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RESUMO

O Transtorno Neurocognitivo Leve (TNCL), na auséncia de deméncia, e associado a fragilidade
fisica deu origem ao novo conceito de fragilidade cognitiva. Tal definicdo tem sido considerada
como um subtipo de fragilidade que, juntamente com o processo de envelhecimento e sua interacao
com a fragilidade fisica, aceleram o ciclo de declinio funcional e resulta em ma qualidade de vida
e outros desfechos negativos em idosos. Além disso, estudos prévios tém sugerido que o TNCL
pode representar uma condi¢cdo que antecede a doenca de Alzheimer (DA), tendo em vista a alta
taxa de conversdo para a mesma. Com base nisto, este estudo teve como objetivo geral avaliar se
0s niveis plaquetarios e plasmaticos de ADAM10 poderiam atuar como biomarcadores das
condic¢des concomitantes de TNCL e fragilidade fisica, de modo a dar suporte ao novo construto
de fragilidade cognitiva. O estudo foi realizado com uma populacédo de idade superior ou igual a 60
anos que estavam na cobertura de um nucleo de saude da familia do municipio de Séo Carlos - SP,
Brasil. Os participantes foram devidamente avaliados quanto aos quesitos cognigéo e fragilidade
fisica. Posteriormente, amostras bioldgicas foram coletadas, analisadas e armazenadas em um
biorrepositério. Os niveis de ADAM10 plaquetaria e plasmética foram analisados através da técnica
de Western Blotting em participantes com TNCL, em compara¢do com participantes sem a presenca
de alteracdes cognitivas, ambos com e sem a presenca de fragilidade. Os resultados indicam que 0s
niveis da ADAM10 estdo reduzidos em plaquetas e aumentados em plasma de idosos com TNCL
em comparacdo com os controles saudaveis, de forma independente da condicdo de fragilidade
fisica. Dados os resultados obtidos, este estudo levantou a hipotese de que a forma plasmatica e
soluvel de ADAMI1O0 estaria inativa, ao passo que a forma plaquetéria, ancorada a membrana
plasmatica, estaria ativa. Assim, foi desenhado um novo objetivo para este estudo, que consistiu
em avaliar se a atividade enzimatica da ADAM10 é dependente de sua ancoragem a membrana
plasmatica. Para esse fim, durante o estagio no exterior, buscou-se desenvolver um protocolo de
isolamento da membrana plasmatica por fracionamento de células de neuroblastoma da linhagem
SH-SY5Y, e testar a atividade enzimatica da ADAM10 nas diferentes fracdes. Em decorréncia do
cenario pandémico mundial o ensaio de atividade enzimética nas fraces celulares ndo pdde ser
concluido, contudo um estudo prévio (ainda nao publicado), realizado por nosso grupo de pesquisa,
comprovou que a ADAM10 encontrada no plasma é enzimaticamente inativa, ao passo que a forma
plaquetaria da proteina, mostrou-se ativa. Estes resultados demonstram que, de fato, os niveis
reduzidos de ADAM10 ativa (60 kDa) estdo relacionados a condicdo de TNCL, assim como o
aumento dos niveis de ADAMI10 inativa (50 kDa). Tomados em conjunto, os resultados
demonstram que a ADAM10 ndo pode ser considerada como biomarcadora em condigdes de
fragilidade cognitiva, mas que pode atuar de forma eficaz como biomarcadora de baixo custo, facil
acesso e pouco invasiva para 0 TNCL. Estes resultados devem contribuir para um melhor
entendimento da biologia da molécula, bem como para implantacdo de ferramentas que atuem no
diagnostico de TNCL, de forma a auxiliar no planejamento mais adequado das equipes de salde,
com o objetivo de aprimorar a qualidade de vida dos idosos com esta condicdo, além de direcionar
conduta terapéutica e prevenir agravos.

Palavras-chave: Idoso, envelhecimento, Transtorno Neurocognitivo Leve (TNCL), Fragilidade
Cognitiva, biomarcadores, atividade, ADAM10



ABSTRACT

Mild cognitive impairment (MCI), in the absence of dementia, and associated with physical frailty
gave rise to the new concept called cognitive frailty. This new concept has also been considered as
a subtype of frailty. Moreover, along with the aging process and its interaction with physical frailty,
it accelerates the cycle of functional decline and results in poor quality of life and other negative
outcomes in older adults. Previous studies have suggested that MCI may represent a condition that
predates Alzheimer's disease (AD), based on the high conversion rate for it. With that in mind, the
principal aim of this study was to evaluate whether the platelet and plasma levels of ADAM10
could act as biomarkers of the concomitant conditions of MCI and physical frailty, in order to
support the new construct of cognitive frailty. The study was carried out with a population aged
over 60 years old who were in the coverage of a family health center in the city of Sdo Carlos-SP,
Brazil. The subjects were properly assessed for cognition and physical frailty. Subsequently,
biological samples were collected, analyzed and stored in a biorepository. The levels of platelet and
plasma ADAM10 were analyzed using the Western blot technique in subjects with MCI, compared
to subjects without the presence of cognitive impairments, both with and without the presence of
frailty. The results indicate that ADAM10 levels are reduced in platelets and increased in plasma
of older adults with MCI when compared to healthy controls, regardless of the condition of physical
frailty. Based on the results obtained, this study raised the hypothesis that the plasma and soluble
form of ADAM10 would be inactive, whereas the platelet form, anchored to the cell plasma
membrane, would be active. Thus, we also aimed to assess whether the enzymatic activity of
ADAMLI0 is dependent on its anchoring to the plasma membrane through the evaluation of the
enzymatic activity of ADAMI10 after the isolation of different fractions of SH-SY5Y
neuroblastoma cells. Due to the worldwide pandemic scenario, the enzyme activity assay in cell
fractions could not be completed, however a previous study carried out by this research group
proved that ADAM10 found in plasma is enzymatically inactive, whereas the platelet form of the
protein, was shown to be active, confirming our hypothesis that the reduced levels of active
ADAM10 (60 kDa) are related to the condition of MCI, as well as the increased levels of inactive
ADAM10 (50 kDa). Taken together, the results demonstrate that ADAMZ10 cannot be considered
as a biomarker in conditions of cognitive frailty, but can act effectively as a low-cost, easy-access
and low-invasive biomarker molecule for MCI. These results contribute to a better understanding
of the biology of the molecule, as well as for the implantation of tools that promote the diagnosis
of MCI. Furthermore, the evidence may guide the health teams to a more adequate planning, with
the purpose of improving the quality of life of the older adults affected by this condition, and to
direct therapeutic strategies and the prevention of injuries.

keywords: Older people, aging, Mild Cognitive Impairment (MCI), cognitive frailty, biomarkers,
activity, ADAM10.
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APRESENTACAO




APRESENTACAO

Este trabalho foi estruturado na forma de capitulos para uma melhor explanacdo do seu
contetdo.

O capitulo I é composto por uma fundamentacao tedrica sobre a tematica, seguida pelos
objetivos (geral e especificos), metodologia, resultados/discussdo e conclusdo do estudo
desenvolvido no pais, referente ao tema “ADAMI10 como biomarcadora de transtorno
neurocognitivo leve”.

O capitulo Il apresenta uma fundamentacdo teorica, justificativa, objetivos (geral e
especificos), metodologia, resultados/discussdo e conclusdo do trabalho desenvolvido durante o
estdgio de pesquisa no exterior (BEPE), realizado no Laboratério de Farmacologia de
Neurodegeneracdo (LPN) da Universita Degli Studi di Milano (UNIMI) — Italia. Este estudo é
intitulado “Influéncia da localizagao celular da ADAM10 em sua atividade”.

Ao final do trabalho, no item “Apéndice” constardo os artigos publicados durante o
periodo de realizacdo deste estudo. No item “Anexos” serdo apresentadas todas as imagens
referentes aos ensaios de Western Blotting na integra, bem como o Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido (TCLE) utilizado e cdpia dos instrumentos de rastreio cognitivo e fisico aplicados.
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1. INTRODUCAO

1.1 Envelhecimento populacional e deméncia

O mundo estd envelhecendo de forma acelerada e sem precedentes, o que fez a
Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) denominar o periodo entre os anos de 1975 e 2025 como
a “Era do Envelhecimento” (ONU, 2019; Matos & Vieira, 2014). Este processo se deve pelo
progressivo declinio nas taxas de mortalidade e fecundidade, associado ao aumento da expectativa
de vida da populacdo. Todos estes fatores trazem a tona preocupagfes novas, principalmente
relacionadas a como oferecer melhor assisténcia a satde de idosos, e até mesmo como conferir
melhor qualidade aos anos vividos (IBGE, 2011).

As estatisticas revelam que a expectativa de vida mais que dobrou no intervalo de apenas
um século, passando de 30 anos em 1900 para 73 anos em 2000 (IBGE, 2011). Além disso, no ano
de 2012 havia aproximadamente 810 milhdes de idosos em todo 0 mundo, enquanto em 2050 as
projecdes indicam que este numero devera ultrapassar os 2 bilhGes, representando um quinto da
populacdo mundial (WHO, 2012). Nesse cenario, pela primeira vez na historia humana, o nimero
de idosos no mundo serd maior do que o de criancgas e jovens de até 14 anos (WHO, 2012).

Paises menos desenvolvidos, incluindo o Brasil, enfrentardo o processo de envelhecimento
de maneira mais acelerada ao longo de um curto periodo de tempo, em comparagdo com locais mais
desenvolvidos (United Nations, 2013). Especificamente no Brasil, atualmente, 33% da populacéo
é constituida por maiores de 40 anos e 11% por idosos (IBGE, 2011). Considerando apenas o
municipio de S&o Carlos, local onde o presente estudo foi desenvolvido, 0s maiores de 60 anos ja
representam 16,8% da populacdo (SEADE, 2020). Dadas as situacdes econdmicas dos paises em
desenvolvimento, muitos destes idosos vivem em condi¢Ges de vulnerabilidade e contexto de
pobreza com dificuldades de acesso aos servigos sociais e de saude (Beales & Tulloch, 2013).

Estudos apontam para uma grande prevaléncia de problemas de salde, sociais e
psicologicos na populacdo idosa. Neste sentido, hd a necessidade de promogdo de estratégias
sistematicas de deteccdo precoce de problemas de saude, a fim de evitar agravos e situagdes
limitantes maiores (Beales & Tulloch, 2013). Dentre as enfermidades de maior prevaléncia na
populacéo idosa, destacam-se as deméncias, sendo estas uma das principais causas de declinio na
qualidade de vida dos idosos e seus familiares (Ballard et al., 2011).

A deméncia é uma sindrome clinica caracterizada por declinio progressivo em dois ou
mais dominios cognitivos, incluindo memoria, linguagem, fungdo executiva, habilidade
visuoespacial, personalidade e comportamento, de modo suficientemente importante para interferir

nas atividades sociais e ocupacionais do individuo (Weller & Budson, 2018).



Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), em 2012 mais de mais de 35 milhdes
de pessoas no mundo apresentavam algum grau de deméncia, e este nimero podera triplicar até
2050, atingindo mais de 115 milhdes de pessoas. Além disso, no ano de 2010 a sindrome gerou um
custo mundial estimado em 604 bilhdes de dolares (WHO, 2012). Estes dados demonstram o
enorme impacto que esta doenga promove na sociedade, podendo ser considerada um dos principais
topicos abordados no tema envelhecimento.

1.2 Fisiopatologia da Doenca de Alzheimer

Dentre as principais deméncias que atingem a populacéo idosa, a doenca de Alzheimer
(DA) é o tipo mais comum (Seetlani et al., 2016), sendo o distlrbio neurodegenerativo que mais
afeta a populacdo idosa (Brummer et al., 2019), atingindo cerca de 75 milhdes de pessoas em todo
0 mundo. O impacto econdmico e de saude da doenca é enorme, desta forma identificar novos
biomarcadores diagndsticos e intervengdes terapéuticas se tornou uma importante meta para a
ciéncia em muitos paises (Shi et al., 2018).

A DA consiste em um distdrbio neurodegenerativo progressivo e incuravel, caracterizado
por deterioracdo das funcGes cognitivas, incluindo a memoria, prejuizo das atividades de vida diaria
e sintomas comportamentais e psicologicos (Ballard et al., 2011). As caracteristicas patologicas da
DA incluem atrofia cortical predominantemente no lobo temporal medial, perdas neuronais e
depdsitos fibrilares anormais intra e extracelulares, denominados emaranhados neurofibrilares e
placas senis, respectivamente (Serrano-Pozo et al., 2011; Jorissen et al., 2010).

Os emaranhados neurofibrilares sdo formados a partir da proteina Tau em dissociacdo aos
microtubulos (Forlenza, 2005; Lichtenthaler, 2011). Até o momento as causas deste processo
ainda ndo sdo bem esclarecidas, mas evidéncias experimentais indicam que a excitacdo de
receptores colinérgicos muscarinicos levariam a ativacdo de uma proteina quinase C, que
conduziria a inativacdo da proteina quinase GSK-3 que, por sua vez, desencadearia 0 processo
de fosforilacdo da proteina Tau (Martelli, 2014). A proteina Tau é essencial para a manuten¢do
estrutural e funcional dos microtdbulos neuronais (Falcon et al., 2018). Na DA, a Tau sofre o
processo da hiperfosforilacdo (Chen et al., 2017) e se desacopla dos microttbulos, provocando a
desmontagem/colapso neuronal, dando origem aos emaranhados neurofibrilares intracelulares
(figura 1). A destruicdo neuronal progressiva leva, por sua vez, a escassez e desequilibrio entre
varios neurotransmissores (por exemplo, acetilcolina, dopamina, serotonina) e a deficiéncias
cognitivas importantes (Yiannopoulou & Papageorgiou, 2020).

Na DA, concomitante ao acimulo de emaranhados neurofibrilares, ocorre também a
deposicédo excessiva do peptideo B-amiloide (Ap) insoltuvel no cérebro, dando origem as placas

senis ou amiloides. Alguns estudos indicam que o acimulo de AP também pode ser um evento
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ativador da hiperfosforilacdo da proteina Tau, por meio da inducdo e aumento na geracdo de
Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) na mitocondria, produzindo defeitos em sua morfologia
que poderiam estar associados a este processo, porém, como ja supracitado, estes mecanismos ainda
sdo pouco esclarecidos na literatura até 0 momento (Annamalai, 2015; Khan & Bloom, 2016;
Merkwirth et al., 2012).

Figura 1. Representacdo esquematica da hiperfosforilagdo da proteina Tau e formagdo dos
emaranhados neurofibrilares, caracteristicos da doenca de Alzheimer. Extraido e adaptado de Golde
(2006).
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A hipotese da cascata amiloide e a formacéo de placas senis foi estabelecida pela primeira
vez por Hardy em 1992, destacando o papel central dos peptideos AP na patogénese da DA. Os AB
sdo formados a partir de clivagens consecutivas da proteina precursora amiloide (APP) pela acéo
consecutiva das enzimas B- e y-secretases. A APP é produzida em grandes quantidades nos
neurbnios e é metabolizada muito rapidamente (Lee et al., 2008). Apesar da funcao fisioldgica
precisa da APP ainda ndo ser completamente conhecida, sabe-se que 0 aumento de sua expressao
apresenta um efeito positivo na satde e crescimento celular (O'Brien & Wong, 2011). O estudo de
Oh e colaboradores (2009) mostrou este efeito positivo em camundongos transgénicos quando
observou que o aumento da expressao da APP resultou em crescimento no tamanho neuronal (OH
etal., 2009). A APP é sintetizada no reticulo endoplasmatico (ER), transportada para o complexo
de Golgi, onde completa a sua maturacdo e, finalmente, é conduzida para a membrana
plasmatica. Quando madura, na membrana plasmatica, ela é clivada pela agdo sucessiva da a,
e y-secretases através de duas vias distintas (amiloidogénica e ndo amiloidogénica) (Chen et al.,
2017b).

Na via amiloidogénica, a APP é clivada sequencialmente por B-secretases, como a enzima

de clivagem do sitio B da APP (BACE-1). Esta clivagem ocorre na regido N-terminal da APP e
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resulta na liberagdo de sAPPB no espago extracelular, que parece ter uma fungéo pré-apoptotica,
além disso, este processo culmina na producdo de um fragmento C-terminal ligado a membrana
(CTF ou C99) (Kim et al., 2018). A subsequente clivagem da C99 pela acdo de y-secretases na
regido C-terminal da APP provoca a liberacdo do Ap (Ap1-40 e AB1-42). Esses peptideos AP, por
sua vez, se acumulam e subsequentemente se agregam no cérebro, dando origem as placas senis,
responsaveis por causar danos neuronais e desencadear os principais sintomas da DA (figura 2).
Vale ressaltar que o Ap42 ¢ tipo mais hidrofobico, apresentando maior potencial de agregacao,
portanto, é a forma mais amiloidogénica (La Ferla et al., 2007). Ainda, vale destacar que a estrutura
do AP pode arranjar-se de diferentes formas, gerando uma variedade de espécies oligoméricas (Gu,
Liu, & Guo, 2013). J& foi demonstrado que os oligdbmeros de AP também sdo toxicos e podem
desencadear uma série de alteracbGes patoldgicas associadas a DA, incluindo a formacdo dos

proprios emaranhados neurofibrilares, disfuncéo sinaptica e morte neuronal (Marcello et al., 2019b)

Figura 2. Representacdo esquematica do acimulo de placas amiloides (em amarelo) no cérebro,
caracteristicas da doenca de Alzheimer. Extraido de Hayden (2016).

Na via ndo amiloidogénica, a APP é clivada pela a-secretase ADAM10 (A Disintegrin And
Metalloprotease), entre 0os aminoacidos Lys16 e Leul7 no meio da regido do AP, liberando um
ectodominio N-terminal (sAPPa) com funcBes neurotrépica e neuroprotetora. O fragmento C-
terminal (C83), resultante deste processo, é retido na membrana e subsequentemente clivado pela
acao de uma y-secretase, que por sua vez dara origem a um pequeno fragmento denominado de p3.
Esta fracdo é supostamente benéfica e ndo encontrada nas placas amiloides. Desta forma, clivagem
da APP pela a-secretase ADAM10 na regido AP desencadeia ndo s6 a producéo de fragmentos

benéficos (sAPPa e p3), como também impede a formacdo do peptideo AP, funcionando
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perfeitamente como uma via protetora contra o desenvolvimento da DA (LaFerla et al., 2007).
Embora ambas as vias (amiloidogénica e ndo amiloidogénica) estejam presentes em individuos
saudaveis, os pacientes com DA exibem uma predominancia da via amiloidogénica e, portanto,
produzem AP em excesso, enquanto que a rota predominante de processamento da APP em
individuos saudaveis consiste de clivagens sucessivas por o e y-secretases (Lichtenthaler, 2011).
As o e B-secretases competem pela clivagem da APP (figura 3).

Uma importante questdo que envolve o tema é que mesmo apos a presenca de sintomas e
da identificacdo dos dois principais marcos neuropatoldgicos da condicdo (presenca de
emaranhados neurofibrilares e placas senis), o diagndstico definitivo da DA ndo pode ser dado.
Esta confirmacéo s6 pode ser obtida posteriormente a morte do individuo afetado (post-mortem)
(Perl et al., 2010). Em vida, o diagndstico da doenca ndo envolve certeza, sendo dependente da
caracterizacdo do quadro clinico sintomatoldgico, exames de neuroimagem e exclusao de outras
causas de deméncia (Martelli, 2014). Desta forma, a identificacdo de moléculas que possam ser
usadas pra o reconhecimento periférico e facilitado da condicdo, torna-se um grande atrativo para
a ciéncia mundial, ja que atualmente os biomarcadores sdo vistos como grandes potencias, podendo

ser utilizados para diagnostico de algumas condi¢6es do ponto de vista biologico e clinico.

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 formacdo do peptideo AB. Extraido e
modificado de Cole & Vassar (2007).
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1.3 ADAM10

As proteinas expressas na membrana celular sdo de grande relevancia para 0s processos
celulares, tais como comunicacdo, sinalizacdo e transmissdo de sinais. Dois caminhos celulares

estdo envolvidos nesta regulacdo, sendo um através da endocitose, removendo estas proteinas da
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membrana celular, e o outro através da clivagem, por meio de proteases localizadas na membrana
ou no espaco extracelular. Estas proteases sdo capazes de liberar seus dominios extracelulares e
abolir ou alterar suas funcdes na superficie da célula (Saftig & Lichtenthaler, 2015). No segundo
contexto citado, insere-se a atividade das ADAMs, que pertencem a uma familia de proteases
dependentes de zinco. Sua estrutura € composta por 6 dominios, a saber: pro-dominio,
metaloprotease, desintegrina, rico em cisteina, semelhante a fator de crescimento epidermal (EGF-
like), transmembrana e a cauda citoplasmaética (Seals & Courtneidge, 2003) (figura 4).

Figura 4. Modelo Esquematico dos dominios encontrados nas proteinas da familia ADAM. De N-
terminal para C-terminal: MP: dominio metaloprotease; D: dominio desintegrina; RC: dominio
rico em cisteina; EGD: dominio semelhante a fator de crescimento epidermal; TM: regido
transmembrana; CC: cauda citoplasmaética. Adaptado de White (2003).
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Entre os 21 tipos de ADAMs identificados no genoma humano, a ADAM10 possui
destaque por sua fungdo catalitica de a-secretase relacionada a protecéo contra DA (Padovani et al.,
2001). A ADAM10 é uma proteina de membrana do tipo | com aproximadamente 750 aminoéacidos,
que é expressa e esta localizada na membrana plasmatica de algumas células, vesiculas de Golgi,
reticulo endoplasmatico (RE), plaquetas e principalmente em precursores neurais simpatoadrenais
e olfativos (Fahrenholz et al., 2010).

A ADAMI10 é uma metaloprotease, sendo assim possui um dominio especifico com
capacidade de ligacdo ao zinco, essencial para sua atividade. Além disso, possui 0 dominio
citoplasmatico que parece exercer funcdo essencial para a atividade proteolitica da mesma
(Maretzky et al., 2015). Evidéncias apontam que o dominio intracelular, possui uma regido de

homologia de Src3 (SH3), muito importante para o trdfego intracelular e atividade da protease
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(Ebsen et al., 2014). A ADAMI10 ¢ sintetizada no reticulo endoplasmatico, como uma forma
percursora inativa. Sua forma completa estd ligada a um pré-dominio. A ativacdo da ADAM10
ocorre quando a proteina é transportada para o complexo de Golgi, onde por meio da acéo das
enzimas convertases PC7 e furinas, tem seu pro-dominio removido. Isto é possivel pois a forma
completa da ADAM10 possui uma sequéncia de reconhecimento para estas enzimas, entre o
dominio de metaloprotease e o pro-dominio (Lichtenthaler, 2011) (figura 5).

De uma forma geral a ADAM10 € uma importante protease de membrana e estd envolvida
em muitos processos fisiologicos e patoldgicos, como desenvolvimento embrionario, adeséo
celular, transducéo de sinais, atividade do sistema imunologico, cancer e DA (Lichtenthaler, 2011).
Além disso, como descrito anteriormente, a ADAMI10 ¢ a principal a-secretase fisiologica dos
neurdnios e sua atividade em relacdo a APP gera fragmentos que protegem o cérebro da deposi¢do
de AP, desde o inicio da cascata patogénica. Desta forma, o papel central da ADAM10 no
processamento de APP tornou a protease um alvo interessante para propostas de terapias para DA
e estudos de biomarcadores (Kristina Endres & Deller, 2017; Manzine et al., 2020).

A ADAM10 ¢ abundante na superficie celular e esta presente constitutivamente em niveis
altos na maioria dos tipos de células (Ebsen et al., 2013). Evidéncias cientificas apontam que o
dominio transmembrana da protease apresenta funcdo crucial em sua atividade, modulando
principalmente sua atuagdo como sheddase em alguns substratos, como no fator de crescimento
epidermal (EGFR) (Sahin et al., 2004).

Marcello e colaboradores (2007) demonstraram que a ativacdo do receptor de N-metil-D-
aspartato (NMDA), em condicdes fisiologicas, induz o trafego de ADAM10, através da associacao
com a Proteina 97 Associada a Sinapse (SAP97), em direcdo as membranas pds-sinapticas e permite
a clivagem da APP em cultura de células primarias de hipocampo de rato. Estes resultados
apresentam indicios de que a localizacdo membranar da ADAM10 esteja associada positivamente
a clivagem ndo amiloidogénica da APP (Marcello et al., 2007). Além disso, estudos recentes
apontam para um importante papel das tetraspaninas (TSP), uma familia de proteinas
transmembrana no trafego, maturacdo e na atividade da ADAM10 como sheddase. Foi
demonstrado que esta protease possui seis TSP parceiras que podem regular, positiva ou
negativamente, sua fungdo na membrana (Dornier et al., 2012; Haining et al., 2012; Jouannet et al.,
2016; Prox et al., 2012).

As atividades de muitas ADAMSs sdo bem descritas na literatura, no entanto a identificagdo
de isoformas na familia, ndo descritas anteriormente, representa uma caracteristica muito comum
destas proteases. Estudos correlatos exemplificam que a ADAM12 e a ADAM28 apresentaram

diversas variantes truncadas, com um alto grau de similaridade estrutural, porém sem dominio



transmembrana, ou seja, isoformas com potenciais de atividade diversos (Gilpin et al., 1998, Haidl
et al., 2002; Hernandez et al., 2010).

Figura 5. Estrutura multimodular da ADAM10. Extraido e modificado de Peron e colaboradores
(2018).
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1.4 Transtorno Neurocognitivo Leve - TNCL

Em 2013, a Associacdo de Psiquiatria Americana publicou um novo Manual de
Diagndstico e Classificacdo dos Transtornos Mentais (DSM) com mudancas significativas no
topico sobre deméncia e transtornos cognitivos. O DSM-5 alterou a nomenclatura consensual de
deméncia e Comprometimento Cognitivo Leve (CCL) para Transtorno Neurocognitivo Maior
(TNCM) e Transtorno Neurocognitivo Leve (TNCL), respectivamente (Petersen et al., 2014).
Optamos, portanto, por utilizar esta denominacdo mais atual nesta tese.

Em 2001, Petersen e colaboradores indicaram a deteccdo precoce de deméncia por meio
do diagnéstico de TNCL (Petersen et al., 2001). Este fato justifica-se, pois o TNCL ¢€
frequentemente considerado um estado de transicdo, entre o envelhecimento normal e os estagios
iniciais da deméncia, principalmente a DA (Petersen et al., 2014; Petersen et al., 2001). Em 2014,
Aprahamian & Forlenza evidenciaram tal acontecimento através de um gréafico (figura 6), em que

se pode observar a relevancia desta condi¢do para o desenvolvimento demencial.



Figura 6. Evolugdo temporal possivel para o TNCL (modelo clinico-experimental); Desvio-
padrdo inferior da cognicdo para uma populacdo com mesmo perfil sociodemografico;
2Deterioragdo importante ocasionando perda funcional substancial adaptado de Aprahamian et al.
(2014) p.246.
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Mesmo ndo sendo um fator considerado determinante 0 TNCL representa um estagio
transicional entre envelhecimento normal e demencial, correspondendo ao quadro em que se
observa algum grau de perda cognitiva, quando comparado com a cogni¢do em individuos
saudaveis da mesma faixa etaria, mas sem caracteristicas de deméncia, desta forma, estes
participantes devem apresentar capacidade de realizar suas atividades de vida diaria sem ou com
prejuizos minimos (Cheng, Chen, & Chiu, 2017; Kelley & Petersen, 2007; Petersen & Morris,
2005).

Alguns estudos tém sugerido que o TNCL pode representar preditor para DA, tendo em
vista a taxa de conversdo para a doenca, em torno de 10 a 16% ao ano, contrastando com a de
individuos cognitivamente normais, que varia de 1 a 2 % ao ano (Petersen & Morris, 2005; Ward,
2013). Entretanto, para o diagnostico de deméncia, as perdas cognitivas devem ser suficientemente
altas de forma a interferir na capacidade de executar as atividades de vida diaria, levando, em
estagios mais avangados, a perda da autonomia e da independéncia.

O TNCL é classificado em dois subtipos principais: amneéstico e ndo-amnestico (Petersen
& Morris, 2005; Dugger et al., 2015; Winblad et al., 2004) (figura 7). O subtipo amnéstico inclui
individuos com comprometimento da memdria, especialmente a episddica, abaixo do que se é
esperado para a idade (TNCL amnéstico Unico dominio). O comprometimento da meméria pode
ser acompanhado por menores déficits cognitivos em outros dominios, como linguagem, funcdes
executivas, ou habilidades visuoespaciais. Neste caso, 0 TNCL é chamado de amnéstico multiplos
dominios (Petersen & Morris, 2005). No TNCL ndo-amnéstico a memdoria esta preservada e como
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no anterior, pode haver apenas um ou mdultiplos dominios comprometidos, sendo denominado
TNCL ndo-amnéstico unico dominio e TNCL ndo-amnéstico maltiplos dominios, respectivamente
(Winblad et al., 2004).

Figura 7. Algoritmo diagndstico para os subtipos de TNCL. Adaptado de Petersen & Morris
(2005).
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Situacdes neuropatologicas comumente precedentes a DA, como o TNCL (taxa de
conversdo de 10 a 15% ao ano), sdo constantemente relacionadas aos diferentes fendtipos de
fragilidade (Panza et al., 2019). Estudos prévios indicam forte relagdo entre estas condi¢des ao
afirmar que a sindrome de fragilidade aumenta o risco de desenvolvimento de comprometimento
cognitivo, do mesmo modo, individuos acometidos por comprometimentos cognitivos também
demonstram maiores chances de desenvolver fragilidade fisica (Boyle et al., 2010; Han & Kim,
2014).

1.4.1 Fragilidade fisica
A fragilidade ¢ um evento relativamente comum no processo de envelhecimento,
caracterizado por queda da resisténcia fisiologica a estressores, levando a reducdo da capacidade
de retorno a homeostase e risco aumentado de eventos negativos relacionados a satde, incluindo
hospitalizagdo e morte (Fried et al., 2001; Morley et al., 2013; Panza et al., 2019).
Mais de 40 defini¢Oes operacionais de fragilidade foram propostas, porém trés abordagens

principais sdo comumente usadas (Panza et al., 2019):
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1. Fenotipica

Esta abordagem baseia-se na nocdo de um fendtipo de fragilidade fisica e bioldgica e
pressupde um estado de balanco energético negativo, sarcopenia, diminuicdo da forca muscular e
baixa tolerancia ao esforco. Esta abordagem define fragilidade em trés niveis: robusto/nao fragil,

pré-fragil e fragil (Fried et al., 2001).

2. Acumulo de déficits

Esta definicdo incorpora varios fatores que vdo desde estados de doenca (diabetes mellitus,
doenca de Parkinson e outras), deficiéncias (por exemplo, dependéncia no banho ou no curativo),
sintomas (alteragdes no sono e humor, queixas de memoria e outros) e sinais (tremor, diminui¢do
da circulacdo periférica, pulsos e outros), até valores laboratoriais anormais (ureia, creatinina,
calcio e outros). Nesta abordagem os déficits sdo listados e depois divididos pelo nimero total de

critérios analisados, produzindo assim um indice de fragilidade (Mitnitski et al., 2001).

3. Modelo biopsicossocial

A terceira abordagem da fragilidade baseia-se no modelo biopsicossocial, que mescla 0s
dominios fisico e psicossocial e amplia o construto da fragilidade em direcdo as ciéncias sociais
(Rockwood et al., 2005; Teo et al., 2019).

Sob o olhar do fendtipo fisico, a fragilidade ¢ considerada “primaria” ou “pré-clinica”
guando o estado ndo esta associado diretamente a uma doenca especifica ou quando ndo ha um
quadro de incapacidade importante. Por outro lado, de acordo com o modelo que vincula a
fragilidade ao acimulo de déficits, a fragilidade € considerada “secundaria” ou “clinica” quando
associada a comorbidades conhecidas, como deméncia, doenca cardiovascular evidente e/ou outras
incapacidades (Panza et al., 2018).

A cléssica, pioneira e mais utilizada é a definicdo de fragilidade fenotipica de Fried et al.
(2001; 1999), que determina a fragilidade como o estado de vulnerabilidade fisioldgica relacionado
com a idade, resultante da reducdo da reserva homeostatica e da diminui¢do da capacidade do
organismo para suportar eventos estressantes. Segundo Fried e grandes estudiosos da area, a
fragilidade é multifatorial e dindmica e aferi-la implica em levantar um conjunto de sintomas e
sinais especificos (Fried & Walston, 2003; Rockwood & Mitnitski,2006). Desta forma, para o
acompanhamento clinico dos idosos frageis, ou em processo de fragilidade, é necessario avaliar
trés mudancas relacionadas a idade que sdo: alteragbes neuromusculares, como sarcopenia,
desregulacdo do sistema neuroenddcrino e disfuncéo do sistema imunologico (Duarte, 2009; Fried
& Tangen, 2001).
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Até 0 momento ndo h4 um padrdo ouro para a deteccdo da fragilidade fisica, pois muitos
estudos usam instrumentos variados para identificar a condi¢do, porém a confiabilidade e a
validacao destes materiais devem ser priorizadas (Pel-Littel, 2009). O instrumento mais utilizado
mundialmente para a medida da fragilidade fisica foi o estabelecido por Fried et al. (2001). Os
componentes do fenotipo de fragilidade proposto por esses autores foram identificados com base
em cinco fatores: (1) Perda de peso ndo intencional, (2) Fadiga, (3) Baixa atividade fisica, (4)
Reducéo da velocidade de caminhada e (5) Reducéo da forga de preensdo manual. Com base nos
resultados destes componentes, 0s participantes podem ser considerados ndo-frageis ou robustos
(nenhuma alteracdo nos cinco fatores), pre-frageis (alteracdo em até dois fatores) ou frageis
(alteracdo em trés ou mais fatores) (Fried et al., 2001).

Idosos classificados como frageis apresentam maior susceptibilidade a hospitalizacéo,
guedas, incapacidades e mortalidade (Rockwood & Mitnitski, 2007), alem de maior propensao para
desenvolver hipertensdo arterial (Vetrano et al., 2018), depressdo (Soysal et al., 2017) e declinio
cognitivo (Canevelli et al., 2015). Apesar de tantos impactos, a condicao é considerada tratavel e
em alguns casos reversivel (Lozano-Montoya et al., 2017), sendo assim mudangas nutricionais
(Moraes et al., 2018) e atividade fisica praticada regularmente sdo consideradas intervencdes
efetivas contra a fragilidade fisica (Losa-Reyna et al., 2019).

Devido a associagdo com estas diversas varidveis, o conceito de fragilidade no decorrer do
tempo evoluiu de um olhar exclusivamente fisico para uma abordagem também cognitiva
(Rockwood & Mitnitski, 2007). E importante destacar que a fragilidade cognitiva nasce justamente
desta necessidade de ampliacdo do conceito e em decorréncia disso, alguns estudos tém se
esforcado para explicar a intrinseca relagdo existente entre as condi¢Bes de fragilidade fisica e
cognicéo (Qingwei. et al., 2015) (figura 8). Contribuindo com estes achados, Buchman et al. (2014)
afirmaram em um estudo longitudinal que a fragilidade fisica e as mudancas na funcdo cognitiva
poderiam, em parte, compartilhar uma mesma base patolégica. Além disso, estudos
epidemioldgicos confirmam a estreita relagdo entre estas variaveis (Armstrong et al., 2010; Jacobs
et al., 2011) e afirmam que idosos frageis apresentam pior desempenho cognitivo (Robertson &
Kenny, Neri et al., 2013; 2013), quando comparados a idosos saudaveis.

Até o momento, a relagdo causal entre fragilidade fisica e comprometimento cognitivo
ainda néo foi totalmente esclarecida (Halil et al., 2015), mas com base no que foi apresentado nota-
se que o reconhecimento precoce destas condicGes representa um alvo promissor, considerando a

conexdo encontrada entre elas e a possibilidade de prevencao agravos.
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Figura 8. O ciclo da fragilidade fisica, fragilidade cognitiva e comprometimento cognitivo. A
deficiéncia fisica causada pela fragilidade cognitiva esta representada pelas setas vermelhas,
componentes de fragilidade cognitiva propostos sdo descritos na caixa alaranjada e componentes
prévios de fragilidade cognitiva sdo apresentados na linha pontilhada em azul. Extraido e
modificado de Qingwei. et al. (2015).
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1.4.2 Fragilidade Cognitiva

Embora o fenétipo da fragilidade fisica seja um tema amplamente explorado entre os
estudiosos do envelhecimento, apenas nos ultimos anos o termo “fragilidade cognitiva” surgiu na
literatura. Em 2001, ele foi usado pela primeira vez por Paganini-Hill e colaboradores em um estudo
que envolvia fatores de protecdo e risco para a DA em idosos (Paganini-Hill, 2001). Em 2004, o
termo foi utilizado para indicar uma condi¢do, ainda ndo muito esclarecida, em que idosos
passavam a apresentar comprometimento cognitivo a partir de declinios mais intensos decorrentes
do avanco da idade e também para referir-se a distdrbios cognitivos que ocorriam em associacao
com outras condi¢des médicas (Chouliara & Miller, 2004). Em 2006, o termo foi usado como rétulo
clinico para indicar um estado particular de vulnerabilidade cognitiva no TNCL, e em outras
entidades clinicas semelhantes, com subsequente aumento da progressdo para deméncia (Panza et
al., 2006). No entanto, somente em 2013 um consenso internacional sobre a definicéo de fragilidade
cognitiva foi alcangado.

A Academia Internacional de Nutricdo e Envelhecimento (IANA) e a Associagédo
Internacional de Gerontologia e Geriatria (IAGG) se reuniram em 16 de abril de 2013, em Toulouse,
Franca, e forneceram a primeira definicdo da condi¢do chamada de fragilidade cognitiva em idosos
(Kelaiditi et al., 2013; Qingwei. et al., 2015). Esta condicao € considerada uma sindrome clinica
heterogénea definida como presenca simultanea de fragilidade fisica e comprometimento cognitivo,
sem diagnostico de DA ou de outras deméncias. Sua concepcao foi motivada pela tentativa de
delinear uma entidade na qual o comprometimento do funcionamento cognitivo ndo € sustentado
principalmente por doencas neurolégicas e/ou neurodegeneracdo, mas fundamentalmente
impulsionado por um declinio no dominio fisico individual. Assim, a logica subjacente para a
criacdo desse novo construto foi a necessidade de melhorar a discriminacéo clinica de idosos que
passam por situacdes muito heterogéneas ao longo do envelhecimento e entdo fornecer medidas
preventivas e/ou terapéuticas mais especificas (Canevelli & Cesari, 2017).

Na tentativa de refinar a definicdo e os possiveis mecanismos de fragilidade cognitiva,
foram propostos dois subtipos para esse construto clinico: fragilidade cognitiva “potencialmente
reversivel” e fragilidade cognitiva “reversivel” (Kelaiditi et al., 2013). Ambos os subtipos
envolvem dois pilares, o fisico e o cognitivo. Com relacdo aos fatores fisicos, ambas as
classificacfes envolvem o diagnostico de pré-fragilidade ou fragilidade fisica, geralmente definidas
por um ou dois, e trés ou mais, das cinco caracteristicas classicas propostas por Fried,
respectivamente (Fried et al., 2001). Com relagdo ao construto cognitivo, a fragilidade cognitiva
potencialmente reversivel é caracterizada por pontuagdo 0,5 no Clinical Dementia Rating (CDR),
indicando possivel TNCL, enquanto o subtipo reversivel é caracterizado por declinio cognitivo
subjetivo (SCD)/pré-TNCL, com CDR pontuando zero (Jessen et al., 2014). Com base nesta
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classificacdo é importante destacar que o presente estudo trabalhou somente com a fragilidade
cognitiva potencialmente reversivel e considerou nesta categoria apenas aqueles que pontuaram 1
ou mais no instrumento de avaliacéo de fragilidade de Fried (pré-fragil e fragil) e 0.5 no CDR.

Além disso, o painel de especialistas da IANA-IAGG sugeriu que ambas as condicdes
devem certificar auséncia de deméncia. Desta forma, todos os individuos devidamente identificados
como pre-frageis e frageis fisicamente, seguindo protocolos validados, pontuando 0,5 no CDR,
devem realizar também uma avaliacdo cognitiva abrangente. A intencdo envolve explorar o
desempenho da memoria e outras fungdes cognitivas, em particular as fungdes executivas, através
de testes de avaliacdo cognitiva amplamente validados, como por exemplo o Montreal Cognitive
Assessment (MoCA) e o Mini-Exame do Estado Mental (MEEM) (Jessen et al., 2014). Esta etapa
deve auxiliar no descarte da presenca de qualquer quadro demencial (Kelaiditi et al., 2013). No
entanto, vale ressaltar que as medidas ideais ou a combinacdo de estratégias para detectar com
precisdo a fragilidade cognitiva no cenario clinico ainda ndo foram padronizadas (Jessen et al.,
2014).

Por apresentar-se como um quadro de comprometimento cognitivo relacionado ou até
advindo de causas fisicas e com grande potencial de reversibilidade, a fragilidade cognitiva mostra-
se atualmente como um importante alvo de intervencdo secundaria em estagios precoces ao
desenvolvimento demencial (Panza et al., 2017). Além disso, alguns estudos tém mostrado que o
TNCL indicou valores significativos na predicao de desfechos adversos, tais como converséo para
deméncias, dependéncia, hospitalizacdo e morte em idosos frageis, fortalecendo ainda mais a
justificativa para identificacdo desta condicao (Avila-Funes et al., 2009).

Por hora, o conceito de fragilidade cognitiva ainda ndo esta devidamente amadurecido e,
neste sentido, este estudo pode contribuir para o fortalecimento do construto teérico a respeito do

tema.

1.5 Biomarcadores

Os biomarcadores sdo indicativos de processos biolégicos muito utilizados para a
descoberta e monitoramento de quadros patoldgicos, bem como para a avaliacdo de resposta
farmacoldgica e acompanhamento de intervencfes (Strimbu & Tavel, 2010). Os biomarcadores
fornecem informac®es sobre o periodo de inicio do processo patogénico, estagio em que se encontra
e resposta do organismo ao tratamento empregado (Califf, 2018). Desta forma, os biomarcadores
sdo de grande importancia, ndo apenas para a deteccdo precoce de doencas, mas também para
controle e monitoramento de seu curso (Lesko & Atkinson, 2001).

E importante destacar que a identificacio de marcadores periféricos e, portanto, menos

invasivos, torna a ferramenta uma estratégia ideal para auxiliar no diagnostico de diversas de
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patologias, representando um método seguro, rapido e de baixo custo (Blennow & Zetterberg,
2018). Ha muitos anos, 0 nosso grupo de pesquisa vem se dedicando ao estudo de biomarcadores
periféricos para idosos com DA, estudando principalmente a ADAM10 devido ao seu papel central
no processamento de APP. Nossos resultados demonstraram que pacientes com DA apresentam
niveis de ADAM10 plaquetérios diminuidos quando comparado com idosos cognitivamente
saudaveis (Manzine et al., 2013a; 2015; 2013b), corroborando com os resultados obtidos por outros
pesquisadores (Colciaghi et al., 2002; Di Luca, 2000). Estes estudos resultaram em publicagdes que
vém consolidando o papel desta proteina como um marcador para a DA. Seguindo esta linha de
estudo e com base em nossos achados prévios, o presente trabalho visou ampliar os conhecimentos
acerca do uso da ADAM10 como molécula biomarcadora e estender os achados encontrados para
uma condicdo possivelmente precedente ao quadro de DA, com a presenga concomitante de
fragilidade fisica, em uma tentativa de validar a ADAM10 como uma biomarcadora do recente

construto de fragilidade cognitiva.

1.5.1 Biomarcadores de fragilidade fisica
Para Fried e colaboradores (2003) a associacdo entre 0s mecanismos primarios relativos a
idade e os secundarios relacionados as doencas poderiam estar associados ao inicio da sindrome
clinica da fragilidade, sendo trés as principais alteracdes relacionadas a esse processo, “triade da
fragilidade” (Figura 9):
v’ AlteracBes neuromusculares (principalmente sarcopenia);
v Desregulacdo do sistema neuroenddcrino;
v" Disfuncéo do sistema imunolégico.
Além desta triade, diversas alteracdes fisioldgicas podem surgir relacionadas ao processo
de fragilidade. Dentre elas, a diminuicdo da massa muscular esquelética, que por sua vez gera a
reducdo na captacdo maxima de oxigénio (VO2 maximo), da forca e tolerancia aos exercicios e do
gasto energético; distdrbios na termorregulacdo e aumento na resisténcia a insulina. Todas essas
modificagdes podem, em parte, ser detectadas através da avaliagdo de biomarcadores (Lourenco,
2008; Saedi, 2019).
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Figura 9. Triade da Fragilidade. Extraida de Fried & Walston (2003) e modificada/ adaptada por
Teixeira et al. (2012).
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Neste sentido, algumas moléculas que apresentam sua expressdo alterada na sindrome da
fragilidade poderiam, portanto, ser consideradas possiveis biomarcadoras deste processo. Porém
ainda ha muita controvérsia na literatura quanto a validade e aplicacdo desses biomarcadores para
o diagnostico da fragilidade (Calvani et al., 2015) especialmente pelo fato de que idosos apresentam
varias condicdes inerentes do processo de envelhecimento, como por exemplo, comorbidades e um
estado inflamatoério crénico de grau leve, conhecido como “inflammaging” (Ferruci & Fabbri,
2018).

Assim, os biomarcadores de fragilidade podem estar alterados em decorréncia da
disfuncdo imunoldgica, caracteristica do inflammaging, mas presente também na sindrome de
fragilidade. Na literatura esta descrita a reducdo dos niveis de interleucina 2, das imunoglobulinas
G e A, e da resposta mitogénica, além do aumento na quantidade de células de memoria
imunoldgica e de interleucinas 6 e 1p (Fried & Walston, 2003).

Marcadores enddcrinos alterados na sindrome de fragilidade surgem em decorréncia da
desregulacao neuroenddcrina, frequente na sindrome de fragilidade, na qual se observa reducgéo dos
niveis de horménio do crescimento, do estrogénio e da testosterona, além do aumento do tonus
simpatico e a desregulacdo do cortisol (Fried & Walston, 2003). Outros biomarcadores, tais como,
radicais livres, antioxidantes, macro e micronutrientes e Proteina C Reativa (PCR), também estéo
descritos como presentes na fragilidade e sdo associados ao desenvolvimento de incapacidades e a
elevacdo da mortalidade (Ferricci et al., 2004).

Um corpo recente e crescente de evidéncias epidemiolégicas sugeriu que a fragilidade
pode aumentar o risco de declinio cognitivo futuro e, vice-versa, que 0 comprometimento cognitivo
pode aumentar o risco de fragilidade, sugerindo que as condic¢des de cognicdo e fragilidade podem
interagir no avanco do envelhecimento (Panza et al., 2018; Malmstrom & Morley, 2013; Robertson
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et al., 2013). Estes estudos apoiaram e fortaleceram o tema fragilidade cognitiva como um

importante alvo cientifico.

1.5.2 Biomarcadores de fragilidade cognitiva

Né&o foram encontrados estudos que avaliaram biomarcadores periféricos para fragilidade
cognitiva. No entanto, pesquisas correlatas identificaram moléculas potencialmente marcadoras nas
condicGes de fragilidade fisica e TNCL, isoladamente.

Um estudo recente, ao apontar a relacdo entre cognicdo e fragilidade, indicou a
necessidade crucial de se inserir critérios de fragilidade na avaliacéo cognitiva (Inglés et al., 2016).
Contudo, uma das caracteristicas mais importantes do construto de fragilidade € o que se refere a
individualidade de condic¢des, o que significa que nem todos os individuos sdo frageis na mesma
maneira, isto inclui, portanto, uma série de variaveis fisicas, psicossociais e cognitivas a esta analise
(Panzaet al., 2015; Malmstrom & Morley, 2013; Qingwei. et al., 2015). Desta forma, componentes
clinicos associados a indicativos laboratoriais, como andlise de biomarcadores, apresentam grande
potencial para somar e reforcar esta deteccdo de uma forma mais simples. Além disso, a
identificacdo antecipada da fragilidade torna possivel a indicacdo de condutas mais especificas, a
fim de reparar ou prevenir maiores efeitos adversos oriundos desta sindrome em idosos (Inglés et
al., 2016).

Neste sentido, o estudo de Inglés et al., 2016, com idosos em condi¢des diferentes de
fragilidade fisica (ndo-fragil e pré-fragil, fragil) observou que a mesma esta relacionada com o
estresse oxidativo e que este fendmeno € evidenciado através de biomarcadores como peroxidacédo
lipidica (determinada por malondialdeido - MDA e carbonilagdo de proteinas -PCs).

Curiosamente, 0 estresse oxidativo tem sido associado a menores niveis de fatores
neurotroficos, entre eles o Fator Neurotrofico Derivados do Cérebro (BDNF), cuja funcdo esta
relacionada com a sobrevivéncia e processos de proliferacdo neuronal (Inglés et al., 2016). O BDNF
é um biomarcador de alteracGes cognitivas, capaz de proteger o cérebro contra o estresse oxidativo,
aumentando a expressdo das enzimas antioxidantes, entre outros fatores de defesa importantes. O
trabalho de Inglés et al. (2016), traz que a diminuicdo dos niveis de BDNF esta associada com
disfuncdo cognitiva, DA, depressdo e epilepsia. Estes autores avaliaram os niveis de BDNF no
plasma de 77 participantes ndo-frageis, 73 pré-frageis e 76 individuos frageis, de forma
longitudinal. O estudo demonstrou que nos individuos frageis os niveis plasmaticos de BDNF eram
significativamente menores em pessoas frageis quando comparados com os individuos nao-frageis.
Além disso, Coelho e colaboradores (2012) encontraram resultados semelhantes entre mulheres

ndo-frageis e pré-frageis, sugerindo que os niveis de BDNF podem estar relacionados a fragilidade.
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Sendo assim, dois marcadores (sirtuina 1 e cistatina C) foram medidos no plasma
sanguineo e associados ao comprometimento cognitivo e a fragilidade, separadamente. As
concentracdes de sirtuina 1 apresentaram-se reduzidas com o avancar da idade, mas o declinio
mostrou-se ainda mais significativo nos individuos com comprometimento cognitivo e fragilidade
em comparacao com individuos saudaveis pareados por idade (Kumar et al., 2013). Por sua vez, a
diminuicdo da cistatina C sérica foi associada também a um maior risco de comprometimento
cognitivo e declinio da velocidade da marcha (Liu et al., 2014).

Alguns marcadores nutricionais (vitamina D, albumina total e selénio) combinados com
marcadores enddcrinos e imunoldgicos também foram quantificados e sugerem alteracdes no
sistema imunoldgico celular com significativa relagdo com o declinio cognitivo e fisico (Baylis et
al., 2013; Heringa et al., 2014; Kobrosly et al., 2012).

Estudos anteriores de outros grupos (Colciaghi & Borroni, 2002; Tang & Rosenberg,
2006), bem como os desenvolvidos pelo nosso proprio grupo de pesquisa (Manzine et al., 2013b)
demonstraram que os niveis da ADAM10 estdo diminuidos em plaquetas de pacientes com DA e
essa reducdo foi relacionada ao avanco da doenca. Desta forma, a identificacdo da ADAM10 como
um biomarcador tem se mostrado uma importante ferramenta para auxiliar no diagnostico 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 pode sugerir que a
necessidade desta proteina para um envelhecimento cognitivo saudavel, reforcando ainda mais o
papel desta proteina como ferramenta para estudo (Schuck et al., 2016).

Diante destas evidéncias e somado ao fato de que até o0 momento a ciéncia ndo encontrou
a cura para a DA (Yiannopoulou & Papageorgiou, 2020), é particularmente interessante pensar na
possibilidade de se utilizar a ADAM10 para identificar fatores de risco potencialmente reversiveis
relacionados aos quadros pré-demenciais. Desta forma, o reconhecimento da ADAM10 como um
biomarcador sanguineo, de facil acesso, para a identificacdo da fragilidade cognitiva se apresenta
como uma ideia extremamente atraente. Assim sendo, o presente estudo teve como objetivo avaliar
se a ADAM10 poderia ser considerada um biomarcador de fragilidade cognitiva e com isso abrir
uma janela de oportunidade para intervencdes preventivas e cuidados mais assertivos no tratamento,
reversao ou manutencgdo da condicao de salde e independéncia dos idosos acometidos, diminuindo

0 risco de incapacidade fisica e cognitiva.

1. 6 ADAM10 em plaquetas e plasma

Sabe-se que as ADAMs sdo a-secretases envolvidas na clivagem da APP e no presente
estudo optamos por analisar 0s niveis de ADAM10 em plaquetas, pois entre os tecidos periféricos
estes fragmentos celulares apresentam os maiores niveis da expressao da APP (cerca de 95%) (Evin,

2003). A adequacdo do uso de plaquetas para investigar ADAM10 como molécula biomarcadora
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para cognicao estd nas multiplas semelhangas entre elas e as células neuronais. As plaquetas alojam
e liberam neurotransmissores, carregam transportadores e receptores apropriados, normalmente
expressos por células neuronais. Depois do cérebro, sdo a segunda fonte de APP, sendo capazes de
produzir todos os seus fragmentos encontrados nos neurénios: a forma secretada e soltvel da APP
(sAPPa e sAPPp); o fragmento amiloidogénico C99 e sua molécula correspondente C83, produzida
pela clivagem via B-secretase; e o peptideo Ap (Colciaghi & Borroni, 2002). Isto indica que as
plaquetas possuem atividades das a, B e y-Secretases e que assim como 0s neurdnios, podem
processar a APP pelos dois caminhos celulares conhecidos o amiloidogénico (envolvendo B e vy
secretases) e 0 ndo-amiloidogénico (envolvendo a e y secretases).

Contudo, estudos anteriores, realizados pelo nosso grupo de pesquisa, identificaram que a
porcdo plasmatica do sangue também consiste em um meio bastante vidvel a ser utilizado na
identificacdo de ADAM10 na DA. Sua utilizacéo justifica-se, pois, seu comportamento com relagédo
aos niveis de ADAM10 se deu de forma muito semelhante ao liquido cefalorraquidiano (LCR), no
entanto apresenta uma larga vantagem com relacéo ao custo do procedimento e facilidade em sua
coleta, quando comparado as plaquetas. Além disso, o isolamento plaquetario permite que a por¢do
plasmatica também seja coletada, podendo ser armazenada para estudos posteriores, procedimento
este que foi realizado neste trabalho. Deste modo, este estudo teve condi¢cdes de ampliar suas
analises da ADAM10 explorando uma nova fragdo sanguinea.

O desenvolvimento desta etapa adicional teve como inten¢do complementar os resultados
ja apresentados e verificar se a ADAM10 plasmatica poderia ser atribuida como biomarcadora das
condicdes concomitantes de TNCL e fragilidade fisica. Esta resposta pretende contribuir para o
fortalecimento do construto de fragilidade cognitiva e representaria uma alternativa vantajosa, uma
vez que a obtencdo de plasma requer menos etapas em comparagdo as plaquetas, tornando a

deteccdo ainda mais econdmica, rapida e facil.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
o Investigar se os niveis plaquetarios e plasméaticos da ADAM10 podem ser utilizados

como biomarcadores de condi¢des concomitantes de TNCL e fragilidade fisica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Estudo e Amostra

Trata-se de um estudo observacional, do tipo transversal baseado nos pressupostos da
pesquisa quantitativa (Matla et al., 2010). A populagéo base para a amostra de participantes deste
estudo foi composta por individuos com idade superior ou igual a 60 anos que estdo na cobertura
de um nuacleo de saude da familia do municipio de S&o Carlos. Todos os moradores da area
enquadrados nos critérios de inclusdo da pesquisa (tabelas 1 e 2) e que concordaram em participar
do estudo foram avaliados quando a auséncia e a presenca de TNCL e classificados como frageis
ou ndo-frageis, quanto aos critérios estabelecidos por Fried et al. (2001). Todos os idosos do
presente estudo foram selecionados de um projeto em andamento que tem como objetivo avaliar 0s
idosos que estdo na cobertura de um nucleo de salde da familia do municipio de S&o Carlos
(“Cognicdo social e comparacdo dos critérios de deméncia do DSM-IV e DSM-5 entre idosos
atendidos na atengao basica” - processo FAPESP 2015/16412-1). Neste estudo, 0s 61 participantes
foram entrevistados por um médico psiquiatra que realizou os exames clinicos cuidadosos para o
diagnostico clinico de TNCL ap6s a adequada exclusao de diversos transtornos psiquiatricos que

pudessem confundir a classificagéo.

3.1.1 Aspectos éticos
A todos os participantes foi entregue o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (anexo 6), fornecendo-lhes informacdes sobre as justificativas, objetivos, procedimentos,
riscos e beneficios do estudo ao qual foram convidados a participar. Somente foram aceitos no
estudo aqueles participantes que assinaram devidamente o TCLE. O projeto foi avaliado pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da UFSCar - parecer n. 1.524.578 e receberam o
Certificado de Apresentagio para Apreciacio Etica (CAAE) n. 78602515.5.0000.5504.

3.1.2 Critérios de incluséo e exclusdo

Critérios de inclusao

Tabela 1. Critérios de inclusdo dos participantes da pesquisa.

* Idade igual ou superior a 60 anos;

« Ser cadastrado no nucleo de saude da familia do municipio de S&o Carlos;

« Ser moradores na area de abrangéncia

» Apresentar capacidade de compreensao e comunicacgdo verbal;

* Aceitar participar do estudo, com a assinatura do termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.
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Critérios de exclusado

Tabela 2. Critérios de exclusdo dos participantes da pesquisa.

« ldosos que apresentem alguma comorbidade clinica grave ou sequelas que
impecam a realizacdo dos testes (déficits motores graves, auditivos ou afasia)
clinicamente significativos e sem correcdo ou que estejam acamados;

 Usuarios de cadeira de rodas;

* Idosos com doengas em estagio terminal, ou seja, em fase final e irreversivel
de uma doenca cronica, que conduz a uma total debilidade que impossibilite as
avaliacoes;

« Uso de medicagdo que pode interferir nas funcbes plaquetarias, tais como
drogas antiplaquetarias, anticoagulantes, corticosteroides, sedativos, hipndticos,
anticonvulsivantes, e outros farmacos que possam diminuicdo da producdo das
plaguetas na medula 6ssea ou induzir destruicdo imunoldgica das plaquetas
(Drachman, 2004);

» Diagnostico de deméncia;

» Doencas cerebrovascular significativas participando como etiologia da
deméncia;

» Doengas sistémicas clinicamente significativas ou ndo compensadas, que
impecam os testes incluindo: DIA, HAS, Hipotireoidismo, Cancer, Doencas Hepaticas,
Doencas Renais, Doencas Cardiacas e Doencas Pulmonares;

+ Doencas gque levam a diminuicéo da producéo das plaquetas na medula 6ssea
(aplasia, fibrose ou infiltracdo de medula), doengas que cursam com aumento do bago
(esplenomegalia), com sequestro e destrui¢do das plaquetas e doencgas que aumentam
a destruicdo plaquetaria, pela presenca de vasos anormais, proteses vasculares e
trombos (trombocitopénica trombotica purpura, vasculites, sindrome hemolitico-
urémica, coagulacdo intravascular disseminada e préteses cardiacas) (Drachman,
2004).

3.2 Avaliacéo da fragilidade
3.2.1 Critérios de avaliacao de fragilidade de Fried
Neste estudo foi realizada a avaliacdo da fragilidade fisica dos voluntérios através do
fendtipo de fragilidade de Fried (anexo 1). Este modelo foi originalmente operacionalizado usando
0 banco de dados mundialmente validado Cardiovascular Health Study (CHS) (Fried et al., 2001).

De acordo com o instrumento foram avaliados cinco componentes mensuraveis
objetivamente:

1. Perda de peso ndo intencional: Foi utilizada uma pergunta subjetiva (“No ultimo ano, O

Sr (a) perdeu mais que 4,5 kg de peso ndo intencional?). Se sim, pontuava-se neste componente.

2. Fadiga: As perguntas avaliadas foram: (a) “Com que frequéncia, na tltima semana, o

(@) Sr (a) sentiu que tudo que fez exigiu um grande esfor¢o?”’; (b) “Com que frequéncia, na ultima

24



semana, o (a) Sr (a) sentiu que ndo conseguia levar adiante as suas coisas?” As respostas para ambas
as questdes eram: 0= raramente ou nenhum tempo (< 1 dia), 1=algum ou parte do tempo (1-2 dias),
2= uma parte moderada do tempo (3-4 dias), ou 3= todo tempo. Idosos que responderam “2” ou

“3” em pelo menos uma das perguntas foram categorizados como sim para fadiga relatada.

3. Baixa atividade fisica: Foi avaliada pela versdo curta do International Physical Activity

Questionnaire (IPAQ) (anexo 2), o qual descreve atividade como caminhada, cortar a grama, varrer,
jardinagem, corrida, ciclismo, danca, aerdbica, boliche, golfe, squash e natacdo. Com este
instrumento obtém-se por meio do relato destas atividades o dispéndio caldrico semanal em calorias
(kcal) (Tabela 3). Para a criagdo da variavel baixa atividade fisica, estratificou-se por sexo e

identificou-se o menor quartil como ponto de corte.

Tabela 3. Valores referenciais do nivel de atividade fisica em dispéndio caldrico (kcal) por sexo.
Cardiovascular Health Study (CHS), 2001.

Dispéndio calorico semanal (Kcal)
Homens 383,0

Mulheres 270,0
Fonte: FRIED et al. (2001)

4. Reducdo da velocidade de caminhada: Foi realizado o teste da caminhada de 4,5 metros.

A velocidade da caminhada foi estratificada por sexo e altura. Para cada estrato identificou-se 0s
valores mais altos da velocidade de caminhada (Tabela 4).

Tabela 4. Valores referenciais da velocidade de caminhada de acordo com altura e sexo.
Cardiovascular Health Study (CHS), 2001.

Homens
Altura (m) Velocidade de caminhada (s)
Altura<1,73 >7,0
Altura> 1,73 >6,0
Mulheres
Altura (m) Velocidade de caminhada (s)
Altura < 1,59 >7,0
Altura> 1,59 >6,0

Fonte: FRIED et al. (2001)

5. Reducdo da forca de preensdo manual: A forca de preensdo manual foi medida por

dinambmetro e estratificada por sexo e indice de massa corporal (IMC) (Tabela 5).
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Tabela 5. Valores referenciais da forca de preensdo manual de acordo com o indice de massa
corporal (IMC) e sexo Cardiovascular Health Study (CHS), 2001.

Homens
Quadril de IMC (Kg/m?) | Forca de preensdo manual (kg)
<24,0 <29,0
24,1 26,0 <30,0
26,1 —28,0 <30,0
> 28,0 <32,0
Mulheres
Quadril de IMC (Kg/m?) | Forca de preensdo manual (kg)
<23,0 <17,0
23,1-26,0 <173
26,1 —29,0 <18,0
> 29,0 <210

Fonte: FRIED et al. (2001)

Os idosos que apresentaram trés ou mais componentes do feno6tipo foram considerados
“frageis”, aqueles com um ou dois componentes “pré-frageis” e os que ndo apresentaram nenhum
dos componentes citados foram considerados como “robustos” ou “ndo-frageis” (seguindo os

valores de referéncia estabelecidos por Fried et al., 2001).

3.3 Avaliacdo da cognicdo
3.3.1 Addenbrooke’s Cognitive Examination- revised (ACE-R)

Para a avaliagdo cognitiva o presente estudo utilizou o ACE-R (anexo 3). A primeira
versdo do instrumento Addenbrooke’s Cognitive Examination (ACE) foi desenvolvida por
pesquisadores da Unidade de Neurologia Cognitiva da Universidade de Cambridge, no Reino
Unido, em 2000 (Mathuranath, 2000). Em 2006, Mioshi et al. publicaram uma nova versdo do
ACE, 0 Addenbrooke’s Cognitive Examination-Revised ou ACE-R, no entanto em 2007 Carvalho
& Caramelli traduziram e adaptaram o instrumento para uso na populacéo brasileira (Carvalho &
Caramelli, 2007).

O ACE-R consiste em uma bateria de avaliacdo cognitiva breve. Trata-se de um
instrumento com elevada sensibilidade e especificidade para detectar deméncia em estagio leve.
Segundo estudos prévios, para a nota 88/100, a sensibilidade encontrada foi de 93%, e a
especificidade, 71%, além disso, a eficacia demonstrada pelo instrumento foi quase trés vezes maior
do que a atingida pelo MEEM, para a mesma amostra (Carvalho & Caramelli, 2007). Este
instrumento avalia seis dominios cognitivos em conjunto e oferece notas parciais para cada um
deles, tais como: atencdo, orientacdo, memoria, fluéncia verbal, linguagem e habilidades
visuoespaciais, sendo a pontuacdo maxima distribuida entre os itens. A pontuagdo maxima é de 100

pontos, sendo distribuidos da seguinte forma: orientacdo e atencdo (18), memoria (26), fluéncia
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verbal (14), linguagem (26) e habilidade visual-espacial (16). Os pontos referentes aos seis
dominios podem ser calculados separadamente, e a soma de todos equivale ao escore total. Entre
este total, estdo inseridos os 30 pontos relativos ao MEEM, que também podem ser calculados
separadamente.

A primeira versdo da bateria mostrou-se util na diferenciacdo entre a DA e a deméncia
frontotemporal (DFT). Em outros paises a versdo mais atual, segundo Carvalho & Caramelli
(2007), provou ser um instrumento de boa acuracia com propriedades diagndsticas satisfatorias para
a avaliacdo cognitiva, capaz de discriminar pacientes com DA leve de individuos controles, além
de avaliar com eficiéncia varios dominios cognitivos comumente afetados em estagios iniciais da

doenca.

3.3.2 Clinical Dementia Rating (CDR)

O CDR foi desenvolvido por Hughes et al., (1982) na Universidade de Washington e
adaptado por Morris et al. (1993). O instrumento foi devidamente validado no Brasil demonstrando
alta sensibilidade e a especificidade para diagnosticar graus de deméncia, 91,2% e 100%,
respectivamente (Montafio & Ramos, 2005). Trata-se de uma escala global que permite classificar
a prevaléncia dos diversos graus de deméncia, além de identificar casos questiondveis da condicao.
O instrumento conta com uma entrevista semi-estruturada, que pode ser respondida pelo idoso ou
informante, que avalia o nivel de funcionamento cognitivo e de atividades diarias atuais em
comparacdo as habilidades prévias do participante. Esse instrumento estd dividido em seis
categorias sendo elas: memdria, orientacdo, julgamento e solugcdo de problemas, assuntos da
comunidade, lar e passatempos e cuidados pessoais (anexo 5). As categorias sdo avaliadas de forma
independente e cada categoria pode ser graduada em cinco niveis de comprometimento: 0 (nenhuma
alteracdo); 0,5 (questionavel); 1 (deméncia leve); 2 (deméncia moderada); e 3 (deméncia grave). A
classificacdo final do CDR ¢é obtida pela anélise dessas destas categorias, seguindo um conjunto de
regras elaboradas e validadas por Morris (Morris, 1993). No presente estudo s6 foram incluidos no
grupo TNCL os individuos que apresentaram pontuacdo 0,5 no CDR, seguindo os critérios ja

estabelecidos para a condigéo de fragilidade cognitiva.

3.3.3 Diagnostico Psiquiatrico
Este estudo contou com o auxilio de um médico psiquiatra Prof. Dr. Marcos Hortes
Chagas, que auxiliou na identificacdo dos individuos saudaveis e com TNCL. O parecer do
especialista clinico somou-se as avalia¢des realizadas, com a utilizagdo de instrumentos de rastreio

ja validados no Brasil, selecionando os individuos aptos para participarem do presente estudo. Foi
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observado esta necessidade, pois condic¢des que envolvem deméncias e TNCL devem incluir uma
avaliacdo mais especifica e detalhada a respeito de cada caso, com diagndstico diferencial, a fim de
evitar possiveis vieses, como a existéncia de quadros demenciais complexos, situacdes psiquiatricas
e outras condicBes clinicas que possam confundir a classificagdo do TNCL. Além disso, a
participagdo deste profissional contribuiu enormemente para selecdo e exclusdo de voluntarios
acometidos por situagBes neurologicas, transtornos neuropsiquiatricos diversos e efeitos colaterais
de medicacdes, contribuindo assim de maneira definitiva com o estudo. Vale ressaltar que 0s casos

de TNCL néo foram subdivididos em amnéstico, ndo-amnéstico, tnico ou multiplos dominios.

3.4 Desenho geral do estudo

Os voluntérios foram avaliados clinicamente, passaram por uma entrevista domiciliar com
duracdo de aproximadamente 40 minutos para a aplicacdo dos instrumentos de rastreio e visita
domiciliar para coleta de sangue. No momento da visita também foram coletados os dados
sociodemogréaficos dos voluntarios.

Primeiramente todos os individuos foram avaliados pelo médico psiquiatra parceiro deste
estudo. Neste momento os pacientes foram diagnosticados de acordo com suas condigdes
cognitivas. A partir desta primeira avaliagcdo foram considerados para avaliagdo domiciliar somente
participantes saudaveis e aqueles diagnosticados com TNCL através do parecer medico.

Todas as entrevistas domiciliares foram realizadas pela pesquisadora responsavel deste
estudo. Na primeira visita domiciliar os participantes foram submetidos a avaliacdo objetiva da
fragilidade fisica segundo os critérios propostos por Fried et al., (2001). Esta etapa contou com a
analise dos cinco componentes mensuraveis ja descritos no item 3.2 da metodologia e no anexo 1.
Esta avaliacdo permitiu a distribuicdo dos participantes em pré-frageis (um ou dois pontos), frageis
(trés ou mais pontos) e ndo-frageis (zero pontos).

De acordo com a definicdo de fragilidade cognitiva, sdo considerados nesta condicéo
individuos em condicao de preé-fragilidade e fragilidade fisica com TNCL. Em decorréncia disto, e
também por conta do baixo numero de individuos pré-frageis com grande homogeneidade nos
valores de ADAM10 (quando comparado ao grupo fragilidade), os participantes pré-frageis foram
considerados parte do grupo Fragilidade. Os idosos também foram avaliados com o CDR, sendo
considerados para o estudo apenas aqueles com pontuagdo 0 (sem alteragcbes - grupo
saudavel/controle) e 0,5 (deméncia questionavel - grupo TNCL).

Apbs esta etapa, os individuos foram avaliados de acordo com o ACE-R. Segundo o
mesmo, todos 0s voluntarios que apresentaram pontuacdo maior que 1,5 & 2,0 desvios padrdes

abaixo da nota de corte média esperada para a escolaridade (baseado nos estudos de César et al.,
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2017; Schinka et al., 2010) foram desconsiderados do estudo por indicios de deméncia. Enfim,
somou-se a esta classificacdo somente os idosos que pontuaram 0,5 no CDR e que também foram
devidamente diagnosticados com TNCL. Assim, ao final, a avaliagdo cognitiva permitiu a
distribuicdo dos participantes em TNCL [diagndstico clinico de TNCL + CDR 0,5 (pontos) + livre
de deméncia (de acordo com 0 ACER-R e diagndstico clinico] e saudaveis [sem indicios de declinio
cognitivo pelo parecer clinico, CDR 0 (pontos) + livre de deméncia (de acordo com o0 ACER-R e
diagnostico clinico)] César et al., 2017; Schinka et al., 2010.

O diagnostico do médico psiquiatra foi baseado também nos critérios do Manual
Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais 52 edicdo (DSM-5). Esta avaliacdo foi utilizada
para auxiliar a classificagdo de TNCL e excluir os idosos com transtornos mentais ou outras
possiveis patologias psiquiatricas e neuroldgicas que pudessem confundir as avaliacdes cognitivas.
Posteriormente, foi realizada a coleta domiciliar do material bioldgico (sangue) de todos os idosos
incluidos no estudo, e a mensuragdo dos niveis de ADAM10 foi realizada através da técnica de
Western Blotting.

3.4.1Divisdo dos grupos experimentais

Apos a avaliacdo segundo o fendtipo de fragilidade de Fried, os idosos foram classificados
em dois grupos experimentais, frageis e ndo-frageis. A partir disto, como mencionado acima, 0
parecer clinico (psiquiatrico) a respeito de cada idoso, foi cruzado com as informac6es obtidas pelos
mesmos no ACE-R e CDR. Por meio destas analises, os idosos foram classificados em 4 sub-grupos
experimentais, totalizando 61 participantes (Controle, n=23; Fragilidade, n=08; TNCL, n=11;
Fragilidade + TNCL, n=19), conforme ilustrado na figura 10. Vale ressaltar que este estudo
trabalhou com uma amostra de conveniéncia e todos os participantes tiveram seus niveis
plaquetarios de ADAM10 avaliados. Os niveis plasmaticos da protease foram avaliados em 32
participantes deste total, selecionados aleatoriamente (Controle n=6; Fragilidade, n=10; TNCL, n=
08; Fragilidade + TNCL, n= 08).
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Figura 10. Classificagdo dos idosos quanto ao fendtipo de fragilidade e TNCL. Um total de 61
participantes foram divididos em 4 sub-grupos experimentais (Controle, n=23; Fragilidade, n=08;
TNCL, n=11; Fragilidade + TNCL, n=19).
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3.5 Coleta de sangue e Western Blotting

A coleta de material bioldgico (sangue) foi realizada em tubos contendo citrato de sédio
(3,8%) e glicose (136 mM). O sangue foi centrifugado a 1.200 rpm por 10 minutos, obtendo-se
assim o plasma rico em plaquetas (PRP). Em seguida as plagquetas foram obtidas por nova
centrifugacdo a 2.400 rpm por 10 minutos. As plaquetas foram lisadas em tampao RIA (NaCl
200mM, EDTA 10 mM, NaoHPO4 10 mM, NP40 0,5%, SDS 0,1% e inibidores de protease (Sigma
Fast). Para analise plasmatica, a fracdo restante, correspondendo ao plasma pobre em plaquetas
(PPP) foi diluida 10x antes do uso. Todas as amostras foram mantidas a -80°C até 0 momento dos
experimentos.

Para a quantificacdo de proteinas totais do material a ser analisado foi utilizado o método
de ensaio proteico Pierce BCA, baseado no &cido bicinconinico (BCA) para a detecgdo
colorimétrica e quantificagdo total de proteinas. O conteudo proteico das amostras (30 pg) foi
aplicado em gel de poliacrilamida de 4-20% (Laemmli, 1970) e transferido para membranas de
nitrocelulose. A membrana foi bloqueada com solucdo de bloqueio (Casein Blocker — Bio-rad) por
3 horas e em seguida, apds lavagens com TBST (Solucdo Salina Tris Tamponada), incubada com
anticorpo primario anti-ADAM10 (Prosci 2051 rabbit, 1:1000 ou Abcam 39153 1:1000) overnight
(12h) em solucédo de bloqueio, seguido por lavagens em TBST e entdo incubadas com anticorpo
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secundario (Abcam 97051 anti-rabbit, 1:2000) conjugado com HRP, por uma hora. A revelacdo
das bandas proteicas foi realizada em leitor de quimioluminescéncia — fotodocumentador
(Chemidoc — BioRad). A proteina B-actina (45 kDa) foi utilizada como controle endégeno em
plaquetas. Ja na analise plasmatica, o controle endogeno utilizado foi a albumina, pois a f-actina
ndo esta presente no plasma e nenhum outro controle enddgeno foi padronizado para este tipo de
amostra. A coloragdo com Ponceau revelou a presencga de bandas com aproximadamente 66 kDa
que correspondem a proteina albumina, abundante neste material. As bandas foram reveladas no
aparelho ChemiDocTM MP Imaging System (BioRad). A quantificacdo das mesmas foi feita usando
o0 software ChemiDocTM MP Imaging System (BioRad). Apos a revelagdo, as bandas marcadas
foram quantificadas com auxilio do software ImageLab (BioRad). Foram quantificadas e analisadas
as formas da ADAM10 com massas moleculares de 60 kDa e 50 kDa, que correspondem as formas
plaquetaria e plasmatica da protease, respectivamente, através de analise cega das membranas.
Além deste controle enddgeno, foi preparado um pool de amostras de plaquetas de jovens
saudaveis, seguindo o mesmo protocolo do preparo e concentracdo proteica utilizada para as
amostras dos participantes idosos. Em cada gel foi aplicada esta amostra padrdo, chamada de
controle jovem (Cj), para corrigir variacbes analiticas entre 0s experimentos. A média das
densitometrias das amostras foi dividida pela média da densitometria do Cj em cada gel. O critério
basico de padrdo interno € que o seu nivel permaneca inalterado durante o experimento,
independentemente de como € processado, ou dos tecidos e tipos celulares usados. Foi escolhido
também usar o Cj além do controle enddgeno usualmente utilizado, pois um estudo recente mostrou
que padrdes com [-actina podem apresentar algumas pequenas e possiveis inconsisténcias de
resultados (Eaton et al., 2013). Em nosso laboratério, 0 uso de um Cj a partir de amostras de jovens
saudaveis tem-se mostrado consistente e ainda mais confiavel para a correta determinacdo dos

niveis de ADAM10, quando utilizado juntamente com a -actina ou albumina.

3.6 Forma de anélise dos resultados

Os dados coletados foram tabulados utilizando o software Microsoft Excel. Neste software
foi feita a razdo dos valores brutos pelos controles enddgenos p-actina ou albumina e também pelo
controle jovem. A normalidade dos dados foi investigada com auxilio do teste de Kolmogorov-
Smirnov e teste de Shapiro Wilk. A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio de
comparacédo utilizando o software GraphPad Prism 5, através dos testes estatisticos de ANOVA
One-way e Mann-Whitney para dados paramétricos, Kruskal-Wallis para dados ndo-paramétricos,
e Chi-Square para dados categéricos. O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi

de p<0,005. Os dados foram apresentados sob a forma de graficos e tabelas utilizando o mesmo
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software. Os individuos que apresentaram valores atipicos, com grande afastamento dos demais
(outliers), foram excluidos, ap6s identificacdo pelo software. O mesmo identifica valores que se

distanciam mais de 1,5 vezes da faixa interquartil da mediana.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Dados de caracterizacdo socioeconémica

A tabela 6 apresenta os dados da caracterizacdo socioeconémica da amostra do estudo
dividida nos quatro grupos de interesse (Controle, n=23; Fragilidade, n=08; TNCL, n=11,;
Fragilidade + TNCL, n=19).

Tabela 6. Dados de caracterizagdo socioeconémica geral dos participantes em cada grupo de
estudo.

Controle Fragilidade @ TNCL F:a_?_',ll'dc?_de Total b
(N=23) (N=8) (N=11) (N=19) (N=61)

Sexo (n; %)
Feminino 13 (56,5%) 7(87,5%) 8(72,7%) 13 (68,4%) 41 (67,2%) 0.41
Masculino 10 (43,5%) 1(12,5%) 3(27,3%) 6 (31,6%) 20 (32,8%) '
Faixa etaria (n; %)
60-69 anos 14 (60,9%) 3(37,5%) 3 (27,3%) 7 (36,8%) 27 (44,3%)
70-79 anos 7(30,4%) 2(25,0%) 7 (63,6%) 7 (36,8%) 23 (37,7%) 0,16
80 anos ou mais 2(8,7%) 3(37,5%) 1(9,1%) 5 (26,4%) 9 (14,8%)
Grau de Escolaridade (n; %)
Nenhum 8(34,8%) 2(25,0%) 2 (18,2%) 7 (36,8%) 19 (31,1%)
Fundamental Incompleto 11 (47,8%) 4 (50,0%) 7 (63,6%) 8 (42,1%) 30 (49,2%) 0.93
Fundamental Completo — 0 0 0 0 0 '
Pos-Graduacio 4 (17,3%) 2 (25,0%) 2 (18,1%) 4 (21,0%) 12 (19,7%)
Aposentado (n; %)
Sim 16 (69,6%) 5(62,5%) 9 (81,8%) 12 (63,2%) 42 (68,9%) 0.72
Néo 7(30,4%) 3(37,5%) 2 (18,2%) 7 (36,8%) 19 (31,1%) '
Estado Civil (n; %)
Solteiro 2 (8,7%) 0 (0,0%) 2 (18,2%) 2 (10,5%) 6 (9,8%)
Casado / Unido estavel 15 (65,2%) 6 (75,0%) 8 (72,7%) 10 (52,6%) 39 (63,9%) 0.63
Divorciado / Viavo - 0 o 0 0 0 '
Outros 6 (26,0%) 2 (25,0%) 1(9,1%) 7 (36,8%) 16 (26,3%)
Renda do Idoso (n; %)
De Y a lsalariominimo  3(13,0%) 1 (12,5%) 1(9,1%) 3 (15,8%) 8 (13,1%)
De 1 a 2 salarios minimos 6 (26,1%) 5 (62,5%) 8 (72,7%) 10 (52,6%) 29 (47,5%)
De2adsaldriosminimos g 39106 0(00%)  1(91%)  2(105%) 12 (196%) 0.29
N&o aceitou declarar 5 (21,7%) 2 (25%) 1(9,1%) 4 (21,0%) 12 (19,6%)
Etnia (n; %)
Branco 19(82,6%) 7 (87,5%) 5 (45,5%) 10 (52,6%) 41 (67,2%) <0 05+

| Preto e Pardos 4 (17,4%) 1(125%) 6 (54,5%) 9(47,3,8%) 20 (32,8%) ‘ |

As varaveis categoricas foram analisadas com o teste estatistico qui-quadrado. TNCL: Transtorno Neurocognitivo Leve;
#p<0,05, “Controle” vs. “TNCL”; *p<0,05, “Controle” vs. “Fragilidade + TNCL”.

No total, este estudo contou com a participacao de 61 idosos voluntarios, sendo 41 (67,2%)
do sexo feminino e 20 (32,8%) do sexo masculino (Tabela 6). O percentual predominante de
mulheres foi identificado nos quatro subgrupos analisados. Estes numeros sdo semelhantes aos
encontrados por Gross et al. (2018), em um estudo transversal de base populacional feito com 555
idosos, em que explorou os niveis de fragilidade em pessoas com 60 anos ou mais e sua associacao
com as caracteristicas sociodemograficas. Esta pesquisa foi desenvolvida em uma realidade

brasileira em um municipio do noroeste do estado do Rio Grande do Sul e mostrou que
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aproximadamente 60,9% da amostra total pertencia ao sexo feminino, caracterizando uma
tendéncia que a literatura aponta por "feminizacdo da velhice". Ainda, pesquisadores da University
of Western Ontario — Canada, em um estudo intitulado "Disentangling Cognitive-Frailty: Results
From the Gait and Brain Study" feito com 252 idosos com 65 anos ou mais, estimaram que 10,7%
dos idosos apresentaram caracteristicas de fragilidade cognitiva e 63% de sua amostra eram
mulheres, evidenciando mais uma vez este predominio (Montero-Odasso et al., 2016).

A elevada participagdo feminina nas pesquisas com idosos € uma realidade mundial e,
através da literatura existente, pode ser explicada por diversos fatores. Entre eles podemos destacar
a menor exposicdo aos riscos ocupacionais, em vista de outrora pouco atuarem no mercado de
trabalho, sendo geralmente responsaveis pelo cuidado dos filhos e do lar. Além disto, estudos
mostram que o sexo feminino destina maior parte de seu tempo aos cuidados a salde, tende a ser
menos exposto a mortalidade por causas externas e apresenta menor prevaléncia de tabagismo e
etilismo, quando comparado ao sexo masculino (Souza et al., Del Duca, 2012; 2006).

Com relacdo a faixa etéria deste estudo, verifica-se que a maior parte dos idosos avaliados
encontra-se entre as faixas etarias de 60-69 com 44,3% (n=27) e 70-79 anos com 37,7% (n=23) do
total da amostra (Tabela 6). Estes dados vdo de encontro com diversos estudos correlatos, como o
de Gross et al. (2018) que também observaram a mesma faixa etaria predominante em seu estudo
(60 e 70 anos) representando 64,8% (n=160) do total de participantes avaliados. Esta prevaléncia
se explica devido a parcela populacional de idosos mais jovens serem mais ativos e participativos
em decorréncia de menor incidéncia de limitacdes e acimulo de comorbidades (Beeri et al., 2006).

Segundo o grau de escolaridade, observa-se em todos 0s grupos o predominio de
individuos com ensino fundamental incompleto (de 1 a 4 anos de estudo), representando em média
49,2% (n=30) da populacdo total estudada (n=61) (Tabela 6). Dados semelhantes foram registrados
no estudo de Jesus et al. (2017), com idosos brasileiros, em que também apresentam o predominio
de idosos neste nivel de escolaridade, visto que 41,7% (n=133) dos entrevistados possuia ensino
fundamental incompleto.

O estudo de Carneiro et al. (2017) confirma esta tendéncia mostrando que 85,8% (n=309)
de sua amostra também possuia até quatro anos de estudo. Tal tendéncia pode ocorrer por se tratar
de uma realidade brasileira de grande parte da populagdo idosa, que se explica pelo fato de a
educacdo formal ter sido pouco valorizada na época em que esses idosos nasceram e cresceram,
além disso, condicbes socioecondmicas precarias e dificuldade de acesso a educacdo em zonas
rurais agravavam ainda mais o quadro (Santos-Orlandi et al., 2017).

No estudo de Gross et al. (2018) foi demonstrado que idosos com baixa escolaridade

tendem a apresentar quadros mais graves, como problemas de satde mental, fragilidade e condi¢des
cronicas de problemas relacionados a saude. Alguns estudos complementam esses dados ao mostrar

que a falta de alfabetizacdo em idosos pode também estar relacionada a situacdes de incapacidade
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funcional, em decorréncia de piores habitos de vida, maior exclusdo social, menor nivel de
informacéo e condigdes socioecondmicas desfavoraveis para o acesso adequado a servicos de saude
(Alvarenga et al., 2011, Pereira et al., 2017).

A categoria de renda mais incidente nos participantes desta pesquisa foi a de 1 a 2 salarios
minimos, correspondendo a 47,5% (n=29) do total de idosos (Tabela 6). Esta tendéncia pode ser
explicada pela invariabilidade da regido de estudo (municipio de S&o Carlos) e também pelo fato de
predominantemente se tratar de idosos aposentados (n=42, 68,9%), ou seja, com renda pouco
variavel. Estas informac6es sdo condizentes com o estudo de Fluetti et al. (2018) que analisou a
relacdo entre o nivel de fragilidade, caracteristicas sociodemograficas e de satde de uma populacao
composta por 56 individuos com idade igual ou superior a 60 anos. Neste estudo 82,1% (n=46) dos
idosos investigados informaram ser aposentados e com renda mensal média em torno de 1 a 2 salérios
minimos. Com relacdo a renda, observa-se que esta condi¢do apresenta grande associacdo com as
varidveis de saude, visto que pessoas com nivel socioecondbmico mais baixo tendem a apresentar
menor acesso aos servicos de salde e, portanto, apresentam maiores indices de morbidade e
mortalidade (Borim & Neri, 2017).

A etnia foi a Unica variavel que apresentou diferencas significativas entre 0s grupos.
Apesar da predominancia ser a etnia branca 67,2% (n=41), o grupo Controle apresentou um maior
numero de pessoas brancas do que os grupos TNCL e Fragilidade + TNCL. Esta prevaléncia branca
foi verificada também por Cruz et al. (2017), que realizaram este estudo em uma amostra
populacional de idosos brasileiros (n=339), a fim de verificar se fatores demograficos,
socioecondmicos e de salde estariam associados a fragilidade em idosos. Nesta pesquisa 0s autores
observaram que a opc¢do étnica mais declarada foi a cor branca, representando 47,8% (n=162) do
total de participantes. Reiterando este estudo, Carneiro et al. (2017) observaram a mesma
prevaléncia, sendo que 62,5% (n=225) do total de sua amostra também relatou cor branca. Contudo,
vale ressaltar que os dados étnicos sdo bastante diversos na literatura, pois variam de acordo com
aspectos historicos e sociais de cada localidade.

Como mencionado anteriormente, durante a primeira visita domiciliar os voluntérios
foram submetidos a avaliacdo mediante aos seguintes instrumentos: IPAQ, avaliacdo objetiva da
fragilidade fisica segundo os critérios propostos por Fried, CDR e ACE-R.

Com relacdo ao desempenho dos participantes no IPAQ, assim como esperado, verifica-
se que a maior parte dos idosos ndo frageis avaliados encontra-se na categoria “ativo” ou “muito
ativo” do instrumento, isso representa 72,7% (n=8) do grupo TNCL e 60,8% (n=14) do grupo
controle. J& nas condigdes em que a fragilidade fisica esta presente, observa-se o predominio dos
individuos na categoria “insuficiente ativo” ou “sedentario”, com 62,5% (n=5) do grupo fragilidade
e 57,9% (n=11) do grupo Fragilidade + TNCL. Apesar das discrepancias, ndo houve diferenca na

comparacéo entre os grupos (Tabela 7).
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Tabela 7. Desempenho dos participantes no IPAQ, critérios de fragilidade de Fried, CDR e ACE-R.

Controle  Fragilidade TNCL F:a.?_'lll'g?_de Total 0
(N=23) (N=8) (N=11) (N=19) (N=61)
IPAQ (n; %)
Muito ativo / Ativo 14 (60,8%)  3(37,5%) 8 (72,7%) 8(42,1%) 33 (54,0%) 0.18
Insuficiente ativo / Sedentario 9(39,1) 5 (62,5%) 3 (27,3%) 11 (57,9%) 28 (45,0%) '
Critério de fragilidade Fried (n; %)
Reducéo de forca de preensdo 0 (0,0%) 3 (37,5%) 0 (0,0%) 12 (63,2%) 15 (24,6%) 0,22
Perda de peso ndo intencional 0 (0,0%) 5 (62,5%) 0 (0,0%) 9 (47,4%) 14 (23,0%) 0,47
Reducéo de velocidade de marcha 0 (0,0%) 5 (62,5%) 0 (0,0%) 11 (57,9%) 16 (26,2%) 0,82
Fadiga 0 (0,0%) 7 (87,5%) 0 (0,0%) 14 (73,7%) 21 (34,4%) 0,43
'f;gg‘?ao de atividade fisica - 0(00%)  5(625) 0(00%) 12 (63.2%) 17 (27,9%) 0,90
CDR (n; %)
Pontuagéo 0 23 (100%) 8 (100%) 0 (0,0%) 0(0,0%) 31 (50,8%)
Pontuacéo 0,5 0 (0,0%) 0 (0,0%) 11 (100%) 19 (100%) 30 (49,2%)
MEEM (média * desvio-padrao)
Pontuacio total 246+34 25,1+36 22,3+2,.2 214+46 23339 <0,05*
ACE-R (média + desvio-padrao)
Atencdo e orientagdo 149+22 150+1,6 135+1,2 130+£33 14125 0,06
Meméria 14,6 £3,8 17,0+£5,8 11,3+£3,1 10,3+49 13,0149 <0,05%1v
Fluéncia 5622 6,2+19 59+25 45+21 54+23 0,16
Linguagem 18,3+49 18,8 +4,9 16,1+£55 16,7+55 17452 0,53
Visuoespacial 10,3+£3,0 11,0+ 3,4 88+34 8,8+34 9,7+3,3 0,26
Total 639+126 68,13+156 558+111 535+16,1 59,7+148 <0,05*"

As varaveis categoricas foram analisadas com o teste estatistico qui-quadrado e as numéricas com ANOVA One Way. IPAQ:
Questionario Internacional de Atividade Fisica; TNCL: Transtorno Neurocognitivo Leve; CDR: Clinical Dementia Rating; ACE-R:
Addenbrooke’s Cognitive Examination- revised. 2 Chi-Squared da comparagio entre o grupo “Fragilidade” vs. “Fragilidade +
TNCL”. #p<0,05, “Controle” vs. “TNCL”. *p<0,05, “Controle” vs. “Fragilidade + TNCL”. T p<0,05, “Fragilidade” vs. “TNCL”."
p<0,05, “Fragilidade” vs. “Fragilidade + TNCL”.

Este resultado condiz com o esperado, ja que representa um dos fenétipos da sindrome
(Fried et al., 2001), uma vez que a baixa tolerancia aos estressores fisicos e psicol6gicos, comum a
sindrome, pode repercutir na pratica de atividade fisica do idoso (Lernard et al., 2013).

Segundo os critérios de fragilidade fisica propostos por Fried, o indicador mais prevalente
nos grupos classificados como frageis, foi a “fadiga”, indicada em 73,7% (n=14) dos individuos
com Fragilidade + TNCL e 87,5% (n=7) dos participantes frageis. Na sequéncia o critério mais
apontado foi “redu¢ao de atividade fisica” (classificacdo indicada pelo IPAQ) presente em 63,2%
(n=12) dos idosos com Fragilidade + TNCL e em 62,5% (n=5) dos individuos frageis (Tabela 7).

O CDR foi aplicado nos participantes, pois compde um dos critérios indicados para a
classificacdo de fragilidade cognitiva (Jessen et al., 2014), desta forma, neste estudo s6 foram
incluidos no grupo TNCL aqueles que apresentaram pontuacgdo 0,5 neste instrumento. A tabela 7
aponta que 100% os individuos com TNCL (grupos: Fragilidade + TNCL, e TNCL) pontuaram 0,5
neste instrumento.

Ainda na tabela 7 estdo apresentados os valores de média e desvio-padrdo obtidas pelos
quatro grupos estudados no MEEM e em cada dominio avaliado pelo ACE-R, além da pontuacao
total desta bateria em cada quesito avaliado. Assim como o esperado, foram encontradas diferencas
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significativas entre os grupos na pontuacdo do MEEM, de forma que o grupo Fragilidade + TNCL
apresentou pior desempenho cognitivo quando comparado aos grupos Controle e Fragilidade. O
mesmo foi observado no dominio “Memoria” e na “pontuacdo total” da escala ACE-R. Ambos 0s
grupos (TNCL e Fragilidade + TNCL) apresentaram pior desempenho nestes dominios, com média
de 11,3 e 10,3 no dominio memodria e de 55,8 e 53,5 na pontuacéao final, respectivamente. Vale
ressaltar que os escores do ACE-R ndo foram considerados para o diagnéstico de TNCL dos
voluntarios, uma vez que este foi determinado mediante a avaliagdo médica especializada, assim
como ja exposto anteriormente. A pontuacéo total obtida por cada participante foi utilizada como
parametro de exclusdo de quadros supostamente demenciais de acordo com as notas de corte
estabelecidas nos estudos de César et al., 2017; Schinka et al., 2010).

De uma forma geral, coerentemente, os grupos com TNCL (grupos: Fragilidade + TNCL,
e TNCL) apresentaram pontuacdo total, aproximadamente, 15% inferior a dos grupos sem TNCL
(grupos: Fragilidade e Controle), indicando provavel sensibilidade do instrumento também na
identificacdo de condicBes prévias ao surgimento demencial. Estes resultados indicam a
necessidade de estudos que explorem, em uma amostra mais ampla, a precisdo deste instrumento
em condicdes pré-demenciais, tal qual o TNCL, pois até o0 momento, o que se sabe é que o ACE-R
demonstra elevada sensibilidade e especificidade para detectar deméncia em estagio leve e que
também pode ser atil na diferenciagdo de DA e deméncia frontotemporal (DFT) (Carvalho &
Caramelli, 2007).

4.2 Niveis plaquetéarios e plasmaticos de ADAM10

A andlise dos niveis plaquetarios de ADAM10 foi realizada por comparacdo entre 0s
grupos, com a totalidade das amostras (Controle, n=23; Fragilidade, n=08; TNCL, n=11;
Fragilidade + TNCL, n=19). Da mesma forma, a analise dos niveis plasmaticos de ADAM10
também foi realizada por comparacdo entre 0s grupos e contou com um total de 32 amostras
analisadas aleatoriamente (Controle n=6; Fragilidade, n=10; TNCL, n= 08; Fragilidade + TNCL,
n= 08).

As Figuras 11A e 12A sdo imagens representativas das membranas obtidas atraves do
método Western Blotting em plaquetas e plasma, respectivamente. Identificou-se que a ADAM10
encontrada em plaguetas possui massa molecular de 60 kDa, enquanto a forma verificada no plasma
apresenta 50 kDa. No material suplementar estdo disponibilizadas todas as imagens das membranas
de todos os experimentos de Western Blotting do estudo (anexos 7 e 8).

Os niveis de ADAM10 foram devidamente quantificados e apresentados através dos
gréaficos de dispersao a seguir (figura 11B e 13B). Os resultados sdo apresentados como Unidade

Arbitraria (UA), sendo que quanto maior a quantidade da protease ADAM10, maior a intensidade
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da banda. Vale ressaltar que em plaquetas a B-actina foi utilizada como controle enddgeno,

enquanto no plasma a albumina foi utilizada para a mesma finalidade.

Figura 11. Ensaios de Western Blotting e quantificacdo da proteina ADAM10 em plaquetas
nos grupos. As bandas apresentadas correspondem a ADAM10 com massa molecular de 60
kDa. (A) Imagens representativas das membranas referentes aos experimentos de Western Blotting,
contendo ADAMI10 e controle endogeno (B-actina). (B) Gréfico de dispersdo indicando os niveis
plaquetarios de ADAM10 (60 kDa) entre os grupos. O grafico indica a razdo da ADAMI10/B-
actina/controle jovem para os grupos de idosos avaliados (Controle, n=23; Fragilidade, n=08;
TNCL, n=11; Fragilidade + TNCL, n=19). Teste estatistico U de Mann- Whitney e Kruskal-Wallis
(* p<0,05). ***Controle x Fragilidade + TNCL p<0,0001; ***Controle x TNCL p<0,0001;
**Fragilidade x Fragilidade + TNCL p<0,001; **Fragilidade x TNCL p<0,001; Fragilidade +
TNCL x TNCL p=0,346; Controle x Fragilidade p=0,0216.
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Segundo os resultados exibidos na figura 11B, verificam-se diferencas estatisticamente
significativas nos niveis plaquetarios de ADAM10 (60 kDa) entre os grupos Controle x Fragilidade
+ TNCL (p<0,0001), Controle x TNCL (p<0,0001), Fragilidade x Fragilidade + TNCL (p<0,001)
e Fragilidade x TNCL (p<0,001).

Os resultados mostram que os niveis da ADAM10 em plaquetas estéo significativamente
reduzidos na condicdo Fragilidade + TNCL e TNCL em compara¢do ao grupo Fragilidade e
controle (p<0,0001). No entanto, ndo se observa diferenca entre os grupos Fragilidade + TNCL e
TNCL. Ao analisar estes dados pode-se supor que tal diminuicéo nos niveis de ADAM10 interfiram
isoladamente na condicdo de TNCL. Esta concepcdo confirma-se ao observar também reducéo
estatisticamente significativa nestes niveis, ao comparar as condic¢des isoladas de Fragilidade ou de
Fragilidade + TNCL (p<0,001).

Em contrapartida, ainda em plaquetas, os niveis de ADAM10 ndo se alteraram na presenca
de fragilidade fisica, fato que pode ser observado ao comparar a condicéo Fragilidade com Controle

(p=0,0216) e a condicéo Fragilidade + TNCL com TNCL (p=0,3465). Desta forma, pode-se deduzir
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que embora os niveis plaquetarios de ADAM10 (60 kDa) estejam reduzidos na condi¢do de
Fragilidade + TNCL, quando comprado aos idosos saudaveis do grupo Controle, esta queda esta
relacionada a presenca isolada do TNCL e ndo a presenga concomitante da fragilidade fisica.

Figura 12. Ensaios de Western Blotting e quantificacdo da proteina ADAM10 em plasma nos
grupos. As bandas apresentadas correspondem a ADAM10 com massa molecular de 50 kDa. (A)
Imagens representativas das membranas referentes aos experimentos de Western Blotting,
mostrando os niveis de ADAM10 (50 kDa) e do controle enddgeno (albumina) entre os grupos. (B)
Gréafico de dispersdo indicando os niveis plasmaticos de ADAM10 solavel entre os grupos. O
gréafico indica a razdo da ADAM10/albumina/controle jovem para os grupos de idosos avaliados
(Controle n=6; Fragilidade, n=10; TNCL, n= 08; Fragilidade + TNCL, n= 08). Teste estatistico U
de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis (*p<0,05). **Controle x Fragilidade + TNCL p<0,01;
*Controle x TNCL p<0,05; **Fragilidade x Fragilidade + TNCL p<0,01; **Fragilidade x TNCL
p<0,01; Fragilidade + TNCL x TNCL p=0,316; Controle x Fragilidade p=0,577.
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Com relacdo a analise plasmatica, de acordo com os resultados exibidos na figura 12B, é
possivel verificar diferencas estatisticamente significativas no niveis de ADAM10 (50 kDa), entre
0s grupos: Controle x Fragilidade + TNCL (p<0,01); Controle x TNCL (p<0,05); Fragilidade x
Fragilidade + TNCL (p<0,01) e Fragilidade x TNCL (p<0,01). Sendo assim, os resultados mostram
gue os niveis da ADAM10 plasmatica (50 kDa), ao contrario do que se observou em plaquetas,
estdo aumentados nas condicdes Fragilidade + TNCL e TNCL em comparagdo com 0S grupos
controle e Fragilidade. Analisando este resultado, pode-se inferir que 0 aumento nos niveis
plasméticos de ADAM10 (50 kDa), assim como em plaquetas, interfere isoladamente na presenca
da condicdo de TNCL. Tal resultado confirma-se ao observar aumento estatisticamente
significativo nos niveis de ADAM10 ao comparar a condi¢do Controle e TNCL (p<0,05), assim
como aconteceu entre as condigOes Fragilidade e Fragilidade + TNCL (p<0,01).
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Por outro lado, os niveis plasmaticos de ADAM10 (50 kDa), assim como nos achados
plaquetérios, parecem ndo influenciar na presenca da fragilidade fisica, fato que pode ser observado
pela auséncia de diferenca estatistica entre Controle e Fragilidade (p=0,577) e entre Fragilidade +
TNCL e TNCL (p=0,316). Desta forma, entende-se que embora os niveis plasmaticos de ADAM10
(50 kDa) estejam aumentados na condicao de Fragilidade + TNCL, quando comprado aos idosos
saudaveis do grupo controle, esta alteracdo ndo apresenta relacdo com a condicdo de fragilidade
fisica e sim com a condicdo de TNCL. Isto poderia esclarecer o motivo da auséncia de diferenca
estatistica significativa destes niveis entre a condicdo de Fragilidade + TNCL e o TNCL.

Vale ressaltar que os resultados em plaquetas apresentam forte coeréncia com estudos
prévios de nosso grupo de pesquisa, ja citados anteriormente, em que verificou-se uma reducgao
ainda mais significativa nos niveis plaquetarios de ADAM10 em pacientes com DA (Manzine et
al., 2013a; 2015; 2013b) e que além disso, esta queda esta relacionada ao desempenho cognitivo
dos idosos, conforme medido pelo teste de desenho do relégio (Manzine et al., 2014) e MEEM
(Manzine et al, 2013a). Tomados em conjunto, nossos achados podem indicar que a alteragcéo dos
niveis de ADAM10 podem iniciar tdo cedo quanto no TNCL e se agravar em casos de evolucao
para DA.

A hipodtese inicial levantada por este estudo compreendia a existéncia da diferenca entre
0S grupos e que os niveis da ADAM10 seriam encontrados ainda mais alterados em participantes
com fragilidade cognitiva, ou seja, na presenca concomitante das condi¢6es de TNCL e fragilidade
fisica. Contudo, observou-se que os niveis de ADAM10 ndo interferiram de maneira significativa
na fragilidade fisica, em ambos as fracdes sanguineas analisadas. Em contrapartida, os menores
valores, de forma estatisticamente significativa, dos niveis de ADAM10 em plaquetas e seu
aumento em plasma foi associada a presenca isolada do TNCL.

Os resultados obtidos na andlise plasméatica complementam os achados plaquetérios. A
explicacdo deste fato € nitidamente percebida através dos ensaios de Western Blotting, pois a
ADAMLI0 identificada em plaquetas corresponde a uma forma de 60kDa, enquanto a Unica forma
identificada no plasma corresponde a de 50 kDa.

Algumas hipoteses podem ser consideradas para explicar a presenga de uma ADAM10
soltvel no plasma. A ideia mais considerada por este estudo indica que a ADAM10 plaquetaria (60
kDa) poderia ter sido clivada e liberada da membrana plasmatica, perdendo dominios e alcangando
uma forma soltvel no plasma (50 kDa). Sendo assim, acredita-se que nos participantes com TNCL
0s niveis plasmaticos mais altos de ADAM10 devem ocorrer proporcionalmente a reducdo da
proteina ancorada & membrana nas plaquetas, ou seja, possivelmente a elevagdo destes niveis no
plasma estdo diretamente relacionados ao aumento de seu desligamento da membrana em plaquetas.
Esta hipotese baseia-se nas evidéncias cientificas que apontam para a influéncia de outras ADAMSs
no processamento da ADAM10 (Gilpin et al., 1998, Haidl et al., 2002; Hernandez et al., 2010).
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Além disso, vidéncias indicam que a inibicdo de ADAM9 aumenta a atividade de
ADAMI10 na membrana celular, demonstrando sua atuacdo na regulacdo dos niveis desta a-
secretase (Moss et al., 2011). Isto acontece porque a ADAM9 afeta a clivagem e liberacdo da
ADAM10 da membrana celular (Cissé et al., 2005). De forma semelhante, a ADAM15 cliva a
ADAM10, mantendo o dominio citoplasmatico intracelular com funcgéo potencial na regulacao da
transcricdo de genes no nucleo celular (Tousseyn et al., 2009). Esse tipo de evento de clivagem é
conhecido como proteolise intramembrana regulada.

Contudo, embora a hipotese da formacdo da ADAM10 solavel através da clivagem da
ADAMI10 ancorada a membrana seja bastante coerente e provavel, ndo se pode descartar a
possibilidade de se tratar de outra isoforma derivada de um processo de splicing alternativo
resultante do processamento de RNA mensageiro (mMRNA).

O splicing € um mecanismo capaz de formar o mRNA a partir de um pré-mRNA. Este
evento foi descoberto no final dos anos 1970, quando foi demonstrado que 0s genes eucariéticos
continham sequéncias de introns (regides ndo codificantes) que ndo estavam presentes no mRNA.
Estudo subsequentes demonstraram que o0s introns eram removidos por um complexo
macromolecular, denominado spliceossomo. Foi demonstrado também que esta estrutura é
responsavel por unir os éxons (regides codificantes) e formar um RNA maduro, que posteriormente
sera traduzido e daré origem a uma proteina diferente da original. Isto faz com que um gene possa
codificar isoformas diversas da mesma proteina, com func¢des distintas e algumas vezes até
antagbnicas, aumentando consideravelmente a capacidade codificante do genoma. Este fato
também poderia explicar a fonte da ADAM10 soltvel (50 kDa), bem como justificar a sua diferenca
com relacdo a forma plaquetéaria (60 kDa).

Até o momento ndo se sabe ao certo a fonte da ADAM10 plasmaética. No entanto,
independentemente de sua origem, sabe-se que a ADAM10 é uma molécula abundante na
superficie celular e que esta presente constitutivamente, em niveis altos, na maioria dos tipos de
células (Ebsen et al., 2013). Estudos apontam que a localizacdo da protease na membrana esta
associada positivamente a clivagem ndo amiloidogénica da APP, ao demonstrar que o0 aumento de
sua externalizacdo, via SA97, aumenta significativamente os niveis de sAPPa em cultura de celulas
primérias de hipocampo de rato (Marcello et al., 2007).

Evidéncias também apontam que o dominio transmembrana da ADAM10 apresenta
funcdo crucial em sua atividade como sheddase, no entanto este dominio é perdido quando a
protease € clivada e, portanto, liberada da membrana plasmatica (Sahin et al., 2004). Corroborando
com estes indicios, recentemente foi demonstrado que a perda da atividade proteolitica da
ADAM10, por inibigdo ou perda de fungéo, induz a sua remocdo ao longo de toda superficie celular,
indicando que a atividade da ADAM10 é criticamente necessaria para sua expressao na superficie

da membrana plasmatica celular (Seifert et al., 2020). Com base neste apanhado de evidéncias,
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entende-se que a localizacdo da ADAM10 na membrana representa grande relevancia para sua
atividade, sendo assim é razoavel pensar que uma forma sollvel, livre da membrana plasmatica
celular, como a forma encontrada no plasma, seja enzimaticamente inativa.

Sabe-se que a ADAMI0 ¢ a principal o-secretase que participa da clivagem néo
amiloidogénica da APP nos neurdnios, exercendo, portanto, potencial funcdo protetora ao
desenvolvimento da DA (Endres & Deller, 2017), desta forma coerentemente os niveis plasmaticos
mais altos de ADAML10, identificado no TNCL, podem indicar uma forma nédo atuante da mesma.
Fortalecendo esta hipotese, foi constatado recentemente que no envelhecimento cognitivamente
saudavel os niveis plaguetario de ADAM10 apresentam-se aumentados (Schuck et al., 2016), ou
seja, a ADAM10 quando atuante na APP, e em quantidades suficientes, age colaborando com o
envelhecimento saudével, em contrapartida, quando reduzida representa uma lacuna para o
desenvolvimento de processos neurodegenerativos.

Até este momento, em vista do que se conhece, ndo foram encontrados na literatura
trabalhos que tenham identificado biomarcadores periféricos para fragilidade cognitiva. Desta
forma, foram utilizados estudos correlatos para melhor discusséo dos resultados encontrados.

Inglés e colaboradores (2016) investigaram se os niveis de BDNF (Fator Neurotrofico
Derivado do Cérebro) plasmatico, poderiam fortalecer o diagnéstico de fragilidade cognitiva. Neste
estudo, foram identificados os niveis plasmaticos de BDNF em 77 idosos ndo-frageis, 73 idosos
pré-frageis e 76 idosos frageis, todavia, foi observado que os niveis de BDNF diminuiram
significativamente em participantes frageis quando comparados com individuos ndo-frageis, no
entanto nao se encontrou diferenca estatistica nos niveis de BDNF entre idosos frageis e pré-frageis,
sendo assim o estudo considerou 0 BDNF um bom biomarcador plasmatico ndo especifico para
fragilidade fisica em idosos, e invidvel para fragilidade cognitiva. Coelho et al. (2012) encontraram
resultados semelhantes sugerindo que os niveis de BDNF podem mesmo estar relacionados a
condicdo de fragilidade fisica.

A identificacdo de biomarcadores para TNCL tem sido um alvo bastante considerado
recentemente. No plasma algumas moléculas vém sendo amplamente investigadas. O lactato, por
exemplo, € uma molécula pro-inflamatdria que pode aumentar a producdo de EROS. Em uma
populacdo chinesa, niveis mais altos de lactato foram identificados em participantes com TNCL
(Pan et al., 2019). Da mesma forma, o marcador inflamatorio TNF-a. (fator de necrose tumoral-a),
também demonstrou estar aumentado no plasma de participantes afetados pela condi¢cdo. O mesmo
estudo acrescenta ao indicar que estes niveis elevados podem ser induzidos pelo acimulo de AP e
refletir um quadro de perda neuronal (Shen et al., 2019). Além disso, estudos correlatos observam
reducdo dos niveis de HDL-C (High-density lipoprotein) (He et al., 2016) e triglicerideos (Yin et
al., 2012) na presenga do TNCL. Contudo, vale ressaltar que embora todos estes marcadores tenham

apresentado resultados estatisticamente significativos, € possivel que possam ser questionados, na
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clinica, devido a baixa especificidade para a condi¢do e alta associacdo com outras comorbidades.
Este fato torna a ADAM10 uma molécula mais atraente, tendo em vista a especificidade de 70% e
sensibilidade de 80,77% que apresentou na identificacdo da DA (Manzine et al., 2013b)

Recentemente, o0 estudo de Oliveira et al. (2020) fortaleceu nossos achados ao identificar,
através de uma plataforma microfluidica altamente sensivel, que os niveis de ADAM10 no plasma
e LCR de pacientes TNCL do tipo amnéstico e DA, estavam elevados (Oliveira et al., 2020). De
acordo com o National Institute on Aging (NIA) um dos principais critérios para biomarcadores
ideais envolve a confirmacdo dos achados por pelo menos dois estudos independentes realizados
por pesquisadores qualificados, com os resultados publicados em revistas especializadas (Frank et
al., 2003). Sendo assim, esta descoberta (Oliveira et al., 2020) soma-se aos nossos achados de modo
a torna-los ainda mais seguros para serem expandidos para a pratica clinica.

Devido a sua proximidade com o sistema nervoso, o LCR tem sido alvo de muitos estudos
envolvendo biomarcadores, no entanto é importante destacar que o procedimento de puncao
liqudrica envolve uma técnica altamente invasiva, que requer o suporte de um ambiente hospitalar,
equipe especializada, além de demandar um alto custo de operacao. Outros riscos a serem discutidos
incluem a falha na obtencdo do material, hematomas localizados, sangramento e desconforto local
no local da puncédo (Doherty & Forbes, 2014). Todas estas questdes, muitas vezes, tornam a técnica
invidvel para estudos de triagem e aplicacdo clinica em larga escala. Neste sentido, a ADAM10
surge como uma estratégia mais conveniente, representando um biomarcador diagnéstico que pode
ser coletado e medido de forma simples, rapida, pouco invasiva e de baixo custo.

O tema tem se tornado bastante pertinente a ciéncia, pois a prevaléncia de TNCL em
individuos acima de 65 anos pode chegar a atingir de 10 a 25% da populacdo de idosos (Luck et
al., 2007). E necessario destacar que embora a presenca desta condicdo ndo signifique um fator
determinante para o inicio de quadros demenciais, representa um ponto que merece muita atencao
devido a sua elevada taxa de conversao para DA, em torno de 10 a 15% ao ano, contrastando com
a de individuos normais, em que varia de 1 a 2% ao ano (Petersen & Morris, 2005). Além disso, a
probabilidade de progressdo dessa condicdo para qualquer forma de deméncia ocorre a uma taxa
de 3 a 5 vezes maior do que a de cognicdo normal (Cambell et al., 2013). Facal e colaboradores
(2019) também demonstraram que o TNCL estd fortemente associado ao declinio funcional e
motor, incluindo caminhada lenta, que também esta relacionado as sindromes pré-demenciais e
demenciais. Seguindo este raciocinio, alguns autores acreditam que o TNCL do tipo amnestico
corresponda ao estagio pre-demencial mais comum (Aprahamian et al., 2014; Charchat et al., 2005;
Forlenza et al., 2013) e que a progressiva redugéo do metabolismo neuronal de glicose ou perfuséo
sanguinea cerebral tendem a aumentar proporcionalmente o risco de conversdo para deméncia
(Petersen, 2016).
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Com base em tantas evidéncias € importante ressaltar que o TNCL representa uma
condicdo considerada tratavel (Lozano-Montoya et al., 2017), sendo assim cuidados a saude,
mudancas nutricionais (Moraes et al., 2018), atividade fisica praticada regularmente (Losa-Reyna
et al., 2019) e estimulacéo cognitiva sdo consideradas intervencdes efetivas para a condi¢cdo. Além
disso, 0 TNCL pode ser uma condicdo secundaria a outros processos patoldgicos, como distdrbios
neuroldgicos, sistémicos ou psiquiatricos) (Huey et al., 2013). Nestes casos, alguns quadros de
TNCL podem estar associados a causas reversiveis de comprometimento cognitivo, sendo assim, a
condicdo, desde que adequadamente diagnosticada, pode até ser considerada reversivel (Castel et
al., 2017). Em contrapartida a DA, até 0 momento, ndo possui cura e uma vez iniciada pode ter sua
evolucdo retardada, mas ndo mais revertida (Potter, 2019). Desta forma, é notoria a importancia da
identificacdo do TNCL também como estratégia preventiva.

Até o momento ndo ha teste especifico para confirmacao do diagndstico de TNCL, ou seja,
o clinico decide se a condicdo é a causa mais provavel dos sintomas com base em diversos exames
de imagem, como ressonancia magnética estrutural funcional (RM), tomografia de emissdo de
positrons (PET), triagem por tomografia computadorizada de emissao de foton unico (SPECT) e
analise de LCR (Herukka et al., 2017), além de avaliacdo neuropsicoldgica e avaliacdo de
Atividades Instrumentais de vida diaria (AIVDs) (Aprahamian et al., 2014). Este cenario reforca a
importancia e a necessidade de biomarcadores diagndsticos periféricos, que possam representar
maior facilidade no procedimento.

Segundo Forlenza e colaboradores (2013) clinicamente ainda é uma tarefa dificil
diferenciar a DA incipiente, do envelhecimento cognitivo normal e do declinio cognitivo sutil,
sendo assim a identificacdo de biomarcadores representaria uma estratégia que auxiliaria
pesquisadores e clinicos a aumentar a sensibilidade e a especificidade do diagndstico. Soma-se a
isto, o fato de que a deteccdo precoce do TNCL é fundamental para o delineamento da conduta de
cuidado ao idoso e representa um espago para intervencGes precoces capazes de reduzir ou
interromper processos de declinio cognitivo (reabilitacdo neuropsicologica, tratamento
psiquiatrico, controle de comorbidades, mudancas nutricionais e exercicios fisicos) (Roberts &
Knopman, 2013).

Tomados em conjunto com as evidéncias apresentadas, entende-se que os resultados do
presente estudo, embora pertencam a um tema ainda pouco explorado, demonstram forte
congruéncia com o que vem sendo publicado na literatura. Além disso, os resultados apresentados
respondem adequadamente a demanda, apontando a ADAM10 como uma importante molécula
biomarcadora para TNCL e destacando sua relevancia clinica. Acredita-se que estes achados
possam contribuir para a implementagdo de ferramentas que auxiliem no diagnéstico do TNCL.
Tais ferramentas poderao ser utilizadas para um planejamento mais adequado das equipes de saude,

com o objetivo de proporcionar diagndstico mais assertivo, direcionar intervencdes precoces e
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possibilitar a prevencao de agravos. Finalmente, a discussao e reflexao destes resultados poderéao
também impulsionar novos questionamentos e novas investigacoes a respeito de biomarcadores de
TNCL.
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CAPITULO Il - INFLUENCIA DA LOCALIZACAO CELULAR DA ADAM10
EM SUA ATIVIDADE
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APRESENTACAO
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APRESENTACAO

Os resultados que serdo apresentados neste capitulo correspondem aos ensaios realizados
durante o BEPE (Bolsa Estagio de Pesquisa no Exterior) - FAPESP. Este projeto foi aprovado com
vigéncia de 28/11/2019 a 27/05/2020 e, portanto, coincidiu com a chegada da pandemia de COVID-
19 (Corona Virus Disease 2019) na Europa, 0 que exigiu a ado¢do de medidas especiais de saude
e seguranga em todo o mundo, a fim de conter ou impedir a propagacéo da doenga. Este estudo foi
realizado na Universita Degli Studi di Milano, localizada na regido da Lombardia, no norte da Italia,
uma das regides mais afetadas no mundo pela pandemia. Assim, como medida de seguranca, a
Universidade colocou todos os estudantes e funcionarios em quarentena e permaneceu fechada
desde o dia 24 de fevereiro de 2020, reabrindo apenas recentemente, em julho de 2020. Em
decorréncia disto, foi possivel desenvolver apenas trés de um projeto planejado para seis meses.
Apds um més de isolamento, devido ao alto risco a saude e a impossibilidade de finalizacdo ou
mesmo continuidade do projeto, foi considerado prudente a interrupcdo do estudo e retorno
antecipado ao Brasil. Considerando estas circunstancias e adversidades, este capitulo apresentara

os resultados obtidos no periodo de trés meses de estagio na referida universidade.
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1. INTRODUCAO

Como mencionado anteriormente no capitulo 1, varios estudos foram realizados por nosso
grupo na area de biomarcadores sanguineos para DA e resultaram em publica¢cdes que vém, ao
longo do tempo, consolidando o papel da ADAM10 como molécula biomarcadora para DA
(Manzine et al., 2013a; 2015; 2013b; Peron et al., 2018). Colaborando com estes estudos, o presente
trabalho, realizado no Brasil, teve como objetivo verificar se os niveis plasmaticos e plaquetarios
de ADAM10 poderiam ser considerados como biomarcadores para a condicdo de fragilidade fisica
associada ao comprometimento cognitivo, o que representa 0 novo construto de fragilidade
cognitiva (Kelaiditi et al., 2013). No entanto, este estudo mostrou que os niveis de ADAM10 nédo
interferiram significativamente na condicdo de fragilidade fisica dos participantes do estudo, mas
somente estavam alterados na presenca isolada do TNCL. Desta forma, a ADAMZ10 ndo apresentou
efetividade como molécula biomarcadora para fragilidade cognitiva, no entanto confirmou seu
papel como biomarcadora para TNCL. Nos resultados apresentados no capitulo 1 observou-se que
em plaquetas os niveis de ADAM10 foram menores em participantes com TNCL, quando
comparado aos participantes saudaveis, ja no plasma esses niveis mostraram-se aumentados. Desta
forma, este estudo levantou uma hipotese adicional relacionada a presenca de duas formas da
ADAMI10, plaquetaria e plasmética, que seriam respectivamente, ativa quando ancorada a
membrana das plaquetas, assim como nos neurnios, mas sollvel e possivelmente inativa no

plasma, bem como no soro e LCR (figura 13).

Figura 13. Hipotese do estudo - Estrutura da ADAM10 quando ancorada a membrana de
neurdnios e plaquetas e na forma soltvel no LCR, plasma e soro.
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Os resultados encontrados no plasma estdo de acordo com as analises obtidas nas
plaquetas. Supostamente, a ADAM10 por estar soluvel no plasma, ou seja, livre da membrana
plasmatica é encontrada inativa, ou seja, sem atividade de a-secretase. No ambiente fluido
caracteristico do plasma sanguineo, acredita-se que a ADAM10 adquira menor massa, dada a
auséncia dos dominios transmembrana e citoplasmatico.

Nossa hipotese se baseou em algumas evidéncias cientificas, como no estudo de Reiss e
colaboradores (2017) que indicou que o microambiente de membrana plasmatica pode regular a
funcdo das ADAMs como sheddases. Foi demonstrado também que o recrutamento da ADAM10
para a membrana plasmatica e, consequentemente, sua atividade, sdo favorecidas pela acdo da
proteina SAP97 (Marcello et al., 2017) e que o aumento de sua localizacdo na membrana
plasmatica, mediado pela a¢do dos oligdbmeros AB1-42, também demonstra a influéncia em sua
atuacdo como a-secretase (Marcello et al., 2019a). Estes pesquisadores observaram que o trafego
de ADAM10 por meio da SAP97 ocorre atraves de uma interacdo direta entre os dominios ricos
em prolina da ADAM10 e o dominio SH3 da SAP97 e que a associacdo perturbada de ADAM10 /
SAP97 in vivo, por peptideos permedveis as células, alterou a localizagdo dessa protease na
membrana pos-sinaptica influenciando negativamente sua atividade em relacdo a APP (Marcello et
al., 2007).

Reiss & Sucharit (2017), apresentam uma hipotese nova afirmando que as ADAMs séo
posicionados em locais precisamente definidos dentro do ambiente mosaico da membrana
plasmatica, os chamados “nanodomains”, desta forma é possivel que as sheddases exercam sua
funcdo essencialmente dentro das restricbes dos nanodomains em que situam-se, ou seja, a
proximidade ou a co-localizacdo membranar da ADAM10 com um substrato (APP) pode ser um
fator-chave para determinar sua atuacdo. O mesmo estudo indicou que a atividade das ADAMSs na
membrana é favorecida pela exposi¢do continua da fosfatidilserina (PS). Desta forma, a atividade
de sheddase supostamente aumentara a medida que as rodadas de translocacdo de PS sejam
renovadas. Recentemente, Bleibaum e colaboradores (2019) completam esta ideia ao demonstrarem
que, de fato, a externalizacdo transitoria da PS (assimetria da membrana) na membrana plasmaética,
induzida pela elevacédo intracelular do célcio, desempenha um papel relevante na regulacéo da
atividade da ADAM10, indicando também a importancia da localizacdo dessa protease na
membrana para o bom desempenho de sua atividade (Bleibaum et al., 2019). Colaborando ainda
com estes indicios, recentemente foi apresentado que a perda da atividade proteoliticada ADAM10,
por inibi¢do ou na perda de sua funcéo, induz a sua remogéo ao longo de toda superficie celular,
sendo sua atividade criticamente necessaria para sua expressao superficial na membrana plasmatica
celular (Seifert et al., 2020).
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Apesar de todos esses resultados encontrados na literatura, ndo existem estudos que
comprovem a ADAM10 livre da membrana plasmatica, assim como encontrada no plasma, seja
inativa e, portanto, incapaz de atuar na APP. Assim, o objetivo inicial desta pesquisa foi testar a
atividade enzimética da ADAM10 em diferentes condigdes (com e sem membrana) para avaliar se
sua atividade enzimatica é completamente dependente de sua ancoragem a membrana plasmatica.
Para isto, foi realizado o cultivo de células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) in vitro para
desenvolver e padronizar uma técnica de fracionamento celular e isolamento da fragdo de
membrana e testar a atividade enziméatica da ADAM10 ancorada e solGvel.

No Brasil ndo foram encontrados centros com experiéncia especifica no isolamento da
membrana plasmatica de células neuronais. Sendo assim, foi estabelecida parceria com um centro
de referéncia mundial no assunto (Laboratério de Farmacologia de Neurodegeneracdo - LPN da
Universita Degli Studi di Milano — UNIMI) através do Laboratério da Prof. Dra. Elena Marcello,
que se dedica ao estudo dos papéis da ADAMI10 na plasticidade sinaptica, e possui vasta
experiéncia e competéncia nesse tipo de analise. Sendo assim, os resultados apresentados neste
capitulo sédo frutos de um estudo (BEPE - Bolsa Estagio de Pesquisa no Exterior) realizado a partir
desta parceria.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

« Desenvolver um protocolo de isolamento da membrana plasmética por fracionamento
celular em células de neuroblastoma da linhagem SH-SY5Y e testar a atividade enzimatica da
ADAM10 nas diferentes fragdes.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura celular de Neuroblastoma Humano (SH-SY5Y)

As células SH-SY5Y foram cultivadas em meio Eagle (MEM; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) contendo 1% L-glutamina (Sigma-Aldrich) e 1% de penicilina-estreptomicina (Sigma-
Aldrich). As células foram mantidas em uma incubadora imida com 5% de CO2 e 95% de O a
37°C, em frascos especificos da cultura de células até atingirem a confluéncia necessaria para uso

NOS ensaios propostos.

3.2 Fracionamento celular
3.2.1 Protocolo 1

Este protocolo foi desenvolvido com base em um estudo anterior (Baghirova et al., 2015).
Para tal, as células foram cultivadas, como descrito acima, até atingirem cerca de 80% de
confluéncia. Posteriormente, foram submetidas ao processo de tripsinizacao, pela incubacdo com
1ml de solucdo de tripsina em estufa umida com 5% de CO- e 95% de O, a 37°C durante 5 minutos.
A reacdo é parada através da adigcdo de 1ml de meio de cultura enriquecido com Soro Fetal Bovino,
com subsequente centrifugacdo (1000 rpm por 5 minutos). Apos isto, as células foram coletadas,
transferidas para microtubos de centrifugacao, lavadas com solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS) e centrifugadas a 5000 x g por 10 minutos a 4°C. Apds a lavagem, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento celular foi lisado com o tampéo A, contendo 150 mM de NaCl, 50 mM de
HEPES pH 7.4, Digitonina (Sigma, D141) 25 pg/mL, e 1% de inibidores de protease (Roche,
Complete Protease Inhibitor Cocktail). Apds a suspensao deste sedimento, 80 pL deste volume foi
reservado e nomeado “Homo” e o restante foi centrifugado por 10 minutos a 2000 x g a 4°C. A
fracdo sobrenadante corresponde as proteinas citosolicas. Essa fracdo foi reservada e denominada
S1. O pellet foi ressuspenso em tampéo B contendo 150 mM de NaCl, 50 mM de HEPES com pH
7.4, 50 mM de NP-40, 1% de inibidores de protease (Roche, Complete Protease Inhibitor Cocktail)
e incubado por 30 minutes a 4°C. Apds a suspensdo deste pellet, 80 pL deste volume foi reservado
como P1 e o restante foi centrifugado por 10 minutos & 7000 x g a 4°C. A fra¢do do sobrenadante
nesta fase corresponde as proteinas ligadas a membrana, portanto essa fracdo foi reservada e
denominada S2. O sedimento foi ressuspenso em tampéao C contendo 150 mM de NaCl, 50 mM de
HEPES a um pH 7.4, 1% de inibidores de protease (Roche, Complete Protease Inhibitor Cocktail )

e coletada como a fragéo P2 (figura 14).
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Todas as etapas foram realizadas em camara fria a 4°C. Os niveis de ADAM10 foram
verificados pela técnica de Western Blotting em todas as fragdes coletadas (Homo, S1, P1, S2, P2).
As amostras foram testadas para confirmar o isolamento da fracdo correspondente a membrana
plasmatica por anticorpo especifico para cada fracdo celular. Os anticorpos utilizados foram: anti-
APP22C11 (Membrane - MAB348, Millipore, Billerica, MA), anti-GAPDH (Citosol - SC-25778,
Santa Cruz Biotech, Dallas, TX) e Anti-Histone H3 (Nucleo - 17168-1-ap, Proteintech, Chicago,
IL).
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Figura 14. Diagrama esguematico do protocolo para o fracionamento de células cultivadas
(Protocolo 1)
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3.2.2 Protocolo 2
O protocolo experimental 2 foi elaborado com base em um estudo realizado pelo centro
LPN-UNIMI. Assim como o protocolo 1, as células foram cultivadas até que atingissem cerca de

80% de confluéncia. Posteriormente, foram lavadas com solucdo salina tamponada com fosfato
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(PBS), coletadas por raspagem (com scraper), maceradas no triturador de tecidos em vidro (Potter-
Glass) juntamente com o tampéo de lise contendo 25 mM de Tris HCI com pH 7.4, 2 mM de EDTA,
1 mMde EGTA, 0.1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil e inibidores de protease (Roche, Complete
Protease Inhibitor Cocktail). Depois disso, esse contetudo foi transferido para um microtubo e
centrifugado por 3 mina 3000 x g a 4°C para. Apds esse estagio, o sedimento (nucleo) foi descartado
e 0 sobrenadante foi transferido para um tubo de ultracentrifuga e ultra-centrifugado
sequencialmente por 50 min a 4°C e 100,000 x g. O sedimento resultante corresponde a fracdo da
membrana com proteinas. Os niveis de ADAM10 foram verificados pela técnica de Western
Blotting. Todas as etapas foram realizadas em camara fria a 4°C. A amostra foi testada para
confirmar o isolamento da fragdo correspondente a membrana plasmaética por anticorpo especifico
para fracOes celulares. Além dos j& mencionados no protocolo 1, foram utilizados também os
seguintes anticorpos: Anti-GM130 (Complexo de Golgi - 610822, Transduction Laboratories,
Lexington, KY), Anti-Calnexina (Reticulo Endoplasmatico - ADI-SPA-860-F, Enzo Life Sciences,
Farmingdale, NY) e Anti-B-Actina (Citoesqueleto - A5060, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

3.3 Quantificacao de proteinas

Para quantificacdo total de proteinas, o volume de 10 pL de cada amostra, obtida no
processo de fracionamento celular, foi submetido a determinacdo espectrofotométrica de proteinas
pelo método de Bradford. Este método é baseado na interacdo entre o corante coomassie brilliant
blue (BG-250) e macromoléculas de proteinas. Esta interagdo gera uma reacdo de pH que provoca
o deslocamento do equilibrio do corante e o faz absorver fortemente um comprimento de onda.
Quanto mais concentrada for a solugcdo, maior sera a absorcao de luz. Por fim, esta intensidade €
medida numericamente por meio do espectrofotometro. Vale ressaltar que para minimizar possiveis

erros, as determinagdes foram realizadas em duplicata.
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Figura 15. Diagrama esquematico do protocolo para o fracionamento de células cultivadas
(Protocolo 2)
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3.4 Ensaio de Western Blotting
O conteudo proteico das amostras (30 pg) foi aplicado em gel de poliacrilamida de 7%
(Laemmli 1970) e transferido para membranas de nitrocelulose. A membrana foi bloqueada com
10% de leite e em seguida, apos lavagens com TBST, incubada com anticorpo primario anti-
ADAM10 (Prosci 2051 rabbit, 1:1000 ou Abcam 39153 1:1000) overnight (12h) em solucao de
bloqueio, seguido por lavagens e entdo incubadas com anticorpo secundario (Abcam 97051 anti-

rabbit, 1:2000) conjugado com HRP por uma hora. A revelacdo das bandas proteicas foi realizada
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em leitor de quimioluminescéncia — fotodocumentador (Chemidoc — BioRad). Apos a revelacao, as
bandas marcadas foram quantificadas com auxilio do software ImageLab (BioRad). As bandas
exibidas pelo ensaio de Western Blotting foram reveladas no aparelho ChemiDoc TM MP Imaging
System (BioRad). A quantificacdo das bandas foi feita usando o software ImageLab — BioRad e os

dados foram analisados com auxilio do Excell e GraphPad Prism 5.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. ADAM10 em plasma e plaquetas

A Figura 16 representa a imagem comparativa do ensaio de Western Blotting em plasma e
plaquetas, na qual é nitida a presenca de duas formas da ADAM10, em plasma com massa molecular

de 50 kDa, e em plaquetas com 60 kDa.

Figura 16. Estrutura multimodular da ADAMI10 e suas diferentes formas. Imagem
representativa das membranas referentes aos experimentos de Western Blotting, mostrando a
ADAMI10 presente no plasma e em plaquetas, de forma comparada. O conteddo proteico dos
materiais foi aplicado em gel 7% de poliacrilamida. As proteinas foram transferidas para membrana
de nitrocelulose e coradas com Ponceau, incubadas em solucdo de bloqueio (10% de leite) e
mantidas sob refrigeracdo overnight (12h) com anticorpos primarios anti-ADAM10 C-term (Prosci
2051) e N-term (Abcam 39153). Posteriormente foram incubadas com anticorpo secundario (goat
anti-rabbit) conjugado com HRP por 1 hora em temperatura ambiente. A revelacdo das bandas foi
realizada utilizando o kit Clarity Western ECL Substrate (BioRad). As membranas foram
fotografadas através do software ImageLab — BioRad para visualiza¢do das bandas.
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Este resultado confirmou o que foi encontrado durante o desenvolvimento do estudo no
Brasil (capitulo 1), mostrando que no plasma apenas a forma ja clivada da ADAM10, portanto
sollvel, esta presente, enquanto em plaquetas somente a forma ancorada a membrana plasmaética é
observada. Ao que tudo indica, a ADAM10 no plasma pode corresponder ao dominio extracelular
da enzima, decorrente da perda dos dominios transmembrana e citoplasmatico. Esta forma soltvel
pode ser resultado da clivagem da ADAM10 por outras ADAMs, como as ADAM9 e 15 (Tousseyn
et al., 2009). No entanto, ndo se pode descartar a possibilidade de se tratar de outra isoforma, fruto

de uma producdo alternativa da proteina, como ja discutido no capitulo anterior. Com base nestes
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resultados, o presente estudo levantou a hipotese de que a ADAM10 estaria ativa quando ancorada
a membrana de plaquetas, mas soltvel e inativa no plasma.

Vérios achados cientificos apontaram a importancia da localizagdo membranar da
ADAM10 para sua atividade (Dreymueller et al., 2015 ; Ebsen et al., 2013; Marcello et al., 2007,
Sahin et al., 2004), além disso, recentemente Seifert e colaboradores (2020) descobriram que a perda
da funcdo da mesma, induz a sua remo¢do ao longo de toda superficie celular, no entanto até o
momento ndo foi comprovado que o seu desligamento da membrana plasmatica induz a sua
inatividade enzimatica, e que quando soluvel, livre da membrana plasmatica da célula, assim como
no plasma, é realmente inativa. Com base nisto, planejou-se para este estudo o cultivo de células de
neuroblastoma (SH-SY5Y), a fim de desenvolver e padronizar técnicas de fracionamento celular e
isolamento da fragdo de membrana, de modo a testar a atividade enziméatica da ADAM10 em
diferentes meios (rico em membranas ou livre de membranas).

Véarios métodos de fracionamento celular disponiveis para o isolamento de organelas
analisadas sdo imperfeitos e deixam contaminantes de regifes indesejadas da célula. Esses
contaminantes sdo muitas vezes inevitaveis, no entanto este estudo buscou escolher e adaptar dois
protocolos que atingissem 0s mais altos niveis de pureza possiveis, a fim de otimizar a analise dos
resultados. Desta forma, para verificar a efetividade do fracionamento celular e pureza do isolamento
das organelas nas fracGes obtidas optamos por utilizar 6 anticorpos (APP22C11, Anti-GAPDH,
Anti-Histona H3, GM130, Calnexina e Actina), cada um direcionado a um marcador de organela
especifico (figuras 17 e 18). A presenca de membrana plasmatica é determinada pelo anticorpo
APP22C11 (~106-115 kDa); o citosol é indicado por Anti-GAPDH (~37 kDa); os nucleos por Anti-
Histona H3 (~17 kDa); complexo de Golgi por GM130 (~130 kDa); reticulo endoplasmatico por
Calnexina (~70 kDa) e citoesqueleto por Actina (~45 kDa). Estes anticorpos foram devidamente
testados em todas as fracdes celulares alcangadas. As fracbes obtidas com células de neuroblastoma
humano (SH-SY5Y) foram: Homo (homogenato com células lisadas), S1 (proteinas citosolicas), P1
(pellet resultante de S1 com tampédo B), S2 (proteinas ligadas a membrana), P2 (pellet resultante de
S2) por meio do protocolo 1, e Homo (homogenato com células lisadas), citosol e membrana com

proteinas através do protocolo 2.
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Figura 17. Imagem da membrana referente ao experimento de Western Blotting, mostrando a
efetividade do fracionamento celular e pureza do isolamento das organelas nas fragdes obtidas
com o protocolo 1 em células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y). O conteudo proteico dos
materiais foi aplicado em gel 7% de poliacrilamida. As proteinas foram transferidas para membrana
de nitrocelulose, coradas com Ponceau, incubadas em solucao de bloqueio (10% de leite) e mantidas
sob refrigeracao overnight (12h) com os anticorpos primarios indicados (APP22C11, Anti-GAPDH,
Anti-Histona H3). Posteriormente foram incubadas com anticorpos secundarios (goat anti-rabbit
and anti-mouse) conjugados com HRP por 1 hora em temperatura ambiente. A revelagao das bandas
foi realizada utilizando o kit Clarity Western ECL Substrate (BioRad). As membranas foram
fotografadas através do software ImageLab — BioRad para visualiza¢do das bandas.
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Figura 18. Imagem da membrana referente ao experimento de Western Blotting, mostrando a
efetividade do fracionamento celular e pureza do isolamento das organelas nas fracoes obtidas
com o protocolo 2 em células de neuroblastoma humano (SHSY5Y). O contetddo proteico dos
materiais foi aplicado em gel 7% de poliacrilamida. As proteinas foram transferidas para membrana
de nitrocelulose, coradas com Ponceau, incubadas em solucao de bloqueio (10% de leite) e mantidas
sob refrigeracao overnight (12h) com os anticorpos primarios indicados (APP22C11, Anti-GAPDH,
Anti-Histona H3, GM130, Calnexina e Actina). Posteriormente foram incubadas com anticorpos
secundarios (goat anti-rabbit and anti-mouse) conjugados com HRP por 1 hora em temperatura
ambiente. A revelacdo das bandas foi realizada utilizando o kit Clarity Western ECL Substrate
(BioRad). As membranas foram fotografadas através do software ImageLab — BioRad para
visualizacao das bandas.
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Como pode ser observado nas figuras 17 e 18, com os protocolos escolhidos e adaptados,
foi possivel obter o fracionamento celular adequado e desejado. Da mesma forma atingimos o nivel
de pureza desejavel para as organelas, de modo a afastar qualquer possibilidade de reatividade
cruzada ou confusdo na analise dos resultados.

Em decorréncia da interrupcdo deste estudo por conta da pandemia, ndo foi possivel
concluir o ensaio de atividade enzimética planejado para as fracdes celulares isoladas. No entanto,
outro estudo realizado por nosso grupo de pesquisa avaliou a atividade enziméatica da ADAM10 no
LCR, plaguetas e plasma de individuos com DA, TNCL e controles, mostrando que a ADAM10
encontrada no plasma e LCR foi incapaz de clivar um peptideo fluorogénico e, portanto, mostrou-
se, de fato, inativa (resultados ainda ndo publicados). Por outro lado, a proteina mostrou-se ativa em
plaquetas e células de neuroblastoma. Embora até o momento ndo tenha sido possivel completar
estes resultados identificando a atividade enziméatica da ADAM10 nas fragdes celulares, com base
neste estudo correlato, é possivel fortalecer a hipotese levantada e inferir que a ADAM10 soltvel

(50 kDa), aumentada no plasma de individuos com TNCL, é inativa, enquanto que a ADAM10
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plaquetaria (60 kDa), encontrada reduzida nos mesmos participantes, é ativa, supostamente como a
forma ancorada a membrana plasmatica.

Até o momento a fonte de ADAM10 sollvel inativa presente no plasma ndo € conhecida
pela literatura e é possivel que seja resultado da clivagem da ADAM10 ancorada a membrana
plasmatica, por acdo de outras ADAMs, como as ADAMO e 15 (Tousseyn et al., 2009), ja discutido
anteriormente.

Como uma via alternativa de formacdo deve se considerar a possibilidade de um evento
denominado splicing alternativo, conforme ja discutido no capitulo anterior. Mudancas na estrutura
primaria da proteina original podem alterar as propriedades de ligagdo da mesma, influenciar sua
localizacdo celular e modificar sua atividade enzimatica, desta forma, a escala das mudangas
provocadas pelo splicing alternativo varia desde modulagdes sutis de funcéo até a perda total de sua
capacidade de atuacdo (Stamm et al., 2005). Isto se explica pois este fenbmeno pode ocasionar a
exclusdo de dominios de ligacdo na estrutura da proteina ou introduzir mudancas estruturais capazes
de limitar sua atividade, alterando também sua afinidade aos ligantes (Stamm et al., 2005). Outra
consequéncia importante do evento de splicing alternativo envolve a localizacéo e interacdo destas
proteinas com a membrana plasmatica. Algumas isoformas de proteinas podem perder suas
propriedades de ligacdo a membrana (Stam et al., 2002; 2005), com isto estas isoformas soluveis
podem ser liberadas da célula, por exemplo no sangue, ou se alocarem em compartimentos
intercelulares diferentes.

E importante frisar que as isoformas sollveis de proteases sdo passiveis de perda de sua
funcdo, ou seja, quando livre da membrana plasmatica a molécula pode adquirir fungdes diferentes,
exercer efeitos negativos ou até mesmo modular a funcédo da propria forma original (Kestler et al.,
1995; Tone et al., 2001). Desta forma, por promover a formacéo de diferentes isoformas a partir de
um mesmo produto génico, o splicing alternativo indiretamente pode ser responsavel por mudancas
na afinidade, especificidade de substrato e propriedades cataliticas de cada nova formacédo (Stamm
et al., 2005).

Independentemente da maneira como é formada, a ADAM10 soltvel corresponde a uma
forma com massa molecular menor quando comparada a ADAM10 ativa, o que pode ocorrer devido
a perda de um dominio intracelular (citoplasmatico) e outro responsavel por ligar a protease a
membrana celular (transmembrana). Evidéncias cientificas apontam que a auséncia destes dominios
pode representar forte relevancia para sua atividade, uma vez que foi demonstrado que estimulos

externos, como ionéforo e éster de forbol, podem modular a atividade da ADAM10, provavelmente
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através de um mecanismo no qual sua regido citoplasmatica esta envolvida (Allinson et al., 2004;
Deng et al., 2014; Sanderson et al., 2005). Além disso, foi sugerido também que a ADAM10 quando
ancorada & membrana, forma um homodimero, assim como a ADAM17, e este € um comportamento
fundamental para sua ativacdo (Xu & Derynck, 2012). Deng e colaboradores (2014) mostraram que
embora o dominio citoplasmatico seja relevante para a atividade da protease, 0 mesmo se mostra
intrinsecamente desordenado, e que a presenca de um dominio transmembranar, vizinho, é
fundamental para proporcionar ordem a esta estrutura e assim otimizar sua funcionalidade. Sahin et
al. (2004) contribuiram ao apresentar que o dominio transmembranar também exerce funcgéo crucial
na atividade da ADAM10 como protease. Até aqui, estes achados corroboram com a hipdtese
levantada no presente estudo e fortalecem a ideia de que, de fato, o desligamento da ADAM10 da
membrana plasmatica, com consequente perda de dominios fundamentais, possa ser responsavel por
sua inatividade quando soluvel.

Outras evidéncias cientificas apontam para a importancia da localizacdo na membrana na
atividade da ADAM10. O grupo de pesquisa da Profa. Elena Marcello, na UNIMI, tem identificado
alguns mecanismos que regulam o trafego intracelular e a entrega da ADAM10 a membrana. Em
2007, eles demonstraram a participacdo da SAP97 no trafego da ADAM10 para a membrana celular
pos-sinaptica (Marcelo et al., 2007). Este grupo revelou que a associacdo da SAP97 a ADAM10 é
regulada pela fosforilacdo da proteina quinase C (PKC) e que esse processo é alterado no cérebro
de pacientes com DA (Saraceno et al., 2014). Fato este que pode ajudar a explica a menor
disponibilidade de ADAM10 ativa na DA encontrada por Manzine et al. (2013b). Também foi
demonstrado que a atividade da ADAM10 em relacdo a APP pode ser modulada positivamente pelo
tratamento com acetil-L-carnitina (ALC) (Epis et al., 2008) e negativamente pela super expressao
do miRNA 221 (Manzine et al., 2018).

Recentemente também foi apresentado que o aumento da localizacdo sinaptica da
ADAM10 (na membrana plasmatica), além de ser mediado via SAP97, também pode ser regulado
pela ag¢do dos oligobmeros AB1-42 via inibicdo da Proteina Adaptadora de Clatrina (AP2), por
reducdo de sua endocitose (Marcello et al., 2019a).

Recentemente, Seifert e colaboradores (2020) demonstraram que a atividade da ADAM10
é criticamente necessaria para sua expressdo na superficie de diferentes tipos de células. Reiss &
Sucharit (2017), indicaram que possivelmente o sitio de atuacdo da ADAM10 procure seus alvos
dentro de seu raio de acao limitado. Bleibaum e colaboradores (2019) contribuiram ao verificar que

a externalizacdo transitdria da fosfatidilserina na membrana plasmatica, induzida pela elevacéo de
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calcio intracelular, desempenha um papel relevante na regulacéo da atividade da ADAM10 como
protease, sendo assim, todos estes achados, em conjunto, demonstram a importancia da localizagéo
da ADAM10, na membrana sinaptica, para o adequado desempenho de sua atividade

Por fim, os resultados apresentados mostram que, de fato, a ADAM10 livre da membrana
plasmatica, com 50 kDa, corresponde ao tipo sollvel e inativo da proteina, e que a com 60 kDa,
corresponde a forma ancorada e ativa da proteina. Além disso, todas as evidéncias cientificas
levantadas até aqui tornam os resultados apresentados congruentes com a literatura e apontam para
a importancia da localizagdo membranar da ADAM10 para sua atividade como sheddase, assim
como a presenca de alguns dominios fundamentais. Possivelmente a ADAMZ10 s6 possa exercer sua
atividade e clivar a APP quando ambas se colocalizam na membrana plasmatica.

Até o momento a fonte de ADAM10 sollvel inativa, presente no plasma, ndo é conhecida
pela literatura. A hipdtese mais defendida neste estudo envolve a sua formacao a partir da clivagem
da ADAMI10 ativa na membrana plasmatica. Trata-se de uma alternativa bastante coerente e
provavel, mas até o0 momento ndo pode ser considerada como Unica via de formagdo. Desta forma,
para nos certificarmos, ensaios de espectrometria de massa da ADAM10 plasmatica serdo realizados
em breve, em parceria com o laboratdrio parceiro em Mildo. Com base nestes ensaios, sera possivel
detectar e identificar a molécula de interesse por meio da medi¢éo da sua massa e caracterizacdo de
sua sequéncia de aminoacidos, comprovando tratar-se ou ndo da proteina em questao.

Nesta pesquisa algumas limitagcdes podem ser apontadas, como a grande dificuldade em se
obter idosos voluntarios, a extensa gama de critérios de exclusdo necessarios para uma analise
confiavel e a interrup¢édo do projeto adicional em virtude do quadro pandémico. Mesmo diante das
dificuldades e limitacdes apontadas, os resultados com a ADAM10 plasmaética e plaquetéria

mostraram-se satisfatérios e a continuidade desta linha de pesquisa se faz necesséria.
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5. CONCLUSAO

Este estudo mostrou que os niveis de ADAM10 estdo reduzidos em plaquetas e aumentados
em plasma de idosos com TNCL em comparagdo com os controles saudaveis, de forma independente
da condicdo de fragilidade fisica. Sendo assim, foi demonstrado que a ADAM10 nao pode ser
considerada como biomarcadora de fragilidade cognitiva, mas que pode atuar de forma eficaz como
biomarcadora para o TNCL.

O presente estudo também apresentou a padronizacdo de protocolos de fracionamento de
células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y). N&o foi possivel realizar o teste de atividade
enzimatica nas fracoes celulares isoladas, porém estudos do nosso grupo de pesquisa mostraram que
a forma de 50 kDa encontrada elevada no plasma de idosos com TNCL corresponde & forma inativa
da proteina, e que a com 60 kDa, encontrada reduzida em plaquetas dos mesmos individuos,
corresponde a forma ativa da mesma.

Tomados em conjunto os resultados devem contribuir para um melhor entendimento da
biologia da ADAM10, bem como para implantacdo de ferramentas que atuem no diagnéstico de
TNCL, de forma a contribuir para um planejamento mais adequado das equipes de salde, a fim de
direcionar intervencdes preventivas e cuidados mais assertivos, visando a diminuicdo do risco de

incapacidade e auxiliando na tomada de decisdo, planos de acdes e tratamentos.
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Abstract: ADAM {a disintegrin and metalloproteinase) is a family of widely expressed,
transmembrane and secreted proteins of approximately 750 amino acids in length with functions
in cell adhesion and proteclytic processing of the ectodomains of diverse cell-surface receptors
ard signaling molecules. ADAMID is the main a-secretase that cleaves ATT (amyloid precursor
protein] in the non-amyloidogenic pathway inhibiting the formation of B-amyloid peptide, whose
accumulation and aggregation leads to neuronal degeneration in Alzheimer s disease (AD). ADAMID
is a membrane-anchored metalloprotease that sheds, besides APF, the ectodomain of a large variety of
cell-surface proteins including cytokines, adhesion molecules and notch. AP cleavage by ADAMID
results in the production of an APP-derived fragment, sAPPo, which is neuroprotective. As increased
ADAMI0 activity protects the brain from f-amyloid deposition in AD, this strategy has been proved to
be effective in treating neurodegenerative diseases, including AD. Here, we describe the physiological
mechanisms regulating ADAMID expression at different levels, aiming to propose strategies for AD
treatment. We report in this review on the physiological regulation of ADAMI0 at the transcriptional
level, by epigenetic factors, miENAs and for translational and post-translational levels. In addition,
we describe the conditions that can change ADAMI10 expression in vitro and in vivo, and discuss
how this knowledge may help in AD treatment. Regulation of ADAMID is achieved by multiple
mechanisms that include transcriptional, translational and post-translational strategies, which we
will summarize in this review.

Keywords: ADAMID: Alzheimer's disease; regulation; treatment

L Introduction
ADAM (a disintegrin and metalloprodeinase) is a family of transmembrane and secreted

91



Resumo Publicado 1. 2019

COGNITIVE IMPAIRMENT BUT NOT OF
COGNITIVE FRAILTY

Izabela Pereira Vatanabe, Marina Mantellatto Grigoli,

Marina Araiijo Naves, Patricia Regina Manzine,
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Marcia Regina Cominetti, Federal Universiry of Sao Carlos, Sao
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P4-538 ADAMI0 AS A BIOMARKER OF MILD @

Background: Frailty syndrome is very prevalent in elderly world-
wide. Cognitive frailty (CF) is defined by physical frailty (PF) asso-
ciated with mild cognitive impairment (MCI), without dementia
diagnosis. This new concept has been considered as a subtype of
frailty which, together with the aging process, accelerates func-
tional declines and can result in a poor quality of life. ADAMIO
{a disintegrin and metalloprotease 10) is a transmembrane protein
and the main neuronal w-secretase cleaving APP (amyloid precur-
sor protein) in the non-amyloidogenic pathway. As a result,
ADAMID inhibits the formation of the S-amyloid peptide, one of
the pathological hallmarks of Alzheimer's disease. The aim of
this study was to evaluate whether platelet and plasma levels of
ADAMIO could act as biomarkers of CE. Methods: Sixty-eight
elderly were evaluated and diagnosed according to the criteria of
cognition and PF and divided into MCI and cognitively healthy
{control) groups, with and without the presence of PF. Platelet
and plasma proteins were analyzed on SDS-PAGE (10%) and
ADAMID expression was identified by western blotting. §-actin
or serum albumin were used as the endogenous controls. Data
were analyzed using comparison statistical methods. Results:
Platelets and plasma ADAMI0 levels did not change significantly
in the CF condition compared to cognitively healthy participants,
indicating that PF does not lead to changes in ADAMID levels.
However, plasma ADAMI0 were shown to be increased in the
elderly with MCI, presenting or not PF, when compared to healthy
controls (p<.0.0070 and p<0.0048 respectively), whereas in plate-
lets these levels have been reduced (p<-0.0001). These results
corroborate our previous studies indicating that ADAMI0O platelet
levels are reduced in MCI when compared to cognitively healthy
controls. Conclusions: ADAMI0 is not a relevant biomarker for
CF. although it can be of high relevance for the diagnosis of
MCIL The partial results obtained bring significant contributions
to an accurate diagnosis of MCI in the perspective of ADAMID
as a biomarker for this disease.
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History of neurology

Historic concepts of dementia and Alzheimer’s
disease: From ancient times to the present
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INFO ARTICLE ABSTEACT
Artide history: The aim of this work is to describe the history of dementia and Alzheimer's disease [AD)
Beceived 17 Movember 2018 concepts, from early descriptions in antiquity, through studies and authors from different
Beceived in revised form historical pericds throughout the centuries, to the latest updates of the DRagnostic and
25 February 201% Statistical Manual of Mental Disorders [DSM-V). The article also pres=nts the inclusion of the
Accepted 6 March 2019 biomarkers from the cerebrospinal fluid, such as Tau and phosphorylated Tauw proteins and
Available online xxx beta-amyloid peptide in the most recent diagnostic criteria. A literature search was carried
outinorder to construct a reflexive narrative review of studies dated up to 2015 in the LILACS
Eeywwords: and Medline databases and with the inclusion of bibliographical references of the area. The
Alrheimer dizsage different terms wsed throughout the history of the dementia and Alzheimer's dizsase
Dementia concepts were contextualized according to the scientibic perspective of a given epoch
Biormarkers and its way of producing and reproducing knowledge, The concepts of dementia and AD
Concept Formation continee to evolve, largely due to their complexity. Considering the impartance and the

growth of AD cases in the last and the next decades, this review may contribute in practice
with the historical knowledge of the concepts related to dementia and AD.
i B9 Elsevier Masson SAS. All dghts reserved.
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Blood-based Biomarkers of Alzheimer’s Disease: The Long and Winding Road

Patricia Regma Manzine' , Izabela Pereira Vatanabe', Rafaela Peron' , Marina Mantellatto Gngu]i Renata
Valle Pedroso’ , Carla Msmuela Crispim Mascimento and Marcia Regma Cominetti"”
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Abstract: Background: Blood-based biomarkers can be very wseful in formulating new dizgnostic and ireatment
proposals in the field of dementia, especially in Alzheimer's disease (AD). However, due to the influence of
several factors on the reproducibility and relability of these markers, their clinical use s still very uncemnain.
Thus, up-to-date knowledge about the main blood biomarkers that are currently being studied is extremely impos-
tant in order to discover clinically wseful and applicable tools, which could also be used as novel pharmacological
strategies for the AD treatment.

(Mjective: The aim of this paper was o carry oul a literature review on the major blood-based biomarkers for AT,
connecting them with the pathophysiology of the disease.
Reinfrs: Recent advances in the search of blood-based AD biomarkers were summanzed in this review. The
Rn::m;-:.] :::::f'?;w baomarkers were classified acoording to the topics related to the main hallmarks of the disease such as inflamma-
tion, amyloid, and taw deposition, synaptic degeneration and oxidative smress. Moreover, molecules involved in
the regulation of proteins related o these hallmarks were deseribed, such as pon-coding RNAs, neurotrophins,
erowth factors and metabolites. Cellk or cellular components with the potential to be considered as blood-based
AD biomarkers were described in a separate topic.

ARTICLE HISTORY
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Conclusion: & series of limfations undermine new discoveries on blood-hased AD biomarkers. The lasck of re-
producibility of findings due 10 the small size and heterogeneity of the stwudy population, different analytical
methods and other assay conditions make longitudinal studies necessary in this field w validate these stroctures,
eapecially when considering a clinical evaluation that incledes a broad panel of these potential and promising
bood-lased biomarkers.

Keywords: Alzhemmer’s disease, biomarkers, blood, dementia, diagnosis, elderly, plasma.

*Informacao adicional: Além destes, dois novos artigos e um capitulo de livro estdo em fase de
publicacao.

94



ANEXOS

95



ANEXOS
Anexo 1- Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
DEPARTAMENTO DE GERONTOLOGIA
(Resolucéo 466/2012 do CNS)
ESTUDO DA ATIVIDADE DOS BIOMARCADORES NOS PACIENTES COM
SINDROME DE FRAGILIDADE COGNITIVA
A fragilidade € uma sindrome geriatrica caracterizada por perdas progressivas das capacidades

fisicas e falta de resisténcia aos estressores que podem comprometer a independéncia de idosos. A
sindrome esta ganhando reconhecimento como um importante problema de satde pablica e clinica.
Estima-se que a prevaléncia de fragilidade é entre 10 e 25% das pessoas acima de 65 anos e 46%
acima dos 85 anos que vivem na comunidade podem ser considerados frageis. A fragilidade
cognitiva é um conceito recente na literatura e tem sido considerada como um subtipo de fragilidade,
que juntamente com o processo de envelhecimento e sua interacdo com a fragilidade fisica, aceleram
o ciclo de declinio funcional e resultam em méa qualidade de vida em idosos.

Sendo assim, ainda ndo existem marcadores biologicos especificos que auxiliem no
diagnostico precoce e na identificacdo do risco potencial para o desenvolvimento desta sindrome. O
Laboratorio de Biologia do Envelhecimento do Departamento de Gerontologia da UFSCar pretende
estudar como estas substancias no sangue podem interferir e auxiliar no inicio da fragilidade
cognitiva em idosos. O conhecimento sobre o funcionamento de marcadores, especialmente ao
longo do tempo, pode auxiliar no entendimento sobre as possiveis causas da sindrome, de tal forma
que no futuro ela possa ser tratada e diagnosticada de forma mais eficaz e até, para a elaboracédo de
estratégias preventivas.

O Sr./Sra., estd sendo convidado a participar como voluntario nesta pesquisa, ajudando na
producdo de conhecimento na area. O senhor (a) foi selecionado (a), ao acaso, por fazer tratamento
em um ambulatério universitario e sua participacdo ndo é obrigatdria. Para isso, sua participacao
nesta pesquisa consistira em doar uma amostra de sangue e responder a questionarios de avaliacdo
da condicdo fisica e cognitiva.

A coleta de sangue sera realizada no proprio ambulatério universitario, por profissional
habilitado em uma veia do brago usando luvas, mascara, agulha e seringa descartaveis, apos serem
tomados todos os cuidados de anti-sepsia preconizados para este tipo de procedimento. A coleta,
normalmente, ndo acarreta maiores riscos para a salde do paciente. Entretanto, em alguns casos
poderd surgir nas primeiras horas, no local da punc¢éo, um hematoma ou pequeno desconforto que
devera desaparecer em no maximo 3 a 4 dias. Algumas pessoas poderao sentir tonteira durante ou
apos o procedimento. Para minimizar esse acontecimento, vocé sera orientado a permanecer sentado
durante alguns minutos até que se sinta confortavel para levantar. Posteriormente serdo coletadas
informacdes para sua identificacdo, aléem de alguns dados clinicos e fisicos. O procedimento de
avaliacdo ndo oferece risco imediato ao (a) senhor (a), porém considera-se a possibilidade de um
risco subjetivo, pois algumas perguntas podem remeter a algum desconforto ou levar a um leve
cansaco apos responder os questionarios. A participacdo na pesquisa nédo € obrigatoria, e a sua recusa
ndo implicard em nenhum prejuizo no seu tratamento de rotina ou em sua relacdo com o pesquisador
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ou com a instituicdo. VVocé podera se desejar, retirar-se do estudo a qualquer momento sem que isto
afete os seus cuidados médicos no presente ou no futuro, ou traga qualquer tipo de prejuizo.

As avaliagBes seréo gratuitas e ndo havera compensacdo em dinheiro pela sua participagao.
Todas as informac0es a seu respeito serdo mantidas em segredo. Para isso, na ficha de exame clinico
ndo aparecera nenhum nome que o identifique, apenas um ndmero que somente o pesquisador
principal sabera a quem se refere. Os dados coletados poderéo ser divulgados em eventos, revistas
e/ou trabalhos cientificos, sempre preservando a sua identidade.

N&o havera nenhuma despesa decorrente da sua participacdo na pesquisa. VVocé tera direito a
indenizacgdo por qualquer tipo de dano resultante da sua participacdo na pesquisa.

Como beneficios indiretos da sua participacdo, os dados obtidos nessa pesquisa poderao servir
para ajudar imensamente outras pessoas na medida em que, poderemos compreender melhor como
essa sindrome aparece e como poderemos trata-la de forma melhor e talvez até definitiva.

Se vocé tiver qualquer problema ou divida durante a sua participacdo na pesquisa podera
comunicar-se pelo telefone (016) 3306-6672 ou vir ao nosso laboratoério a qualquer dia e procurar a
pesquisadora lzabela Pereira Vatanabe. Vocé receberd uma via deste termo, rubricada em todas as
paginas por voceé e pelo pesquisador, onde consta o telefone e o endereco do pesquisador principal.
Vocé podera tirar suas davidas sobre o projeto e sua participacdo agora ou a qualquer momento.

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacédo na pesquisa
e concordo em participar. O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da UFSCar que funciona na Pro-Reitoria de Pos-
Graduacgdo e Pesquisa da Universidade Federal de S&o Carlos, localizada na Rodovia
Washington Luiz, Km. 235 - Caixa Postal 676 - CEP 13.565-905 - Sdo Carlos - SP — Brasil.
Fone (16) 3351-8110. Endereco eletrénico: cephumanos@ufscar.br

Endereco para contato (24 horas por dia e sete dias por semana):

Pesquisador Responsavel: Izabela Pereira VVatanabe
Endereco: Rod. Washington Luis, km 235 — S&o Carlos —SP
Contato telefénico: (16) 3306-6663 e-mail: izabelavatanabel@gmail.com

Local e data: Sédo Carlos / /

Izabela Pereira Vatanabe Assinatura do Participante
(Pesquisadora Responsavel)

UFSCar e-mail: izabelavatanabel@gmail.com

Fone (16) 3306-6672
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Anexo 2—- Critérios de Avaliacao de Fragilidade de Fried

e IMC =Peso/ Altura?
IMC=

e Forca de preensédo palmar:

12 medida:
22 medida: média
32 medida:
Homens
Quadril de IMC (Kg/m?®) | Forca de preensio manual (kg)
=240 =290
241-260 =300
26,1-280 =300
=280 =320
Mulheres
Quadril de IMC (Kg/m?®) | Forca de preensio manual (kg)
=23.0 =17.0
231-260 =173
26,1-290 =180
=290 =210 Ponto
e Perda de peso ndo intencional: “No ultimo ano, vocé perdeu mais que 4,5 kg de peso
nao intencional”? (1) sim (2) ndo Ponto
e Velocidade de marcha (4,5m):
12 medida:
22 medida:
32 medida:
Homens
Altura (m) Velocidade de caminhada (s)
Altura=1.73 =70
Altura > 1,73 =60
Mulheres
Altura (m) Velocidade de caminhada (s)
Altura =159 =70
Altura > 1,59 =6.0 Ponto

e Fadiga: “Com que frequéncia, na ultima semana, o sr(a) sentiu que tudo que fez exigiu um
grande esfor¢o”
0 = raramente ou em nenhum momento (menos de 1 dia),
1 = poucos momentos (1 a 2 dias),
2= parcela moderada de tempo (3 a 4 dias)
3= maioria do tempo Ponto
“Com que frequéncia, na ultima semana, o sr(a) sentiu que ndo conseguiu levar adiante suas coisas?”
0 = raramente ou em nenhum momento (menos de 1 dia),
1 = poucos momentos (1 a 2 dias),
2= parcela moderada de tempo (3 a 4 dias)
3= maioria do tempo Ponto
e Baixa de atividade fisica: IPAQ

| 3ou+ | fragil




| Dispéndide calérico semanal (Kcal)
Homens 383.0
Mulheres 2700

Ponto

lou?2

Pré-fragil

Normal
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Anexo 3 — Questionario Internacional de Atividade Fisica — Versao Curta

ernational Physical <=
Activily Questionnaire

Nome:
Data:_/ / Idade : Sexo: F()M ()

Nos estamos interessados em saber que tipos de atividade fisica as pessoas fazem como parte
do seu dia a dia. Este projeto faz parte de um grande estudo que esta sendo feito em diferentes
paises ao redor do mundo. Suas respostas nos ajudardo a entender que tao ativos nés somos em
relacdo a pessoas de outros paises. As perguntas estdo relacionadas ao tempo que vocé gasta
fazendo atividade fisica na ULTIMA semana. As perguntas incluem as atividades que vocé
faz no trabalho, para ir de um lugar a outro, por lazer, por esporte, por exercicio ou como parte
das suas atividades em casa ou no jardim. Suas respostas sao MUITO importantes. Por favor

responda cada questdo mesmo que considere que ndo seja ativo. Obrigado pela sua participacdo
!

Para responder as questdes lembre que:

» atividades fisicas VIGOROSAS s&o aquelas que precisam de um grande esforgo fisico e que
fazem respirar MUITO mais forte que o normal

» atividades fisicas MODERADAS s&o aquelas que precisam de algum esforco fisico e que fazem
respirar UM POUCO mais forte que o normal

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé realiza por pelo menos 10
minutos continuos de cada vez.

la Em quantos dias da ultima semana vocé CAMINHOU por pelo menos 10 minutos
continuos em casa ou no trabalho, como forma de transporte para ir de um lugar para outro, por
lazer, por prazer ou como forma de exercicio?

dias por SEMANA () Nenhum

1b Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos quanto tempo no
total vocé gastou caminhando por dia?

horas: Minutos:

2a. Em quantos dias da dltima semana, vocé realizou atividades MODERADAS por pelo
menos 10 minutos continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta, nadar, dancar, fazer
ginastica aerobica leve, jogar volei recreativo, carregar pesos leves, fazer servigos domesticos
na casa, no quintal ou no jardim como varrer, aspirar, cuidar do jardim, ou qualquer atividade
que fez aumentar
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moderadamente sua respiracio ou batimentos do coracdo (POR FAVOR NAO
INCLUA CAMINHADA)

dias por SEMANA () Nenhum

2b. Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas por pelo menos 10 minutos
continuos, quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

horas: Minutos:

3a Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades VIGOROSAS por pelo
menos 10 minutos continuos, como por exemplo correr, fazer ginastica aerobica, jogar
futebol, pedalar répido na bicicleta, jogar basquete, fazer servicos domésticos pesados em
casa, no quintal ou cavoucar no jardim, carregar pesos elevados ou qualquer atividade que
fez aumentar MUITO sua respiragdo ou batimentos do coracéo.

dias por SEMANA () Nenhum

3b Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10 minutos
continuos quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

horas: Minutos:

Estas ultimas questfes sdo sobre o tempo que vocé permanece sentado todo dia, no
trabalho, na escola ou faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto inclui o tempo
sentado estudando, sentado enquanto descansa, fazendo licdo de casa visitando um amigo,
lendo, sentado ou deitado assistindo TV. N&o inclua o tempo gasto sentando durante o
transporte em Onibus, trem, metr6 ou carro.

4a.  Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de semana?
horas minutos

4b.  Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dia de final de
semana?
horas minutos

Forma de analise - IPAQ:

- Todos os minutos de atividade da caminhada X quantidade de dias que as realizou= total x
3,3=total 1

- Todos os minutos de atividade da moderada X a quantidade de dias que as realizou= total x
4,0 = total 2

- Todos os minutos de atividade da vigorosa X a quantidade de dias que as realizou= total x
8,0 = total 3

Somatdria - total 1 + total 2 + total 3= TOTAL FINAL X PESO /60 (min) = Kcal
Valores referenciais do nivel de atividade fisica em dispéndio caldrico (kcal) por sexo.
Cardiovascular Health Study, 2001.
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Anexo 4 — Classificacéo do Nivel de Atividade Fisica do IPAQ

CLASSIFICACAO DO NIVEL DE ATIVIDADE FiSICA IPAQ

1. MUITO ATIVO:  aquele que cumpriu as recomendacdes de:
a) VIGOROSA: =5 dias/sem e = 30 minutos por sessdo
b) VIGOROSA: = 3 dias/sem e = 20 minutos por sessdo + MODERADA elou
CAMINHADA: = 5 dias/sem e = 30 minutos por sessao.
2. ATIVO: aquele que cumpriu as recomendacdes de:
a) VIGOROSA: = 3 dias/sem e = 20 minutos por sessdo; ou
b) MODERADA ou CAMINHADA: = 5 dias/sem e = 30 minutos por sessdo; ou
c) Qualguer atividade somada: =z 5 dias/sem e = 150 minutos/sem (caminhada +
moderada + vigorosa).
3. IRREGULARMENTE ATIVO: aquele que realiza atividade fisica porém insuficiente para ser
classificado como ativo pois ndo cumpre as recomendagbes quanto a freqUéncia ou duragdo. Para
realizar essa classificagio soma-se a freqiéncia e a duragdo dos diferentes tipos de atividades
(caminhada + moderada + vigorosa). Este grupo foi dividido em dois sub-grupos de acordo com o
cumprimento ou ndo de alguns dos critérios de recomendacgao:
IRREGULARMENTE ATIVO A: aquele que atinge pelo menos um dos critérios da
recomendacgdo quanto a freqliéncia ou quanto a duragdo da atividade:
a) Freqiéncia: 5 dias /semana ou

b) Duragdo: 150 min / semana

IRREGULARMENTE ATIVO B: aquele que ndc atingiu nenhum dos critérios da recomendacgao
quanto a freqliéncia nem quanto a duragio.
4. SEDENTARIO: aquele que n&o realizou nenhuma atividade fisica por pelo menos 10 minutos

continuos durante a semana.

Exemplos:
- Caminhada Moderada Vigorosa . =

Individuos F 5 F D F 9 D Classificagao

1 - - - - - - Sedentério

2 4 20 1 30 - - Iregularmente Ativo A

3 3 30 - - - - Irregularments Ativo B

4 3 20 3 Z0 1 30 Ativo

5 5 45 - - - - Ativo

5 3 30 3 30 3 Z0 Muito Ativo

7 - - - - 5 a0 Muito Ativo

F = Frequéncia = D = Duragao

CENTRO COORDENADOR DO IPAQ NO BRASIL- CELAFISCS -
INFORMACOES AMNALISE, CLASSIFICACAO E COMPARAGAO DE RESULTADOS NO BRASIL
Tel-Fax: = 011-42298980 ou 42299643, E-mail: celafiscs@celafiscs.com.br
Home Page: www.celafiscs.com.br IPAQ Internacional: www.ipaq.ki.se
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Anexo 5 — Addenbrooke’s Cognitive Examination- revised (ACE-R)

Brazilian adaptation of the Addenbrooke’s Cognitive Examination-Revised. Dementia & Neuropsychologia 2007; 2: 212-216.

EXAME COGNITIVO DE ADDENBROOKE - VERSAO REVISADA

Titulo original: Addenbrooke’'s Cognitive Examination - Revised (ACE-R)

Referéncias bibliograficas - Versdo original: Mioshi E, Dawson K, Mitchell J, Amold R, Hodges JR. The Addenbrooke's Cognitive Examination Revised
(ACE-R): a brief cognitive test battery for dementia screening. Int J Geriatr Psychiatry 2006; 21:1 078-85. Versdo adaptada: Amaral Carvalho V & Caramelli P.

Nome:
Data de nascimento: Nome do examinador:
Nome do Hospital: Escolaridade:..

Profisséo............

[ORIENTAGAO

> Perguntar ! Dia da : Odiadomés : ©més 10ano * Ahora [Escore O8] |
Qual &  semana : : aproximada :II:I o
R SRS S S-S o
> Perguntar: * Local ! Bairro ou rua : Cidade : Estaco <<
Qual é : especifico  : genérico * préxima i%e“@:? -
H . : H =
REGISTRO -
_ _ _ _ _ ) [Escore 0-3] o
> Diga: "Eu vou dizer trés palavras e voceé ird repeti-las a seguir: carro, vaso, tijolo ”(Dar um ponto (o]
para cada palavra repetida acertadamente na 1? vez, embora possa repeti-las até trés vezes para
o aprendizado, se houver erros). Use palavras n&o relacionadas. w
Registre o nimere de tentativas:....... o
[ATENGAO & CONCENTRAGAO <L
[Escore 0-5] o
> Subtragéo de setes seriadamente (100-7, 93-7, 86-7, 79-7, 72-7, 65). Considere um ponto para =
cada resultado correto. Se houver erro, corrija-o e prossiga. Considere correto se o examinando w
espontaneamente se corrigir. [
Pare apos 5 subtragoes (93, 86, 79, 72, B5). t.vvvivar veenranns snevnesne sesananse srennanas <
MEMORIA - Recordagéo
[Escore 0-3]
> Pergunte quais as palavras que o individuo acabara de repetir. Dar um ponto para cada.
.......................................... <
MEMORIA - Meméria anterégrada
. ) . ) . ‘ [Escore 0-7]
> Diga: “ Euvou Ihe dar um nome e um enderego e eu gostaria que vocé repetisse depois de mim. -
Nos vamos fazer isso trés vezes, assim voce tera a possibilidade de aprendé-los. Eu vou Ihe
perguntar mais tarde.”
Pontuar apenas a terceira tentativa: T
Nlentativa ... |ZTettatva . |3Tentatva ...
Renato Moreira o
Rua Bela Vista 73 esaee sesseses sesasmesu|renns semmsaenis swaeeso s | EEEETE TR
Santarém =
Para cesanasas [ srarsenas
E - Li} r w
[Escore 0-4]
> Nome do atual presidente da Republica
> Nome do presidente que construiu Brasilia.. =

Nome do presidente dos EUA....
Nome do presidente dos EUA que foi assassinado nos anos 60...
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EXAME COGNITIVO DE ADDENBROOKE - VERSAQ REVISADA

[FLUENCIA VERBAL- Letra“P” e Animais

> Letras
Diga: “ Eu vou Ihe dizer uma letra do alfabeto e eu gostaria que vocé dissesse o maior
numero de palavras que puder comeganclo com a letra, mas naeo diga nomes de pessoas
ou lugares. Vocé esta pronto(a) ? Vocé tem um minute e a letra € “P”.

[Escore 0-7]

<
(8]
H : ; =
0-15 seg : 16-30 seg : 31-45 seg !
> Animais [Escore 0-7] au
Diga: “Agora vocé poderia dizer o maior nimero de animais que conseguir, comegando
com qualquer letra?”
=
-
™
0-15 seg 16-30 seg 31-45seg
[LINGUAGE M- Compreensao
> Mostrar a instrugéo escrita e pedir ao individuo para fazer o que esté sendo mandado [Escore 0-1]
(n&o auxilie se ele pedir ajuda ou se s6 ler a frase sem realizar o comando):
=
Feche os olhos w
[V}
<
> Comando [Escore 03]
“ Pegue este papel com a méo direita, dobre-o ao meio e coloque -0 no ch&o.” :lD 5
Dar um ponto para cada acerto. Se o individuo pedir ajuda no meio da tarefa n&o dé dicas.
[LINGUAGEM-Escrita ®
> Pega ao individuo para escrever uma frase: Se nao compreender o significado, ajude [Escore 0-1]
com: alguma frase que tenha comego, mejo e fim; alguma coisa que aconteceu haje;
alguma coisa que queira dizer. Para a corregéo nao séo considerados erros gramaticais ou 4
ortogréaficos. Dar um ponto.
|
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EXAME COGNITIVO DE ADDENBROOKE - VERSAO REVISADA

[LINGUAGEM - Repetigao

> Peca ao individuo para repetir: [Escore 0-2]
“ hipopétamo” ; “excentricidade”; “ininteligivel” ; “estatistico”.
Diga uma palavra por vez e peca ao individuo para repetir imediatamente depois de vocé.
Pontue 2, se todas forem corretas; 1, se 3 forem corretas; 0, se 2 ou menos forem corretas.
o . [Escore 0-1]
> Peca ao individuo que repita: “Acima, além e abaixo”
[Escore 0-1]

> Peca ao individuo que repita: “ Nem aqui, nem ali, nem 13"

L]

[LINGUAGEM- Nomeacio

> Peca ao individuo para nomear as figuras a seguir:

[Escore 0-2]
caneta +
relégio

[Escore 0-10]

]

[LINGUAGEM - Compreensio

> Utilizando as figuras acima, pega ao individuo para:

Apontar para aquela que esta associada com a monarquia
Apontar para aquela que é encontrada no Pantanal
Apontar para aquela que é encontrada na Antartica
Apontar para aquela que tem uma relagao nautica

[Escore 0-4]
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EXAME COGNITIVO DE ADDENBROOKE - VERSAO REVISADA

[LINGUAGEM - Leitura

> Pega ao individuo para ler as seguintes palavras: [Pontuar com 1, se todas estiverem corretas]

[Escore 0-1] =
.. w
taxi o
testa <
o
saxofone o
fixar =
ballet -
[HABILIDADES VISUAIS-ESPACIAIS
> Pentagonos sobrepostos: Pega ao individuo para copiar o desenho e para fazer o melhor [Escoree 1]
possivel. -
<
[&]
<
o
> Cubo: Pega ao individuo para copiar este desenho (para pontuar, veja guia de [Exdie g 2] *
instrugbes)
w
-
<
1 >
")
> Relégio: Pega ao individuo para desenhar o mostrador de um relégio com os nimeros dentro [Escorein 5] >

e os ponteiros marcando 5:10 h.(para pontuar veja o manual de instrugdes: circulo = 1;
numeros = 2; ponteiros = 2, se todos corretos)
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EXAME COGNITIVO DE ADDENBROOKE - VERSAO REVISADA

[HABILIDADES PERCEPTIVAS

> Peca ao individuo para contar os pontos sem aponta-los.

[Escore 0-4]

L]

L]
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EXAME COGNITIVO DE ADDENBROOKE - YERSAO REVISADA

[HABILIDADES PERCEPTIVAS
> Peca ao individuo para identificar as letras: [Escore 0-4]
] >
<L
[ | v I =
' [} e o
3 o .
\
| = A R .
“ 3 .
1]
|
. o | :
] -
<
L] | |
- s |
a M "
'
4 L = 5
|
J * |
RECORDACAO & RECONHECIMENTO
> Peca “ Agora vocé vai me dizer o que vocé se lembra daquele nome e enderego que nés repetimos no comeco”.
Renato Moreira [Escore 0-7]
Rua Bela Vista 73 sesie esreaneis ssseeraes
Santarém | ......... <
Para | wssnsssan -
o
> Este teste deve serrealizado caso o individuo ndo consiga se recordar de um ou mais itens. Se todos [Escore 0-5]
os itens forem recordados, salte este teste e pontue 5. Se apenas parte for recordada , assinale I:I 0
os itens lembrados na coluna sombreada do lado direito. A seguir, teste os itens que ndo foram =
recordados dizendo “Bom, eu vou Ihe dar algumas dicas: O home f enderego era X, Y ou Z?" e
assim por diante. Cada item reconhecido vale um ponto gue é adicionado aos pontos obtidos pela w
recordacao.
- - : - =
Ricardo Moreira Renato Moreira Renato Nogueira Recordacéo
Bela Vida Boa Vista Bela Vista Recordacéo
37 73 76 Recordagéo
Santana Santarém Belém Recordagdo
Para Ceara Paraiba Recordacéo
Escores Gerais
MEEM 130
ACE-R 00 0
Subtotais z
Atencao e Orientagao M8
iy o]
Memaoria 126 0
Fluéncia M4 o
Linguagem 126 w
Visual-espacial 16
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Anexo 6 — Guia de Instrucdes para aplicacdo do ACE-R

EXAME COGNITIVO DE ADDENBROOKE - VERSAO REVISADA
Titulo original: Addenbrooke’'s Cognitive Examination - Revised(ACE-R)

Referéncias biblicgraficas
Versao original: Mioshi E, Dawson K, Mitchell J, Arnold R, Hodges JR. The Addenbrooke's Cognitive Examination Revised (ACE-R): a brief
cognitive test battery for dementia screening. Int J Geriatr Psychiatry 2006; 21:1 078-85.
Versao adaptada; Amaral Carvalho V & Caramelli P. Brazilian adaptation of the Addenbrooke's Cognitive Examination-Revised. Dementia
& Neuropsychologia 2007; 2: 212-216.

PONTUACAO E GUIA DE INSTRUCGES

Estas instru¢des foram projetadas em ordem para que o examinador dé as instrugdes e pontue de forma
clara. Por favor leia-as cuidadosamente antes de aplicar o teste.

Se possivel, deixe a pontuacdo para o fim da sessao, visto que o individuo ndo podera checar se o
examinador esta conferindo as respostas corretas ou cortando as erradas. 1sso poderia evitar a ansiedade, que
normalmente perturba o desempenho do individuo no teste.

ORIENTACAO-Pontuagdode0a 10

> Pergunte ac individuo qual € o dia da semana, o dia do més, o més, o ano e a hora aproximada. Aceite
erros para a hora aproximada (+ ou — 1 hora).
Um ponto para cada.

> Pergunte ao individuo qual € o local especifico ( consultério, dormitdrio , sala — apontando para o chéo );
local genérico (apontando ao redor num sentido mais amplo: hospital, casa de repouso, prépria casa); o bairro
ou o nome de rua préxima, a cidade e o estado.
Registre as respostas.

REGISTRO-Pontuagdode0a3

» Diga ao individuo para repetir. Fale lentamente. Repita se necessario (maximo de 3 vezes). Registre o
ndmero de tentativas.

ATENCAOE CONCENTRACAO-Pontuagdode0a5

> Célculo: Subtragdo de setes seriadamente ( 100-7, 93-7, 86-7, 79-7, 72-7, 65). Se houver erro, corrija o
individuo e prossiga. Considere correto se o examinando espontaneamente se corrigir.

Registre as respostas. Um ponto para cada acerto de célculo.

RECORDAGAO-Pontuagiode0a3

> Pergunte ao individuo quais as palavras que ele acabara de repetir.

Registre as respostas. Dé um ponto para cada.

Meméria Anterégrada—Pontuagdode0a?

> Diga ao individuo: “ Eu vou lhe dar um nome e um enderego e eu gostaria que vocé repetisse depois de
mim. Nés vamos fazer isso trés vezes, assim vocé tera a possibilidade de aprendé-los. Eu vou lhe perguntar
mais tarde.” Se o individuo comecar a repetir ao mesmo tempo que vocé | peca a ele / ela para esperar até que
vocé termine de falar.
Anote a pontuagéo para cada tentativa. Entretanto, apenas a terceira tentativa contribuird para a pontuacéo do
ACE (0 -7 pontos).

Meméria Retrégrada-PontuacidodeOa4

> Pergunte ao individuo o nome do atual presidente da Republica, © nome do presidente que construiu
Brasilia, o presidente dos EUA e o presidente dos EUA que foi assassinado nos anos sessenta.

De um ponto para cada, permitindo respostas como Lula; Juscelino;J. K; Bush; Kennedy.

FLUENCIA VERBAL

Letras - Pontuagdo de0a?7

O individuo pode repetir ou perseverar palavras, ex. produzir, produgao, produtivo. Escreva e conte-as no
espago ‘total' fornecido, mas nao considere — as para a pontuagéo final. Do mesmo meodo, intrusées como
palavras comegando com outras letras séo registradas, mas né&o pontuadas. Nomes proprios (Pedro, Parang,
Petrépolis) n&o contam.

Animais - PontuagdodeOa?7

Pode ser que o individuo repita palavras. Escreva e conte-as, mas elas ndo devem ser consideradas para a
pontuagdo final. Também pode acontecer de o individuo interpretar mal ou perseverar dizendo animais
comegando com ‘p’. Repita o objetivo da tarefa ao longo dos 60 segundos, se necessario.
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Se o individuo disser peixe, e mais tarde salméo e truta, conte e registre as 3 como ‘total’ ,mas néo aceite
entdo, peixe como ‘correta’ ( conte apenas 2 de 3, ex. salméo e truta). As mesmas aplicagdes para répteis,
passaros, ragas de cachorros e espécies de insetos.

LINGUAG E M- Nomeacao

Nomeacao (relogio e caneta) - Pontue de 0 a 2
Respostas comretas: caneta; reldgio de pulso ou relédgio.

Nomeagao ( 5 animais e 5 objetos) — pontue de 0 a 10

Respostas corretas: pingliim; &ncora; camelo ou dromedario; barril ou banheira; coroa; crocodilo ou jacaré;
harpa ou lira; rinoceronte; canguru; acordeom ou sanfona.

Dé um ponto para cada.

LINGUAGE M - Compreensao

Compreensao — pontue de 0 a 4
> Pega ao individuo para apontar as figuras de acordo com o que for lido.
Dé um ponto para cada. Permita auto-corregdes.

Compreensao - pontue de 0 a 1
> Mostrar a instrugéo escrita e pedir ao individuo para fazer o que esta sendo mandado ( ndo auxilie se ele
pedir ajuda ou se so ler a frase sem realizar o comando).

Compreensao — pontue de0a 3
> Dé um ponto para cada comando realizado corretamente.

LINGUAGEM -Escrita

A sentenga deve conter um sujeito e um verbo, e deve ter um sentido. Nao aceite “ Feliz Aniversario” ou “ Bom
dia” como sentenca.

LINGUAGEM -Leitura

Peca ao individuo para ler as palavras em voz alta. D& um ponto apenas se as palavras forem lidas
corretamente. Registre os erros.

LINGUAGEM -Repeticao

Diga uma palavra por vez e peca ao individuo para repetir imediatamente depois de vocé. Circule as palavras
que forem repetidas incorretamente. Pontue apenas a primeira tentativa.

HABILIDADES VISUOESPACIAIS

Pentagonos - pontue 0 ou 1

Considerar apenas se houver dois pentagonos interseccionados (10 angulos) formando uma figura de quatro
lados ou com dois angulos.

Pontue 0
/\ o e
\ \ T // / // \\\ /<\
7 ( L ) >
/ N /,' <
- | - - \\/ A
o
Pontue 1
1
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Cubo - pontue 0 a 2

{ | pd
&4\_‘. -/ \

| T

Pontue 2

Relégio - pontuede 0 a s

Pe¢a ao individuo para desenhar o mostrador de um relégio com os nimeros dentro. Quando ele/ ela terminar,
peg¢a para colocar os ponteiros marcando ‘ cinco e dez'.

Circulo Maximo de 1 ponto, se for um circulo razoavel
Nimeros 2 pontos, se estiver tudo incluido e bem distribuido
1 ponto, se tudo estiver incluido, mas mal distribuido
Ponteiros 2 pontos, se ambos 0s ponteiros forem bem desenhados, com comprimentos diferentes e

colocados nos numeros corretos ( vocé pode perguntar qual € o ponteiro pequeno e qual é
o ponteiro grande)

1 ponto, se os dois forem colocados nos niimeros corretos, mas com comprimentos errados
ou

1 ponto, se um ponteiro estiver colocado no nimero correto e desenhado com comprimento
correto ou

1 ponto, se apenas um ponteiro estiver desenhado e colocado no niimero correto, ex. 5
para ‘ cinco e dez’.

Pontue 2

Circulo (1); um ponteiro colocado corretamente (1) Circulo(1); todos os nlimeros mas ndo estdo
colocados dentro do circulo (1)
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Pontue 3

Circulo (1); todos os numeros, mas néo
distribuidos proporcionalmente (1); um
ponteiro colocado corretamente(1)

Circulo {1); todos os numeros mas
ndo colocados dentro do circulo (1);
um ponteiro colocado corretamente (1)

Circulo {1); note que os
numeros n&o estdo dentro do

circulo e ha 2 nimeros 10 (0);

ponteiros colocados
corretamente (2)

Pontue 4

Circulo (1); numeros distribuidos
proporcionalmente (2); um ponteiro
colocado corretamente (1)

Circulo {1); todos os numeros, mas nao
distribuidos proporcionalmente (1};
ambos os ponteiros colocados
corretamente (2)

Circulo {1); nimeros
distribuidos
proporcionalmente (2); um
ponteiro colocado
corretamente

/m
O~

% Ufz““

Pontue 5

Circulo (1); numeros distribuidos proporcionalmente nas duas metades da face do reldgio {2); ponteiros colocados

corretamente (2)

HABILIDADES PERCEPTIVAS

Contagem de pontos — pontue 0 a 4

Né&o é permitido que o individuo os aponte.
Respostas corretas, a partir do canto esquerdo; 8, 10,9 e 7.

Identificagéo de letras — pontue de0 a 4
Respostas corretas, a partir do canto esquerdo; K, M, T e A.

RECORDAGAO E RECONHECIMENTO

Recordagédo — pontue de0 a7

» Assinale e dé um ponto para cada item recordado.

Reconhecimento — pontue de 0 a 5

» Diga ao individuo: 'Eu vou lhe dar algumas dicas. Era" e entdo continue com as opgdes das partes

incorretas ou esquecidas.

Exemplo 1

Ricardo Oliveira 0+0

Boa ‘ista 78 0+1+0

Santana 0

Para 1 Escore 2/7
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O examinador devera perguntar entéo:

- Era Ricardo Moreira, Renato Moreira ou Renato Nogueira?
- Era Bela Vida, Boa Vista ou Bela Vista?

-Era 37, 73 0u 767
- Era Santana, Santarém ou Belem?

Exemplo 2

Renato Moreira 1+1
Grande Vista 73 0+1+1
Mantena 0]
Para 1 Score 5/7
O examinador devera perguntar entéo:
- Era Bela Vida, Boa Vista ou Bela Vista?
- Era Santana, Santarém ou Belém?
Exemplo 3
Renato Cliveira 1+0
Boa Vida 33 0+0+0
Bela Silveira 0+0
Sabara 0] Score 2/7
Pard 1

O examinador devera perguntar entéo:

- Era Ricardo Moreira, Renato Moreira ou Renato Nogueira?

-Era 37, 73 0u 767

- Era Bela Vida, Boa Vista ou Bela Vista?

- Era Santana, Santarém ou Belém?
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Anexo 7- Instrumento Clinical Dementia Rating (CDR)

Saudavel Deméncia Deméncia leve Deméncia moderada | Deméncia grave
questionavel CRD 2
CORO CDRO,5 CDR1 COR3
. Parda de memdnia .
Esquecimanto leva & ’ Perda de mamaria gravea;
Sem parda de memdria, consistents: lembranca moderada, mais apenas matesial muito Perda de memdna
OU apenas eial de i aceniuada para falos endido & ratid grave; apenas
MEMORIA esquecimento discreto e pa‘asm:::ugs. recenias; o déficit interfare l::&{i!is mv?s s:ﬁ fragmentos
inconsistanta banigne” com mlvm;ilgs do dia-a- - nta perdidos DAITANacam
Dificuldade moderada com
as ralagtes de lempo;
onientado no ASpaco No Orientagio pessoal
OR EHTAG‘Q Plenamente onentado | Plenamente onentado axame, mas pode ter Geraimente desorentado apanas
desorientacho geogrifica
em oulros locais
Gravemante
Lave comprometimento | Dificuldade moderada na comprometido para
JULGAMENTO E Eﬁ?::_g;" ptl:glgﬂr_ra na solugan de solugao da problamas, solugao da problamas, Incapaz da raschvar
SOLUCAO DE & o amlr:a an prablamas, samelhancas e diferencas; [ problemas ou de ter
PROBLEMAS desempanhi is:adn samelhangas e Julgamnenio social diferencas. Julzo social | qualquer juizo critico
panho p diferangas geralmente mantido geralmenia
comprameatido
Incapaz de funcionar - .
; . Sem possibilidade de Sem possiblidade de
Funcao |ndape_n|:|an1& quan!:iantunema d fara da dasmpanho fora de
na fungao habitual de nestas atividades embora ssampanha ;
ASSUNTOS NA Leve dificuldade nestas casa. Panoe casa. Parece muito
frabalho, compras, o ainda possa desarmpenhar ’
COMUNIDADE . afividades . suficientarents bem para | doents para ser levado
negdcics, finangas, & akgurnas; poda parecar lavado idad idades fora d
soclals | 2 avaliagdo sar | a atividades a ativi ora de
grupas arma B fora de casa casa
suparficial
Cunptmtmuﬂn (2]
Vida am casa, Vida em casa, r;nawdan:jaﬁu:;;?:_ 56 realiza as tarefas mais
LARE passalempos, & passatarmnpos, & mais dificais: passatem simples. Interessas muito | Sem qualquer atividade
PASSATEMPOS inleresses intelectuais | inleresses infeleciuass . intaraésasmis pos limitados e pouco significativa em casa
antidos levamenta afetados complicados s30 também martidos
abandonados
Requer muio auxilio
CUIDADOS P MNecessita assistinca Raequer assisténeia o | nos cuidados pessoais.
PESSOAIS Planamenis cy ente capaz ocasional viastir & na higiana Geralmante
incontinante
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Anexo 8 — Imagens integras das membranas referentes aos experimentos de

Western Blotting

feitos durante todo o periodo do estudo.

Analise plaquetaria

Figura S1 a. Imagem da membrana referente aos niveis de ADAM10 na condicao

controle.

ADAM10 controle nao-fragil

ADAM10 ativa 60 KDa {

" - -

EEd

|
'l
T

TR

controle jovem

|

0 cmen EEB
S .

Figura S1 b. Imagem da membrana referente ao controle endogeno (B-actina) da figura

S1a.

p-actina controle ndo-fragil

B-actinad3 KDa

controle jovem
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Figura S2 a. Imagem da membrana referente aos niveis de ADAM10 na condicao

controle.

ADAMI10 ativa 60 KDa |

ADAM10 controle ndo-fragil

-—

-

-~

controle jovem

|

Figura S2 b. Imagem da membrana referente ao controle endogeno (B-actina) da figura

S2 a.

B-actina controle nao-fragil

B-actina 43 KDa

-

L

controle jovem

|

— NN W ——— —
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Figura S3 a. Imagem da membrana referente aos niveis de ADAM10 na condicao

Fragilidade.

ADAM10 controle fragil

ADAMI10 ativa 60 KDa

controle jovem

Figura S3 b. Imagem da membrana referente ao controle endogeno (B-actina) da figura

S3 a.

B-actina 43 KDa

B-actina controle fragil

== —————-

controle jovem

|

- o —
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Figura S4 a. Imagem da membrana referente aos niveis de ADAM10 na condi¢do

Fragilidade.
ADAM10 controle fragil

_— controle jovem
—

——

P - N e —
ADAMI0 ativa 60 KDa—f—— MR s SN .

——— - _—

———

| ——

Figura S4 b. Imagem da membrana referente ao controle endogeno (B-actina) da figura
S4 a.

B-actina controle fragil

controle jovem

|

B-actina 43 KDa =t s | — o ) =
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Figura S5 a. Imagem da membrana referente aos niveis de ADAM10 na condicao

TNCL.
ADAM10 TNCL ndo-fragil
— controle jovem
l
e —
I — - -
ADAMI10 ativa 60 KDa =% : — -
ativa a - e S— - .-

Figura S5 b. Imagem da membrana referente ao controle endogeno (B-actina) da figura

S5 a.

B-actina TNCL nao-fragil

controle jovem

e

. -

onrom— -—-

— -

B-actina 43 KDa

v
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Figura S6 a. Imagem da membrana referente aos niveis de ADAM10 na condi¢do

TNCL.

ADAMI10 ativa 60 KDa =

ADAM10 TNCL néo-fragil

ol

b
S —
—
Tt T R
—
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e—
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e m—

controle jovem

|

Figura S6 b. Imagem da membrana referente ao controle endogeno (B-actina) da figura

S6 a.
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Figura S7 a. Imagem da membrana referente aos niveis de ADAM10 na condicao

Fragilidade + TNCL.
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Figura S7 b. Imagem da membrana referente ao controle endogeno (B-actina) da figura

S7 a.
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Figura S8 a. Imagem da membrana referente aos niveis de ADAM10 na condicao

Fragilidade + TNCL.
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Figura S8 b. Imagem da membrana referente ao controle endogeno (B-actina) da figura

S8 a.
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Figura S9 a. Imagem da membrana referente aos niveis de ADAM10 na condicao

Fragilidade + TNCL / Controle.
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Figura S9 b. Imagem da membrana referente ao controle endogeno (B-actina) da figura

S9 a.
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Figura S10a. Imagem da membrana referente aos niveis de ADAM10 nas condic¢des

Controle, Fragilidade e TNCL.
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Figura S10b. Imagem da membrana referente ao controle endégeno (j3-actina) da figura

S10a.
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Anexo 9 — Imagens integras das membranas referentes aos experimentos de

Western Blotting feitos durante todo o periodo do estudo.

Analise plasmatica

Figura S1la. Imagem da membrana referente aos niveis de ADAM10 na condicdo
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Figura S11b. Imagem da membrana referente ao controle enddgeno (albumina) da

figura S1la.
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Figura S12a. Imagem da membrana referente aos niveis de ADAM10 na condicao
Fragilidade + TNCL e TNCL.
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Figura S12b. Imagem da membrana referente ao controle enddgeno (Albumina) da

figura S12a.

Albumina 66KDa

126



Figura S13a. Imagem da membrana referente aos niveis de ADAM10 na condicao
Fragilidade + TNCL e TNCL.
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Figura S13b. Imagem da membrana referente ao controle enddgeno (Albumina) da
figura S13a.
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Figura S14a. Imagem da membrana referente aos niveis de ADAM10 na condigéo
Fragilidade + TNCL e TNCL.
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Figura S14b. Imagem da membrana referente ao controle endégeno (Albumina) da

figura S14a.
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Figura S15a. Imagem da membrana referente aos niveis de ADAM10 na condicao
Fragilidade + TNCL e TNCL.
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Figura S15b. Imagem da membrana referente ao controle enddgeno (Albumina) da
figura S15a.
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Figura S16a. Imagem da membrana referente aos niveis de ADAM10 na condicao

Controle.
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Figura S16b. Imagem da membrana referente ao controle enddgeno (albumina) da

figura S16a.
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Figura S17a. Imagem da membrana referente aos niveis de ADAM10 na condicao
Fragilidade.
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Figura S17b. Imagem da membrana referente ao controle enddgeno (albumina) da
figura S17a.
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Figura S18a. Imagem da membrana referente aos niveis de ADAM10 na condicao
Fragilidade + TNCL e TNCL.
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Figura S18b. Imagem da membrana referente ao controle enddgeno (Albumina) da

figura S18a.
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Figura S19a. Imagem da membrana referente aos niveis de ADAM10 na condicao

Fragilidade + TNCL e TNCL.
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Figura S19b. Imagem da membrana referente ao controle end6geno (Albumina) da

figura S19a.
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Figura S20a. Imagem da membrana referente aos niveis de ADAM10 na condigéo
Fragilidade + TNCL e TNCL.
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Figura S20b. Imagem da membrana referente ao controle enddgeno (Albumina) da
figura S20a.
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Figura S21a. Imagem da membrana referente aos niveis de ADAM10 na condicao
Fragilidade + TNCL e TNCL.
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Figura S21b. Imagem da membrana referente ao controle enddgeno (Albumina) da
figura S21a.
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