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RESUMO

A deméncia € um termo geral utilizados para designar perda de memoria e algumas
outras fungdes cognitivas capazes de interferir no cotidiano de seu portador. A doenca
de Alzheimer (DA) é caracterizada histopatologicamente, pelo aumento da perda
singptica e morte neuronal nas regides cerebrais responsaveis pelas diversas fungbes
cognitivas, como o cortex, o hipocampo entre outras partes do cérebro. Pesquisas vem
demonstrando influéncia de atividades de lazer e fisicas na reducédo da perda cognitiva
durante o envelhecimento. Estas ocorrem através de estimulo da neurogénese e da
sinaptogénese produzida por fatores neurotréficos, que teriam sua producdo aumentada
durante a pratica regular dos exercicios e a possivel ampliacdo da reserva cognitiva,
ocorrerendo particularmente em idosos com manutencdo de atividades com maior
estimulo cognitivo por longo periodo. A pratica diaria de exercicio tem sido apontada
como intervencdo ndo medicamentosa apresentando vastos beneficios sobre sistemas
fisiolégicos que exibem deterioracdo funcional e estrutural com o decurso do
envelhecimento. Em vista disso, este trabalho visou investigar se o programa de exercicio
fisico pode ter contribuido para a mudanca nos parametros de estresse oxidativo em
pacientes com Alzheimer. Para isto, foram selecionados 6 pacientes com o diagnéstico
de DA que participaram de um programa de exercicios de hidroginastica de intensidade
leve com duracao de 60 minutos, duas vezes na semana, por um periodo de 3 meses.
As analises bioquimicas foram realizadas a partir de amostras de soros coletadas de
pacientes antes e apos a intervencgdo. Os resultados demonstraram uma diminui¢cdo no
nivel de carbonilacdo de proteinas, sugerindo uma acgéo protetiva do exercicio fisico no
dano oxidativo nas proteinas celulares. Observou-se também uma diminuicdo nas
espécies reativas por DCFH, assim como uma diminui¢do significativa na atividade da
catalase. A partir disso, pode-se observar beneficios do exercicio fisico na reducdo do

estresse oxidativo em pacientes com doencga Alzheimer.

Palavras-chave:Alzheimer, estresse oxidativo, exercicio fisico, cérebro.



ABSTRACT

Dementia is a general term used to denote memory loss and some other cognitive
functions that may interfere with the wearer's daily life. Alzheimer's disease is
histopathologically characterized by increased synaptic loss and neuronal death in the
brain regions responsible for various cognitive functions such as the cortex, hippocampus
and other parts of the brain. Research demonstrates an influence of leisure and physical
activities on the reduction of cognitive loss and that these occur by stimulating
neurogenesis and synaptogenesis produced by neurotrophic factors, which would have
their production increased during the regular exercise practice and the possible expansion
of cognitive reserve, that would occur particularly in the elderly with maintenance of
activities with greater cognitive stimulation for a long period. Daily exercise practice has
been identified as a non-drug intervention with vast benefits over physiological systems
that exhibit functional and structural deterioration with aging. Therefore, this study aimed
to investigate whether the exercise program may have contributed to the change in
oxidative stress parameters in Alzheimer's patients. For this, 6 patients with AD diagnosis
were selected, who were willing to participate in the 60-minute water aerobics program
twice a week for a period of 3 months. The analysis was performed on the blood collected
before and after the intervention, and afterwards biochemical tests were performed with
the patients' serum. The results showed a significant decrease in protein carbonylation,
suggesting a protective action of physical exercise on oxidative damage to cellular
proteins. There was also a decrease in reactive species by DCFH and as well as a
significant decrease in catalase activity. From this, one can observe the benefits of
physical exercise in reducing oxidative stress in patients with Alzheimer's, which may help

in delaying the progression of the disease.

Keywords: Alzheimers desease; oxidative stress; physical exercise; brain.



INTRODUCAO

A deméncia é um termo geral utilizado para designar perda de memoaria e outras
funcdes cognitivas suficientes para interferir no cotidiano de seu portador. A doenca de
Alzheimer (DA) é caracterizada histopatologicamente pela perda singptica e morte
neuronal em regides cerebrais responséveis pelas diversas func¢des cognitivas, como o
cortex e o hipocampo. Possui causas idiopaticas, entretanto sdo pautadas em hipoteses
provenientes de inimeras evidéncias que demonstram que fatores de risco como
genética, sexo, idade, doencas cardiovasculares, obesidade, diabetes e hiperlipidemia,
estdo diretamente envolvidos na génese da doenga % 4°,

Com base em dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
aproximadamente 1,5 milhdes de individuos apresentam DA, com uma incidéncia em
torno de 100 mil novos casos por ano. O Instituto estima que, em 2050, 30% da populagéo
brasileira sera acometida por Alzheimer o que significa 65 milhdes de portadores.
Mundialmente, a estimativa é que cerca de 35,6 milhdes pessoas tenham a doenca °.

Alguns estudos demonstraram que foram encontrados em cérebros de individuos
diagnosticados com a doenga, uma abundéancia de placas B-amiloide e emaranhados
neurofibrilares. As placas sdo formadas pelo depésito de fragmentos de peptideos B-
amiloide, acumulados nas fendas sinapticas. Enquanto, os emaranhados séo fibras
provenientes de outra proteina, conhecida por Tau uma proteina associada aos
microtubulos. Quando ocorre hiperfosforilacdo da proteina Tau ela se dissocia dos
microtubulos e se agrega sob a forma de filamentos helicoidais pareados insoluveis e
estes nos emaranhados neurofibrilares. A hiperfosforilacdo da Tau favorece a formacao
de agregados, resultando em perda ou declinio no transporte axonal ou dendritico nos
neur()nios%? 29; 32; 43,; 58_

As placas senis sdo depositos extracelulares esféricos, de agregados insoluveis
da proteina B-amiloide, localizadas, inicialmente, no sistema limbico. Essas placas sao
oriundas da clivagem incorreta da proteina precursora amiloide (APP), gerando
fragmentos peptidicos neurotoxicos, que se agregam levando a formacdo de placas
insoluveis, que alteram a funcédo sinaptica neuronal alterando sua capacidade de

destruicdo de sua membrana fosfolipidica e bainha de mielina3® 48, Os emaranhados



neurofibrilares séo feixes de filamentos insollveis e resistentes a eliminacao, localizados
no citoplasma perinuclear. Além disto, sdo compostos por proteinas Tau modificadas
estruturalmente e apresentam-se em estado hiperfosforilado, garantindo uma agregacéo
e estabilizacdo de microtubulos, responsaveis por transportar informacdes e nutrientes,
facilitando a morte neuronal & 32,

A DA tem relagao com o processo de envelhecimento normal e elevada liberagéo
de radicais livres no cérebro, no envelhecimento normal, as mitocondrias naturalmente
liberam radicais livres, por serem altamente reativos, podendo danificar a membrana do
neurdnio celular do seu DNA®,

O estresse oxidativo € um desbalanco entre agentes oxidativo e a capacidade de
defesa antioxidante do organismo com dano potencial. Esses radicais livres cujo elétron
desemparelhado encontra-se centrado nos atomos de oxigénio ou nitrogénio sao
denominados de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e Espécies Reativas de
Nitrogénio (ERN). Os principais exemplos ERO do tipo radicalares sao hidroxila (HO),
superoxido (O2"), peroxila (ROO") e alcoxila (RO’); e os nao-radicalares: oxigénio,
peréxido de hidrogénio e acido hipocloroso?*.

No organismo, estéo envolvidos na producéo de energia, fagocitose, regulagéo do
crescimento celular, sinalizacdo intercelular, imunidade e defesa celular e sintese de
substancias bioldgicas, entretanto, quando em excesso apresentam efeitos prejudiciais,
como a peroxidacao dos lipidios de membrana e agresséo as proteinas dos tecidos e das
membranas, as enzimas, carboidratos e DNA %% %6 A producéo de ERO estéa elevada nas
lesbes teciduais causadas por traumas, infec¢cdes, parasitas, radiacdes, hipdxia, toxinas
e exercicios extremos, devido a um conjunto de processos como o aumento de enzimas
envolvidas na formacéo de radicais, a ativacdo da fagocitose, liberacéo de ferro e cobre
ou uma interrup¢do da cadeia transportadora de elétrons ©7.

Espécies reativas podem ser produzidas a partir de fontes enddgenas e exogenas.
Potenciais fontes endogenas incluem as mitocondrias, a via metabdlica do citocromo
P450, peroxissomos, e ativacdo de células inflamatérias®2. Essa producéo excessiva de
radicais livres causa danos aos sistemas de membranas neuronais, acarretando uma
peroxidacao de lipideos e uma oxidacéo das proteinas de membrana. Uma das principais

fontes de espécies reativas € a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, onde



durante a transferéncia de elétrons pelos complexos da cadeia respiratoria, formas de
oxigénio parcialmente reduzidas podem ser geradas?*.

A célula conta com uma producdo molecular de agentes antioxidantes para a
manutencdo da homeostasia oxidativa, que fazem parte do sistema de defesa podendo
ser produzidos pela prépria célula, obtidos pela dieta ou ainda através de antioxidantes
enzimaticos (SOD, CAT ou, GPx, etc.), que atuam na producao ou eliminacao das ERO.
A participacdo do estresse oxidativo no processo de envelhecimento também ja é bem
conhecida. Uma das teorias mais aceitas esta baseada no fato de que danos celulares
causados por ERO sédo cumulativos e deletérios ao longo do tempo. Sugerindo, portanto
que a longevidade pode ser dependente ndo apenas de fatores intrinsecos, como
hereditariedade, mas também de fatores externos, como a dieta e a pratica de exercicios
fisicos!® 0,

O envelhecimento precoce pode ser explicado pelo excesso de atividade da
enzima superoxido dismutase (SOD). A alta atividade da SOD leva um aumento de H20:2
gue excede a capacidade metabdlica de enzimas como a glutationa peroxidase (GPx) e
a catalase (CAT), que séo responsaveis pela degradacao do mesmo. Isso poderia levar
o envelhecimento acelerado trazendo consigo o aparecimento de sinais histopatolégicos
da DA, gerando um desgaste em placas neuriticas, o que pode potencializar o efeito
oxidativo no cérebro, acelerando a degeneracéo neuronal®.

Além disso, doencas frequentes na senescéncia também estdo associadas ao
aumento do estresse oxidativo, como a doenca de Parkinson, o acidente vascular
encefélico, a doencga de Alzheimer, a esclerose miltipla e catarata®.

Assim, as ERO possuem importante papel no desenvolvimento da disfungéo
endotelial e de doencas crénicas como a hipertensdo e a aterosclerose?. Diversos
estudos demostram que pacientes com DA apresentam um desequilibrio redox, tanto no
soro quanto no liquido cefalorraquidiano. Os autores sugerem que esse desbalanco
ocasione aumento da peroxidacao lipidica e esta intimamente ligado as desordens
neurodegenerativas, e parece que a oxidacdo da célula é o primeiro processo que
antecede o desenvolvimento desta enfermidade 9 10 64,

O sistema nervoso central € particularmente vulneravel aos danos causados pelos

radicais livres por apresentar alto consumo de oxigénio e possuir grande quantidade de



acidos graxos poli-insaturados, além do nivel diminuido de enzimas antioxidantes quando
comparado a outros tecidos* °. Desta forma, com o avan¢o da idade, o cérebro sofre
mudancas morfolégicas e funcionais, afetando as arvores de dendritos e sinapses,
neurotransmissao, circulacado e metabolismo, alterando o sistema motor e sensorial, de
memoéria e aprendizado. Além disso, existe uma tendéncia a aumentar as reagfes que
produzem ERO, paralelamente a uma diminuicdo dos processos que defendem o
organismo de moléculas reativas3® 64,

Em adicdo a esses fatos, os alvos moleculares afetados pelas ERO incluem DNA
nuclear e mitocondrial, lipidios, proteinas, homeostase do célcio, dindmica e funcéo
mitocondrial, arquitetura celular, trafego de receptores e endocitose e homeostase
energética. O metabolismo celular anormal, por sua vez, poderia afetar a producédo e o
acumulo de proteina Tau hiperfosforiiada e de proteina [ amiloide, que
independentemente poderiam exacerbar a disfuncéo mitocondrial e a producéo de ERO,
contribuindo assim para um ciclo vicioso?3 6,

Diferentes pesquisas tém demonstrado que atividades de lazer e fisicas estéao
envolvidas na reducéo da perda cognitiva presente na doenca. E sugerido que a atividade
fisica promova neurogénese e sinaptogénese através de fatores neurotroficos, que teriam
sua producdo aumentada durante a sua pratica, e a possivel ampliacao da reserva
cognitiva, que ocorreria particularmente em idosos com manutencéo de atividades com
maior estimulo cognitivo por longo periodo*’.

A pratica diaria de exercicio fisico tem sido apontada como uma intervencao nao
medicamentosa e vem apresentando vastos beneficios sobre a deterioragdo funcional e
estrutural de sistemas fisioldgicos em envelhecimento” 6. Durante o processo de
envelhecimento, a capacidade muscular também fica prejudicada, incidindo em uma
reducdo no recrutamento e ativacdo de unidades motoras. Isto se mostra importante, ja
que origina um aumento significativo do risco de quedas, uma vez que 65,5% desses
episodios ocorrem em idosos com déficit cognitivo®s.

Os estudos acerca dos beneficios da pratica regular de atividade fisica sobre
funcBes cognitivas e a capacidade funcional em idosos com deméncia vém aumentando
consideravelmente e mostra que o exercicio fisico age sobre a fungéo cognitiva direta ou

indiretamente. Os mecanismos que atuam de forma direta, aumentam a agilidade do



processamento cognitivo, constituindo em uma melhora da circulagéo cerebral e uma
alteracdo na sintese e degradac¢do de neurotransmissores com mudancas em estruturas
cerebrais 7 63,

Um estudo transversal de Simar e col. (2007)% ao avaliar idosos com 60 a 90 anos
de idade, altamente ativos fisicamente, em repouso e apds o exercicio agudo mostraram
uma maior capacidade na producdo de moléculas antioxidante e em niveis mais baixos
em marcadores de dano oxidativo quando comparado com os idosos menos ativos. Este
resultado foi apoiado pelo fato de que a aptiddo aerObica estava positivamente
correlacionada com a capacidade antioxidante e negativamente com a expressao de
dano oxidativo.

Este trabalho visa avaliar as possiveis melhoras no estresse oxidativo em idosos
com a doenca de Alzheimer em dois momentos: de exercicio fisico e se esses estimulos

contribuem de alguma maneira para a redugéo do progresso da doenca.

METODOLOGIA

ASPECTOS ETICOS

Este projeto de pesquisa foi desenvolvido em conformidade com as normas
vigentes expressas na Resolucdo 196 de outubro de 1996 e resolu¢cdes complementares
do Conselho Nacional de Saude. O projeto foi submetido a anélise do Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) da Universidade do Extremo Sul Catarinense — Criciima, Santa
Catarina, sob o parecer nimero 3.034.010. No seu desenvolvimento foram observadas
as orientacdes e demais normas e recomendacdes éticas para a realizacdo de pesquisas
no Brasil. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi entregue aos participantes,
0s quais ficaram de posse de uma cépia permanecendo outra com o pesquisador. O
material coletado foi de uso exclusivo do pesquisador, sendo utilizado com a Unica
finalidade de fornecer elementos para a realizagao deste projeto de conclusao de curso,
da propria pesquisa e dos artigos e publicacdes que dela resultem. No projeto da
pesquisa e mesmo na escrita da dissertacao, foi assegurada a confidencialidade dos

dados e das informacdes que possibilitem a identificacdo dos participantes.



A pesquisa ndo oferecereu nenhum dano ou desconforto aos participantes e néo
foi objeto de nenhum beneficio, ressarcimento ou pagamentos aos mesmos. O material
coletado ndo foi objeto de comercializacdo ou divulgacdo que pudesse prejudicar 0s

entrevistados.

EXERCICIO FiSICO DE BAIXA INTENSIDADE EM IDOSOS

O projeto € um ensaio clinico ndo controlado, desenvolvido na Universidade do
Extremo Sul Catarinense — Criciima, Santa Catarina, no periodo de Julho a Setembro de
2018, com pacientes que participam do Grupo “Bem Viver com Alzheimer’ e que
aceitaram participar a pesquisa. Foi realizado uma analise dos dados obtidos pré e pés
intervencao, analisando se o programa de exercicio fisico de hidroginastica com baixa
intensidade pode ter contribuido para a mudanca do perfil de marcadores oxidativos
deste publico.

A amostra foi composta por 6 pessoas com o diagndstico da doenca de Alzheimer,
residentes de Cricima que ndo fazia nenhum tipo de programa de exercicio fisico
regular. Como fator de exclusdo, foram consideradas quando o paciente possuiam
contraindicacdes de ordem médica para a pratica de exercicio.

A hidroginastica é constituida de exercicios aquaticos especificos, baseados no
aproveitamento da resisténcia da agua como sobrecarga e do empuxo como redutor do
impacto, o que permite a pratica de um exercicio, mesmo em intensidades altas, com
diminuidos riscos de lesdo (Kruel, 2000).

O protocolo empregado consistia na pratica de exercicios de hidroginastica com
duracdo de 60 minutos e durante o periodo de trés meses. Todos 0s participantes
apresentaram atestado declarando a possibilidade de participar de um programa de
exercicio fisico monitorado pelos pesquisadores e juntamente com o auxilio de seus

respectivos cuidadores.

ANALISES BIOQUIMICAS

COLETA SANGUINEA



A coleta sanguinea ocorreu no primeiro dia de exercicio e no ultimo dia da
realizacdo dos mesmos. Os pacientes foram encaminhados primeiramente a uma sala
no Bloco T, na Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os mesmos foram
devidamente acomodados e preparados para a realizacdo das coletas. Devidamente
paramentados, com luvas e jaleco, foi realizado o garroteamento de um dos bracos e
realizado a asepsia no local da puncédo. Com o sistema de coleta montado, poncionou-
se a veia, e realizado a coleta de 5 mL de sangue total e transferindo para um tubo sem
anticoagulante. O mesmo processo transcorreu com todos o0s integrantes no inicio e ao
término da intervencéo.

O sangue total foi deixado em em repouso por 30 minutos ha posicao vertical, para
a formacdo do trombo, logo apds, efetuou-se o processo de centrifugacdo, em 3000
rotacdes por minuto durante 10 minutos, a 4 °C. O soro foi separado, armazenado a - 20
°C apos o doseamento de proteinas, até a obtencéo de todas as amostras.

PROTEINA PELO METODO DE LOWRY

A dosagem de proteinas totais foi determinada de cada amostra através do método
de Lowry (1951), onde a albumina bovina sérica foi utilizada como padrdo. Todas as

amostras analisadas foram dosadas em triplicatas.

CARBONILACAO DE PROTEINAS

A deteccdo de proteinas carboniladas é um indice global de estresse oxidativo
celular. O principio é baseado no fato do nivel de grupos carbonilas ser aumentado
quando proteinas de um extrato sdo oxidadas. A oxidacao de proteinas foi determinada
mediante a quantificacdo de proteinas carboniladas através da reacdo de grupos
carbonilas com a dinitrofenilhidrazina (DNPH). Essa reacdo gera a formacao de
hidrazonas correspondentes. O conteuddo de carbonilas foi determinado por
espectrofotometria a 370nm como previamente descrito por Levine e cols (1990)%’.

O preparo da amostra deu-se através 5uL do soro diluidos em 995uL de tampéo



fosfato, pH 7.4. Para a técnica, foi utilizado 100uL da diluicdo do soro. As proteinas foram
precipitadas pela adicdo de 20% &cido tricloroacético e reagiu com DNPH. O conteudo
de carbonil foi determinado espectrofotometricamente em A=370 nm. Os resultados foram

expressos como contetdo de carbonil nmol/mg proteina x 1012,

ATIVIDADE DA CATALASE (CAT)

A catalase, uma enzima heme, que catalisa a decomposicdo do peréxido de
hidrogénio em agua e oxigénio molecular, € uma das principais enzimas do sistema de
defesa antioxidante da célula®. As amostras foram diluida em 5ul do soro com 995ul de
tampao fosfato, pH 7.4. Desta diluicdo, adicionou-se 20ul da amostra era adicionado ao
meio basico de reacao, contendo tampéao fostato 50mm, pH 7,4, e peroxido de hidrogénio
(H202) 10mM. A medida da atividade da CAT ocorre através da velocidade com que o
H20:2 é reduzido pela a¢do da enzima, provocando diminui¢do no valor da absorbancia

em 240nm?.

ESPECIES REATIVAS POR DIACETATO DE DIFLUORESCEINA (DCFH)

A oxidagcdo do DCFH pelas células causa a fluorescéncia da diclorofluoresceina
(DCF) que pode facilmente ser lida em fluorimetro. A amostra foi diluida através a adicao
de 995ul de tampao fosfato, pH 7.4, com 5ul do soro. Neste ensaio, 100 yL de agua e 75
puL de DCFH-DA foram adicionados a 25 puL de amostra diluida, homogeneizados em
vortex e levados ao banho-maria 37°C ao abrigo da luz por um periodo de 30 minutos.
Separadamente, foi preparada a curva de calibracdo onde utilizarou-se como padréo o
DCF 0,1 uM diluido em tampéo fosfato/EDTA em pH 7,4 em diferentes concentracdes.
Tanto as amostras, quanto a curva de calibracdo, foram processadas em duplicata e ao
abrigo da luz. Ao final dos trinta minutos foram realizadas as leituras no fluorimetro (525
nm excitagéo e 488 nm de emisséo). Os resultados foram expressos em nmol de DCF

por mg de proteinas®.

RESULTADOS



Neste trabalho, foi avaliado o efeito do exercicio fisico de baixa intensidade sobre
parametros oxidativos, como contetdo de proteinas carboniladas e de espécies reativas
em DCFH. Foi possivel observar na figura 1A uma diminuicdo na carbonilacdo proteica,
assim como a figura 1B demonstrou uma reduc@o nos niveis de espécies reativas
observados pela oxidagdo de DCFH, no soro dos idosos diagnosticados com doenca de

Alzheimer, ap6s 3 meses de intervencao fisica.
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FIGURA 1. Efeitos do exercicio fisico sob o estresse oxidativo pré e pés protocolo de
exercicio. Conteudo total de carbonilo (A), oxidacdo do DCFH (B). As barras séao
apresentadas como média + desvio padrao, *p<0,05 versus Pré Treino.

Nota: Dados da pesquisa.

Além disso, para verificar a atividade antioxidante foi avaliada a atividade da

enzima catalase nos soro dos pacientes antes e apds o periodo total do exercicio. Como



demonstrado na figura 2, apds os 3 meses de treinamento fisico, houve uma diminuigdo

da atividade da mesma.
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FIGURA 2. Efeitos do exercicio fisico sob o estresse oxidativo pré e pos protocolo de exercicio
sobre a atividade da enzima catalase. As barras sdo apresentadas como média + desvio
padrado, *p<0,05 versus Pré Treino.

Nota: Dados da pesquisa.

DISCUSSAO DE RESULTADOS

A anadlise dos dados obtidos neste trabalho demonstrou que o exercicio fisico de
baixa intensidade foi capaz de diminuir dano oxidativo induzido pela doenca de
Alzheimer. Isto pode ser observado pela diminuicdo do nivel de carbonilagédo proteica e
da oxidacdo de DCFH no soro dos pacientes. Entretanto, também foi possivel observar
gue a atividade da enzima catalase diminui.

J& esta bem esclarecido o fato de que a DA esta relacionada com a producéo de
espécies reativas, e parece que o estresse oxidativo resultante do desequilibrio entre
defesas antioxidantes e o aumento destas espécies, esta envolvido com a morte de
neurdnios. A producao excessiva de radicais livres causa lesdo neuronal, em parte por
dano em lipideos demonstrado por peroxidagéo lipidica e também pela oxidacdo das

proteinas de membrana, observado pelo contetido de carbonil®®,



Varias estratégias vem sendo utilizadas com a intencéo de diminuir estes danos
resultantes do estresse oxidativo em individuos com DA. Dentre as alternativas o
exercicio fisico tem mostrado resultados significativos na diminuicdo de parametros
oxidativos em diversas doencas, inclusive em pacientes com a doenca de Alzheimer?’ e
este parece ser um fator importante para a melhora da qualidade de vida dos pacientes.
Neste contexto, Heyn?® e colaboradores destacaram, por meio de uma revisdo
sistematica, uma melhora significativa das func¢des cognitivas globais através da pratica
de exercicios fisicos em individuos com declinio cognitivo leve ou com deméncia. Nesses
estudos, destacam-se as atividades aerobicas, que aumentam o fluxo sanguineo e a
neurogénese, diminuem o0 estresse oxidativo e, possivelmente, reduzem as placas
amiloides.

Existe um interesse crescente no papel do exercicio fisico como estratégia
terapéutica para individuos com DA. Morris et al. (2017)*? avaliaram o efeito de 6 meses
de um programa de exercicios aerobicos supervisionados na memoaria, funcéo executiva,
capacidade funcional e depressdao no inicio da DA. Os resultados mostraram que
0 exercicio aerébico no inicio da DA estd associado a beneficios na capacidade
funcional em comparacdo com individuos do grupo que néo realizou atividade fisica.
Embora o exercicio fisico tenha um efeito protetor no envelhecimento, principalmente nas
funcBes cognitivas, o estresse oxidativo antes e apds o exercicio fisico em idosos com
DA carece de resultados. Em vista disso, neste trabalho foi avaliado o efeito de uma
atividade fisica através de exercicio de baixa intensidade, sobre parametros oxidativos.

Contudo, estudos de coorte longitudinais tém sugerido que a atividade fisica na
meia-idade protege contra o declinio cognitivo e deméncia na velhice?> 52. Hammer e col.
(2009)%> em uma revisdo sistematica calcularam o risco relativo (RR) para o
desenvolvimento de doencas e obtiveram resultados interessantes. O RR para o
desenvolvimento de deméncia em individuos que realizaram atividade fisica reduziu
consideravelmente. Esses resultados sugerem que a atividade fisica esta inversamente
associada ao risco de desenvolver deméncia, portanto parece ser um fator protetivo
contra o surgimento de deméncia. Outras revisfes, incluindo ensaios clinicos
randomizados (ECR) que examinam o efeito do exercicio fisico na cognigéo de individuos

idosos saudaveis apoiam essa proposicédo® % 55, De acordo com a revisdo da Cochrane



envolvendo 11 ECR com individuos cognitivamente saudaveis, o exercicio aerdbico
melhora o desempenho cognitivo em testes que medem a atencao e a lembranca tardia
de um determinado evento®. Colaborando com esses achados duas outras andlises
indicaram que o efeito mais pronunciado do exercicio é a funcdo executival? %5,

A fim de avaliar o dano as proteinas, o conteudo de carbonil € o indicador mais
frequentemente utilizado. A carbonilagdo de uma proteina é considerada uma das
alteracbes mais irreversiveis e danosas, sendo considerado um dos principais
marcadores de estresse oxidativo®. O aumento do conteldo de carbonil tem sido
observado em varias patologias humanas, incluindo a DA%,

Corroborando esses dados foi visto também que proteinas carboniladas séo
altamente acumuladas no cérebro da DA e localizadas em filamentos helicoidais
emparelhados (PHF) e placas amildides, sugerindo que essas modificacdes proteicas
podem desempenhar um papel crucial na progressao da doenca. Como o dano oxidativo
da proteina pode resultar em disfuncéo proteica, havera consequéncias relevantes para
0 sistema nervoso, resultando em metabolismo energético anormais, respostas anormais
ao dobramento de proteinas e respostas ao estresse oxidativo, anormalidades
citoesqueléticas e degradacéo proteica prejudicada’ 2. Radak et al. (2008)>° reportam
que a melhoria da funcéo cognitiva esta relacionada a diminuicdo de marcadores de
carbonilacdo protéica, lipoperoxidacdo e danos ao DNA no cérebro de roedores
submetidos a treinamento fisico. No presente estudo também pode-se observar que a
pratica de exercicio fisico de baixa intensidade, 2 vezes por semana induziu uma
diminuicdo da carbonilacao proteica sugerindo que este tipo de exercicio pode auxiliar na
reducdo de danos neuronais e desta maneira melhorar a qualidade de vida dos
individuos. Em estudos de Kozakiewicz e col.** com idosos de 74 a 99 anos submetidos
a atividade fisica de intensidade moderada resultou em uma diminuicdo da concentracéo
plasmatica de isoprostanos e carbonilacdo de proteina, corroborando com 0 Nnosso
estudo.

A producdo de ERO também foi avaliada utilizando o DCFH-DA3®. Effting et al.
(2018)16 encontraram uma reducéo de niveis de DCFH em camundongos obesos apoés o
treinamento resistido, sugerindo um importante papel da atividade fisica na regulagcéao dos

niveis oxidantes. Em adigcdo, Souza (2012)%® investigou o efeito de um treinamento de



natagao por oito semanas em camundongos com DA induzida pelo peptideo AB1-40 e foi
observado que o treinamento foi capaz de atenuar o aumento dos niveis de ERO
mensurados pelo DCFH. Considerando que os niveis de DCFH encontram-se diminuidos
pos-treino, sugerimos que houve uma diminuicdo de ERO nessa condi¢do, concordando
com os estudos acima.

Vale ressaltar, que dependendo de sua intensidade e duracéo, o exercicio fisico
pode aumentar a geracao de radicais livres e a atividade dos sistemas antioxidantes. A
intensidade moderada aumenta a protecdo contra o estresse oxidativo, enquanto o
exercicio de alta intensidade aumenta o estresse oxidativo??. A duracdo dos exercicios
também é outro fator que precisa ser considerado, uma vez que 8 semanas de exercicios
aerobicos nao foi capaz de reduzir o estresse oxidativo em pacientes com diabetes tipo
241, Em contrapartida, 12 meses de exercicios foi capaz de diminuir os marcadores de
estresse oxidativo em outra amostra de pacientes com diabetes tipo 246,

Além disso, pesquisas apontam que a pratica regular de atividades fisicas de baixa
a moderadas, leva a adaptacdo do tecido contra os radicais livres, aumentando a
resisténcia ao estresse oxidativo, como reducéo nos niveis de ERO, bem como aumento
da atividade da enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GSH) e reducéo de dano oxidativo.
Em adicao, esta préatica diminui a incidéncia de doencas associadas a ERO, como a DA.
Em sintese, os parametros oxidativos mostram que o musculo esquelético se adapta aos
niveis aumentados de ERO, reduzindo o risco de danos dos radicais livres no tecido apos
exercicios*® 50: 5460 portanto, exercicios regulares podem proporcionar uma excelente
manutencdo de niveis mais baixos de estresse oxidativo com niveis adequados de
antioxidantes, promovendo um envelhecimento saudavel.

No entanto, Ferrari et al. (2010)'° afirma que quando praticado de forma né&o
regular, o exercicio fisico agudo esta associado a uma consideravel reducdo dos niveis
sanguineos da CAT. Nossos resultados apontam para uma consideravel reducéo da CAT
no pos-treino, fato este que pode ser explicado pela pequena duracdo e a falta de
regularidade da intervencao.

Embora ndo tenhamos medido os niveis de atividade da enzima GPx, alguns
pesquisadores sugeriram que esta pode ser mais responsiva ao estresse oxidativo

induzido pelo exercicio'® 17: 31 talvez por este motivo os niveis de catalase nido foram



aumentados neste trabalho, ja que 2 vezes na semana possui um intervalo superior para
ser considerado regular. A GPx e a CAT possuem func¢des similares na decomposicéo
do H202. No entanto, as atividades da CAT podem ser desreguladas por atividades
elevadas de GPX em resposta a altos niveis ERO, incluindo H2025%. Uma vez que o
marcador de dano oxidativo (DCFH) encontrou-se diminuido apos a intervencdo no
presente estudo, pode-se sugerir que a GPx poderia estar elevada, uma vez que esta
enzima é mais eficiente na presenca de altas concentracdes de ERO que foram refletidas
no pré-exercicio por altas concentracdes de DCFH*,

De fato, ERO induzidas por sessfes repetidas de exercicios aerdbicos estimulam
aumentos na sintese de algumas enzimas antioxidantes?’. Semelhante ao nosso estudo
e tempo de intervencdo, Takahashi et al. (2013)% investigaram os efeitos do exercicio
fisico de baixa intensidade (100min/semana) no estresse oxidativo em idosos na faixa
etaria de 65-78 anos divididos no grupo controle e exercicio. O programa de exercicios
consistiu em caminhar 30-60 min / sessao, 2 dias por semana, durante 3 meses. Foi
observado uma diminuicdo da atividade da CAT apenas no grupo exercicio. Como
demonstrado anteriormente, as diferentes respostas da enzima catalase ao exercicio
esta relacionada aos diferentes tipos de protocolo de exercicios e a intensidade.

Vale salientar que uma limitagcdo desse estudo foi apenas uma avaliagao parcial
do sistema antioxidante, assim como somente alguns biomarcadores de estresse
oxidativo; portanto ndo podemos excluir que outros fatores relacionados ao sistema redox

nao foram afetados nos idosos com DA e devem ser avaliados em futuros trabalhos.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo demostram que idosos com DA apds a
intervencdo de 3 meses de exercicio fisico, realizados duas vezes por semana
apresentam menores niveis de oxidacdo por DCFH e de conteudo carbonil, , refletindo
diminuicdo do estresse oxidativo, além de uma reducgédo da atividade da enzima catalase,
provavelmente devido a intervalos irregulares da pratica de atividade fisica.
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RESUMO

A deméncia é um termo geral utilizados para designar perda de memoéria e algumas
outras funcdes cognitivas suficientes para interferir no cotidiano de seu portador.
Possui causa idiopatica, pautadas somente de hipéteses provenientes de inUmeras
evidencias, podendo apresentar segundo estudos existentes fatores de risco
genéticos, a idade, o sexo feminino, e o histérico familiar positivo. Com base em dados
do IBGE, no Brasil a ocorréncia da DA esta em torno de 1,5 milh&o de individuos, com
uma incidéncia em torno de 100 mil novos casos por ano. Em achados, foram
encontrados em cérebros dos individuos diagnosticados uma abundancia de placas
B-amiloide e emaranhados neurofibrilares. As placas senis sdo depdsitos
extracelulares esféricos de agregados insoliveis da proteina beta-amiloide,
localizadas, inicialmente, no sistema limbico. Os emaranhados neurofibrilares séo
feixes de filamentos, insollveis e resistentes a eliminac&o in vivo, localizados no
citoplasma perinuclear. As citocinas sdo um grupo heterogéneo de proteinas, sendo
moléculas multifuncionais podem ser sintetizadas por quase todas as células
nucleadas. Sao rapidamente alteradas em resposta a infec¢des ou trauma, elas foram
classificadas como pré-inflamatérias ou anti-inflamatoérias. Muitos deles séo referidos
como interleucinas (ILs), indicando que sé@o secretados por e atuam em leucdcitos.
Outros tipos importantes de citocinas, como fatores de necrose tumoral (TNFs),
interferon (IFN) e fatores de crescimento transformadores (TGF) que podem causar
morte celular, ativam células NK e macréfagos. Mecanismos indiretos agem sobre a
doenca diminuindo a presséo arterial, decréscimo dos niveis de triglicérides no plasma
sanguineo e inibicdo da agregacao plaquetaria, melhorando fung¢des cognitivas e a
capacidade funcional geral, refletindo-se, dessa maneira, no aumento da qualidade
de vida nos portadores de DA. Pesquisas demonstram que a influéncia de atividades
de lazer e fisicas na reducdo da perda cognitiva ocorrem pelo estimulo da
neurogénese e da sinaptogénese produzida por fatores neurotroficos, que teriam sua
producdo aumentada durante a prética regular dos exercicios e a possivel ampliacao
da reserva cognitiva, que ocorreria particularmente em idosos com manutencdo de
atividades com maior estimulo cognitivo por longo periodo. A prética diaria de
exercicio tem sido apontada como intervencdo ndo medicamentosa apresentando
vastos beneficios sobre sistemas fisiolégicos que exibem deterioragdo funcional e

estrutural com o decurso do envelhecimento. Estudos atuais tém confirmado



resultados benéficos decorrentes da pratica regular de atividade fisica, em relacéo as
funcbes cognitivas e a capacidade funcional em idosos com deméncia. O exercicio
fisico age sobre a funcéo cognitiva de forma direta ou indireta. Os mecanismos que
atuam de forma direta, aumentam a agilidade do processamento cognitivo,
constituindo em uma melhora da circulacdo cerebral e alteragbes na sintese e

degradacgéo de neurotransmissores com mudancgas em estruturas cerebrais.

Palavras-chave: Alzheimer, estresse oxidativo, citocinas, pro-inflamatério, anti-inflamatorio.



1 INTRODUCAO

A deméncia € um termo geral utilizados para designar perda de memoria e
algumas outras func¢des cognitivas suficientes para interferir no cotidiano de seu
portador. A doenga de Alzheimer (DA), ou popularmente dita por Mal de Alzheimer,
foi descrita pela primeira vez pelo neuropatologista aleméo Alois Alzheimer em 1906,
onde foram visualizados os primeiros indicios, sintomas e lesdes histolégicas
presentes em amostras de uma paciente de 51 anos de idade (LINDEBOOM, 2004;
ZHAO, 2002; JANUS, 2001).

A doenca é caracterizada histopatologicamente, pelo aumento da perda
sinaptica e morte neuronal nas regides cerebrais responsaveis pelas diversas funcées
cognitivas, como o cortex cerebral, o hipocampo entre outras partes. Possui causa
idiopética, pautadas somente de hipGteses provenientes de inUmeras evidencias,
podendo apresentar segundo estudos existentes fatores de risco genéticos, a idade,
o sexo feminino, e o histérico familiar positivo (MACHADO, 2006; KARRAN et al.,
2011; ANDRADE-MORAES et al., 2013; MICHAEL et al., 2014; CASTELLANI e
PERRY, 2014).

E a principal causa de dependéncia funcional, institucionalizac&o e mortalidade
entre a populacdo idosa, e associada a varios fatores de risco como doencas
cardiovasculares, obesidade, diabetes e hiperlipidemia (QIU, 2012; SINGER, 2005,
HELZNER, 2008). Além desses fatores, idade, sexo, baixa escolaridade, depresséo e
alteracdes genéticas podem ser responsaveis pelo aumento da incidéncia da doenca
(REITZ, 2011; KARCH, 2014; CHI, 2014).

Com base em dados do IBGE, no Brasil a ocorréncia da DA esta em torno de
1,5 milhdo de individuos, com uma incidéncia em torno de 100 mil novos casos por
ano. O Instituto diz também que, em 2050, 30% da populacdo brasileira sera
acometida por Alzheimer o que significa 65 milhdes de portadores. Mundialmente, se
tem uma estimativa de 35,6 milhdes pessoas com a doenca. (BRASIL, 2010).

Atualmente estima-se haver cerca de 46,8 milhdes de pessoas com deméncia
no mundo. Este niumero praticamente ira dobrar a cada 20 anos, chegando a 74,7
milhdes em 2030 e a 131,5 milhdes em 2050 segundo dados fornecidos pelo Relatério
de 2015 da Associacéo Internacional de Alzheimer (ADI). A medida que a populacéo
mundial envelhece, espera-se que 0 numero de pessoas que vivem com deméncia
triplique — de 50 milhdes para 152 milhdes até 2050. (OMS, 2017).



Em achados, foram encontrados em cérebros dos individuos diagnosticados
uma abundancia de placas 3-amiloide e emaranhados neurofibrilares. As placas sao
formadas através de depdésitos de fragmentos de peptideos B-amiloide que acumula
nas fendas sinapticas. Ja os emaranhados séo fibras torcidas provenientes de outra
proteina chamada tau que se acumula no interior das células (HASHIMOTO, 2012;
HARDY, 2009; NELSON, 2012).

As placas senis sao depdsitos extracelulares esféricos de agregados insoluveis
da proteina beta-amiloide, localizadas, inicialmente, no sistema limbico. Essas placas
sdo oriundas de peptideos AB formados a partir da via amiloidogénica, gerando
fragmentos peptidicos toxico, que podem se agregar levando a formacéo de placas
insoluveis (QUERFURTH, 2010; KAYED, 2003).

Os emaranhados neurofibrilares sé@o feixes de filamentos, insoliveis e
resistentes a eliminacao in vivo, localizados no citoplasma perinuclear. E composto
por proteinas TAU com alteracdo quimica estrutural em estado hiperfosforilado sendo
responsavel pela agregacdo e estabilizacdo de microtibulos que transportam
nutrientes e informacdes dos prolongamentos dos neurdnios ao seu corpo celular e
vice-versa (KARRAN et al., 2011; CASTELLANI e PERRY, 2014). A causa dessa
modificacdo na TAU ainda é desconhecida e sua evolugdo € crucial no
desenvolvimento dessa deméncia e determinacdo da gravidade clinica (KARRAN et
al., 2011; HYMAN et al., 2012; TAKEDA et al., 2013).

As citocinas sdo um grupo heterogéneo de proteinas, sendo moléculas
multifuncionais podem ser sintetizadas por quase todas as células nucleadas. Sao
rapidamente alteradas em resposta a infec¢des ou trauma, elas foram classificadas
como pro-inflamatérias ou anti-inflamatérias. Muitos deles sédo referidos como
interleucinas (ILs), indicando que sao secretados por e atuam em leucécitos. Outros
tipos importantes de citocinas, como fatores de necrose tumoral (TNFs), interferon
(IFN) e fatores de crescimento transformadores (TGF) que podem causar morte
celular, ativam células NK e macrofagos (Szelényi, 2001; Cong Zheng, 2016).

O NGF desempenha o seu papel tréfico tanto durante o desenvolvimento como
na idade adulta, garantindo a manutencéo da caracteristica fenotipica e funcional de
varias populagcdes de neuronios, bem como de células imunitarias (Ebendal, 1992).
No sistema nervoso central (SNC), a maior quantidade de NGF é produzida no cortex,
no hipocampo e na glandula pituitaria, motivo pelo qual é relacionada a DA (onde

ocorre danos principalmente nas regides de cortex e hipocampo, responsaveis pela



memoéria) e podendo relacionar a sua atividade neuroprotetora mostrando sua
atuacao na neurotoxicidade da AB e na hiperfosforilacdo da Tau (mecanismos da DA)
(Fischer, 1987; Tuszynski).

O TGF-B, uma citocina imunossupressora que protege os neurbnios contra
danos, tem um papel complexo na modulag&o da patologia AB. A superexpresséo de
TGF-B em longo prazo por astrécitos em camundongos transgénicos levou ao
aumento da depuragdo da placa AB por microglia ativada e melhora do
comprometimento do comportamento induzido por AB (Wyss-Coraya,2001; Chen JH,
2015). No entanto, o TGF-B também pode promover a agregagédo de astrocitos em
torno de microvasos cerebrais e depdsitos de AB nas membranas basais vasculares.
Portanto, o TGF- pode reduzir a patologia AR do parénquima cerebral, ao mesmo
tempo que causa o comprometimento da perfusdo sanguinea nas regiées associadas
(Wyss-Corayb, 1995; Ueberham, 2005).

O IFN-y é uma citocina pleiotropica que tem uma funcdo semelhante, mas mais
fraca, a IL-4 na regulacéo positiva do MHC da classe Il (Butovsky,2005), implicando
uma caracteristica imunossupressora da citocina. A mudanca de nivel de IFN-y em
pacientes com DA nao foi relatada, entretanto, a superexpressao de IFN-y resulta em
uma diminuigao significativa dos depdsitos A e infiltracdo de mondcitos periféricos, o
gue € consistente com as observacdes de que IFN-y aumenta AR absorgéo pela
microglia e ativa a microglia para facilitar a motilidade das células T e a formacéo de
sinapses in vitro (Chakrabarty, 2010; Monsonego, 2006).

O TNF-a é outro mediador, produzido ativamente pela microglia durante a
inflamacé&o, embora seus niveis sejam baixos em cérebros saudaveis, dificultando a
determinacao de sua funcéo fisioldgica (Tweedie et al, 2007). Tem sido demonstrado
que desempenha um papel fundamental na morte celular mediada por
neuroinflamacédo em diferentes neuropatologias, incluindo a DA, e, portanto, sua
inibicdo pode constituir uma estratégia terapéutica para diferentes disturbios
neurodegenerativos (Zheng et al, 2016). Em estudo de Yamamoto (2009) e colegas,
mostraram que o TNF-a estimula a expressao de BACE1 e aumenta o processamento
amiloidogénico de astrocitos expressando APP e neurbnios corticais.

A gama-enolase é considerada um marcador neuronal (Herrmann; Ehrenreich,
2003), bem como um marcador de status morfolégico na DA (Chaves et al, 2010) e
possui uma atividade neurotrofica (Hattori et al.,1995). Controla a sobrevivéncia,

diferenciacéo e regeneragdo de neurdnios neuronais ativando as vias de transdugéo



de sinal da fosfatidilinositol3-quinase (PI3k) e da proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK) (Hafner et al, 2012), assim como outros fatores neurotroficos, como
NGF (Kaplan & Miller, 1997). A atividade neurotrofica da y-enolase esta associada a
capacidade de ser translocada para a membrana plasmatica e com sua extremidade
C-terminal intacta, que é clivada pela catepsina cisteina-protease X (Obermajer et
al., 2009; Hafner et al, 2010).

Mecanismos indiretos agem sobre a doenca diminuindo a presséo arterial,
decréscimo dos niveis de triglicérides no plasma sanguineo e inibicdo da agregacéo
plaquetéaria, melhorando func¢des cognitivas e a capacidade funcional geral, refletindo-
se, dessa maneira, no aumento da qualidade de vida nos portadores de DA
(OLIVEIRA, 2011). Porém, os efeitos positivos do exercicio no aumento da perfusao
cerebral dependem da condi¢do cardiaca do paciente, devendo ser realizada uma
avaliacao profunda de verificacdo de suas condicdes cardiovasculares (VITAL, 2010).

Pesquisas demonstram que a influéncia de atividades de lazer e fisicas na
reducdo da perda cognitiva ocorrem pelo estimulo da neurogénese e da
sinaptogénese produzida por fatores neurotréficos, que teriam sua producdo
aumentada durante a pratica regular dos exercicios e a possivel ampliacdo da reserva
cognitiva, que ocorreria particularmente em idosos com manutencdo de atividades
com maior estimulo cognitivo por longo periodo (PETROIANU, 2010).

Acredita-se que o exercicio fisico poderia aumentar o fluxo sanguineo cerebral,
melhorando a oferta de oxigénio e outros substratos energéticos, proporcionando,
assim, a melhora da funcao cognitiva. Outra hipétese relaciona os efeitos do estresse
oxidativo sobre o sistema nervoso central, de modo que a prética de exercicio fisico
aerdbico poderia aumentar a atividade de enzimas antioxidantes de forma semelhante
ao que ocorre em outros tecidos, aumentando a capacidade de defesa a danos
provocados por espécies reativas de oxigénio, influenciando expressivamente na
plasticidade sinaptica (OLIVEIRA, 2011).

A prética diaria de exercicio tem sido apontada como intervencdo nao
medicamentosa apresentando vastos beneficios sobre sistemas fisiolégicos que
exibem deterioragéo funcional e estrutural com o decurso do envelhecimento (VITAL,
2010; BRITO-MOREIRA,2011). Durante o processo de envelhecimento, a capacidade
muscular também é prejudicada, incidindo em uma reducdo no recrutamento e
ativacédo de unidades motoras com um aumento significativo do risco de quedas, uma

vez que 65,5% desses episddios ocorrem em idosos que apresentam déficit cognitivo



(VITAL, 2010).

Estudos atuais tém confirmado resultados benéficos decorrentes da prética
regular de atividade fisica, em relacéo as funcdes cognitivas e a capacidade funcional
em idosos com deméncia. O exercicio fisico age sobre a funcéo cognitiva de forma
direta ou indireta. Os mecanismos que atuam de forma direta, aumentam a agilidade
do processamento cognitivo, constituindo em uma melhora da circulagéo cerebral e
alteracdes na sintese e degradacdo de neurotransmissores com mudancas em
estruturas cerebrais (VITAL, 2010; CHRISTOFOLETTI, 2007; BRITO-MOREIRA,
2011).

1.1 JUSTIFICATIVA

Conforme o aumento da expectativa de vida, aumenta consigo uma gama de
patologias relacionadas ao envelhecimento, como o Alzheimer. Porém nédo € hd uma
cura para a mesma. Trata-se de um ensaio clinico ndo randomizado, pois corresponde
h& um grupo de intervencao e a participacdo dos individuos seré relacionado com a
doenca de Alzheimer, tanto diretamente (paciente) quanto indiretamente (cuidador).
Como muitas pesquisas tém demonstrado a acdo benéfica do exercicio fisico sobre a
cognicdo e como modulador do estresse oxidativo, tendo em vista atividades anti-

inflamatorias e neurotroficas.

1.2 HIPOTESE

Algumas pesquisas tém demonstrado a a¢édo benéfica do exercicio fisico sobre
a cognicao. Por meio deste estudo tem-se por objetivo verificar efeitos da atividade
fisica de baixa intensidade sobre o estresse oxidativo, a regulacdo de interleucinas e
fatores neurotroficos em pacientes com deméncia do tipo Alzheimer. Espera-se que a
atividade fisica de baixa intensidade, desenvolvida de forma regular, sistematizada,
constitua um recurso importante para idosos com DA, contribuindo para a o balango
favoravel do estresse oxidativo e uma regulacdo nas interleucinas pro inflamatorias,

diminuendo efeitos progressivos da doenca.

2 OBJETIVOS



2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos de um programa de exercicio fisico de intensidade
leve, em pessoas idosas com diagnostico de deméncia devida a DA, se 0 exercicio
aerdbico num periodo de 3 meses pode produzir efeitos divergentes sobre os fatores
neuroprotetores de crescimento, citocinas inflamatérias, e possiveis efeitos sobre o

estresse oxidativo.

2.2 OBJETIVOs ESPECIFICOs

e Avaliar os efeitos do exercicio fisico de intensidade leve em pacientes com
Doenca de Alzheimer sobre a producao em niveis séricos de espécies reativas
de oxigénio e antioxidantes;

e Avaliar os efeitos do exercicio fisico de intensidade leve em pacientes com
Doenca de Alzheimer sobre os niveis em niveis séricos de IL10, TNFa, BNGF,
IFNy e BDNF.

3 METODOLOGIA

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este projeto de pesquisa sera desenvolvido em conformidade com as normas
vigentes expressas na Resolugcdo 196 de outubro de 1996 e resolugbes
complementares do Conselho Nacional de Saude. O projeto sera submetido a anélise
do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade do Extremo Sul Catarinense
— Criciima, Santa Catarina, e no seu desenvolvimento serdo observadas as
orientacdes e demais normas e recomendacdes éticas para a realizagdo de pesquisas
no Brasil. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera entregue aos
participantes, os quais ficardo de posse de uma cépia permanecendo outra com o
pesquisador. O material coletado sera de uso exclusivo do pesquisador, sendo
utilizado com a unica finalidade de fornecer elementos para a realizacao deste projeto
de pesquisa, da propria pesquisa e dos artigos e publicacbes que dela resultem. No
projeto da pesquisa e mesmo na escrita da dissertagdo, serd assegurada a
confidencialidade dos dados e das informacdes que possibilitem a identificacdo dos

participantes.



A pesquisa néo oferecera nenhum dano ou desconforto aos participantes e ndo
sera objeto de nenhum beneficio, ressarcimento ou pagamentos aos mesmos. O
material coletado ndo sera objeto de comercializacdo ou divulgacdo que possa

prejudicar os entrevistados.

3.2 EXERCICIO FiSICO DE BAIXA INTENSIDADE EM IDOSOS E CUIDADORES

O delineamento da pesquisa acontecera por meio da coleta de dados pré e pos
intervencao, analisando se o programa de exercicio fisico pode ter contribuido para a
mudanca deste publico. A amostra ser4 composta por 15 pessoas com o diagndstico
da doenca de Alzheimer, com disponibilidade de participar do programa por duas
vezes na semana, com duracdo de 60 minutos e num periodo de trés meses. Todos
0s participantes deverdo apresentar o atestado declarando a possibilidade de
participar de um programa de exercicio fisico monitorado pelos pesquisadores e
juntamente com o auxilio de seus respectivos cuidadores.

Seré realizado na Universidade do Extremo Sul Catarinense — Criciima, Santa
Catarina, no periodo de Julho a Setembro de 2019. Serdo recrutadas pacientes
diagnosticados com a Doenca de Alzheimer, localizadas na regido, homens e
mulheres diagnosticados, que nao faca nenhum tipo de programa de exercicio fisico
regular. Foram excluidas aquelas com contraindicacdo de ordem médica para a
pratica de exercicio fisico.

Para como grupo controle sera feito com os cuidadores responsaveis por
paciente que fardo parte dos exercicios de hidroginastica com duracdo de 45 minutos
devidamente selecionados por estudantes de Educacdo Fisica da universidade,

durante o periodo de 3 meses.

3.3 COLETA SANGUINEA

A coleta seré realizada no ultimo dia da realizacdo de exercicios. Os idosos e
seus cuidadores serdo encaminhados primeiramente a uma sala no Bloco T, na
Universidade do Extremo Sul Catarinense e ap0s serdo encaminhados a piscina onde
sera realizada as atividades. Apds a sessdo de exercicios, 0s participantes seréo

encaminhados novamente a sala, para uma nova coleta.



3.4 TESTE DE CITOCINAS SERICAS

As dosagens sérica das citocinas Enolase, BNGF, BDNF e TNF-a serdo
realizadas através do método de ELISA, segundo as especificacbes do fabricante
(R&D Systems).

As dosagens das citocinas IL-10 e IFNy serdo realizadas através do método de

ELISA, segundo as especificacdes do fabricante (Invitrogen).

3.4 ANALISES BIOQUIMICAS

3.5.1 Carbonilacéo de proteinas

A oxidacdo de proteinas serd determinada mediante a quantificacdo de
proteinas carboniladas através da reacdo de grupos carbonilas com a
dinitrofenilhidrazina (DNPT). Essa reacdo gera a formacdo de hidrazonas
correspondentes. O conteudo de carbonilas sera determinado por espectrofotometria
a 370nm como previamente descrito por Levine e cols (1990). Os resultados foram

calculados como nmol/mg.
3.5.2 Anion Superoéxido

A atividade da SOD sera determinada segundo Bannister e Calabrese (1987).
A atividade enzimética foi estimada por espectrofotometria (480nm) pela inibicdo da
auto oxidacao da adrenalina. Os resultados foram calculados como unidades(U)/ mg
de proteinas. Cada U corresponde a 50% de inibicdo da oxidacao da adrenalina.

3.5.3 Atividade da Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada pela taxa de decaimento do perdxido de

hidrogénio lido em espectofotémetro a 240 nm, segundo Aebi (1984).

3.5.4 Espécies reativas por diacetato de difluoresceina (DCFH)

A oxidagéo do DCFH pelas células causa a fluorescéncia da diclorofluoresceina



(DCF) que pode facilmente ser lida em fluorimetro. Neste ensaio, 100 uL de 4gua e
75 pL de DCFH-DA foram adicionados a 25 pL de amostra, homogeneizados em
vortex e levados ao banho-maria 37°C ao abrigo da luz por um periodo de 30 minutos.
Separadamente, foi preparada a curva de calibracdo onde utilizarou-se como padrao
o DCF 0,1 pM diluido em tamp&o fosfato/EDTA em pH 7,4 em diferentes
concentragcdes. Tanto as amostras, quanto a curva de calibracao, foram processadas
em duplicata e ao abrigo da luz. Ao final dos trinta minutos foram realizadas as leituras
no fluorimetro (525 nm excitacdo e 488 nm de emissdo). Os resultados foram

expressos em nmol de DCF por mg de proteinas.

4 CRONOGRAMA

Tabela 1: Cronograma das atividades para a realizacdo do Projeto de Pesquisa e
TCCII.

Atividades 2018

x Fev
x Mar
> Abr.
x |Mal
> Jul

< Ag

x Set.
> Out
> Nov

Reviséao bibliografica

x Dez.

Qualificacdo do projeto de Pesquisa

Entrega final do projeto de pesquisa

x| x| x\Jun.

Aprovacéao pela Comisséo de Etica

>

em Pesquisa

Inicio do Exercicio Fisico de Baixa X X

intensidade

Analises Bioquimicas (Estresse X X

oxidativo)

ELISAs X

Analises estatisticas

Defesa TCCII

Correcao

X

Entrega final TCCII

5 ORCAMENTO

Material or¢ado:
Material Custo (R$)
ELISA IL-10 (Invitrogen) para 10 placas 2,634.50




ELISA Enolase (R&D) para 10 placas 2289.59
ELISA BNGF (R&D) para 10 placas 2,310.00
ELISA BDNF (R&D) para 10 placas 2,310.00

TNF-a (R&D) para 10 placas 2,310.00

ELISA IFNy (Invittrogen) para 10 placas 2,310.00

Placas de ELISA 50 placas 1,341.00
Dinitrofenilhidrazina (Sigma) 25¢g 162.00
Adrenalina (Sigma) 1mL 899.00
Peréxido de Hidrogénio(Sigma) 100mL 243.00
Diclorofluoresceina (Sigma) 5g 562.00
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APENDICES

APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC
Comité de Etica em Pesquisa - CEP
Unesc

Termo de Consentimento Livre e Ezclarecido — TCLE

& CONTRIEBUICAC DO EXERCICIO FISICO NA FUNCAD COGMITIVA E MOTORA DE PESSOAS
CIAGHNOSTICADAS COM DOENCA ALZHEIMER

Objetivo: Avaliar a contribuigdo do exercicio fisico na melhora do desempenho cognitive e

atividade motora de pessoas com diagnostico de Alzheimer.

Periodo da coleta de dados: 04/07/2019 2 30M09/2019

Tempo estimado para cada coleta: 80 dias

Local da coleta: Universidade do Extremo Sul Catarinense

Pesquisador/Orientador: Alexandre Pastoris Muller Telefone: (48) 923688635
Pesquisador/Acadeémico: Kellen Ugioni Simon Telefone: (48) 996200641

9" fase do Curso de Farmacia da UNESC

DA} Sri=) esta sendo comvidado(z) para

participar waluntanamente d3 pesguisa e objetive acima intitulados. Aceitando paricipar do estudo,
podera desistir a gualguer momento, basiando informar sua decisso diretamentz 30 pesguisador
responsavel ou 3 pessoa que estd efetuando a pesquisa. Fica esclarecido ainda que, por s=r uma
participacio voluntdris & sem interesze financeira, ndo haverd nenhuma remuneracio, bem como o
(a) s=nhor (a) néo t=rs despesas pars com & mesma. Os dados referentes 3 sua pessoa serdo
sigilosos e privados, preceitos estes assegurados pela Resolugso n® 468/2012 do CNS - Conselho
Macional de Salde, podendo o (a) senhor (a) soliciar informagdes durante todas as fases da
pesquisa, inclusive apds a publicagSo dos dados obtidos a partir desta. Para tanto, esclarecemos

tambeém os procedimentos, riscos e beneficios, a saber:

DETALHES DO S FROCEDIMENTO S QUE SERAD UTILIZADOS NA PESQUISA

Relato de caso: Trats-se de um ensaio clmico nao randomizade, pois comesponde ha um grupo
di intervengado e & panicipagao dos individuos sera relacionade com a doenga de Alzheimer, fanto
dirstamente |paciente] gquanio indiretamente (cuidador). Sendo assim, o delineamento da
pesquisa acontscers por meio da coleta de dados pré e pds intervencdo, analisando s= o
programa de exercicio fizico pode ter confribuido para a mudanga deste poblico. & amostra serd
composta por 15 pessoas com o disgnostico da doenga de Alzheimer, com disponibilidads de
participar do programa por duas vezss na 52mana, com duracio de 60 minutos & num perfodo de
iréz meses. Todos oz participantes deverao apresentar o stestado declarando 3 possibilidade de
paricipar de um programa de exercicio fisico monitorado pelos pesquisadores e juntaments com
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APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (continuac&o)

Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC
Comité de Efica em Pesquisa - CEP

uneag

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

o auxilio de s=eus resgectivos cuidadores.

RISCOS

Esta pesquisa apresents nscos durante a realizagdc dos ewsrcicios fisicos, como quedas,
desconfortos torscicos, que deversoe ser minimizados pela paricipacdo do cuidador junto 3 todas
as atvidades, £ o controle da intensidade dos esforgos fisicos dewera ==r reslizado pelo
pesquisador responsavel pela pesquisa, pars 3 realizan;.i-:- das stividades com maior saguranca.

BEMEFICIO S

A presents pesquisa podera COoNNour para 3 mehora 025 capacioades fsicas e nabilidades

motoras, conwivio social, aspectos cognifives & na auionomia funcional dos pariicipantss.

Diante de fudo o que até agors fora demonstrado, declarc que todos os procedimentos
metodoldgicos e oz possiveis riscos, detslhados acima, bem como as minhas dovidas foram
devidamente esclarscidos, sendo que para tanta, firma 30 final 3 presente declamgin ermn duas wias

de igual teor & forma ficando na pesse de uma e outra sido enfregue ao pesguisador responsavel.

Em caso de davidas, sugestdes ou denuncias, favor entrar em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa — CEPMUNESC pelo telefone (48] 3431-2T723 ou pelo e-mail cetica@unesc.net.

ASSINATURAS
Voluntario/Farticipante Fesquisador Responsawel
Assinatura
Assinatura
Nomie:
CPF: . - - Namie:
CPF:

Criciuma (3C), da de 2018,



ANEXOS

ANEXO A - Carta de aprovacgéo da CEP.

UNIVERSIDADE DO EXTREMO
SUL CATARINENSE - UNESC W
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESGUISA

Titulo da Pesquisa: & commﬂu%m DO EXERCICIO FISICO NA FUNCAD COGNITIVA E MOTORA

DE PESS0AS DIAGNCSTICADAS COM DOENCA ALZHEIMER
Pesquisador: Joni Marcio de Faras
Area Tematica:
Versao: 1

CAAE- 01318818.0.0000.0119
Instituigio Proponente: Universidade do Extremo Sul Catarinense
Patrocinador Principal: Financamento Proprio

DADOS DO PARECER
Homero do Parecer: 3.034.010

Apresentagao do Projeto:

A presente pesquisa pretende avaliar a contribuizao do exercicio fisico na fungdo cognitva e motora de
pessoas portadoras da doenga de Alzheimer. Trata-se de um  ensaio clinico nao randomizado, pois
comesponde hd um grupo de intervengao e a participagio dos individuos serd relacionade com a doenca de
Alzheimer, tanto diretamente (pacients) quanto indiretamente (cuidador). Sendo assim. o delineamento da
pesquisa acontecera por meio da coleta de dados pre e pos intervengso, analisando se o programa de
exercicie fisico pode ter contribuide para a mudanga deste plblico. A amostra sera composta por 15
pessoas com o diagndstico da doenca de Alzheimer, com disponibilidade de paricipar go programa por
duas vezes na semana, com duragdn de B0 minutos e num periodo de frés meses. Todos os participantes
dewsrdo apresentar o atestado declarando a possibilidade de parficipar de wm programa de exercicio fisico
maonitorado pelos pesquisadores & juntamente com o auxilio de seus respectives

cuidadores.

Obijetivo da Pesquisac

Objetive Primario:

Awaliar a contribuicio do exercicio fisico na melhora do desempenho cognitive e atividade motora de
pessoas com diagnostico de Alzheimer.

Objetive Secundario:

Endereqoc  Avenida UnbversEdra, 1105

Ealro:  UniversEanio CEF: gonsoe-000
WUF: 8C Euniviplo:  CRICIAA
Telefore:  [42)3431-2508 E-mall: cetcafumescnet

P 4 g2, 123



ANEXO B - Carta de aprovacado da CEP continuacéao

UNIVERSIDADE DO EXTREMO
SUL CATARINENSE - UNESC W

Canfirueclo de Paiece 3054010

- \ferificar a relacio entre o exercicio fisico e alteragies no perfi psicossorial em individuos com a doenca
de Alzheimer

« Avaliar a efetividade do exercicio fisico & atividades cognitivas pré e pos-intervengao nos sintomas da
doenca de Alzheimer;

= Analisar o programa de exercicio fisico no ganho de desempenho da capacidade funcional e cognitiva nos
pacientes com dosnca de Alzheimer;

« Comgparar a pratica do exercicio fisico sobre os marcadores bioguimicos sericos de neurcirofinas,
inflamazdo e estresse oxidativo.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Esta pesquisa apresenta riscos durante a realizagdo dos exercicios fisicos, como quedas, desconfortos
toraxicos, que deverao ser minimizados pela parficipacdo do cuidador junto a todas as atividades. e o
controle da intensidade dos esforcos fisicos devera ser realzado pelo pesguisador responsavel pela
pesquisa.para a realizagio das atividades com maior seguranca.

Beneficios:

& presents pesquisa podera confribuir para a melhora das capacidades fisicas e habilidades motoras,
convivio social, aspectos cognifives & na autonomia fundcional dos participantes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A presente pesquisa € relevante e podera contribuir para um methor qualidade de vida dos participantes.

Consideragies sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

(05 termos de apresentacio obrigatdria estio adequados.

Recomendagies:

Recomendamos que ao fermino da pesquisa seja postado na plataforma Brasil o relatario final da pesquisa
conforme o cronograma.

Conclustes cu Pendéncias e Lista de Inadeguages:

A presente pesquisa N30 apresenta pendéncias ou inadeguagies.

Consideragbes Finais a critério do CEP:

Este parecar fiol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Endersqo:  Avenida Universkara, 1,105

Ealrro:  Univers&ario CEP: 55 s06-000
IWF: 5C Eunioiplo:  CRICRLAAY
Telefors:  [38)3431-2505 E-mall: cetcaflurescnet
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ANEXO C - Carta de aprovacado da CEP continuacéao

UNIVERSIDADE DO EXTREMO Plabaforma
SUL CATARINENSE - UNESC %M

Crrairen ey e Pareees. 30554 010

Tipo Documento Arquivn Postagem Autor i TE:
Informaghes Basicas| PE_INFOR CES BASICAS DO P | 261072013 Aceitn
do Proseto ROJETO 1232001 pd 092142
Frojeto Detalhado I | proseto. doc JEMIA0TE [ Joni Marcio de Faras| Acssio
Brochura 02128
Declaracao de carta_aceite pdf 1702018 |Joni Marcio de Fanas| Acesto
Insfituicac e 151538
Infrassiutura
|Folha de Fosio folho_rosto o UETENTE [ Joni Marcio de Fanas| Aceto

1725108
TCLE I Temmos de | TCLE doex 051072018 |Joni Marcio de Faras| Aceito
Ascentmento | 1723220
Justificativa de
Auséncia
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
MNao

CRICIUMA, 22 de Novembro de 2018

Assinado por:
REMAN ANTOMIO CERETTA
[Coordenador(a))
Emdersgoc  Avenida UniversEdria, 1.105
EBalro:  UniversEsno CEF: g8 =06-000
UF: 35 Munioiplo: TR
Tolefone:  [48)3421-2505 E-malk orfcafunescnet
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NORMAS DE ENVIO DE ARTIGOS DA REVISTA SELECIONADA
Inova Saude
Diretrizes para Autores

Normas de formatacao

As publicacbes da Revista Inova Saude possuem abordagens baseadas em
metodologias qualitativas e/ou quantitativas. Os artigos sao publicados dentro das
seguintes sec¢des: Neurociéncias, Fisiopatologia, Exercicio na Saude na Doenca e no
Esporte, Atencdo a Saude, Tecnologias em Saude, Saude e Processos Psicossociais,
Gestdo em Saude, Saude Funcional. Cada edicéo publicara manuscritos que podem
ser apresentados nas seguintes categorias:

Artigos originais: resultado de trabalho de natureza empirica, experimental ou
conceitual. Deve conter as sec¢fes: Introducdo, Métodos, Resultados, Discusséo,
Conclusdes, Agradecimentos (maximo de 7.000 palavras).

Comunicacdes breves: nota prévia, relatando resultados parciais ou preliminares de
pesquisa (maximo de 2.500 palavras).

Revisfes de literatura: revisdo critica da literatura sobre temas pertinentes (maximo
de 20.000 palavras, com o méaximo de 50 referéncias bibliogréficas).

Ponto de Vista: expressao da opinido sobre um determinado assunto pertinente. Deve
conter: resumo, introducéo, tépicos de discussao, consideracdes finais e referéncias
bibliograficas (maximo de 1.000 palavras, com maximo de 15 referéncias
bibliogréficas).

Relato de Experiéncia: destina-se a descricdo e discussdo de experiéncias
desenvolvidas junto a instituicdes, comunidades e/ou sujeitos e que apresentem
algum aspecto original relacionados a ensino, pesquisa e/ou extensdo (maximo de
5.000 palavras, com no maximo 15 referéncias bibliograficas).

1. Folha de Rosto

a) Titulo completo: Deve constar titulo completo (no idioma portugués e em inglés),
nome(s) do(s) autor(es) e da(s) respectiva(s) instituicdo(6es) por extenso, com
endereco completo apenas do autor responsavel pela correspondéncia, incluindo e-
mail;

b) Titulo resumido: maximo de 50 caracteres;

c) Orgdos e instituicdes financiadores: quando for o caso, citar duas linhas abaixo,
logo apds o endereco.

2. Resumo

Todos os artigos submetidos a Revista Inova Saude, com excecao das contribuicdes
enviadas as secdes Ponto de Vista e Relato de Experiéncia, deveréo ter resumo na
lingua portuguesa e em inglés. O Resumo devera conter no maximo 1500 caracteres
com espaco, escrito em paragrafo Unico, contendo o texto para objetivos,
desenvolvimento, resultados e conclusées. Porém, ndo mencionar no resumo os itens
gue compdem a estrutura do manuscrito. Serdo aceitos entre 03 e 05 palavras-chave
gue deverdo estar de acordo com Descritores em Ciéncias da Saude - DECs
(http://decs.bvs.br). O resumo na traducdo para o inglés serd nomeado Abstract e
devera conter 3 a 5 keywords de acordo com os DECs e com Medical Subject
Headings - MESH (http://www.nlm.nih.gov/mesh/).



3. Apresentacédo das secoes

O corpo de texto deve apresentar sequéncia l6gica, organizada em partes distintas
(introducdo, desenvolvimento, conclusGes), considerando-se a categoria do
manuscrito envolvida.

a) corpo do texto: apresentado em folha A4, margem superior, inferior, direita e
esquerda iguais a 2,5 cm. O texto deve possuir espaco 1,5 (entrelinhas), fonte Arial,
tamanho 12. Devera ser iniciado pela introducéo e apresentado de maneira continua,
sem novas paginas para cada subtitulo;

b) Notas de rodapé e anexos ndo serao aceitos.

4. CitacOes

a) As citagcbes devem ser numeradas de forma consecutiva, na medida em que
ocorrerem no texto.

b) As citacdes devem ser realizadas utilizando numeracado arabica, sobrescrita, em
ordem numeérica crescente, com virgula (Exemplo: Saude Coletival,2,3; Atencao
Basica30-48,50).

5. Referéncias

a) o numero de referéncias deve estar de acordo com a categoria do manuscrito
apresentado a Revista Inova Saude (ver categorias de manuscritos);

d) as referéncias listadas serdo normatizadas de acordo com o "Estilo Vancouver",
norma elaborada pelo International Committee of Medical Journals Editors
(http://www.icmje.org);

e) a apresentacdo das referéncias listadas devera ser em espaco simples, sem
paragrafos, sem recuos e ordenadas numericamente de acordo com a ordem
apresentada no texto;

f) Para abreviaturas de titulos de periodicos, consultar:

- em portugués: http://portal.revistas.bvs.br/?lang=pt

- em inglés: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nimcatalog/journals

Exemplos:

a) Periddicos:

1. Harlow BL, Barbieri RL. Influence of education on risk of hysterectomy before age
45 years. Am J Epidemiol. 1999;150(8):843-7.

b) Livros:

-impresso:

2. Pastore AR, Cerri GG. Ultrassonografia em ginecologia e obstetricia. 2a ed. Rio de
Janeiro: Revinter, 2010. 1389 p.

- formato eletronico:

3. Pompéia R. O Ateneu [Internet].16.ed. Sdo Paulo: Atica;1996 [acesso em 2001 jun
27]. Disponivel em: http://www.bibvirt.futuro.usp.br/index.html

c) Capitulos de livros:

4. Del Negro G. Doengas produzidas por fungos. In: Guimardes RY, Guerra CC.
Clinica e laboratério: interpretagdo clinica das provas laboratoriais. S&do Paulo:
Sarvier; 1984. p.272-5.

d) Dissertacdo e Tese:

5. Krug SBF. Sofrimento no trabalho: a construgdo social do adoecimento de
trabalhadoras da saude. [Tese]. [Porto Alegre]: Pontificia Universidade Catélica do Rio
Grande do Sul; 2006. 196 p.



e) Artigo de revista no prelo:

6. Ribas GC, Ribas EC, Rodrigues Jr AJ. O cérebro, a visédo tridimensional, e as
técnicas de obtencdo de imagens estereoscoépicas. Rev Méd. 2006;85(3). No prelo.
7. Simbes-Costa MS, Azambuja AP, Xavier-Neto J. The search for non-chordate
retinoic acid siganling: lessons from chordates. J Exp Zool B Mol Dev Evol. 2006 Nov
15. [Epub ahead of print]

f) Artigo com DOI (Digital Object Identifier):

8. Isolan GR, Azambuja N, Paglioli Neto E, Paglioli E. Anatomia microcirdrgica do
hipocampo na Amigdalo-hipocampectomia seletiva sob a perspectiva da técnica de
Niemeyer e método pré-operatério para maximizar a corticotomia. Arg Neuro-
Psiquiatr. DOI http://dx.doi.org/10.1590/S0004-282X2007000600031.

Condigbes para submisséo

Como parte do processo de submissdo, os autores sdo obrigados a verificar a
conformidade da submissdo em relagdo a todos os itens listados a seguir. As
submissdes que ndo estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos
autores.

A contribuicéo € original e inédita, e ndo esta sendo avaliada para publicacéo por outra
revista;

Os arquivos para submissao estdo em formato Microsoft Word.

URLSs para as referéncias foram informadas quando necessario.

O texto esta apresentado em folha A4, margem superior, inferior, direita e esquerda
iguais a 2,5 cm; possui espacgo 1,5 (entrelinhas); fonte Arial, tamanho 12-pontos;
emprega itadlico em vez de sublinhado (exceto em enderecos URL); as figuras e
tabelas estdo inseridas no corpo (meio) do texto, n&o como anexos.

O texto segue os padrbes de estilo e requisitos bibliograficos descritos em Diretrizes
para Autores, na secdo Sobre a Revista.

A identificacdo de autoria do trabalho foi removida do arquivo e da opcao Propriedades
no Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista, caso submetido para
avaliacao por pares (ex.: artigos), conforme instrucdes disponiveis em Assegurando
a Avaliacdo Cega por Pares.



