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Resumo: O envelhecimento é um processo caracterizado pelo declínio progressivo das 

funções fisiológicas, sendo um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de 

doenças neurodegenerativas. Atualmente, os exossomos estão sendo vistos como uma 

importante ferramenta para diagnóstico e prognóstico de doenças neurodegenerativas, já que 

apresentam um importante papel na comunicação celular e parecem estar relacionados ao 

desenvolvimento de diversas destas doenças. Recentemente, nosso grupo de pesquisa 

observou que o processo de envelhecimento impactou na atividade da enzima superóxido 

dismutase (SOD) em exossomos circulantes de ratos Wistar. Sendo assim, objetivo do 

trabalho foi avaliar os níveis da isoforma da enzima, SOD1, em exossomos circulantes de 

roedores no processo de envelhecimento. Foram utilizados ratos Wistar de diferentes idades; o 

sangue troncular foi utilizado para a extração de exossomos. Os resultados demonstram que 

não houve diferença no conteúdo exossomal de SOD1 entre animais adultos e envelhecidos. 

 

Palavras-chave: envelhecimento, exossomos, superóxido dismutase 1. 
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1. Introdução 

 

O avanço nas áreas da saúde e o acesso ao saneamento básico que vem ocorrendo ao 

longo das últimas décadas estão acarretando um aumento significativo na expectativa de vida 

da população (Lima-Costa e Veras, 2003; de Silva e Boemer, 2009). Segundo o relatório da 

Organização das Nações Unidas divulgado em 2011, até 2020 o número de pessoas com 65 

anos ou mais irão superar o número de crianças menores de 5 anos (WHO, 2007). No Brasil, 

os dados mais atualizados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística indicam que as 

pessoas com idade igual ou superior aos 60 anos correspondem a 11,8% da população total. 

Ainda, em relação ao Rio Grande do Sul, estado brasileiro com o maior número de indivíduos 

acima de 60 anos, 13,6% da população total é considerada idosa (Censo 2010, IBGE). 

O envelhecimento é um processo caracterizado pelo declínio progressivo das funções 

fisiológicas (Deleidi et al., 2015; Miniciullo et al., 2015). Além disso, a perda da homeostase 

em diferentes sistemas e órgãos está associada ao aumento da vulnerabilidade ao 

desenvolvimento de diversas patologias. Cabe destacar que o rápido crescimento demográfico 

no número de idosos tem como consequência um importante aumento no número de 

indivíduos com declínio cognitivo (Ballesteros et al., 2015; Hurd et al., 2013). É importante 

ressaltar então que a idade é o principal fator de risco para o desenvolvimento de doenças 

neurodegenerativas. 

Diversas alterações podem ser observadas tanto no processo de envelhecimento 

quanto na fisiopatologia de doenças neurodegenerativas. Entre estas alterações destacam-se 

prejuízos na função mitocondrial, estresse oxidativo, acúmulo anormal de proteínas, 

alterações no metabolismo do ferro além de excitotoxicidade e inflamação (Benceet al., 2001; 

Halliwell 2001; Jenner 2003; Zeevalk et al. 2005). 

Atualmente, os exossomos estão sendo vistos como uma importante ferramenta para 

diagnóstico e prognóstico de doenças neurodegenerativas, já que apresentam um importante 

papel na comunicação celular, sendo mediadores de processos indispensáveis para o 

funcionamento fisiológico cerebral (Brites & Fernandes, 2015; Gupta & Pulliam, 2014). Os 

exossomos são microvesículas esféricas geradas através da invaginação da membrana de 

corpos multivesiculares presentes na via endocítica e são liberadas para o meio extracelular 

quando se fundem à membrana citoplasmática, como ilustrado na Figura 1. (Kourembanas, 

2015; Perez-Gonzalez et al., 2012; Simpson et al., 2008). Diversos tipos de células 

(neurônios, astrócitos, microglia e plaquetas) podem secretar exossomos para o espaço 

extracelular, além disso, essas vesículas podem ser isoladas de meios de cultura e de vários 
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fluidos corporais como soro, plasma, urina e líquido cefalorraquidiano (Bellinghamet al., 

2012; Gupta e Pulliam, 2014; Lee et al., 2010).  

 

Figura 1. Biogênese dos exossomos a partir da membrana dos corpos 

multivesiculares e sua secreção para o espaço extracelular (Bellingham et 

al., 2012). 

Os exossomos fazem parte de um grupo de vesículas chamado vesículas extracelulares 

(EV’s) que englobam, além dos exossomos, as microvesículas e se diferenciam pelo tamanho, 

biogênese e por proteínas de superfície (Lee et al., 2012). Eles parecem estar relacionados ao 

desenvolvimento de diversas doenças neurodegenerativas, pois diversos estudos demonstram 

que eles podem ser os responsáveis por liberar proteínas como proteína príon, α-sinucleína, 

proteína tau e a superóxido dismutase (SOD), como mostra a figura 2 (Fevrieret al. 2004; 

Gomes et al. 2007; Rajendran et al. 2014). Recentemente, Fröhlich & colegas (2014) 

demonstraram um papel dos exossomos na transferência de moléculas com atividade 

antioxidante, especificamente a SOD e a catalase, entre oligodendrócitos e neurônios, 

demonstrando o papel na comunicação e transferência de moléculas entre estas células.  
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Figura 2. Composição dos exossomos: proteínas específicas de 

membrana e intracelulares (Lee et al., 2010). 

 

Nosso grupo de pesquisa estuda os efeitos do envelhecimento fisiológico e do exercício 

físico sobre o perfil dos exossomos. Recentemente, demonstramos níveis aumentados de 

espécies reativas em exossomos circulantes de ratos de 21 e 26 meses. Adicionalmente, o 

marcador exossomal, CD63, e a enzima aceticolinesterase, AChE, encontram-se alterados em 

exossomos circulantes destes animais envelhecidos. 

Considerando que o envelhecimento é um dos principais fatores de risco para doenças 

degenerativas, é possível inferir que alterações no perfil exossomal no envelhecimento 

estejam ligadas à susceptibilidade a essas doenças.  

A enzima SOD, que faz parte do conteúdo exossomal, apresenta um papel 

antioxidante bastante importante através da sua ação catalisadora da reação do radical ânion 

superóxido O2.  em peróxido de hidrogênio e água. Já foram descritas na literatura três 

isoformas distintas da enzima, SOD-cobre e zinco (SOD1), SOD manganês (SOD2) e SOD 

extracelular (SOD3) (Dasuriet al., 2013). A SOD1 é ligada ao desenvolvimento de uma 

doença neurodegenerativa bastante estudada, a Esclerose Lateral Amiotrófica, ELA 

(Tsitkanou et al., 2016; Stoica et al., 2016; Roggenbuck 2016), caracterizada pela paralisia 

progressiva e irreversível do sistema nervoso motor, atrofia muscular e insuficiência 

respiratória (Geevasingaet al., 2016). Outros estudos demonstram que a enzima induz a 
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liberação de exossomos por astrócitos e que estes secretam substâncias tóxicas para neurônios 

motores (Basso et al., 2013; Nagai et al., 2007). Isto provavelmente ocorre porque a 

agregação de SOD1 causaria grande neurotoxicidade, levante à morte celular (Grad et al., 

2014).   

Vários estudos avaliaram o impacto do envelhecimento sobre a atividade de SOD em 

diferentes tecidos (Siqueira et al., 2005; Ciriolo et al., 1991; Semsei et al., 1991; Gupta et al., 

1991). Considerando que os exossomos são capazes de transportar SOD, nosso grupo avaliou 

a atividade da enzima SOD em exossomos circulantes de ratos Wistar. Houve uma redução da 

atividade da SOD em exossomos de ratos de 26 meses, considerados animais envelhecidos. 

Assim, é de interesse determinar se ocorre redução do conteúdo de isoformas de SOD em 

exossomos de animais envelhecidos. 

 

2. Justificativa  

 

O envelhecimento populacional e o consequente aumento da incidência de doenças 

degenerativas justificam o esclarecimento dos mecanismos fisiológicos envolvidos com o 

envelhecimento normal.  

O nosso grupo de pesquisa recentemente observou uma redução significativa na 

atividade da enzima SOD em exossomos circulantes de ratos Wistar machos envelhecidos. 

Considerando o importante papel da isoforma 1 da enzima (SOD1) em exossomos, já 

envolvida a doenças neurodegenerativas, como a Esclerose Lateral Amiotrófica, sugerimos 

que a redução da atividade da SOD esteja relacionada com a redução no conteúdo de SOD1. 

 

3. Objetivo 

 

O objetivo do trabalho foi avaliar os níveis da enzima SOD1 em exossomos 

circulantes de ratos Wistar no processo de envelhecimento. 

 

4. Materiais e Métodos 

Este estudo caracteriza-se como um estudo experimental que envolve uso de material 

biológico armazenado. 

 

4.1.  Animais 
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Foram utilizados ratos Wistar machos de 3 e 26 meses de idade (n=4) provenientes do 

Centro de Reprodução de Animais de Laboratório (CREAL- UFRGS). Os animais foram 

mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia (UFRGS) durante o 

processo de envelhecimento em condições padrão de biotério com 12 horas de claro/escuro, 

temperatura controlada (22 ±2 °C), comida e água ad libitum.  Todos os procedimentos 

experimentais foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais de Laboratório 

(CEUA) (número do projeto #23464).    

 

4.2. Preparo das amostras 

 

Os animais foram eutanasiados por decapitação em ambiente apropriado (baixa 

luminosidade, silencioso e longe de outros animais) por pesquisador com treinamento e 

experiência. O ambiente foi cuidadosamente higienizado antes do ingresso do animal na sala. 

A decapitação foi realizada em guilhotina adaptada para roedores (Insight®) sem anestesia 

prévia para não alterar bioquimicamente a amostra. Os métodos utilizados seguiram as 

conformidades propostas pelas “Diretrizes da Prática de Eutanásia do CONCEA”.  

Após a decapitação, o sangue troncular foi coletado em tubos sem anticoagulante, 

centrifugado a 10.000 rpm em temperatura ambiente por 10 minutos e após, o soro resultante 

foi transferido para um tubo (1,5 mL) e armazenado a -80 °C para posterior isolamento dos 

exossomos.  

 

4.3. Isolamento dos exossomos circulantes  

 

O isolamento dos exossomos do soro foi realizado utilizando um kit específico 

miRCURY™ Exosome Isolation Kit (Exiqon, MA, USA). Um volume de 0,6 mL de soro foi 

centrifugado por 5 minutos a 10,000 x g para a remoção de detritos celulares. Após, 0,5 mL 

do sobrenadante foi transferido para um vial onde foi adicionado 200 µL de tampão de 

precipitação seguido de uma incubação de 60 minutos a 4°C. Após a incubação, uma nova 

centrifugação de 30 minutos a 1,500 x g foi realizada em temperatura ambiente. O 

sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 270 µL de tampão de ressuspensão 

usando um vórtex. Os exossomos isolados foram armazenados à -20 °C até o dia dos 

experimentos.  

 

4.4. Western Blot 
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A técnica de Western blot foi realizada para avaliar os níveis de SOD1 nos exossomos 

circulantes. A concentração de proteínas foi quantificada através do método do azul de 

Coomassie (Bradford, 1976), e as amostras foram incubadas com solução Laemmli (5 min/95 

°C).  

Foi realizada uma padronização do método visando avaliar qual a concentração de 

proteínas seria mais adequada para quantificar o conteúdo de SOD1. As concentrações 

utilizadas foram de 10, 20, 30 e 40 ug de proteínas em 30 uL de amostra, volume ideal para 

ser pipetado no gel de poliacrilamida.  

A concentração de proteínas pipetada no gel foi de 20 μg conforme determinado pela 

padronização. As proteínas foram separadas por eletroforese em um gel de poliacrilamida 

14% (SDS-PAGE, 1.5 mm, 130 volts) e transferidas para uma membrana PVDF (Millipore). 

A membrana foi bloqueada com leite em pó desnatado a 5% em TTBS e incubada com o 

anticorpo primário anti-SOD1 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) overnight a 4°C. 

Posteriormente, a membrana foi novamente incubada com o anticorpo secundário (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA) durante 2 horas a temperatura ambiente. Um substrato 

preparado para Western Blot foi utilizado e as proteínas imunorreativas foram visualizadas 

através de uma exposição ao filme raio-X. As proteínas foram quantificadas pela mensuração 

da intensidade da banda (área X OD) usando um software Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij). 

Um padrão molecular (RPN 800 rainbow full range Bio-Rad, CA, USA) foi utilizado como 

referência para determinar o peso molecular das bandas. O método de Ponceau foi utilizado 

para normalização.  

 

4.5. Análise estatística 

 

Os dados foram coletados e armazenados em uma planilha (Microsoft Excel). Os 

resultados foram analisados utilizando Teste T e o nível de significância adotado foi p< 0,05. 

 

4.6. Considerações Éticas 

 

Este trabalho foi aprovado pela Comissão de Uso de Animais da Universidade Federal 

do Rio Grande do Sul (CEUA/UFRGS, número 23464). Todos os experimentos realizados 

estiveram de acordo com os critérios estabelecidos pela lei Arouca (11.794), pelas Diretrizes 
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da Prática de Eutanásia do CONCEA (2013) e pelo “Guide for Careand Use of Laboratory 

Animals” (NIH publication No. 8023, revised 2011). 

 

5. Resultados  

 

5.1 . Padronização 

 

A padronização realizada, visando avaliar qual a concentração de proteínas seria mais 

adequada para quantificar o conteúdo de SOD1 em exossomos circulantes de ratos Wistar, foi 

realizada com as concentrações de 10, 20, 30 e 40 μg de proteínas em 30 μL de amostra, 

como mostra a figura 3.  

 

 

 

 

 

Fig.3 Padronização de concentrações de proteínas totais em fração exossomal para 

determinação do conteúdo de superóxido dismutase 1 (SOD1). (A) Intensidade da banda (área 

X OD). (B) Western blotting representativo. 

 

A proteína de 23 kDa foi detectada. Houve uma curva dependente de concentração. A 

concentração escolhida para a realização dos ensaios foi de 20 µg.  

3A 

3B 
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5.2 . Conteúdo de SOD1 em exossomos circulantes de ratos Wistar 

 

O Teste T não indicou diferença significativa no conteúdo de SOD1 em exossomos 

circulantes de ratos Wistar entre os animais de 3 e 26 meses de idade, como ilustrado na 

Figura 4. 

 

 

 

 

 

Fig.4 Conteúdo de SOD1 em exossomos circulantes de ratos de 3 e 26 meses de idade 

(n=4). (A) Intensidade da banda (área X OD) normalizada por Ponceau (p>0,05). (B) 

Western blotting. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4A 

4B 
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6. Discussão  

 

 

Neste trabalho, não foi observada diferença significativa no conteúdo de SOD1 em 

exossomos circulantes de ratos Wistar de 3 e 26 meses de idade. 

 Trabalhos prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram uma diminuição na 

atividade total da SOD em animais de 26 meses de idade, portanto podemos sugerir que o 

conteúdo de SOD1 não está envolvido com a redução na atividade previamente observada.  

Um fator que pode alterar a atividade total da enzima, mas não necessariamente o seu 

conteúdo é a agregação. Diversos estudos sugerem que a agregação de uma forma mutante de 

SOD1 é característica de doenças neurodegenerativas como a ELA e podem resultar tanto na 

perda da atividade da enzima, como na morte celular por serem neurotóxicos (Brundin et al., 

2010; Much et al., 2011; Grad et al., 2014). Sundaramoorthy e colaboradores (2013) 

demonstraram que moléculas mutantes ou o enovelamento de SOD1 em neurônios são 

capazes de inibir o transporte de proteínas entre o complexo de Golgi e o retículo 

endoplasmático, acarretando na fragmentação destas organelas e consequente apoptose. 

Fröhlich e colaboradores (2014) demonstraram que exossomos derivados de oligodendrócitos foram 

capazes de transferir enzimas antioxidantes, como a catalase e a própria SOD, para neurônios.  Ainda 

alguns estudos sugerem que o transporte de agregados de SOD1 na Esclerose Amiotrófica 

Lateral seja realizado pelos exossomos, já que a enzima está presente nos exossomos de 

mamíferos e estes conseguem transferir a SOD1 de forma parácrina (Grad et al., 2014; Kim et 

al., 2013; Gomes at al., 2007).  

A atuação de chaperonas relacionadas à agregação de SOD1 também tem sido alvo de 

muitos estudos, pois estas auxiliam na prevenção da formação de agregados e também na 

própria desagregação destes (Massignan et al., 2007; Basso et al., 2009; Bhattacharya et al., 

2014; A Ciechanover & YT Kwon, 2015).  A superexpressão da chaperona  HSJ1a é capaz de 

reduzir a agregação de SOD1 e auxiliar assim na sobrevivência de neurônios motores em um 

modelo animal de ELA (Novoselov et al., 2013). A redução na agregação da SOD1 está 

relacionada à melhora dos sintomas da doença mesmo em estágios tardios, aumentando a 

força muscular e o número de unidades motoras. Assim, podemos inferir que alterações 

estruturais e funcionais nas chaperonas podem contribuir para a agregação da SOD1 e 

consequente alteração da atividade enzimática. Assim, é possível sugerir que a redução da 
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atividade global observada em exossomos circulantes esteja relacionada com o conteúdo e 

atividade de chaperonas, como a  HSJ1a. 

É possível inferir ainda que a atividade diminuída da SOD observada em exossomos de 

ratos envelhecidos esteja relacionada a outras isoformas da enzima. Uma importante fonte do 

radical superóxido são as mitocôndrias, onde a isoforma 2 da enzima (MgSOD/SOD2) é 

responsável por neutralizar aproximadamente metade da produção.  

É importante destacar que componentes mitocondriais, como proteínas mitocondriais e   

mtDNA, foram detectados em vesículas extracelulares, que foram observados em células 

tronco mesenquimais e astrócitos, como ilustra a figura 5 (Phinney et al., 2015; Hayakawa et 

al., 2016). Assim, pode-se sugerir que a queda na atividade total da enzima observada em 

vesículas extracelulares circulantes de ratos de 26 meses de idade possa estar relacionada à 

SOD2.  

 

Figura 5. Ilustração de componentes mitocondriais em vesículas extracelulares 

(Torralba et al., 2016). 

Outro elemento que desempenha um importante papel no desenvolvimento de diversas 

patologias e pode afetar a atividade exossomal da SOD são os microRNAs (miRNAs). Os 

miRNAs são um dos principais conteúdos encontrados dentro de exossomos (Baran et al., 

2010; Lee et al., 2010). Diversos miRNAs estão sendo analisados e cada um apresenta um 

diferente efeito nos níveis e na atividade da SOD. O miRNA-23a-3p por exemplo, quando 

injetado através de cirurgia estereotáxica no encéfalo de ratos, foi capaz de aumentar a 
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atividade da enzima (Zhao et al., 2014). Já a expressão do miRNA-25 reduziu a atividade da 

SOD em pacientes sépticos (Yao et al., 2015). Yi e colaboradores (2016) investigaram o papel 

do microRNA-182 (miRNA-182) em ratos expostos à isquemia. Os autores puderam observar 

que a atividade da SOD nestes animais estava diminuída, porém quando a expressão do 

miRNA-182 estava inibida a atividade da enzima era restaurada. Assim, podemos inferir que 

alterações na expressão de miRNAs podem alterar consequentemente a atividade da 

superóxido dismutase. 

Proteínas e peptídeos relacionados a outras doenças degenerativas, como o peptídeo 

beta-amiloide (Aβ) relacionado à Doença de Alzheimer, também podem ser carregados e 

transferidos por exossomos e podem influenciar a atividade da enzima SOD. Um estudo em 

ratos transgênicos que superexpressavam a SOD2 demonstrou que o aumento no nível de 

superóxido induzido pelo peptídeo Aβ e também déficits induzidos pelo mesmo peptídeo no 

hipocampo destes animais foram reduzidos (Ma et al., 2011). Sharma e colegas (2016) 

investigaram a ação do peptídeo Aβ1-42 sobre a atividade de enzimas antioxidantes em córtices 

e hipocampos de ratos submetidos a uma cirurgia estereotáxica para a administração do 

peptídeo. Os resultados demonstraram uma redução significativa na atividade da SOD e 

também da catalase.  
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7. Considerações Finais 

Do nosso conhecimento, este foi o primeiro estudo que avaliou o efeito do 

envelhecimento sobre o conteúdo de SOD1 em exossomos circulantes. A diminuição na 

atividade total desta enzima em exossomos circulantes, observada previamente em outros 

trabalhos do nosso grupo de pesquisa, não está relacionada com o conteúdo de SOD1.  

Podemos sugerir que a redução na atividade da SOD está relacionada com outros fatores, 

como a atividade de outras isoformas da enzima, como a SOD 2, ou pela agregação da enzima 

que possa alterar a sua atividade. Os mecanismos pelos quais a atividade da SOD encontra-se 

diminuída em exossomos circulantes de animais envelhecidos ainda necessitam ser 

elucidados, já que esta enzima desempenha um papel muito importante na manutenção 

celular.  
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