08 

Atividade da PLA2 e GSK3β  

Para a determinação de PLA2 e de GSK 3 foram coletados 15mL de sangue periférico em 

tubo contendo anticoagulante citrato de sódio para a separação das plaquetas. 

Separação e lavagem das Plaquetas: 

Foram coletados 40 mL de sangue em quatro tubos com capacidade de 10 mL, contendo 

anticoagulante citrato de sódio 0,106 mol/L. Adicionado em cada tubo 1 mL de ACD-NH. Os 

tubos foram homogeneizados delicadamente por inversão e centrifugados durante 15 

minutos a 1600 rpm a 20ºC. A seguir, os sobrenadantes (Plasma Rico em Plaquetas - PRP) 

foram transferidos para outro tubo com capacidade de 50 mL (tipo falcon) e o pH ajustado 

para 6,5 com ACD-NH. O PRP foi, então, transferido para 4 tubos de poliestireno (4 a 5 

mL/tubo) e centrifugados durante 10 minutos a 2400 rpm à 20ºC. O sobrenadante foi 

removido cuidadosamente por inversão, adicionado  ao pellet 2,5 mL de solução de lavagem. 

Após descanso de 10 minutos, as plaquetas foram homogeneizadas cuidadosamente com 

uma pipeta Pasteur até total diluição e então adicionou-se mais 2,5 mL de solução de 

lavagem. A mistura foi centrifugada por 8 minutos a 2400 rpm, o sobrenadante foi removido 

cuidadosamente, e o “pellet” foi ressuspendido com 0,5 mL de tris-sacarose, 

homogeneizando com a pipeta. As plaquetas em tris-sacarose foram armazenadas em 4 

criotubos com 0,5 mL e mantidas em freezer –70ºC para posterior determinação da 

concentração de proteínas e atividade da PLA2. 

Determinação de proteínas 

As proteínas foram quantificadas utilizando o kit Bio-Rad DC Protein assay (Bio-Rad 

Hercules, CA) que é um ensaio colorimétrico para a deteminação de proteínas, baseado no 

método de Lowry  (Lowry et al., 1951), modificado para ser compatível com detergentes 

utilizados no preparo da amostra. O ensaio consiste na reação de proteínas com uma 

solução alcalina de tartarato de cobre (Reagente A) e com o reagente de Folin (1,2-

naphthoquinone-4-sulfonate) (Reagente B). Como no ensaio de Lowry, existem duas etapas 

que levam ao desenvolvimento da cor: a reação entre proteínas e o cobre em um meio 

alcalino, e a subseqüente ligação do reagente de Folin às proteínas tratadas com cobre 
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(Lowry et al., 1951). Quando o reagente de Folin liga-se a essas proteínas, ele é reduzido 

pela perda de 1, 2 ou 3 átomos de oxigênio, e muda a cor do amarelo para um azul 

característico, cuja absorbância é lida entre 405 e 750 nm (Peterson,1979). 

Para a determinação das proteínas totais, foi utilizada uma curva padrão de proteínas 

utilizando-se albumina de soro bovino (bovine serum albumin ou BSA; Sigma-Aldrich), nas 

seguintes concentrações: 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 poços (em temperatura ambiente), onde foi 

pipetado 25 μL do Reagente A, 5 μL do padrão de proteínas de BSA nas seis diferentes 

concentrações ou 5 μL  das amostras ou branco (tris-sacarose) e 200 μL do Reagente B. 

Após incubação de 15 min em temperatura ambiente em um Agitador de placas (Wallac- 

PerkinElmer, Boston, MA), as absorbâncias das amostras foram lidas em um Leitor de 

microplacas (Spectracount; Packard, Meriden, CT) a 680 nm. Todas as determinações dos 

níveis de proteínas foram realizadas em triplicatas. 

Ensaio Radioenzimático: 

O método utilizado para determinar a atividade da PLA2 foi o rádio-enzimático, descrito 

previamente (Flesch et al., 1985; Gattaz et al., 1995) e modificado por Talib, LL, 2007. Os 

substratos da enzima utilizados foram o L-a-1-palmitoil-2-araquidonil-fosfatidilcolina marcada 

com [1-14C] na cauda araquidonil na posição sn-2 (araquidonil-1- 14C-PC) (PerkinElmer, 

Boston, MA) e o L-3-Phosphatidylcholine, 1-palmitoyl-2-[1-14C]palmitoyl. Neste ensaio, o [1-

14C]-ácido graxo, ligado à posição sn-2 da fosfatidilcolina, é clivado pela PLA2 e extraído. A 

radioatividade do [1-14C]-ácido graxo liberado foi medida em um contador de cintilação 

líquida e utilizada para calcular a atividade da PLA2. Trabalho recente de Talib116 e cols. 

demonstrou o efeito do treino cognitivo sobre a atividade da PLA2 em um grupo de 23 

pacientes, utilizando o método citado acima.  

As amostras previamente armazenadas em freezer –70ºC foram descongeladas e mantidas 

sob gelo. Após determinação dos níveis de proteínas, foi pipetado um volume de cada 

amostra, necessário para obter uma concentração de proteína de 0,2 mg/mL. O volume da 

amostra foi completado para 400 L de Tris-sacarose pH 7,4 (tampão de lise) e 600 L de 

Tris 50 mM pH 8,5. A amostra referente ao branco foi composta por 400 L de Tris-

Sacarose pH 7,4 e 600 L de Tris 50mM. Cada amostra foi realizada em triplicata. Após 

homogeneização foi pipetado em cada tubo: 100 L de tampão/ CaCl2/ EDTA/, 50 L de 



 57 

                                                                                                                                        

Tris-HCl 1,0 M, 200 L da amostra diluída (ou do branco) e 150 L (0,06 Ci) do substrato 

radioativo. 

A mistura foi homogeneizada novamente e incubada por 30 min  a 37 ºC em banho-maria 

sob agitação. Após a incubação, as amostras foram colocadas imediatamente em banho de 

gelo e serão  adicionados 700 µL de solução de parada, para interromper a reação. Em 

seguida as amostras foram levadas à temperatura ambiente e após 10 min de repouso, 

adicionadas de  700 µL de  n-heptano, para extração do acido graxo marcado através de 

agitação rigorosa em vórtex por 30 seg. A mistura foi então, centrifugada a 4000 rpm por 10 

min a temperatura ambiente. Transferiu-se 500 µL da fase orgânica para tubos contendo 

60mg de sílica gel e 300 µL de n-heptano para reter os fosfolípides e centrifugou-se 

novamente a 4000 rpm por 5 min a temperatura ambiente. Transferiu-se 500 µL do 

sobrenadante para tubos contendo 6,0 mL de líquido de cintilação e após homogeneização, 

colocou-se para contar em um contador de cintilação líquida (Tri-Carb 2100 TR) na seguinte 

ordem: Branco, 100 % (somente o substrato marcado) e amostras. Os resultados foram 

fornecidos em CPM, e então, corrigidos para pmol/mg de proteína/min utilizando a seguinte 

fórmula: 

Atividade da PLA2 (pMol/mg prot/min)=CPM x 25/ A x 0,988 x 2,22 x B 

Sendo, CPM = contagens por minuto; 25 = fator de ajuste para 2 mg de proteína (2 mg/0,04 

mg concentração final de proteína); A = atividade específica do radioativo em mCi/mMol; B = 

tempo de incubação em minutos; 0,988 = Eficiência do equipamento. 

Determinação de biomarcadores pelo método xMAP-Luminex: 

O principio desta nova tecnologia é a habilidade de medir múltiplos analitos em um único 

ensaio. Com a tecnologia do LUMINEX xMAP ®    reações moleculares ocorrem na superfície 

de microesferas marcadas internamente com intensidades diferentes de dois fluoróforos 

(vermelho e infravermelho), permitindo a obtenção de mais de 100 microesferas distintas 

com combinações de diferentes intensidades dos dois fluoróroros. Como cada microesfera 

carrega uma “assinatura” única a detecção do sistema XMap pode identifica-la, permitindo 

diversas análises (mais de 100) em uma única reação. 

As microesferas agem como carreadores moleculares, tais como, anticorpo, 

oligonucleotídeos, peptídeos ou receptores que capturam a amostra e são então marcadas 

com um marcador fluorescente que se liga ao complexo microesfera-amostra. As reações 
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são realizadas em placas de 96 wells e em seguida as amostras são injetadas no aparelho e 

alinhadas em uma fila única e desta maneira passam através de dois lasers. Um laser 

ilumina a cor interna da microesfera identificando-a e o segundo excita a cor na sua 

superfície. Os sinais emitidos pelas cores são capturados por sistema óptico, o sinal é 

digitalizado, e processado em tempo real, quantificando os dados para cada reação. 

Para a metodologia utilizando o Luminex foram utilizados kits da Invitrogen (CA USA), que 

se baseiam na utilização de anticorpos acoplados a microesferas anti GSK-3β(Total) e anti 

GSK-3β[pS9]. Resumidamente, os anticorpos marcados juntamente com as amostras e 

padrões são pipetados em uma microplaca com filtro e incubadsos por 2 horas, tempo 

necessário para a ligação das amostras aos anticorpos, após lavagem adiciona-se os 

anticorpos de detecção para cada uma das isoformas e incuba-se novamente por 1 hora. 

Segue-se uma lavagem para remoção dos anticorpos em excesso e adiciona-se o 

conjugado (anti rabbit R-Phicoerythrin –RPE). Após incubação de 30 minutos, lava-se 

novamente a placa e realiza-se a análise das microesferas no equipamento Luminex. A 

monitorização das propriedades espectral das microesferas e a quantidade de fluorescência 

associada ao RPE, nos permite determinar a concentração das isoformas de GSK-3β 


