
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS BIOLÓGICAS: 

FARMACOLOGIA E TERAPÊUTICA 

 

 

 

Gisele Gomes de Andrade 

 

 

 

EFEITO DO ENVELHECIMENTO SOBRE AS VESÍCULAS 

EXTRACELULARES CIRCULANTES E CENTRAIS 

 

 

 

 

 

Porto Alegre 

 2017 



2 

 

 

Gisele Gomes de Andrade 

 

 

 

EFEITO DO ENVELHECIMENTO SOBRE AS VESÍCULAS 

EXTRACELULARES CIRCULANTES E CENTRAIS 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós 

Graduação em Ciências Biológicas: Farmacologia e 

Terapêutica, da Universidade Federal do Rio Grande 

do Sul, como requisito parcial para obtenção do 

título de Mestre em Ciências Biológicas. 

 

Orientador: Profa. Dra. Ionara Rodrigues Siqueira 

 

 

 

Porto Alegre 

 2017 



3 

 

Dedicatória 

Dedico essa dissertação aos meus pais Marilene Gomes de Andrade e a Aldo Gomes de 

Andrade, pelo amor e apoio incondicional durante toda a minha vida. 

 

 



4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“O sucesso nasce do querer, da 

determinação e persistência em se chegar a 

um objetivo. Mesmo não atingindo o alvo, 

quem busca e vence obstáculos, no mínimo 

fará coisas admiráveis.” 

 

José de Alencar 

 

 



5 

 

 

Agradecimentos 

 

Agradeço primeiramente aos meus pais, Aldo Gomes de Andrade e Marilene Gomes de 

Andrade, pelo incentivo, persistência e amor que sempre me transmitiram. 

A minha orientadora Prof. Dra. Ionara pela confiança ao ter me aceitado em seu grupo 

de pesquisa, pela dedicação, conhecimentos e paciência nesses últimos meses. Nesses 

dois anos aprendi muito com você e tenha certeza que servirá para mim como fonte de 

inspiração sempre! 

Aos meus irmãos que amo, Fernanda, Eduardo e Gabriel. 

Ao meu namorado Henrique, por sempre apoiar as minhas decisões e sonhos, não 

medindo esforços para me ver feliz. 

Aos queridos colegas do laboratório de Neuropsicofarmacologia, muito obrigada por 

todo apoio, carinho e amizade. 

À Universidade Federal do Rio Grande do Sul, ao programa de Pós Graduação em 

Ciências Biológicas: Farmacologia e Terapêutica pela oportunidade de realização do 

Mestrado. 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 

 

Sumário 

 

 

Lista de Figuras .............................................................................................................. 7 

Lista de Abreviaturas ..................................................................................................... 8 

Resumo ............................................................................................................................ 9 

Abstract ......................................................................................................................... 10 

1. Introdução .............................................................................................................. 11 

1. Objetivos ................................................................................................................ 18 

1.1 Objetivo Geral .................................................................................................. 18 

1.2 Objetivos Específicos ...................................................................................... 18 

2. Artigo ...................................................................................................................... 19 

3. Conclusão ............................................................................................................... 42 

2. Referências bibliográficas da introdução ............................................................ 44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 

 

Lista de Figuras 

 

Figura 1 – Biogênese e liberação de vesículas extracelulares  

Figura 2 – Associação das citocinas inflamatórias com as vesículas extracelulares  

Figura 3- Composição dos exossomos: proteínas específicas  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 

 

Lista de Abreviaturas 

 

AChE     Acetilcolinestrease  

BHE       Barreira hematoencefálica  

BHL       Barreira hematoliquórico  

DNA      Ácido Desoxirribonucleico 

IL-4        Interleucina-4  

IL-6        Interleucina-6 

IL-1β      Interleucina-1beta  

LCR       Liquido cefalorraquidiano 

LPS        Lipopolissacarídeo  

miRNA  microRNA  

NTA       Análise de Rastreamento de Nanopartículas 

RNA      Ácido ribonucleico 

SNC       Sistema Nervoso Central  

TNF-α    Fator de Necrose tumoral-α  

TGF-β    Fator de transformação do crescimento-β  

VEs        Vesículas Extracelulares  

 

 

 

 



9 

 

Resumo 

 

O envelhecimento é um processo complexo caracterizado pelo declínio progressivo de 

diferentes tecidos e sistemas, acarretando susceptibilidades ao desenvolvimento de 

doenças neurodegenerativas que estão diretamente associadas ao avanço da idade. O 

objetivo desse estudo foi investigar o perfil exossomal e a carga inflamatória de 

vesículas extracelulares em plasma e líquido cefalorraquidiano (LCR) no processo de 

envelhecimento. Para tanto foram usados ratos machos Wistar de 3 e 21 meses de idade 

(n = 12). O LCR e o plasma desses animais foram coletados e o isolamento de vesículas 

extracelulares foi realizado usando um kit comercial e a concentração de proteína total, 

a atividade de acetilcolinesterase (AChE), os níveis de CD63 e interleucina-1 beta (IL-1β) 

foram avaliados. Os resultados obtidos mostraram que os níveis circulantes de IL-1β 

foram significativamente menores nas vesículas extracelulares em comparação com 

jovens adultos, enquanto que, o envelhecimento não alterou os níveis de IL-1β no LCR; 

houve uma redução dos níveis de CD63, um marcador exossomal, em plasma de ratos 

envelhecidos, enquanto que um aumento relacionado à idade nos níveis de CD63 no 

LCR foi observado; e houve um aumento da atividade de AChE em plasma e LCR do 

grupo envelhecido. Nossos dados sugerem que o aumento dos níveis de IL-1β nas 

vesículas extracelulares circulantes pode ser associado, pelo menos em parte, a 

condições inflamatórias relacionadas ao envelhecimento e a alteração nas vesículas 

extracelulares do LCR, analisada pelos níveis de CD63, em ratos envelhecidos podem 

estar envolvidos na susceptibilidade a distúrbios neurodegenerativos. 

Palavras-chave: Envelhecimento; vesículas extracelulares; inflamação; líquido 

cefalorraquidiano; plasma 
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Abstract 

 

Aging is a complex process characterized by the progressive decline of different tissues 

and systems, increasing the susceptibility to neurodegenerative diseases. The aim of this 

study was to investigate exosomal markers and inflammatory cargo of extracellular 

vesicles obtained from cerebrospinal fluid and plasma in aging process. Male Wistar 

rats of 3-month-old and 21-month-old were used (n= 12). The cerebrospinal fluid and 

plasma of animals were collected and isolation of extracellular vesicles was performed 

using a commercial kit. Total protein concentration, acetylcholinesterase (AChE) 

activity, CD63, an exosomal marker, and interleukin-1β (IL-1β) levels were evaluated. 

The results obtained showed a decrease in circulating IL-1β levels in extracellular 

vesicles in aged rats, whereas, aging did not alter exosomal IL-1β levels in 

cerebrospinal fluid; an age-related increase was observed in CD63 levels in extracellular 

vesicles from cerebrospinal fluid, while its content was decreased in plasma 

extracellular vesicles of aged group; and there was an increase in AChE activity in 

plasma and cerebrospinal fluid of the aged group. Our data suggest that IL-1β levels in 

circulating extracellular vesicles can be linked at least in part to aging-related 

inflammatory conditions and a disruption on cerebrospinal fluid, evaluated by CD63 

levels, in aged rats can be involved to susceptibility to neurodegenerative disorders. 

 

Keywords: aging; extracellular vesicles; inflammation; cerebrospinal fluid, plasma 
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Introdução  

O envelhecimento é um processo dinâmico e progressivo, caracterizado por 

alterações morfológicas, funcionais, bioquímicas e psicológicas que culminam com a 

redução da funcionalidade e maior vulnerabilidade e incidência de doenças. Entre as 

modificações associadas ao envelhecimento, destaca-se o declínio das funções motoras 

e cognitivas (Jurgens & Johnson, 2010; Minciullo et al., 2015; Paradies et al., 2011). 

Neste contexto, o envelhecimento é amplamente reconhecido como um fator de risco no 

desenvolvimento de várias patologias como doenças neurodegenerativas, 

cardiovasculares, diabetes e câncer, as quais representam as principais causas de morte 

nos idosos (Ballard et al., 2011; Xu et al, 2013). 

O prejuízo cognitivo associado ao envelhecimento está relacionado, entre outros 

fatores, a níveis elevados de citocinas inflamatórias tanto em roedores quanto em 

humanos (Griffin et al., 2006; Kohman et al., 2011; Speisman et al., 2012). O processo 

inflamatório crônico e progressivo no envelhecimento também é chamado de 

“inflammaging”, além de uma alteração das funções do sistema imune, denominada 

imunossenescência (Franceschi et al. 2000a; Fulop et al., 2015; Panickar & Jewell, 

2015).  

Alterações nos níveis de citocinas pró e anti-inflamatórias já foram descritas durante 

o processo de envelhecimento. Por exemplo, um estudo realizado pelo nosso grupo 

observou menores níveis de interleucina-4 (IL-4), uma citocina anti-inflamatória, em 

hipocampos de ratos Wistar de 20 meses de idade, os quais apresentaram também níveis 

elevados de citocinas inflamatórias, IL-1β e fator de necrose tumoral-α (TNF-α) 

(Lovatel et al., 2013). Além disso, alguns autores demonstraram que os níveis séricos de 

fator de transformação do crescimento-β (TGF-β), o qual possui um papel essencial na 
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manutenção da homeostase da resposta imune, estavam diminuídos em indivíduos com 

idade avançada (Gorelik & Flavell, 2002; Lin et al., 2009).  

É interessante comentar que evidências epidemiológicas sugerem que homens e 

mulheres envelhecidos e de meia-idade com altos níveis circulantes de mediadores 

inflamatórios, como IL-1β e Interleucina-6 (IL-6), apresentam maior risco de 

desenvolvimento de resistência à insulina e de diabetes (Barzilay et al.,2001; Han et 

al.,2002; Pradhan et al.,2003; Pradhan et al.,2001). É amplamente conhecido que o 

envelhecimento, independente da obesidade, pode aumentar o risco de doenças 

metabólicas crônicas que envolvam vias inflamatórias (Licastro et al.,2005; Stout et 

al.,2014; Tchkonia et al.,2010). 

Embora as vesículas extracelulares tenham sido recentemente relacionadas a eventos 

inflamatórios, do nosso conhecimento, o envolvimento do conteúdo dessas vesículas no 

processo do envelhecimento nunca foi estudado. 

As vesículas extracelulares incluem os exossomos, microvesículas e outras 

estruturas vesiculares liberadas pelas células (Figura 1).  

Os exossomos são pequenas vesículas originadas pela invaginação da membrana de 

corpos multivesiculares, são mantidas em corpos multivesiculares e secretadas para o 

meio extracelular. São vesículas, medindo entre 30 e 1000 nm, que contém o perfil das 

células de origem, incluindo RNA (Ácido ribonucleico), DNA (Ácido 

Desoxirribonucleico) e microRNAs (miRNA), e proteínas (Andaloussi et al.,2013; 

Mizrak et a., 2013; Valadi et al., 2007). Já as microvesículas são vesículas maiores 

produzidas pela evaginação da membrana plasmática (Figura 1).  

Há descrição de produção e liberação de vesículas extracelulares, tanto por células 

saudáveis, quanto por células relacionadas a doenças, como células tumorais de 

diferentes tecidos; sendo reconhecidas como importantes mediadores na comunicação 



13 

 

intercelular pela transferência de sua carga entre células, tanto localmente como 

sistemicamente (Akers et al.,2013; Skog et al., 2008).  

 

Figura 1 – Biogênese e liberação de vesículas extracelulares (Adaptada de Yanez-

Mo M, et al,2015). Os exossomos originados pela invaginação da membrana de corpos 

multivesiculares, mantidas em corpos multivesiculares e secretadas para o meio 

extracelular. As microvesículas são vesículas maiores produzidas pela evaginação da 

membrana plasmática.  

As vesículas extracelulares foram identificadas em diferentes fluidos corporais. 

Embora não haja um amplo consenso sobre algumas características, por exemplo, o 

tamanho, o que dificulta a determinação do tipo específico de vesícula isolada de cultura 

de células e amostras de fluidos corporais (Lotvall et al.,2014) por métodos que 

observem a distribuição de tamanho das partículas em amostras em suspensão líquida, 

como a Análise de Rastreamento de Nanopartículas (NTA).                                                        
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Foi descrito que as vesículas extracelulares, como os exossomos, podem carrear 

citocinas especialmente a IL-1β, assim como outros componentes que regulam a 

sinalização de vias inflamatórias e a própria produção de IL-1β (Figura 2) (Haneklaus et 

al. 2013; Vaccari et al., 2016, Buzas et al., 2014). Boilard e colegas (2010) 

demonstraram que as vesículas extracelulares derivadas de plaquetas carregam IL-1β no 

líquido sinovial de pacientes com artrite reumatóide e essas vesículas induzem a 

secreção de IL-8 por fibroblastos sinoviais, contribuindo para a inflamação das 

articulações. 

 

Figura 2 – Associação das citocinas inflamatórias com as vesículas extracelulares 

(Adaptada de Buzas et. al, 2014). As vesículas extracelulares, microvesículas e  

exossomos, envolvidos na liberação de citocinas, como a IL-1β. 

Ainda, Smith e colegas (2014) sugerem que as vesículas extracelulares 

desempenham papéis críticos em uma variedade de doenças crônicas relacionadas com 

idade, incluindo doenças neurodegenerativas (como por exemplo, doença de 

Alzheimer), doenças metabólicas, e doença cardiovasculares. No entanto, apesar de 

alguns estudos demonstrarem um papel das vesículas extracelulares na fisiopatologia de 
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doenças relacionadas à idade, poucos estudos investigaram o papel das vesículas 

extracelulares durante o processo de envelhecimento fisiológico. 

No entanto, diferentes tipos de vesículas extracelulares possuem em sua estrutura 

tipos distintos de proteínas e outros componentes. As tetraspaninas, como o CD63 e o 

CD81 (Figura 3), são amplamente utilizadas como marcadores de exossomos. Além 

disso, alguns autores sugerem a enzima AChE como marcadora de exossomos 

(Bellingham et al.,2012; Perez-Gonzalez et al.,2012; Vaccari et al.,2015). Nosso grupo 

demonstrou, recentemente, que o processo de envelhecimento alterou o perfil de 

exossomos circulantes, especificamente em soro de ratos Wistar, com uma redução dos 

níveis de CD63, um marcador exossomal, e um aumento da atividade da AChE. Nesse 

trabalho, foi demonstrado também um aumento nos níveis de espécies reativas e uma 

redução da atividade da enzima antioxidante, superóxido dismutase, nas vesículas 

extracelulares obtidas de soro de ratos envelhecidos, comparados aos animais adultos 

jovens (Bertoldi et al., 2017). 

Eitan e colaboradores (2017) descreveram que o envelhecimento altera o tamanho e a 

quantidade de exossomos circulantes em humanos. Ainda, descrevem que houve uma 

maior internalização dos exossomos por células B. Ainda em modelos in vitro, 

Mitsuhashi e colaboradores (2013) demonstraram que o envelhecimento aumentou a 

liberação exossomal de RNAm de citocinas, como a IL-6 e o TNF-alfa, por macrófagos 

estimulados pelo peptídeo B-amilóide. Assim, há evidências de que o envelhecimento 

possa alterar o perfil periférico das vesículas exossomais, incluindo o conteúdo de 

moléculas inflamatórias. 
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Figura 3- Exossomos e suas proteínas de superfície, como as tetraespaninas, CD9 e 

CD63, marcadores internos, como Alix e Tsg101, outras proteínas e microRNAs (Lee et 

al., 2012).  

Gupta e Pulliam (2014) sugerem que os exossomos circulantes, assim como as 

células mononucleares, podem atravessar a barreira hematoencefálica e alterar a função 

de células no SNC, como os neurônios, e que os exossomos derivados de 

monócitos/macrófagos podem ter um papel de “cavalo de tróia”. Segundo os autores, 

esses exossomos que atravessariam a barreira hematoencefálica podem ser 

internalizados por neurônios, alterando inclusive a liberação exossomal destas células 

(Alvarez-Erviti et al.,2011). 

Alguns autores sugerem uma comunicação bidirecional entre o sistema imune 

periférico e o SNC (Wrona, 2006; Deleidi et al., 2015). Alguns autores assumiram que 

as vesículas extracelulares de células periféricas podem atravessar a barreira 

hematoencefálica e distribuir sua carga no SNC e vice-versa (Balusu et al., 2016; 

Lopez-Ramirez et al., 2013). Shi e colegas (2014) mostraram que a α-sinucleína 
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radiomarcada pelo LCR foi facilmente transportada para o sangue com envolvimento 

dos exossomos. 

Nos últimos anos, a Barreira Hematoencefálica (BHE) também tem sido alvo de 

diversos estudos para compreender o seu papel em doenças inflamatórias e 

neurodegenerativas (Vandenbroucke et al, 2012; Brkic et al, 2015; Demeestere et al., 

2015; Gorle et al., 2016). A BHE, localizada nos capilares do cérebro, sendo uma 

estrutura que atua protegendo o cérebro de passagens de substancias do sangue para o 

SNC, como fatores de coagulação e anticorpos, que podem interferir na 

neurotransmissão (Reese et al.,1967). 

Além da BHE, a Barreira Hematoliquórico (BHL) é formada por uma camada de 

células epiteliais no plexo coroide, com uma função importante de controlar a entrada 

de substancias no LCR (Davson et al.,1987). O LCR desempenha diferentes funções, 

entre as reguladoras estão a de distribuição de fatores neurotróficos, estabilização do pH 

do cérebro e gradientes químicos, além de fornecer uma via excretora do SNC para 

solutos que não podem atravessar facilmente a barreira (Lehtinen et al, 2011).  

Recentemente, Balusu e colegas (2016) demonstraram que um modelo de inflamação 

sistêmica induzido por lipopolissacarídeo (LPS) é capaz de aumentar o número de 

vesículas extracelulares no líquido cefalorraquidiano de camundongos. 

Considerando que estudos avaliando o papel das vesículas extracelulares no processo 

inflamatório associado ao envelhecimento fisiológico são escassos, nossa hipótese de 

trabalho é que os marcadores de exossomos obtidos de líquido cefalorraquidiano e 

plasma e sua carga inflamatória são alterados, de forma diferente, pelo processo de 

envelhecimento. 
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1. Objetivos 

 

1.1 Objetivo Geral 

- Investigar o perfil exossomal e a carga inflamatória de vesículas extracelulares em 

plasma e líquido cefalorraquidiano no processo de envelhecimento de ratos Wistar. 

 

1.2 Objetivos Específicos 

- Estudar o perfil exossomal, através do marcador de exossomos CD63, conteúdo de 

proteínas totais e a atividade da AChE, em plasma e líquido cefalorraquidiano de ratos 

Wistar de 3 e 21 meses. 

- Quantificar a interleucina pró-inflamatória, IL-1β, em vesículas extracelulares 

extraídas de plasma e líquido cefalorraquidiano de ratos Wistar de 3 e 21 meses. 
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