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RESUMO

Foi estimado que em 2030 no mundo cerca de 65,7 milhGes de pessoas estardo com
deméncias, sendo a doenca de Alzheimer (DA) a principal delas. No Brasil atualmente ha
cerca de 1,2 milhdo de casos de DA. Em individuos com DA observam-se alteracdes do
funcionamento cerebral e perda progressiva e global das funcdes cognitivas, as quais
interferem nas atividades sociais e ocupacionais do individuo gerando transtornos nao
somente para as pessoas afetadas, mas para os familiares e sistemas de satde. Atualmente
o diagndstico provavel da DA ¢é firmado pelo quadro clinico e pela exclusdo de outras
deméncias, gerando grandes conflitos diagnosticos. Diante disso é inerente a necessidade
de um biomarcador de facil acesso e que auxilie no diagnostico preciso da DA.
Pesquisadores tém apontado que a identificacdo da ADAM10 como biomarcador pode
ser uma importante ferramenta para auxiliar no diagnostico clinico de DA. A proposta da
ADAM10 como biomarcador se da por estar envolvida em diferentes processos
fisioldgicos e patologicos, incluindo a DA. Estudos apontam que os niveis plaquetarios
de ADAM10 sdao menores em pacientes com DA comparado a sujeitos saudaveis,
entretanto sdo escassos estudos sobre a expressao e atividade dessa proteina no liquido
cefalorraquidiano (LCR). Este estudo se baseou na hip6tese de que os niveis de ADAM10
solivel no LCR e soro estdo aumentados na DA, comparados com sujeitos
cognitivamente saudaveis. Avaliamos os niveis e a atividade da ADAM10 no LCR e soro
de pacientes com deméncia da DA e transtorno neurocognitivo leve (TNCL). Os
participantes foram submetidos a avaliacBes clinicas e neuroldgicas e posteriormente
foram realizadas as coletas do LCR e soro. Os dados obtidos foram analisados e inseridos
em um banco de dados para realizacdo de andlises estatisticas descritivas, considerando
significancia estatistica de 5% (p < 0,05). Foi possivel demonstrar que os niveis de
ADAM10 soluvel estdo elevados no LCR e soro sanguineo de pacientes com DA. Ensaios
enzimaticos demonstraram auséncia da atividade da ADAM10 no soro e LCR, com
presenca atividade da ADAM10 em plaquetas. Esses resultados nos permitem concluir
que os niveis aumentados de ADAM10 no LCR e soro correspondem a proteina inativa e
fortalecem a proposta da ADAM10 como biomarcador para DA.

Palavras-chave: ADAM10, biomarcadores, doenca de Alzheimer, LCR.
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ABSTRACT

It has been estimated that by 2030 around 65.7 million people will be with dementia, with
Alzheimer's disease (AD) being the main one. In Brazil, there are currently 1.2 million
cases of AD. In individuals with AD, changes in brain functioning and progressive and
global loss of cognitive functions are observed, which interfere with the individual's
social and occupational activities, causing disorders not only for the affected individuals,
but also for family members and health systems. Currently the probable diagnosis of AD
is confirmed by the clinical picture and by the exclusion of other dementias, generating
great diagnostic conflicts. In view of this, the need for a biomarker that is easy to access
and that assists in the accurate diagnosis of AD is inherent. Researchers have pointed out
that the identification of ADAM10 as a biomarker can be an important tool to aid in the
clinical diagnosis of AD. The proposal of ADAM10 as a biomarker occurs because it is
involved in different physiological and pathological processes, including AD. Studies
indicate that ADAM10 platelet levels are lower in patients with AD compared to healthy
subjects, however, there are few studies on the expression and activity of this protein in
cerebrospinal fluid (CSF). This study was based on the hypothesis that levels of inactive
ADAMI10 in CSF and serum are increased in AD compared to cognitively healthy
subjects. We evaluated levels and activity of ADAM10 in CSF and serum of patients with
AD dementia and mild neurocognitive disorder (TNCL). The participants were submitted
to clinical and neurological evaluations, and later CSF and serum samples were collected.
The data obtained were analyzed in a database to perform descriptive statistical analyzes,
considering statistical significance of 5% (p <0.05). It was possible to demonstrate that
levels of soluble ADAM10 are elevated in the CSF and blood serum of patients with AD.
Enzyme assays demonstrated absence of ADAM10 activity in serum and CSF, with the
presence of ADAMI10 activity in platelets. These results allow us to conclude that
increased levels of ADAM10 in CSF and serum correspond to the inactive protein and
strengthen ADAM10 as a biomarker for AD.

Key words: ADAM10, biomarkers, Alzheimer's disease, CSF.



1. INTRODUCAO

1.1 Deméncias e doencga de Alzheimer

Um grande avanco da sociedade atual € o aumento da expectativa de vida. 1sso
provavelmente € resultado do avanco da tecnologia médica, maior acesso a servicos de
saude e melhores condicdes de vida em geral (CHAIMOWICZ, 2011). Segundo a
Organizacdo Mundial da Satude (OMS) em quase todo 0 mundo, o contingente que mais
cresce € o de pessoas com idade igual ou superior a 60 anos. As projecbes da OMS
apontam que o numero de idosos alcance 1,2 bilhdo em 2025, podendo chegar aos 2
bilhGes em 2050, o que corresponderd a uma significativa parte da populacdo mundial.
Segundo o IBGE a populacéo total projetada para o Brasil em 2018 é de 208,5 milhdes,
desse total 19,2 milhdes sdo de individuos idosos, acima dos 60 anos. E estima-se que em
2060, um quarto da populacdo brasileira (25,5%) devera ter mais de 65 anos,
representando cerca de 58,2 milhdes de idosos.

No entanto, o envelhecimento pode ser entendido como um processo de reducao
gradual da reserva cognitiva com declinio das funcgdes fisioldgicas e maior probabilidade
do surgimento de deméncias, sendo a idade um dos principais fatores de risco (JIANG et
al., 2013). Foi estimado em 2010 que no mundo cerca de 35,6 milhdes de pessoas viviam
com deméncia, com nimeros que devem quase dobrar a cada 20 anos, para 65,7 milhdes
em 2030 e 115,4 milhGes em 2050 (XU et al., 2015).

O Brasil esta se tornando um pais envelhecido, perfil demogréafico no qual as
doencas cronicas ocupam um lugar de destaque (GOYANNA et al., 2017). Os distdrbios
demenciais apresentam-se em evidéncia e crescente progressao no Brasil e estdo entre as
doencgas que contribuem consideravelmente para a mortalidade da populagao brasileira

(SCHMIDT et al., 2011). A nivel mundial o tipo mais comum e mais prevalente de



deméncia € a doenca de Alzheimer (DA) representando 60% dos casos (WIMO et al.,
2013). De acordo com a Alzheimer's Disease International (ADI), o aumento da
incidéncia da DA na populacéo idosa € alto e os individuos que estaréo na faixa etaria de
risco para DA, ou seja, acima de 65 anos de idade, representardo 22% da populacao
mundial em 2050, com 80% desse percentual na Asia, Africa e América Latina.

A DA representa cerca 60,3% dos casos das deméncias no Brasil com a incidéncia
duplicada a cada cinco anos, ap0s o0s 65 anos de idade (LOPES et al., 2012). Segundo a
Associacdo Brasileira de Alzheimer (ABRAZ), no Brasil atualmente ha cerca de 1,2
milhdo de casos de DA. Além disso, 0s servicos de saude ndo acompanharam
epidemiologicamente as mudancas das Ultimas décadas, resultando em um sistema de
salde sobrecarregado e deficitario (GOYANNA et al., 2017). Sendo que 0s custos com
cuidados de saude para esses doentes sdo bem altos, representando, por exemplo, para os
Estados Unidos gastos anuais de 172 bilhdes de délares (REITZ & MAYEUX, 2014).

Durante muitos anos, 0s pesquisadores nunca pararam investigar 0s mecanismos
patogénicos, prevencdo e terapias para DA pois a prevaléncia mundial esta aumentando
e atualmente nao ha cura para a doenca. Por conta disso, a DA esta atraindo cada vez mais
atencdo das pessoas para descobrir como evitar a sua ocorréncia. Os fatores de risco para
DA podem ser categorizados em dois tipos: fatores modificaveis e fatores nao
modificaveis. Os fatores modificaveis sdo, por exemplo, estilo de vida, ocupacao, dieta e
medicamentos. Os fatores ndo modificaveis referem-se principalmente a fundamentos
genéticos, envelhecimento e prevaléncia do sexo feminino (JIANG et al., 2013). ADA é
a forma mais comum de deméncia, sem meios de cura ou prevencdo, mas podemos
caracterizar formas da doenca. DA pré-senil, ndo hereditaria, forma mais comum da
doenca, geralmente ocorrendo ap6s os 60 anos, sendo as causas desta forma mais

complexas, envolvendo principalmente o avango da idade e fatores ambientais e DA
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familiar, de inicio precoce, ocorrendo antes dos 60 anos e possuindo forte componente
genético, por transmissdo hereditaria autossdbmica dominante de mutacdes de genes
especificos relacionados principalmente a proteina precursora amiloide (APP), seja de
maneira direta ou indireta, representando de 1% a 6% de todos os casos de DA (BEKRIS

etal., 2010).

A DA é caracterizada por comprometimento progressivo da memdaria e outros
dominios cognitivos, como por exemplo, raciocinio e linguagem (YU & TAN, 2015).
Sendo assim, os individuos com DA apresentam declinio de memdria e perda lenta e
gradual das fungbes cognitivas. Os sintomas neuropsiquiatricos caracteristicos da DA
causam grande sofrimento para pessoas acometidas e seus cuidadores, e contribuem
para a institucionalizacdo precoce. Os sintomas neuropsiquiatrico estdo entre 0s
primeiros sinais e sintomas de disturbios neurocognitivos e declinios cognitivos
incipientes, sendo 0s mais comuns agitacdo, apatia, depressao, ansiedade e disturbios
do sono (LANCTOT et al., 2017). Portanto, a relevancia dos sintomas
neuropsiquiatricos tem tornado-se cada vez mais evidentes em individuos que
desenvolvem deméncias (MASTERS; MORRIS; ROE, 2015). Além disso dados
sugerem que uma perda de neur6nios monoaminérgicos podem contribuir de alguma
forma para a fisiopatologia da DA e podem explicar algumas de suas manifestacfes

clinicas, particularmente sintomas neuropsiquiatricos (A. KOHLER et al., 2016).

Essas manifestacbes caracteristicas da DA e de outras doencas
neurodegenerativas decorrem de uma etapa clinica anterior designada de transtorno
neurocognitivo leve (TNCL). O TNCL, atualizado pelo Manual de Diagndstico de
Classificacdo dos Transtornos Mentais V (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders, edi¢cdo V - DSM-V) foi inicialmente classificado como comprometimento

cognitivo leve (CCL) por PETERSEN et al., em 1999. O TNCL é descrito como uma



condicdo em que ha a ocorréncia de queixas de memoria episodica ou de alteracdes em
outros dominios da cognicdo pelo préprio paciente ou por parte de um informante,
avaliado por meio de testes de rastreio e avaliacdo neuropsicologica. Contudo, no TNCL
a funcionalidade do individuo é ainda preservada, ao contrario do que acontece nas

deméncias.

A conversdo de TNCL para um padrdo especifico de deméncia depende, em
grande parte, do subtipo. Quando ha comprometimento de memdria episodica, nomeado
transtorno neurocognitivo leve do tipo amneéstico (TNCLa), hd maior risco de conversao
para DA, em comparacdo com individuos cognitivamente preservados. Em torno de 10
a 12% dos sujeitos com TNCLa tém risco elevado de progredir para deméncia no
intervalo de um ano, especialmente para DA, enquanto que individuos sem TNCL
apresentam uma taxa de conversdao de 1 a 2% ao ano (PETERSEN et al., 2001).
Portanto, o subtipo amnéstico do TNCL pode corresponder a uma fase sintomatica pré-

clinica da DA (ALBERT et al., 2011).

As alteracGes cerebrais na DA incluem a atrofia cerebral inicial e
predominantemente lobo mesial temporal e cdrtex associativo, grandes areas com
perdas neuronais e depodsitos anormais de estruturas denominadas emaranhados
neurofibrilares (ENFs) e placas senis. Os ENFs sdo formados a partir da proteina Tau
que, quando hiperfosforilada, se dissocia dos microtibulos. A Tau € de grande
importancia para a manutencdo estrutural e funcional do citoesqueleto dos axonios
(LICHTENTHALER, 2011). Na DA, o processo de hiperfosforilagdo e a dissociacdo da
Tau dos microtibulos compromete a estrutura do axdénio e gera a morte neuronal
(KUHN et al., 2010) (figura 1). H& estudos relacionando os peptideos Amyloid beta
(AP) com a inducdo e aumento na geracdo de reactive oxygen species (ROS) na

mitocéndria. Tal estresse oxidativo leva a defeitos morfoldgicos na mitocdndria, o que



poderia estar associado a hiperfosforilacdo da proteina Tau (MERKWIRTH et al., 2012;
KHAN & BLOOM, 2016). Relatos mais antigos de BRAAK e BRAAK em 1991, ja
descrevem que na DA ha perda neuronal nas camadas piramidais do cortex cerebral e

degeneracdes sinapticas intensas, tanto em nivel hipocampal, quanto neocortical.

Figura 1. Representacdo esquematica da hiperfosforilacdo da proteina Tau e formacao
dos emaranhados neurofibrilares, caracteristicos da doenca de Alzheimer.

Agregados Emaranhados
de Tau soliveis neurofibrilares

Tau ligada
ao microtubulo

Tau soltvel
hiperfosforilada

Extraido e adaptado de Golde, 2006.

Outro marco patoldgico da DA é a formacdo de placas senis. A hipdtese da
cascata amiloide e a formacao de placas senis foi estabelecida pela primeira vez por Hardy
em 1992, destacando o papel central dos peptideos AP na patogénese da DA. Os AP sdo
formados a partir de clivagens consecutivas da proteina precursora amiloide (APP) pela
via das B-secretases. Os AP séo peptideos hidrofobicos com cerca de 38 a 43 aminoacidos,
que tendem a agregar-se como oligbmeros. As B-secretases clivam a APP em diferentes
regides, originando fragmentos de AP de diferentes tamanhos, geralmente entre 40 e 42
aminoacidos (AB1-40 e AB1-42). Ambos sdo capazes de se agregar, porém o Ap1-42 é
considerado mais hidrofobico, com maior potencial de agregacéo e formacédo das placas

senis insoluveis (SOREGHAN et al., 1994). Portanto, o peptideo AP42 ¢ insoluvel ¢



deposicOes excessivas no cérebro geram as placas senis, que em grandes concentragdes
sdo toxicas e prejudiciais para o funcionamento cerebral, causando danos cerebrais e
precipitando a DA (LICHTENTHALER, 2011) (figura 2). A estrutura do AP pode
arranjar-se de diferentes formas, gerando uma variedade de espécies oligoméricas (GU et
al., 2013). Os oligbmeros de Ap podem desencadear uma série de alteracdes patoldgicas
associadas a DA, incluindo a formacao dos préoprios ENFs, disfuncédo sinaptica e morte

neuronal (WANG et al., 2016).

Figura 2. Representacdo esquematica do acumulo de placas amiloides (em amarelo) no
cérebro, caracteristicas da doenca de Alzheimer

A APP é um membro de uma familia de proteinas que inclui as proteinas
semelhantes a precursores amiloides em mamiferos (APLP1 e APLP2) (O’BRIEN &
WONG, 2011). A APP é produzida em grandes quantidades nos neurbnios e €
metabolizada muito rapidamente (LEE et al. 2008). A APP pode participar da modulacéo
do crescimento celular, motilidade, crescimento de neurénios e sobrevida celular, fun¢des

que podem ser reproduzidas pelo ectodominio soltvel, liberado apos sua clivagem
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(O’BRIEN & WONG, 2011). Apesar disso, a funcdo fisiologica precisa da APP ainda
nédo é completamente conhecida, na maioria dos estudos, o aumento da expressao da APP
mostra um efeito positivo na sadde e crescimento das células. Em um estudo este efeito
positivo é demonstrado em camundongos transgénicos que aumentaram a expressao da

APP e tiveram seus neurénios ampliados (OH et al., 2009).

Existem vias alternativas para a protedlise da APP, algumas das quais levam a
geracdo do peptideo AP e outras ndo (O’BRIEN & WONG, 2011). Portanto, a APP pode
ser clivada por duas vias distintas envolvendo a ou B-secretases (EVIN et al., 2003). Na
via ndo amiloidogénica, na qual as principais proteinas atuantes sdo as a-Secretases, a
APP é clivada entre os aminoacidos Lys16 e Leul7 aproximadamente na metade da
regido do AP, deste modo, liberando o fragmento SAPPa, uma estrutura com funcdes
neuroprotetoras e retendo o residuo C83 na membrana. A clivagem seguinte do C83 por
y-secretases libera o p3, que é supostamente benéfico e ndo é encontrado nas placas
amiloides. Portanto, o aumento da clivagem da APP pelas a-secretases e a producéo do
fragmento sAPPa e p3, reduz a produgdo do AP (MORISHIMA-KAWASHIMA e

IHARA, 2002).

Por outro lado, na via amiloidogénica as -secretases clivam a APP na regido N-
terminal do AP, produzindo uma forma soltivel da APP (sAPPp) que ¢ liberada para o
meio extracelular e parece ter uma funcdo pré-apoptotica (NIKOLAEV, 2009) e um
fragmento C-terminal ligado a membrana (CTF ou C99). A subsequente clivagem da C99
por y-secretases no dominio C-terminal do A libera o AB40 e AB42 (EVIN et al., 2003;

COLE & VASSAR, 2007).

O peptideo AP é, portanto, composto de 39-43 aminodcidos, com massa

molecular de aproximadamente 4kDa e ¢ liberado apds clivagens da APP pelas vias e



y-secretases (EVIN et al., 2003). Contudo, a rota predominante de processamento da APP
em sujeitos cognitivamente saudaveis consiste de clivagens sucessivas por o e y-
secretases (LICHTENTHALER, 2011). Sendo assim, as vias o ¢ B-Secretases competem

pela clivagem da APP (figura 3).

Figura 3. Clivagem da APP pelas a ¢ y-secretases (via ndo amiloidogénica), formando o
peptideo p3 e pelas B e y-secretases (via amiloidogénica) com formagdo do peptideo Ap.

Via ndo amiloidogénica Via amiloidogénica

- P

=) APPsa = APPsf

p3I
. y-secretase B-secretase S Y-secretase

a-secretase

AICD AICD
APP a-CTF APP  B-CTF

Extraido e modificado de O’BRIEN & WONG, 2011.




1.2 Métodos diagndsticos para a doenca de Alzheimer

Atualmente o diagnostico provavel da DA é firmado pelo quadro clinico e pela
exclusdo de outras deméncias, e € realizado principalmente por baterias
neuropsicoldgicas, exames clinicos e de imagem. As baterias neuropsicoldgicas sdo
compostas de diferentes testes, os quais visam realizar o rastreio de deméncias. Entre eles
estdo a escala de avaliagdo clinica da deméncia (Clinical Dementia Rating - CDR), Mini-
Exame do Estado Mental (MEEM), Montreal Cognitive Assessment (MoCA), Inventério
Neuropsiquiatrico (NPI), entre outros. Tais métodos podem gerar questdes ambiguas e
conflitos diagndsticos, especialmente para a realizacdo do diagndstico diferencial entre
deméncias, uma vez que os sintomas que os individuos apesentam em quadros demenciais

podem ser semelhantes.

O diagndstico definitivo de DA sO pode ser feito mediante a analise
histopatoldgica do tecido cerebral post-mortem. Métodos diagndsticos de imagem
combinados ou ndo com compostos que se ligam diretamente ao A como o florbetapir
(18F) (Amyvid®) também sdo importantes. O Amyvid® recebeu a aprovacdo em 2012
da US Food and Drug Administration (FDA) como agente de diagndstico para detectar
placas amiloides em pacientes e vem sendo utilizado na clinica, ainda que muito
timidamente, embora tal aprovacdo nao seja especificamente estendida ao uso de
florbetapir como um unico teste de diagnéstico definitivo para a deméncia da DA
(BEACH et al., 2014). Todas estas ferramentas sdo de grande importancia na clinica,
contudo, os exames disponiveis atualmente, sejam eles por imagem ou utilizando
compostos que se ligam as placas amiloides, sdo extremamente caros, por isso a
necessidade de biomarcadores diagnosticos que possam ser coletados e medidos de forma

mais simples e barata (SHI et al., 2018).
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1.3 Biomarcadores para a doenga de Alzheimer

Em 1984 foi publicado um relatério pelo National Institute of Neurological and
Communicative Diseases and Stroke (NINCDS) e pela Alzheimer's Disease and Related
Disorders Association (ADRDA), o intuito desse relatério foi estabelecer critérios e
descrever o diagndstico clinico da DA. O grupo abordou questdes de histéria médica,
clinica, exame, testes neuropsicoldgicos e avaliagcdes laboratoriais (McKHANN et al.,
1984). Os critérios desse relatorio foram usados por mais de 27 anos. Contudo, ap6s todos
esses anos esses critérios exigiram revisdo e o Instituto Nacional de Envelhecimento
juntamente com a Associagdo de Alzheimer realizaram uma revisdo dos critérios
adotados em 1984 para a DA (JACK et al., 2011). Foram incluidos resultados de
ressonancia magnética (RM), tomografia computadorizada por emissdo de pdsitrons
(PET) e exames do liquido cefalorraquidiano (LCR), também foi incorporado o uso de
biomarcadores para tomada de decisdes no diagnostico de deméncia da DA (DUBOIS et

al., 2007).

Apesar disso, 0s biomarcadores para a DA foram incluidos, para fins de pesquisa,
como critérios de diagnostico para a doenca somente em 2011(McKHANN et al., 2011)
e tornaram-se um componente essencial da pesquisa da doenca de Alzheimer, pois podem
fornecer medidas relevantes da fisiopatologia em pessoas vivas. Sendo assim, 0S
biomarcadores tornaram-se cada vez mais importante para entender a biologia da DA
(JACK et al., 2016). Biomarcadores ou marcadores bioldgicos sdo entidades que podem
ser medidas experimentalmente e que indicam a ocorréncia de uma determinada fungédo
normal ou patolégica de um organismo. A identificacdo de biomarcadores auxilia na
prescricdo de farmacos que poderdo ser administrados muito cedo no curso da doenca,
auxiliando no reforco diagndstico e precisdo da medicagdo que podera ser administrada

antes do inicio do processo de neurodegeneracdo (BLENNOW et al.,, 2010). Os
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biomarcadores estabelecidos no LCR para DA sdo a proteina Tau total, Tau fosforilada e
0 peptideo Ap42 (SHAW et al., 2009). Alguns estudos examinaram como 0s marcadores
biolégicos do LCR podem ser Uteis na previsdo da DA e encontraram uma reducdo nos
niveis de AB1-42 no LCR em idosos com DA, comparado com idosos cognitivamente

saudaveis (SKOOG et al., 2003; GUSTAFSON et al., 2006).

Os principais biomarcadores usado na pesquisa DA podem ser divididos em trés
categorias binarias, com base na fisiopatologia de cada medida, denominados sistema de
classificagao A/T/N. “A” Biomarcadores de deposicao de A (alta concetracdo de Ap no
LCR e alta retencdo de ligantes amiloides no PET); "T" Biomarcadores da patologia tau
(emaranhados neurofibrilares, valores elevados Tau fosforilada (p-tau) no LCR e tau
fosforilada no PET) e "N" Biomarcadores da neurodegeneracdo tipo DA ou lesdo
neuronal (sdo tau total do LCR (t-tau), hipometabolismo de fluorodesoxiglucose (FDG —
PET) e atrofia em regibes caracteristicas da DA na RM (BESSON et al., 2015; KLUNK
et al., 2004). O sistema de classificacdo A/T /N esta relacionado a classificacdo de

biomarcadores, para critério diagnostico (JACK et al., 2016).
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1.4 ADAMs

As ADAMs (A Disintegrin And Metallopeptidase) s&o membros da superfamilia
das proteases dependentes de zinco (HOOPER & TURNER, 2002). Dentre as ADAMSs,
a ADAM0 esta envolvida em diferentes processos fisioldgicos e patologicos, como DA,
cancer, desenvolvimento embrionario, entre outros (LICHTENTHALER, 2011). A
ADAM10 é uma proteina de membrana de aproximadamente 750 aminoacidos e além da
APP, pode clivar mais de 30 diferentes tipos de proteina de membrana, como a Notch,
betacellulin, klotho e N-caderina (JORISSEN et al., 2010). Além de ser a principal -
secretase a ADAM10 também atua como uma protease essencial para outras proteinas
transmembrana, liberando mais de 90 proteinas de membrana no sistema nervoso central
(SNC). Grande parte delas € essencial para o SNC (KUHN et al., 2016) como por
exemplo os substratos Neuroligina-1 e N-caderina que possuem funcbes neuronais e

sinapticas (KLINGENER et al., 2014).

A protease ADAM10 se torna ativa durante a passagem pelo complexo de Golgi
e apos a remocao do pré-dominio por furinas e por enzimas convertases (PC 7). A
ADAM10 produzida no reticulo endoplasmatico (RE) possui uma sequéncia de
reconhecimento para PC7 e furina entre o dominio de metaloprotease e o pr6-dominio, e
0 processamento proteolitico deste local transforma a ADAM10 em uma forma
proteoliticamente ativa (LICHTENTHALER, 2011). Contudo, ndo podemos afirmar que
a ADAM10 estd completamente inativa no estagio inicial de sua endocitose, quando ainda
ndo foi degradada (SAFTINH & LICHTENTHALER, 2015) (figuras 4 e 5). O dominio
metaloprotease da ADAM10 contém um grupo de aminoacidos (HEXXHXXGXXH) que
possui capacidade de ligagcdo com zinco. Os dominios da ADAM10 sé&o compostos por
varias ligacdes dissulfidicas estabilizantes (JANES et al., 2005). Sendo o dominio

transmembrana essencial para a atividade proteolitica da ADAM10. Em contraste, 0
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dominio intracelular da ADAM10 inibe a clivagem através da retencao da proteina no RE
através uma regido rica em arginina (MARETZKY et al., 2015). No dominio intracelular,
ha a presenca de uma regido de homologia de Src3 (SH3), muito importante para o trafego
intracelular da ADAM10. Experimentos de mutagénese nesta regido SH3 levaram a uma
distribuicdo desordenada da ADAM10 na superficie celular. Varias proteinas que
reconhecem o dominio SH3 podem se ligar a ADAM10, incluindo as tirosinas quinases,
sendo que todas essas proteinas desempenham papéis importantes na regulacéo dos niveis
e atividade da ADAM10 (EBSEN et al., 2014).

Figura 4. Estrutura multimodular da ADAM10. Fragmento C-terminal, SADAM10:
forma solavel e inativa, ADAM10 FL: forma ativa completa, Pr-ADAM10: proteina

inativa com a presenca do pré-dominio que mantém esta proteina inativa mesmo na forma
ancorada a membrana.

Ectodomain Furin
shedding PC7
| 2
: 693 6 73 672 551 459 220
' 0
. m . wordledy,
. | X
o
| ADAM10 CTF:~10kDa | | SADAM10: ~55 kDa J
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| Pro ADAM10: ~85 kDa

Extraido e modificado de PERON et al., 2018.

A clivagem mediada por ADAMI10 ¢ rigidamente regulada nos niveis
transcricional, traducional e pés-traducional (PERON et al., 2018). Contudo, ainda ndo
estdo completamente claros todos os mecanismos de controle celular da clivagem
mediada por ADAM10 (VICENT, 2016), mas possivelmente o trafego intracelular é uma

das vias mais importantes para esta regulacéo.
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Estratégias para aumentar a atividade das a-secretases podem ser consideradas
abordagens terapéuticas para pacientes com DA (FAHRENHOLZ, 2010). Portanto, a
modulacdo positiva da expressdo da ADAMI10 pode ser considerada como uma
ferramenta de intervencéo terapéutica, uma vez que isso é possivel por meio de diferentes

tipos de compostos ou vias de regulacdo (PERON et al., 2018).

Figura 5. Maturacdo e estrutura da ADAM10 inserida na membrana. (A) A ADAM10 é
produzida como um zimogénio no reticulo endoplasmatico (RE) e amadurece como
protease ativa ap6s a remocao de seu pré-dominio por furinas ou PC7 durante a passagem
pelo com complexo de Golgi. As duas vias de clivagem da APP, via amiloidogénica e via
ndo amiloidogénica sdo mostradas. A via amiloidogénica é mediada por § (BACEL) e -
secretases, levando a producdo de AB. A via ndao amiloidogénica é mediada por o
(ADAM10) e y-secretases, gerando sAPPa e peptideo p3. (B) A ADAM10 possui uma
regido transmembrana e uma regido intracelular (C-terminal), além da regido extracelular,
que é formada pelos dominios catalitico, metaloprotease, desintegrina e uma regido rica
em cisteina (N-terminal).
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Extraido e modificado de Xiang-Zhen et al., 2017.

Estudos anteriores de outros grupos (COLCIAGHI et al., 2002; TANG et al.,
2006), bem como os desenvolvidos pelo nosso proprio grupo de pesquisa (MANZINE et
al., 2013) demonstraram que os niveis da ADAM10 estdo diminuidos em plaquetas de

pacientes com DA e essa reducdo foi relacionada ao avanco da doenca. Entretanto, a
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expressao do gene para ADAM10 nas plaquetas dos pacientes com DA nédo apresentou
diferencas significativas em relacdo ao grupo de comprometimento cognitivo leve ou
controles normais (MANZINE et al., 2015). De todo modo, pesquisadores tém apontado
que a identificacdo da ADAM10 como um biomarcador pode ser usado como importante
ferramenta para auxiliar no diagndstico clinico de DA (MANZINE et al., 2014). Além
disso, foi demonstrado que os niveis plaquetarios de ADAM10 estdo aumentados no
envelhecimento cognitivamente saudavel, o que reforca ainda mais o papel desta proteina

como ferramenta para estudo da DA (SCHUCK et al., 2016).
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1.5 Relevancia do estudo

Conforme SHI et al., 2018 ha grande necessidade de biomarcadores diagndsticos
que possam ser coletados e medidos de forma simples e barata. Pensando nisso e diante
do amplo ndmero de individuos acometidos com a doenca de Alzheimer, do grande
conflito e da dificuldade no diagndstico preciso da DA é necessario um biomarcador de
facil acesso com simples processamento e anélise. Nesse estudo destacamos 0 soro
sanguineo como possivel biomarcador para DA pois comparado a analise da ADAM10

em plaquetas é mais simples e rapida a anélise laboratorial.

Este trabalho teve como hipo6tese que a ADAMI10 estaria ativa quando ancorada
a membrana de neurdnios e plaguetas, mas inativa e solivel no LCR, plasma e soro
sanguineo (figura 6). Adicionalmente, hipotetizamos que os niveis de ADAM10 inativa
estariam maiores em pessoas com DA, comparado com pessoas sem a doenca. Para
validar tal hipdtese, os niveis e a atividade da ADAM10 no LCR e soro sanguineo de
pacientes com TNCL e DA foram avaliados, comparando-se com 0s niveis e atividades
da ADAM10 de pessoas cognitivamente saudaveis. Desta forma, o desenvolvimento
deste projeto pretendeu colaborar com estudos anteriores relacionados a biomarcadores
para a DA, bem como para o reforco diagndstico e melhor entendimento da fisiologia

desta doenca e da propria ADAM10.
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Figura 6. Estrutura da ADAM10 na forma ativa ancorada a membrana de neur6nios e
plaquetas e na forma inativa e solivel no LCR, plasma e soro sanguineo.
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2. OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo avaliar o nivel e a atividade da ADAM10 em
amostras de LCR e soro sanguineo de individuos com doenca de Alzheimer e TNCL e

comparar estes achados com 0s obtidos em sujeitos controle, sem alteragdo cognitiva.

2.1 Objetivos especificos

e Examinar e comparar 0s niveis da proteina ADAM10 no LCR e soro sanguineo
de individuos com TNCL amnéstico (TNCLa) e doenca de Alzheimer (DA) com
sujeitos controle (CTR), sem alteragdo cognitiva.

e Avaliar e comparar os niveis da atividade da ADAM10 em amostras de LCR e
soro de individuos com TNCLa, DA e CTR e comparar a atividade da ADAM10
com amostras de plaquetas e ADAM10 recombinante humana.

e Andlise dos dados sociodemograficos (idade, escolaridade) e avaliacbes
neuropsicoldgicas dos participantes (MEEM e CDR).

e Analise das variaveis clinicas (peptideo Ap, t-tau e p-tau).
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3. MATERIAIS E METODOS

Todas as etapas deste trabalho obedeceram as diretrizes da resolu¢cdo CNS
466/12 que trata sobre Etica na Pesquisa com seres humanos. O parecer
consubstanciado do centro de pesquisa parceiro desse estudo, departamento de
Neurologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), sob coordenacdo do
Professor Dr. Mércio Luiz Figueredo Balthazar, foi registrado e a pesquisa foi aprovada

pelo comité de ética no CEP da UNICAMP sob o nimero de protocolo 188.021.

Trata-se de um estudo experimental de pesquisa quantitativa. Foi desenvolvido
no municipio de Sdo Carlos em parceria com o departamento de Neurologia da

UNICAMP, sob responsabilidade do Professor Dr. Méarcio Luiz Figueredo Balthazar.
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3.1 Participantes

A coleta de dados teve inicio no inicio do ano de 2017, as amostras dos materiais
biologicos, resultando em variaveis clinicas foram coletadas e analisadas, alimentando o
banco de dados do departamento de Neurologia da UNICAMP. As coletas de LCR e
sangue foram realizadas por um médico especialista respeitando todas as normas éticas

previamente citadas nesse estudo e de acordo com as diretrizes da instituicdo.

Participaram dessa pesquisa 24 pessoas, das quais foram coletadas amostras de
LCR e sangue. As primeiras analises realizadas no Laboratério de Biologia do
Envelhecimento (LABEN), no departamento de Gerontologia da UFSCar, as amostras de
LCR foram concluidas sob a condi¢do duplo cego. Nas seguintes analises de LCR e soro,
realizadas também para os fins desse estudo, os participantes foram divididos em grupos,
denominados grupos TNCLa, DA e CTR. Foram extraidos dados sociodemograficos
(idade, escolaridade) e avaliacBes neuropsicoldgicas dos participantes. As avaliaces
neuropsicoldgicas utilizadas foram o MEEM, instrumento de rastreio utilizado na

deteccdo de perdas cognitivas e 0 CDR, escala que mensura a gravidade da deméncia.
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3.2 Quantificacdo de proteinas totais

Para a quantificacdo de proteinas totais do LCR e soro foi utilizado o método de
ensaio proteico Pierce BCA, que é um método baseado no acido bicinconinico (BCA)

para a deteccdo colorimétrica e quantificacdo total de proteinas.
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3.3 Quantificacdo de ADAM10 — Western Blotting

Apos determinada a concentragdo de proteinas totais de cada amostra, foi
realizada a quantificacdo especifica dos niveis da ADAM10 utilizando a técnica de
anélise SDS-PAGE (Gel de eletroforese de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
s0dio) seguida de western blotting. Um volume especifico de cada amostra de LCR e
soro, correspondendo a 4ug de proteina foi reservado e adicionado um tamp&o de amostra
[Tris-HCI 0,125M pH 6,8, SDS 4% (w/v), glicerol 20% (v/v), B-mercaptoetanol 0,1M e
azul de bromofenol 0,2% (w/v)]. As amostras foram aquecidas em banho seco a 100°C
por 5 minutos. Apds esse processo de desnaturacdo das proteinas as amostras foram
aplicadas em gel de poliacrilamida 10% (BIO RAD). O padrdo de massa molecular
(Precision Plus Protein Standards — BIO RAD) foi utilizado em todos os géis. A corrida
de eletroforese foi realizada durante 90 minutos a 120 V (Mini-PROTEAN® Tetra

Vertical Electrophoresis — BIO RAD).

Apds a eletroforese as proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose (Sigma) com auxilio do sistema de transferéncia Mini Trans-Blot Cell (BIO
RAD). A transferéncia das proteinas para as membranas foi confirmada com a coloracao
das mesmas em solucdo de Ponceau [Ponceau 0,5% (m/v) em acido acético 0,1% (v/v)].
A coloracdo com Ponceau revelou a presenca de uma banda de aproximadamente 66kDa,
a qual corresponde a proteina albumina, abundante no soro e presente no LCR, a qual foi
utilizada como normalizadora (controle enddgeno) na quantificacdo das amostras.
Posteriormente, as membranas foram incubadas em solucdo de bloqueio (Blocker 3% -
BIO RAD) em plataforma oscilante por uma hora em temperatura ambiente. Em seguida,
as membranas foram incubadas overnight com anticorpo primario anti-ADAM10
(ProScience, utilizado na diluicdo 2pg/ml) diluido em solugdo de bloqueio. Apos trés

lavagens com Tris-buffered saline — Tween 0,2% [TBST, Tris 250 mM, cloreto de sédio
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1,4M, cloreto de potassio 50 mM, Tween 20, agua destilada] as membranas foram
incubadas por 2h em temperatura ambiente com anticorpo secundario Goat Anti-Rabbit -
HRP 97051 (Abcam, utilizado na diluicdo 1pg/ml) diluido em solucdo de bloqueio.
Finalmente, apds mais 3 lavagens com TBST as membranas foram reveladas por deteccao
colorimétrica com Opti-4CN Substrate Kit (BIO RAD) e as bandas reveladas no aparelho
ChemiDocTM MP Imaging System (BIO RAD). A quantificacdo das bandas foi feita

usando o software ChemiDocTM MP Imaging System (BIO RAD).
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3.4 Ensaio de atividade

Esse ensaio foi realizado no leitor de fluorescéncia, Fluorimetro Sinergy H1,
com utilizac&o do peptideo fluorogénico (Fluorogenic Peptide Substrate I11- ES003 R&D
Systems). Para o ensaio de atividade da ADAM10 foram utilizadas 24 amostras de LCR
e as amostras do soro correspondentes (dos mesmos participantes), 2 amostras de
plaquetas de participantes com DA e 2 amostras de plaquetas de participantes jovens,
utilizadas como controles. Todas as amostras foram analisadas em duplicata com volume
final de 50ul por pogo, em placa escura de 96 pogos (Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Germany). Foram utilizadas 20 g de proteinas totais de cada amostra de LCR e soro, as
quais foram adicionadas aos pocos da placa, juntamente com tampao de reacéo [20 mM
Tris-HCI, 2,5 puM ZnCl,, pH 8.0] e peptideo fluorogénico [10uM]. Foram também
adicionadas na placa amostras de controle negativo (branco), contendo somente o tampéo
de reacéo e o peptideo fluorogénico e de controles positivos, com ADAM10 recombinante
humana (Cat. No. 936-AD-020 R&D Systems), juntamente com tampéao de reacdo e
peptideo fluorogénico, realizadas de acordo com protocolo do fabricante. Para checar a
especificidade do sinal obtido, amostras com plaquetas foram analisadas na presenca de
10 uM do inibidor G1254023X (Cat. No. 3995, R&D Systems) na reacdo com pré-

incubacdo de 5 min a 37°C no escuro antes da adi¢do do peptideo fluorogénico.

O aumento da intensidade da fluorescéncia nas amostras foi determinado pelo
leitor de fluorescéncia, com excita¢do de 320nm e emissdo de 405nm a cada 2 min por
60 min, em temperatura de 37°C durante as medidas, com agitacao duplo orbital antes de
cada ciclo de medida. Para analises comparativas, os valores obtidos foram utilizados

subtraidos do branco (tampéo sem proteina).

A curva de calibragio da ADAM10 recombinante [25ng/mL, 12,5ng/mL,

6,25ng/mL, 3,12ng/mL, 1,56ng/mL, 0,78ng/mL, 0,39ng/mL, Ong/mL] foi realizada
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considerando 0-150 minutos (medida a cada 30 minutos). Os valores das amostras com e
sem inibidor de ADAM10 foram inseridos na linha de equacdo da ADAMI10
recombinante, no tempo de 60 minutos e subtraidos por um branco (tampé&o sem proteina).
A subtracdo desses dados gerou valores especificos para atividade da ADAM10 em

concentracdes determinadas em ng/mL.
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4. RESULTADOS

4.1 Dados sociodemograficos, avaliacdes neuropsicologicas e variaveis clinicas

As andlises e o0s resultados dos dados sociodemograficos, avaliacdes
neuropsicoldgicas e variaveis clinicas foram obtidos pelo grupo de pesquisa do centro de
neurologia da UNICAMP, com o qual colaboramos neste estudo.

Os resultados dos dados sociodemograficos mostram que a idade dos individuos
variou de 57 a 69 anos no grupo controle (CTR), de 65 a 81 anos no grupo com transtorno
neurocognitivo leve (TNCLa) e de 59 a 81 anos no grupo com doenca de Alzheimer (DA),
apresentando significancia estatistica entre os grupos TNCLa e DA quando comparados
com o controle.

A variacdo do tempo de escolaridade foi de 4 a 18 anos de estudo no grupo CTR,
2 a 15 anos de estudo no grupo TNCLa e de 4 a 15 anos de estudo no grupo DA, nédo
apresentando significancia estatistica. Na pontuacdo do MEEM a variacéo do grupo CTR
foi de 23 a 30 pontos, TNCLa de 24 a 30 pontos e do grupo DA de 8 a 24 pontos,
apresentando significancia estatistica o grupo DA quando comparados com o controle
saudavel, conforme o esperado. Com relacdo a escala CDR, a pontuacdo foi de 0 no grupo
CTR, 0,5 no grupo TNCLa e variou de 0,5 a 2 no grupo DA (tabela 1).

Os resultados referentes aos dados clinicos mostram que a média dos grupos para
0s niveis de proteina tau total (t-tau) no LCR foi 80,3pg/mL para o grupo CTR,
103,3pg/mL para o grupo TNCLa e 139,8pg/mL para o grupo DA, ndo apresentando 0s
grupos TNCLa e DA significancia estatistica quando comparados com o controle. A
média dos grupos para 0s niveis de proteina tau fosforilada (p-tau) no LCR foi 35pg/mL
para o grupo CTR, 38pg/mL para o grupo TNCLa e 58,8pg/mL para o grupo DA, ndo
apresentando os grupos TNCLa e DA diferengas estatisticas significantes quando

comparados com o controle. A média dos niveis de peptideo A no LCR foi 541,7pg/mL
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para o grupo CTR, 530,3pg/mL para TNCLa e 304,8pg/mL para DA, também nao
apresentando significancia estatistica entre os grupos TNCLa e DA quando comparados
com o controle saudavel (tabela 2). A auséncia de significancia estatistica com relacéo a

tais dados pode ser explicada pelo baixo nimero de sujeitos em cada grupo amostral.

Tabela 1. Varidveis sociodemograficas e avaliagfes neuropsicolégicas dos sujeitos dos
grupos controle (CTR), transtorno neurocognitivo leve do tipo amneéstico (TNCLa) e
doenga de Alzheimer (DA).

Variavel CTR TNCLa DA
Casos (n/%0) 8/33,3 7/29,2 9/37,5
Idade, média (intervalo)* 63,7 (57-69) 71,1 (65-81)?% 72,9 (59-81) ?

Escolaridade, média (intervalo) 10,2 (4-18) 7,4 (2-15) 6,5 (4-15)
MEEM, média (intervalo)** 28,3 (23-30) 27 (24-30) 17,4(8-24)?

Composicéo dos grupos: CTR 100% mulheres; TNCLa 71,4% mulheres; DA 77,7%
mulheres. CDR, MEEM, Mini exame do estado mental. Teste de Kruskal-Wallis e teste
Mann-Whitney seguido do teste ANOVA One-way, realizados no programa Graph Pad
Prism 5.2.%p<0,05. °p<0,0001. Idade: CTR#TNCLa, CTR#DA. MEEM: CTR#DA

Tabela 2. Variaveis clinicas dos sujeitos dos grupos controle (CTR), transtorno
neurocognitivo leve do tipo amnéstico (TNCLa) e doenca de Alzheimer (DA).

Variavel (pg/mL)  CTR TNCLa DA

t-tau, média+ DP  80,3+38,4 103,3+32,8 139,8+81,5
p-tau, média+ DP  35+16,6 38+9,7 58,8+33,7
AB, média+ DP  541,7+302,2 530,3+365,2 304,8+118,9

Resultados da andlise e quantificacdo do LCR para: t-tau (proteina tau total); p-tau
(proteina tau fosforilada); AR (peptideo AB). Teste Mann-Whitney seguido do teste
ANOVA One-way, realizados no programa Graph Pad Prism 5.2.
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4.2 Quantificagcdo de ADAM10 — Western Blotting

A quantificacdo da ADAM10 nas membranas apés revelacdo nos ensaios de
western blotting foi realizada para determinar seus niveis, tanto no LCR, quanto no soro
dos pacientes com DA, TNCLa e controles cognitivamente saudaveis. A quantificacdo da
albumina foi realizada e os valores obtidos foram utilizados como controle enddgeno, de
forma que os graficos foram construidos utilizando a razdo dos niveis de
ADAM10/albumina (apéndice 1). As medidas representam a intensidade das bandas em
volume e os resultados sdo apresentados como Unidade Arbitraria (UA), sendo que
quanto maior a quantidade da protease ADAM10, maior a intensidade da banda. As
figuras 7 e 8 apresentam o0s resultados obtidos com amostras de LCR e soro,
respectivamente.

Para ambas as amostras de LCR e soro, ndo houve diferencas significativas entre
o0s niveis da ADAM10 entre os grupos CTR e TNCLa. Entretanto, comparando o grupo
CTR com o grupo DA, foram encontradas diferencas significativas entre os niveis de

ADAM10.
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Figura 7. Membranas resultantes dos experimentos de western blotting e respectivo
grafico com a quantificacdo das bandas correspondentes a ADAM10 no LCR. (A)
Membranas contendo as amostras de LCR dos sujeitos controle (CTR), com transtorno
neurocognitivo leve amnéstico (TNCLa) e doenca de Alzheimer (DA). Os nimeros
correspondem aos individuos de cada grupo. As bandas apresentadas correspondem a
ADAM10 com massa molecular de ~50 kDa. (B) Comparacdo dos niveis da ADAM10
obtidos nos grupos CTR, TNCLa e DA. O grupo TNCLa ndo apresentou diferenca
estatistica significativa quanto aos niveis de ADAM10 no LCR, quando comparado ao
controle. O grupo DA apresentou diferenca quando comparado ao controle (***p<0.001),
Teste ANOVA One-way, seguido do teste Mann-Whitney realizados no programa Graph

Pad Prism 5.2.
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Figura 8. Membranas resultantes dos experimentos de western blotting e respectivo
grafico com a quantificacdo das bandas correspondentes a ADAM10 no soro. (A)
Membranas contendo as amostras de soro dos sujeitos controle (CTR), com transtorno
neurocognitivo leve amnéstico (TNCLa) e doenca de Alzheimer (DA). Os nimeros
correspondem aos individuos de cada grupo. As bandas apresentadas correspondem a
ADAM10 com massa molecular de ~50 kDa. (B) Comparacdo dos niveis da ADAM10
obtidos nos grupos CTR, TNCLa e DA. O grupo TNCLa nao apresentou diferenca
estatistica significativa quanto aos niveis de ADAM10 no soro, quando comparado ao
controle. O grupo DA apresentou diferenca quando comparado ao controle (***p<0.001).
Teste ANOVA One-way, seguido do teste Mann-Whitney realizados no programa Graph

Pad Prism 5.2,
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4.3 Atividade de ADAM10 — ensaio de clivagem

Nesse experimento foi avaliada a atividade da ADAM10. O controle positivo foi
formado pela ADAM10 recombinante humana, na concentragao de 25ng/mL (grafico 1,
linha marrom). Amostras de plaquetas de pacientes jovens também foram utilizadas neste
experimento e mostraram-se positivas para atividade da ADAM10 (linha laranja). Para
comprovar que a ADAM10 ¢ a protease que realmente apresentou atividade nas amostras
de plaquetas, foi utilizado um inibidor de ADAM10 (linha preta) nas amostras de
plaqueta, mostrando que a atividade majoritaria corresponde a ADAM10 e ndo outras
proteases que eventualmente estariam presentes na amostra, uma vez que o substrato

fluorogénico pode ser clivado por outras proteases.

A atividade proteolitica da ADAM10 foi significativamente maior nas plaquetas
(e paraa ADAM10 recombinante) quando comparado as amostras de LCR, tanto para 0s
sujeitos cognitivamente saudaveis (linha azul), TNCLa (linha vermelha) e DA (linha
verde). Contudo, entre estas amostras, diferentemente do observado para os niveis de
ADAM10 através dos experimentos de western blotting, ndo houve diferenca
significativa. Os mesmos experimentos foram realizados com amostras de soro e o

mesmo padréo de resultados se repetiu (grafico 2).
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Graéfico 1: Atividade da ADAM10 no LCR. Analise da atividade de ADAM10 ao longo
do tempo entre os grupos controle (CTR, linha azul), transtorno neurocognitivo leve do
tipo amnéstico (TNCLa, linha vermelha) e doenca de Alzheimer (DA, linha verde) no
LCR. Controles utilizando amostras de plaquetas (linha laranja) e ADAM10
recombinante (linha marrom), além da utilizacdo de um inibidor especifico para
ADAM10 (linha preta) representados no gréafico. Os grupos CTR, TNCLa e DA
apresentaram diferenca estatistica significante quando comparados as plaquetas
(***p<0.001). Teste ANOVA One-way, seguido do teste Kruskal-Wallis, realizados no
programa Graph Pad Prism 5.2.
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Grafico 2: Atividade da ADAM10 no soro. Anélise da atividade de ADAM10 ao longo
do tempo entre os grupos controle (CTR, linha azul), transtorno neurocognitivo leve do
tipo amnéstico (TNCLa, linha vermelha) e doenca de Alzheimer (DA, linha verde) no
soro. Controles utilizando amostras de plaquetas (linha laranja) e ADAM10 recombinante
(linha marrom), além da utilizacdo de um inibidor especifico para ADAM10 (linha preta)
representados no grafico. Os grupos CTR, TNCLa e DA apresentaram diferenca
estatistica significante quando comparados as plaquetas (***p<0.001). Teste ANOVA
One-way, seguido do teste Kruskal-Wallis, realizados no programa Graph Pad Prism 5.2.
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5. DISCUSSAO

Nesse estudo avaliamos os niveis e a atividade da ADAM10 em amostras LCR e
soro sanguineo de individuos com doenca de Alzheimer (DA) e transtorno neurocognitivo
leve do tipo amnéstico (TNCLa) e comparamos estes achados com 0s obtidos em sujeitos
sem alteragdo cognitiva. Assumimos que a ADAM10 esté inativa por conta dos resultados
obtidos nos ensaios de atividade. N&o houve diferengas entre os niveis de ADAM10
inativa entre sujeitos com TNCLa quando comparados com os controles cognitivamente
saudaveis, como observado nos experimentos de western blotting. Contudo, os individuos
com DA apresentaram maiores niveis da protease ADAM10 inativa quando comparados

ao grupo controle.

J& foi demonstrado na literatura que os niveis da ADAM10 em plaquetas estdo
aumentados no envelhecimento saudavel (SCHUCK et al., 2016) e reduzidas em
individuos com DA (MANZINE et al, 2013 e COLCIAGHI et al., 2002), indicando que
esta protease desempenha um importante papel, aumentando a resiliéncia aos processos
neurodegenerativos. Contudo, estudos do nosso laboratério também demonstraram que a
expressao do gene ADAM10 nas plaquetas ndo mostrou diferencas significativas entre os
grupos com DA, transtorno neurocognitivo leve e os controles cognitivamente saudaveis

(MANZINE et al., 2015).

Recentemente, Sogorb-Esteve et al. (2018) analisaram os niveis de ADAM10 no
LCR pela técnica de SDS-PAGE, porém, utilizando ultracentrifugacéo diferencial em
gradiente de sacarose, bem como imunoprecipitagdo. Diferentemente do nosso processo,
pois nds analisamos diretamente as amostras de LCR, sem tratamento adicional. Os
autores observaram que a ADAM10 esta presente no LCR humano como varias espécies,

com diferentes massas moleculares. Os autores também encontraram que as formas que



35

classificaram como maduras e ativas de ADAMI10 estdo diminuidas no LCR de
individuos com DA, enquanto que a concentracdo de ADAM10 que chamaram de imatura
(pro-ADAM10 de ~80 kDa) estava inalterada (SOGORB-ESTEVE et al., 2018). Estes
resultados corroboram parcialmente com nossos achados, visto que em nosso estudo
observamos a ADAM10 na forma sollvel e inativa com valores aumentados na DA,
quando comparado com os controles cognitivamente saudaveis, pelos resultados obtidos

nos ensaios de western blotting.

Outra diferenca entre os estudos foi a utilizacdo de diferentes tipos de anticorpos.
Enquanto os autores utilizaram anticorpos anti-N-terminal policlonais de coelho
(ab39153, Abcam) e anti-C-terminal monoclonais de coelho (ab124695, Abcam), nds
utilizamos o anticorpo anti-C-terminal policlonal de coelho (ProScience), o que pode
ajudar a explicar as diferencas entre os dois estudos. Neste sentido e visando uma futura
aplicacdo pratica do uso da ADAM10 como biomarcadora para DA é importante buscar
uma padronizacdo metodologica e adotar praticas, reagentes e materiais especificos para
condutas laboratoriais, de modo a ndo haver conflito metodoldgico ou disparidade de
resultados. De fato, a necessidade de uma padronizacdo dos ensaios relacionados a
biomarcadores para a DA vem sendo enfatizado na literatura nos ultimos tempos

(MCKHANN et al., 2011).

Com relacdo a atividade da ADAM10, observamos que esta protease se
apresentou inativa em amostras de LCR e soro sanguineo, enquanto que em amostras de
plagquetas, a ADAM10 mostrou-se ativa. Os grupos CTR, TNCLa e DA, em amostras de
LCR e soro, apresentaram diferenga estatistica significante quando comparados as
plaquetas. Esses resultados fortalecem nossa hipotese de que a ADAM10 se encontraria

na forma inativa no LCR, soro e plasma sanguineo e ativa nos neur6nios e em plaquetas.
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Outros estudos estdo em andamento em nosso grupo, utilizando celulas de neuroblastoma,

de forma a definitivamente comprovar estes resultados.

Corroborando com nossa hipotese, diferentes autores mostraram que a ADAM10
é sintetizada em uma forma inativa, e é entdo posteriormente clivada durante o seu
transporte ao longo da via secretora, possibilitando atividade enzimatica ha membrana
plasmatica (ANDERS et al., 2001; LAMMICH et al., 1999). Também foi demonstrado
que a ADAMI0 se liga a proteina SAP97 e essa interacdo direta comanda o recrutamento
de ADAMI10 para membrana sinaptica, bem como sua atividade. Este mecanismo
representa uma nova via de ativacao da clivagem fisioldgica da ADAM10 nas sinapses
neuronais (MARCELLO et al., 2017) e pode ajudar a explicar a presenca de atividade da
proteina apenas quando a mesma se encontra ancorada a membrana, seja neuronal ou

plaquetaria.

Além da SAP97, outras proteinas mostraram-se parceiras da ADAM10. Entre elas
estdo as tetraspaninas (Tspans). A funcéo de interacdo das Tspans com a ADAM10 ocorre
por mecanismos de regulacdo de seu trafego intracelular, mobilidade lateral e
agrupamento na superficie celular (CHARRIN et al., 2014; HEMLER, 2014). Algumas
Tspans foram descritas como parceiras da ADAM10, controlando seu trafego intracelular
e posicionamento na membrana plasmatica, demonstrando que a interacao dessa secretase
com outras proteinas € um mecanismo chave responsavel por sua regulacdo (DORNIER
etal., 2012; ZHOU et al., 2014). Especificamente a TspanC8 regula a saida da ADAM10
do reticulo endoplasmatico e a transporta para a membrana plasmatica, com consequente
remoc&o do pro-dominio inibitério, promovendo a sua maturacdo (HAINING et al., 2012;
DORNIER et al., 2012). A presenca de proteinas parceiras da ADAM10, portanto, pode
também explicar por que a atividade desta proteina somente ocorreria quando a mesma

estd ancorada a membrana. Ndo menos importante, esse estudo demonstrou, que a
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atividade da ADAM10 estd ausente no LCR e soro sanguineo, porém presente em
plaquetas, o que confirma uma das hipoteses deste estudo, de que a ADAM10 precisaria
estar ancorada a membrana para manter sua atividade bioldgica de protease. Contudo,
devido ao baixo nimero amostral deste trabalho, estudos posteriores aos nossos sdo
necessarios para definitivamente confirmar essa hipotese. Tais estudos devem utilizar,
além de um maior nimero de sujeitos, também amostras de células nervosas em cultura,
de preferéncia com separacdo das membranas para avaliacdo especifica da atividade neste
compartimento celular. Isto poderia ser feito por centrifugacéo diferencial das amostras,

de modo a analisar especificamente esta fracdo celular.

Com relacdo as caracteristicas sociodemograficas dos sujeitos, observamos que
na variavel idade, houve significancia estatistica entre os grupos DA quando comparados
com o controle. Estes resultados sdo esperados, pois sabe-se que o principal fator de risco
para a DA é o avancar da idade (WANG & DING, 2008).

Na pontuacdo do MEEM houve diferenca estatistica significante para o grupo DA,
guando comparados com 0s sujeitos cognitivamente saudaveis. A nota no MEEM
determina escores medios, levando em consideracédo o nivel de escolaridade do individuo.
As notas de corte do MEEM séo: 20 pontos para individuos analfabetos, 25 pontos para
1 a 4 anos de estudo, 26,5 pontos para 5 a 8 anos de estudo, 28 pontos para 9 a 11 anos e
para individuos com escolaridade superior a 11 anos, 29 pontos (BRUCKI et al., 2003).
Isso esta de acordo com nossos resultados, ja que os individuos diagnosticados com DA
foram os que obtiveram menor pontua¢do nesse instrumento de rastreio, tendo sido obtido
uma média de 17,4 pontos no MEEM para o grupo DA que possuia uma média de

escolaridade de 6,5 anos de estudo.

Os resultados da escala CDR foram maiores no grupo DA, quando comparados

com o grupo formado por sujeitos cognitivamente saudaveis. A CDR, utilizada no
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diagnostico de deméncias, classifica o individuo em classes (CDR 0 — sem alteragédo
cognitiva, CDR 0,5 — alteracdo cognitiva questionavel, CDR 1 — deméncia leve e CDR 2
— deméncia moderada) (MAIA et al., 2006). Sendo assim, quanto maior a gravidade do
quadro demencial, maior a pontuacdo no CDR. Os resultados que obtivemos eram
esperados, pois os individuos classificados com deméncia foram os que obtiveram maior

pontuacdo na CDR.

Considerando a composicdo de acordo com o género, esse estudo foi composto
em sua maior parte por voluntarias mulheres (CTR 100% mulheres; TNCLa 71,4%
mulheres; DA 77,7% mulheres) e sendo pequeno o conjunto de dados que analisamos,
ndo foi possivel vincular nossos achados para fazer afirmagdes e relaciona-las aos
géneros. Em outra andlise de pequena coorte também ndo foi observado diferenca

estatistica da ADAM10 nas plaquetas entre homens e mulheres (SCHUCK et al., 2016).

Individuos com DA tém um aumento no LCR dos niveis de t-tau e p-tau,
apresentando menores niveis de Ap1-42 (BLENNOW et al., 2010), quando comparado
com controles cognitivamente saudaveis. O aumento dos niveis de p-tau no LCR sugere
sua liberacdo dos microtubulos apds danos em neurénios (SHAW et al., 2009). Reducdes
na concentracdo de AB1-42 no LCR sdo consideradas assinaturas patoldgicas para o
diagndstico da DA, assim como o aumento dos niveis de t-tau e p-tau no LCR de pacientes

com DA (FORLENZA et al., 2015).

Forlenza e colaboradores (2015) determinaram os valores de corte para
biomarcadores liquoricos em uma amostra de idosos brasileiros com DA e encontraram
para AP42: <416,0 pg/ml [com sensibilidade (SE) de 83% e especificidade (ES) de 70%
para o diagnostico preciso], t-tau: >76,7pg/mL (SE: 82%, ES: 67%) e p-tau: >36,1 pg/mL

(SE: 83%, ES: 49%). Os resultados obtidos em nosso estudo estdo de acordo, portanto,
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com a literatura, pois os individuos classificados no grupo DA apresentaram niveis
liquoricos de AP: 304,8pg/mL, t-tau: 139,8pg/mL e p-tau: 58,8pg/mL. Apesar dos
resultados dos niveis de t-tau, p-tau e Ap nas amostras de LCR atenderem aos critérios
de biomarcadores licoricos estabelecidos para DA, ndo apresentaram diferenca estatistica
significante para os grupos TNCLa e DA quando comparado com o controle. Uma
possivel explicacdo para este resultado seria o pequeno nimero de sujeitos e consideravel
desvio padréo obtido para cada grupo, sendo interessante uma analise com maior nimero

de sujeitos para minimizar esse desvio e corroborar com nossos achados.

O diagnostico diferencial da DA ainda é um desafio devido a sobreposicao de
caracteristicas com outros tipos de deméncia. Considerando isso, a busca por
biomarcadores em doencas neurodegenerativas como a DA é de extrema importancia para
definir e diagnosticar claramente o inicio da doenga. Os biomarcadores para o diagnéstico
diferencial da DA podem melhorar o valor diagndéstico e garantir um tratamento adequado
aos pacientes. Com isso a relevancia desse estudo se d& pelo aprimoramento do
conhecimento sobre biomarcadores, especificamente a ADAM10, que podem contribuir
para a precisdo diasgnostica e a prescricdo de farmacos no tratamento da doenca

(BLENNOW et al., 2010).

Os resultados encontrados nesse trabalho, assim como estudos anteriores,
evidenciam a relevancia e o grande potencial da ADAM10 como possivel candidata a
biomarcadora para a DA, auxiliando no incremento da literatura e no desenvolvimento de

marcadores precisos e acessiveis a populacao, para o diagnostico da doenca de Alzheimer.
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6. CONSIDERAC}OES FINAIS

Houve algumas limita¢Ges nesse trabalho, apresentadas aqui para que possam ser
aprimoradas nos proximos estudos. O nimero de individuos analisados foi relativamente
baixo, totalizando 24 individuos, o que representa sem duvida um viés importante do
estudo. Além disso, apesar de terem sido medidos os niveis dos biomarcadores classicos
(AP, t-tau e p-tau), ndo encontramos diferenca significativa do Ap nos grupos TNCLa e
DA quando comparados com o controle, provavelmente também por conta do pequeno
namero de amostras. Trabalhos futuros provavelmente ganhariam forga e qualidade se
apenas fossem incluidos pacientes com evidéncia de fisiopatologia da DA, com niveis
significativamente alterados de Ap, t-tau e p-tau entre doentes e controles saudaveis,

assim com maior nimero amostral.

N&o foram excluidos desta pesquisa pacientes em uso de qualquer tipo de
medicacdo, seja para o tratamento da doenga, seja outro tipo de medicagdo que pudesse
afetar os niveis e a expressao da ADAM10, o que também pode ser considerado um viés
do estudo, visto que a literatura e estudos do nosso laboratorio mostram que alguns
medicamentos, assim como diversos principios ativos, influenciam neste sentido
(BIANCO et al., 2016; PERON et al., 2018). N&o obstante, o desenvolvimento deste
projeto possibilitou o incremento da literatura relacionada aos biomarcadores licoricos e
sanguineos para a DA, bem como contribuiu para um melhor entendimento da regulacao
da protease ADAM10. Novos estudos, contudo, sdo necessarios para o melhor

entendimento dos mecanismos que regulam a atividade desta protease.
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10. APENDICE

Apéndice 1: Tabela com os valores da ADAM10 para LCR e soro, obtidas em pixels
(UA) no aparelho ChemiDocTM MP Imaging System (BIO RAD) e analisados por meio
dos softwares Microsoft Office Excel 2010 e GraphPad Prism 5.2. Os numeros
representam 0s respectivos sujeitos, discriminados por grupo e sua numeracdo. As
intensidades dos pixels obtidas nas amostras de LCR e soro para ADAM10 e albumina
sérica humana estdo representadas.

LCR SORO

ADAM10 ALBUMINA ADAM10 ALBUMINA
1.161 5.257 1.731 30.820
632 8.074 1.981 35.900
2.043 K77 I | —
875 8.165 1.285 11.271
776 7.681 528 35.508
1.138 8.550 2.303 31.548
1.147 8.359 1.834 27.165
3.194 14.097 2.249 23.520
5.705 21.429 3.574 52.205
3.644 14.115 4.178 38.364
2.314 17.083 6.693 48.326
2.122 19.725 4.601 53.310
1.650 15.095 2.899 28.907
2.590 23.138 4.714 63.144
2.348 18.055 4570 51.492
6283 15.326 5.148 22.151
6835 24.508 4.226 25.659
5122 15.415 3.889 27.379
3836 9.651 7.957 28.268
752 Y77 UL
9059 22.698 8.154 32.037
6797 16.213 11.628 33.993
3154 8.179 5.142 31.334
6247 16.216 6.043 31.871




