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Resumo

O envelhecimento é um processo complexo caracterizado pelo declinio progressivo de
diferentes tecidos e sistemas, acarretando susceptibilidades ao desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas que estdo diretamente associadas ao avanco da idade. O
objetivo desse estudo foi investigar o perfil exossomal e a carga inflamatoria de
vesiculas extracelulares em plasma e liquido 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 vesiculas
extracelulares foi realizado usando um kit comercial e a concentracdo de proteina total,
a atividade de acetilcolinesterase (AChE), os niveis de CD63 e interleucina-1 beta (IL-1p)
foram avaliados. Os resultados obtidos mostraram que os niveis circulantes de IL-1B
foram significativamente menores nas vesiculas extracelulares em comparagdo com
jovens adultos, enquanto que, o envelhecimento ndo alterou os niveis de IL-1p no LCR;
houve uma reducéo dos niveis de CD63, um marcador exossomal, em plasma de ratos
envelhecidos, enquanto que um aumento relacionado & idade nos niveis 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 niveis de IL-1B nas
vesiculas extracelulares circulantes pode ser associado, pelo menos em parte, a
condigdes inflamatorias relacionadas ao envelhecimento e a alteragdo nas vesiculas
extracelulares do LCR, analisada pelos niveis de CD63, em ratos envelhecidos podem
estar envolvidos na susceptibilidade a disturbios neurodegenerativos.

Palavras-chave: Envelhecimento; vesiculas extracelulares; inflamacdo; liquido

cefalorraquidiano; plasma



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-1p3 (IL-1pB) levels were evaluated.
The results obtained showed a decrease in circulating IL-1B levels in extracellular
vesicles in aged rats, whereas, aging did not alter exosomal IL-1f 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-1p 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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Introducéo

O envelhecimento é um processo dindmico e progressivo, caracterizado por
alteracbes morfologicas, funcionais, bioquimicas e psicolégicas que culminam com a
reducdo da funcionalidade e maior vulnerabilidade e incidéncia de doencas. Entre as
modifica¢Oes associadas ao envelhecimento, destaca-se o declinio das fungdes 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 vérias patologias como doencas neurodegenerativas,
cardiovasculares, diabetes e cancer, as quais representam as principais causas de morte
nos idosos (Ballard et al., 2011; Xu et al, 2013).

O prejuizo cognitivo associado ao envelhecimento est4 relacionado, entre outros
fatores, a niveis elevados de citocinas inflamatoérias tanto em roedores quanto em
humanos (Griffin et al., 2006; Kohman et al., 2011; Speisman et al., 2012). O processo
inflamat6rio crénico e progressivo no envelhecimento também é chamado de
“inflammaging”, além de uma alteragdo das funges do sistema imune, denominada
imunossenescéncia (Franceschi et al. 2000a; Fulop et al., 2015; Panickar & Jewell,
2015).

AlteracGes nos niveis de citocinas pro e anti-inflamatdrias ja foram descritas durante
0 processo de envelhecimento. Por exemplo, um estudo realizado pelo nosso grupo
observou menores niveis de interleucina-4 (IL-4), uma citocina anti-inflamatoria, em
hipocampos de ratos Wistar de 20 meses de idade, os quais apresentaram também niveis
elevados de citocinas inflamatorias, IL-13 e fator de necrose tumoral-o (TNF-a)
(Lovatel et al., 2013). Além disso, alguns autores demonstraram que 0s niveis séricos de

fator de transformacdo do crescimento-p (TGF-f), o qual possui um papel essencial na
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manutencdo da homeostase da resposta imune, estavam diminuidos em individuos com
idade avancgada (Gorelik & Flavell, 2002; Lin et al., 2009).

E interessante comentar que evidéncias epidemioldgicas sugerem que homens e
mulheres envelhecidos e de meia-idade com altos niveis circulantes de mediadores
inflamatorios, como IL-18 ¢ Interleucina-6 (IL-6), apresentam maior risco de
desenvolvimento de resisténcia a insulina e de diabetes (Barzilay et al.,2001; Han et
al.,2002; Pradhan et al.,2003; Pradhan et al.,2001). E amplamente conhecido que o
envelhecimento, independente da obesidade, pode aumentar o risco de doengas
metabolicas cronicas que envolvam vias inflamatérias (Licastro et al.,2005; Stout et
al.,2014; Tchkonia et al.,2010).

Embora as vesiculas extracelulares tenham sido recentemente relacionadas a eventos
inflamatorios, do nosso conhecimento, o envolvimento do contetido dessas vesiculas no
processo do envelhecimento nunca foi estudado.

As vesiculas extracelulares incluem o0s exossomos, microvesiculas e outras
estruturas vesiculares liberadas pelas células (Figura 1).

Os ex0ssomos sdo pequenas vesiculas originadas pela invaginacdo da membrana de
corpos multivesiculares, sdo mantidas em corpos multivesiculares e secretadas para o
meio extracelular. Sdo vesiculas, medindo entre 30 e 1000 nm, que contém o perfil das
células de origem, incluindo RNA (Acido ribonucleico), DNA (Acido
Desoxirribonucleico) e microRNAs (miRNA), e proteinas (Andaloussi et al.,2013;
Mizrak et a., 2013; Valadi et al., 2007). J& as microvesiculas sdo vesiculas maiores
produzidas pela evaginacdo da membrana plasmatica (Figura 1).

Ha descricdo de producdo e liberagdo de vesiculas extracelulares, tanto por células
saudaveis, quanto por células relacionadas a doengas, como células tumorais de

diferentes tecidos; sendo reconhecidas como importantes mediadores na comunicagéo
12



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

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

Exossomos
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Figura 1 — Biogénese e liberacdo de vesiculas extracelulares (Adaptada de Yanez-
Mo M, et al,2015). Os exossomos originados pela invaginacdo da membrana de corpos
multivesiculares, mantidas em corpos multivesiculares e secretadas para 0 meio
extracelular. As microvesiculas sdo vesiculas maiores produzidas pela evaginacdo da
membrana plasmatica.

As vesiculas extracelulares foram identificadas em diferentes fluidos corporais.
Embora ndo haja um amplo consenso sobre algumas caracteristicas, por exemplo, o
tamanho, o que dificulta a determinag&o do tipo especifico de vesicula isolada de cultura
de células e amostras de fluidos corporais (Lotvall et al.,2014) por métodos que
observem a distribuicdo de tamanho das particulas em amostras em suspenséo liquida,

como a Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA).
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Foi descrito que as vesiculas extracelulares, como 0s exossomos, podem carrear
citocinas especialmente a IL-1f, assim como outros componentes que regulam a
sinalizacdo de vias inflamatorias e a prépria producéo de IL-1p (Figura 2) (Haneklaus et
al. 2013; Vaccari et al., 2016, Buzas et al., 2014). Boilard e colegas (2010)
demonstraram que as vesiculas extracelulares derivadas de plaquetas carregam IL-1 no
liquido sinovial de pacientes com artrite reumatdide e essas vesiculas induzem a
secrecdo de IL-8 por fibroblastos sinoviais, contribuindo para a inflamacdo das

articulacoes.

IL-1B

Figura 2 — Associacdo das citocinas inflamatorias com as vesiculas extracelulares
(Adaptada de Buzas et. al, 2014). As vesiculas extracelulares, microvesiculas e

exossomos, envolvidos na liberagdo de citocinas, como a IL-1p.

Ainda, Smith e colegas (2014) sugerem que as vesiculas extracelulares
desempenham papéis criticos em uma variedade de doencas cronicas relacionadas com
idade, incluindo doencas neurodegenerativas (como por exemplo, doenca de
Alzheimer), doengas metabdlicas, e doenca cardiovasculares. No entanto, apesar de

alguns estudos demonstrarem um papel das vesiculas extracelulares na fisiopatologia de
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doencas relacionadas & idade, poucos estudos investigaram o papel das vesiculas
extracelulares durante o processo de envelhecimento fisiolégico.

No entanto, diferentes tipos de vesiculas extracelulares possuem em sua estrutura
tipos distintos de proteinas e outros componentes. As tetraspaninas, como o CD63 e o
CD81 (Figura 3), sdo 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 reducao dos
niveis de CD63, um marcador exossomal, e um aumento da atividade da AChE. Nesse
trabalho, foi demonstrado também um aumento nos niveis de espécies reativas e uma
reducdo da atividade da enzima antioxidante, superéxido dismutase, nas vesiculas
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 internalizacdo dos exossomos por células B. Ainda em modelos in vitro,
Mitsuhashi e colaboradores (2013) demonstraram que o envelhecimento aumentou a
liberacdo exossomal de RNAm de citocinas, como a IL-6 e o TNF-alfa, por macr6fagos
estimulados pelo peptideo B-amildide. Assim, ha evidéncias de que o envelhecimento
possa alterar o perfil periférico das vesiculas exossomais, incluindo o conteddo de

moléculas inflamatérias.
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Figura 3- Exossomos e suas proteinas de superficie, como as tetraespaninas, CD9 e
CD63, marcadores internos, como Alix e Tsg101, outras proteinas e microRNAs (Lee et

al., 2012).

Gupta e Pulliam (2014) sugerem que 0S exossomos circulantes, assim como as
células mononucleares, podem atravessar a barreira hematoencefalica e alterar a funcéo
de células no SNC, como 0s neurdnios, e que 0s exossomos derivados de
monocitos/macrofagos podem ter um papel de “cavalo de troia”. Segundo 0s autores,
esses exossomos que atravessariam a barreira hematoencefalica podem ser
internalizados por neurénios, alterando inclusive a liberacdo exossomal destas células

(Alvarez-Erviti et al.,2011).

Alguns autores sugerem uma comunicagdo bidirecional entre o sistema imune
periférico e 0 SNC (Wrona, 2006; Deleidi et al., 2015). Alguns autores assumiram que
as vesiculas extracelulares de celulas periféricas podem atravessar a barreira
hematoencefalica 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 o-sinucleina
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radiomarcada pelo LCR foi facilmente transportada para o sangue com envolvimento
dos exossomos.

Nos Ultimos anos, a Barreira Hematoencefalica (BHE) também tem sido alvo de
diversos estudos para compreender o seu papel em doencas inflamatérias 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 coagulagdo e anticorpos, que podem interferir na
neurotransmisséo (Reese et al.,1967).

Além da BHE, a Barreira Hematoliquorico (BHL) é formada por uma camada de
células epiteliais no plexo coroide, com uma funcdo importante de controlar a entrada
de substancias no LCR (Davson et al.,1987). O LCR desempenha diferentes funcoes,
entre as reguladoras estdo a de distribuicdo de fatores neurotroficos, estabilizagdo do pH
do cérebro e gradientes quimicos, além de fornecer uma via excretora do SNC para
solutos que ndo podem atravessar facilmente a barreira (Lehtinen et al, 2011).
Recentemente, Balusu e colegas (2016) demonstraram que um modelo de inflamagéo
sistémica induzido por lipopolissacarideo (LPS) é capaz de aumentar o nimero de

vesiculas extracelulares no liquido cefalorraquidiano de camundongos.

Considerando que estudos avaliando o papel das vesiculas extracelulares no processo
inflamatdrio associado ao envelhecimento fisioldgico sdo escassos, nossa hipotese de
trabalho é que os marcadores de exossomos obtidos de liquido cefalorraquidiano e
plasma e sua carga inflamatéria sdo alterados, de forma diferente, pelo processo de

envelhecimento.

17



1. Objetivos

1.1 Objetivo Geral

- Investigar o perfil exossomal e a carga inflamatoria de vesiculas extracelulares em

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

1.2 Objetivos Especificos

- Estudar o perfil exossomal, através do marcador de exossomos CD63, contetudo de
proteinas totais e a atividade da AChE, em plasma e liquido cefalorraquidiano de ratos
Wistar de 3 e 21 meses.

- Quantificar a interleucina pro-inflamatéria, IL-1B, em vesiculas extracelulares

extraidas de plasma e liquido cefalorraquidiano de ratos Wistar de 3 e 21 meses.

18
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