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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa gradual e progressiva,
caracterizada microscopicamente pela formacdo de depdsitos denominados placas senis e
emaranhados neurofibrilares, que geram toxicidade e colapso neural, resultando em perdas
neuronais extensas e atrofia cortical predominante no lobo temporal medial. Desde 0s
resultados do estudo de Rotterdam em 1992, sabe-se que o diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
aumenta o risco de deméncia. Pacientes com DM2 apresentam alteragdes cerebrais estruturais
e comprometimento cognitivo, com elevado risco de desenvolver DA. Estes dados sugerem que
a insulina pode desempenhar um papel fundamental com relagéo a atividade cerebral e com a
formacdo da memoria. Nosso grupo vem estudando biomarcadores periféricos para a DA desde
2010. Nossos resultados indicam que a ADAM10 (A Disintegrin And Metalloprotease), a a-
secretase que inibe a formacao das placas senis e, portanto, é protetora contra a DA, esta ativa
e tem seus niveis diminuidos em plaquetas. De modo contrario, a ADAM10 esté inativa e com
niveis aumentados no plasma de idosos com esta deméncia, quando comparado a idosos
cognitivamente saudaveis. Neste sentido, o0 objetivo deste estudo foi verificar os niveis da
ADAM10 no plasma de idosos cognitivamente saudaveis e sem alteracdo dos niveis glicémicos,
de idosos com DA, de idosos com DM2 e de idosos com a presenca concomitante de DA e
DM2. Os resultados mostraram diferenca significativa entre os niveis de ADAM10 plasmaética
entre todos 0os grupos quando comparado ao grupo de idosos com DA+DM2. Portanto,
alteracfes na via insulinica podem causar mudancas dos niveis de ADAM10 e contribuir na
piora do quadro da DA.

Palavras-chave: ADAM10, biomarcador, doenca de Alzheimer, diabetes mellitus.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a gradual and progressive neurodegenerative disease characterized
by predominant cortical atrophy in the medial temporal lobe and microscopically extensive
neuronal losses and deposits called neurofibrillary tangles and senile plaques. From the results
of the Rotterdam study in 1992, it is known that type 2 diabetes mellitus (T2DM) increases the
risk of dementia. Patients with T2DM have structural brain changes and cognitive impairment,
with a high risk of developing AD. These data suggest that insulin may play a key role in brain
activity and memory formation. Our group has been studying peripheral AD biomarkers since
2010. Our results indicate that ADAMI10 (A Disintegrin And Metalloprotease), the a-secretase
that inhibits the formation of senile plaques and, therefore, is protective against AD, is active
and decreased on platelets. Conversely, ADAM10 is inactive and increased in older adults with
this dementia than cognitively healthy older adults. In this sense, this study aimed to verify the
plasma ADAM10 levels among cognitively healthy older adults without glycemic alteration,
older adults with AD, older adults with T2DM and older adults with the concomitant presence
of AD and T2DM. The results showed a significant difference between plasma ADAM10 levels
between all groups compared to older adults with AD+T2DM. Therefore, alterations in the

insulin pathway can cause changes in ADAM10 levels and contribute to the worsening of AD.

Keywords: ADAMI10, biomarker, Alzheimer’s disease, diabetes mellitus.
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1. INTRODUCAO

1.1 Envelhecimento populacional

O envelhecimento populacional é uma realidade vivenciada desde o seculo 19 e
atualmente reflete um fendmeno mundial, experimentado pincipalmente em paises em
desenvolvimento (NATIONS, 2020). Projec@es futuras indicam que a populagéo brasileira com
60 anos ou mais triplicara, passando para 66,5 milhdes em 2050, uma das taxas de
envelhecimento mais rapidas observadas em todo mundo (IBGE, 2016; LIMA-COSTA, 2018).
A reducdo expressiva na taxa de fecundidade, associada a forte reducao da taxa de mortalidade
e 0 aumento da expectativa de vida, correspondem aos principais determinantes dessa acelerada
transicdo demografica (NATIONS, 2020).

No processo de envelhecimento, ha uma reducdo gradativa da homeostase do
organismo, levando ao maior risco de doengas. Desse modo, o Brasil caminha rapidamente para
um perfil demografico mais envelhecido, caracterizado por uma transicéo epidemiolégica, em
que as doencas cronico-degenerativas ocupam lugar de destaque, representando as principais
causas de morbidade e mortalidade no pais e no mundo (ISAEV; STELMASHOOK;
GENRIKHS, 2019; SZYBINSKA; LESNIAK, 2017).

Uma das alteracdes observadas no processo do envelhecimento acomete o sistema
neuroldgico. Normalmente ndo ha perda significativa de neurbnios, porém, a quantidade e
caracteristicas estruturais como didmetro, comprimento e ramificagcbes dendriticas podem
diminuir no envelhecimento normal (ISAEV; STELMASHOOK; GENRIKHS, 2019). Isso
ocorre de forma muito diversificada nas regides cerebrais, entretanto, é caracteristico a atrofia
do cortex frontal e temporal, dentre outras regides. Portanto, apesar da heterogeneidade ao
envelhecer, o avanco da idade pode implicar em doencas relacionadas ao declinio cognitivo e
neurodegeneracao, as quais apresentam grande impacto na independéncia e qualidade de vida
das pessoas idosas (ISAEV; STELMASHOOK; GENRIKHS, 2019).

Ainda, as altas taxas de envelhecimento, associadas as suas alteracdes fisioldgicas e
mudangas no estilo de vida que podem levar ao sedentarismo e a obesidade séo alguns dos
fatores responsaveis pela incidéncia de doencas metabdlicas em todo o mundo (STRAIN;
HOPE; GREEN; KAR et al., 2018). Dentre tais doencas, destaca-se o diabetes mellitus que ¢é
atualmente uma das prioridades na area da salde, com ac¢Ges mundiais voltadas para sua
prevencéo e controle. A epidemiologia dessa doenca mudou drasticamente em pessoas acima
de 60 anos, assim como a presenca de comorbidades associadas em individuos com diabetes

mellitus, fatores que conjuntamente apresentam risco para o declinio funcional e incapacidade
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(MARKLE-REID; PLOEG; FRASER; FISHER et al., 2018; STRAIN; HOPE; GREEN; KAR
etal., 2018).

Neste cenario, acles preventivas, diagnosticos precisos e intervencdes terapéuticas sao
medidas extremamente necessarias e urgentes, uma vez que as doengas cronico-degenerativas
precisam de acompanhamento e tratamento continuos (LIMA-COSTA, 2018). Atender as
demandas do envelhecimento implica em esforgcos multidisciplinares, dado que se trata de um
processo complexo e heterogéneo, influenciado por fatores bioldgicos, sociais e ambientais,
que podem estar relacionados e acelerar o desenvolvimento e progressdo de doencas (HOU;
DAN; BABBAR; WEI et al., 2019).

1.2 Deméncia e doenca de Alzheimer

Dentre as principais enfermidades que ocorrem no envelhecimento, a deméncia € uma
das principais causas de incapacidade e dependéncia, correspondendo a um importante
problema de salde publica (WHO, 2021). A deméncia é uma sindrome clinica caracterizada
pelo desenvolvimento de déficits cognitivos suficientes para interferir no funcionamento social
e ocupacional do individuo (QIU; FRATIGLIONI, 2018).

No DSM-5 (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders), o termo deméncia
foi atualizado para “Transtorno Neurocognitivo Maior”. O diagnostico ocorre quando ha
evidéncia de declinio cognitivo importante a partir do nivel anterior de desempenho em um ou
mais dominios cognitivos que englobam atencéo, funcdo executiva, aprendizado e memoria,
linguagem, perceptomotor e cognicdo social (AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION,
2014).

Estimativas atuais indicam mais de 55 milhdes de casos, nimero que deve aumentar em
2050, afetando 139 milhdes de pessoas, especialmente as que vivem em paises de média e baixa
renda. No Brasil o numero de mortes por deméncia aumentou em 55,5 % em 10 anos (FETER,;
LEITE; CAPUTO; CARDOSO et al., 2021). Dentre os tipos de deméncia, a doenca de
Alzheimer (DA) é a mais comum no mundo, correspondendo a cerca de 60% a 80% dos casos
e em 2050 podera afetar 135 milhdes de pessoas no mundo (ASSOCIATION, 2021; SHI;
BAIRD; WESTWOOD; HYE et al., 2018).

Apesar dos numeros alarmantes, segundo um estudo com dados do ELSI-Brasil, a
prevaléncia da DA por diagnostico médico relatado é em torno de 0,75%, porém as
investigacOes epidemioldgicas relacionadas & deméncia néo estdo atualizadas, indicando que
no Brasil individuos com DA sdo sub-diagnosticados e sub-tratados (FETER; LEITE;
CAPUTO; CARDOSO et al., 2021; NAKAMURA; OPALEYE; TANI; FERRI, 2015).
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Observou-se ainda que a prevaléncia de DA é maior em idosos com 80 anos ou mais e com
baixa escolaridade, porém adultos acima de 50 anos possuem chance de um diagndstico de DA
aumentada em 11% a cada ano (FETER; LEITE; CAPUTO; CARDOSO et al., 2021).

A DA possui um estagio prodromico identificado como transtorno neurocognitivo leve
(TNCL) anteriormente denominado como comprometimento cognitivo leve (CCL), o qual se
refere a0 comprometimento cognitivo, porém com a independéncia preservada (AMERICAN
PSYCHIATRY ASSOCIATION, 2014). O TNCL ¢ reconhecido como uma fase intermediaria
entre o envelhecimento cerebral normal e o patoldgico e € visto como um ponto de conversao
para a doenca de Alzheimer, podendo ser revertido para cogni¢do normal (BRETON; CASEY;
ARNAOUTOGLOU, 2019).

A DA é uma doenca neurodegenerativa caracterizada por um declinio progressivo na
capacidade cognitiva, comportamental e fisica a ponto de gerar incapacidade (ASSOCIATION,
2021). A etiologia ainda € incerta, porém alguns fatores de risco estdo associados a doenca,
como idade avancada, mutacGes genéticas - presenga de alelo APOE &4, mutagdes no gene para
a proteina precursora amiloide (APP), mutacGes nos genes para as presenilinas 1 e 2 e trissomia
do cromossomo 21, diabetes mellitus, obesidade, tabagismo, hipertensdo arterial (HA) e lesédo
traumatica cerebral (KUMAR; SIDHU; GOYAL; TSAO, 2021).

A atrofia cortical predominante no lobo temporal medial é resultante dos dois principais
marcos patolégicos da DA, que compreendem em depdsitos fibrilares anormais intra e
extracelulares, denominados emaranhados neurofibrilares e placas senis respectivamente,
resultando em toxicidade e colapso neural (ZHAO; LIU; XIA; ZHANG et al., 2020).

Os emaranhados neurofibrilares sdo decorrentes da hiperfosforilacdo da proteina Tau, a
qual é responsavel pela estabilizacdo de microtibulos axonais, que sdo essenciais para 0
transporte intracelular (KUMAR; SIDHU; GOYAL,; TSAO, 2021). Devido a fatores ainda ndo
muito bem compreendidos, ocorre a hiperfosforilacdo desta proteina, levando a formacéo de
filamentos helicoidais que se agregam em emaranhados neurofibrilares, os quais sdo altamente
insolUveis no citoplasma, causando prejuizo na comunicagdo entre 0s neur6nios e gerando
apoptose (KUMAR; SIDHU; GOYAL; TSAO, 2021; TIWARI; ATLURI; KAUSHIK;
YNDART et al., 2019).

As placas senis séo resultado do acimulo e agregacao do peptideo B-amiloide (Ap), o
qual ¢ gerado a partir da clivagem da APP, de modo consecutivo por - e y-secretases. Esse
evento tem papel chave na patogénese da DA e é fundamentado pela hipétese da cascata
amiloide, que é investigada ha mais de 3 décadas (ZHAO; LIU; XIA; ZHANG et al., 2020).
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A APP é uma proteina transmembrana do tipo | com func6es ainda pouco conhecidas,
mas sua acdo pode estar relacionada a sobrevivéncia, ao crescimento e a motilidade celular
(TIWARI; ATLURI; KAUSHIK; YNDART et al., 2019). A APP ¢ clivada pela acdo de
proteases por duas vias (Figura 1). A via ndo-amiloidogénica ocorre pela clivagem de o-
secretase dentro do dominio AP entre Lys16 e Leul7, criando o fragmento sAPPa, seguido de
clivagem por y-secretases, 0 que produz o fragmento C83. Essa via impede a formagao de AP
e produz fatores neuroprotetores (ZHAO; LIU; XIA; ZHANG et al., 2020).

Por outro lado, pelo processamento na via amiloidogénica, a clivagem se da por -
secretases, principalmente pela BACE-1, seguida da clivagem por y-secretases, gerando sAPPf3
e C99 respectivamente. O resultado sdo fragmentos AP insolveis e neurotoxicos, como AB40
e AP42, destes, a espécie AP42 tem maior poder de agregacdo levando a formacdo de
oligdbmeros, fibrilas e de placas senis (KUMAR; SIDHU; GOYAL,; TSAO, 2021; ZHAO; LIU;
XIA; ZHANG et al., 2020). Além de formar as placas senis, os oligdmeros de AP causam
disfungdo sinaptica e podem elevar os niveis de BACE-1, gerando um ciclo vicioso e
agravamento da DA (YUAN; SUN; TAN; YU et al., 2017).

Figura 1 - Clivagem da proteina precursora amiloide (APP) pelas a e y-secretases (via nao-
amiloidogénica) e pelas B e y-secretases (via amiloidogénica) com formacéo do peptideo beta-
amiloide (Ap).
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Extraido e modificado de ZHAO et al., 2020.

Apesar das evidéncias genéticas e neuroguimicas sustentarem as hipoteses
apresentadas, outros mecanismos também estdo relacionados a DA, 0 que a torna uma doenca
muito mais complexa para compreensdo da patogénese e consequentemente da conclusdo

diagnostica e tratamento.
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1.3 Metabolismo da insulina e diabetes mellitus tipo 2

O envelhecimento também estd fortemente associado ao aumento de doencas
metabdlicas, incluindo obesidade, resisténcia sistémica a insulina, sindrome metabdlica e
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (DE FELICE; LOURENCO, 2015). Em 2019,
aproximadamente 136 milhdes de pessoas com 65 anos ou mais tinham diabetes mellitus e é
previsto um aumento de 140 milhdes de casos até 2045 (SINCLAIR; SAEEDI; KAUNDAL;
KARURANGA et al., 2020). Nesse contexto, 0 DM2 sera responsavel por mais de 90% dos
casos, com maiores proporcdes em paises de média e baixa renda, como o Brasil, um dos
epicentros de maior prevaléncia na Gltima década (SINCLAIR; SAEEDI; KAUNDAL,;
KARURANGA et al., 2020; WHO, 2019).

A idade avancada pode favorecer a ocorréncia de DM2, chegando a 25% entre pessoas
com mais de 65 anos, portanto, a maior prevaléncia do DM2 é observada em adultos mais
velhos (HWANG; LIM; YOO; KIM et al., 2019; MARKLE-REID; PLOEG; FRASER;
FISHER et al., 2018). Embora alarmante, os nimeros podem ser ainda mais drasticos, pois 0s
casos podem ser sub-diagnosticados, principalmente na populacdo idosa pelo fator de confusédo
dos sintomas que muitas vezes podem ser associados a idade (DOS SANTOS; MAXIMO; DE
ANDRADE; DE OLIVEIRA et al., 2021). Geralmente, ndo ha presenca de sintomas no estagio
inicial ou estes podem ser imperceptiveis. Mas quando ha presenca dos sintomas, observa-se
polidria, polidipsia, polifagia, emagrecimento, fadiga, visdo embacada, alteracdo cicatricial e
parestesia ou dor nas méos e pés (ARTASENSI; PEDRETTI; VISTOLI; FUMAGALLI, 2020).

Diabetes mellitus refere-se a um distarbio metabdlico oriundo de defeitos na secrecédo
ou agédo da insulina, bem como os dois eventos de forma conjunta (WHO, 2019). A etiologia
pode refletir diferentes mecanismos resultante da interacéo entre genes e ambiente, que levam
a eventos subjacentes de disfungdo ou destrui¢do de células B-pancredticas localizadas nas
ilhotas pancreaticas, que sdo responsaveis pela formacdo de insulina (WHO, 2019). No caso do
DM2, ocorre a disfuncdo de forma progressiva das células B-pancreaticas, portanto séo
predominantemente observados defeitos na secrecdo da insulina e um estado de resisténcia a
insulina, que pode preceder uma década do surgimento da doenga (WHO, 2019).

A resisténcia insulinica é denominada como a incapacidade dos tecidos alvos
responderem normalmente a insulina, o que leva ao aumento dos niveis glicémicos e estimula
as células B-pancreaticas a produzirem mais insulina, levando ao estado de hiperinsulinemia.
Esse ciclo vicioso ocorre de tal forma que ocasiona o disturbio que é observado no DM2,
levando a hiperglicemia (PETERSEN; SHULMAN, 2018; WHO, 2019).
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A insulina € um horménio peptidico enddcrino conhecido como principal hormonio
responsavel pela homeostase de glicose na circulacdo sanguinea, metabolizando-a no madsculo
esquelético, figado e tecido adiposo (PETERSEN; SHULMAN, 2018). O principal sinal
metabolico é dado pelo aumento da concentracéo de glicose no sangue, que acessa as células
B-pancreéticas através dos transportadores de glicose (GLUTS). Inserida na célula, a glicose é
oxidada pela via glicolitica gerando ATP (adenosina trifosfato), que por sua vez despolariza a
membrana, convertendo a sinalizacdo quimica em elétrica atuando tanto na sinalizacdo das
células B-pancreaticas como na secrecdo da insulina (TOKARZ; MACDONALD; KLIP, 2018).

Quando liberada no espaco intersticial do pancreas, a insulina tem acesso a circulagao
endotelial e chega ao figado, onde grande parte da por¢do secretada € depurada pelos
hepatocitos. A por¢édo de insulina que ndo é degradada, atinge a circulacéo arterial, provocando
vasodilatacdo e estimulando a entrega deste hormonio nos tecidos alvos e consequentemente a
captacdo de glicose, principalmente no tecido muscular e adiposo, pelos miécitos e adipocitos
respectivamente. Por fim, a insulina € depurada também pelo rim, através de mecanismos de
internalizacdo, e é encerrada sua acdo no organismo para assegurar a homeostase metabdlica
ideal (TOKARZ; MACDONALD; KLIP, 2018).

Porém sua acdo é muito mais abrangente. Quando ligada aos receptores da membrana
plasmatica das células-alvo, gera uma cascata de sinalizacdo intracelular que exerce papéis
fundamentais, como crescimento e diferenciacdo celular (ARNOLD; ARVANITAKIS;
MACAULEY-RAMBACH; KOENIG et al.,, 2018; PETERSEN; SHULMAN, 2018). O
receptor de insulina é ativado dada sua ligacéo as subunidade o no meio extracelular, permitindo
que as subunidades B que estdo inseridas na membrana plasmatica, adquiram atividade quinase
gerando alteragdo conformacional e autofosforilacdo, seguido do recrutamento de proteinas
adaptadoras molecurares das familia IRS (substrato do receptor de insulina) e da familia de
proteinas transformadoras de Shc. Estas por sua vez, ativam duas vias de sinalizacdo: PI3K/Akt
(Phosphoinositide 3-kinase-Protein kinase B, PKB) e a MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinase) (ARNOLD; ARVANITAKIS; MACAULEY-RAMBACH; KOENIG et al., 2018;
SALTIEL, 2021).

A primeira é uma importante via para o transporte intracelular de glicose, bem como
para a regulacao da proliferacdo e diferenciacao celular, angiogénese, sintese proteica e sintese
lipidica. Ja a segunda via esta relacionada a proliferacdo e diferenciacédo celular, sem efeitos
nas acdes metabdlicas deste horménio (PETERSEN; SHULMAN, 2018). Além da acédo
periférica, a insulina é captada pela barreira hematoencefalica (BHE) por difusdo facilitada e

acessa 0 sistema nervoso central (SNC), apresentando fungdes importantes relacionadas a
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sobrevivéncia e manutencdo deste sistema, dada sua relagdo com a homeostase de glicose,
integridade neuronal e a cognigédo. Por outro lado, o comprometimento das vias de sinalizagéo
insulinicas no cérebro podem ocasionar processos neurodegenerativos e morte de células
neuronais (NGUYEN; TA; NGUYEN; LE et al., 2020).

1.4 Diabetes mellitus tipo 2 e doencga de Alzheimer

A conexdao entre DM2 e deméncias foi primeiramente observada no estudo de
Rotterdam, que mostrou que a diabetes mellitus aumenta o risco de deméncia (BRETELER,;
VAN DEN OUWELAND; GROBBEE; HOFMAN, 1992). Desde entdo, alteracdes na via
insulinica tém sido associadas a distdrbios cerebrais, como a DA (ZHANG; CHEN; HUA;
LIAO et al.,, 2017), uma vez que individuos com DM2 apresentam maiores alteracdes
estruturais no cérebro, bem como maiores indices de casos de comprometimento cognitivo, e
assim, elevado risco de desenvolver DA, notadamente a forma de inicio tardio (BEDSE; DI
DOMENICO; SERVIDDIO; CASSANO, 2015; NGUYEN; TA; NGUYEN; LE et al., 2020).

Embora o cérebro j& tenha sido considerado um 6rgéo insensivel a insulina, varios
estudos in vivo e in vitro mostraram que a insulina tem a capacidade de regular a sobrevida
neuronal, a plasticidade e também atuar como um fator de crescimento cerebral (BIESSELS;
REAGAN, 2015; SPINELLI; FUSCO; GRASSI, 2019). Além disso, o hipocampo, uma regiao
do cérebro importante para 0s processos de memoria e aprendizado, possui altos niveis de
receptores de insulina e foi identificado como um alvo importante deste horménio (BEDSE; DI
DOMENICO; SERVIDDIO; CASSANO, 2015).

Estes dados sugerem, portanto, que a insulina pode desempenhar um papel em
mecanismos relacionados com a atividade cerebral e, especificamente, com a formacgdo da
memdria (FORMIGA; PEREZ-MARAVER, 2014). A resisténcia insulinica periférica, uma
fase que antecede 0 DM2, diminui a sinalizacdo de insulina no SNC e altera 0 metabolismo
cerebral, o que pode ser a base de ligacdo desta doenca com a DA (NGUYEN; TA; NGUYEN,;
LE et al., 2020). Desta forma, a partir destes achados, a DA tem sido chamada por alguns
pesquisadores de “diabetes mellitus tipo 3” (DM3) ou “diabetes cerebral” (FORMIGA;
PEREZ-MARAVER, 2014).

Dentre os achados patolégicos da DA e a resisténcia insulinica, observa-se que
alteracdes no metabolismo cerebral contribuem para a formacao de Ap e também podem levar
a hiperfosforilagdo da proteina tau, a disfungdo mitocondrial e consequentemente ao estresse
oxidativo, bem como a ativacdo de citocinas inflamatorias, eventos que resultam em morte
neuronal (NGUYEN; NGUYEN; NGUYEN; GIAU, 2020).
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Por outro lado, a toxidade de AB pode levar a resisténcia a insulina, uma vez que niveis
aumentados de AP competem com a insulina pelos seus receptores, levando a uma reducao da
sinalizacdo destes, causando uma desregulacdo das vias citadas anteriormente, as quais sdo
essenciais para a manutencdo neuronal. Ainda, ha falha na depura¢ao de AP, uma vez que a
enzima que degrada a insulina (IDE) que é altamente expressa no cérebro, também desempenha
papel fundamental na degradacao do Ap (NGUYEN; NGUYEN; NGUYEN; GIAU, 2020).

1.5 Biomarcadores periféricos para diabetes mellitus tipo 2 e doenca de Alzheimer

Biomarcadores sdo caracteristicas bioldgicas e fisiolégicas que podem ser
especificamente medidas ou avaliadas como indicadores de algum processo normal ou
patoldgico, ou como uma resposta a terapia (GROUP, 2001). A pesquisa dos biomarcadores €
relevante para o conhecimento da fisiopatologia da doenca e sua aplicacdo é atualmente
difundida em muitos ensaios clinicos, bem como na pratica clinica (KRAUS, 2018).

No caso do DM2 a maioria dos biomarcadores ja estabelecidos e amplamente utilizados
provém de tecido periférico através de analises sanguineas dos niveis glicémicos. Na auséncia
de sintomas, o diagnostico € verificado através da repeticdo dos testes que incluem a medida de
glicose plasmatica em estado de jejum com valor maior ou igual a 126 mg/dl, do teste oral de
tolerancia a glicose (TOGT) maior ou igual a 200 mg/dl ou quando a hemoglobina glicada
(HbA1c) é maior ou igual a 48 mmol/mol (6,5%), destes, a HbAlc é o exame que deve ser
padronizado. Ja quando ha presenca de sintomas, a dosagem de glicemia deve ser ao acaso e
independente de jejum e 0 DM2 é diagnosticado caso a glicemia apresente valor maior ou igual
a 200 mg/dl (ARTASENSI; PEDRETTI; VISTOLI; FUMAGALLI, 2020).

Em contrapartida, os biomarcadores para DA sdo mais escassos, porém, desde a
introducdo em pesquisas relacionadas a esta deméncia, os biomarcadores proporcionaram
melhor entendimento sobre alteracdes bioquimicas, comprovacao da presenca de estagios pre-
clinicos, iniciais e tardios e auxiliaram no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
(ASSOCIATION, 2021). Especificamente para a DA, os biomarcadores de imagem incluem
medidas moleculares de deposicdo de amiloide e tau usando tomografia por emissdo de
positrons (PET), verificacdo do metabolismo da glicose cerebral também por imagens de PET,
bem como medidas de volume cerebral através de ressonancia magnética (RM) ou tomografia
computadorizada (TC) (BLENNOW, 2017).

A combinacéo da reducdo do peptideo Ap42, o aumento da tau fosforilada (p-tau) e de
tau total (t-tau) no liquido cefalorraquidiano (LCR) s&o achados tipicos de identificacdo para
DA (ZETTERBERG, 2017). Entretanto, o uso destes biomarcadores ainda é limitado pelo alto
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custo e acesso restrito para estudos de RM e PET e a relativa invasividade da coleta de amostras
de LCR (SHI; BAIRD; WESTWOOD; HYE et al., 2018).

Em decorréncia destas restricdes e na incessante busca de aprimorar as ferramentas
diagnosticas, um crescente nimero de estudos busca por biomarcadores em tecidos periféricos,
como o sangue, dado seu facil acesso, baixo custo e poder de aplicacdo em larga escala (SHI,
BAIRD; WESTWOOD; HYE et al., 2018). Essa possibilidade ¢ estabelecida devido ao dano a
barreira hematoencefalica, um evento caracteristico que ocorre na DA em casos graves, que
pode ser capaz de aumentar o movimento bidirecional de proteinas cerebrais e o sangue, uma
vez que aproximadamente cerca de 500 ml de LCR entram em contato com o plasma sanguineo
diariamente, e assim, 0 sangue representa uma fonte rica para a prospecgdo de biomarcadores
para a DA (ZIPSER; JOHANSON; GONZALEZ; BERZIN et al., 2007).

Porém, ensaios clinicos mostram que a identificacdo de moléculas do SNC no tecido
sanguineo, apesar de ser um desafio, é possivel mesmo em estagios iniciais da deméncia
(ZETTERBERG; BURNHAM, 2019). Nos ultimos anos 0 progresso na pesquisa em
biomarcadores sanguineos se deu pelos avancos tecnologicos que permitiram deteccdes
moleculares mais sensiveis e precisas, além da rapida aplicabilidade na pratica clinica.
(ZETTERBERG; BURNHAM, 2019). Dentre os tecidos periféricos, as plaquetas e o plasma
sdo fontes ricas de prospeccdo, uma vez que compartilham multiplas semelhancas com as
células neuronais (COLCIAGHI; BORRONI; PASTORINO; MARCELLO et al., 2002;
ZIPSER; JOHANSON; GONZALEZ; BERZIN et al., 2007).

Nosso grupo vem estudando biomarcadores periféricos para a DA com foco na
ADAM10 (A Disintegrin And Metallopeptidase), desde 2010. Verificamos 0s niveis e atividade
da protease no LCR, em plaquetas e plasma, com resultados que indicam o potencial uso da
ADAM10 como possivel molécula biomarcadora periférica para DA (DE OLIVEIRA;
ERBERELI; MANZINE; MAGALHAES et al., 2020; MANZINE; BARHAM; VALE;
SELISTRE-DE-ARAUJO et al., 2014; MANZINE; BARHAM; VALE FDE; SELISTRE-DE-
ARAUJO et al., 2013; MANZINE; DE FRANCA BRAM; BARHAM; DO VALE FDE et al.,
2013; PEREIRA VATANABE; PERON; MANTELLATTO GRIGOLI; PELUCCHI et al.,
2021).

1.6 ADAM10

As ADAMs sdo membros da superfamilia das proteases dependentes de zinco
(HOOPER; TURNER, 2002). Dentre essas, a ADAM10 foi identificada como a principal o-
secretase envolvida no processamento da APP (LAMMICH; KOJRO; POSTINA; GILBERT
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et al., 1999). A ADAM10 é uma protease de membrana que atua na regulacdo da estrutura e
dos niveis de muitas proteinas transmembranas, clivando mais de 90 substratos e
consequentemente € intermediaria de funcdes fisiologicas, como diferenciacdo, proliferacéo e
adesdo celular (YUAN; SUN; TAN; YU et al., 2017). E composta por 748 aminoécidos e
contém a partir da regido N-terminal, um pro-dominio, um dominio metaloprotease, um
dominio desintegrina, um dominio rico em cisteina, uma hélice transmembrana e uma regiéo
citoplasmatica (Figura 2) (PERON; VATANABE; MANZINE; CAMINS et al., 2018).

Essa proteina é produzida como um zimogénico no reticulo endoplasmatico e seu pro-
dominio a mantém inativa. Posteriormente durante a passagem pelo complexo de Golgi, o pro-
dominio é removido por furinas e por enzimas convertases (PC 7), entdo a ADAM10 torna-se
ativa e madura (WONG; MARETZKY; PELEG; BLOBEL et al., 2015). A pro-ADAM10
possui massa molecular de ~ 85 kDa e ap6s remocao do pro-dominio a ADAM10 adquire uma
massa de ~ 65 kDa. J& quando ocorre a eliminacdo do ectodominio, o fragmento citoplasmatico
fica ancorado a membrana, e é liberada a forma solGvel de ~ 55 kDa (SADAM10) (Figura 2)
(PERON; VATANABE; MANZINE; CAMINS et al.,, 2018). A clivagem mediada por
ADAMI0 ¢ regulada nos niveis transcricionais, translacionais e de pos-traducao por varios
fatores e de maneira complexa a qual ha necessidade de melhor entendimento dos mecanismos,
porém o trafego intracelular o qual faz parte do nivel de pés-traducdo é apontado como o
regulador mais importante (YUAN; SUN; TAN; YU et al., 2017).

Figura 2. Estrutura multimodular da ADAM10. A partir da regido N-terminal observa-se o pro-
dominio (verde), dominio metaloprotease (azul), dominio desintegrina (marinho), dominio rico
em cisteina (laranja), hélice transmembrana (roxo) e regido citoplasmatica (cinza).
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Extraido de PERON et al. 2018.
A ADAMI10 foi descrita como a principal a-secretase em neur6nios, atuando no

processo de clivagem de APP, prevenindo geragcdo de AP e liberando o fragmento sAPPa, o
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qual apresenta caracteristicas neuroprotetoras e neurotroficas (YUAN; SUN; TAN; YU et al.,
2017). Além disso, a atividade de ADAM10 também esté relacionada na regulacdo e morfologia
de estruturas pés-sinapticas (MARCELLO; BORRONI; PELUCCHI; GARDONI et al., 2017;
YUAN; SUN; TAN; YU etal., 2017).

Por essa questdo, o uso terapéutico visando aumentar os niveis ou estimular a atividade
da ADAM10 tém ganhado destaque, uma vez que seus beneficios podem atrasar 0 processo
patoldgico da DA, porém, por sua ampla acéo proteolitica e por ainda serem desconhecido todos
mecanismos da sua acao, € necessario que se avalie meticulosamente os efeitos da sua ativacao
(PERON; VATANABE; MANZINE; CAMINS et al., 2018; YUAN; SUN; TAN; YU et al.,
2017).

Contudo, a utilizacdo da ADAM10 como potencial biomarcadora paraa DA é recorrente
na literatura. Estudos relataram niveis de ADAM10 diminuidos em plaquetas de pacientes com
DA em comparacdo a idosos cognitivamente saudaveis (COLCIAGHI; BORRONI;
PASTORINO; MARCELLO et al., 2002; MANZINE; DE FRANCA BRAM; BARHAM; DO
VALE FDE et al., 2013) e foi verificada uma correlacdo positiva entre os niveis de ADAM10
plaquetaria e testes de rastreio cognitivo (MANZINE; BARHAM; VALE; SELISTRE-DE-
ARAUJO et al., 2014; MANZINE; BARHAM; VALE FDE; SELISTRE-DE-ARAUJO et al.,
2013).

Ainda, observou-se que esta diminui¢do ndo ocorre via expressdo génica, uma vez que
os niveis de mRNA para esta proteina ndo estdo alterados entre idosos cognitivamente
saudaveis, com TNCL ou com DA (MANZINE; MARCELLO; BORRONI; KAMPHUIS et
al., 2015). Entretanto, diferengas nos niveis do miRNA 221 foram observados entre sujeitos
cognitivamente saudaveis e com DA, verificando-se que 0 miRNA 221 esté relacionado com a
regulacdo a nivel translacional da proteina ADAM10 (MANZINE; PELUCCHI; HORST;
VALE et al., 2018).

De modo contrario, pesquisadores investigaram os niveis e atividade da ADAM10 no
envelhecimento cognitivo normal e constataram um aumento desta proteina em idosos
saudaveis, indicando que niveis aumentados de ADAM10 plaquetaria podem ser importantes
para o0 envelhecimento cognitivamente saudavel (SCHUCK; WOLF; FELLGIEBEL,
ENDRES, 2016). Recentemente, nosso grupo investigou a proteina no plasma sanguineo e
diferente do que foi observado nas plaquetas, os niveis de ADAM10 estavam aumentados no
plasma de idosos com TNCL e DA, quando comparado a idosos controles (DE OLIVEIRA;
ERBERELI; MANZINE; MAGALHAES et al., 2020).
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Apos analise em diferentes meios bioldgicos, constatou-se que tanto no plasma, assim
como no LCR, a ADAM10 esté inativa, ou seja, ndo exerce sua fungdo de protease, uma vez
que se encontra na forma soltvel (~ 55 kDa). Essa isoforma nédo estd mais ancorada a membrana
plasmatica, condicdo que € essencial para ADAM10 exercer sua atividade como protease
(PEREIRA VATANABE; PERON; MANTELLATTO GRIGOLI; PELUCCHI et al., 2021).

Estes resultados reforcam o potencial da ADAMI10 como possivel molécula
biomarcadora periférica para DA e ainda evidenciam um meio de analise de mais facil acesso
e menor custo para os sistemas de satde. Contudo, e muito importante para a razéo do estudo
aqui proposto, observamos uma grande variagao dos niveis de ADAM10 entre idosos com DA
que também eram diabéticos (em tratamento ou ndo), dados ainda ndo publicados. Por outro
lado, ainda ndo existem estudos que verifiquem os niveis plasmaticos de ADAM10 entre idosos
com DA e com DM2 de forma concomitante. Uma vez comparados esses niveis, a inclusao de

novas terapias farmacoldgicas combinadas entre 0 DM2 e a DA poderia ser proposta.
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2. OBJETIVOS

Verificar os niveis de ADAM10 em amostras de plasma de idosos com DA, idosos com
DM2 e idosos com a presenga concomitante de DA e DM2 e comparar com 0s achados obtidos

em idosos cognitivamente saudaveis e sem alteracao dos niveis glicémicos.
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3. MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo descritivo e transversal desenvolvido no Laboratério de Biologia
do Envelhecimento — LABEN, localizado na Universidade Federal de Sdo Carlos — UFSCar. A
amostra foi composta por 36 sujeitos (controles, n=9; DA, n=9; DM2, n=9; DA + DM2, n=9;),
com idade igual ou superior a 60 anos. Os sujeitos que compdem o estudo fazem parte do banco
de dados de pesquisa do LABEN, que fizeram parte de outros estudos desenvolvidos pelo grupo
de pesquisa (Processos FAPESP 2012/08654-7; 2015/26084-1; 2016/06226-9).

3.1 Aspectos éticos

Inicialmente o projeto de pesquisa e 0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da Universidade Federal de Sdo Carlos. Todas as etapas obedeceram as diretrizes da resolucéo
466/2012 do Conselho Nacional de Saude. O parecer deste estudo foi registrado com o nimero
CAAE: 31634720.9.0000.5504. Entretanto, devido ao cenario mundial da pandemia por
COVID-19, as coletas de sangue que seriam realizadas foram interrompidas. Devido a isso,
conforme descrito no item anterior, as amostras utilizadas para execucdo desse trabalho fazem
parte do banco de dados de projetos anteriores, também realizados no LABEN e que seguiram
todas as diretrizes da resolugdo CNS 466/2012 e CNS 510/2016 que tratam sobre a ética de
pesquisa com seres humanos. Os estudos foram registrados com o0s numeros CAAE:
02760312.0.0000.5504/ n° parecer: 112.543; CAAE: 51995615.3.1001.5504/ n° parecer:
1.566.831; CAAE: 78602515.5.0000.5504/n° parecer: 1.524.578.

3.2 Participantes

Os participantes desta pesquisa sdo pessoas com idade igual a 60 anos ou mais, Usuarios
dos servicos de referéncia e contra referéncia em deméncia do municipio de Séo Carlos, a
Unidade Saude Escola (USE), Centro de Especialidades Médicas (CEME) e Unidades Saude
da Familia (USFs). As coletas de sangue aconteceram nos anos de 2012, 2016 e 2017.
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Figura 3. Representacgdo das etapas de selecéo dos participantes e execucdo da pesquisa.
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3.3 Critérios de Inclusao e Exclusao

Os critérios de inclusdo e exclusdo descritos nesse trabalho, seguem os que foram

aplicados para a execuc¢do dos trabalhos referentes as amostras analisadas nesse estudo.

3.3.1 Critérios de Inclusdo dos Participantes para o Grupo Controle

1. Ser residente do municipio de Séo Carlos;
2. Ser usuéario de uma USF;

3. Fazer parte do banco de dados do Grupo de Pesquisa “Biologia e Envelhecimento”;

3.3.2 Critérios de Inclusdo dos Participantes para o Grupo Doenca de Alzheimer

1. Ser residente do municipio de Séo Carlos;
2. Ser cadastrado nas instituicGes de referéncia a satde, USE e/ou CEME;

3. Ter sido acompanhado ou ter acompanhamento por médicos da USE ou do CEME;
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4. Apresentar diagnostico de provavel doenca de Alzheimer! leve, moderada ou avancada de
acordo com o Clinical Dementia Rating (CDR);

5. Fazer uso de medicacOes para a doenca de Alzheimer (Donepezila, Rivastigma, Galantamina

e/ou Memantina).

3.3.3 Critérios de Inclusdo dos Participantes para o Grupo Diabetes mellitus tipo 2

1. Ser residente do municipio de S&o Carlos;
2. Ser cadastrado nas instituicdes de referéncia a satde, USE e/ou CEME;
3. Ter acompanhamento ou ter sido acompanhado por médicos da USE ou do CEME;

4. Ter diagnostico autorrelatado de DM2 e/ou estar em uso das medicacdes especificas para
DM2.

3.3.4 Critérios de Inclusdo dos Participantes para o Grupo com Presenca Concomitante de

Doenca de Alzheimer e Diabetes mellitus tipo 2

1. Ser residente do municipio de Séo Carlos;
2. Ser cadastrado nas instituicOes de referéncia a satde, USE e/ou CEME;
3. Ter acompanhamento ou ter sido acompanhado por médicos da USE ou do CEME;

4. Apresentar diagndstico de doenga de Alzheimer e DM2, segundo os critérios descritos acima.

3.3.5 Critérios de Exclusdo

Aplicado a todos 0s grupos, os participantes ndo poderiam manifestar alteragdes cognitivas e/ou

metabdlicas, de acordo com os critérios descritos na tabela 1.

! De acordo com o critério NINCDS-ADRDA (McKhann et al., 1984).
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Tabela 1. Critérios de exclusdo estabelecidos para a pesquisa.

CRITERIOS DE EXCLUSAQ?

Transtorno Depressivo Maior®

Transtorno Bipolar®

Esquizofrenia®
Retardo Mental®
Transtorno por uso de substancia®

Hidrocefalia*

Massa intracraniana’

Doenca cerebrovascular significativa participando como etiologia da deméncia;
Alteraces clinicamente significativas na vitamina B12;
AlteragBes clinicamente significativas na sorologia de sifilis;

Historia de trauma craniano (clinicamente significativo em relacdo ao quadro demencial);
Outra doenca neurolégica (clinicamente significativa em relacdo ao quadro demencial);
Déficits auditivos (clinicamente significativos e sem correcéo);

Déficits visuais (clinicamente significativos e sem correcao);

3.4 Protocolo de avaliagio socioecondmica

A caracterizacdo socioecondmica da amostra foi obtida através de um protocolo
avaliativo de acordo com os critérios da faixa etaria, sexo, escolaridade em anos e renda dos

participantes.

3.5 Protocolo das avaliagdes de rastreio cognitivo
3.5.1 Mini-Exame do Estado Mental (MEEM)

O Mini-Exame do Estado Mental (MEEM) foi utilizado para detectar possiveis
alteracdes cognitivas. O MEEM foi criado em 1975 e desde entdo é o teste de rastreio cognitivo
mais usado na pratica clinica para avaliacdo cognitiva em todo mundo. Por ser um instrumento
de facil aplicagdo e rapida execucdo, é utilizado tanto na pratica clinica, para identificar déficits
cognitivos, acompanhar a progressao da doenca e verificar a resposta ao tratamento, como no
ambito das pesquisas de avaliaces neuropsicoldgicas (DE MELO; BARBOSA, 2015). Esse
teste compreende a avaliagdo de maltiplos dominios cognitivos, como: orientacdo espacial e
temporal, (cinco pontos cada), memdria imediata e de evocacgéo (trés pontos cada), calculo
(cinco pontos), linguagem-nomeacdo (2 pontos), linguagem-repeticdo (1 ponto), linguagem-
compreensdo (4 pontos), linguagem-escrita (1 ponto) e capacidade visuoconstrutiva (1 ponto).

A somatdria total corresponde a 30 pontos e notas abaixo das notas de corte indicam déficits

2 Extraido de Colciaghi, F. et al., Platelet APP, ADAM10 and BACE alterations in the early stages of Alzheimer
disease. Neurology, 2004.

3 De acordo com os critérios do DSM-1V (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders).

4 Por tomografia Computadorizada ou Ressonancia Magnética nos ultimos 18 anos.
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cognitivos. A nota de corte adotada para esse estudo, seguiu as pontuacfes de acordo com 0s
anos de escolaridade conforme a validagdo do teste para populagéo brasileira (BRUCKI,
NITRINI; CARAMELLI; BERTOLUCCI et al., 2003)

3.5.2 Clinical Dementia Rating (CDR)

A escala Clinical Dementia Rating (CDR) foi desenvolvida em 1982 e adaptada 11 anos
depois, com o aprimoramento das informag6es contidas no teste. Trata-se de um instrumento
que permite classificar os diferentes graus de deméncia e auxiliar na identificagdo de casos
questionaveis, como os casos de TCNL (MONTANO; RAMOS, 2005). E aplicado em forma
de uma entrevista estruturada, que avalia os aspectos cognitivos e comportamentais em 6
categorias: orientacdo, memoria, julgamento ou resolucdo de problemas, lar e passatempos,
assuntos comunitarios, e cuidados pessoais. Cada categoria € classificada em uma pontuagéo:
0 (sem alteracdo); 0,5 (questionavel); 1 (deméncia leve); 2 (deméncia moderada); e 3 (deméncia
grave), como excecdo da categoria de cuidados pessoais, a qual a pontuacédo igual a 0,5 ndo €
aplicada. Para esse teste ndo existe notas de corte estabelecida de acordo com a desenvoltura
populacional, uma vez que, os individuos sao comparados com as suas proprias pontuacoes
prévias (MONTANO; RAMOS, 2005).

3.6 Coleta e processamento do sangue

Para a realizagdo das coletas de sangue foi realizada uma parceria com as unidades
USFs, USE e CEME da cidade de Sao Carlos/SP. A coleta do material (8,5 ml) foi realizada
com auxilio de escalpes (BD Vacutainer Push Button Blood Collection Set), garrote de média
compressdo, alcool 70% e algoddo. Os tubos contendo solucdo de citrato de sédio (3,8%) e
glicose (136 mM) foram utilizados para coleta e na sequéncia foram invertidos 10x e mantidos
a temperatura de 4°C durante o periodo de armazenamento e transporte. O sangue coletado foi
transportado até o Laboratério de Biologia do Envelhecimento (LABEN), para processamento
do material. Inicialmente foi realizada a centrifugagdo a 1.200 rpm por 10 minutos para
obtengdo do plasma rico em plaquetas (PRP), seguido de centrifugacdo a 2.400 rpm por 10
minutos para separacdo das plaquetas e obtencdo do plasma pobre em plaquetas (PPP).

Posteriormente as amostras foram armazenadas no LABEN em biorrepositorio (-80°C).
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3.7 Determinacédo dos niveis plasmaticos da ADAM10 por ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay)

Os niveis da secretase ADAM10 foram analisados por ELISA utilizando o kit comercial
da Life-Span Biosciences para ADAM10 (catdlogo nimero LS-F23768). Para realizagdo do
ensaio, um volume de 100ul das amostras de plasma, padrdo e controle negativo (branco) foi
plaqueado em placa de 96 pogos fornecida pelo kit. As amostras do controle negativo e padréo
foram fornecidas pelo kit. As placas foram incubadas por 90 minutos a 37°C. Na sequéncia,
100ul de reagente de detecgdo de anticorpo (1x Biotinylated detection antibody) foram
adicionados em cada poco e as placas foram incubadas por mais 1 hora a 37°C. Posteriormente,
0s pocos foram lavados cuidadosamente por trés vezes com 300ul de tampao de lavagem (wash
buffer) fornecido pelo kit. Logo apos, 100ul do reagente HRP-conjugate foram adicionados a
cada poco e as placas foram novamente incubadas a 37°C por 30 minutos adicionais. A seguir,
uma nova etapa de 5 lavagens foi executada seguindo 0s mesmos passos descritos
anteriormente. Ap6s, 90ul do reagente de substrato (TBM Substrate) foram adicionados aos
pogos, seguidos de 15-20 minutos de incubagdo no escuro a 37°C. Ao final, 50ul de solugdo de
parada (Stop solution) foram adicionados e as placas foram lidas em leitora de placas em
comprimento de onda de 450nm (Microplaca Labtec - LT4000).

Ainda, seguindo 0os mesmos passos conforme descrito anteriormente uma curva padrédo
foi realizada com o reagente (Standard lyophilized) usando 4000pg/ml em 1.0 ml de diluente
de amostra, ambos provenientes do kit (LS-F23768). Foi feita uma diluicdo em série (4000
pg/ml, 2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml) e partir dela foi
determinada a concentracdo da proteina nas amostras de plasma de cada um dos grupos. Ainda,
juntamente a essa etapa, também foi preparada uma curva de diluicdo de uma amostra de plasma
como controle para checagem da melhor concentracdo para ser utilizada no experimento (1:1,
1:10, 1:100, 1:100, 1:1k, 1:10k, 1:100k, 1:1000k e 1:10.000K) e posteriormente o ensaio foi
conduzido. No caso, a concentracdo de amostra que melhor se inseriu na curva padrao foi de
1:100.

3.8 Quantificacéo de proteinas totais e da ADAM10

A quantificacdo de proteinas totais foi determinada através do método Pierce BCA (kit
Thermo Scientific 23227 | lote TK274305), a partir de 10pl de amostra de plasma pobre em
plaquetas aplicados em placa de 96 pocos. A leitura da absorbancia foi realizada no

equipamento BioTek Synergy™ HI1 em 540nm. Em seguida, ap6s a concentracdo de proteinas
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totais das amostras ser determinada, a quantificacdo dos niveis de ADAM10 foi realizada
utilizando a técnica de andlise por SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel

electrophoresis) seguida por western blotting.

3.9 SDS-PAGE e Western Blotting

Para obter quantidade proteica de 10ug/ul, as amostras de plasma pobre em plaquetas
foram diluidas 10x e entdo misturadas com 7,5ul de tampé&o de amostra para SDS-PAGE [950ul
Tampdéo 2x Laemmli Sample Buffer e 50ul de Beta-mecaptoetanol]. Em seguida as amostras
foram fervidas por 5 minutos a 100°C em banho seco, e posteriormente, 15ul do preparo foram
aplicados em gel de poliacrilamida (10%) [Tris 1,5M pH 8.8, SDS 10%, acrilamida 30%, 4gua
mili-Q, Temed e PSA 10%]. Um volume de 8ul do marcador padrdo (Precision Plus Protein™
Kaleidoscope) foi utilizado em todas as corridas para marcacdo posterior das massas
moleculares das proteinas. As corridas de eletroforese foram realizadas com duracdo média de
90 minutos a 100V (volts) constantes. Em seguida as proteinas presentes nos géis foram
transferidas para membranas de nitrocelulose (BioRad) através do sistema de transferéncia
umida em tampao de Tris-base (25mM), glicina (92mM) e metanol (20%) a 70V (volts) a 4°C
por 2 horas. Para confirmar a eficacia da transferéncia e identificacdo do controle endégeno
(albumina plasmatica), as membranas de nitrocelulose foram coradas com Ponceau [Ponceau
0,5% (m/v) em &cido acético 0,1% (v/v)]. Em seguida, as membranas foram incubadas por 1
hora e 30 minutos em solugdo de bloqueio (1x TBS 1% Casein Blocker) em temperatura
ambiente. Posteriormente, apds 3 etapas de lavagens em TBST por 5 minutos cada, as
membranas foram incubadas overnight em geladeira a 4°C, com o anticorpo primario anti-
ADAMI10 (Ab39180 rabbit, 1:1000 em 1x TBS 1% Casein Blocker). Na sequéncia, as
membranas passaram pela etapa de incuba¢do com anticorpo secundario (Ab97051 rabbit,
1:2000 em 1x TBS 1% Casein Blocker) por 1 hora em temperatura ambiente. As etapas de
blogueio e incubacdo nos anticorpos ocorreram em plataforma agitadora. Para a revelacdo das
bandas de proteinas foi aplicado o protocolo do kit Clarity Western ECL Substrate (BioRad) e
0 leitor de imagem ChemiDocTM MP Imaging System (BioRad). O uso da albumina como
controle enddgeno é recorrente e muito utilizado na literatura e além desta, ainda foi utilizada
uma amostra de plasma de um controle jovem (CJ), seguindo as mesmas etapas ja descritas, a
qual foi aplicada em todos os géis para minimizar as variagcdes analiticas do experimento.

Ressalta-se que todas as amostras foram realizadas em duplicata.
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3.10 Densitometria das bandas

Ao final da revelacdo das membranas, as bandas correspondentes & marcacdo dos
anticorpos foram mensuradas com auxilio do software Image Lab 6.1 (BioRad). Foi empregado
0 volume ajustado das bandas como parametro para analise, que expressa 0 volume total de
pixels, reduzindo do background. Os valores finais de absorbancia das bandas foram obtidos a
partir da razdo entre as médias da ADAM10 pelas médias da albumina de todos os grupos
(Controle, DA, DM2 e DA+DM2), incluindo o CJ. Na sequéncia os valores obtidos dos grupos
foram divididos pelo CJ, para maior normalizacéo dos dados. A quantificacdo das amostras foi

realizada por analise cega dos individuos.

3.11 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos na técnica de ELISA e nos experimentos de western blotting
foram planilhados utilizando o software Microsoft Excel. As analises estatisticas e os graficos
referentes aos dois experimentos foram feitos a partir do software GraphPad Prism 9. A
normalidade dos dados foi verificada por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados
foram comparados utilizando o teste ANOVA One-Way, seguido do teste de comparagdo
multipla de Fisher LSD, para comparagédo entre 0s grupos. Do mesmo modo, todos 0s sujeitos
que apresentaram valores anormais, com grandes divergéncias nos dados dos demais,
denominados como outliers, ap6s serem identificados pelo software, foram excluidos. O nivel

de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%, ou seja, p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Dados socioeconémicos, clinicos e avaliagédo cognitiva

Os dados socioecondmicos, descritos na Tabela 2, mostram que a amostra do estudo foi
composta majoritariamente pelo sexo feminino (58%) com idades entre 73,3 a 83,7 anos, sendo
os idosos mais velhos participantes do grupo DA (83.7 + 5.9), o qual também apresentou tempo
de escolaridade maior em relacéo aos demais (7.2 + 6.3). Na analise econémica, a maioria dos
participantes (28%) se concentrou na faixa de 1 a 2 salarios-minimos, embora uma grande
parcela (36%) nao tenha declarado qualquer informacdo sobre essa categoria. O uso de
medicacdes para as doencas foi maior no grupo com presenca concomitante de DA e DM2
(100%), porém observa-se niumeros proximos em idosos do grupo DA e idosos do grupo DM2
em comparagdo ao grupo controle. Em relagdo as comorbidades associadas, todos 0s grupos
apresentaram HA, com mais casos nos grupos DM2 e DA+DM2 (67% em ambos), ja a
dislipidemia foi menos relatada e teve a maioria dos casos no grupo DM2 (44%). Como
esperado, as pontuacdes obtidas no MEEM foram menores nos grupos dos idosos com DA e
com a presenga concomitante de ambas as comorbidades (11 = 9.47 e 12 + 8.3 respectivamente),
ja em relacdo ao CDR observa-se que no grupo DA a amostra € composta por sujeitos
classificado no CDR1, CDR2 e CDR3, ou seja, 0 grupo é formado por casos de DA leve,
moderada e avancada. Curiosamente, o grupo DA+DM2 teve grande presenca de individuos na
classificacdo CDR1 (Tabela 2).



Tabela 2. Dados de caracterizac¢do socio demograficos e clinicos dos participantes.
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Variavel Controle DA DM2 DA+DM2  Total
n (%) n (%) n%) n (%) n (%)
Sexo
Total 9 (25) 9 (25) 9 (25) 9(25) 36(100)
Feminino 6 (67) 5 (56) 6 (67) 4 (44) 21 (58)
Masculino 3 (33) 4 (44) 3(33) 5 (56) 15 (42)
Faixa etaria
60-69 anos 1(11) 0 (0) 3(33) 2 (22) 6 (17)
70-79 anos 5 (56) 2(22) 4 (44) 4 (44) 15 (42)
80-89 anos 3(33) 5 (56) 2(22) 3(33) 13 (36)
90 anos ou 0(0) 2 (22) 0(0) 0(0) 2 (6)
mais
Escolaridade
Nenhum 0 (0) 0 (0) 2 (22) 0 (0) 2 (6)
1-4 anos 7 (78) 6 (67) 4 (44) 7 (78) 24 (67)
5-8 anos 1(11) 1(11) 1(11) 1(11) 4 (11)
9anosoumais 1(11) 2 (22) 2 (22) 1(11) 6 (17)
Renda do Idoso
De %/2 a1 salario minimo 1 (11) 1(11) 0(0) 2 (22) 4(11)
De 1 a 2 salarios minimos 5 (56) 1(11) 3(33) 1(11) 10 (28)
De 2 a 3 salarios minimos 1 (11) 3(33) 0(0) 0(0) 4(11)
De 3 a 4 salarios minimos 1 (11) 1(11) 1(11) 0(0) 3(8)
Acima de 4 salarios minimos 1 (11) 1(11) 0(0) 0(0) 2 (6)
Nao aceitou declarar 0(0) 2 (22) 5 (56) 6 (67) 13 (36)
Usa medicamentos para diabetes mellitus
sim 0 (0) 0 (0) 6 (67) 9(100) 15 (42
nao 9 (100) 9(100)  3(33) 0 (0) 21 (58)
Usa medicamentos para doenca de
Alzheimer
sim 0 (0) 9 (100) 0 (0) 9(100) 18 (50)
nao 9 (100) 0 (0) 9 (100) 0 (0) 18 (50)
HA
sim 3(33) 4 (44) 6 (67) 6 (67) 19 (53)
nao 6 (67) 5 (56) 3(33) 3(33) 17 (47)
Dislipidemia
sim 0 (0) 1(11) 4 (44) 2 (22) 7 (19)
nao 9 (100) 8 (89) 5 (56) 7(78) 29 (81
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Tabela 2. Dados de caracterizacdo socio demograficos e clinicos dos participantes

(continuacao).
MEEM

Menos que 17 pontos 0(0)

17 pontos ou mais 0 (0)

22 pontos ou mais 0 (0)

24 pontos ou mais 4 (44)

26 pontos ou mais 5 (56)

30 pontos 0(0)

N&o pontuou 0 (0)

CDR

0 ponto 9 (100)

0,5 ponto 0(0)

1 ponto 0 (0)

2 pontos 0 (0)

3 pontos 0(0)

4 (44)
2 (22)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
3(33)

0(0)
0(0)
4 (44)
2 (22)
3(33)

0(0) 7(78)
0(0) 0(0)
0(0) 0(0)
2220  2(22)
4 (44) 0 (0)
3(33) 0 (0)
0(0) 0(0)

9(100)  0(0)

0 (0) 0 (0)
0 (0) 7(78)
0 (0) 2 (22)
0 (0) 0 (0)

11 (31)
2 (6)
0(0)
8 (22)
9 (25)
3(8)
3(8)

18 (50)
0(0)
11 (31)
4 (11)
3(8)

Composicao dos grupos pelas varidveis: sexo, faixa etaria, escolaridade, renda e dados clinicos sobre o
uso de medicacdo, presenca de HA (hipertensdo arterial), presenca de dislipidemia, pontuacdo MEEM
(Mini-Exame do Estado Mental) e CDR (Clinical Dementia Rating), para os grupos controle, DA
(Doenga de Alzheimer), DM2 (Diabetes Mellitus tipo 2) e DA+DM2 (Doenca de Alzheimer e Diabetes

Mellitus tipo 2).
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4.2 Niveis da ADAM10 plasmatica em idosos dos grupos controle, doenca de Alzheimer,
diabetes mellitus tipo 2 e presenca concomitante de doenca de Alzheimer e diabetes
mellitus tipo 2.

4.2.1 Determinacgdo por Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA)

A figura 4 ilustra os resultados obtidos por meio da técnica de ELISA. A tabela 3
apresenta os dados descritivos dos dados obtidos por meio da quantificagdo de ADAM10
plasmética no ensaio de ELISA nos diferentes grupos.

Tabela 3. Analise descritiva dos valores obtidos a partir da quantificacdo de ADAM10
plasmatica por ELISA, entre os grupos avaliados.

Controle DA DM2 DA+DM?2
Valores 9 9 9 9

Minimo 119.6 140.1 140.2 163.5

Percentil 25% 131.5 146.7 154.3 175.0

Mediana 144.9 156.8 168.9 177.2

Percentil 75% 158.6 167.3 172.4 183.7

Maximo 166.2 180.7 179.0 189.2

Media 144.7 157.3 163.9 178.0

Desvio Padréo 15.34 13.28 12.46 7.408

Erro padrdo da média 5.114 4.426 4.153 2.469

Intervalo de confianga (CI 133.0 147.1 154.3 172.3
95%) inferior da média

Intervalo de confianga (Cl 156.5 167.5 173.5 183.7
95%) superior da média

Soma 1303 1416 1475 1602

Anélise descritiva dos valores de ADAM10 plasmatica por ELISA, realizado no programa Graph Pad
Prism 9.
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Figura 4. Gréafico de dispersdo representativo dos niveis de ADAM10 em individuos
saudaveis (controle), com doenca de Alzheimer (DA), com diabetes mellitus (DM2) e com
presenca concomitante de doenca de Alzheimer e diabetes mellitus (DA+DM2). As
amostras foram analisadas por ensaio de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay),
utilizando o kit descrito na metodologia. Os grupos foram comparados por ANOVA one-way
(Controle vs DA* p = 0,0399; Controle vs DM2 ** p = 0,027; Controle vs DA+DM2 **** p =
0,0001; DA vs DA+DM 2**p = 0,0013; DM2 vs DA+DM 2* p=0,0222).
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Os resultados dos experimentos de ELISA mostraram que os niveis de ADAM10
plasmatica estdo elevados de forma significativa em idosos com DA+DM2 em comparagao aos
grupos de idosos controles, idosos com DA e idosos com DM2, com a maior diferenca
observada entre DA+DM2 em comparacédo ao controle. Os niveis da proteina também diferiram
em idosos com DA e idosos com DM2 em relagéo ao grupo controle.

4.2.2 Determinacgéo por western blotting

A figura 5 ilustra as imagens referentes as membranas obtidas por meio da técnica de
western blotting. A ADAM10 plasmaética apresenta massa molecular de aproximadamente
50kDa. A albumina correspondente a cada individuo esta representada com massa molecular
superior a da ADAM10 em 66kDa. A tabela 4 apresenta os dados descritivos dos dados obtidos

por meio da quantificagdo das bandas de ADAM10 plasmatica nos diferentes grupos.



Tabela 4. Analise descritiva dos valores obtidos a partir da quantificacdo das bandas de
ADAM10 plasmaética por western blotting, entre os grupos avaliados.

Controle DA DM?2 DA+DM?2
Valores 9 9 7 9

Minimo 0,3297 0,4780 0,5445 0,6112

Percentil 25% 0,3895 0,5984 0,5538 1,040

Mediana 0,5853 0,6667 0,7334 1,393

Percentil 75% 0,9804 0,9242 0,8474 1,769

Maximo 1,501 1,093 0,9435 2,033

Média 0,7097 0,7560 0,7247 1,401

Desvio Padrao 0,3841 0,2041 0,1528 0,4686

Erro padrdao da média 0,1280 0,06802 0,05774 0,1562

Intervalo de confianga (CI 0,4144 0,5991 0,5834 1,041
95%) inferior da média

Intervalo de confianca (Cl 1,005 0,9128 0,8660 1,761
95%) superior da média

Soma 6,387 6,804 5,073 12,61

Anélise descritiva dos valores de ADAM10 plasmatica por western blotting, realizado no programa
Graph Pad Prism 9.
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Figura 5. Imagens referentes as membranas representativas resultantes dos experimentos
de western blotting e respectivo grafico de dispersdo com a quantificacdo das bandas
correspondentes a ADAM10 plasmatica. Membranas representativas contendo as amostras
de plasma diluidas em 10x dos sujeitos dos grupos controle, doenca de Alzheimer (DA),
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e presenca concomitante de doenca de Alzheimer e diabetes
mellitus (DA+DM2). Os niveis da ADAM10 estdo representados nas bandas de 50-55kDa e
albumina (controle enddgeno) com 66 kDa. O grafico mostra a razdo da ADAM10/albumina
para os grupos avaliados. Teste ANOVA one-way realizado no GraphPad Prism 9 (Controle vs
DA+ DM2 ***p = 0,0001; DA vs DA+DM2 **p = 0,0003; DM vs DA+DM2 *p = 0,0004).
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Os resultados mostraram, portanto, que os niveis de ADAM10 plasmatica estdo

aumentados em idosos com DA+DM2 em comparacao com o0s idosos do grupo controle, idosos

do grupo DM2 e do grupo DA, de forma que se observou a maior diferenca estatistica entre o

grupo controle quando comparado ao grupo DA+DM2 (p = 0,0001).
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5. DISCUSSAO

A busca por biomarcadores periféricos envolvidos nos eventos fisiopatoldgicos da DA
tem ganhado cada vez mais visibilidade entre os pesquisadores da area. Alguns destes
biomarcadores ja estdo estabelecidos no plasma, como a p-tau (KARIKARI; PASCOAL,;
ASHTON; JANELIDZE et al., 2020; MIELKE; HAGEN; XU; CHAI et al., 2018;
PALMQVIST; INSEL; STOMRUD; JANELIDZE et al.,, 2019; SADALA; RAMOS;
OLIVEIRA; FERNANDES et al., 2021), que é capaz de prever a conversdo de TNCL para DA
em estudos longitudinais (MATTSSON-CARLGREN; JANELIDZE; PALMQVIST;
CULLEN et al., 2020; PALMQVIST; TIDEMAN; CULLEN; ZETTERBERG et al., 2021).

Apesar de recente, a investigacdo no plasma pode ajudar a apoiar o diagnostico desse
tipo de deméncia, especialmente apds o desenvolvimento das plataformas mais sensiveis de
deteccdo que surgiram apds 2016, inicialmente para detectar o Ap (JANELIDZE; STOMRUD;
PALMQVIST; ZETTERBERG et al., 2016), mas que posteriormente identificaram niveis
aumentados de diferentes isoformas de p-tau em pessoas com TNCL ou DA (HANSSON,
2021). Diante desses resultados promissores relacionados a p-tau como biomarcadora
plasmatica para DA, alguns autores preveem que essa proteina sera alvo dos primeiros exames
de sangue que revolucionardo o diagndéstico da doenca, em formato de um teste direto ao
consumidor, chamando a atencdo para os desafios éticos e sociais associados a estes exames
(LARGENT; WEXLER; KARLAWISH, 2021).

Contudo, é improvavel que apenas um biomarcador periférico seja utilizado para
representar todo o continuum da DA. Assim, a ADAM10 se configura como uma biomarcadora
complementar plasmatica, que poderia compor um conjunto de biomarcadores diagnosticos
para a DA, porém observando também o perfil metabdlico dos participantes. Os dados obtidos
nos experimentos de western blotting e principalmente no experimento de ELISA, que
apresenta maior sensibilidade, se mostraram de acordo com a hipotese deste estudo, uma vez
que assim como o grupo DA, o grupo DM2 também apresentou niveis elevados de ADAM10
plasmatica quando comparado com o grupo controle e estes niveis foram ainda maiores quando
0 plasma de pacientes com ambas as doencas foi analisado. Estes sdo os primeiros achados
relacionados aos niveis desta proteina no plasma sanguineo de idosos com DA e DM2.

Corroborando com os dados aqui apresentados em relacdo ao grupo DA, recentemente
um estudo do nosso grupo demonstrou que os niveis de ADAM10 estdo aumentados tanto no
plasma, quanto no LCR de idosos com DA leve em comparacdo a idosos cognitivamente
saudaveis e com comprometimento cognitivo leve amnéstico (CCLa) (PEREIRA
VATANABE; PERON; MANTELLATTO GRIGOLI; PELUCCHI et al., 2021). Verificou-se
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ainda a atividade in vitro da proteina em diferentes fracdes e materiais bioldgicos, constatando
que no plasma a proteina estd na forma inativa e solvel (50 kDa), ndo atingindo sua principal
atividade de protease, que ocorre apenas quando ancorada a membrana plasmatica de plaquetas
e neurdnios (PEREIRA VATANABE; PERON; MANTELLATTO GRIGOLI; PELUCCHI et
al., 2021).

Em uma pesquisa que utilizou um sensor eletroquimico para detectar a proteina no
plasma, de Oliveira e colaboradores (2020) também encontraram niveis elevados de ADAM10
plasmatica em idosos com DA, quando comparado a idosos cognitivamente saudaveis e esses
niveis aumentaram de acordo com a progressdo da doencga. Além de encontrarem diferencas
significativas entre os niveis de ADAM10 entre os grupos TNCL e controle, os autores também
indicaram ser possivel diferenciar idosos saudaveis daqueles com TNCL ou com DA, com 72%
de sensibilidade e 100% de especificidade. Em outras palavras, ADAM10 plasmatica
identificou o estagio inicial de declinio cognitivo antes da manifestacdo dos sintomas clinicos
da DA, bem como foi capaz de monitorar a progressao da doenca (DE OLIVEIRA; ERBERELLI;
MANZINE; MAGALHAES et al., 2020).

Além de diferenciar os casos de DA, altos niveis de ADAM10 plasmaética podem ser
um indicativo de declinio cognitivo em idosos inicialmente saudaveis (OLIVEIRA
MONTEIRO; SALHEB OLIVEIRA; MANZINE; CRISPIM NASCIMENTO et al., 2021). A
partir de dados de um estudo de coorte longitudinal, nosso grupo analisou a nota do MEEM e
sua correlacdo com niveis de ADAM10 no plasma de idosos da comunidade, através de duas
avaliacBes em um periodo de trés anos, com participacdo de 219 idosos que foram divididos
em dois grupos considerando a pontuacdo do teste em normal ou alterada (OLIVEIRA
MONTEIRO; SALHEB OLIVEIRA; MANZINE; CRISPIM NASCIMENTO et al., 2021). Os
resultados mostraram que na avaliacdo de seguimento houve aumento nos niveis da ADAM10,
o qual foi acompanhado da diminui¢do da nota do MEEM no grupo que incialmente havia
apresentado pontuacdo normal neste questionario. Por outro lado, em idosos com MEEM
alterado na linha de base, 0s niveis da proteina ndo indicaram mudanga na pontuacéo ao longo
do tempo. Portanto, 0 aumento nos niveis de ADAM10 plasmaética pode refletir o inicio do dano
ao sistema cognitivo, uma vez gque nesse meio a proteina esta inativa e nao exerce seu papel de
protease (OLIVEIRA MONTEIRO; SALHEB OLIVEIRA; MANZINE; CRISPIM
NASCIMENTO et al., 2021).

A relacéo entre deméncia e DM2 foi descrita inicialmente no estudo de Rotterdam, que
forma uma coorte prospectiva desde 1990 (BRETELER; VAN DEN OUWELAND;
GROBBEE; HOFMAN, 1992). Ao longo de 30 anos o estudo continua, € 0s participantes
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passam por uma avaliacdo criteriosa a cada 1-2 anos. Uma atualizagéo publicada recentemente
(até 2020) mostra os resultados dos Gltimos 3 anos e observa-se que o diabetes continua sendo
considerado um fator modificavel para o risco de deméncia (IKRAM; BRUSSELLE;
GHANBARI; GOEDEGEBURE et al., 2020). Porém, apesar da recorrente associacdo entre
DM2 e DA, até o momento existem poucos estudos investigando marcadores fisiopatologicos
periféricos da DA em individuos com DM2.

Alguns estudos mostraram redu¢do dos niveis plasmaticos de Ap40 e AP42 em adultos
com DM2, e tais niveis apresentaram distribuicdo bimodal distinta em comparacdo aos
individuos controles, o que pode indicar correlagdo com o DM2 devido a alteracao da funcédo
renal. Por outro lado, a razdo AP40/AB42 foi maior nos diabéticos, indicando maior risco de
desenvolver a DA (PETERS; DAVIS; TADDEI; MARTINS et al., 2017).

Em um estudo com modelo animal, foi induzida a resisténcia a insulina em
camundongos modificados geneticamente para neuropatologia semelhante a DA, através de
uma dieta rica em gordura. Foi verificado que a resisténcia insulinica provocada acelerou a
producdo ¢ acumulo de AP e o comprometimento da memoria. Em contrapartida a
administracdo de insulina intravenosa reverteu esses efeitos (VANDAL; WHITE;
TREMBLAY:; ST-AMOUR et al., 2014).

Este achado pode estar relacionado a regulagdo da o-secretase, uma vez que a proteina
1 de ligagdo X-BOX (XBP-1) participa do controle transcricional da ADAM10 e a estimula
positivamente em células neuronais. A insulina € um moderador fisiol6gico de XBP-1e portanto
portanto pode aumentar a atividade transcricional da ADAM10, modulando de forma indireta
a formacéo de AP (PERON; VATANABE; MANZINE; CAMINS et al., 2018; REINHARDT;
SCHUCK; GROSGEN; RIEMENSCHNEIDER et al., 2014).

Devido a inexisténcia de pesquisas com idosos com DA e DM2 tendo o plasma como
fonte de investigacdo de niveis de ADAMI10, essa pesquisa pode preencher algumas lacunas
que permeiam as investigacdes em torno da doenca de Alzheimer, bem como apontam junto
com estudos anteriores desta proteina no plasma, que a ADAM10 teria uma aplicabilidade mais
assertiva como um biomarcador prognostico de DA que pode ser agravado pela presenca de

alteracOes glicémicas.



46

6. CONSIDERACOES FINAIS

O numero de participantes relativamente pequeno devido as dificuldades do
recrutamento de participantes do estudo pelo surgimento da pandemia da COVID-19 e o
diagnostico de DM2 por autorrelato, sem parametro quantitativo para os niveis glicémicos ou
insulinicos, assim como a participagdo de idosos em uso de medicacdo habitual, que podem
interferir nos niveis de ADAM10 (PERON; VATANABE; MANZINE; CAMINS et al., 2018),
representam algumas das limitacdes deste estudo. Destaca-se também que nao ha informacgoes
sobre o tempo da doenca de DA e DM2 dos participantes, bem como o tempo de uso dos
medicamentos, dados importantes para melhor entendimento do estado dessas doengas e sua
relagdo com a ADAM10. Outro fator relevante é a escassez dos dados na literatura sobre
ADAMI10 plasmética, que delimita comparacdo com nossos achados, porém evidencia a
importancia da realizacdo de mais estudos com esse material bioldgico que é promissor, dado
seu processo mais simplificado de obtencdo, baixo custo e aplicabilidade em larga escala.

Os resultados deste estudo indicam que alteragdes na via insulinica podem ser
responsaveis pelas mudancas dos niveis de ADAM10, contribuindo para a agravamento da DA
guando acompanhada por DM2. Nossos dados podem contribuir com o conhecimento béasico
acerca das proteinas envolvidas na via ndao amiloidogénica da DA e, portanto, no entendimento
da fisiopatologia da doenga em si, bem como no tratamento deste tipo de deméncia, observando

também o estado metabdlico dos pacientes.
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APENDICES

APENDICE 1 - Artigo publicado durante o periodo do estudo
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ADAM10 plasma levels predict worsening ﬁ
. . pdaiea.
in cognition of older adults: a 3-year

follow-up study
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APENDICE 2 — Artigo publicado durante o periodo do estudo

Recent progresses on p-tau as a blood-
based Alzheimer’s disease biomarker

Progressos recentes em p-tau como um biomarcador de
doenca de Alzheimer baseado no sangue

Frogresos recientes en p-tau como biomarcador de Iz
enfermedad de Alzheimer en sangre
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APENDICE 4 — Imagens representativas das membranas referentes aos experimentos de
western blotting

Imagem 1 a. Imagem representativa da membrana referente aos niveis da ADAM10 de
individuos do grupo controle.
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Imagem 1 b. Imagem representativa da membrana referente ao controle enddgeno (albumina)
da imagem 1 a.
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Imagem 2 a. Imagem representativa da membrana referente aos niveis da ADAM10 de
individuos do grupo doenca de Alzheimer.
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Imagem 2 b. Imagem representativa da membrana referente ao controle endogeno (albumina)
da imagem 2 a.
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Imagem 3 a. Imagem representativa da membrana referente aos niveis da ADAM10 de
individuos do grupo diabetes mellitus tipo 2.
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da imagem 3 a.
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Imagem 4 a. Imagem representativa da membrana referente aos niveis da ADAM10 de
individuos do grupo com presenca concomitante de doenca de Alzheimer e diabetes mellitus
tipo 2.
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Imagem 4 b. Imagem representativa da membrana referente ao controle endégeno (albumina)
da imagem 4 a.

Controle
Jovem

o

“ &M ﬁ!,( :\ S¥sks e = VTR

Albumina (66 kDa) »

' ‘1‘ “

e ¢




ANEXOS

ANEXO 1 - Protocolo de Avaliagdo Socioeconémico

PROTOCOLO DE AVALIACAO SOCIOECONOMICO

Mome:

Data de Nascimento: Data Consulta: Prontuario:

Sexo: [ Masculine [[] Femining

Medicamentos: [] Antiplaguetariog:

Escolaridade em anos:
[ ¥enhum

(1124 amos

01528 anos

Dg:mne oI als

Renda do idoso

[Jat " saldrio minimo (RS 499,00)

UDe * 2 01 salirio minimo (entra B.5 459,00 e B3 998,00)

[]De 01 2 02 salérios minimos (antr= RS 998,00 e B$ 1.996,00)
U De 02 2 035 saldrios minimos (entrs RS 1.996,00 2 KS 2.994,00)
[JDe 03 a 04 saldrios minimos (entre R$ 2.994.00 & RS 3.592,00)
[ |De 04 2 05 salirios minimos (antre RS 3.992,00 = &S 4.590,00)
[(JDe 05 a 06 saldrios minimos (entra RS 4.990.00 « RS 5.585,00)
[IMais que 06 salirios minimos (R$ 5.988,00 ou mais)

(2730 aceitou declarar
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ANEXO 2 - Clinical Dementia Rating (CDR)

CDR

Data:

Peabuzgia:

61

MNenhwms
]
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ANEXO 3 — Mini Exame do Estado Mental (MEEM)

MINI EXAME DO ESTADO MENTAL

Oricntacio Temporal Espacial - questio 2.a até 2,) pontuando | para cada resposta
cotteta, maximo de 10 pontos,

Registros = questio 3.1 até 3.d pontusgdo mdxima de 3 pontos.

Atencho e cdlenlo — questio 4.1 aé 4.1 pontuacho mdxima 5 pontos.

Lembranca on memiria de evocacio — 5.8 a1é 5.d pontuacdo mdxima 3 pontos.
Linguagem — questio 5 aié quesifo 10, pontuacio mdxima 9 pontos.

Identificacio do cliente
Nome:
Data de nascimentofidade: Sexo
Escolaridade: Analfabeto{ ) Qa3 anos{ ) 448 anos( ) mais de § anos{ )
Avaliagio em: ! / Avaliador:
Podituscdes imndiins Poditusg s i i
Orlentacdo Temporal Espacial Linguagem
Lol & o da) Dia da semana? I 5. Aponte paraum ldpis ¢ um reldgio. Faga o paciene
Drian by mnis? 1 dizer o nome desses objelos conforme wocd o6 apona
MG 1 2
Auna? 1
Hora aprosinsada? 1 6. Faga o pacienie. Repetir “nem agui, nem ali, mem
2, Oinde estamos? "
Laocal? 1 . I
Listituic S {casa, rua)? |
Baimra? | 7. Faga o paciente sepguir o comande de 3 esifgios.
Clidade? I “Pegue o papel com a mio dircita, Dobre o papel ao
Esiado? 1 mieic, Cologue o papel na mesa™.
3
Registpos

I, Mencione 3 palaveas levando | segundo para cada | 8. Faca o paciente ler ¢ obedecer a0 s guinie:
umih. Poga a0 paciente para mepelin as 3 palawss | FECHE O8 OLHOS.
qui vood menciou. Estabeleca um ponis para cada . I
TeApoata Coorela,
W g, camo, tijolo {F. Faga o pacienic escrever uma frase de sua
3 pripria amoria. (A frase deve comer um sujeite @ wm
ohjeis @ famer sentido).
{Ignore erros de ortogealla oo mearcar o poato)
3. Atencio e cilouby — |
Bete  aseriado  { 100-7=93-7=856-1=70-1=72-T=563).
Estabeleca um ponte para cada resposta oorneta. | 10 Copie o desenho abaixo,
i rompa & cada cinoo resaposias, Ouw solerar apalavea | Estabeloca um ponio se todos os lados @
MUND die trds para frente. dnguks forem prescrvados ¢ se os lados da inlersechio
5 fosmare m wm o wadrildiero.

4. Lembrancas {memietn de evocacio)
Prergunte o nome das 3 palavras aprendidos na questdo
2. Estabse loga um ponio para cada resposia oogneta.

3




