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Determinacao dos Niveis Séricos de Glicogénio Sintase 3 Beta em
Pacientes com Insuficiéncia Cardiaca, um Novo Marcador para
Diagnostico e Definicao da Gravidade da Doenca?

Determination of Serum Glycogen Synthase 3 Beta Levels in Patients with Heart Failure, a Novel Marker for
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Resumo

Fundamento: A glicogénio sintase quinase 33 (GSK3pB) é uma enzima que tem papéis na patogénese da insuficiéncia
cardiaca (IC). Tentamos revelar os niveis séricos de GSK3 em tipos de IC.

Obijetivos: Neste estudo, avaliamos os niveis séricos de GSK33 em pacientes com IC. Além disso, tentamos elucidar
qualquer possivel relacao entre os niveis séricos de GSK3p e a gravidade da doenca entre trés tipos diferentes de
pacientes com IC.

Métodos: Realizamos um estudo prospectivo e inscrevemos 112 pacientes: 50 pacientes no grupo IC com fracao de
ejecao preservada (ICFEp), 30 pacientes no grupo IC com FE levemente reduzida (ICFEmr) e 32 pacientes no grupo
IC com FE reduzida (ICFEr). Também avaliamos 50 controles saudaveis. Exames ecocardiograficos foram realizados.
Medimos a GSK-3f sérica e o peptideo natriurético tipo B N-terminal (NT-proBNP). Medimos os niveis de proteina
C-reativa altamente sensivel (PCR-as) e calculamos a razao neutréfilo-linfécito (NLR) e a razao plaquetas-linfécitos (PLR)
a partir da contagem do hemograma. A significancia estatistica aceita foi p < 0,05.

Resultados: Os niveis séricos de GSK3p foram significativamente maiores entre pacientes com IC em comparacao
com controles saudaveis (niveis medianos de GSK38; 117,26 (45,39 -223,85) vs 13,91 (5,6 -23,3) ng/mL, p < 0,001).
Além disso, os niveis de GSK3p foram maiores entre pacientes com ICFEp e menores entre pacientes com ICFEr;
236,44 (132,89 -432) vs. 38,72 (23,15-67,31) ng/mL, respectivamente (p < 0,001). Os niveis medianos de NT-proBNP,
como esperado, foram significativamente maiores entre pacientes com IC em comparacdo com controles saudaveis
(660 (291 -1000) vs. 92 (78 -102) pg/mL, p<0,001). Como um marcador de inflamacao sistémica, os valores de hsCRP,
NLR e PLR nao diferiram significativamente entre pacientes com IC e controles.

Conclusao: Os niveis de GSK38 foram significativamente maiores entre pacientes com IC. Além disso, a medida que a
fracao de ejecao diminui, os niveis de GSK3p também se reduzem, provavelmente como um mecanismo de protecao
para evitar mais apoptose e morte de midcitos.

Palavras-chave: Quinase 3 da Glicogénio Sintase; Insuficiéncia Cardiaca; Peptideos Natriuréticos.

Abstract

Background: Clycogen synthase kinase 33 (CSK3 ) is an enzyme that has roles in the pathogenesis of heart failure (HF). We try to reveal serum
GSK3B levels in types of HF.

Objectives: In this study, we evaluated serum CSK3 levels in HF patients. Also, we tried to elucidate any possible relationship between serum
CSK3 levels and disease severity among three different types of HF patients.

Methods: We performed a prospective study and enrolled 112 patients: 50 patients in heart failure with preserved ejection fraction (HFpEF)
group, 30 patients in heart failure with mildly reduced ejection fraction (HFmrEF) group, and 32 patients in heart failure with reduced ejection
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fraction group (HFrEF). We also evaluated 50 healthy controls. Echocardiographic examinations were performed. We measured serum CSK-38
and N-terminal pro-B-type natriuretic peptide (NT-proBNP). We measured highly sensitive C-reactive protein (hs-CRP) levels and calculated
neutrophil-lymphocyte ratio (NLR) platelets-to-lymphocyte ratio (PLR) from the hemogram count. Statistical significance was accepted p < 0.05.

Results: Serum GSK3p levels were significantly higher among patients with HF compared to healthy controls (median GSK3p levels; 117.26
(45.39-223.85) vs 13.91 (5.6 -23.3) ng/mL, p<0.001). Also, GSK3 8 levels were highest among patients with HFpEF and lowest among patients
with HFrEF; 236.44 (132.89 -432) vs. 38.72 (23.15-67.31) ng/mL respectively (p<0.001). Median NT-proBNP levels, as expected, were
significantly higher among patients with HF compared to healthy controls (660 (291 -1000) vs. 92 (78 -102) pg/mL, p<0.001). As a marker of
systemic inflammation, hsCRP values, NLR, and PLR did not differ significantly among HF patients and controls.

Conclusion: GSK3p levels were significantly higher among patients with HF. Also, as the ejection fraction declines, CSK3f levels also reduce,

probably as a protective mechanism to prevent further apoptosis and myocyte death.

Keywords: Glycogen Synthase Kinase 3; Heart Failure; Natriuretic Peptides.
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Introducao

A incidéncia e prevaléncia de insuficiéncia cardiaca
(IC) estao aumentando em todo o mundo. Devido aos
avancos cada vez maiores no tratamento de doenca arterial
corondria, doenga cardiaca valvular, arritmias e até mesmo
cardiomiopatias inflamatérias e genéticas, a probabilidade
de sobrevivéncia aumenta, e isso resulta em mais pacientes
vivendo com IC. Além disso, o envelhecimento da populagao
e o aumento da incidéncia de hipertensdo levam a um
aumento no nimero de pacientes com insuficiéncia cardiaca
com fragdo de ejegao preservada (ICFEp)." Com base nas
diretrizes recentes da Sociedade Europeia de Cardiologia
sobre a definicao de insuficiéncia cardiaca, existem trés tipos
de insuficiéncia cardiaca com base na fragao de ejecao do
ventriculo esquerdo (FEVE): insuficiéncia cardiaca com fracao
de ejecao reduzida (ICFEr), onde a FEVE é <40%, insuficiéncia

cardfaca com fragao de ejecao levemente reduzida (ICFEmr),
onde a FE esta entre 41 e 49% e, finalmente; ICFEp, onde a
FE é 250%.>

A glicogénio sintase quinase 3 (GSK 3f) é uma serina-
treonina quinase que foi descoberta primeiro como a principal
enzima responsavel pelo metabolismo do glicogénio. No
entanto, descobertas recentes sugerem que essa enzima
tem vérios papéis em uma infinidade de fungoes celulares,
incluindo regulagao de fatores de transcrigao, embriogénese,
progressao do ciclo celular, proliferacao celular, fibrose,
apoptose, hipertrofia miocardica e até mesmo expressao
génica. No que diz respeito, ha varios estudos indicando
seu papel em vérios estados de doenga, incluindo lesao de
isquemia-reperfusao, cancer, doenga de Alzheimer e acidente
vascular cerebral.>> Quanto a doenca cardiovascular, a
principal area de interesse é o papel da GSK 3 na lesao de
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isquemia-reperfusdo. Recentemente, o papel da GSK 3 na
IC ganhou mais interesse. As principais descobertas sugerem
que a inibigao sustentada da GSK3 induz hipertrofia e inibe a
apoptose, e essa regulagdo negativa na IC pode ser vista como
uma resposta compensatéria e mecanismo de protegio.® A luz
desta pesquisa, queriamos avaliar os niveis séricos de GSK-3
beta em trés perfis diferentes de IC e comparar os resultados
com individuos saudaveis.

Métodos

Neste estudo, inscrevemos pacientes com IC e controles
saudaveis entre 18 e 65 anos de idade. Com base nas
diretrizes mais recentes da Sociedade Europeia de
Cardiologia sobre insuficiéncia cardiaca,? categorizamos
os pacientes com insuficiéncia cardiaca em trés grupos: 50
pacientes no grupo de ICFEp, 30 pacientes no grupo de
ICFEmr e 32 pacientes no grupo de ICFEr. Também incluimos
50 controles saudaveis para comparar os resultados com
pacientes com IC. Determinamos o nlimero de pacientes em
cada grupo por conveniéncia. A GSK-3B (BT Lab, Ndmero
de catalogo: E3196Hu, China) foi determinada com um kit
comercial. A intensidade da cor gerada pelo método de
ensaio imunoenzimdtico (ELISA) foi medida com um leitor
de ELISA (Biotek ELx800, EUA). Todos os procedimentos
foram realizados na Faculdade de Medicina da Universidade
de Gaziantep, Departamento de Bioquimica. Os resultados
sao expressos como ng/mL. O nivel de pré-peptideo
natriurético tipo B N-terminal (NT-proBNP) foi medido
com um analisador de hemoglobina totalmente automético
e dispositivos UNICELL-S (Shenzen, China). Os resultados
sao expressos como pg/mL. Os niveis de proteina C-reativa
alta sensibilidade (PCR-as) sérica foram determinados com
o dispositivo Beckman Coulter Chemistry Analyzer AU5800
(Beckman Coulter Inc., Brea, CA 92821 EUA). Os resultados
sao expressos como mg/mL.

Avaliacao ecocardiografica

As medidas ecocardiogréficas transtoracicas foram
registradas com base nos padrées da Sociedade Americana
de Ecocardiografia. A FEVE foi determinada usando a férmula
2D de Simpson nas vistas apicais de quatro camaras e duas
camaras. Para determinar a presenca de disfungao diastdlica
para ICFEp, usamos trés determinantes principais da disfuncao
diastélica: velocidades diastélicas precoces (E) e tardias (A)
do ventriculo esquerdo que foram registradas nas pontas dos
folhetos da valva mitral na vista apical de quatro cdmaras,
velocidades diastdlicas Doppler tecidual (e') registradas no
septo interventricular e na parede livre lateral e velocidade do
jato de regurgitagao da valva trictspide.” Além dessas variaveis
ecocardiogrdficas, sintomas clinicos e achados de IC também
foram necessdrios para o diagnéstico de ICFEp.

Analise estatistica

Varidveis continuas com distribuicao normal foram
descritas por meio de média = desvio padrao, e varidveis
continuas sem distribuicdo normal foram descritas por meio
de mediana e intervalo interquartil. Para varidveis categéricas,
os dados foram expressos como frequéncia e porcentagem.
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Os parametros bioquimicos foram avaliados com o teste de
Shapiro-Wilk e revelaram que nao apresentaram distribuicao
normal (p<0,05). Ao comparar essas varidveis aos grupos de
estudo, foram usados os test U de Mann-Whitney ou o de
Kruskal Wallis. Para determinar a diferenca entre os grupos, foi
usado o teste de comparagao mdltipla de Dunn. Além disso,
a analise de correlacao de Spearman foi usada para avaliar
a associagao entre varidveis numéricas. As andlises foram
realizadas usando o SPSS 22.0, e p < 0,05 foi determinado
como o nivel de significancia estatistica.

Resultados

Inscrevemos 112 pacientes com IC e 50 controles
saudaveis. A idade média da populagdo total do estudo
foi de 59,57 + 9,24 anos. As caracteristicas basais dos
pacientes e controles foram resumidas na Tabela 1. A
idade média foi semelhante entre os grupos de pacientes
e controles e entre pacientes com diferentes grupos de IC.
Como um marcador de gravidade da doenga e prognéstico,
o marcador caracteristico da IC, os niveis medianos do
peptideo natriurético tipo B N-terminal (NT-proBNP) foram
significativamente maiores no grupo de pacientes em
comparagdo aos controles sauddveis (660 (291 -1000) vs.
92 (78 -102) p < 0,001). Além disso, houve um aumento
significativo nos niveis de NT-proBNP com a diminuicao da
fragdo de ejecao (p < 0,01). Os niveis séricos de GSK-38
foram significativamente aumentados em pacientes com
IC em comparagao ao controle saudéavel (117,26 (45,39
-223,85) vs 13,91 (5,6 -23,3) p < 0,001). Os pacientes
com IC foram divididos em trés grupos com base na FEVE:
a) ICFEp onde a FEVE é = 50%, b) ICFEmr onde a FEVE é
> 40%, mas < 50% e c¢) ICFEr onde a FEVE é < 40%. Ao
considerar diferentes grupos de IC com base na FEVE, os
niveis de GSK-3 foram mais baixos entre os pacientes com
ICFEr (mediana 38,72) e mais altos entre os pacientes com
ICFEp (mediana 236,44) (p < 0,001). Ao avaliar pacientes
com IC, em trés grupos com base na FEVE, os niveis de GSK-
3p foram significativamente menores entre os pacientes com
fragdes de ejecao do ventriculo esquerdo mais baixas. Entre
os pacientes com ICFEP, os niveis medianos de GSK-3f foram
236,44, enquanto os niveis séricos de GSK-38 foram 129,2
para pacientes com ICFEM e 38,72 para pacientes com ICFEr
(p<0,001). Os niveis séricos de BNP também aumentaram
significativamente com a diminuicao das fragbes de ejecao
(p<0,001). Como um marcador de inflamagao e prognéstico,
os niveis de PCR-as e as razdes NLR foram semelhantes entre
os diferentes grupos de IC com base na FEVE. As diferencas
e comparagoes dentro do grupo sao resumidas na Figura
Central e na Tabela 2.

Discussao

Neste estudo, avaliamos marcadores estabelecidos para
prognéstico entre pacientes com IC e, como um marcador
novo e promissor, medimos os niveis séricos de GSK-38
e comparamos os resultados com controles saudaveis. A
principal descoberta do estudo foi que os niveis séricos
de GSK-3B aumentaram significativamente entre pacientes
com IC. Além disso, com a redugao da fragao de ejegao,
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Tabela 1 - Caracteristicas basais dos pacientes e controles

ff;'frff) 13,91 (56-23,3) 117,26 (4539 -22385) 0,001***
?‘p;f::i?”" 92 (78 -102) 660 (291-1000)  0,001%**
(F‘;\)’E 55 (55 -57 ) 445(35-535) 0,001
frg;f)s 5(2-8,4) 4,78 (2-7,05) 0,405
Leucécito 9 (7,21-11,53) 9,71(7,21-11,53) 0,878
Plaquetas 258,5 (225 -311) 281 (237 -333) 0,252
Linfécito 2,23 (1,78 -4,87) 2,31 (1,5 -3,58) 0,187
Neutréfilo 7,1(4,96 -7,77) 6,01 (4,44-7,77) 0,330
Creatinina 0,87 (0,71 -1,01) 0,77 (0,7 -0,99) 0,148
TFGe 82,36 (65 -109 ) 99,5(72-1095) 0,200
NLR 2,06 (1,12 -4,02) 232(161-401) 0212
PLR 111,05 (57,7 -150,25) 12393 (79,21-180,99) 0,069

*kk

0<0,001; Teste U de Mann-Whitney. GSK-3B: glicogénio sintase quinase
3 beta; NT-proBNP: peptideo natriurético cerebral N-terminal; FEVE: fragdo
de ejecdo do ventriculo esquerdo; PCR-as: proteina C reativa altamente
sensivel; TFGe: taxa de filtragdo glomerular estimada (mL/min/1,73 m?);
NLR: razdo neutréfilos/linfocitos; PLR: razdo plaquetas/linfécitos.

os niveis de GSK-3B tiveram uma tendéncia a reducao. Os
niveis mais altos de niveis de GSK-3 foram registrados entre
pacientes com ICFEp. A glicogénio sintase quinase (GSK)
tem duas isoformas, a e B. Para mecanismos especificos
do coragdo, a isoforma B ganhou muito interesse. Estudos
recentes revelaram que a GSK-3 tem um papel importante
no pré-condicionamento isquémico, pés-condicionamento,
hipertrofia e IC. Entre varias vias e mecanismos, o efeito da
GSK-3p na fisiologia cardiaca é exercido pela fosforilagao
de reguladores transcricionais e fatores de iniciagao
translacional.® A GSK-3B ativada previne o crescimento
hipertréfico de midcitos e, especialmente no processo de
avancgo da IC, a GSK-3B é inibida provavelmente como um
mecanismo de protecdo.” Em nosso estudo, os niveis séricos
de GSK-3B foram mais altos entre pacientes com ICFEp.
Com a redugdo das fragoes de ejegao, os niveis de GSK-
3B estavam diminuindo constantemente, e essa diferenca
atingiu uma diferenca fortemente significativa (p<0,001).
Nossas descobertas apoiam descobertas de pesquisas
anteriores de que, com o avango da IC, a GSK-3 é regulada
negativamente como um mecanismo de protecao. Outro
suporte para essa descoberta vem de um estudo animal. Kirk
et al. avaliaram coragdes de caes com IC com dissincronia.@
Eles usaram terapia de ressincronizacao cardiaca (TRC) para
esses animais e descobriram que o GSK-38 foi desativado
nesses coragoes e reativado pela TRC. Além disso, a TRC
melhorou a responsividade ao célcio dos miofilamentos

GSK-3p
(ng/mL)

NT-proBNP
(pg/mL)

PCR-as
(mglL)

Leucécito

Plaquetas

Linfocito

Neutréfilo

NLR

PLR

Controles saudaveis
ICFEr
ICFEmr
ICFEp
Controles saudaveis
ICFEr
ICFEmr
ICFEp
Controles saudaveis
ICFEr
ICFEmr
ICFEp
Controles saudaveis
ICFEr
ICFEmr
ICFEp
Controles saudaveis
ICFEr
ICFEmr
ICFEp
Controles saudaveis
ICFEr
ICFEmr
ICFEp
Controles saudaveis
ICFEr
ICFEmr
ICFEp
Controles saudaveis
ICFEr
ICFEmr
ICFEp

Controles saudaveis

ICFEr

ICFEmr

ICFEp

Tabela 2 - Diferengas e comparagodes dentro do grupo

13,91 (5,6 -23,3)
38,72 (23,15 -67,31)
129,2 (78,9 -199,63)
236,44 (132,89 -432)
92 (78 -102)
1110 (817,5 -2220)
607 (430 -780)
225 (180 -312)
5(2-8,4)
5 (2,44 -9)
5(1-6)

3,64 (2-6)
9(7,21-11,53)
9,86 (7,12 -11,77)
9,87 (7,21 -11,06)
8,9 (7,67 -12)
258,5 (225 -311)
272 (2375 -358,5)
280,5 (228 -321)
281 (238 -365)
2,23 (1,78 -4,87)
2,31 (1,53 -4,87)
2,31 (1,56 -2,75)
2,34 (1,42 -3,12)
7,1 (4,96 -7,77)
7,59 (5,41 -8,33)
5,95 (4,35 -6,87)
4,99 (4,37 -7,77)
2,06 (1,12 -4,02)
2,13 (1,12 -4,62)

2,62 (1,67 -3,95)
2,28 (1,87 -3,49)
111,05 (57,7 -150,25)

116,22
(53,62 -175,07)

119,25
(86,34 -161,04)

147,33 (101,08 -190)

0,001***

0,001***

0,425

0,998

0,550

0,344

0,025*

0,601

0,116

***: p<0,001 (diferenga estatisticamente significativa muito forte). *: p<0,05
(diferenga estatisticamente significativa). GSK-3B: glicogénio sintase quinase
3 beta; NT-proBNP: peptideo natriurético cerebral N-terminal; FEVE: fragdo
de ejecdo do ventriculo esquerdo; PCR-as: proteina C reativa altamente
sensivel; TFGe: taxa de filtragdo glomerular estimada (mL/min/1,73m?);

NLR: razéo neutrofilos/linfécitos; PLR: razao plaquetas/linfécitos.
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por meio da reativacao do GSK-3. Essa descoberta também
sugere uma possivel abordagem terapéutica para terapias de
IC em um futuro préximo. N6s medimos os niveis séricos
de BNP, que é aceito como o biomarcador padrao para IC
tanto no diagnéstico quanto na determinacao do prognéstico
e também na avaliagdo da resposta ao tratamento.2 Em
comparagao com controles saudaveis, os niveis medianos
de NT-proBNP foram significativamente maiores entre
pacientes com IC. Essa associagao foi positivamente
correlacionada com os niveis de GSK-3B, que também
foram significativamente aumentados entre pacientes com
IC em comparagao com controles sauddveis. A partir deste
ponto, podemos assumir que o GSK-3 pode ser usado como
um novo biomarcador para IC como o BNP. No entanto,
estudos adicionais com um niéimero maior de pacientes sdo
necessarios para esclarecer essa associagao.

Como um fator de risco estabelecido para eventos
cardiovasculares e especialmente corondrios futuros, também
medimos os niveis séricos de PCR-as. Tanto para doencga
arterial corondria quanto para IC, a PCR-as é um marcador
estabelecido para prognéstico. Os niveis séricos de PCR-as
foram semelhantes entre controles saudaveis e pacientes
com IC. Outros marcadores amplamente estudados de
inflamacgao sistémica sdo a razao neutréfilos-linfocitos (NLR)
e a razdo plaquetas-linfocitos (PLR). A inflamagao sistémica
é aceita como uma etapa patogénica fundamental tanto
para o desenvolvimento de aterosclerose quanto para IC.
Além disso, um nivel aumentado de inflamacao sistémica é
aceito como um marcador de prognéstico ruim para eventos
coronadrios agudos e IC cronica. Em sua grande metanalise,
Dong et al. avaliaram 9.406 pacientes de oito estudos e
revelaram que a NLR é um marcador de prognéstico ruim
para pacientes com sindrome corondria aguda recente,
e valores mais altos de NLR basal foram associados ao
aumento da mortalidade hospitalar.’” Uthamalingam
et al. avaliaram pacientes hospitalizados por IC aguda
descompensada e revelaram que valores aumentados de
NLR foram independentemente associados a mortalidade
a longo prazo.™ Em nosso estudo, os valores medianos de
NLR foram semelhantes tanto para controles saudaveis e para
pacientes com IC (p: 0,212). Além disso, os valores medianos
de NLR foram semelhantes entre diferentes subgrupos de
IC (p: 0,601). O nGimero relativamente baixo de pacientes
pode explicar essa falta de diferenga. Além disso, nao
inscrevemos pacientes com descompensagao aguda. Como
NLR é geralmente um marcador de inflamagao aguda e,
portanto, a descompensacao aguda de IC provavelmente
causaria elevagao dos valores de NLR calculados.
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Limitacoes do estudo e perspectivas futuras

Uma limitagdo do nosso estudo foi o nimero relativamente
pequeno de pacientes inscritos. O maior niimero de pacientes
produziria dados clinicamente mais relevantes e robustos. A
via da glicogénio sintase quinase beta estd ganhando interesse
crescente na via da IC. Com uma maior compreensao dessa
via, novas terapias para IC visando a via GSK podem se tornar
disponiveis em um futuro préximo.

Conclusao

Os niveis séricos de GSK-3 aumentaram significativamente
entre pacientes com IC em comparagdao com controles
sauddveis. Além disso, os niveis de GSK-3 mostraram
uma redugao significativa com fragdo de ejecao reduzida,
apontando para um possivel mecanismo de protegao e
também um alvo terapéutico para o tratamento de IC.
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