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Resumo: O envelhecimento é um processo caracterizado pelo declinio progressivo das
funcBes fisiologicas, sendo um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas. Atualmente, 0s exossomos estdo sendo vistos como uma
importante ferramenta para diagnéstico e prognostico de doencas neurodegenerativas, ja que
apresentam um importante papel na comunicagdo celular e parecem estar relacionados ao
desenvolvimento de diversas destas doencas. Recentemente, nosso grupo de pesquisa
observou que o processo de envelhecimento impactou na atividade da enzima superdxido
dismutase (SOD) em exossomos circulantes de ratos Wistar. Sendo assim, objetivo do
trabalho foi avaliar os niveis 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 extracdo de exossomos. Os resultados demonstram que

ndo houve diferenga no conteudo exossomal de SOD1 entre animais adultos e envelhecidos.

Palavras-chave: envelhecimento, exossomos, superoxido dismutase 1.
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1. Introdugéo

O avanco nas areas da salde e 0 acesso ao saneamento basico que vem ocorrendo ao
longo das Ultimas décadas estdo acarretando um aumento significativo na expectativa de vida
da populacdo (Lima-Costa e Veras, 2003; de Silva e Boemer, 2009). Segundo o relatério da
Organizacdo das Na¢des Unidas divulgado em 2011, até 2020 o numero de pessoas com 65
anos ou mais irdo superar 0 nimero de criangas menores de 5 anos (WHO, 2007). No Brasil,
os dados mais atualizados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica indicam que as
pessoas com idade igual ou superior aos 60 anos correspondem a 11,8% da populacdo total.
Ainda, em relacdo ao Rio Grande do Sul, estado brasileiro com o maior nimero de individuos
acima de 60 anos, 13,6% da populacéo total é considerada idosa (Censo 2010, IBGE).

O envelhecimento é um processo caracterizado pelo declinio progressivo das fungoes
fisioldgicas (Deleidi et al., 2015; Miniciullo et al., 2015). Além disso, a perda da homeostase
em diferentes sistemas e Orgdos estd associada ao aumento da vulnerabilidade ao
desenvolvimento de diversas patologias. Cabe destacar que o rapido crescimento demografico
no ndmero de idosos tem como consequéncia um importante aumento no numero de
individuos com declinio cognitivo (Ballesteros et al., 2015; Hurd et al., 2013). E importante
ressaltar entdo que a idade € o principal fator de risco para o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas.

Diversas alteracbes podem ser observadas tanto no processo de envelhecimento
quanto na fisiopatologia de doencas neurodegenerativas. Entre estas alteracbes destacam-se
prejuizos na funcdo mitocondrial, estresse oxidativo, acimulo anormal de proteinas,
alteracdes no metabolismo do ferro além de excitotoxicidade e inflamacgéo (Benceet al., 2001;
Halliwell 2001; Jenner 2003; Zeevalk et al. 2005).

Atualmente, 0s exossomos estdo sendo vistos como uma importante ferramenta para
diagnostico e prognostico de doencgas neurodegenerativas, ja que apresentam um importante
papel na comunicacdo celular, sendo mediadores de processos indispensaveis para o
funcionamento fisiologico cerebral (Brites & Fernandes, 2015; Gupta & Pulliam, 2014). Os
exossomos sdo microvesiculas esféricas geradas através da invaginacdo da membrana de
corpos multivesiculares presentes na via endocitica e sdo liberadas para o meio extracelular
guando se fundem a membrana citoplasmatica, como ilustrado na Figura 1. (Kourembanas,
2015; Perez-Gonzalez et al., 2012; Simpson et al., 2008). Diversos tipos de células
(neurdnios, astrocitos, microglia e plaquetas) podem secretar exossomos para O espacgo

extracelular, além disso, essas vesiculas podem ser isoladas de meios de cultura e de varios



fluidos corporais como soro, plasma, urina e liquido cefalorraquidiano (Bellinghamet al.,
2012; Gupta e Pulliam, 2014; Lee et al., 2010).
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Figura 1. Biogénese dos exossomos a partir da membrana dos corpos
multivesiculares e sua secrecdo para o espago extracelular (Bellingham et
al., 2012).

Os exossomos fazem parte de um grupo de vesiculas chamado vesiculas extracelulares
(EV’s) que englobam, além dos exossomos, as microvesiculas e se diferenciam pelo tamanho,
biogénese e por proteinas de superficie (Lee et al., 2012). Eles parecem estar relacionados ao
desenvolvimento de diversas doencas neurodegenerativas, pois diversos estudos demonstram
que eles podem ser os responsaveis por liberar proteinas como proteina prion, a-sinucleina,
proteina tau e a superdxido dismutase (SOD), como mostra a figura 2 (Fevrieret al. 2004;
Gomes et al. 2007; Rajendran et al. 2014). Recentemente, Frohlich & colegas (2014)
demonstraram um papel dos exossomos na transferéncia de moléculas com atividade
antioxidante, especificamente a SOD e a catalase, entre oligodendrocitos e neurdnios,

demonstrando o papel na comunicacéo e transferéncia de moléculas entre estas células.
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Figura 2. Composicdo dos exossomos: proteinas especificas de

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

Nosso grupo de pesquisa estuda os efeitos do envelhecimento fisioldgico e do exercicio
fisico sobre o perfil dos exossomos. Recentemente, demonstramos niveis 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 doencas
degenerativas, € possivel inferir que alteracbes no perfil exossomal no envelhecimento

estejam ligadas a susceptibilidade a essas doengas.

A enzima SOD, que faz parte do conteudo exossomal, apresenta um papel
antioxidante bastante importante através da sua acdo catalisadora da reacdo do radical &nion
superoxido O, em peroxido de hidrogénio e agua. Ja foram descritas na literatura trés
isoformas distintas da enzima, SOD-cobre e zinco (SOD1), SOD manganés (SOD2) e SOD
extracelular (SOD3) (Dasuriet al., 2013). A SOD1 é ligada ao desenvolvimento de uma
doenca neurodegenerativa bastante estudada, a Esclerose Lateral Amiotréfica, ELA
(Tsitkanou et al., 2016; Stoica et al., 2016; Roggenbuck 2016), caracterizada pela paralisia
progressiva e irreversivel do sistema nervoso motor, atrofia muscular e insuficiéncia

respiratoria (Geevasingaet al., 2016). Outros estudos demonstram que a enzima induz a
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liberacdo de exossomos por astrocitos e que estes secretam substancias toxicas para neurdnios
motores (Basso et al.,, 2013; Nagai et al., 2007). Isto provavelmente ocorre porque a
agregacdo de SOD1 causaria grande neurotoxicidade, levante a morte celular (Grad et al.,
2014).

Vérios 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 0s exossomos sdo capazes de transportar SOD, nosso grupo avaliou
a atividade da enzima SOD em exossomos circulantes de ratos Wistar. Houve uma reducdo da
atividade da SOD em exossomos de ratos de 26 meses, considerados animais envelhecidos.
Assim, é de interesse determinar se ocorre reducdo do contetido de isoformas de SOD em

exossomos de animais envelhecidos.

2. Justificativa

O envelhecimento populacional e o consequente aumento da incidéncia de doencas
degenerativas justificam o esclarecimento dos mecanismos fisiolégicos envolvidos com o
envelhecimento normal.

O nosso grupo de pesquisa recentemente observou uma reducdo 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, ja
envolvida a doencas neurodegenerativas, como a Esclerose Lateral Amiotréfica, sugerimos

gue a reducdo da atividade da SOD esteja relacionada com a reducdo no conteido de SOD1.

3. Objetivo

O objetivo do trabalho foi avaliar os niveis da enzima SOD1 em ex0ssomos

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

biolégico 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 Reproducdo de Animais de Laboratério (CREAL- UFRGS). Os animais foram
mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia (UFRGS) durante o
processo de envelhecimento em condigdes padrdo de biotério com 12 horas de claro/escuro,
temperatura controlada (22 +2 °C), comida e &gua ad libitum. Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais de Laboratdrio
(CEUA) (nimero do projeto #23464).

4.2. Preparo das amostras

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo em ambiente apropriado (baixa
luminosidade, silencioso e longe de outros animais) por pesquisador com treinamento e
experiéncia. O ambiente foi cuidadosamente higienizado antes do ingresso do animal na sala.
A decapitacdo foi realizada em guilhotina adaptada para roedores (Insight®) sem anestesia
prévia para nao alterar bioguimicamente a amostra. Os métodos utilizados seguiram as
conformidades propostas pelas “Diretrizes da Pratica de Eutandsia do CONCEA”.

Apo6s a decapitagdo, o sangue troncular foi coletado em tubos sem anticoagulante,
centrifugado a 10.000 rpm em temperatura ambiente por 10 minutos e apds, o soro resultante
foi transferido para um tubo (1,5 mL) e armazenado a -80 °C para posterior isolamento dos

€X0Ssomaos.

4.3. Isolamento dos exossomos circulantes

O isolamento dos exossomos do soro foi realizado utilizando um kit especifico
miRCURY™ Exosome Isolation Kit (Exiqgon, MA, USA). Um volume de 0,6 mL de soro foi
centrifugado por 5 minutos a 10,000 x g para a remocao de detritos celulares. Apds, 0,5 mL
do sobrenadante foi transferido para um vial onde foi adicionado 200 pL de tampédo de
precipitacdo seguido de uma incubacdo de 60 minutos a 4°C. Apds a incubacdo, uma nova
centrifugagdo de 30 minutos a 1,500 x g foi realizada em temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 270 uL de tampéo de ressuspensédo
usando um vortex. Os exossomos isolados foram armazenados a -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 niveis de SOD1 nos exossomos
circulantes. A concentracdo de proteinas foi quantificada através do método do azul de
Coomassie (Bradford, 1976), e as amostras foram incubadas com solugdo Laemmli (5 min/95
°C).

Foi realizada uma padronizacdo do método visando avaliar qual a concentracdo de
proteinas seria mais adequada para quantificar o contetdo de SOD1. As concentracfes
utilizadas foram de 10, 20, 30 e 40 ug de proteinas em 30 uL de amostra, volume ideal para
ser pipetado no gel de poliacrilamida.

A concentracdo de proteinas pipetada no gel foi de 20 pg conforme determinado pela
padronizacdo. As proteinas 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 pd deshatado a 5% em TTBS e incubada com o
anticorpo primario anti-SOD1 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) overnight a 4°C.
Posteriormente, a membrana foi novamente incubada com o anticorpo secundério (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) durante 2 horas a temperatura ambiente. Um substrato
preparado para Western Blot foi utilizado e as proteinas imunorreativas foram visualizadas
através de uma exposicao ao filme raio-X. As proteinas foram quantificadas pela mensuragéo
da intensidade da banda (area X OD) usando um software Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij).
Um padrdo molecular (RPN 800 rainbow full range Bio-Rad, CA, USA) foi utilizado como
referéncia para determinar o peso molecular das bandas. O método de Ponceau foi utilizado

para normalizacao.

4.5. Analise estatistica

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

resultados foram analisados utilizando Teste T e o nivel de significancia adotado foi p< 0,05.
4.6. Consideracoes Eticas
Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Uso de Animais da Universidade Federal

do Rio Grande do Sul (CEUA/UFRGS, numero 23464). Todos os experimentos realizados
estiveram de acordo com os critérios estabelecidos pela lei Arouca (11.794), pelas Diretrizes
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da Prética de Eutandsia do CONCEA (2013) e pelo “Guide for Careand Use of Laboratory
Animals” (NIH publication No. 8023, revised 2011).

5. Resultados
5.1. Padronizacéo
A padronizacdo realizada, visando avaliar qual a concentracdo de proteinas seria mais
adequada para quantificar o contetdo de SOD1 em exossomos circulantes de ratos Wistar, foi

realizada com as concentragfes de 10, 20, 30 e 40 pg de proteinas em 30 uL de amostra,

como mostra a figura 3.
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Fig.3 Padronizacdo de concentracGes de proteinas totais em fracdo exossomal para
determinacdo do contetido de superoxido dismutase 1 (SOD1). (A) Intensidade da banda (&rea

X OD). (B) Western blotting representativo.

A proteina de 23 kDa foi detectada. Houve uma curva dependente de concentracdo. A

concentracdo escolhida para a realizacdo dos ensaios foi de 20 ug.
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5.2 . Contetdo de SOD1 em exossomos circulantes de ratos Wistar

O Teste T ndo indicou diferenca significativa no conteddo de SOD1 em exossomos
circulantes de ratos Wistar entre os animais de 3 e 26 meses de idade, como ilustrado na

Figura 4.
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Fig.4 Contetdo de SOD1 em exossomos circulantes de ratos de 3 e 26 meses de idade
(n=4). (A) Intensidade da banda (area X OD) normalizada por Ponceau (p>0,05). (B)
Western blotting.
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6. Discussao

Neste trabalho, ndo foi observada diferenca significativa no conteudo de SOD1 em

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

Trabalhos prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram uma diminuigdo na
atividade total da SOD em animais de 26 meses de idade, portanto podemos sugerir que 0

contetdo de SOD1 néo esta envolvido com a reducdo na atividade previamente observada.

Um fator que pode alterar a atividade total da enzima, mas ndo necessariamente 0 seu
conteddo é a agregacdo. Diversos estudos sugerem que a agregacdo de uma forma mutante de
SOD1 é caracteristica de doencas neurodegenerativas como a ELA e podem resultar tanto na
perda da atividade da enzima, como na morte celular por serem neurotoxicos (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 neurdnios sao
capazes de inibir o transporte de proteinas entre o complexo de Golgi e o reticulo
endoplasmatico, acarretando na fragmentacdo destas organelas e consequente apoptose.
Frohlich e colaboradores (2014) demonstraram que exossomos derivados de oligodendrdcitos foram
capazes de transferir enzimas antioxidantes, como a catalase e a propria SOD, para neur6nios. Ainda
alguns estudos sugerem que o transporte de agregados de SOD1 na Esclerose Amiotrofica
Lateral seja realizado pelos exossomos, ja que a enzima estd presente nos exossomos de
mamiferos e estes conseguem transferir a SOD1 de forma paracrina (Grad et al., 2014; Kim et
al., 2013; Gomes at al., 2007).

A atuacdo de chaperonas relacionadas a agregacdo de SOD1 também tem sido alvo de
muitos estudos, pois estas auxiliam na prevencdo da formacdo de agregados e também na
prépria desagregacdo destes (Massignan et al., 2007; Basso et al., 2009; Bhattacharya et al.,
2014; A Ciechanover & YT Kwon, 2015). A superexpressao da chaperona HSJla é capaz de
reduzir a agregacdo de SOD1 e auxiliar assim na sobrevivéncia de neurdnios motores em um
modelo animal de ELA (Novoselov et al., 2013). A redugdo na agregacdo da SOD1 esta
relacionada a melhora dos sintomas da doenca mesmo em estagios tardios, aumentando a
forca muscular e o nimero de unidades motoras. Assim, podemos inferir que alteracdes
estruturais e funcionais nas chaperonas podem contribuir para a agregagdo da SOD1 e

consequente alteracdo da atividade enzimética. Assim, é possivel sugerir que a reducdo da
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atividade global observada em exossomos circulantes esteja relacionada com o conteddo e

atividade de chaperonas, como a HSJ1a.

E possivel inferir ainda que a atividade diminuida da SOD observada em exossomos de
ratos envelhecidos esteja relacionada a outras isoformas da enzima. Uma importante fonte do
radical superdxido sdo as mitocondrias, onde a isoforma 2 da enzima (MgSOD/SOD2) é

responsavel por neutralizar aproximadamente metade da producao.

E importante destacar que componentes mitocondriais, como proteinas mitocondriais e
mtDNA, foram detectados em vesiculas extracelulares, que foram observados em células
tronco mesenquimais e astrocitos, 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
vesiculas extracelulares circulantes de ratos de 26 meses de idade possa estar relacionada a
SOD2.

Microvestculas e Corpos Apoptdticos
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Figura 5. llustracdo de componentes mitocondriais em vesiculas 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 sdo 0s microRNAs (miRNASs). Os
miRNAs sdo um dos principais conteidos encontrados dentro de exossomos (Baran et al.,
2010; Lee et al., 2010). Diversos miRNAs estdo sendo analisados e cada um apresenta um
diferente efeito nos niveis e na atividade da SOD. O miRNA-23a-3p por exemplo, quando

injetado atraves de cirurgia estereotadxica no encéfalo de ratos, foi capaz de aumentar a
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atividade da enzima (Zhao et al., 2014). Ja a expressdo 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 a isquemia. Os autores puderam observar
que a atividade da SOD nestes animais estava diminuida, porém quando a expressdo do
miRNA-182 estava inibida a atividade da enzima era restaurada. Assim, podemos inferir que
alteracdes na expressdo de mMiRNAs podem alterar consequentemente a atividade da

superdxido dismutase.

Proteinas e peptideos relacionados a outras doencas degenerativas, como o peptideo
beta-amiloide (AP) relacionado a Doenga de Alzheimer, também podem ser carregados e
transferidos por exossomos e podem influenciar a atividade da enzima SOD. Um estudo em
ratos transgénicos que superexpressavam a SOD2 demonstrou que o aumento no nivel de
superdxido induzido pelo peptideo AP e também déficits induzidos pelo mesmo peptideo no
hipocampo destes animais foram reduzidos (Ma et al., 2011). Sharma e colegas (2016)
investigaram a acdo do peptideo Api-42sobre a atividade de enzimas antioxidantes em cortices
e hipocampos de ratos submetidos a uma cirurgia estereotadxica para a administracdo do
peptideo. Os resultados demonstraram uma reducdo significativa na atividade da SOD e

também da catalase.
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7. Considerac0es Finais

Do nosso conhecimento, este foi o primeiro estudo que avaliou o efeito do
envelhecimento sobre o conteddo de SOD1 em exossomos circulantes. A diminuicdo na
atividade total desta enzima em exossomos circulantes, observada previamente em outros

trabalhos do nosso grupo de pesquisa, ndo esté relacionada com o contetdo de SOD1.

Podemos sugerir que a reducdo na atividade da SOD esté relacionada com outros fatores,
como a atividade de outras isoformas da enzima, como a SOD 2, ou pela agregagéo da enzima
que possa alterar a sua atividade. Os mecanismos pelos quais a atividade da SOD encontra-se
diminuida em exossomos circulantes de animais envelhecidos ainda necessitam ser
elucidados, j& que esta enzima desempenha um papel muito importante na manutencédo

celular.
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