RESSALVA

Alertamos para auséncia das paginas
pre-textuais, nao incluidas pela autora no
arquivo original.

Barreto, Maria Carolina. Efeito do nivel de atividade fisica nas concentracdes da ADAM 10 em sujeitos
com doenca de Alzheimer e saudaveis / Rio Claro : 71f., 2014. Dissertacéo



Resumo

Sabe-se que a atividade fisica é capaz de promover varias alteracées nas
funcbes cognitivas e hoje em dia € tida como uma forma ndo farmacologica de
tratamento e prevencdo para a Doencga de Alzheimer. Um dos mecanismos que
levam a essas alteracdes € a producédo e captacao de neurotransmissores 0s quais
possuem acdo direta no sistema nervoso central e, além disso, podem ter relacéo
direta com a modulacgéo e producado de biomarcadores relacionados a doenca.

Atualmente, os principais postulados tém recomendado novos critérios de
diagnostico e pesquisa na Doenca de Alzheimer (DA). Entre os varios exames
realizados existem os biomarcadores que no momento s&o utilizados com
finalidade exclusiva de pesquisa, mas que cada vez mais vém ganhando espaco
para diagnéstico clinico. Entre os biomarcadores relacionados com a DA existe
uma enzima catalitica da familia das desintegrinas e metalopeptidadse, a ADAM 10
gue possui entre suas varias funcdes, a capacidade de clivar a proteina precursora
de amiléide (APP) e promover a liberacdo de uma substancia neurogénica e
neuroprotetora aos neurdnios. Para elucidar essa possivel relacéo entre atividade
fisica e a concentracdo dessa enzima especifica, o objetivo do estudo foi verificar o
efeito do nivel de atividade fisica nas concentracdes da enzima ADAM10 em idosos
saudaveis e com DA. Participaram do estudo 29 higidos e 28 idosos com DA. Para
verificar o nivel de atividade fisica os idosos utilizaram um acelerébmetro e
responderam ao questionario Baecke modificado para idosos. Além disso, foi
aplicado um teste de rastreamento da funcéo cognitiva e também, foram avaliados
0s sintomas depressivos dos sujeitos. Por meio de uma coleta sanguinea serao
analisadas as concentracdes de ADAM10. Resultados e Conclusao: Observou-se

gue nos dois grupos as concentracbes de ADAM10 aumentavam conforme o



aumento do nivel de atividade fisica. Houve diferenca significativa nas médias de
nivel de atividade fisica, tempo de comportamento sedentério, tempo de atividade
fisica moderadalvigorosa, questionario Baeck modificado para idosos e nas
concentragbes de ADAM10 entre os grupos. Houve correlagéo significativa entre a
concentracdo de ADAM10 e as variaveis relacionadas aos niveis de atividade
fisica. A regresséo linear simples apontou predi¢do significativa das variaveis de

atividade fisica para as concentracdes de ADAM10.

Palavras chaves: desintegrina metalopeptidase, acelerometro, deméncia.



Abstract

It is known that physical activity can promote several changes in
cognitive functions and today is regarded as a non-pharmacological form of
treatment and prevention for Alzheimer's disease. One of the mechanisms that
lead to these changes is the production of neurotransmitter uptake and which
have a direct action on the central nervous system and, moreover, can be
directly related to the modulation and production of biomarkers related to
disease.

Currently, the main postulates have recommended new diagnostic
criteria and research in Alzheimer's disease (AD). Among the various
examinations are biomarkers that currently are used solely for the purpose of
research, but more and more are gaining space for clinical diagnosis. Among
the biomarkers associated with AD there is a catalytic enzyme family of
disintegrins and metalopeptidadse, ADAM 10 has among its various functions,
the ability to cleave the amyloid precursor protein (APP) and promote the
release of a substance and neurogenic neuroprotection to neurons. To
elucidate this possible relationship between physical activity and the
concentration of that specific enzyme, the study aimed to verify the effect of
physical activity at concentrations of enzyme ADAM10 in healthy elderly with
AD. The study included 29 healthy and 28 older people with AD. To check the
level of physical activity using an accelerometer the elderly and answered the
guestionnaire Baecke modified for the elderly. In addition, a cognitive function
screening test was also applied and evaluated the depressive symptoms of the
subjects. By means of a blood collection ADAM10 concentrations are analyzed.

Results and Conclusion: It was observed that in both groups the ADAM10



concentrations increased with increasing the physical activity level. There was a
significant difference in the average level of physical activity, sedentary
behavior, time of moderate / vigorous physical activity, Baeck questionnaire
modified for the elderly and the concentrations of ADAM10 between groups.
There was a significant correlation between the concentration of ADAM10 and
variables related to physical activity levels. The simple linear regression showed
significant prediction of physical activity variables for the concentrations of

ADAM10.

Keywords: desintegrina metalopeptidase, accelerometer, dementia.
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1. INTRODUCAO

2. Revisao da Literatura

2.1. Adoenca de Alzheimer

O envelhecimento populacional é visto como um fenbmeno natural, irreversivel.
No Brasil o grupo de pessoas com mais de 60 anos de idade apresenta taxas elevadas
de crescimento (IBGE, 2010). O censo demografico realizado pelo IBGE (2010) aponta
que a populacdo idosa brasileira representava em 2010 11,3% da populagdo geral.
Além disso, temos também um aumento na expectativa de vida do brasileiro que, em
2010 era de aproximadamente 73,5 anos e em 2050 podera atingir os 81,3 anos de
idade (IBGE, 2010). Esse processo de envelhecimento populacional tem como uma
das principais consequéncias o aumento de doencas relacionadas a idade como, por

exemplo, as deméncias.

Estima-se que 35,6 milhdes de pessoas em todo o mundo iriam viver com algum
tipo de deméncia em 2010 e este numero pode duplicar a cada 20 anos atingindo 65,7
milhdes de idosos em 2030 e 115,4 milhdes em 2050. De acordo com a definicdo do
Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-V) deméncia é
caracterizada por multiplos déficits cognitivos que incluem comprometimento da
memoria, atencdo, das funcbes executivas, linguagem, gnosias, praxias, orientacdo
viso-espacial e habilidades sociais. Para um diagndstico de deméncia, os sintomas
devem resultar em um comprometimento significativo do desempenho social e
laborativo que prejudiguem o desempenho das atividades da vida diaria em
comparacao com seu nivel anterior de desempenho (FROTA et al., 2011).

Entre os tipos de deméncia a mais prevalente é a doenca de Alzheimer, é
responsavel por 50 a 80% dos casos existentes. Na populacao brasileira a prevaléncia

da DA é de 1,6% dos individuos entre 65 e 69 anos, 7,9% entre 75 e 80 anos e 38,9%
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de individuos com mais de 85 anos (ALZHEIMER'’S DISEASE INTERNATIONAL, 2010;
ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2013).

A DA é uma deméncia que compromete a integridade fisica, mental, social e,
consequentemente a qualidade de vida do idoso. A evolucédo da doenca pode acarretar
uma situacdo de dependéncia total com cuidados cada vez mais complexos, quase
sempre realizados no proprio domicilio (LUZARDO, 2006). Gera multiplas demandas e
altos custos financeiros. Atualmente, representa um novo desafio para o poder publico,
instituicbes e profissionais de saude, tanto em nivel nacional, quanto mundial
(FLEMING; ADAMS; PETERSEN, 1995). Além disso,

Entre 2000 e 2006 o aumento de mortes em funcédo da DA foi de 47%, sendo
gue para outras doencas como infarto e cancer foram de 12% e 14%, respectivamente.
Existe uma estimativa que 5,4 milhdes de americanos tenham DA e as expectativas
para 2050 sdo de que por ano 1 milhdo de pessoas sejam acometidas pela doenca
(ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2012).

O Departamento Cientifico de Neurologia Cognitiva e do Envelhecimento da
Academia Brasileira de Neurologia elaborou em 2005 as primeiras recomendacdes
para o diagnostico da DA no Brasil. Os critérios utilizados para o diagnostico de
demeéncia foi do Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM 1V) e o
do National Institute of Neurological Disorders and Stroke—Alzheimer Disease and
Related Disorders (NINCDS-ADRDA) para o diagnostico da DA. Esses sdo atualmente
0S mais usados e 0s que apresentavam maior sensibilidade e especificidade.

Segundo a DSM V a deméncia pode ser diagnosticada quando existem sintomas
cognitivos ou comportamentais que interfram nas habilidades do trabalho ou em
atividades do cotidiano; quando ocorre um declinio em relacdo a niveis anteriores de

funcionamento e desempenho que ndo sejam explicaveis por delirium (estado
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confusional agudo) ou depresséo. Para detectar e diagnosticar a deméncia aplica-se
uma anamnese e uma avaliacdo cognitiva objetiva; se a anamnese e 0 exame cognitivo
breve ndo forem suficientes para diagnostico confiavel aplica-se juntamente uma
avaliacao neuropsicologica (FROTA, 2011).

Os comprometimentos cognitivos ou comportamentais gerados pela deméncia
afetam no minimo dois dos seguintes dominios: memoéria, funcdes executivas,
habilidades visuo-espaciais, linguagem, personalidade ou comportamento.

Dentro dos critérios utilizados anteriormente, a DA era diagnosticada apenas
guando havia a presenca da deméncia enquanto na nova proposta a DA pode ser
diagnosticada em trés fases ou estagios: DA pré-clinica (restrito apenas para
pesquisa), comprometimento cognitivo leve (CCL) devido a DA e a deméncia
(CARAMELLLI, 2002).

Em relacdo a fase de comprometimento cognitivo leve dentro dos critérios
clinicos centrais é observada a presenca de queixa de alteracdo cognitiva (pelo
paciente e informante proximo); evidéncia (por testes cognitivos) de déficit em um ou
mais dominios cognitivos; preservacdo da independéncia em atividades funcionais e
nao preenchimento dos critérios para deméncia. Com relacdo a outras etiologias,
devem-se excluir outras doencas sistémicas ou neuroldgicas; ter evidéncia do declinio
da cognicdo compativel ao curso natural da DA; apresentar historia consistente de DA
familiar, pois a presenca de alteracdes genéticas autossdmicas dominantes da DA em
familiares torna mais provavel o CCL devido esta doenca (DSM V, 2013).

Preenche critérios para deméncia e tem adicionalmente as seguintes

caracteristicas: Inicio insidioso (meses ou anos); histéria clara ou observacdo de piora

cognitiva; déficits cognitivos iniciais.
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Alguns itens, quando presentes, aumentam o0 grau de confiabilidade do
diagndstico clinico da deméncia da DA provavel:

a- Evidéncia de declinio cognitivo progressivo, constatado em avaliacfes

sucessivas;
b- Comprovacao da presenca de mutacdo genética causadora de DA (genes
da APP e presenilinas 1 e 2);

c- Positividade de biomarcadores que reflitam o processo patogénico da DA
(marcadores moleculares através de PET ou liquor; ou neuroimagem
estrutural e funcional) (DSM V, 2013).

Curso atipico, inicio abrupto e/ou padrdo evolutivo distinto daquele observado
usualmente, isto é lentamente progressivo; Apresentacdo mista: tem evidéncia de
outras etiologias dos critérios de deméncia da DA provavel (doenca cerebrovascular
concomitante; caracteristicas de deméncia com corpos de Lewy; outra doenca
neurolégica ou uma co-morbidade ndo-neurolégica ou uso de medicacdo as quais
possam ter efeito substancial sobre a cognicdo); detalhes de histéria insuficientes sobre
instalacdo e evolucéo da doenca (CARAMELLI, 2011).).

No Brasil as recomendacdes para o diagnéstico da DA foram elaboradas pelos
membros do Departamento de Neurologia Cognitiva e do Envelhecimento da academia
Brasileira de Neurologia, baseiam-se nos avancgos verificados nos ultimos anos, mas
algumas modificacdes e adaptacdes foram realizadas. Em uma revisdo sistematica
realizada por Caramelli e colaboradores em 2011.

Exames de neuroimagem funcional (SPECT e PET), quando disponiveis,
aumentam a confiabilidade diagndstica e auxiliam no diagnéstico diferencial de outras
formas de deméncia. O exame do liquido cefalorraquidiano € preconizado em casos de

deméncia de inicio pré-senil. O eletroencefalograma de rotina auxilia no diagnostico



14

diferencial de sindrome demencial com outras condicdes que interferem no
funcionamento cognitivo. A utilizacdo de biomarcadores relacionados as alteracdes
moleculares da DA ainda sdo de uso exclusivo em protocolos de pesquisa

(CARAMELLI, 2011).

2.2. Fisiopatologia da DA e outras proteases relacionadas a deméncia

A DA é caracterizada pela deposicéo de placas amiloides no tecido extracelular
do encéfalo e pela formacado intracelular dos emaranhados neurofibrilares, mais
especificamente na regido do lobo temporal (SWERDLOW, 2007). Essa patologia
inicia-se na regido transentorrinal do encéfalo e com o avanco da doenca ela ocupa
outras partes cerebrais, como o cortex entorrinal, hipocampo e isocortex (BRAAK et al.,
1999).

Outra estrutura cerebral que esta envolvida com a DA é o nlcleo basal de
Meynert, por meio de suas conexdes com o sistema limbico e com o cértex cerebral. O
nucleo basal de Meynert tem um importante papel em relacdo a memoria e funcdes
psiquicas, visto que na DA os neurbnios e os marcadores colinérgicos, como a se
degeneram, resultando na deplecdo da acetilcolina no cortex cerebral como verificado

na Figura 1 (MACHADO, 2000; AULD et al., 2002).
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Cérebro Hormal

Cérebro na Doenga de Alzheimer

Figura 1. Cérebro normal e cérebro na DA, mostrando atrofia do tecido cerebral,
aumento dos ventriculos, alargamento dos sulcos e erosédo dos giros.
Fonte:http://pubs.niaaa.nih.gov/publications/arh25-4/299-306.htm

O principal componente da deposi¢cao extracelular é o peptideo B-amildide (BA)
derivado da clivagem da proteina precursora amiléide (APP). A APP é uma proteina
transmembrana tipo | encontrada na superficie de muitos tipos celulares,
principalmente no sistema nervoso central e também nos tecidos periféricos, como
células musculares, epiteliais e sanguineas. Essa proteina € expressa principalmente
por meio de trés isoformas (APP695, APP751, APP770), derivadas a partir de um anico
RNAm (DI LUCA et al., 2000; SKOVRONSKY et al., 2001; RACCHI E GOVONI 2003).

As plaguetas representam uma das principais fontes de APP, pois mais de 95%
da APP circulante podem ser encontradas nessas células sendo a isoforma 770 a mais
abundante. Além disso, as plaquetas apresentam concentragfes das isoformas da APP
equivalentes as encontradas no tecido cerebral, com excecdo da isoforma 695 a qual
pode ser encontrada no cérebro, no entanto, indetectavel nas plaquetas (POSTINA et
al., 2012). H4 muitos anos vem sendo utilizadas como marcadores clinicos para muitas
desordens neuropsiquiatricas, como depressao, esquizofrenia e DA (DI LUCA et al.,
2000). Dentro dessa perspectiva, diferentes autores observaram anormalidades na

fisiologia e funcdo das plaguetas em individuos com DA como alteragdo na fluidez da
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membrana, anormalidades no citoesqueleto, deficiéncia de citocromo-oxidase,
anormalidade nos fluxos de calcio citoplasméaticos e na atividade do transportador de
glutamato, diminuicdo da atividade da fosfolipase C e aumento dos niveis de proteina
guinase no citosol (ZUBENKO et al., 1987).

Em um estudo de coorte realizado por Colciaghi e coloboradores (2004) que
buscou verificar uma correlacdo entre os niveis das isoformas das plaquetas e a DA
pode-se verificar que em individuos com DA ocorreu uma diminuicdo nas propor¢des
das isoformas das APP quando comparado aos individuos que ainda ndao haviam
desenvolvido a doenca e ao grupo controle. Outro aspecto importante verificado no
estudo foi que os niveis de RNAmM que codifica as trés principais formas da APP se
manteve 0 mesmo nos trés grupos. Estes resultados sugerem que a reducdo
observada na razdo de plaquetas e formas de APP nao pode ser atribuida a uma
alteracdo na expressdo de uma das trés transcri¢cdes. Por outro lado, a diminuicdo das
formas de APP nas plaquetas pode ter sido em fungcdo de uma alteragdo no
processamento de maturacao das plaquetas da APP nos pacientes com DA.

Alteracdes do nivel das formas da APP nas plaquetas tém varias implicacdes
com destaque para: anormalidades de processamento de APP. Acredita-se que essa
alteracdo ocorra nos estagios iniciais da DA tanto nos tecidos neuronais quanto em
outros tecidos, tais como as plaquetas, sugerindo que DA € uma doenca sistémica. Ou
seja, estes dados indicam fortemente que uma diferenca no nivel das formas de APP
das plaquetas pode ser considerado um marcador periférico.

O produto da clivagem da APP pode levar a duas vias: a via amiloidogénica e a
via ndo amiloidogénica. A via amiloidogénica ocorre pelas clivagens sequenciais
realizadas por B e y secretases formando assim um peptideo que possui de 39 a 43

aminoacidos, o B-amiléide, um peptideo altamente hidrofébico, insolavel e toxico aos
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neurdnios (ENDRES, 2012). O acumulo do BA nos neurbnios promove a formagéo dos
oligbmeros que por sua vez se agregam formando as placas senis, o depdsito do BA é
acompanhado por neurites distroficas, microglias ativadas e astrocitos reativos,
representando uma resposta inflamatéria local. Em contrapartida, na via nao-
amiloidogénca, as a-secretases clivam a APP de modo a impedir a formagdo do
peptideo R-amiloide, formando uma substancia sollvel e neuroprotetora chamada
0oAPPs (ZIMMERMANN, 2004; ENDRES, 2012).

A figura 2 ilustra o processamento amiloidogénico e nao-amiloidogénico da APP
por a-, B- e y-secretases representado no esquema da APP e de seus fragmentos

proteoliticos aAPPs, BAPPs e BA. (Adaptado de Suh; Checler, 2002).

Extrenmidade MN-ieiminal
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Figura 2. Processamento amiloidogénico e ndo-amiloidogénico da APP.
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No que diz respeito as proteases atuantes na via nao-amiloidogénica de
clivagem da APP pertencem a familia das desintegrinas metalopeptidases, mais
conhecidas como ADAMs (NUNAN; SMALL, 2000). Uma ADAM €& uma proteina com
aproximadamente 750 aminoacidos de comprimento e com multidominios, que incluem
0 pré-dominio, o dominio metaloprotease, o dominio desintegrina, o dominio rico em
cisteina, o dominio semelhante ao fator de crescimento epidermal (EGF-like), a regido
transmembréanica e a cauda citoplasmética (PRIMAKOFF; MYLES, 2000).

A regido N-terminal das ADAMSs possui uma sequéncia que direciona para a via
secretdria e um pré-dominio, sua presenca mantém o dominio metalopeptidase inativo.
A ativacao do dominio metalopeptidase se da pelo mecanismo de cystein-switch (VAN
WART e BIRKEDAL-HANSEN,1990; BECKER, 1995), no qual um residuo conservado
de cisteina, presente no pré-dominio, coordena o fon zinco (Zn**) do sitio ativo e o
mantém inativo. Apés a remoc¢ao do pro-dominio e a consequente liberacdo do sitio
ativo, o dominio metalopeptidase torna-se ativo e € capaz de realizar suas funcgdes

cataliticas.

Membrana
Plasmatica

Figura 3. MODELO ESQUEMATICO DOS DOMINIOS ENCONTRADOS NAS
PROTEINAS DA FAMILIA ADAM.
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De N-terminal para C-terminal: PD: pro-dominio; MP: dominio metaloprotease; D:
dominio desintegrina; RC: dominio rico em cisteina; EGD: dominio semelhante a fator
de crescimento epidermal; TM: regido transmembranica; CC: cauda citoplasmatica.
FONTE: adaptado de WHITE, 2003

Cabe ressaltar que além da atuacdo das proteases na formacdo das placas
senis, existe também uma variedade de mutacdes patogénicas no gene da APP e na
codificacdo das proteinas conhecidas como presenilinas que aumentam a producéao do
BA longo (SCHEUNER, 1996). A proteina presenilina 1 (PS1) estd mapeada no
cromossomo 14, ja a presenilina 2 (PS2) situa-se no cromossomo 1. Ambas mostram
ter papel importante na ocorréncia da doenca de Alzheimer (LUCATELLI, 2009). As
presenilinas estdo relacionadas a um padrdao de heranca monogénica autossdémica
dominante sendo que a PS1 é responsavel por cerca de 40% dos casos familiares e de
acometimento precoce de DA (LUCATELLI, 2009). As presenilina sao proteases do tipo
Y secretases, e clivam na por¢cdo C99 da APP e assim como as [ secretases
representadas principalmente pela BACE (BACE 1 e 2) colaboram na producédo de
mais espécies longas de BA. A BACE faz parte da familia das pepsinas do grupo
aspartil e estdo expressas coordenadamente com a APP em muitas regides do

encéfalo, particularmente nos neurdnios (SUH; CHECLER, 2002).

2.3. ADAM 10 e a DA

Entre os 21 tipos de ADAMs identificadas no genoma humano a ADAM10 € uma
dessas enzimas que possui funcdo catalitica de a-secretase e, segundo a literatura é a
gue esta mais relacionada a DA quando comparada as outras proteases da familia
(PADOVANI et al., 2001). Localiza-se na membrana plasmatica de algumas células, na

vesicula do reticulo de Golgi, nas plaquetas e principalmente em precursores neurais
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simpatoadrenais e olfatorios (WOLFSBERG et al, 1995; REISS; SAFTIG, 2009;
ENDRES; FAHRENHOLZ, 2010).
A figura 4 ilustra os 21 tipos de ADAMs encontrados na literatura e suas

respectivas funcdes e as regides onde sdo expressas, entre as quais estd a ADAM10,

a principal protease de membrana relacionada a via ndo amiloidogénica da DA.

ADAM Nome comum Funcdo provavel Expressio
ADAM2 Fertilina-§, PH-308 Ligacio/fusio espermatozoide/ovulo Testiculo
ADAMY7 EAP1 Epididimo
ADAMS MS2, CD156 o
Monocitos
ADAMY Meltrin-y, MDC9 Migragio celular,’ C.l feapaiidie Células somaticas
? ectodominios
ADAMIO | Kuz MADM, SUP-17 | Clvagemde ei;’ioarm’m“: gt Células somaticas
ADAMI1 MDC Repressor tumoral Cérebro
ADAMI12 Meltrin-ct Clivagem de ec_tudouumos, Fusio de Células somaticas
mioblastos
ADAMIS Metagirdin, MDC15 Ligacio célula-célula Células somaticas
ADAMI17 TACE Clivagem de ectodominios Células somaticas
ADAMI1E tMDCIIT Testiculo
ADAMI19 Meltrin-§, MADDAM livagsin de cclodonmmios Besny: Células somaticas
i Al i Células dendriticas ki if
ADAM20 Testiculo
ADAM?21 Testiculo
ADAM22 MDC2 Cérebro
ADAM?23 MDC3 Adesdo Celular, Desenv. Neural Cérebro
ADAM?28 MDC-L Vigilincia imune Fepdicmn, puliio,
linfocitos
ADAM?29 Testiculo
ADAM30 Testiculo
ADAM33 Ligada geneticamente com asma Células somaticas

Figura 4. Os 21 tipos de ADAMs encontrados na literatura.

Manzine e colaboradores (2013) realizaram um estudo em que foi verificado a
associagao das concentragdes da protease ADAM10 em idosos com DA em diferentes
estadiamentos da doenca e em idosos saudaveis. Os idosos foram pareados de acordo
com idade, sexo, nivel de escolaridade e MEEM. Os resultados apontaram que as
concentragbes da ADAM10 eram menores em idosos com DA quando comparados aos
seus pares. Entre o grupo com DA as concentracbes da protease eram menores

conforme o agravamento da doenca. Além disso, pode-se observar também uma
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correlacao significativa e diretamente proporcional entre as concentracdes da protease
com as pontuacdes do MEEM.

Esses achados corroboram com os estudos realizados por Colciagh e
colaboradores (2002) em que pacientes com DA apresentaram alteracées na taxa de
APP a qual esta associada a modificacdes significativas em duas principais enzimas
protagonistas no metabolismo da APP, a ADAM 10 e a beta-site cleaving enzyme
(BACE) (COLCIAGHI et al., 2002); verificou-se também um desequilibrio no balango
das atividades das a e 3 secretases, sendo que a atividade da B secretase torna-se
predominante. Num outro estudo realizado pelo mesmo grupo houve uma alteragcéo da
BACE e da ADAM10 nos diferentes estagios da doenca em que era possivel mensurar
esses biomarcadores (COLCIAGH et al., 2004).

Tanto o fragmento sollvel da proteina precursora amiléide (APPs) quanto o
peptideo B-amildide (Ba) advindos da acao das a e 3-secretases podem ser produzidos
pelas plaquetas e estocados nos a-granulos das mesmas (LI et al., 1998).

A acdo do APPs ocorre a partir de algum estimulo fisiologico como: a trombina, o
colageno, o ADP (difosfato de adenosina), a adrenalina, a vasopressina, a serotonina,
fatores de crescimento (BDNF, VGF), o fator a de necrose tumoral (TNF- a), os
neurotransmissores (principalmente os muscarinicos), as citocinas e a proteina
guinase, as quais agem sobre as plaquetas fazendo com que as mesmas liberem o
conteudo de seus granulos, secretando as APPs para o meio exterior e translocando
algumas proteinas de membrana, como a APP intacta, para a membrana plasmatica de
modo que a face anteriormente interna agora fique voltada para o meio externo
(DAVIES et al., 1997).

Além dos fatores citados anteriormente, existem outros componentes que

podem estimular o aumento, mais especificamente, da expressdo das a-secretases, o
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donepezil, um tipo especifico de anticolinisterasico usado no tratamento da DA, cuja
funcao é realizar a manutencédo da acetilcolina na fenda sinaptica e assim garantir acao
desse neurotransmissor nas funcées cognitivas (ZIMMERMANN, 2004). O donepezil
exerce seu efeito ndo s6 por melhorar o0 metabolismo da APP para a via néo-
amiloidogénica, mas adicionalmente promove o trdfego de ADAM10, bem como APP,
para as membranas, melhorando assim atividade de a-secretase. Estes resultados
langam luz sobre os novos aspectos do presente mecanismo de acao dos
anticolinisterasicos e sua importancia para o tratamento da DA (ZIMMERMANN, 2004).

Como visto, os anticolinisterasicos podem promover uma melhora cognitiva em
pessoas com DA, no entanto, atualmente tem-se estudado medidas né&o
farmacol6gicas como meio de se obter os mesmo beneficios cognitivos proporcionados
pelos medicamentos.

Para Cummings (2004), o tratamento da DA deve ser formado por cinco
componentes principais: estratégias neuroprotetoras, inibidores da acetilcolinesterase,
intervencdes ndo farmacologicas, apoio aos familiares/cuidadores e agentes
psicofarmacoldgicos no intuito de reduzir distirbios comportamentais, favorecer a
manutencdo das atividades saudaveis e estabelecer uma aliangca de compromisso
entre os profissionais de saude e os membros da familia e/ou outros cuidadores

responsaveis pelo paciente. Neste contexto esta a atividade fisica.

2.4. ratamento néo farmacoldgico da DA

Atividade Fisica e DA

Apesar de ainda ndo possuir cura para DA, existem alguns tratamentos
farmacoldgicos que atenuam os quadros de declinios e disturbios fisicos, psiquicos e

cognitivos que se instalam com a doenca e que quando ndo tratados tomam dimensdes
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devastadoras num periodo curto de tempo (FORLENZA, 2005). Além desses, existem
também intervencdes eficazes que podem significativamente reduzir a prevaléncia e
incidéncia da DA, melhorar a qualidade de vida dos pacientes e seus cuidadores, e
reduzir custos com recursos que vao de instituicdes de longa permanecia a cuidados
de saude em casa (ROBERSON; MUCKE, 2006).

Dentro dessa perspectiva encontra-se a atividade fisica. Larson e colaboradores
(2006) verificaram que pessoas ativas possuem trés vezes menos chances em
desenvolver a DA gquando comparadas a pessoas inativas, 0 estudo ressalta que o
exercicio fisico regular € um elemento importante na promog¢do da saude e também
pode ser uma estratégia eficaz para retardar o inicio da deméncia.

Outro estudo sugere que a perda de tecido cerebral reduzida no hipocampo de um
individuo idoso esta relacionada ao nivel de aptiddo fisica. A base bioldgica de como o
exercicio fisico poderia preservar a funcéo cerebral inclui melhora do fluxo sanguineo
cerebral e de fornecimento de oxigénio e o fator de crescimento de fibroblastos no
hipocampo (COLCOMBE et al., 2003). Estudos longitudinais e ensaios randomizados
apontam que o exercicio fisico melhora a fungdo cognitiva em adultos mais velhos
(MOUL et al., 1995; KRAMER et al., 1999).

Em um estudo desenvolvido por Hernandez e colaboradores em 2010, foi
possivel verificar que em pacientes que participaram de um programa de AF
sistematizada houve beneficios no equilibrio, diminuicdo do risco de quedas e
manutencdo das fungBes cognitivas, quando comparados com pacientes que nao
participaram de tal programa.

Adlard e colaboradores (2005) em um estudo com modelo animal mostraram
que o aumento no nivel de atividade fisica pode diminuir os niveis de B-Amiléde em

ratos com DA. O estudo sugere que tal reducéo pode ter acontecido em funcéo de uma
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modificacdo do metabolismo neural ocorrido por alteracbes no RNAmM e nos niveis de
presenilinas.

Tais achados sugerem que exercicio fisico pode alterar alguns mecanismos
bioldgicos da doenca trazendo beneficios, tanto preventivos quanto terapéuticos. No
entanto, os achados ainda sdo restritos. Pouco se sabe com relacdo ao efeito da
atividade fisica em alguns fatores bioquimicos da doenca, como por exemplo, a
ADAM10.

Compreende-se como atividade fisica qualquer movimento corporal produzido
em consequéncia da contracdo muscular que resulte em gasto caldrico (CASPERSEN;
POWELL; CHRISTENSON, 1985). De acordo com o0s niveis de atividade fisica
realizada por um sujeito este pode ser classificado como ativo, inativo ou sedentario.
Esta classificacao varia de acordo com o tipo de avaliagéo utilizada para tal finalidade.
Cabe ressaltar que para mensurar a quantidade ou nivel de atividade fisica de um
individuo existem varias maneiras que vao desde gquestionarios (medidas subjetivas
indiretas) como o Questionario Internacional de Atividade Fisica (IPAQ) e o
Questionario de Atividade Fisica Modificado para ldosos (BAECKE) (HALLAL et al.,
2004; VOORRIPS et al., 1991) utilizados geralmente para estudos epidemiolégicos,
pois sdo de facil aplicabilidade e de baixo custo. Além desses, existem também
aparelhos como frequencimetros, pedémetros, acelerbmetros 0os quais permitem uma
mensuracao objetiva e direta, mas que em contrapartida sdo aparelhos de custo mais
elevado e exigem maior dedicacdo e tempo dos avaliados. A escolha desses meios
avaliativos varia de acordo com o grupo a ser estudado, a especificidade, a

reprodutibilidade e validade do método escolhido.

A forma de avaliacéo utilizada no que diz respeito & acuracia dos instrumentos,

foi a validade concorrente, para a qual se avalia, num mesmo momento, o preditor € 0
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critério. O indicador que reflete o grau de correspondéncia entre 0 questionario e o
critério € obtido entre os resultados da aplicacdo de ambos. No caso dos questionarios
de atividade fisica, a validade concorrente pode ser averiguada correlacionando os
resultados provenientes do questionario com os obtido em outros métodos de avaliacéo
como acelerdmetros. A validade de critério depende do relacionamento entre o preditor
e o critério adotado (ILHA, 2005).

Quantificar o nivel de atividade fisica € de suma importancia, pois tais medidas
séo capazes de fornecer indicadores para avaliacdo da situacdo de saude, permitindo o
planejamento de intervengfes que podem focalizar tanto a promoc¢do da pratica de
atividades fisicas quanto a reducdo da exposicdo a comportamentos sedentérios
(HALLAL et al., 2004). No entanto, medir o comportamento em relagdo a pratica de
atividades fisicas ndo é uma tarefa facil, principalmente em alguns subgrupos
populacionais, como as criangas e os idosos (OMS, 2009).

A literatura tem apontado que em muitos paises a inatividade fisica vem
aumentando e consequentemente gerando grandes implicagcbes na saude das
pessoas. O sedentarismo é um dos principais fatores de risco para as chamadas
DANTs (doencas e agravos ndo transmissiveis). Segundo a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) a inatividade fisica tem sido apontada como o quarto principal fator de
risco para mortalidade global (6% das mortes no mundo todo) atras da hipertensao
(13%), o consumo de tabaco (9%) e diabetes (6%). Excesso de peso e obesidade sdo
responsaveis por 5% da mortalidade global (OMS, 2009). Além disso, a inatividade
fisica € apontada como fator de risco para outras doencas como a DA.

Em um estudo de revisao realizado por Barnes e colaboradores (2011) verificou-

se que cerca de 13% dos novos casos da DA poderiam ser atribuidos a inatividade
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fisica. Ainda segundo o estudo, se houvesse uma reducdo de 10% da prevaléncia de
pessoas inativas 380.000 novos casos seriam previnidos a nivel mundial.

Neste contexto se faz de suma importancia programas de promoc¢ao a atividade
fisica realiazados por diferentes ares da saude, principalmete pela de Educacao Fisica,
onde a orientacdo pode ser feita por um profissional mais capacitado para tal funcao,
obtendo assim melhores resultados dentro do programa sugerido. Vale ressaltar que
além dos beneficios a saude, programas de atividade fisica, como por exemplo: uma
caminhada orintada é uma atividade de baixo custo e pode atender um grande nimero
de pessoas. (GARBER et al., 2011).

JA é consenso que a atividade fisica promove alteracées (desequilibrio) no
funcionamento dos sistemas do corpo humano, como: sistema digestério, sistema
musculo- esquelético, sistema nervoso. Durante a fase de estresse todos os sistemas
se reorganizam para atender as demandas de esfor¢co exigidas pela atividade e
recuperar sua homeostase. As respostas adaptativas neurofisiolégicas caracterizam-
se, principalmente, pelo aprimoramento da relagdo entre os estimulos provenientes no
sistema nervoso central e o recrutamento de unidades funcionais de movimento, as
unidades motoras (MCARDLE et al., 2003). Segundo estes autores, essas respostas
também se aperfeicoam por meio de uma maior frequéncia de descargas elétrico-
neurais que ocorrem para promover a contragdo muscular.

No que diz respeito ao sistema nervoso, a atividade fisica possui um importante
papel na modulacéo e captacao de neurotransmissores em niveis centrais e periféricos.
Em um estudo de revisdo realizado por Antunes e colaboradores em 2006 sobre
atividade fisica sistematizada e funcdes cognitivas, temos que uma sessdo aguda de
exercicio aumenta a concentracdo de norepinefrina em seres humanos e este aumento

estaria relacionado a um melhor desempenho no processo mnemoénico. O estudo
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também apontou que a atividade fisica regular influencia a plasticidade cerebral e
aumenta a densidade vascular no cortex cerebelar. Além de manter a integridade
cerebrovascular (evitando a diminuicdo da circulacdo cerebral por efeitos adversos),
aumenta a capilarizacdo e o niumero de conexdes dendriticas.

Em uma revisdo sistematica realiza por Coelho e colaboradores verificou o efeito
do exercicio fisico, crénico nos niveis de BDNF. O exercicio, particularmente o aerdbio,
foi capaz de modular os niveis periféricos de BDNF em humanos, aumentando o0s
niveis séricos desta neurotrofina. O BDNF pode atravessar a barreira hemato-
encefalica nas duas direcbes e, em vista disso, seus niveis periféricos podem
representar uma importante reserva cerebral (COELHO et al., 2012).

No entanto, ainda pouco se sabe sobre o efeito da atividade fisica nos
mecanismos fisiopatolégicos da DA, mais especificamente nos biomarcadores. Os
biomarcadores sao substancias que indicam um estado ou um processo bioldgico seja
esse normal ou patogénico. Sdo de suma importancia na deteccdo de alguma doenca
tendo em vista que o mesmo pode indicar alguma alteragdo na expressao ou estado
gue uma proteina se encontra.

Atualmente, os principais postulados tém recomendado novos critérios de
diagndstico para DA (JACK Jr. et al.,, 2011). A National Institute on Aging and the
Alzheimer’s Association recomenda que os biomarcadores devam ser utilizados, no
momento, com finalidade exclusiva de pesquisa e ndo para diagnostico clinico, tendo
em vista que os estudos realizados ainda nao trazem pontos de cortes especificos para
tais diagnésticos (JACK Jr. et al., 2011). O estudo identifica os biomarcadores como
parametros (fisioldgico, bioquimico, anatdmico) que podem ser medidos in vivo e
refletem as caracteristicas especificas da doenca relacionadas com 0s processos e

estagios fisiopatologicos da mesma (JACK Jr. et al., 2011).
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3. OBJETIVO GERAL:
Verificar o efeito do nivel de atividade fisica nas concentracdes da enzima

ADAM10 em idosos preservados cognitivamente e em idosos com DA.

4. HIPOTESE
Idosos com DA e idosos preservados cognitivamente que apresentam maiores

niveis de atividade fisica possuem maiores concentracdes de ADAM 10.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Procedimentos éticos

Os cuidadores dos idosos com DA e os idosos participantes do estudo
assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice 1), segundo as
normas estabelecidas pela resolucdo 466/12 do Conselho de Saude as pesquisas
envolvendo seres humanos. O projeto de pesquisa aprovado pela Comité de Etica em

Pesquisa da Instituicdo, numero do protocolo: 0670
5.2. Critério de incluséo
Idosos com DA:
e Ter o diagndstico clinico da doenca feito por medico.
Idosos preservados cognitivamente:

e Apresentar pontuagdo no MEEM acima da nota de corte sugerida por Brucki et

al. (2003)
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5.3. Recrutamento e amostra

Para o estudo foram recrutados 100 participantes, sendo, 50 idosos com DA e
50 idosos preservados cognitivamente, destes 21 idosos preservados recusaram a
participar do estudo por ndo verem relevancia no que estava sendo desenvolvido. No
grupo DA, desta forma, comecaram a participar do estudo 6lidosos. No decorrer da
pesquisa 3 idosos com DA tiveram que ser excluidos da amostra em funcéo de falhas
na analise sanguinea, 1 idoso com DA faleceu e 2 idosos com DA n&o quiseram utilizar
o aparelho, sendo assim, para analise dos dados restaram 28 idosos com DA e 29
idosos preservados cognitivamente com idade acima de 60 anos de ambos 0s sexos,
moradores da cidade de Rio Claro-SP.

Os participantes foram selecionados na comunidade, por meio de divulgacdo na
midia local e também em projetos de extensdo existentes na UNESP, tais como o
Programa de Atividade Fisica para a Terceira ldade (PROFIT) e o Programa de
Cinesioterapia Funcional e Cognitiva em ldosos com Doenca de Alzheimer (PRO-
CDA). Os sujeitos foram divididos em dois grupos: grupo com doenca de Alzheimer nos
estagios leve e moderado (GDA) os quais foram devidamente diagnosticados por um

neurologista e classificados de acordo com a CDR e, o grupo controle (GC).
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Teve-se por objetivo atingir 50 idosos
com DA e 50 idosos preservados
cognitivamente

- 21 idosos preservados se recusaram
- 1 idoso com DA o cuidador ndo permitiu

34 idosos com DA 4[ 29 idosos preservados
| cognitivamente
1 Falecimento

2 Nao quiseram usar o acelerdmetro
3 perdas de analises sanguineas

L

Figura 5. Delineamento da pesquisa.

5.4. Local do estudo

Uma parte das coletas foi realizada no Campus da UNESP de Rio Claro no
Laboratério de Atividade Fisica e Envelhecimento (LAFE). Em primeiro lugar foram
marcadas as avaliac6es sanguineas no LAFE. Logo ap6s a coleta, o sangue era levado
para o laboratério para separacdo do plasma e este, era armazenado a — 60° até que
fosse levado para o Laboratério de Biologia do Envelhecimento (LABEM) em Sao

Carlos.

5.5. Procedimento para coleta dos dados

Primeiramente os participantes eram convidados a comparecer no LAFE as 7:30
com 12 horas de jejum para que fosse feita a coleta sanguinea, realizada por uma
enfermeira devidamente capacitada. Logo apos a coleta o sangue era levado para o

laboratorio de bioquimica, onde era centrifugado a 1200 rpm durante 10 minutos a uma
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temperatura de 25° para a separacao do plasma. O plasma de todos os sujeitos ficava
armazenado a uma temperatura de -60° até que fosse levado para o Laboratério de
Biologia do Envelhecimento da Ufscar, em S&o Carlos, onde eram realizados o0s
procedimentos de SDS-PAGE e Western Blotting. Apos a coleta sanguinea marcava-
se novamente um novo hordrio para que a pesquisadora pudesse levar até a casa do
participante o acelerdbmetro e também para que pudessem ser aplicados os
guestionarios (estes aplicados sempre pelo mesmo avaliador). A entrega do
acelerébmetro e a aplicacdo dos questionarios eram realizadas na mesma semana em
gue havia sido feita a coleta sanguinea. Cabe ressaltar que os idosos com DA os
cuidadores acompanhavam todo o procedimento.

Em todos os sujeitos foram aplicados uma anamnese estruturada para verificar
dados antropométricos como massa corporal e estatura; dados socioeconémicos: cor
de pele, grau de escolaridade e estado civil. Sera também utilizado o questionario
QBMI; o Mini Exame do Estado Mental (MEEM), a Escala de Depressao Geriatrica
(GDS). No grupo com DA foi realizado um estadiamento da doenca por meio da Clinical
Dementia Rating (CDR). Além desses, foi realizado também um levantamento do
guadro clinico de cada sujeito onde foram obtidas informacdes sobre medicacdes e co-
morbidades.

Para os individuos com DA, foi entrevistado, preferencialmente um familiar, o
cbnjuge ou um filho com quem convivesse diariamente ou um individuo mais proximo a
ele. Em alguns casos, quando o idoso vivia sozinho, entrava-se em contato com o
parente mais proximo ou vizinho mais “amigo”. A entrevista foi realizada em uma sala
sem quaisquer interferéncia onde a pessoa pudesse se sentir a vontade para relatar o

dia a dia do paciente.
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5.6. Instrumentos e Medidas

Avaliacfes do Nivel de Atividade Fisica.

Aceleréometro

O acelerdmetro € um aparelho que capta acelera¢cdes do movimento humano
dentro de uma faixa de frequéncia constituidos por elementos piezelétricos e uma
massa sismica instalados numa caixa. O acelerdbmetro utilizado no estudo é o
ActiGraph wGT3X-BT o qual possui um chip de circuito integrado encapsulado em uma
placa de circuito eletrbnico. Além disso, possui também um elemento de condutancia
gue permite discriminar atividades sedentarias da ndo utilizacéo do aparelho.

A aceleracdo exerce uma for¢ca na massa sismica a qual promove uma tenséo
nos sensores no chip integrado. O elemento piezelétrico transforma a tensdo em sinal
elétrico com amplitude e voltagem proporcionais a aceleracdo detectada. O sinal é
convertido em uma medida denominada count (1 count equivale a 16 mili-g por
segundo) e posteriormente agrupada por um periodo de tempo denominado intervalo
(epoch). Os counts sdo diretamente proporcionais a frequéncia e intensidade dos
movimentos: quanto maior a frequéncia e intensidade dos movimentos, maior sera o
namero de counts registrados em um determinado epoch (TROST et al.,, 2006;
ROWLANDS, 2007). O aparelho registra aceleracdes do corpo em um ou trés planos de
movimento (vertical, mediolateral e anteroposterior).

O local onde o aparelho deve ser colocado depende do objetivo do estudo. Para
aferir gasto energético o lugar mais comum € no quadril ou na cintura. Outro fator
metodologico que pode interferir nos resultados diz respeito ao intervalo de tempo
adotado (epoch) para quantificar o nivel de atividade fisica. Se o objetivo do estudo for
verificar um dado momento em que 0s sujeitos tém atividades mais intensas deve-se

levar em consideracdo as caracteristicas da populacéo a ser estudada. Se for adotado
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um epoch grande para um grupo de sujeitos que tem como caracteristica realizar
movimentos mais intensos em um intervalo curto de tempo, o nivel de atividade fisica
tendera a ser subestimado para aquele intervalo estudado. No entanto, esta duracéo
parece nao interferir na quantidade total de atividade diaria.

Cabe ressaltar também, a quantidade de dias de utilizacdo do aparelho. Segundo
Corder ndo existe um consenso sobre o numero de dias para avaliar o nivel de AF. As
vantagens deste aparelho incluem: (a) a possibilidade de ser aplicado a qualquer faixa
etaria; (b) o fato de ser compativel com as atividades cotidianas, permitindo assim
avaliar os sujeitos em condi¢cdes reais de vida; (c) a grande capacidade de
armazenamento de dados; (d) a ndo existéncia de comandos que possam ser
manipulados externamente e (e) a capacidade de avaliar a atividade durante periodos

de tempo especificos (IILHA, 2005).

IC Chip

Seismic Mass

Piezo-
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Figura 6. Representacdo esquematica do acelerémetro.
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Questionario Baecke modificado para idosos (QBMI) (VOORRIPS et al.,
1991 —traduzido por Simdes, 2009)

O questionario de Baecke € um instrumento recordatério dos ultimos 12 meses,
de facil aplicacdo e entendimento, sendo proposto em escala qualiquantitativa e
abordando dimensfes como atividade fisica ocupacional, exercicios fisicos no lazer e
atividades de lazer e locomogédo (VOORRIPS et al., 1991). E composto de 16 questdes
gue abrangem trés escores de AF dos ultimos 12 meses: 1) escore de atividades
fisicas ocupacionais com oito questdes, 2) escore de exercicios fisicos no lazer (EFL)
com quatro questdes, 3) escore de atividades fisicas de lazer e locomog¢éo (ALL) com

quatro questdes.

Avaliacdes Cognitivas, Neuropsiquiétricas

Mini-Exame do Estado Mental (MEEM) e Clinical Dementia Rating (CDR)

Entre os principais instrumentos de avaliacdo geriatrica, destacam-se aqueles
que avaliam o idoso do ponto de vista cognitivo, utilizados tanto em ambientes
especializados, quanto como parte da atividade em ambientes menos especializados
de atencao a saude principalmente no que se refere ao idoso.

O Mini-Exame do Estado Mental (MEEM), elaborado por Folstein e
colaboradores (1975), € um dos instrumentos mais empregados e mais estudados em
todo o mundo. Usado isoladamente ou incorporado a instrumentos mais amplos,
permite a avaliacdo da funcdo cognitiva e rastreamento de quadros demenciais
(CARAMELLI et al., 2002). Sua utilizacdo consiste na deteccao de declinio cognitivo de
guadros demenciais e no monitoramento de resposta a intervencdes e tratamentos

(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2000).
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Cabe ressaltar que o instrumento tem mostrado alta capacidade de
discriminacdo de individuos cognitivamente alterados. Essa discriminacao é realizada
pelo escore obtido pelo individuo ao responder o questionario. O ponto de corte que
aponta se existe alguma alteracdo cognitiva ou ndo varia de acordo com a escolaridade
(BRUCKI et al., 2003) .

Tabela 1.Nota de corte para de acordo com a escolaridade Brucki et al. 2003.

Escolaridade Nota de corte
Analfabetos 18
1a 4 anos de escolaridade 21
5 a 8 ano de escolaridade 24
9 anos ou mais 26

Além das avaliacbes para o rastreio cognitivo, existem também, escalas que
permitem o estadiamento da doenca como, por exemplo, a CDR.

A escala de avaliagdo clinica da deméncia inicialmente teve como objetivo
fornecer informacbes adjacentes do cuidador/familiar e associa-las as informacoes
obtidas a partir das avaliacdes realizadas nos pacientes como o MEEM. A CDR permite
classificar a prevaléncia dos diversos graus de deméncia, além de identificar casos
guestionaveis, ou seja, aqueles que ndo sdo enquadrados como normais. Esses casos
podem corresponder ao chamado declinio transtorno cognitivo leve, que em outros
estudos epidemiolégicos pertencem ao grupo com uma maior taxa de conversdo em
deméncia (SADOCK, 2003).

Além da influéncia das perdas cognitivas na capacidade de realizar
adequadamente as atividades de vida diaria a CDR avalia cognicdo e comportamento.
A classificacdo do individuo ocorre a partir de uma comparacdo do desempenho do
escore atual com o escore do desempenho passado, sendo assim ndo existem notas

de corte estabelecidas pelo desempenho populacional. Esse instrumento avalia seis



36

importantes dominios cognitivos comportamentais: memoéria, orientacdo, capacidade
de julgamento e de resolver problemas, a relacdo com o meio social, atividades
domésticas e de laser e cuidados pessoais. Cada uma dessas seis categorias deve ser
classificada em: 0 (nenhuma alteracédo); 0,5 (questionavel); 1 (deméncia leve); 2
(deméncia moderada); e 3 (deméncia grave), exceto a categoria cuidados pessoais,
gue nao tem o nivel 0,5. A categoria memdéria € considerada principal, ou seja, com
maior significado e as demais categorias sdo secundarias (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2000). A classificacdo final do CDR é obtida pela analise dessas
classificacdes por categorias, seguindo um conjunto de regras elaboradas e validadas

por Morris.

5.7. Procedimentos para analise dos dados

Processamento do sangue e preparagcao das plaquetas

Para analise da coleta sanguinea serdo seguidos os procedimentos realizados
no estudo de Manzine (2003) descritos a seguir:

As plaquetas foram coletadas por centrifugacdo a 2.400 rpm por 10 minutos, em
seguida lavadas 2x em solugdo de tampao fosfato salino (PBS) (250 yL em cada
eppendorf) a 3.000 rpm por 10 minutos. Em seguida as plaquetas foram ressuspensas
em 100 pL de tampéao de lise (RIA Buffer). Posteriormente, foi realizada uma nova
centrifugacdo das amostras para separacdo dos sobrenadantes, os quais foram
utilizados para mensuracdo das concentracfes proteicas utilizando o kit Bradford
(BioRad). O contetudo proteico das amostras (30 pg) foi analisado através de
eletroforese em gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE - Sodium dodecyl sulfate
poliacrilamide gel electrophoresis) (LAEMMLI, 1970) e transferido para membranas de

nitrocelulose.
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SDS-PAGE e Western Blotting

Apds medida da concentracao proteica, 0 volume necessario para obtencéao total
de 30 ug de proteina para cada amostra foi diluido numa razdo de 4 yL de amostra
para 1 yL de tampdo de amostra para SDS-PAGE. Antes da aplicacdo no gel, as
amostras foram fervidas a 100 °C por 5 minutos no banho seco, desnaturando as
proteinas, desenovelando-as completamente, a fim de facilitar a separagdo das
mesmas durante a corrida eletroforética.

A corrida da eletroforese foi realizada durante 120 minutos a 120 V e em seguida
as proteinas presentes no gel foram transferidas para membranas de nitrocelulose
(Sigma) através do sistema de transferéncia Mini Trans-Blot Cell (BioRad). A
transferéncia foi realizada a 350 mA (mili-Ampéres) durante uma hora

Apoés a transferéncia proteica para as membranas, estas foram mantidas em
solucdo de bloqueio (2,5 g leite em pd Molico, para 10 ml de SDS) por 4 horas.
Posteriormente as membranas foram encubadas em 10 mL do anticorpo primario anti-
ADAM10 (A-3) Mouse Monoclonal SC-48400 (Santa Cruz Biotechnology) (1:100) over
nigth (permanéncia de 12 horas do anticorpo primario). Ap0s esse periodo de
permanéncia a membrana era lavada trés vezes durante 5 minutos para cada lavagem
em solucdo de TBST. Posteriormente a membrana era incubada em 20 mL do
anticorpo secundario Goat Anti-Mouse IgG-HRP SC-2005 (Santa Cruz Biotechnology)
(1:2000) por uma hora. A diluicdo dos anticorpos era realizada em solucdo de TBST e a
incubacdo em temperatura ambiente, com leve agitacdo em plataforma agitadora. As
membranas eram lavadas novamente 3 vezes e incubadas no reagente BioRad

Amplification (BAR 1x) por 5 minutos, o excesso da solucdo era retirado com papel
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permeavel. Em todas as lavagens das membranas, realizadas entre as etapas do
protocolo, foi utilizada a solucdo TBST 1x (3x por 5 minutos cada). Em seguida as
membranas foram reveladas por um instrumento de quimiluminescéncia, o Chemidoc,
0 qual captava a imagem dos blots de cada banda contendo a proteina ADAM10. O
protocolo para deteccdo da p-actina (controle enddgeno) seguiu 0S mMesmos
procedimentos da ADAM10. As membranas foram incubadas no anticorpo anti-p-actina

conjugado a HRP SC-1616 (Santa Cruz Biotechnology).

Densitometria das bandas

ApGs a revelacdo da membrana no experimento de Western Blotting, as bandas
marcadas pela reacdo com o0s anticorpos (anti-ADAM10 e anti-actina) serao
guantificadas com auxilio do software Quantity One (BioRad). Sera utilizado como
parametro para analise o volume ajustado das bandas, que significa o volume total,

diminuido do background.

Procedimentos para analise dos dados do acelerébmetro

O instrumento foi programado para registrar os movimentos em intervalos de 1
minuto a partir de onze horas de sexta- feira. Foi fixado na cintura do participante por
meio de um cinto de elastico e usado no lado esquerdo. O aparelho néo era a prova
d'agua, para que os participantes utilizassem foi solicitado que removesse 0 monitor
durante o banho ou a pratica de atividades aquéticas. Eles também foram orientados a
retira-lo na hora de dormir. ApGs o periodo de monitorizacao de 7 dias, os dados foram
transferidos para o software criado pelo fabricante, produzindo um arquivo contendo

minuto a minuto a contagem de movimentos de cada participante. Para o presente
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estudo foram utilizados apenas 5 dias de utilizacdo, sendo que os dias utilizados foram
padronizados, contando assim, 3 dias de semana mais sabado e domingo. Os dados
de atividade seguiram o0s procedimentos do estudo realizado por Esliger e
colaboradores em 2005. O softwer classificou como atividade fisica moderada a
vigorosa (AFMV), com base nos estudos realizados por Copeland e colaboradores em
2009. Para fins de comparacdo entre os grupos, os dados também foram analisados
utilizando o questionario BAECK modificado para idosos, tendo em vista que alguns
idosos ndo conseguiram utilizar o acelerdmetro. Trés indices atividade fisica foram
gerados: tempo de comportamento sedentario (todas as contagens por minuto abaixo
do ponto de corte < 1,040), o tempo de atividade fisica moderada e vigorosa (AFMV) =
1,041 e o nivel de atividade fisica foi quantificado pela quantidade total de counts
produzidos nos 5 dias de utilizacdo, além desses, utilizou-se também o questionério
BAECK.

O tempo de néo utilizag&o foi definido como intervalos de pelo menos 60 minutos

seguidos de 0 contagens por minuto (cpm).

6. RESULTADOS

Caracterizagao da Amostra

A caracterizacdo da amostra foi realizada para as variaveis cor de pele, sexo,
idade, grau de escolaridade (em anos estudados) e CDR. Da amostra composta por de
60 sujeitos, 68% eram brancos, 74% do sexo feminino, 62% tinham idade entre 70-79
anos e 65% havia estudado pelo menos 4 anos. Em relacdo a CDR 50% da amostra foi
composta por individuos preservados cognitivamente, 39% apresentava CDR1 e os

outros 11% apresentavam CDR2 como mostra a tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas soOcio-demogréficas, clinicas e cognitivas dos grupos
diagnosticados com e sem doenca de Alzheimer, expressos em média e desviopadrao.

Grupos -
Total Teste K-S
CC DA
Branco 18 22 40
cor de pele Negro 5 4 9 p=0,47
Amarelo 6 3 9
Masculino 7 8 15
Sexo p=0,76
Feminino 22 21 43
60 - 69 4 3 7
70-79 21 15 36
Idade p=0,21
80 -89 1 7 8
90- 0 1 1
0-4 18 20 38
Escolaridade 5-9 3 4 7
p=0,75
em anos 10-13 4 5 9
14 - 5 3 8
Hipertensao 11 24 35
Outras Diabetes 7 8 15
p=0,62
doengas Colesterol 8 13 21
Cardiopatias 3 5 8
Saudavel 30 0 30
CDR Leve 0 21 21 p= 0,87
Moderado 0 7 7

Houve diferenca significativa no test-t para todas as variaveis (p<0,05) exceto

para as variaveis escolaridade e GDS (p= 0,05).
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A média de idade entre os idosos com DA foi de 77 = 6 anos e dos os idosos
preservados a média foi de 72 £ 5 anos. Para o teste de rastreio cognitivo 0os grupos
(MEEM bruto) DA e CC apresentaram, respectivamente, uma média de 27 £ 2 e 17+ 5
pontos. Em relacdo a escala geriatrica de sintomas depressivos GDS 30 os idosos do
GC tiveram uma média de 6 = 7 e o0 grupo com DA 7 + 5 como mostra a tabela 2.

O perfil da amostra em relacdo as varidveis razdo ADAM10/Bactina, MEEM
bruto, e razdo_ MEEM, foram descritas e comparadas utilizando-se média e desvio-
padrdo, no test- t, todas apresentaram diferenca significativa (p<0,05).

A razdo_ MEEM seria o escore feito pelo sujeito no questionario, dividido pela
nota de corte da faixa de escolaridade. Se a razdo fosse menor que um, compreende-
se que o sujeito obteve escore abaixo do esperado para sua nota de corte. No entanto,
guando encontrada razdo acima de um, se observa auséncia de déficit cognitivo, dado
gue a nota do MEEM foi superior a nota de corte.

Tabela 3. Descricdo da amostra segunda as variaveis idade, escolaridade, MEEM
bruto, razaoMEEM, ADAM10bruta, razdo ADAM10/3actina e GDS.

Média + DP Teste-t

GC DA P-valor
ldade 72+ 5 77+6 0,01
Escolaridade em anos 6+ 4 5+4 0,79
MEEM_Dbruto 27+ 2 17+ 5 0,00
Razao MEEM 1,18+0,24 0,78+ 0,24 0,00
ADAM10/Ractina 3,09+ 15 1,12+ 0,75 0,00

3717826+ 1267810+

ADRYING) DiLiie 16677451 851037

0,00

GDS 5t 7 6+ 5 0,434

* p<0,05. Teste t de Student



42

Nivel de atividade fisica

Em média, os participantes com DA usavam o acelerdbmetro por 23,4 + 18,5
horas / dia e os preservados cognitivamente 19,4 + 9,8 horas / dia, no entanto, n&o
houve diferenca significativa entre as médias de tempo utilizado pelos dois grupos
p=0,298 para o tempo de uso.

No presente estudo, ndo foram desenvolvidos pontos de corte para definir
varias categorias de atividade fisica; apenas um ponto de corte foi estipulado com base
em estudo realizado por Copeland e colaboradores em 2009 com idosos saudaveis.
Para os idosos que nao conseguiram utilizar o aparelho, foi utilizada a pontuacao
obtida pelos idosos no questionario BAECK modificado para idosos (QBMI).

A variavel que mensurou a quantidade total de atividade fisica realizada pelos
participantes foi a variavel total de counts, além disso, por meio do acelerémetro foi
possivel verificar também o tempo de comportamento sedentario e o tempo de
atividades moderada e vigorosa (Tempo_AFMV) . Houve diferenca significativa entre
as medias dos grupos DA/GC (Figura 7), onde o grupo GC apresentou em média 3094
counts/min para atividades sedentarias e 893 counts/min para atividades moderadas e
vigorosas. Ja os idosos com DA apresentaram médias menores tanto para a atividade

sedentaria 2694 counts/min como para atividade moderada e vigorosa.
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Figura 7. Médias e desvio padrdo de nivel de atividade fisica sedentaria e nivel de
atividade fisica moderada/vigorosa dos grupos controle (GC) e DA; counts por minuto
(cpm); 1(Tempo sedentario); 2 (Tempo AF mod/vig ); * p<0,05. Teste t de Student.

Além das variaveis citadas anteriormente, o teste-t também apontou diferenca
significativa para as variaveis QBMI, e total de counts como mostra a tabela 4. As
médias apresentadas pelos idosos com DA no QBMI e no total de counts foram

menores quando comparadas ao grupo de idosos preservados cognitivamente.



44

Tabela 4. Valores expressos em média e desvio padrdo da AF moderada/vigorosa,
tempo comportamento sedentario, indice do questionario BAECK e total de counts dos

idosos com DA e dos idosos preservados cognitivamente.

Média + DP
Teste-t
GC DA
QBMI 10,5+ 3,8 5,55+ 3,3 0,03*
Tempo de
comportamento 3094+ 607 2694+ 771 0, 01*
sedentario
Tempo AFMV 893+ 419 585+ 460 0, 01*
Total Counts 563453+ 338766 + 0.01*

268754 244385

GC: idosos preservados cognitivamente; DA (doenca de Alzheimer), QBMI: questionario Baeck

modificado para idosos; * p<0,05. Teste t de Student.

Proteina ADAM10 nos idosos do Grupo DA e Grupo Controle

A andlise da expresséo da proteina ADAM10 foi realizada por comparacgéo entre
0s sujeitos controles (n = 29) e sujeitos com DA (n = 28). Os dados utilizados da
proteina ADAM10 para as analises realizadas foram a razdo entre a expressao de
ADAM 10 e beta_actina, a qual serviu de controle enddgeno, pois sua quantidade néo
varia de sujeito para sujeito, servindo assim para verificar se nenhum erro
procedimental foi realizado no momento em que se pipetou o volume de sengue
necessario para se obter 30ug de proteina para cada sujeito. A beta_actina migra no
gel de SDS-PAGE com uma banda de massa molecular de 43 kDa. Ja ADAM10 migra

no gel de SDS-PAGR com uma banda de massa molecular 60kDa. As figuras de 5 a 11



45

ilustram as imagens das membranas obtidas através do método Western Blotting
(Apéndice 1). A proteina ADAM10 apresenta banda de massa molecular 60 kDa. Os
sujeitos que estdo representados nas figuras encontradas no Apéndice 1 foram

classificados em ordem crescente de nivel de atividade fisica.
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Figura 8. Média das concentracBes da razdo ADAM10_Ractina; 1 (Grupo controle); 2
(Grupo DA), * p<0,05. Teste t de Student.

As médias da razdo ADAM10 Ractina sdo maiores em idosos preservados
cognitivamente do em idosos com DA como mostra a figura 2. Em estudo realizado por
Manzine e colaboradores verificou-se que essa proporcao é ainda menor quando se
compara os individuos com DA de acordo com a CDR, quanto maior 0 estadiamento da

doenca menor a razdo ADAM10/RBactina.

Correlagédo entre a expressao da ADAM10, o desempenho no MEEM nos

dois grupos de idosos.

Houve correlacao significativa das variaveis MEEM bruto e a razao/MEEM com

as variaveis ADAM10 e a razdo ADAM10/Beta-actina como mostra a tabela 5.
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Tabela 5. Coeficiente de correlacdo de Pearson entre grupos referente as
concentracfes da razdo ADAM10_[Ractina ; ** Correlacéo € significativa no nivel 0,01.

ADAM10 MEEM bruto razao MEEM

ADAM10 Ractina 0,976 0,587 0,458
ADAM10 0,636 0,509
MEEM _bruto D o

Correlacdo entre a expressao da ADAM10, o nivel de atividade fisica
sedentario e o nivel de atividade moderadal/vigorosa grupos.

Tabela 6. Coeficiente de correlacdo de Pearson entre grupos referente as
concentracfes da razdo ADAM10/Bactina e Tempo AF sedentario, moderado/vigoroso
e total de counts ; ** Correlacéo é significativa no nivel 0,01;* Correlacao é significativa
no nivel 0,05 .

Total Tempo Tempo QBMI
Counts sedentario AFMV
ADAM10 Ractina  0,32* 0,39 0,26 0,62

Para o presente estudo os resultados da correlacdo apontam que houve
correlacdo significativa entre as variaveis de nivel de atividade fisica onde p=0,001 e
p=0,005, respectivamente (Tempo de comportamento sedentario e tempo de AFMV e
as variaveis ADAM10bruto e razdo de ADAM10/3actina).

No entanto cabe ressaltar que correlagdo estabelecida entre a atividade
sedentaria foi maior (r=0,39), (marginalmente moderada) quando comparada a
correlacdo estabelecida pela atividade moderada e vigorosa (r=0,263, correlacdo
fraca).

Os resultados da regressao linear trazem a predicdo que cada variavel de nivel

de atividade fisica tem em relacdo a expresséo da proteina ADAM10/Ractina. O nivel
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de atividade fisica moderado/vigoroso explica em 6,9% (r2= 0,069) a expressdo da

proteina ADAM10/Bactina. J& a atividade sedentaria contribui em 15,7% com a

expressao (r2=0,15).

Tabela 7. Valores de predicdo das variaveis de AF para a concentracdo da razao

ADAM10/RBactina.
Regressao Linear
Variaveis R R quadrado Valor de p
Tempo de AFMV 0,26 0,06 0,02
Total de counts 0,49 0,1 0,09

a. Preditores: (Constante), tempo de AFMV, tempo sedentério e total de Counts;
variavel dependente: ADAM10/Ractina.

A figura 9 apresenta a relagao das concentragdes da razdo ADAM10/3actina de

acordo com o nivel de atividade fisica dos participantes no grupo DA e no grupo

GC. Os resultados mostram que as concentracdes da razdo ADAM10/Ractina

aumentavam conforme o aumento do nivel de atividade fisica nos dois grupos, ou

seja, tanto nos idosos com DA como nos idosos preservados cognitivamente que

apresentavam maiores niveis de atividade fisica apresentaram também maiores

concentracOes da razdo ADAM10/3actina.
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Figura 9. Concentracdes da razdo ADAM10/Ractina de acordo com os niveis de
atividade fisica; GC (grupo controle); DA (idosos com doenca de Alzheimer).
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7. DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi verificar possiveis relacdes entre nivel de
atividade fisica, e as concentracdes da protease ADAM10 de idosos com e sem
deméncia, além de comparar ambos 0S grupos para as variaveis citadas acima.

Para se investigar tais objetivos, foram controladas as variaveis intervenientes
do estudo - idade, escolaridade e sintomas depressivos- das quais a Unica que
apresentou diferenca significativa entre as médias dos grupos foi a variavel idade de
forma que os idosos com DA que participaram deste estudo apresentaram média maior
do que os idosos sem deméncia. Na literatura a incidéncia da doenca aumenta com a
idade dobrando a cada cinco/dez anos. Para pessoas com idade entre 65- 69, 70- 74,
75- 79, 80-84 e 85 a incidéncia tem sido estimada em 0,6%, 1,0%, 2,0%, 3,3%, 8,4%
respectivamente, chegando para 50% para idades acima de 85 (HEBERT et al., 1995).
No entanto, ndo existem evidéncias que verificaram a relacdo da ADAM10 com o
aumento da incidéncia da doenca em idades avancadas.

Sabe-se que o nivel de atividade fisica (NAF) pode ser influenciado por fatores
como idade, sexo, nivel socioeconémico, contextos ambientais, sociais, CoOmo 0 acesso
a espacos fisicos atrativos e co morbidades associadas (GOOBI et al., 2008).

Desta forma os resultados do presente estudo vem corroborar aos encontrados
por Lima e colaboradores em 2010 em que foi verificado por meio da utilizacdo do
IPAQ e do pedbémetro que os idosos com DA apresentam baixo nivel de atividade fisica
e que os passos produzidos em 30min de caminhada supervisionada representavam
45% do total de passos que os sujeitos produziam habitualmente. No estudo de Lima e
colaboradores, o recomendado eram de 6 a 6,5 mil passos/dia, entretanto, os idosos

com DA produziam 4412,6 + 2520,2 passos/dia.
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Outro estudo que também verificou o nivel de atividade fisica foi realizado por
Pedroso e colaboradores em 2012. Participaram do estudo, idosos com DA e idosos
preservados cognitivamente. O instrumento utilizado, o pedémetro, neste estudo, ndo
foi efetivo para apontar diferenca significativa entre os grupos mais ativos e menos
ativos, em ambos 0s grupos, porém analisando as médias do grupo de idosos sem DA,
os individuos mais ativos pelo QBMI apresentaram 8000 passos/dia, ja os individuos
considerados menos ativos apresentaram média de 5769 passos/dia, sugerindo uma
diferenca de quase 3000 passos/dia, o que representa, de acordo com Tudor-Locke e
colaboradores (2008) cerca de 30 minutos de atividade fisica. De acordo com o estudo
de revisdo, alguns autores classificam 5000 passos/dia como sedentarios e acima de
8000 passos/dia como fisicamente ativos (TUDOR-LOCKE et al., 2008). Entre os
idosos com DA os idosos classificados como menos ativos segundo o QBMI, obtiveram
média maior (2384+1994,8 passos/dia) do que o0s mais ativos (3787+3462,4
passos/dia). O estudo ressalta que a manutencdo e monitoramento do instrumento
foram realizados pelos cuidadores dos idosos com DA, os quais realizam ndo apenas
suas atividades pessoais, mas também cuidam de idosos com deméncia, assim
tendem a ter um aumento de sobrecarga (SCHULZ et al., 1995; TAN et al., 2005),
dificultando a manutencdo do pedémetro.

Em relacéo a utilizacdo do acelerébmetro, essas limitacdes puderam ser supridas,
tendo em vista que o software possibilita analisar os dados de modo, a saber, os
momentos em que o0s participantes nao utilizaram o aparelho. Além disso, o
acelerdbmetro permite a capitagcdo do movimento em trés eixos, 0 que nao era possivel
com o peddbmetro tornando- o menos sensivel a mensuracdo de alguns tipos de
atividades. Cabe ressaltar que mesmo sendo. No entanto, também houveram algumas

limitacbes da utilizacdo do aparelho pelos idosos com DA, que ndo possuiam um
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cuidador diario. O esquecimento de por e retirar o aparelho nos momentos certos eram
recorrentes. Para garantir a utilizacdo do instrumento por esses idosos foi necessaria a
ligacdo diaria.

Tais consideracdes apontam para a necessidade de se criarem instrumentos
especificos para mensuracdo do nivel de atividade fisica de idosos com deméncia
(LIMA et al., 2010).

No presente estudo os idosos com DA 20% n&o realizavam 30 minutos por dia
de atividade fisica moderada pelo menos 5 ou mais dias na semana (BARNES et al.,
2011). J& entre os idosos preservados cognitivamente todos seguiam as
recomendacgdes do nivel de atividade fisica semanais (GARBER et al., 2010).

No que diz respeito aos valores da razdo ADAM10_[3actina os resultados do
presente estudo corroboram com achados internacionais. No estudo de Colciaghi e
colaboradores em 2004 a média da razdo ADAM10/Beta- actina do Grupo Controle foi
de 0,801 em comparagao ao Grupo DA que apresentou razdo de 0,560, os resultados
obtidos nesta pesquisa foram (3,09 no Grupo Controle e 1,12 no Grupo DA).

Resultados semelhantes também séo apresentados em Colciaghi et al. (2002),
no qual a razdo ADAM10/Bactina do Grupo Controle também apresentou diferenca
significante de p < 0,0001 em relacdo ao Grupo DA. Estudos anteriores também
utilizaram outros parametros plaquetarios para diferenciar idosos com DA de controles.
No estudo de Padovani et al. (2001), observou-se que entre os idosos com DA, a
média da razdo das isoformas da APP plaquetaria foi de 0,35 + 0,18 enquanto os
demais grupos controles apresentaram média de razao acima de 0,83. Em Di Luca e
colaboradores (1996), conduzido por Western Blotting foi avaliado a imunoreatividade
das isoformas da APP plaquetaria em idosos com DA. Neste estudo foi evidenciado

que pacientes com DA apresentam reduzida razdo entre a APP-130 sobre a APP-
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106/110, quando comparado com controles saudaveis e pacientes com outro tipo de
deméncia. Observa-se, portanto, que outros biomarcadores descritos na literatura de
relacdo direta com a ADAM10 também corroboram com estes achados.

Considerando-se as pontuacfes obtidas no MEEM bruto (média de 27 no Grupo
Controle e 17 no Grupo DA), os estudos também apontam para resultados
semelhantes. Estudos realizados por Colciaghi e colaboradores em 2002 e 2004
apresentaram médias no escore MEEM de 27 e 29 para o Grupo Controle e 18; 23
para o Grupo DA, ressaltando-se que no ultimo estudo (2004) os sujeitos
apresentavam diagnéstico de DA muito leve ou leve. E importante salientar que por ser
o MEEM um teste de rastreamento cognitivo que sofre influéncia da escolaridade, os
achados deste estudo podem ser explicados pela menor escolaridade dos idosos em
relacdo aos de paises desenvolvidos.

Ainda ndo existem estudos na literatura a respeito da influéncia da atividade
fisica nas concentracdes de ADAM10. Os resultados encontrados no estudo apontam
relacdes entre as concentracfes da proteina com os niveis de atividade fisica. No
entanto, 0s mecanismos que explicam essa influéncia da atividade fisica nas
concentracbes de ADAM10 precisam ser estudados mais afundo. O que existe na
literatura sdo evidéncias da influéncia da atividade fisica em outros mecanismos que
interferem de forma direta ou indireta na producdo dessa proteina, como por exemplo,
a acetilcolina. A relacdo entre exercicio e sistema colinérgico surge a partir de estudos
experimentais em animais, em que se observou o aumento significativo da liberacao de
acetilcolina em ratos (LESSMANN, 2009). Curiosamente, quanto maior a velocidade de
deslocamento, maior a atividade colinérgica (VIVAR et al., 2012).

Os principais mecanismos induzidos pelo exercicio fisico sdo a nheurogénese e a

neuroplasticidade (VIVAR et al.,, 2012), por meio de moléculas neurotroéficas,
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produzidas tanto pelos neurdnios como por tecidos inervados ndo neuronais, COmo 0
tecido musculo esquelético (LESSMANN, 2009). Elas atuam como fatores de
crescimento, sendo essenciais para a diferenciacdo, crescimento e sobrevivéncia de
neurénios, células gliais e formacdo de novas sinapses fator de crescimento neural
(VGF) e o fator neurotroéfico derivado do cérebro (BDNF) (FOSTER et al., 2011). Nesse
sentido, o0 exercicio pode aumentar a proliferacdo de células tronco neurais
pluripotenciais e sua diferenciagdo em neurdnios, o que pode ser responsavel pelo
aumento da memoaria e do aprendizado (FOSTER et al., 2011).

Eggermont e colaboradores em 2006 verificaram que os beneficios da atividade
fisica dependem da duracéo e intensidade que este é realizado. A atividade fisica leva
a um aumento da liberacdo de NO o que pode gerar uma melhora da fungéao vascular
cerebral, pode aumentar a atividade anti-inflamatéria, e pode levar a um aumento a
liberacdo de acetilcolina quando em niveis adequados para tais ganhos. Outro estudo
gue corrobora com o0s achados anteriormente mostram que uma atividade fisica
sistematizada, o exercicio fisico, conduz a uma regulagéo positiva de NO (ENDRES et
al., 2003) e aumenta perfusao cerebral que poderia atenuar a disfuncéo endotelial na
AD, além disso, o exercicio pode também aumentar o t-PA e, consequentemente, a
atividade de plasmina, estimulando a degradacdo de a3 e, consequentemente,
reduzindo o dano neuronal. (ENDRES et al., 2003).

Erickson e colaboradores (2009) verificaram que niveis mais elevados de
aptiddo aerobia estdo associados com o aumento do volume do hipocampo em idosos,
e um melhor desempenho da memoaria. Estudos recentes tém sugerido que a funcao
executiva central pode ser mantida ou melhorada, em pessoas com comprometimento
cognitivo leve e DA, com maior nivel de condicionamento fisico (FOSTER, 2011).

Assim mostra um estudo realizado por Vital e colaboradores em 2012, onde idosos
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com DA realizaram um protocolo de intervencdo com pesos mostrou que apoés
intervencdo houve diferencas significativas e melhoras nas funcdes cognitivas e
memoria.

Os resultados encontrados neste estudo também sugerem este efeito da
atividade fisica nas concentracdes da ADAM10, tendo em vista, que em ambos os
grupos foi possivel detectar uma predi¢ao significativa da quantidade de atividade fisica
para as concentracdes da protease (figura 10). Com excec¢do da variavel idade,
algumas variaveis intervenientes como escolaridade e GDS nao apresentaram
diferenca significativa de suas médias entre 0s grupos, 0 que ressalta ainda mais o
efeito dos niveis de atividade fisica.

Cada vez mais a inatividade fisica esta relacionada com o declinio cognitivo
durante o envelhecimento e ao risco a deméncias, como a DA (BARNES, 2014). Em
contraste, a ado¢do de um estilo de vida fisicamente ativo traz importantes beneficios
sobre a saude em geral (BARNES, 2014). A atividade fisica regular e apontada como
uma importante medida ndo-farmacoldgica e de relativo baixo custo econémico para a
prevencéo da DA.

A DA e uma doenca crénico-degenerativa que acomete aproximadamente 26.6
milhdes de pessoas em todo mundo (LAUTENSCHLAGER et al., 2012). Os avancos da
medicina vém proporcionando o aumento da expectativa de vida, no entanto, o risco de
desenvolver DA aumenta substancialmente com o avanco da idade. Em 2050 estima-
se gue a doenca atingirA 106.8 milhdes de pessoas em todo o mundo
(LAUTENSCHLAGER et al., 2012). Dessa forma, pesquisas a respeito do assunto se
tornam de suma importancia.

De acordo com nossos resultados, existe uma influéncia da atividade fisica nas

concentracbes da proteina ADAM10, no entanto, as relacbes do nivel dessas
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atividades ainda precisam ser melhor investigados. Segundo o0s resultados
apresentados maior o nivel de atividade fisica maiores foram as concentracdes da
ADAM10 guanto em ambos 0s grupos.

Como limitacdo do estudo ndo foram analisados os niveis de atividade leve.
Possivelmente esse tipo de atividade deve ser mais praticado em idosos com DA,
tendo em vista que 0s mesmos apresentam distirbios comportamentais que
geralmente acarretam em maiores niveis de agitacdo, os quais ndo foram levados em
consideracdo proporcionando uma atividade fisica leve. Este fato pode ser observado
na figura 8, onde os idosos com DA apresentaram menores tempos de comportamento
sedentario quando comparados ao GC. Em contrapartida os idosos do GC podem ter
apresentado maiores tempos de comportamento sedentario por permanecerem mais
tempo realizando atividades moderadas/vigorosas, apresentando assim, maiores
tempos de descanso.

Além disso, os mecanismos subjacentes ao efeito da atividade fisica sobre a
proteina ainda precisam ser mais elucidados para se verificar quais outras possiveis

variaveis podem influenciar em sua producao.
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8. CONCLUSAO

Os idosos com DA apresentaram menores concentracbées de ADAM10 e menor
tempo de atividade fisica moderada e vigorosa quando comparados aos idosos
preservados cognitivamente.

Nos dois grupos quanto maior o nivel de atividade fisica maiores foram as
concentragOes da razdo ADAM10_beta_actina.

Os idosos com DA apresentaram menores tempos de comportamento sedentario
e AF moderada e vigorosa quando comparado aos idosos preservados cognitivamente.

Este foi o primeiro estudo a mostrar o efeito do nivel de atividade fisica nas
concentracbes da proteina ADAM10. Mais estudos envolvendo essas variaveis
precisam ser realizados para que mais evidéncias a respeito desse assunto possam

elucidar melhor os resultados encontrados no estudo.
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10. ANEXOS
10.1.ANEXO 1.
Questionario de ldentificagio
1. Nome Completo:
2. Data de Nascimento ! !
3 Estatura e Peso Estatura: Peso:
4. Circunferéncias Cintura: CQuadril: Pescoco:
b. Branca )
Megra )
Cor de pele Amarela 1
Parda )
6. RG
T. Solteiro 1
- Casado )
Estado Civil Vilveo )
Divorciadao )
8. Enderego
3. Cidadelestado
10. Telefone [ } auf )
1. Maturalidade
12, Menhum ou primarno incompleto )
. Até 4% série [antigo primarnio) ou ginasial {19 grau) incomplato 1
Escolaridade Ginasial (1% grau) completo ou colegial (2% grau) incompleto )
Supenorcompleto )
13 =im,
Trabalha atualmente?
ET
14. i
Realiza algum trabalho Sim,
voluntario Mao
15, =im
Dona de casa? Mio
16. Quem mora com ofa)
senhora?
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10.2. ANEXO

E - Laibararboirsn

ORIENTACED:
= D d Semans (1 Ponto]
» (D do mes |1 Pantal
» M |1 Panta)
= &ino |1 Ponta]
= Hara Aprogimeds |1 Panta)
» Locel Espacficn fmposenta ou setar] |1 Panta)
= Instituicsa (residends, haspital, cinke) (1 Ponta)
» Beirra ou Rus pragime (1 Ponta)
- Cigade |1 Forta
«Exteds 1 Portal

MEMOR LA IMEDLATA

* Fale 3 palavras ndocorrglacionadas
Posterionments pErEUNE a0 pRosne sobsas 3 pelnanes. D [panta pere Cade Pasposts conmte
Dempaiis repite as paiayrase cartifique-ce deque 0 pachEnts SNmnoe, DO mais e = unos i
PEEREEA RS DO,

ATENCAD ECiLouno
= |100-7] Sucessivos, 5 wezes sucessivaments |1 ponto para cada cllouls correta)

ez Oz Ors OFz Oas

EvoCacho

® Perzunte a0 pacientes pelas 3 palavras ditas ant=riorment= {1 ponto por palavral

IEUASER
® Nomear um relagio = wma caneta |2 pontos]
® Repetir: “Nem aqui, nem ali. nem l:'||-:1 ponta)

® Ler = chedacer: “fache os alhas™ |1 ponta]
® Esorewer wma frase= |1 ponta)
siCopiar um desenha {1 ponta)

Totalz__ An
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10.3 ANEXO 3

igade Fioce & Exvelbeamento
- R Claro

! \ LAFE -lahoratono de At
y UNESF

‘.
CDR - CUNICAL DEMENTIA RATING - ESCORE cuico De peménaa
- S ™ e
- B ¢ 2 - -




10.4. ANEXO 4

TRABALHOS DOMESTICOS

0 5r{a) realiza algum trabalho domestico leve? [tirar o
po, lavar louga, consertar roupas, eto .

0~ NUNC3 |ou menos de wma vez por mes)

1- Az vezes |soments quandonaa ha parceire ou ajudants=)
2- Frenquentements ::-: wmzmn i ado el panee e

3- S5emipre {sozinha ou com ajudal

0 Sr(a) faz algum trabalho doméstico pesado? [lavar
pisos & janelas, carregar sacos de lxo, eto.).

0~ NUNCE {ow menas de uma vez par mes)
1- Ag VGTEE |zsmants quand= niz ha parcairs su sjudanta)

2- Frequentements |as vezes ajudado pele parceing)
3- Sempre {sazinha ou com ajudal

Para Qquantas pessoas o 5Sr(a) realiza trabalhos
domesticos, incluindo a Sra. mesma? (Preencherd se a
5ra, respondeu nunca nas questoes 1 e 2),

Quantos comodos o Srla) limpa, incluindo cozinha,
quarto, garagem, porao, banheiro, sot3o, etc.?

0- Munca realiza servigos domésticns
1- Um a seis comodos

2- Sete 3 nove comodos

T D 0w nnka s e

5e limpa comodos, em quantos andares? (Preencher 0
£ 3 573, respondeu nunca na quest3o 4).

0 5r{a) cozinha ow ajuds no preparo?

0 Nunca

1- Az vezes [uma ou duas vezes por semana)

2- Frequentements [trés a Cinco vezes por semana
3- Eempra (mais gue cinoo weTes )

Quantos lances de escada o 5r(a) sobe por dia?
[urn lance de escada equivale a dez degraus)

0~ Munca subo escadas
1- m 3 cinco lances

2 Sroisa dez lhnoes

3- Mais de dez lance

Ty
F X LAFE - Laboratério de Atividade Fisica e Envelhedmento
LS UMESF — Rip dlaro

QBMI - QUESTIONARIO BAECKE MODIFICADD PARA IDOSOS

5& 0 5r/5ra. vai a algum lugar em sua cidade, gual o
tipo de transporte usado?

- Nunca a1
i-carro
2-Transporte publico
3- Ririrleta

4- Caminho

Quantas veres a 5ra./5r., sai para fazer compras?

0- NunC3 OU mMEenDs de UMa VEZ por SEmans
1- Uma Vet por semand

2- Duas 3 guatro veres por ssmana

3- Todes os dias

5& @ 5ra.f5r sai para fazer compras, gual o tipo de
transporte usado?

0 - Munca sai

i- Carro

2- Transporte publico
3~ Bicicleta

4- Caminho

ATIVIDADES ESPORTIVAS

Atividade

Intensidade
HOras por semang
Perindos por ano

ATIVIDADES DE TEM PO LIWRE

Atividade

inensigage
Horas por semang
Perindos por ano
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10.5. ANEXO 5

ESCALA GERIATRICA DE DEPRESSAO (GDS 30)

1 Vocé estd satisfeito comsua vida? 5V | NAOQ
2 Abandonou muitos de seus interesses e atividades? SIM | NAC
3 Sente que sua vida estd vazia? sSIM | MAD
4 Sente-se frequentemente aborrecido? sSIM | MAD
5 Vocétem muita fé no futuro? 5IM | NAD
6 Tem pensamentos negativos? SiM MAD
7 MNa maioria dotempo estd de bom humor? 5IM | NAD
8 Tem medo que algo mal va |he acontecer? sIM | MAD
o Sente-se feliz na maioria do tempo? SIM | NAD
10 Sente-se frequentemente desamparado adoentado? sIM | MAD
11 Sente-se frequentemente intranguilo? SIM | NAD
12 Prefere ficar em casa em vez de sair e fazer coisas novas? | SIM | NAD
13 Preocupa-se muito com o futuro? SIM | NAD
14 Acha que tem mais problemas de memdria gue os outros?| SIM | NAD
15 Acha bom estar vivo? 5IM | NAQ
16 Fica frequentemente triste? SIM | NAD
17 Sente-se Util? siv | NAD
18 Preoccupa-se muito com o passado? SIM | NAC
19 Achaa vida muito intereszante? 5V | NAOD
20 Para vocé & dificil comecar novos projetos? sSIM | MAD
21 Sente-se chejo de energia? SIM | NAD
22 Sente-se sem esperancart sIM | MAD
23 Achaque os outros tem mais sorte que vocé? sIM | MAD
24 Preocupa-se comcoisassem importdncia? SIM MAD
25 Sente frequentemente vontade de chorar? sIM | MAD
26 E dificil paravocé concentrar-se? sIM | MAD
27 Sente-se bem ao despertar? s | NAD
28 Prefere evitar reunides sociais? SIM | NAD
29 E facil para vocé tomar decisdes? s | NAD
30 0 seuraciocinio estd tdo claro quanto antigamente? sV | NAD

ESCORE /30
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11 APENDICE
11.1.APENDICE 1

ADAMIO-60Kda "N S waw S S e e e W

- actina
B —— — N — — — — —

C1 Cc2 c3 Ca c5 Cé c7 C8 C9

Figura 6. As plaquetas dos sujeitos pertencentes ao Grupo Controle (C); imagem das bandas especificas para a banda da ADAM10 e beta -actina
estdo apresentadas nesta figura.

ADAMI0-60Kda Wil ouue Wik wmm "0 e ap - T

B- actina

Cc10 Cl11 C12 C13 C14 C15 Ci6 C17 C18

Figura 7. As plaquetas dos sujeitos pertencentes ao Grupo Controle (C) e dos sujeitos com DA, classificados como CDR1; imagem das bandas
especificas para a banda da ADAM10 e beta -actina estdo apresentadas nesta figura.

ADAMIO-E0Kda — Wi il Sl quil S S v
S

B-actina — i — —
T S— — —
—-

C19 Cc20 C21 C22 C23 C24 C25 C26 Cc27

Figura 8. As plaquetas dos sujeitos pertencentes ao Grupo Controle (C); imagem das bandas especificas para a banda da ADAM10 e beta -actina
estdo apresentadas nesta figura.
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ADAM10 - 60 Kda R sy T eEp R e o

B- actina

DA1 DA2 DA3 DA4 DAS DA6 DA7 DA8 DA9

Figura 9. As plaquetas dos sujeitos com Alzheimer que apresentam CDR1(DA); imagem das bandas especificas para a banda da ADAM10 e beta -
actina estdo apresentadas nesta figura.

ADAMI10 - 60 Kda T S e e e .

B- actina — — — — — — —
DA DA DA DA DA DA DA
10 11 12 13 14 15 16

Figura 10. As plaquetas dos sujeitos com Alzheimer que apresentam CDR1(DA); imagem das bandas especificas para a banda da
ADAM10 e beta -actina estdo apresentadas nesta figura.

ADAMIO - 60 Kda e i s o L —

B-actina K —— — — — — —
DA DA DA DA DA DA DA
17 18 19 20 21 22 23

Figura 11. As plaquetas dos sujeitos com Alzheimer sendo os 4 primeiros CDR1 e o restante CDR2; imagem das bandas especificas para
a banda da ADAM10 e beta -actina estédo apresentadas nesta figura.

ADAM10 - 60 Kda — —

B_ actina —— - -
DA DA DA
24 25 26

Figura 12. As plaquetas dos sujeitos com DA, classificados como CDR2; imagem das bandas especificas para a banda da ADAM10 e beta -actina
estdo apresentadas nesta figura.



