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RESUMO

As vias amiloidogénica e ndo-amiloidogénica, representadas pelas enzimas
secretases como a enzima clivadora do sitio beta da APP (BACE) e a enzima
conversora do fator de necrose tumoral-alfa (TACE) respectivamente, sdo
responsaveis pela clivagem da proteina precursora amiloide (APP). Alteracdes
no processamento da APP associadas ao acumulo do peptideo (3-amiloide (Af)
parecem estar relacionadas aos déficits cognitivos observados na doenga de
Alzheimer (DA), no entanto, estudos avaliando a maquinaria de processamento
da APP durante o envelhecimento fisioldgico sao raros. O Af é formado através
da clivagem da proteina precursora amiloide (APP) pela enzima BACE. Por outro
lado, a APP pode ser clivada por secretases como a TACE gerando APPa, o qual é
considerado neuroprotetor. Alguns estudos tém sugerido um envolvimento de
vesiculas denominadas exossomos no transporte de proteinas como o peptideo
AP além de um papel dos exossomos durante o estresse oxidativo e no processo
de envelhecimento. No entanto, estudos avaliando a relacdo entre exossomos e
marcadores oxidativos no envelhecimento ainda ndo foram realizados. Além
disso, apesar de diversas evidéncias demonstrarem os efeitos benéficos do
exercicio fisico, os efeitos exercidos sobre a modulacdo da atividade das
secretases, especificamente TACE e BACE, e sobre o perfil dos exossomos
durante o envelhecimento fisiolégico tém sido pouco investigados. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do exercicio fisico sobre a atividade
das secretases e sobre o perfil de exossomos circulantes em ratos durante o
envelhecimento. Ratos Wistar de 3, 21 e 26 meses de idade foram divididos em
sedentdrios e exercitados, o protocolo de exercicio consistiu em 20 min/ dia
durante 14 dias e apds a ultima a sessdo de exercicio todos os animais foram
submetidos ao teste da esquiva inibitéria. As estruturas cerebrais e o sangue
troncular foram coletados 1h (periodo da tarde) e 18 h (periodo da manha) apés
a ultima sessao de exercicio com o objetivo de avaliar os efeitos transitérios e
tardios do protocolo de exercicio. O hipocampo e o cortex pré-frontal foram
dissecados e utilizados para quantificar o contetido de APP e avaliar a atividade
das enzimas TACE e BACE. Os exossomos foram isolados do soro e utilizados
para quantificar CD63, atividade da acetilcolinesterase (AChE), conteido de
espécies reativas, atividade da superoéxido dismutase (SOD) e conteido de AP.
Ratos envelhecidos demonstraram um prejuizo na memoria aversiva assim como
uma reducao na atividade da TACE comparada aos animais adultos jovens. A
atividade cortical da BACE aumentou no periodo da tarde nos animais de 26
meses de idade, no entanto, permaneceu inalterada assim como o conteido de
APP no hipocampo de todos os grupos. Além disso, uma diminui¢do na razdo
TACE/BACE foi observada em animais envelhecidos. Adicionalmente, foram
observados niveis diminuidos de CD63 e um aumento na atividade da AChE em
exossomos circulantes de animais de 21 e 26 meses de idade. Altos niveis de
espécies reativas foram detectados em exossomos de animais envelhecidos. O
exercicio fisico foi capaz de melhorar o desempenho dos animais de todas as
idades no teste da esquiva inibitéria. Por outro lado, a atividade das secretases
ndo foi alterada pelo protocolo de exercicio fisico utilizado. Em relacdo aos
exossomos, o exercicio fisico foi capaz de aumentar os niveis de CD63 em todas
as idades avaliadas. Foram observados niveis reduzidos de espécies reativas em
exossomos de animais exercitados de todas as idades além de uma redugdo na
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atividade da AChE em exossomos de animais envelhecidos exercitados. Nossos
resultados sugerem uma relacdo entre reduc¢do da atividade da TACE e declinio
na memoria aversiva em animais envelhecidos. Além disso, um desequilibrio
entre as vias amiloidogénica e ndo-amiloidogénica pode contribuir com a
suscetibilidade das regides corticais e hipocampais as doengas
neurodegenerativas. Podemos inferir que o envelhecimento é capaz de alterar o
perfil dos exossomos, assim como niveis aumentados de espécies reativas em
exossomos circulantes de ratos de 21 e 26 meses podem desempenhar um
importante papel no estado oxidativo relacionado ao envelhecimento.
Adicionalmente, é possivel sugerir que a reducao nos niveis de espécies reativas
em exossomos circulantes pode contribuir com os efeitos protetores do exercicio
fisico durante o processo de envelhecimento.

Palavras chave: hipocampo; cértex pré-frontal; TACE; BACE; exossomos; SOD;
espécies reativas
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ABSTRACT

The amyloidogenic and non-amyloidogenic pathways, represented by secretases
named [-site APP cleaving enzyme(BACE) and tumor necrosis factor-alpha
converting enzyme (TACE), respectively, are responsible for amyloid protein
precursor (APP) processing. APP cleavage modifications leading to increased [3-
amyloid (AB) peptide levels seem to be related to cognitive decline observed in
Alzheimer disease (AD), however, works evaluating the APP processing
machinery in the normal aging process are rarely studied. The Af is formed
through APP cleavage by BACE enzyme, named amyloidogenic pathway. On the
other hand, APP can be cleaved by a non-amyloidogenic pathway through
secretase enzymes such as TACE producing APPa, which is a neuroprotective
product. Some evidences suggested that extracellular vesicles named exosomes
could carry proteins including the AP peptide between different cells. Yet,
exosomes appear to be linked to oxidative stress and aging process. However,
studies evaluating the relationship between exosomes and oxidative stress
marks in the aging were not yet performed. The beneficial exercise impact in the
aging process are widely described, nevertheless, its effects on secretase
activities, specifically BACE and TACE, and exosome profile during normal aging
remains understood. Therefore, the aim of this study was to evaluate the
exercise effects on secretase activities and circulating exosomes profile in the
aging process. Wistar rats (3-, 21- and 26-month-old) were divided into
sedentary and exercised groups; the exercise protocol consisted in a daily
moderate treadmill exercise (20 min each day during 2 weeks). After the last
exercise sessions, all animals were subjected to inhibitory avoidance task. To
identify transitory and delayed exercise effects, specifically 1 and 18 hours after
the last exercise training session, hippocampi and prefrontal cortices as well as
blood were obtained at different times of day, respectively, in the afternoon and
early morning. The brain areas were used to quantify the APP content and BACE
and TACE activities. The circulating exosomes were isolated from serum and
used to quantify CD63, reactive species and Af content, besides AChE and
superoxide dismutase (SOD) activities. Aged rats exhibited impaired aversive
memory performance and reduced TACE activity compared to young adult rats.
TACE activity also was reduced in hippocampus of 26-month-old rats. Cortical
BACE activity was higher in the afternoon in the oldest-old group (26-month-old
rats), while hippocampal BACE activity and APP content were unchanged in all
groups. Additionally, decreased levels of CD63 and increased AChE activity were
observed in circulating exosomes of 21 and 26-month-old rats. It was
demonstrated that aged animals present high free radical levels. The step-down
latency in inhibitory avoidance was increased by exercise at all tested ages.
Exercise reduced peripheral exosomal reactive species content in all tested ages
besides to reduce AChE activity in exercised aged rats. Our results suggest a
relationship between decreased cortical TACE activity and aging-related aversive
memory decline. An imbalance between BACE and TACE activities, indexes of
amyloidogenic and non-amyloidogenic pathways, was found in both tested brain
areas suggesting a higher vulnerability to neurodegenerative disorders induced
by aging. Moreover, it is possible suggest that the normal aging process can alter
circulating exosomal profile; as well as increased reactive species levels found in
peripheral exosomes of aged rats can play a crucial role in the oxidative status
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associated to aging. Additionally, we can suppose that reduced reactive species
levels in circulating exosomes can contribute to beneficial exercise effects in the
aging process.

Key words: hippocampus; prefrontal cortex; TACE; BACE; exosomes; SOD,
reactive species.
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1.1. Envelhecimento

Nas ultimas décadas, um aumento significativo da expectativa de vida tem
sido observado como consequéncia dos avangos na area da saude, acesso ao
saneamento basico e desenvolvimento de novas tecnologias (Lima-Costa e Veras,
2003; de Silva e Boemer, 2009). Segundo o relatério da Organiza¢do das Nacgdes
Unidas divulgado em 2011, até 2020 o nimero de pessoas com 65 anos ou mais
irdo superar o numero de criancas menores de 5 anos (WHO, 2011). 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 relagdo ao Rio Grande do Sul, estado brasileiro
com o maior numero de individuos acima de 60 anos, 13,6% da populacao total é
considerada idosa (Censo 2010, IBGE).

O aumento da expectativa de vida é um gerador de desafios a diversas
areas do conhecimento, portanto, o processo de envelhecimento necessita ser
estudado adequadamente. O envelhecimento é um fendmeno complexo
caracterizado pelo declinio progressivo das func¢des fisiologicas e reducdo na
capacidade de se adaptar ao meio ambiente (Deleidi et al., 2015; Miniciullo et al.,
2015). Este fenOomeno bioldgico é resultado da interacdo entre fatores
ambientais e genéticos, assim, tanto o estilo de vida quanto a carga genética sao
aspectos determinantes na longevidade de cada individuo (Motta et al. 2007,
Nicita-Mauro et al. 2008). 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 nimero de idosos tem como consequéncia um importante
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aumento no numero de individuos com declinio cognitivo (Ballesteros et al.,
2015; Hurd et al, 2013). Ainda, fatores ambientais, como o estilo de vida
sedentdrio, observado frequentemente na sociedade moderna, contribuem
diretamente para o aumento da incidéncia de patologias associadas a idade
incluindo a deméncia. E importante ressaltar que a idade é o principal fator de
risco para o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas como a Doenga de
Alzheimer (DA) e a Doenca de Parkinson (DP) as quais levam a incapacidade de
realizacdo de atividades diarias e geram altos custos ao sistema de satude
(Ballard et al.,, 2011; Findley, 2007; Martinez-Martin et al., 2015). Diversas
alteragdes podem ser observadas tanto no processo de envelhecimento quanto
na fisiopatologia de doencas neurodegenerativas como prejuizos na fungdo
mitocondrial, estresse oxidativo, acdimulo anormal de proteinas, alteragdes no
metabolismo do ferro além de excitotoxicidade e inflamacao (Bence et al,, 2001;

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

1.1.1 Envelhecimento e memoria

Especificamente no sistema nervoso central (SNC), o processo de
envelhecimento é caracterizado por modificagdes estruturais além de prejuizo
na capacidade de adaptacdo deste sistema as alteracdes ambientais, resultando
em um declinio das habilidades sensorio-motoras e cognitivas (Bishop et al,,
2010; Goh, 2011). Diversas regides cerebrais sdo afetadas pelo avanco da idade,
no entanto, o hipocampo e o cortex pré-frontal sdo considerados estruturas
particularmente vulneraveis (Burke & Barnes, 2006; Erickson & Barnes, 2003).

Neste contexto, o desempenho em testes comportamentais que envolvem ambas
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as regides encefdlicas geralmente estd prejudicado em animais envelhecidos
(Burke & Barnes, 2006). Entre os diferentes testes comportamentais que avaliam
a memoria, aqueles que associam lugares ou contextos a puni¢do como o teste da
esquiva inibitoria sdo amplamente utilizados (Benetti et al.,, 2015; Fernandes et
al, 2013; McReynolds et al.,, 2014). Regides cerebrais como o hipocampo, a
amigdala basolateral e o cortex pré-frontal estdo associadas ao processo de
consolidagdo da memoria observado durante o teste da esquiva inibitéria
(Benetti et al.,, 2015). Em acordo, Yang & Liang (2014) sugerem uma interacao
entre o hipocampo dorsal e o cértex pré-frontal na consolidagdo da memoria
demonstrando que a plasticidade cerebral envolvida nesse processo necessita da
interacdo de multiplas regides cerebrais.

Embora o declinio cognitivo associado a idade seja amplamente discutido,
0S mecanismos responsaveis ainda nao estdo totalmente elucidados. Neste
contexto, modificaces caracteristicas do SNC durante o envelhecimento como
reducdo na capacidade de regeneracdo e prejuizo das fungdes sindpticas
parecem contribuir para o declinio das fun¢des cognitivas (Morrison & Baxter
2012; Rando 2006). Além disso, estudos ja demonstraram que fatores como
aumento do estresse oxidativo, morte neuronal e acimulo anormal de proteinas
podem impactar de forma negativa em fungdes cognitivas como habilidade de
aprendizado, retencdo da memoria e fungbes executivas durante o
envelhecimento (Dmitrieva et al., 2007; Glisky, 2007; Yankner & Loerch, 2008).
Estudos tém demonstrado que a deposicio do peptideo [(-amiloide esta
relacionada ndo s6 ao desenvolvimento da doenca de Alzheimer, mas também ao
processo de envelhecimento fisiologico (McLean, 1999; Price, 1993; Walsh et al,

2002). Os peptideos AB sdao conhecidos por sua neurotoxicidade e tém sido
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amplamente investigados (Chow et al., 2009; Hartley et al, 1999). Diversos
estudos demonstram que o acumulo do AB42 e consequente formacdo de placas
amiloides sdo centrais na fisiopatologia da DA e ainda, que sua extensa deposicao
estd relacionada aos niveis de dano neuronal, prejuizo cognitivo e perda de
memoria (Ballard et al., 2011; Walsh et al., 2002; Yun et al,, 2006). No entanto,
resultados controversos ja foram descritos em relacdo aos efeitos do Af sobre a
cognicdo, e principalmente em relacdo a memoria. Trabalhos realizados por
diferentes grupos de pesquisa demonstraram um efeito ambiguo do A o qual
pode levar tanto a melhora quanto ao déficit do desempenho cognitivo (Lesné et
al,, 2006; Morley & Farr, 2014; Mura et al,, 2012; Oh et al,, 2011). Por outro lado,
estudos de imagem in vivo ndo observaram nenhuma correlacdo entre
desempenho cognitivo e deposicao cerebral de peptideo amiloide (Aizenstein et
al, 2008). Desta forma, embora a hipdtese amiloide seja amplamente aceita
como principal responsavel pela fisiopatologia da DA, é importante destacar o
envolvimento de outros mecanismos associados aos déficits cognitivos

caracteristicos do processo de envelhecimento fisioldgico.

1.2. Proteina precursora amiloide (APP) e secretases

A proteina precursora amiloide (APP) é uma proteina integral de
membrana tipo I composta por uma grande regido extracelular, uma hélice
transmembrana e uma pequena cauda citoplasmatica (Bossy-Wetzel, 2004). A
APP pode ser encontrada no SNC, expressa predominantemente em neuronios,
no entanto, também pode ser encontrada em alguns tecidos periféricos. A

clivagem da APP pode ser realizada por duas vias, amiloidogénica e ndo-
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amiloidogénica sendo que ambas geram produtos finais distintos, Figura 1

(Nunan & Small, 2000; Sastre et al., 2008).

Via ndao-amiloidogénica Via amiloidogénica

0/42
sAPPa SAPPf PPN
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Figura 1. Metabolismo da proteina precursora amiloide (APP) realizado pelas vias
amiloidogénica (B-secretase, BACE) e nido-amiloidogénica (a-secretase) (adaptado de Sastre et

al, 2008).

A via amiloidogénica é representada pela clivagem sequencial da APP por
duas enzimas secretases, [(-secretase seguida da y-secretase originando o
peptideo AB (Chow et al., 2010, Takahashi et al., 2010). A enzima [(3-secretase,
denominada enzima clivadora do sitio § da APP (BACE), é uma aspartil protease
altamente expressa em neur6nios. Existem dois tipos de [-secretases
identificadas a BACE-1 e a BACE-2, no entanto, estudos ja demonstraram que a
BACE-1 é a principal B-secretase (Annaert e Strooper, 2002). A BACE-1 é
responsavel pelo primeiro passo na clivagem da APP na por¢do aminoterminal
liberando B-sAPP. Posteriormente, a clivagem é realizada por um complexo de
proteinas (presenilina 1 e 2, nicastrina e Aph-1) denominado y-secretase dando
origem aos peptideos Af3 (Bossy-Wetzel, 2004; Vassar et al., 1999).

A via nao amiloidogénica de processamento da APP é representada por

enzimas denominadas a-secretases. As enzimas candidatas a atividade de «-
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secretases sdo membros de uma familia de metaloproteases (ADAM) incluindo
ADAMY9, ADAM10 e ADAM17 ou enzima conversora do fator de necrose tumoral-
alfa (TACE) (Buxbaum et al, 1998; Hartmann et al, 2002). Além da sua
participacdo na clivagem da APP, a TACE é capaz de agir como enzima
conversora do fator de necrose tumoral- o (TNF-a) (Black et al., 1997; Moss et
al, 1997). Alguns autores sugerem que a TACE possa exercer um papel
importante na regulacdo da atividade de a-secretase, uma vez que a inibicdao da
enzima em cultura de células afeta tanto a secrecao de APP-a quanto a formacao
do peptideo amiloide (Buxbaum et al., 1998).

Um dos produtos da clivagem da APP pelas enzimas a-secretases é a
porcao N-terminal denominada APP-a que pode ser posteriormente clivada pela
enzima y-secretase liberando um pequeno peptideo denomindo P3. O produto
da clivagem da a-secretase, APP- «, tem sido associado a plasticidade sinaptica e
neuroprotec¢do (Tachida et al., 2008; Turner et al.,, 2003). Neste contexto, um
estudo realizado com ratos de 23 meses demonstrou uma diminuicao de APP-«a
no liquido cefalorraquidiano (LCR) associada a um prejuizo na memoria espacial
de ratos envelhecidos (Anderson et al, 1999). Além disso, alguns autores
sugerem que um aumento na atividade da TACE levando a niveis elevados de
APP-a podem estar relacionados a efeitos neurotréficos e melhora cognitiva
(Sanchez-Alavez et al., 2007; Tachida et al, 2008). Apesar das evidéncias
demonstradas de que a atividade da TACE e seus produtos possam exercer
efeitos neuroprotetores, ndo existem estudos avaliando o papel da via nao-
amiloidogénica durante o processo de envelhecimento fisiol6gico. Além disso,
embora um grande numero de evidéncias tenha associado o peptideo AP e a

atividade das enzimas secretases a doenca de Alzheimer, poucos estudos tém
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avaliado o papel das enzimas responsaveis pela clivagem da APP durante o

envelhecimento fisiologico.

1.3. Exossomos

Nos ultimos anos, alguns autores tém sugerido que o peptideo A,
envolvido na fisiopatologia da DA, poderia ser liberado via exossomos facilitando
a formacao de placas amiloides e a propagacdo da doenca (Rajendran et al., 2006,
2014). Além disso, recentemente, Fiandaca e colegas (2015) sugeriram que os
peptideos AP associados aos exossomos periféricos poderiam ser utilizados
como biomarcadores da progressado da DA.

Os exossomos sao pequenas vesiculas esféricas originadas através da
invaginacdo da membrana de corpos multivesiculares presentes na via
endocitica. Essas vesiculas ficam armazenadas no interior de corpos
multivesiculares e sdo secretadas para o espacgo extracelular quando estes se
fundem a membrana citoplasmatica, como ilustrado na Figura 2 (Kourembanas,

2015; Perez-Gonzalez et al,, 2012; Simpson et al., 2008).
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Figura 2. Biogénese dos exossomos a partir da membrana dos corpos multivesiculares e
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secrecdo para o espago extracelular. EE- endossomos precoces; MVB- corpos

multivesiculares; ER- reticulo endoplasmatico (Bellingham et al.,, 2012).

Diversos tipos de células como neurbnios, astrocitos, microglia e
plaquetas podem secretar exossomos para o espaco extracelular, além disso,
essas vesiculas podem ser isoladas de meios de cultura e de varios fluidos
corporais como soro, plasma, urina e LCR (Bellingham et al., 2012; Gupta e
Pulliam, 2014; Lee et al., 2012).

A diversidade da composi¢do dos exossomos conforme o local de origem e
a possibilidade de os mesmos serem isolados de diversos fluidos bioldgicos
sugerem que as vesiculas possam ser utilizadas como biomarcadores célula-
especificos. Os exossomos podem ser diferenciados de outros tipos de vesiculas,
pois apresentam proteinas especificas tanto de membrana quanto intracelulares,
como ilustrado na Figura 3. Ainda, devido a origem endocitica, os exossomos
possuem proteinas envolvidas na fusdo e transporte (anexinas e Rab proteinas),
proteinas de choque, moléculas de adesdo, enzimas metabdlicas, proteinas de
transducdo de sinal (quinases e proteinas G) além de serem enriquecidos com

tetraspaninas como a CD63 e CD81 (Bellingham et al., 2012, Vaccari et al., 2015).
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As tetraspaninas tem sido amplamente utilizadas como marcadores de
exossomos, além disso, alguns autores tém sugerido a acetilcolinesterase (AChE)
como uma enzima tipica presente em exossomos (Perez-Gonzalez et al., 2012).
No entanto, visto que uma diminuicdo do sistema colinérgico central parece
possuir um papel central no processo neurodegenerativo e no declinio cognitivo
associado a idade (Haider et al., 2014; Weinreb et al., 2015) o potencial uso da

AChE como marcador de exossomos durante o envelhecimento necessita de mais

estudos.
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Figura 3. Composicdo dos exossomos: proteinas especificas de membrana e proteinas

intracelulares (Lee et al.,, 2012).
Embora o papel dos exossomos ainda ndo esteja totalmente elucidado,
uma das primeiras fun¢des associada a estas vesiculas foi a de carreadores de

proteinas indesejadas e toxinas para degradagdo, uma funcao de “limpeza”

celular (Gupta & Pulliam, 2012; Tickner et al, 2014). No entanto, estudos
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recentes tém demonstrado que estas vesiculas sdo especializadas em
comunicag¢do intercelular de longa distancia facilitando a transferéncia de
proteinas, mRNAs e microRNAs funcionais (Brites & Fernandes., 2015; Haney et
al., 2013). A capacidade dos exossomos em realizar a fun¢do de transferéncia
paracrina de diversas substancias deve-se a facilidade de interacao e fusao das
membranas, expressdo de proteinas adesivas e vetores ligantes especificos como
tetraspaninas, integrinas e outros receptores presentes nas membranas,
ilustrado na Figura 4 (Haney et al., 2013).
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Figura 4. Comunicacdo célula-célula realizada pelos exossomos e transferéncia

paracrina do conteddo (Kourembanas, 2015).

Os exossomos sdo responsaveis por mediar varios processos
indispensaveis ao funcionamento fisiolégico cerebral, no entanto, como citado
anteriormente, eles também podem estar envolvidos na patogénese de diversas
doencas tanto de natureza infecciosa quanto neurodegenerativa como a DA (An

et al, 2013; Brites & Fernandes, 2015; Gupta & Pulliam, 2014). Além disso,
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algumas proteinas como proteina prion, o-sinucleina, proteina tau e a
superoxido dismutase (SOD1) podem ser liberadas para o LCR associadas aos
exossomos (Fevrier et al. 2004; Gomes et al. 2007; Rajendran et al. 2006).

Neste contexto, o uso de exossomos para o diagndstico e progndstico de
doencas neurodegenerativas como a DA tem sido proposto. Como citado
anteriormente, recentemente, um estudo demonstrou niveis elevados de Af
tanto em pacientes pré-clinicos quanto em pacientes sintomaticos
diagnosticados com DA (Fiandaca et al, 2015). Embora os exossomos tenham
sido associados a condi¢des patoldgicas relacionadas a idade avangada como a
DA (Chang et al,, 2013; Rajendran et al., 2006) poucos estudos tém investigado o
envolvimento destas vesiculas no processo de envelhecimento fisiolégico.
Lehmann e colegas (2008) demonstraram um aumento na liberacdo de
exossomos utilizando um modelo de senescéncia in vitro com fibroblastos
humanos e células tumorais prostaticas. Ainda, uma revisao realizada por Xu &
Tahara (2013) sugere que a ativacao do p53 levaria ao aumento da expressao de
fatores relacionados a maior producdo e liberacdo de exossomos em células
senescentes. Apesar dos resultados ja descritos sobre o papel dos exossomos em
modelos celulares de envelhecimento trabalhos avaliando essa relagdo in vivo
sdo necessarios.

Alguns estudos tém demonstrado um possivel papel dos exossomos
durante o estresse oxidativo. Em relacdo a condi¢des patolégicas, como durante
o choque séptico, alguns autores observaram que os exossomos circulantes sao
capazes de produzir espécies reativas intrinsicamente (Azevedo et al., 2007;
Janiszewski et al., 2004). Além disso, recentemente, Frohlich & colegas (2014)

demonstraram um papel dos exossomos na transferéncia de moléculas com
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atividade antioxidante, especificamente a SOD e a catalase, entre
oligodendrdcitos e neurdnios.

Assim como o SNC, a circulagdo sanguinea possui uma grande quantidade
de microvesiculas circulantes, e algumas evidéncias sugerem que a concentracao,
a composicao e o perfil molecular dessas vesiculas possam refletir as condigdes
fisiologicas e patofisiolégicas do corpo. Entre as células responsaveis pela
liberacdo de exossomos, as plaquetas e as células mononucleares parecem
contribuir com grande parte das vesiculas extracelulares circulantes nos fluidos
corporais, incluindo os exossomos (Gupta & Pulliam, 2014). Estudos sugerem
que as vesiculas circulantes poderiam atravessar a barreira hemato-encefalica
(BHE) e exercer efeitos biol6gicos no SNC, tanto pela liberacdo da sua carga
neurotéxica no espago extracelular quanto através de diferentes vias de
sinalizacdo ativadas por ligantes e receptores presentes na sua superficie
(Alvarez-Erviti et al., 2011; Gupta & Pulliam, 2014).

Além disso, visto que originalmente os exossomos foram descritos como
vesiculas responsaveis pela degradacdo de proteinas e toxinas, e diversas
evidéncias demonstram que um acimulo de materiais indesejados, como aqueles
provenientes do estresse oxidativo, podem levar a rapida progressdo do
processo de envelhecimento (Brunk & Terman, 2002b; Terman & Brunk, 2004),

estudos avaliando essa relacdo sdo interessantes.

1.4. Estresse oxidativo
Como citado anteriormente, 0s exossomos parecem estar relacionados ao
estresse oxidativo tanto através da geracdo intrinseca de espécies reativas

quanto através da transferéncia de enzimas antioxidantes como a catalase (CAT)
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e a SOD entre células neurais. Embora o estresse oxidativo esteja amplamente
descrito como parte do processo de envelhecimento e 0s exossomos possam
exercer um papel tanto no envelhecimento quanto no estado oxidativo, ao nosso
conhecimento, ndo existem estudos avaliando esta relagao.

Entre as diferentes teorias sugeridas para explicar o processo de
envelhecimento, a teoria do envelhecimento pelos radicais livres continua
recebendo grande aten¢do mesmo apds diversos anos de estudo. Esta teoria
sugere que o envelhecimento é consequéncia do acumulo de efeitos deletérios
ocasionados pelos radicais livres e que a capacidade de defesa do organismo aos
danos celulares induzidos pelas espécies reativas poderia determinar sua
expectativa de vida (Harman, 1956; Harman, 1992).

As espécies reativas sao atomos ou moléculas que contém elétrons
desemparelhados em sua camada mais externa, caracterizadas por grande
instabilidade e elevada reatividade (Reis et al., 2008). O radical anion superoéxido
e o radical hidroxila estdo entre as espécies reativas mais bem descritas
(Ferreira et al.,, 1997). As espécies reativas podem ser formadas de forma
exdgena e endogena sendo a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial a
principal fonte intracelular de espécies reativas (Beal, 2005; Dasuri et al., 2013).
Tanto as espécies reativas do oxigénio quanto as do nitrogénio possuem um
importante papel nos processos biolégicos como crescimento e sinalizacdo
celular (Lander, 1997; Zheng & Storz, 2000). No entanto, 0 aumento excessivo
das espécies reativas pode levar ao dano em proteinas celulares, DNA, lipideos e
polissacarideos (Andreyev et al., 2005; Zorov et al., 2014).

O organismo possui um sistema de defesas antioxidantes responsavel por

combater a producdo excessiva de radicais livres. O sistema antioxidante é
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formado por componentes enzimaticos como as enzimas gluationa peroxidase
(GPx), catalase(CAT) e superodxido dismutase (SOD) como ilustrado na Figura 5,
além de componentes ndo- enzimaticos como a vitamina C (acido ascorbico),
vitamina E (a- tocoferol) e glutationa reduzida (Dasuri et al.,, 2013; Uttara et al,,
2009). A enzima SOD possui um importante papel antioxidante através da sua
acdo catalisadora da reacdo do radical anion superéxido Oz em peréxido 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) (Dasuri et al., 2013). Além do papel antioxidante desenvolvido pela SOD,
algumas isoformas da enzima como a SOD1 e a SOD2 estdo associadas a efeitos
benéficos em patologias como a DA. Estudos demonstraram que o aumento da
expressdo da SOD é capaz de diminuir a suscetibilidade celular a neurotoxicidade
do peptideo AB (Celsi et al., 2004), além disso em camundongos knockout para as
isoformas SOD1 e SOD2, foi observado um aumento na formagdo de placas

amiloides, prejuizo cognitivo e disfuncdo neuronal (Murakami et al., 2011).
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Figura 5. Esquema representativo da atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase

(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (adaptado de Kim et al., 2015).

O estresse oxidativo é caracterizado por um desequilibrio entre a geragao

de espécies reativas e a sua remocao através das defesas antioxidantes, o qual
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pode ocorrer tanto pela producdo excessiva de espécies reativas assim como
pela diminuicao das defesas antioxidantes, ou ambos os processos (Halliwell &
Cross, 1994; Sies, 1985). Diversos trabalhos sugerem que o estresse oxidativo
possui  um papel importante no desenvolvimento do processo
neurodegenerativo associado a idade assim como no aumento da suscetibilidade
a DA (Bar-Am et al., 2015; Fukui &; Schulz et al.,, 2000). Neste contexto, estudos
demonstram que o acimulo de Af3 poderia levar ao aumento de espécies reativas
e posterior estresse oxidativo, o qual poderia acelerar a progressao da DA
(Murakami et al., 2005; Tabner et al., 2005a). Além disso, o estresse oxidativo é
capaz de aumentar a producao de A levando a um ciclo vicioso potencialmente
prejudicial (Atwood et al.,, 2003; Tabner, 2005b).

Visto que o estresse oxidativo é um processo observado durante o
envelhecimento fisiolégico além de participar da fisiopatologia de diferentes
doencas neurodegenerativas, tanto o conteudo de espécies reativas quanto a
atividade das enzimas antioxidantes tém sido amplamente avaliadas no SNC. O
cérebro é um 6rgao extremamente vulneravel aos efeitos das espécies reativas
devido a sua alta demanda de oxigénio, altos niveis de acidos graxos poli-
insaturados nas membranas neuronais e niveis diminuidos de defesas
antioxidantes (Halliwell 2006; Kim et al., 2015). Estudos experimentais tém
demonstrado um aumento de espécies reativas e lipoperoxidacdo em diferentes
regides cerebrais além de diminuicdo no conteudo e atividade do sistema
antioxidante durante o processo de envelhecimento (Driver et al., 2000; Siqueira
et al., 2005). No entanto, embora a maioria dos estudos avalie os marcadores de
estresse oxidativo no SNC, niveis elevados de marcadores de dano oxidativo

também podem ser detectados perifericamente em sangue total assim como em



32

plasma e urina (Dalle-Donne et al.,, 2006). Como exemplo, espécies reativas e
enzimas antioxidantes como a SOD e a CAT parecem estar alteradas
perifericamente na doenca de Parkinson (Ilic et al, 1999; Kalra et al., 1992;
Kocatiirk et al, 2000). Em outro estudo, Kawamoto e colegas (2005)
demonstraram que tanto durante o envelhecimento fisiol6gico quanto na DA
alteragdes de marcadores de estresse oxidativo como de lipoperoxidacdo e
atividade antioxidante podem ser detectados perifericamente em plaquetas e
eritrocitos. Além disso, niveis elevados de isoprostanos, um marcador da
peroxidac¢do lipidica, foram observados no cérebro, plasma e urina de um
modelo de camundongo transgénico de DA mostrando uma clara relagao entre
marcadores de estresse oxidativo centrais e periféricos (Pratico et al., 2001).
Alteracdoes na permeabilidade da BHE durante o envelhecimento e em
algumas doencas neurodegenerativas estdao amplamente descritas na literatura
(Abbott, 2000; Girouard & ladecola, 2006). Em uma revisao realizada por Farrall
& Wardlaw (2009), os autores sugerem que uma alteracao na permeabilidade da
BHE poderia ser usada como uma rota para que substancias da periferia como
metabolitos, proteinas e agentes infecciosos pudessem atingir o SNC e afetar
diversas fung¢des incluindo a cognicao. Neste contexto, é possivel sugerir que
espécies reativas produzidas no tecido cerebral possam atingir a corrente
sanguinea assim como aquelas produzidas perifericamente poderiam afetar o
SNC (Chamatalova et al,, 2016; Farrall & Wardlaw, 2009). No entanto, apesar de
algumas evidéncias demonstrarem uma possivel relacdo entre marcadores de
estresse oxidativo centrais e periféricos, o mecanismo envolvido neste processo,

principalmente durante o envelhecimento, ainda precisa ser melhor estudado.
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1.5. Exercicio fisico no processo de envelhecimento

Entre as diferentes ferramentas terapéuticas ndo farmacoldgicas
estudadas, o exercicio fisico tem recebido grande atencdo devido a sua
capacidade regenerativa e efeitos benéficos tanto em tecidos periféricos quanto
no SNC (Baker et al. 2011; Shefer et al. 2010; van Praag et al., 1999 a,b, 2005).
Neste contexto, de acordo com um guia publicado pela Organiza¢do Mundial da
Satde o exercicio fisico € uma forma eficiente e barata de prevenir o declinio da
capacidade funcional geral em pessoas com idade avancada. Além disso, a
atividade fisica pode prevenir e modular algumas doengas cronicas associadas ao
processo de envelhecimento (Cvecka et al., 2015; WHO, 2007). Entre os diversos
efeitos benéficos relacionados a atividade fisica durante o envelhecimento
destacam-se maior independéncia nas atividades de autocuidado, melhora da
autoestima, melhor qualidade e expectativa de vida e diminuicao da mortalidade
(Awick et al.,, 2015; Cvecka et al.,, 2015; Rejeski & Mihalko, 2001).

O SNC possui uma importante capacidade de modificar-se
estruturalmente e funcionalmente em resposta a influéncias ambientais. Neste
contexto, algumas regides cerebrais consideradas vulneraveis as alteracdes
relacionadas a idade demonstram modificacdes estruturais e funcionais em
resposta ao exercicio fisico moderado (Kirk-Sanchez & McGough, 2014). Alguns
autores sugerem que os efeitos do exercicio aerdbico sobre o cérebro sdo tanto
gerais quanto especificos; gerais pois diversas regides cerebrais sdo afetadas
pela realizacdo do exercicio, e especificos uma vez que em algumas regides
cerebrais, como o hipocampo e o cortex pré-frontal, os resultados do exercicio

sdo mais pronunciados (Erickson et al., 2012). Alteragdes como aumento da
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plasticidade sinaptica e neurotransmissao, assim como aumento na expressao de
genes de fatores do crescimento, ja foram descritos em hipocampos de
camundongos e ratos fisicamente ativos (Cotman & Berchtold, 2002; Farmer et
al., 2004; van Praag et al.,, 1999a). Portanto, é possivel sugerir que a atividade
fisica possa melhorar a funcdo cerebral e impactar de forma positiva no
desempenho cognitivo (Erickson et al.,, 2012). Além disso, uma revisdo publicada
em 2012, por Erickson e colaboradores, afirma que mesmo um regime de
exercicio aerdobico moderado iniciado em idosos sedentarios pode promover
beneficios. Os autores sugerem que uma quantidade relativamente modesta de
atividade fisica € suficiente para promover altera¢des estruturais e consequente
melhora cognitiva durante o envelhecimento.

Diversos estudos utilizando tanto exercicio forcado (esteira ou nado)
quanto exercicio voluntario (roda de corrida de livre acesso) tém observado
efeitos positivos em parametros cognitivos em modelos animais, especialmente,
sobre a memoria (Erickson et al., 2012; Lovatel et al., 2013; Radak et al. 2001;
van Praag et al. 2005). Resultados prévios do nosso grupo de pesquisa
demonstraram que um protocolo de exercicio de corrida didrio moderado (20
min por dia durante 2 semanas) em esteira ergométrica foi capaz de melhorar
transitoriamente a memoria aversiva avaliada no teste da esquiva inibitéria em
ratos Wistar de 20 meses de idade (Lovatel et al., 2012, 2013). Outro estudo
realizado com camundongos de 19 meses de idade expostos a roda de corrida de
livre acesso durante 1 més resultou em melhora no aprendizado e retencdo de
memoria no teste do labirinto aquatico (van Praag et al. 2005).

Os efeitos positivos da atividade fisica sobre parametros cognitivos tém

sido amplamente descritos, no entanto, existem diversas vias pelas quais as
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regides cerebrais envolvidas nas fun¢des cognitivas podem ser alteradas ou
melhoradas através do exercicio fisico (Erickson et al, 2012). Alguns
mecanismos relacionados a pratica de exercicio como aumento da angiogénese e
neurogénese, aumento nos niveis de neurotransmissores e fatores neurotroficos,
diminuicao do processo inflamatdrio e estresse oxidativo assim como reducao no
acumulo desordenado de proteinas ja foram descritos (Kerr et al., 2010; Lovatel
etal, 2013; Neeper et al,, 1996; Rao et al,, 2015; van Praag et al., 2005).

Nas ultimas décadas, diversas evidéncias tém sugerido um importante
papel do exercicio fisico na melhora dos déficits de meméria associados a doenca
de Alzheimer. Neste contexto, tanto os efeitos do exercicio fisico forgado quanto
voluntario tém demonstrado efeitos sobre o processamento da APP e o depoésito
do peptideo AB (Adlard et al., 2005, Albeck et al., 2006; Di Loreto et al., 2014; Liu
etal, 2013; Xu et al,, 2013). Recentemente, Zhao e colegas (2015) demonstraram
efeitos benéficos do exercicio em esteira através da diminuicao de placas
amiloides hipocampais acompanhado por melhora na memdria espacial em
camundongos transgénicos APP/PS1. Corroborando estes dados, um protocolo
de exercicio voluntario foi capaz de reduzir os niveis de agregacao do peptideo
AP e da atividade da BACE em hipocampo e coértex em modelo transgénico de DA,
além de promover melhora da memoria (Rao et al.,, 2015). Como descrito acima,
estudos avaliando os efeitos do exercicio fisico sobre a memoria relacionada ao
processamento da APP pelas secretases geralmente sdo realizados utilizando
modelos transgénicos da DA, porém estudos avaliando essa relacdo durante o
processo de envelhecimento fisiol6gico sdo raros.

Os efeitos benéficos do exercicio fisico sobre diferentes parametros de

estresse oxidativo também estdo descritos na literatura. A pratica de exercicio



36

fisico regular tem se mostrado eficiente como medida preventiva em doengas
associadas ao estresse oxidativo como doencas cardiovasculares e infarto
(Hammeren et al, 1992; Wannamethee et al, 1998). Além disso, diversos
estudos avaliando os efeitos do exercicio sobre parametros de estresse oxidativo
durante o envelhecimento sugerem que a atividade fisica regular é capaz de
melhorar as defesas antioxidantes e reduzir o dano causado pelas espécies
reativas (Fatouros et al,, 2004; Fraile-Bermudez et al., 2015).

Embora a maioria dos trabalhos encontrados na literatura relatem efeitos
benéficos do exercicio sobre o SNC, esses efeitos também podem ser encontrados
em marcadores periféricos como na circulacao saniguinea. Além disso, o impacto
do exercicio em proteinas circulantes pode refletir alteracdes ao nivel do SNC.
Alguns autores observaram que niveis periféricos elevados de fatores do
crescimento como fator de crescimento endotelial vascular 1 (IGF-1) estimulado
pelo exercicio podem, pelo menos em parte, mediar um aumento na neurogénese
(Fabel et al., 2003; Trejo et al., 2001).

Neste contexto, é importante citar que recentemente, Friihbeis e colegas
(2015) demonstraram um aumento na liberagcdo de pequenas vesiculas para a
circulacdo associado a pratica de exercicio fisico. Ainda, visto que evidéncias
demonstram a capacidade dos exossomos transportarem diversas substancias
entre diferentes células e atravessarem a BHE, é possivel sugerir um papel destas
vesiculas nos efeitos centrais e periféricos induzidos pelo exercicio.

Desta forma, avaliar os efeitos do exercicio fisico tanto sobre o SNC
quanto sobre marcadores periféricos durante o processo de envelhecimento é de

fundamental importancia, pois a compreensao dos mecanismos pelos quais a


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fatouros%20IG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15570141
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0531556515300139
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pratica de exercicio fisico resulta em efeitos benéficos pode endossar sua

utilizagdo como uma ferramenta terapéutica adjuvante.
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2. Hipoteses
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As nossas hipoteses de trabalho pressupdem que o envelhecimento
poderia levar ao desequilibrio das vias amiloidogénica e ndo-amiloidogénica, a
favor da amiloidogénica, e que o exercicio fisico seria capaz de modular a
atividade das secretases especialmente no processo de envelhecimento.
Adicionalmente, esperavamos que tanto o envelhecimento quanto o exercicio

fisico alterariam o perfil de exossomos circulantes.



40

3.0bjetivo
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3.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do envelhecimento e do exercicio fisico sobre as

atividades das secretases e sobre o perfil de exossomos circulantes.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito do envelhecimento e do exercicio fisico sobre a memoria
aversiva utilizando o teste da esquiva inibitéria em ratos Wistar de 3, 21 e
26 meses de idade.

Avaliar o efeito do envelhecimento e do exercicio fisico sobre as
atividades da TACE e da BACE em hipocampo e cortex pré-frontal de ratos
Wistar de 3, 21 e 26 meses de idade.

Avaliar o efeito do envelhecimento e do exercicio fisico sobre o conteido
de APP em hipocampo de ratos Wistar de 3, 21 e 26 meses de idade.
Avaliar o efeito do envelhecimento e do exercicio fisico sobre o contetido
de CD63 e atividade da AChE em exossomos circulantes de ratos Wistar
de 3,21 e 26 meses de idade.

Avaliar o efeito do envelhecimento e do exercicio fisico sobre o contetido
de espécies reativas e atividade da SOD em exossomos circulantes de
ratos Wistar de 3, 21 e 26 meses de idade.

Avaliar o efeito do envelhecimento e do exercicio fisico sobre o contetido
do peptideo AB1-42 em exossomos circulantes de ratos Wistar de 3, 21 e
26 meses de idade.

Avaliar os efeitos transitdrios (1 hora) e tardios (18 horas) apéds a ultima

sessao de exercicio fisico sobre os parametros bioquimicos analisados.
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4. Abordagem Metodologica
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4.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos de 3, 21 e 26 meses de idade
provenientes do Centro de Reproducdo de Animais de Laboratério (CREAL-
UFRFGS). Os animais foram mantidos no Biotério setorial do Departamento de
Farmacologia (UFRGS) durante o processo de envelhecimento em condi¢Ges
padrdo de biotério com 12 horas de claro/escuro, temperatura controlada (22 +2
°C), comida e agua ad libitum. Todos os procedimentos experimentais foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais de Laboratério (CEUA)
(nimero do projeto #23464).

As idades dos animais foram escolhidas baseadas em estudos prévios do
nosso grupo de pesquisa em que observamos uma capacidade do protocolo de
exercicio fisico modular parametros oxidativos, inflamatoérios e epigenéticos em
diferentes regides cerebrais como hipocampo e cortex pré-frontal de ratos
adultos jovens (3 meses de idade) e ratos envelhecidos (20-21 meses de idade)
(Cechetti et al., 2008; Cechinel et al,, 2016; Elsner et al., 2012; 2013; Lovatel et
al,, 2013; Spindler et al., 2014). Além disso, animais de 26 meses de idade foram
incluidos no estudo com base no trabalho de Takahashi e colegas (2010), o qual
demonstrou um aumento nos niveis do peptideo Af1-42 em cérebro de ratos

saudaveis de 26 meses de idade.

4.2. Desenho experimental

Neste trabalho foram utilizados 89 ratos Wistar machos, os animais foram

divididos em 12 grupos experimentais conforme ilustrado na Figura 6.
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Figura 6. Desenho esquematico dos grupos experimentais (12 grupos).

Os animais de 3, 21 e 26 meses de idade foram divididos em sedentarios
(SED) e exercitados (EXE), e ambos os grupos foram submetidos ao teste da
esquiva inibitéria (n= 12-20), 30 minutos apés o término da dltima sessdo de
exercicio fisico (Figura 7). Ap6s a esquiva inibitéria, os animais foram
subdivididos, randomicamente, em grupos 1h ou 18h com o objetivo de verificar
os efeitos transitorios (1 hora) e tardios (18 horas) do protocolo de exercicio

fisico sobre os parametros bioquimicos (n= 4-9).

o 1 13 14 & & 15
Dias & < &
1 // R
| /7 1 |
| |
. o Ultima 1
Vo, madx Protocolo de exercicio didrio moderado 1 sessdio de I
| exercicio
| |
r——t Esquiva |
| Esquiva Inibitéria | Inibitéria |
[__ _TRENO | TESTE |

lhoraapdsa 18horas apdsa
Ultima sessdo  dltima sessdo
de exercicio de exercicio

(Tarde) (Manhé)

Coleta das amostras

Figura 7. Linha do tempo do protocolo de exercicio fisico, do teste da esquiva inibitéria e da

coleta das amostras.
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4.3. Protocolo de exercicio fisico

O exercicio consistiu em sessdes de corrida realizadas em esteira
ergométrica adaptada para ratos como demonstrada na Figura 8 (AVS Projetos,
Sao Paulo, Brazil) utilizando protocolo didrio moderado de corrida (20 min por

dia durante 2 semanas).

Figura 8. Esteira ergométrica adaptada para ratos

Para determinar a velocidade de corrida durante os treinos foi utilizada a
medida de consumo maximo de oxigénio indireto (VO2max) (Brooks & White
1978). Cada animal correu na esteira a uma velocidade inicial baixa seguida por
incrementos de 5m/min a cada 3 min até atingir seu ponto de exaustdo
(incapacidade do rato em continuar correndo). O tempo de fadiga (em minutos)
e a velocidade maxima (em m/min) foram tomados como indice da capacidade

de exercicio e usados para a mensurac¢ao de VO2max indireto (Elsner etal., 2013;
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Lovatel et al., 2013). Durante o protocolo de treino, todos os animais correram a
60% do seu consumo maximo de oxigénio (VO2max) como ilustrado na Tabela 1.
Os animais que se recusaram a correr foram gentilmente estimulados. Nao foram
utilizados choque elétrico ou outras formas de estimulo aversivo nos animais
exercitados.

Previamente, nosso grupo de pesquisa demonstrou o efeito neuroprotetor
deste protocolo didrio moderado de corrida em esteira uma vez que o mesmo foi
capaz de reduzir o dano isquémico in vitro em fatias hipocampais de ratos Wistar
(Scopel et al., 2006). Além disso, recentemente, os efeitos neuroprotetores deste
protocolo foram descritos sobre a memoria aversiva assim como em diferentes
parametros bioquimicos em regides cerebrais de ratos Wistar (Cechinel et al,,
2016; Elsner et al, 2012; 2013; Lovatel et al.,, 2013; Spindler et al., 2014). Os
animais do grupo sedentdrio foram colocados diariamente na esteira
ergométrica desligada durante 5 minutos com o objetivo de submeté-los as
mesmas condicdes e manipulacdo sofrida pelos animais exercitados. Os

procedimentos foram realizados no periodo entre 14:00 e 17:00 horas.

Tabela 1. Protocolo de exercicio fisico diario moderado em esteira ergométrica.

1-2 min 2-6 min 6-14 min 14-18 min 18-20 min
Periodo adaptacdo (1-2 dias)

VO,max 40% VO,max 50% VO,;max 60% VO,max 50% VO, max 40%

Ratos adultos jovens (3 meses) 7 m/min 8.6 m/min 10.4 m/min 8.6 m/min 7 m/min
Ratos envelhecidos (21126 meses) 5.86 m/min 7.34 m/min 8.8 m/min 7.34 m/min 5.86 m/min
1-4 min 4-16 min 16-18 min
Protocolo de treino (3-14 dias)
VO2max 40% VO2Zmax 60% VO2Zmax 40%
Ratos adultos jovens (3 meses) 7 m/min 10.4 m/min 7 m/min

Ratos envelhecidos (21\26 meses) 5.86 m/min 8.8 m/min 5.86 m/min
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4.4. Teste da Esquiva Inibitoria

O teste da esquiva inibitéria foi utilizado como um modelo estabelecido
de memoria motivada pelo medo no qual os animais aprendem a associar a sua
localizagdo no aparato (grade presente no chao) ao estimulo aversivo (choque
elétrico). O aparato do teste da esquiva inibitoria consiste em uma caixa de
acrilico 50 x 25 x 25 cm (Albarsch, Porto Alegre, Brasil), cujo chao é composto
por barras de aco inoxidavel (1 mm de didmetro), espacados por 1 cm de
distancia. O aparato também possui uma plataforma no canto esquerdo com 7

cm de largura e 2,5 cm de altura (Figura 9).

Figura 9. Aparato da esquiva inibitéria

O paradigma da esquiva inibitoria consiste em uma sessao treino e 24
horas ap6s, uma sessdo teste. Na sessdo de treino, os animais foram colocados
em uma plataforma e ao descerem com as quatro patas na regido da grade,
receberam um choque de 0,6 mA durante 3 segundos e foram colocados de volta
na plataforma. Para avaliar a memoria de longo prazo, 24 horas ap6s o treino os

animais foram submetidos novamente ao mesmo aparato, sem choque elétrico, e
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o tempo de laténcia para descida da plataforma foi cronometrado (tempo
maximo de 180 segundos) e usado como medida de memdria de retencdo
(Amaral et al., 2007). O teste comportamental foi realizado 30 minutos apds a
ultima sessdo de exercicio fisico. Os efeitos transitérios do exercicio em esteira
sobre a memdria aversiva ja foram previamente descritos pelo nosso grupo de

pesquisa (Lovatel et al., 2012, 2013).

4.5. Preparo das amostras

Trinta minutos apds o teste da esquiva inibitéria e, consequentemente, 1
hora ou 18 horas ap6s a ultima sessdo de exercicio os animais foram
eutanasiados por decapitacdo. As amostras foram coletadas 1 hora e 18 horas
apds a ultima sessao de exercicio com o objetivo de avaliar os efeitos transitdrios
e tardios, respectivamente, do protocolo de exercicio utilizado. Além disso, é
importante salientar que 1 hora apds a ultima sessdo de exercicio correspondeu
ao periodo da tarde enquanto que 18 horas apds o exercicio correspondeu ao
periodo da manha permitindo desta forma a avaliagao do efeito do periodo do
dia sobre os parametros bioquimicos.

Os animais foram decapitados 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 decapitacao foi realizada em guilhotina adaptada
para roedores (Insight®) sem anestesia prévia para ndo alterar
bioquimicamente as estruturas estudadas. Os métodos utilizados seguem as

conformidades propostas pelas “Diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA”.
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Apoés a decapitacdo, o sangue do tronco troncular foi coletado em tubos
sem anticoagulante, centrifugado a 10,000 rpm em temperatura ambiente por 10
minutos e apés, o soro resultante foi transferido para um tubo (1,5 mL) e
armazenado a -80 °C para posterior isolamento dos exossomos. O encéfalo dos
animais foi removido e colocado em solucdo fisioldgica gelada 0,9%. Apods, o
hipocampo e o cortex pré-frontal foram dissecados, rapidamente imersos em

nitrogénio liquido e posteriormente armazenados a -80 °C.

4.6. Quantificacio da APP e atividade das secretases em hipocampo e
cortex pré-frontal
4.6.1. Western blot

A técnica de Western blot foi realizada para avaliar o conteido de APP
hipocampal. O hipocampo (n=4) foi homogeneizado com tampao RIPA (1:10,
Millipore) e com inibidores de proteases e fosfatases (1:100, Sigma Aldrich,
Missouri, USA). A concentragdo de proteinas foi quantificada através do método
do azul de Coomassie (Bradford, 1976), e a amostra foi incubada com solugdo
Laemmli (5 min/95 °C). As proteinas (40 pg) foram separadas por eletroforese
em um gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE, 1.5 mm, 120 volts) e transferidas
para uma membrana PVDF (Millipore). A membrana foi bloqueada com leite em
p6 desnatado a 4% em TBS-T e incubada com o anticorpo primdario anti-APP
(Millipore, 1:5000) e GAPDH (Cell Signaling, 1:5000) overnight a 4°C.
Posteriormente, a membrana foi novamente incubada com o anticorpo
secundario (Cell Signaling, 1:1000) durante 2 horas a temperatura ambiente. Um
substrato para western blot (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) foi

usado e as proteinas imunorreativas foram visualizadas através de uma
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exposicao ao filme raio-X. As proteinas foram quantificadas pela mensuragao da
intensidade da banda (area X OD) wusando um software Image ]

(http://rsb.info.nih.gov/ij) e normalizadas pelo GAPDH.

4.6.2. Atividade da enzima -secretase (BACE)

A atividade da enzima BACE foi avaliada utilizando um kit comercial
especifico (Abcam, #ab65357) de acordo com as instrucdes do fabricante. O
hipocampo e o cortex pré-frontal (n=5-9) foram homogeneizados com tampao
fornecido pelo kit e incubados no gelo durante 10 minutos. Apoés, o
homogeneizado foi centrifugado 10,000 x g durante 5 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi coletado. Em uma placa de 96 pocos, 30 puL da amostra
(proteina total 200 pg) foram adicionados em cada pogo seguido da adicdo de
70 puL do tampao de reacdo e de 2 pL do substrato para BACE. A placa foi
incubada no escuro a 37°C durante 1 hora. A fluorescéncia foi mensurada através
de um fluorimetro (345 nm de excitagdo e 520nm de emissdo). A atividade da
BACE foi expressa em unidades de fluorescéncia relativa (RFU) por mg de

proteina.

4.6.3. Atividade da enzima a-secretase (TACE)

A atividade da TACE foi realizada utilizando um kit comercial conforme as
instrucoes do fabricante (Anaspec Inc. #72085). O hipocampo e o cortex pré-
frontal (n=5-9) foram homogeneizados em tampao de ensaio contendo 0.1%
Triton-X 100. Apds, foram incubados por 15 minutos a 4 °C, centrifugados a
2,000 x g a 4 °C e o sobrenadante foi coletado. Em uma placa de 96 pogos, 50 puL

de amostra foram adicionados em cada pogo seguida da adicdo de 50 pL do
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substrato da TACE. A placa foi incubada protegida da luz durante 1 hora e apos,
50 uL da solugdo stop foi adicionada. A fluorescéncia foi mensurada através de
um fluorimetro (490 nm de excitacdo e 520nm de emissao). A atividade da BACE

foi expressa em unidade de fluorescéncia relativa (RFU) por mg de proteina.

4.7.Isolamento e perfil de exossomos circulantes
4.7.1. Isolamento dos exossomos circulantes

O isolamento dos exossomos do soro foi realizado utilizando um kit
especifico 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 remoc¢ao de
detritos celulares. Apés, 0,5 mL do sobrenadante foi transferido para um vial
onde foi adicionado 200 pL de tampao de precipita¢do seguido de uma incubacao
de 60 minutos a 4°C. Apds a incubagdo, uma nova centrifugacdo de 30 minutos a
1,500 x g foi realizada em temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado
e o pellet ressuspendido em 270 pL de tampao de ressuspensdo usando um
vortex. Os exossomos isolados foram armazenados a -20 °C até o dia dos
experimentos. O tamanho das particulas derivadas do soro foi quantificado
através da andlise de rastreamento de particulas (NTA) usando um sistema
LM10-HS (Nanosight Ltd., Amesbury, UK). O software NTA indicou que o

tamanho das nanoparticulas estava entre 90- 300 nm.

4.7.2. Niveis de CD63 em exossomos
A especificidade do procedimento de isolamento de exossomos foi
caracterizada através da presenca de CD63, uma proteina de membrana

especifica de exossomos. Os niveis de CD63 foram mensurados através de um kit
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comercial especifico (ExoELISA kit, System Biosciences) seguindo as instrugdes
do fabricante. Em uma placa de 96 pocgos, foram adicionadas 50 pl de proteinas
padrdo ou amostra de exossomos e incubadas overnight a 4 °C. Apéds a
incubacdo, 50 pl do anticorpo primario especifico para CD63 foi adicionado e
incubado durante 1 hora em temperatura ambiente seguido pela incubagao com
o anticorpo secundario. No ultimo passo, 50 pl do substrato (TMB) foi adicionado
e a absorbancia foi mensurada em 450 nm. Os niveis de CD63 foram calculados
comparados a curva padrao/ mg de proteina total e os resultados foram
expressos como porcentagem de controle onde o grupo SED adulto jovem foi

considerado o 100%.

4.7.3. Niveis do peptideo AB1-42 em exossomos

Um kit comercial especifico (Sensolyte ELISA kit- AnaSpec, Fremont, CA)
foi utilizado para mensurar os niveis do peptideo AB1-42 conforme as instrucdes
do fabricante. Em uma placa de 96 pogos, foram adicionados 100 pl dos padrdes
diluidos ou das amostras de exossomos derivados de soro além de 50 pl do
anticorpo de detecg¢do e incubados overnight a 4 °C. Apds a incubac¢do, 100 pl de
solucao substrato de TMB foi adicionado em cada pogo seguido e a absorbancia
foi mensurada a 450 nm. Os niveis de AB1-42 foram quantificados usando uma

curva padrao e normalizados pela proteina total.

4.7.4. Niveis de espécies reativas em exossomos
As espécies reativas foram quantificadas usando 2’-7’- diacetato de
diclorofluoresceina (DCFH-DA) com um “probe” (Lebel et al, 1990). Em uma

placa de 96 pocos, a amostra contendo os exossomos foi incubada com DCFH-DA
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(100 mM) a 37 °C durante 30 minutos e a formacdo de derivados oxidados
fluorescentes (DCF) foi monitorada em comprimentos de onda de excitacdo (488
nm) e emissdo (525nm). O procedimento foi realizado no escuro e brancos
contendo DCFH-DA (sem exossomos) foram processados para a mensurac¢do da
autofluorescéncia (Bertoldi et al,, 2012; dos Santos et al., 2014). O conteudo de
espécies reativas foi mensurado usando uma curva padrao e normalizado pela

proteina total.

4.7.5. Atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) em exossomos

Para quantificar a atividade da SOD foi utilizado um kit comercial
RANSOD (Randox Labs. San Diego, CA, USA). O kit utiliza o sistema xantina e
xantina oxidase para a geracao de radical superoxido, o qual reage com 2-(4-
iodenafil) -3-(4-nitrofenol) -5-fenoltetrazolium formando o corante vermelho de
formazan. A reacdo é realizada a 37 °C e a absorbancia é mensurada a 505 nm. A
inibicdo da produ¢do do cromdgeno é proporcional a atividade da SOD na
amostra e os resultados (unidades de SOD) foram normalizados pela proteina

total.

4.7.6. Atividade da acetilcolinesterase (AChE) em exossomos

A atividade da AChE foi avaliada através do método colorimétrico
adaptado de Ellman e colegas (1961), usando acetilcolina iodada (Sigma, USA)
como substrato. A taxa de hidrdlise da acetilcolina iodada é mensurada a 412 nm
através da liberacdo do composto tiol o qual produz coloragao quando reage com
DTNB (dos Santos et al, 2014). A atividade da AChE foi normalizada pela

proteina total.
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4.8. Quantificacao de proteinas totais

O contetido de proteinas totais das estruturas cerebrais e do exossomos
isolados do soro foi quantificado através do método do azul de Coomassie

usando albumina bovina como padrao (Bradford, 1976).

4.9. Analise estatistica

Os resultados do teste comportamental e da atividade das enzimas
secretases foram expressos em média + DP. Os resultados relacionados ao perfil
dos exossomos foram expressos como porcentagem de controle (média +DP),
onde os animais SED adultos jovens foram considerados 100%. A Analise de
Variancia (ANOVA) de duas vias seguida pelo pos-teste de Tukey foi utilizada
tendo idade e exercicio fisico como fatores.

Uma vez que os resultados do conteido da APP foram classificados como
ndo paramétricos, os mesmos foram analisados através do teste de Kruskal-
Wallis.

Em todos os testes realizados o nivel de significancia aceito foi p<0,05. As
analises foram realizadas nos programas estatisticos Statistical Package for the

Social Science (SPSS), versdo 20 e GraphPad Prism.

4.10. Consideracdes 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
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estabelecidos pela lei Arouca (11.794) e pelo “Guide for Care and Use of

Laboratory Animals” (NIH publication No. 8023, revised 2011).
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5. Resultados
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5.1 Artigo I

Aging process alters hippocampal and cortical secretase activities of Wistar

rat
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A growing body of evidence has demonstrated amyloid plaques in aged brain; however, little atten-
tion has been given to amyloid precursor protein (APP) processing machinery during the healthy aging
process. The amyloidogenic and non-amyloidogenic pathways, represented respectively by - and a-
secretases (BACE and TACE), are responsible for APP cleavage. Our working hypothesis is that the normal
aging process could imbalance amyloidogenic and non-amyloidogenic pathways specifically BACE and
TACE activities. Besides, although it has been showed that exercise can modulate secretase activities in
Alzheimer Disease models the relationship between exercise effects and APP processing during healthy
aging process is rarely studied. Our aim was to investigate the aging process and the exercise effects
on cortical and hippocampal BACE and TACE activities and aversive memory performance. Young adult
and aged Wistar rats were subjected to an exercise protocol (20 min/day for 2 weeks) and to inhibitory
avoidance task. Biochemical parameters were evaluated 1h and 18 h after the last exercise session in
order to verify transitory and delayed exercise effects. Aged rats exhibited impaired aversive memory
and diminished cortical TACE activity. Moreover, an imbalance between TACE and BACE activities in favor
of BACE activity was observed in aged brain. Moderate treadmill exercise was unable to alter secretase
activities in any brain areas or time points evaluated. Our results suggest that aging-related aversive
memory decline is partly linked to decreased cortical TACE activity. Additionally, an imbalance between
secretase activities can be related to the higher vulnerability to neurodegenerative diseases induced by
aging.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Aging process and age-related diseases are usually accompanied
by cognitive decline and structural alterations in brain areas such as
cortex and hippocampus [1-3]. Substantial data have shown that

* Corresponding author at: Laboratério de Neuropsicofarmacologia, Departa-
mento de Farmacologia, Instituto de Ciéncias Basicas da Satide, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Rua Sarmento Leite, 500, sala 313, 90050-170, Porto Alegre,
Rio Grande do Sul, Brazil.

E-mail address: ionara@ufrgs.br (LR. Siqueira).

http://dx.doi.org/10.1016/j.bbr.2016.09.066
0166-4328/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

B-amyloid (AB) brain deposition, a 39 to 43 amino acid peptides
derived from amyloid precursor protein (APP) is implicated in both
Alzheimer disease (AD) and normal aging process [4-6]. Although
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amyloid plaques have been found in aged human brain [7,8] little
attention has been given to APP processing machinery during the
healthy aging process.

APP can be proteolytically cleaved by amyloidogenic or non-
amyloidogenic pathways. The amyloidogenic pathway comprises
the sequential APP cleavages by 3-secretase and y-secretase lead-
ing to AP production [9,10]; B-secretase activity is represented
by BACE (B-site APP-cleaving enzyme-1) [11]. There are para-
doxical findings about the relationship between AP and cognitive
performance since AB has demonstrated a dual neuromodulatory
effect, which can improve or impair memory performance [12-15].
Moreover, recent in vivo imaging studies have failed to find any cor-
relations between cognitive performance and amyloid deposition
[16]. Taken together, we can suggest that in fact APP processing
machinery rather than the A levels is related to cognitive perfor-
mance during the aging process.

The non-amyloidogenic APP processing pathway is represented
by a—secretases. The members of a Disintegrin and Metalloprotease
(ADAM) family, such as tumor necrosis factor (TNF)-a converting
enzyme (TACE or ADAM17) and ADAM10 have a-secretase activity
and generate o-APPs that play a role in synaptic plasticity, neuro-
protection and synaptogenesis [17,18]. Although sAPPa levels are
reduced in cerebrospinal fluid (CSF) of 23-month-old rats [19], to
the best of our knowledge, there are no studies evaluating the non-
amyloidogenic pathway role such as TACE activity during normal
brain aging process. However, increased TACE activity and conse-
quently higher sAPP« levels may be related to neurotrophic effects
as synaptic formation and cognitive improvement [17,20].

A significant body of clinical and experimental evidences has
indicated that regular physical exercise improves cognitive func-
tions during normal aging and age-associated disorders [21-24].
The effects of forced and voluntary exercise protocols on ARB-
associated neuropathology and APP pathways processing have
been investigated [25-29]. Recently, Zhao et al. [30] demonstrated
that forced treadmill exercise ameliorates the spatial memory
impairment accompanied by alterations in hippocampal plaques
in APP/PS1 mice. In accordance, this transgenic model subjected
to a voluntary exercise had improved memory, lower AR aggre-
gation and BACE activity in hippocampus and cortex [31]. Despite
these findings demonstrating that exercise can modulate secretase
activities in AD models little is known regarding the relationship
between APP processing and exercise effects during the healthy
aging process.

Previously, we demonstrated that the treadmill exercise pro-
tocol used here (20 min/day during 2 weeks) was able to reduce
in vitro ischemic damage in hippocampal slices of Wistar rats [32].
Besides, this forced exercise protocol transiently improved the
inhibitory avoidance aversive memory performance in aged and
youngrats [33,34]. Recently, it has been described the impact of this
neuroprotective protocol on inflammatory and epigenetic marks in
hippocampus and frontal cortex of rats [33-37].

Our working hypothesis is that the normal aging process
could imbalance amyloidogenic and non-amyloidogenic pathways,
specifically BACE and TACE activities. Moreover, we expect that
our exercise protocol would be able to alter aging-induced impair-
ments. Taken together, the aim of this study was to evaluate the
effects of aging process and a daily running exercise protocol on
hippocampal and cortical BACE and TACE activities in Wistar rats.

2. Methods
2.1. Animals

Male Wistar rats of different ages, 3-month-old (n=38), 21-
month-old (n=27) and 26-month-old (n=24) were used. The

animals were provided by the Centro de Reprodu¢do Animal de Lab-
oratério (CREAL) and maintained under standard conditions (12-h
light/dark, 22 + 2 °C) with food and water ad libitum. All animal pro-
cedures and experimental conditions were approved by the Local
Ethics Committee (CEUA — Comissio de Etica no Uso de Animais -
UFRGS; nr.23464). Their ages were chosen based on previous stud-
ies by Takahashi et al. [10] describing increased AB1-42 levels in
brains of 26-month-old healthy rats. Additionally, work performed
by our group demonstrated that this exercise protocol improves
the cognitive performance of young adult and 20-21-month-old
rats [33,34].

2.2. Treadmill exercise protocol

The animals were divided in sedentary (SED) or exercised groups
(EXE). The aged groups, 21 and 26-month-old animals, had 12-14
rats per group; since we had control animals for each set of experi-
ments and because the youngest animals (3-month-old) were taken
as a control group an increased number per group was examined
(n=18-20). Exercise training consisted of running sessions on a
motorized rodent treadmill (AVS Projetos, Sdo Paulo, Brazil) using
a moderate daily treadmill protocol (20 min running session each
day for 2 weeks). All animals ran at 60% of their maximal oxygen
uptake (VOymax ), Which was measured indirectly prior to training
[34,36]. Animals in the SED group were daily placed on the treadmill
for 5 min without any stimulus to run. Gentle tapping on their back
encouraged rats that initially refused to run. Neither electric shock
nor physical prodding was used in this study, and the treadmill
exercise was performed between 2:00 and 5:00 PM

2.3. Inhibitory avoidance test

Single-trial step-down inhibitory avoidance conditioning was
used as an established model of fear-motivated memory where
the animals learned to associate a location in the training appa-
ratus (a grid floor) with an aversive stimulus (foot shock). In the
training session, the rats received a 0.6 mA foot shock for 3.0s. The
test session was performed 24 h after a single training session to
evaluate long-term memory; no foot shock was delivered, and the
step-down latency (maximum 180s) was used as memory reten-
tion [38]. The behavioral test was conducted 30 min after the last
exercise training and 30 min prior to euthanasia. Previously, we
described a transitory treadmill exercise effects on aversive mem-
ory [33,34]. After behavioral test rats were randomly subdivided
into 1 and 18 h groups in order to verify transitory and delayed
exercise effects on biochemical outcomes (Fig. 1).

2.4. Sample preparation

Rats were decapitated 1 and 18 h after the last exercise training
session, consequently 30 min or 17.5 h respectively, after behav-
ioral measurement (Fig. 1). It is important to cite that 1h after
exercise was performed in the afternoon while 18 h was taken early
in the morning. Each exercised group had its sedentary control
group. The hippocampi and prefrontal cortices were quickly dis-
sected, immediately snap-frozen in liquid nitrogen and stored at
—-80°C.

2.5. B-secretase (BACE) activity

BACE activity was evaluated using a commercially available kit
(Abcam, catalog number ab65357) according to the manufacturer’s
instructions. The hippocampus and prefrontal cortices (n=5-9)
were homogenized, incubated on ice for 10 min and centrifuged
10.000 x g for 5min at 4°C; thereafter, the supernatant was col-
lected. In a black 96-wells plate, 30 wL of the sample (total protein
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Fig. 1. Schematic diagram showing experiment design used in this study. The horizontal line represents the timeline of exercise protocol (14 days), inhibitory avoidance (IA),
training and test, and sample collection. Exercised groups were subjected to a moderate daily treadmill protocol (20 min running session each day for 14 days). All animals
were submitted to IA training trial and 24 h later IA test (30 min after the last exercise session). Samples collection was performed 1 h (afternoon) or 18 h (morning) after the

last exercise session.

~200 pg) was added to each well followed by 70 L of 2 x reaction
buffer and 2 pL of the BACE substrate. The plate was incubated in
the dark at 37°C for 1h. Fluorescence was read at excitation and
emission wavelengths of 345 and 520 nm, respectively. BACE activ-
ity was expressed as relative fluorescence units (RFU) per mg of
protein.

2.6. a-secretase (TACE) activity

TACE Activity Fluorimetric Assay Kit was used according to the
manufacturer’s instructions (Anaspec Inc. catalog number 72085).
The hippocampus and prefrontal cortex (n=5-9) were homoge-
nized in assay buffer containing 0.1% Triton-X 100, incubated for
15min at 4°C and centrifuged at 2.000x g at 4°C, after which the
supernatant was collected. In a 96-wells plate, 50 L of the sam-
ple (total protein ~400 pg) was added into each well followed by
50 L of the TACE substrate solution, after the reagents were mixed
completely by an orbital shaker for 30s. The plate was incubated
in the dark for 1h, after which 50 pL of stop solution was added,
and the fluorescence was read at excitation (490nm) and emis-
sion (520 nm) wavelengths. TACE activity was expressed as relative
fluorescence units (RFU) per mg of protein.

2.7. Western blot analysis

Western blot was performed to evaluate the hippocampal APP
content. The hippocampus (n=4 animals per group) was homog-
enized with RIPA buffer (1:10) with phosphatase and protease
inhibitors cocktails (1:100, Sigma Aldrich, Missouri, USA). Pro-
teins were separated by 10% polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE, 1.5mm, 120V) and transferred to PVDF membranes
(Millipore). The membrane was blocked for 1 h with 4% nonfat dry
milk in TBS-T and then blotted with primary antibodies anti-APP
(Millipore, 1:5000) and GAPDH (Cell Signaling, 1:5000) overnight at
4°C and a secondary horseradish peroxidase anti-rabbit antibody
(Cell Signaling, 1:1000) for 2 h a room temperature. The proteins
were quantified by measuring the band intensity (area x OD) using
the Image J software (http://rsb.info.nih.gov/ij) and normalizing to
GAPDH.

2.8. Protein quantification

The total protein was measured by the Coomassie blue method
using bovine serum albumin as standard [39].
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Fig. 2. Effects of aging and treadmill exercise on step-down latency in the inhibitory
avoidance test. Three month-old SED (n=20) and EXE (n=18); 21 month-old SED
(n=13)and EXE (n=14); 26 month-old SED and EXE (n = 12). The columns represent
the mean + SD; two-way ANOVA followed by Tukey’s test. “Values significantly dif-
ferent from 3-month-old groups (p <0.05). *Values significantly different from its
respective sedentary control group (p <0.05).

2.9. Statistical analysis

Behavioral data and secretase activities results were expressed
as the mean + SD and were analyzed using two-way analysis of vari-
ance (ANOVA) with age and exercise as factors followed by Tukey
post hoc test. Taken that APP content was non- parametric data it
was employed Kruskal-Wallis. In all tests the accepted significance
level was p<0.05.

3. Results

In the inhibitory avoidance test two-way ANOVA showed an
effect of both factors, age (F2sg)=22.172; p<0.001) and exercise
(F(1,88)=122.751; p<0.001). Aged rats exhibited impaired aver-
sive memory performance compared to young adult rats; however,
daily moderate exercise increased the step-down latency in all
groups (p<0.05; Fig. 2).

Two-way ANOVA showed a significant age effect on hippocam-
pal TACE activity in 1h groups (F 40)=24.080; p<0.001; Fig. 3A)
as well as 18 h groups (F 36y =46.280; p <0.001; Fig. 3B) since 26-
month-old rats showed decreased TACE activity compared to other
ages in both tested time points (Tukey post hoc test; p <0.001). Nei-
ther exercise nor aging process induced changes on hippocampal
BACE activity (Fig. 4A and B). It is important to note that a similar
profile of tested time points, 1 and 18 h groups was observed in
hippocampal secretase activities.
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Fig. 3. Effects of aging and treadmill exercise on the hippocampal TACE activity
in both tested time points. (Panel A) 1h groups, 3 month-old SED (n=6) and EXE
(n=9); 21 month-old SED and EXE (n=7); 26 month-old SED and EXE (n=6); (Panel
B) 18 h groups, 3 month-old SED and EXE (n=7); 21 month-old SED (n=6) and EXE
(n=7); 26 month-old SED and EXE (n=5). The columns represent the mean + SD;
two-way ANOVA followed by Tukey's test. #Values significantly different from 3-
and 21-month-old groups (p <0.05).
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Fig. 4. Effects of aging and treadmill exercise on the hippocampal BACE activity
in both tested time points. (Panel A) 1h groups; 3 month-old SED (n=9) and EXE
(n=6); 21 month-old SED (n=6) and EXE (n=7); 26 month-old SED and EXE (n=5).
(Panel B) 18 h groups; 3 month-old SED (n=6) and EXE (n=9); 21 month-old SED
(n=5) and EXE (n=6); 26 month-old SED and EXE (n=5). The columns represent
the mean =+ SD; two-way ANOVA followed by Tukey's test.

Fig.5. Effects of aging and treadmill exercise on cortical TACE activity in both tested
time points. (Panel A) 1 h groups; 3 month-old SED (n=7) and EXE (n =8); 21 month-
old SED (n=7) and EXE (n=6); 26 month-old SED and EXE (n=7). (Panel B) 18 h
groups; 3 month-old SED (n=7) and EXE (n=9); 21 month-old SED and EXE (n=7);
26 month-old SED and EXE (n=7). The columns represent the mean + SD; two-way
ANOVA followed by Tukey’s test. "Values significantly different from 3-month-old
groups (p<0.05).

In contrast, a significant aging process effect was observed on
TACE activity in the prefrontal cortex in 1 h groups (F(; 41y=10.075;
p<0.001; Fig. 5A), given that there was a decreased TACE activity
in both aged groups, 21 and 26-month-old rats compared to young
adult ones (Tukey post hoc test; p=0.004 and p=0.001, respec-
tively). However, this profile was not observed in prefrontal cortex
collected in the early morning (18 h groups, Fig. 5B) demonstrating
a clear temporal profile.

Besides, cortical BACE activity was significantly higher in 26
month-old rats in afternoon (1h groups) than in other tested
ages (F342)=4.580; p=0.017; Fig. 6A) corroborating the results
observed with cortical TACE activity there were no changes in BACE
activity in the early morning (18 h groups, Fig. 6B).

Our exercise protocol was unable to impact amyloidogenic
and non-amyloidogenic pathways, specifically cortical and hip-
pocampal BACE and TACE activities neither transitorily nor delayed,
respectively 1 or 18 h after the last exercise session.

Additionally, the ratio between TACE and BACE activities was
evaluated showing a significant age effect in the afternoon groups
(1h)inhippocampi (F( 43)=4.845; p=0.013; Fig. 7A). Hippocampal
TACE/BACE ratio was decreased in 26-month-old rats compared
to other ages (Tukey post hoc test; p=0.012), however this ratio
remained unchanged in 18 h groups (Fig. 7B).

In accordance with the results described above a significant age
effect was observed in cortical TACE/BACE ratio (F(;40)=10.494;
p<0.001; Fig. 8A), since it was showed a decreased TACE/BACE ratio
in both aged groups (Tukey post hoc test; p=0.001); interestingly
this profile was not observed in samples collected in early morning
(18 h groups, Fig. 8B).

In addition, APP content (KW=2.33; p=0.8019) remained
unchanged in all groups (data not shown).
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Fig. 6. Effects of aging and treadmill exercise on cortical BACE activity in both tested
time points. (Panel A) 1 h groups; 3 month-old SED (n=9) and EXE (n=8); 21 month-
old SED and EXE (n=7); 26 month-old SED and EXE (n=6). (Panel B) 18 h groups;
3 month-old SED (n=6) and EXE (n=8); 21 month-old SED (n=6) and EXE (n=5);
26 month-old SED and EXE (n=6). The columns represent the mean + SD; two-way
ANOVA followed by Tukey’s test. ‘Values significantly different from 3-month-old
groups (p <0.05).

4. Discussion

Our work adds evidence for the role of non-amyloidogenic and
amyloidogenic pathways, specifically of secretases in the aging pro-
cess. In addition, to our knowledge, this is the first study evaluating
TACE activity in healthy aged brains. In this context, we observed
a diminished a-secretase activity, specifically TACE (ADAM17).
Consistent with our results, lower soluble APPa (SAPPa) levels, a
TACE-derived product, have been found in cerebrospinal fluid (CSF)
of 23-month-old rats [ 19]. Moreover, individuals with Alzheimer’s
disease present low sAPPa levels in the CSF suggesting reduced
TACE-dependent a-secretase activity [40,41]. Taken that sAPPa
appears to have beneficial functions including neuroprotection,
neurotrophism and neurogenesis [19,42], it is possible to suppose
that reduced TACE activity observed here in aged prefrontal cor-
tices and hippocampus might be implicated in their susceptibility
to neurodegenerative disorders.

We can suggest that the memory impairment in aged rats, as
evaluated by an inhibitory avoidance test, may be related to cor-
tical TACE activity, since this parameter was reduced in prefrontal
cortices of 21-and 26-month-old rats while in hippocampus this
reduction was observed only in oldest rats (26-month-old rats).
In accordance, Anderson et al. [19] showed the involvement of
sAPPa levels in the cerebrospinal fluid (CSF) with better spatial
cognitive performance in aged rats. Our data support the idea that
decreases in cortical a-secretase (TACE)-mediated cleavage of APP,
anon-amyloidogenic pathway, may be partly involved in the aging-
related aversive memory decline.

In addition to its role on APP processing, TACE can regu-
late the inflammatory processes through TNF-a cleavage of its
membrane-bound form [43-45]. Interestingly several studies have
demonstrated that memory performance can be related to TNF-a,
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Fig. 7. Effects of aging and treadmill exercise on hippocampal TACE/BACE ratio in
both tested time points. (Panel A) 1h groups; 3 month-old SED and EXE (n=9);
21 month-old SED and EXE (n=7); 26 month-old SED and EXE (n=6). (Panel B)
18 h groups; 3 month-old SED (n=7) and EXE (n=9); 21 month-old SED and EXE
(n=5); 26 month-old SED and EXE (n=6). The columns represent the mean +SD;
two-way ANOVA followed by Tukey's test. #Values significantly different from 3-
and 21-month-old groups (p <0.05);.

however, these studies are contradictory. Fiore et al. [46] observed
that transgenic mice overexpressing TNF-a showed impaired
inhibitory avoidance performance. In contrast, it has been sug-
gested that TNF-a is essential for memory function in healthy aging,
since mice deficient for TNF-a under non-inflammatory conditions
have poor memory [47,48]. Our group did not show any correlation
between TNF-a and the aversive memory performance in healthy
aged rats [34]. Taken together, it is reasonable to speculate that
different mechanisms related to TNF-q, such as TACE activity, can
actually modulate the memory performance.

The amyloidogenic pathway represented by BACE activity was
alsoinvestigated. Although rodents are widely used as aging model,
little is known about the impact of healthy aging process on BACE
activity in rats. In the present work, it was observed an augmented
BACE activity in the oldest-old cortices (26-month-old); therefore,
we can propose that Wistar rats are good animal models for human
brain aging. In accordance, the BACE activity was increased in cortex
of aged rats compared to young ones (4-6 months) [49]. Moreover,
Fukomoto et al. [50] demonstrated a higher BACE activity in aged
cortices and cerebellum of human, monkey and Tg2576 transgenic
mice. Takahashi et al. [10] described increased AB1-42 levels in
brains of 26-month-old healthy rats. These findings can be related
to the higher cortical vulnerability to neurodegenerative disorders,
especially AD. An interesting result that emerges from this work
was related to TACE/BACE imbalance in favor of BACE activity in
aged brain, specifically hippocampus and cortex. These findings
may be implicated with age-related susceptibility to neurodegen-
erative disorders and could reflect a cellular environment that
facilitates AR peptide production and consequently brain senile
plaque formation. In addition, the aging-induced disruption of this
balance was structure-dependent, since an imbalance was found
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in cortices of 21-and 26- month-old rats while in the hippocampus
was observed only in oldest rats. Our findings can support pharma-
cological BACE inhibition as a potential neuroprotective strategy;
however, the efficacy profile might depend on brain structure and
age-tested.

Even that a higher BACE activity was found in aged cortices,
we cannot exclude other potential mechanisms involved in brain
aging, since BACE-independent pathways, such as cathepsins have
been described [51,52]. In addition, several processes can change
the total AR levels in brain regions, such as AP oligomerization,
deposition and clearance [50,53,54]|. Interestingly, a decreased
AP clearance has been suggested as a central mechanism in AD.
Mawuenyega et al.[55] showed that the production rates of AB1-40
and APB1-42 were similar between individuals with symptomatic
AD and age-matched cognitively normal controls while the AR
clearance rates were decreased in AD patients. Taken together,
it is possible to infer that reduced AP clearance can be linked to
neurodegeneration in AD while non-amyloidogenic and amyloido-
genic pathways, specifically of secretases, could be associated with
age-related susceptibility to neurodegenerative disorders.

An important finding that emerges from this work is that sec-
retase activities in prefrontal cortices can be modulated by the
circadian rhythm in aging process. It was observed a clear tem-
poral profile in the secretase activities in prefrontal cortices since
both BACE and TACE activities were changed only in the afternoon
period. On the other hand, hippocampal secretase activities were
altered in both tested time points. Therefore, it is possible specu-
late that distinct brain areas may respond differently to circadian
rhythm influence. Taken that melatonin is able to upregulate the
TACE enzyme [56] and melatonin is strongly decreased with age
[57] we can infer that decreased levels of melatonin are related to
lesser TACE activity in cortices of aged animals. It is possible to rec-

ognize that BACE activity was increased in cortices of oldest rats in
the afternoon period. Impaired rest-activity rhythms are found in
AD patients as well in experimental AD model mice [58-60]. Inter-
estingly, Blake et al. [61] using Drosophila model have showed that
increased BACE expression is able to impair rest-activity rhythms
especially in aged animals with a mechanism independent of AR
production. Our data obtained with brain rodent can be related
to disruption of circadian rest/activity rhythmicity present during
normal aging [62,63], giving insights and might open new avenues
for further studies regarding the modulation of secretase activities
by circadian rhythms in aging process. Besides, taken that BACE
inhibitors have been considered a promising target for AD treat-
ment [1,10], it is possible infer that the in vivo studies of BACE
inhibitors should observe times/time of day of administration. Our
results might propose that the appropriate time of day for BACE
inhibitors administration is afternoon in rodent models.

Another remarkable point for discussion is that our neuropro-
tective exercise protocol, daily running during two weeks, was
unable to modulate BACE and TACE activities in prefrontal cortices
and hippocampi of Wistar rats in both evaluated time points after
exercise. Consequently, neither transitory nor delayed effects of our
exercise protocol were observed in all tested ages. It was demon-
strated that this exercise protocol transiently improved aversive
memory performance in young adult and aged rats concomitantly
reduced hippocampal pro-inflammatory cytokines levels of aged
rats, while was able to increase anti-inflammatory cytokines in
young adult rats, showing a biochemical age-dependent profile
[34]. Besides, our group has suggested that exercise can impact dif-
ferent biochemical marks in an age-dependent manner, since lower
levels of histone H4 acetylation were transitorily reversed in hip-
pocampi of aged rats, without any effect in young ones [34]. Taken
together, we can suggest that exercise-induced improvements in
cognitive performance were independent of non-amyloidogenic
and amyloidogenic pathways, as well it is impossible to exclude
that different cellular mechanisms are involved.

Although we did not observe any transient or delayed effects of
this exercise protocol it is impossible to exclude that a long-term
exercise protocol could impact non-amyloidogenic and amyloido-
genic pathways. Recently Sinha et al. [49] reported that a long-term
dietary supplementation during 18 months with antioxidants,
a combination of N-acetylcysteine, a-lipoic and a-tocopherol,
reversed the age-related alterations in amyloid beta metabolism
in cortices of rats.

The aging process and the exercise protocol were unable to
alter the hippocampal APP protein levels. Our results are consis-
tent with those obtained by Solas [64] and Anderson et al. [19]
with 18- and 23-month-old rats, respectively. Although Sinha et al.
[49] described that both mRNA expression and protein levels of APP
were increased in the cortex of aged rats; Flood et al. [65] showed
that cortical APP mRNA levels remained unchanged during aging.
Additionally, a recent study showed that the hippocampal APP lev-
els of 4-month-old APP/PS1 mice were unaltered after ten weeks
of treadmill training [66].

In conclusion, our data suggest that the reduced cortical TACE
activity can be linked at least in part to aging-related aversive mem-
ory decline. In addition, the imbalance of non-amyloidogenic and
amyloidogenic pathways can contribute to hippocampal and cor-
tical susceptibility to neurodegenerative disorders. Furthermore,
neither transitory nor delayed effects of a daily moderate exercise
protocol during 2 weeks on non-amyloidogenic and amyloidogenic
pathways were observed.
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Abstract

Exosomes are extracellular vesicles related to both physiological and
pathological conditions. The aim of this study was to evaluate the aging process
and the exercise effects on circulating exosomes profile. Wistar rats of 3-, 21- and
26-month-old were divided into exercised and sedentary groups. The exercise
protocol consisted in a daily moderate treadmill exercise (20 min each day
during 2 weeks). Samples were collected 1 hour and 18 hours after the last
exercise session and circulating exosomes were obtained. CD63 levels and AChE
activity were evaluated as exosomes markers. In addition, the quantification of
reactive species content and SOD activity were performed, as well as A3 levels. It
was observed a decrease in CD63 levels and increases in the AChE activity and
reactive species levels in circulating exosomes of aged rats compared to young
ones. Delayed exercise effects were observed on peripheral exosomal, since
CD63, reactive species contents and AChE activity were altered 18 hours after
the last exercise. Our results suggest that the normal aging process can change
circulating exosomal profile. Exercise-induced alterations of peripheral

exosomes may be related to its beneficial effects in the aging process.

Keywords: circulating exosomes; aging; reactive species content; rats; treadmill

exercise; acetylcholinesterase activity.
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1. Introduction

Exosomes are small vesicles of endosomal origin released into
extracellular space via exocytosis under normal or pathological conditions
(Gupta & Pulliam 2014; Théry et al. 2009). Evidence suggests that exosomes may
be found in several tissues and body fluids including brain, peripheral blood,
urine and cerebrospinal fluid (CSF); in addition, they can carry several proteins,
nucleic acids and lipids (Gupta & Pulliam 2014; Bellingham et al. 2012)
Moreover, exosome membrane-specific proteins have been identified, for
example tetraspanins such as CD63 and CD81 (Schorey & Bhatnagar 2008).
Recently, studies have suggested that exosomes play an important role as
intercellular communication by delivering functional proteins, mRNA and
miRNAs among different cells (Bellingham et al. 2012; Lee et al. 2012). In this
context, increasing attention has been given to its ability to transfer toxic
proteins between cells, mutant copper-zinc superoxide dismutase (SOD1) in
amyotrophic lateral sclerosis (Chivet et al. 2012), AB peptide in Alzheimer
disease (AD) (Fiandaca et al. 2015) and several proteins related to tumor
progression (Alegre et al. 2016).

Although the exosomes have been linked to age-related pathological
conditions, such as neurodegenerative diseases (Fiandaca et al. 2015) and
Lehmann and colleagues (2008) showed increases in exosome release in
senescence model in vitro using human fibroblasts and prostate tumor cells, the
involvement of these vesicles in normal aging process has been rarely addressed.

Interestingly, the imbalance between the reactive species generation and

their removal by antioxidant defenses, including SOD activity, has been
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considered as central in both healthy aging and age-related diseases (Halliwell,
1992; Siqueira et al., 2005). Recently, Frohlich and colleagues (2014) showed an
exchange of potential molecules, which can resist oxidative stress, specifically
SOD and catalase, between oligodendrocytes and neurons through exosomes.
Even though it was recognized that circulating exosomes are able to produce
reactive species during pathological condition, specifically septic shock (Azevedo
et al. 2007; Janiszewski et al. 2004), much remains unknown regarding the
impact of aging process on exosomal reactive species and antioxidant enzymes.

The wuse of exosomes for prognostic and/or diagnostic in
neurodegenerative diseases has been proposed. Fiandaca and colleagues (2015)
suggested that AP levels in circulating exosomes are a potential biomarker of
disease progression, since increased Af levels were detected in both preclinical
and symptomatic AD patients with higher levels in symptomatic patients. Yet
higher Af levels have been described in both brain (Knopman et al. 2003; Price
et al. 2009) and plasma in normal aging process (Zou et al. 2010); to our
knowledge, there are no reports evaluating the Af3 levels in circulating exosomes
in different developmental stages.

A marked decrease of central cholinergic system, including AChE activity
alterations, seems to have a central role in neurodegenerative processes and
cognitive dysfunction in healthy aging process (Weinreb et al. 2015).
Considering that Haider and colleagues (2014) observed a reduction in serum
and brain AChE levels in aged rats, it is possible to suppose that aging process
per se is able to alter serum-derived exosomal AChE levels. Since works have
considered acetylcholinesterase (AChE) as a typical exosome enzyme (Perez-

Gonzalez et al. 2012), its potential use as exosome biomarker must be tested in
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aging conditions.

Evidences have demonstrated the beneficial effects of regular physical
activity including in advanced age. Exercise is associated with increased
longevity (Franco et al. 2015) and reduced risks of age-related diseases, such as
cardiovascular diseases (Swift et al. 2013), cognitive impairment (Churchill et al.
2002) and AD (Lin et al. 2015). Friithbeis and colleagues (2015) observed an
increased release of small extracellular vesicles into the circulation immediately
after acute exercise in physically active healthy men. Despite these findings, to
our knowledge, there are no reports evaluating the exercise impact on
circulating exosomal profile in aging process. Although it is widely recognized
that regular exercise improves age-related oxidative stress in several organs and
tissues (Hammeren et al. 1992; Radak et al. 2001), there is a lack of studies
reporting the relationship between exosomal oxidative status and exercise
effects during aging process.

Our working hypothesis was that the aging process and exercise could
alter circulating exosome profile. Therefore, the aim of this work was to evaluate
transitory and delayed exercise effects, on serum exosome quantification
through the CD63 and AChE activity in 3-, 21- and 26-month-old Wistar rats.
Additionally, we also investigated the impact of aging process and exercise on
exosomal oxidative status, such as reactive species levels and SOD activity, as

well as the Af3 content.

2.Methods

2.1 Animals
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Male Wistar rats of different ages, 3-month-old, 21-month-old and 26-
month-old were used (n= 4-6). The choice of age groups was based on some
previous works performed by our group demonstrating that this exercise
protocol can modulate inflammatory, epigenetic and oxidative parameters in
brain areas of young adult (3-month-old) and aged (20-21-month-old) rats
(Cechetti et al. 2008; Elsner et al. 2013; Lovatel et al. 2013; Spindler et al., 2014).
Additionally, the oldest-old age was chosen based on results describing
increased Af31-42 levels in brains of 26-month-old healthy rats (Takahashi et al.,
2010). The animals were provided by the Centro de Reproducao Animal de
Laboratério (CREAL) and maintained under standard conditions (12-h
light/dark, 22 + 2 2C) with food and water ad libitum. The Local Ethics
Committee (CEUA - Comissdo de Etica no Uso de Animais - UFRGS; nr.23464)

approved all animal procedures and experimental conditions.

2.2 Treadmill exercise

The animals were divided in sedentary (SED) or exercised groups (EXE).
Exercise training consisted of running sessions on a motorized rodent treadmill
(AVS Projetos, Sao Paulo, Brazil) using a moderate daily treadmill protocol (20
min running session each day for 2 weeks). All animals ran at 60% of their
maximal oxygen uptake (VO2), which was measured indirectly prior to training
(Elsner et al. 2013; Lovatel et al. 2013). Previously, we demonstrated the
neuroprotective effects of our treadmill exercise protocol (20 min/day during
2 weeks) since it is able to reduce in vitro ischemic damage in hippocampal slices
of Wistar rats (Scopel et al. 2006). Moreover, recently, it was described

neuroprotective effects of this exercise protocol in aversive memory


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1074742712000779#200024433
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performance and biochemical parameters in cerebral areas of Wistar rats (Elsner
et al. 2013; Lovatel et al. 2013; Spindler et al., 2014). Animals in the SED group
were daily placed on the treadmill for 5 min without any stimulus to run. Gentle
tapping on their back encouraged animals that initially refused to run. Neither
electric shock nor physical prodding was used in this study, and the treadmill

exercise was performed between 2:00 and 5:00 PM.

2.3 Sample preparation

In order to verify the transitory and delayed exercise effects, rats were
decapitated 1 and 18 hours after the last training session of treadmill exercise. It
is important to cite that 1 h groups correspond to afternoon while 18 h ones
correspond to early morning (Fig. 1). The trunk blood was collected, centrifuged
(10.000 rpm) at room temperature for 10 min and the serum resultant was

stored at -80 °C.

2.4 Circulating exosomes isolation

The exosomes isolation was performed using a commercial kit based on
vesicles precipitation (miRCURY™ Exosome Isolation Kit, Exiqon, Denmark)
following the manufacturer’s instructions. Firstly, 0.6 mL serum was centrifuged
for 5 min at 10.000 g to remove cell debris and the supernatant was transferred
into a new vial. In the new vial, it was added 200 pL of precipitation buffer,
mixed by vortexing and incubated for 60 minutes at 4°C. After the incubation,
the sample was centrifuged for 30 min at 1.500 g at room temperature and the
supernatant was completely discarded. The resultant exosome pellet was
resuspended in 270 pL of resuspension buffer using a vortex shaker for 5 to 15

min at room temperature and then stored at -20°C. The size of serum-derived
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nanoparticles was assessed using Nanosight nanoparticle characterization
system LM10-HS (Nanosight Ltd., Amesbury, UK). NTA software indicated that

the sizes of nanoparticles ranged from 90 to 300 nm.

2.5 CD63 levels

The specificity of our isolation procedure was characterized at the protein
level by the presence of CD63, a membrane protein for exosomes. The CD63
levels were measured using a specific kit (ExoELISA kit, System Biosciences)
following the manufacturer’s instructions. In a 96-well plate, 50 pl of prepared
protein standards or exosome sample were added and incubated overnight at
42(C. After incubation, 50 pl of the specific primary antibody CD63 was added and
incubate at room temperature for 1 hour followed by incubation with secondary
antibody. Finally, 50 pl of Super-sensitive TMB ELISA substrate was added and
the absorbance was read at 450 nm. The CD63 levels were calculated by
comparison to the standard curve per mg of total protein and expressed as
percentage of control, where young adult SED group was taken as 100%.
2.6 Acetylcholinesterase (AChE) activity

The AChE activity was evaluated in exosomes samples by slight
modifications in the colorimetric method described by Ellman and colleagues
(1961) using acetylthiocholine iodide (Sigma, USA) as a substrate. The
hydrolysis rate of acetylthiocholine iodide is measured at 412 nm through the
release of the thiol compound that reacts with 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoic
acid) DTNB producing the color-forming compound TNB. The AChE activity was

normalized for total protein content.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091305703001138#BIB19
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2.7 Reactive species levels

Reactive species levels were quantify using 2'7'-dichlorofluorescein
diacetate (DCFH-DA) as a probe (LeBel et al. 1992). In a 96-well plate, 15 ul of
exosomes solution were incubated with DCFH-DA (100 mM) at 37 °C for 30 min.
The oxidized fluorescent derivative (DCF) formation was monitored at excitation
(488nm) and emission (525) wavelengths using fluorescence
spectrophotometer. All procedures were performed in the dark, while the blanks
containing DCFH-DA (no exosomes) were processed for auto fluorescence
measurement (dos Santos Moysés et al. 2014). Reactive species content was

measured using a DCF standard curve and normalized for total protein.

2.8 Superoxide dismutase (SOD) activity

The superoxide dismutase activity was evaluated in exosomes sample
using a specific kit following the manufacturer’s instructions (RANSOD Kkit,
Randox Labs, USA). This method employs xanthine and xanthine oxidase to
generate superoxide anion radical that reacts with 2-(4-iodophenyl)-3-(4-
nitrophenol)-5 phenyltetrazolium chloride (I.N.T.) to form a red formazan dye,
which is measured at 37 °C using a spectrophotometer reader (505 nm). The
inhibition of chromogen production is proportional to the enzyme activity in the

sample. The units of SOD activity were normalized for total protein.

2.9 AB1-42 peptide levels
The AB1-42 peptide levels were measured using a specific kit (Sensolyte
ELISA kit- AnaSpec, Fremont, CA) following the manufacturer’s instructions. In a

96-well plate, 100 pl of diluted standards or serum-derived exosome sample and
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50 pl of the diluted detection antibody solution were added, the plate was
incubated overnight at 4 °C. After incubation, 100 pl of TMB Color Substrate
Solution was added in each well followed by addition of 50 pl of the Stop
Solution. The plate was read at 450 nm using a microplate absorbance reader.
APB1-a2 peptide levels were quantified using a standard curve and normalized for

total protein.

2.10 Total protein quantification
The total protein content of circulating exosomes was measured by the
Coomassie blue method using bovine serum albumin as standard (Bradford,

1976).

2.11 Statistical analysis

The results were expressed as percentage of control (mean + SD), where
young adult SED group was taken as 100%. Data were analyzed using two-way
analysis of variance (ANOVA) with age and exercise as factors followed by Tukey
post hoc test when appropriate. The accepted level of significance was p<0.05 in

all tests.

3. Results

The ability of exosome isolation by commercial kit based on vesicles
precipitation was determined using CD63 levels, a typical exosomal marker.
Two-way ANOVA showed an age effect on CD63 levels (F(235=11.788; p<0.001)
since this parameter was decreased in 21- and 26-month-old rats compared to

young adult groups in the afternoon (Fig. 2A, Tukey’s post hoc, p<0.05). In
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addition, this age-dependent response disappeared in the early morning (Fig. 2B,
18h groups; two-way ANOVA, F(2,33)=0.741; p=0.486). It is important to consider
that samples were obtained 1 and 18 hours after the last training session of
treadmill exercise to verify the transitory and delayed exercise effects,
respectively; they were obtained at afternoon and early morning period. A
delayed exercise effect was observed on CD63 levels, since this exosomal mark
was almost 15% greater in exercised rats (Fig. 2B; two-way ANOVA,
F(1,33)=4.292; p=0.048).

There were increased exosomal AChE activities in both aged groups, 21-
and 26-months-old rats, compared to young adult ones (Fig.3A and Fig.3B,
respectively, F(230=3.661; p=0.040; F227)=4.420; p=0.024; two-way ANOVA).
Furthermore, two-way ANOVA showed an exercise effect (Fig. 3B; F(1,277=10.659,
p=0.004) as well as an interaction between age and exercise factors
(F227)=5.245, p=0.014), since exercise was able to reverse the increase AChE
activity in aged rats 18 hours after the last session indicating a delayed exercise
effect (Fig. 3B).

A significant effect of age on reactive species levels from circulating
exosomes (Fig.4A and Fig.4B) was observed in both time of day (two-way
ANOVA, F2,26)=10.371; p=0.001 and F(2,32=22.889, p<0.001, respectively, 1h and
18 h groups). Aged animals (21- and 26-month-old) showed higher reactive
species levels compared to young adult ones (Tukey post hoc, p<0.05). In
addition, there was a delayed exercise effect on exosomal DCF levels (two-way
ANOVA, F(1,32=16.470, p<0.001), given that our exercise protocol was able to
decrease reactive species levels 18 hours after the last session at all ages (Tukey

post hoc, p<0.05; Fig.4B).
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There was an age effect in the exosomal SOD activity (two-way ANOVA,
F(2,29)=8.948; p=0.001), because it was observed a lower activity in the oldest-old
(26-month-old) rats compared to 3 month-old ones (Fig.5B). However, there
were no differences on exosomal SOD activity in 1 hour groups (F33)=1.491;
p=0.224, Fig.5A).

Additionally, the AB1-42 peptide levels remained unchanged in all groups
evaluated (two-way ANOVA; Fig. 6A, F31=2.072; p=1.01 and Fig. 6B,

Fis31=1.727; p=1.6).

4. Discussion

The current study adds evidence for the role of exosomes in the aging
process. To our knowledge, this is the first study describing the aging process
impact and exercise effects on circulating exosomes. Interesting findings
regarding peripheral exosome markers, such as CD63 levels and AChE activity
were here demonstrated in aged samples, therefore, it is possible to suggest that
the aging process alters the circulating exosomes profile.

A clear temporal profile was observed in CD63 content, since aged groups
have decreased exosomal CD63 levels compared to young adult rats only in the
afternoon period. This result can be related to failure of cellular waste disposal
processes in healthy aging (Terman & Brunk 2004) taken that exosomes seem be
involved in the waste removal (Johnstone et al. 1991). Although the exosomes
isolation has been performed using a significantly reproducible method based on
vesicles precipitation and the Nanosight™ technology was used to characterize
these vesicles, it is impossible to exclude that other particles, such as

chylomicrons that share the same size range (75-1200 nm), are present in
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isolated exosome sample. However, the quantification of CD63, a specific
exosome marker, was performed.

Considering that substantial evidence has demonstrated an intrinsic
ability of the exosomes to cross the blood-brain barrier (BBB) (Lakhal & Wood,
2011; Skog et al., 2008), it is reasonable to suppose that neural secreted exosome
can carry the central AChE to the blood. In addition, the increased circulating
exosomal AChE activity here observed may reflect its central nervous system
(CNS) loss in aged animals, since a decreased age-related cholinergic system
function it has been described in distinct brain areas (Haider et al. 2014; Stein et
al. 2015; Ypsilanti et al. 2008). Besides, our result indicates that this enzyme is
not adequate to quantify exosomes in the aging process.

In this study, for the first time, it was observed an increased reactive
species levels in circulating exosomes of 21- and 26-month old rats compared to
young adult ones. At this moment, it is impossible to affirm if reactive species are
generated as an intrinsic production, since studies using platelet-derived
exosomes from septic shock patients suggested a reactive species generation by
NADPH oxidase and nitric oxide synthase enzymes (Azevedo et al. 2007; Gambim
et al. 2007; Janiszewski et al. 2004). In addition, exosomes can travel substantial
distances; consequently, high reactive species content in circulating exosomes
could reflect its tissue levels. Yet, as described above, exosomes are able to pass
by the BBB from CNS to blood and vice versa (Lakhal & Wood, 2011; Skog et al,,
2008), therefore, we can suppose that higher reactive species levels observed in
circulating exosomes from aged rats can contribute to the central oxidative

stress. In addition, taken that other microparticles, such as chylomicrons, could
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be isolated with exosomes, we can not exclude the involvement of oxidative
modification of chylomicrons in DCF levels observed in aged groups.

As observed in CD63 levels, the impact of aging on exosomal SOD activity
has a clear temporal profile, because aged rats had lesser activities compared to
young adult ones in the afternoon period. Once SOD may scavenge superoxide
radicals (Halliwell 1975; Liu et al. 1993) and exosome was related to an
exchange of SOD between different cells (Frohlich et al. 2013) our result
supports the idea that lesser protective molecules exchange contributes to an
impaired cellular oxidative status in older tissues.

Although it has been suggested A levels in circulating exosomes as a
potential AD progression biomarker, this was the first work evaluating
peripheral exosomal Af levels in the healthy aging process. An interesting idea
regarding exosomal A in different biological compartments can be proposed,
since aged monkeys showed a decreased CSF exosomes Af levels associated to
its accumulation in brain tissue (Yuyama et al. 2015), while in the present work
there were no changes on circulating exosomal AB content. Therefore, we
suggest that this work was unable to validate peripheral exosome A3 as a good
marker of aging.

It is important to cite that the moderate exercise protocol was able to
increase CD63 levels at all ages evaluated 18 hours after the last session,
representing a delayed exercise effect. Therefore, we can suggest that treadmill
exercise increases the exosomal release into the circulation since CD63 is a
specific exosome-associated protein. Corroborating our result, Frithbeis and

colleagues (2015) demonstrated that acute exercise stimulates an increased
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release of small extracellular vesicles into the circulation in physically active
healthy men.

The link between exercise practice and oxidative status has been widely
documented (Fraile-Bermudez et al. 2015; Hammeren et al. 1992; Radak et al.
2001). Here, it was investigated the moderate daily exercise effects on
circulating exosomes specifically reactive species content in different
developmental stages. Exercise-induced decreased exosomal reactive species
content was observed in all tested ages. Taken that moderate treadmill exercise
did not alter SOD activity, an antioxidant enzyme, it is possible to infer that these
declines are related to a reduced reactive species generation instead of altering
the exosomal antioxidant system.

Given that the exosomes have a capacity to cross biological barriers, a
lesser reactive species content observed in circulating exosomes might reflect
the effect induced by exercise on reactive species tissular production. In this
context, if peripheral-derived reactive species can be transferred to CNS by the
exosomes, we can speculate that neuroprotective effects of our exercise protocol
(Elsner et al. 2013; Lovatel et al., 2013) could be associated at least in part with
its impact on reactive species levels observed in circulating exosomes.

Several works demonstrating the exercise effects on cardiometabolic
variables in patients with Type 2 diabetes have been published. Jansen and
colleagues (2013) in an elegant study using a diabetes cellular model
demonstrated that an increased reactive species in extracellular vesicles (100 -
1000 nm), including exosomes, is involved in the pathophysiology of

cardiovascular complications, specifically atherosclerotic lesions. Therefore, it is
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possible to infer that the impact of exercise on reactive species in extracellular
vesicles can be related to its protective effect in Type 2 diabetes.

Since exosomes are considered as mediators of intercellular
communication, regulating cell signaling, it is possible to suggest that the
exercise-induced changes on exosome profile can be responsible for its wide
range of beneficial effects on the body, specially, preventing or treating oxidative
stress-related diseases (Fraile-Bermudez et al. 2015; Hammeren et al. 1992;
Radak et al. 2001). An interesting finding that emerges from this work is the
exercise protocol ability to decrease exosomal AChE activity in aged rats.
Accumulating evidences have demonstrated that the use of AChE inhibitors
(AChEIs) as a therapeutic strategy can improve cognition in neurodegenerative
disorders, such as AD (Samadi et al. 2012; Yang et al. 2015). In this context, we
can suggest a beneficial treadmill exercise cognitive effects can be at least in part
related to its impact on exosomal AChE activity. Accordantly, other studies have
demonstrated that exercise training can reduce hippocampal and cortical AChE

activities impacting on cognitive functions (Jolitha et al. 2009; Kim & Kim, 2013).

5. Conclusion

In this study, we provide evidence that the healthy aging process and
treadmill exercise can modify the exosomal profile. An important finding that
emerges of this work is a disruption on circulating exosomes, evaluated by CD63
levels, in aged rats. Besides, increased reactive species levels were found in
extracellular vesicles from aged rats, which can contribute to the age-related
oxidative status. Moreover, the exercise can impact on peripheral exosomal

content decreasing both reactive species levels and AChE activity which can be
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related to its protective effects including in normal aging. Interestingly, the data
here obtained contribute to understand and provide exciting lines of

investigation of the exosomes role on healthy aging process and exercise effects.
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Figure Legends

Figure 1. Timeline of exercise protocol and sample collection. Animals were
subjected to a treadmill exercise protocol 20 min/day during 14 days and
samples were obtained 1 hour (afternoon) and 18 hours (morning) after the last

exercise session.

Figure 2. Aging and exercise effects on CD63 levels in circulating exosomes from
3-, 21- and 26- month-old Wistar rats. The columns represent the mean + SD (%
of control). Two-way ANOVA followed by Tukey’s test. (A) 1 h groups, #Values
significantly different from 3-month-old groups; (B) 18 h groups, *Values

significantly different from its respective sedentary.

Figure 3. Aging and exercise effects on AChE activity in circulating exosomes
from 3-, 21- and 26-month-old Wistar rats. The columns represent the mean *
SD (% of control). Two-way ANOVA followed by Tukey’s test. (A) 1 h groups,

#Values significantly different from 3-month-old groups; (B) 18 h groups, #Values
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significantly different from 3 month-old groups; *Values significantly different

from its respective sedentary.

Figure 4. Aging and exercise effects on reactive species levels in circulating
exosomes from 3-, 21- and 26-month-old Wistar rats. The columns represent the
mean * SD (% of control). Two-way ANOVA followed by Tukey’s test. (A) 1 h
groups, #Values significantly different from 3-month-old groups; (B) 18 h groups,
#Values significantly different from 3-month-old groups; *Values significantly

different from its respective sedentary.

Figure 5. Aging and exercise effects on SOD activity in circulating exosomes from
3-, 21- and 26- month-old Wistar rats. The columns represent the mean + SD (%
of control). Two-way ANOVA followed by Tukey’s test. (A) 1 h groups; (B) 18 h

groups #Values significantly different from 3-month-old groups.

Figure 6. Aging and exercise effects on AB1-42 levels in circulating exosomes from
3-, 21- and 26- month-old Wistar rats. The columns represent the mean * SD (%
of control). Two-way ANOVA followed by Tukey’s test. (A) 1 h groups; (B) 18 h

groups.
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Figure 3.
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Figure 4.
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Figure 5.

SED
m EXE

140 -

5A

120 -

100 -
8

6

4

(fou02 jo %)
urajoud yo 3w /() A0S

21 months 26 months

3 months

SED
B EXE

120 -

5B

100 -

(1o.3u02 jo %)
urajoud jo 3w /() A0S

21 months 26 months

3 months




96

Figure 6.
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6. Discussao
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Os resultados encontrados neste trabalho sugerem um envolvimento das
vias amiloidogénica e ndo-amiloidogénica, representadas pela atividade das
enzimas BACE e TACE, respectivamente, durante o envelhecimento cerebral.
Além disso, foram observados resultados interessantes relacionados ao processo
de envelhecimento e do exercicio fisico sobre o conteudo e perfil de exossomos
circulantes.

Neste contexto, um resultado relevante observado neste trabalho foi a
diminui¢ao da atividade da TACE (ADAM17) em cértex pré-frontal e hipocampo
de ratos envelhecidos. Corroborando estes resultados, niveis reduzidos de APPq,
um produto derivado da clivagem da APP pela TACE, foram observados em LCR
de ratos de 23 meses de idade (Anderson et al,, 1999). E importante mencionar
que diferentes fun¢gdes como neuroprotecao, neurotrofismo e neurogénese ja
foram atribuidas ao APPa. Desta forma, uma reduc¢do na atividade da TACE e,
consequente reducdo nos niveis de APPq, no cértex pré-frontal e hipocampo de
ratos envelhecidos poderiam contribuir para o aumento da suscetibilidade
destas estruturas aos danos relacionados a doengas neurodegenerativas. Além
disso, individuos com DA apresentam niveis reduzidos de sAPPa em LCR
sugerindo uma possivel redugdo na atividade da enzima TACE (Pietri et al., 2013;
Sennvik et al.,, 2000). Nosso trabalho apresentou resultados inéditos sobre o
envolvimento da TACE encefalica no processo de envelhecimento fisiolégico.

Uma vez que alteracdes na maquinaria do processamento da APP
parecem estar fortemente relacionadas aos déficits de memoria observados na
DA, os animais jovens e envelhecidos foram submetidos ao teste da esquiva
inibitéria para avaliacdo da memdria aversiva. Os resultados obtidos a partir

deste teste indicam que os animais de 21 e 26 meses de idade apresentam um
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déficit consideravel na memoéria aversiva quando comparados aos animais
adultos jovens. Portanto, podemos sugerir que o prejuizo de memoria observado
nos animais envelhecidos pode estar relacionado a diminuicdo na atividade
cortical da TACE também observada em animais de 21 e 26 meses de idade.
Dados da literatura corroboram nossos resultados, Bour e colegas (2004)
demonstraram que o APPa é capaz de potencializar a memdria espacial em
camundongos assim como melhorar a potencializacdo de longo prazo (LTP) em
fatias hipocampais de ratos (Taylor et al, 2008) sugerindo um forte
envolvimento deste fragmento na memoria.

Além de participar do processamento da APP, a TACE pode regular,
parcialmente, os processos inflamatorios através da capacidade de clivar a forma
do fator de necrose tumoral-a (TNF-a) ligada @ membrana (Black et al., 1997). E
importante mencionar que varios estudos demonstram uma relacdo entre a o
desempenho nos testes de memodria e os niveis de TNF-a; no entanto, os
resultados obtidos sdo controversos. Fiore e colegas (1996) observaram um
prejuizo no teste da esquiva inibitdria realizado em camundongos transgénicos
que superexpressam TNF-a. Por outro lado, alguns estudos sugerem um papel
essencial do TNF-a nos processos de memoria, uma vez que camundongos
deficientes desta citocina, sob condi¢des ndo inflamatorias, apresentam prejuizos
no desempenho em testes de memoria (Baune et al., 2008b). Ainda, um trabalho
realizado pelo nosso grupo de pesquisa, utilizando ratos Wistar de 21 meses de
idade, nao observou correlagdo entre os niveis de TNF-a e o desempenho dos
animais no teste da esquiva inibitéria (Lovatel et al., 2013). Portanto, é possivel

especular que diferentes mecanismos relacionados ao TNF-a, como a atividade
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da TACE, podem exercer efeitos modulatérios no desempenho em testes de
memoria.

A atividade da BACE, um indice de atividade da via amiloidogénica,
também foi investigada neste trabalho. Embora os roedores sejam amplamente
utilizados como modelos de envelhecimento, poucos estudos avaliam o impacto
do processo de envelhecimento fisiolégico sobre a atividade da BACE em
estruturas cerebrais de ratos. Neste estudo foi observado um aumento da
atividade da BACE em cértex pré-frontal de ratos de 26 meses de idade,
portanto, podemos inferir que ratos Wistar sdo bons modelos para o estudo do
envelhecimento cerebral. Em acordo, um estudo conduzido por Sinha e
colaboradores (2016) demonstrou um aumento na atividade da BACE
acompanhado por um aumento no conteudo de ABf1-42 em cortex cerebral de
animais de 22-24 meses de idade. Além disso, Fukomoto e colegas (2004)
observaram niveis elevados de atividade da BACE em cortex e cerebelo de
humanos e macacos envelhecidos assim como em camundongos transgénicos
Tg2576. Adicionalmente, niveis elevados de AB1-42 ja foram descritos em ratos
saudaveis de 26 meses de idade (Takahashi et al, 2010). Em conjunto, os
resultados acima descritos sugerem um aumento da vulnerabilidade das
estruturas  cerebrais, principalmente do  coOrtex, aos  processos
neurodegenerativos assim como ao desenvolvimento de doen¢as como a doeng¢a
de Alzheimer.

Considerando que um aumento da atividade da BACE foi observado
somente no cortex pré-frontal de animais envelhecidos, ndo se pode excluir a
hipétese de que outros mecanismos possam estar envolvidos no envelhecimento

hipocampal, uma vez que vias independentes da atividade da BACE como as
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catepsinas ja foram descritas (Hook et al., 2008). Além disso, os niveis totais de
AB em diferentes regides cerebrais podem ser alterados por diversos processos,
como oligomeriza¢do, deposicio e remocio (Fukomoto et al, 2004). E
importante destacar que um prejuizo na remoc¢do do peptideo pode ser um
mecanismo central no desenvolvimento da DA. Neste contexto, Mawuenyega e
colegas (2010) observaram que as taxas de produc¢ao do AB1-40 e AB1-42 foram
similares entre individuos com DA sintomatica e individuos envelhecidos
saudaveis, enquanto que menores taxas de remocdo do A foram observadas em
pacientes com DA. Desta forma, é possivel inferir que uma redugdo na remoc¢ao
do AP pode estar diretamente relacionada a fisiopatologia da DA enquanto que
as vias amiloidogénicas e ndo-amiloidogénicas, especificamente, a atividade das
secretases parecem estar associadas ao aumento da suscetibilidade a doencgas
neurodegenerativas na idade avangada.

Ainda, embora os déficits de memoria tenham sido observados nos
animais envelhecidos, niveis elevados de atividade da BACE foram observados
somente nos animais de 26 meses de idade. Portanto, é possivel sugerir que o
prejuizo cognitivo esta mais relacionado as alteracbes na maquinaria do
processamento da APP do que aos niveis do peptideo Af. Além disso, a relacao
entre niveis de peptideo AB e desempenho em testes de memoria tem
demonstrado resultados controversos. Diferentes trabalhos observaram que o
AP pode levar tanto a melhora quanto ao déficit cognitivo, dependendo da sua
forma e concentracdao (Lesné et al., 2006; Oh et al., 2011; Mura et al, 2012;
Morley & Farr, 2014). Ainda, em um estudo de imagem in vivo, nenhuma
correlacdo entre desempenho cognitivo e niveis cerebrais de peptideo amiloide

foi observada (Aizenstein et al., 2008).
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Um resultado interessante oriundo deste trabalho é relacionado ao
desequilibrio da razao TACE/BACE em favor da atividade da BACE em cérebros
envelhecidos, especificamente em hipocampo e coértex pré-frontal. Estes
resultados podem estar relacionados ao aumento na suscetibilidade a doengas
neurodegenerativas e podem induzir um ambiente celular que facilite a
producio do peptideo AP e a consequente formacio de placas senis. E
importante destacar que a perda da homeostase entre as vias amiloidogénica e
ndo-amiloidogénicas induzida pelo envelhecimento foi dependente da estrutura
uma vez que o desequilibrio na atividade das enzimas, em favor da BACE, foi
observado em cortex de animais de 21 e 26 meses enquanto que no hipocampo
foi observado apenas nos animais mais velhos. Portanto, nossos resultados
apoiam a estratégia farmacoldgica neuroprotetora de inibicdo da atividade da
BACE, no entanto, cabe ressaltar que a eficicia desta estratégia pode variar
conforme a estrutura e a idade testadas.

0 envelhecimento nao foi capaz de alterar o conteddo hipocampal da APP.
Nossos resultados corroboram aqueles obtidos por Anderson (1999) utilizando
animais de 23 meses de idade, em que nao foram observadas alteracdes no
contetido de APP. Além disso, Flood e colaboradores (1997) demonstraram que
niveis corticais de mRNA da APP permaneceram inalterados durante o
envelhecimento.

Trabalhos recentes sugerem a quantificagio de niveis de AB em
exossomos circulantes como biomarcadores para avaliar a progressao da DA
(Fiandaca et al., 2015), no entanto, ao nosso conhecimento, este foi o primeiro
trabalho avaliando os niveis de A} em exossomos periféricos durante o processo

de envelhecimento fisiologico. A partir dos resultados obtidos podemos inferir
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que existe uma distribuicdo distinta do AB em diferentes compartimentos
bioldgicos. Yuyama e colegas (2015) demonstraram uma diminui¢ao nos niveis
exossomais de AP no LCR associado ao seu acimulo em tecidos cerebrais de
macacos envelhecidos por outro lado, nossos resultados ndo demonstraram
nenhuma alteracdo nos niveis do peptideo em exossomos circulantes de ratos
envelhecidos. Portanto, é possivel sugerir que o contetido exossomal periférico
de AP ndo seja um bom marcador de envelhecimento em ratos. Ainda, uma vez
que os niveis de Af exossomais permaneceram inalterados em todas as idades
avaliadas neste estudo é possivel sugerir que o aumento da atividade da enzima
BACE observado no cortex dos animais de 26 meses de idade ndo foi capaz de
impactar nos niveis periféricos deste peptideo. E importante destacar que um
dos objetivos deste estudo foi avaliar o conteiddo de A em exossomos
circulantes em animais jovens e envelhecidos saudaveis, no entanto, nao
podemos excluir uma relacdo entre alteracoes na atividade central da enzima
BACE e o contetido de A periférico na DA.

No presente trabalho foram encontrados resultados interessantes sobre
os marcadores de exossomos como a proteina de membrana CD63 e a atividade
da AChE. E importante ressaltar que embora o isolamento dos exossomos tenha
sido realizado utilizando um método significativamente reproduzivel baseado na
precipitacdo de vesiculas além de utilizar o NTA para sua carcaterizacao é
impossivel excluir que outras particulas como os quilomicrons (75-1200 nm)
possam estar presentes na amostra. No entanto, a quantificagdo do CD63, uma
proteina de membrane especifica de exossomos, foi realizada.

0 processo de envelhecimento foi capaz de alterar o perfil de exossomos

circulantes aumentando a atividade exosomal da AChE e diminuindo os niveis de
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CD63. A diminuicdo do CD63 observada neste trabalho sugere uma possivel
reducdo no conteido de exossomos em animais envelhecidos

Entre as diferentes teorias descritas relacionadas ao processo de
envelhecimento a incapacidade do organismo de remover materiais indesejados
levando ao acimulo de proteinas e outros residuos prejudiciais ao organismo
tém recebido grande atengdo. Visto que os exossomos inicialmente foram
associados a funcdo de “limpeza” ou “remocao” de materiais indesejados, uma
diminui¢do no seu conteido durante o envelhecimento poderia prejudicar o
sistema de remocao destes materiais levando ao seu acimulo e consequente
toxicidade (Johnstone et al., 1991; Terman & Brunk, 2004). Adicionalmente, uma
diminui¢do na atividade exossomal da AChE foi observada em animais
envelhecidos. Varias evidéncias demonstram que o sistema colinérgico esta
prejudicado durante o processo de envelhecimento em diversas regioes
cerebrais (Haider et al, 2014; Stein et al, 2015; Ypsilanti et al, 2008).
Considerando a habilidade intrinseca dos exossomos em atravessar a BHE
(Kanninen et al, 2015; Lakhal & Wood, 2011; Skog et al., 2008) é possivel
especular que exossomos neurais poderiam carrear a AChE e outros
componentes do sistema colinérgico do SNC para o sangue periférico. Portanto, o
aumento da atividade da AChE observado poderia refletir as alteracoes do
sistema colinérgico central relacionadas ao envelhecimento. Ainda, este
resultado indica que a atividade da AChE ndao é uma medida adequada para
quantificar contetildo de exossomos em animais envelhecidos.

Embora diversas evidéncias demonstrem um importante papel do
estresse oxidativo durante o processo de envelhecimento (Cadenas & Davies,

2000; Finkel & Holbrook, 2000), ao nosso conhecimento nao existem trabalhos
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investigando a relacdo entre estresse oxidativo e exossomos no envelhecimento
fisiologico. Neste estudo, foi observado um aumento nos niveis de espécies
reativas em exossomos circulantes de ratos de 21 e 26 meses de idade
comparados aos animais adultos jovens. Até o momento, nao é possivel afirmar
se as espécies reativas exossomais sao geradas intrinsicamente. Alguns autores
demonstraram uma producdo intrinseca de espécies reativas geradas através
das enzimas NADPH oxidase e 6xido nitrico sintase, em exossomos derivados de
plaquetas de pacientes diagnosticados com choque séptico (Azevedo et al., 2007;
Gambim et al, 2007; Janiszewski et al, 2004). Ainda, considerando que os
exossomos possuem a capacidade de percorrer longas distancias, altos niveis de
radicais livres em exossomos circulantes poderiam refletir os niveis teciduais
destas espécies. Devido a habilidade dos exossomos em atravessar a BHE do SNC
para o sangue e vice-versa (Kanninen et al., 2015; Lakhal & Wood, 2011; Skog et
al,, 2008), é possivel sugerir que altos niveis de espécies reativas observadas em
exossomos circulantes de ratos envelhecidos contribuam para o aumento do
estresse oxidativo central.

E interessante destacar que uma diminuicio da atividade exossomal da
SOD em animais de 26 meses de idade comparada aos animais adultos jovens foi
observada. A atividade antioxidante da SOD como sequestradora do radical
superoxido ja estd bem descrita na literatura (Halliwell, 1975; Liu & Mori, 1993).
Recentemente um estudo realizado por Frohlich e colegas (2014) demonstrou
que os exossomos sdo capazes de transportar/transferir as enzimas SOD e CAT

entre oligodendrocitos e neurdnios. Portanto, podemos sugerir que uma

diminuicao na troca de SOD entre diferentes células promovida pelos exossomos
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em animais de 26 meses poderia contribuir para o prejuizo oxidativo observado
em diferentes tecidos durante o envelhecimento.

Outro resultado observado neste trabalho foi a influéncia do periodo do
dia em que os animais foram eutanasiados, 1 hora (periodo da tarde) e 18 horas
(cedo da manha), apds a ultima sessdao de exercicio sobre os parametros
bioquimicos. Os tempos de coleta das amostras foram escolhidos baseados em
resultados prévios do nosso grupo de pesquisa os quais demonstraram efeitos
transitérios (1 hora) e tardios (18 horas) do protocolo de exercicio em diferentes
estruturas cerebrais de ratos adultos jovens e envelhecidos (Elsner et al., 2011;
2013; Lovatel et al, 2013). A influéncia do periodo do dia foi observada na
atividade das enzimas secretases em cértex pré-frontal durante o
envelhecimento. Um claro padrao temporal pode ser identificado uma vez que as
atividades das enzimas TACE e BACE foram alteradas somente no periodo da
tarde (grupos 1 hora). Por outro lado, alteragdes na atividade hipocampal das
secretases foram observadas em ambos os periodos avaliados. Desta forma, é
possivel especular que regides cerebrais distintas podem responder
diferentemente as influéncias do ritmo circadiano. Neste contexto, uma vez que a
melatonina é capaz de aumentar a atividade enzimatica da TACE (Waldhauser et
al, 1998) e estudos demonstram que a melatonina esta diminuida durante o
envelhecimento (Harper et al., 2005) podemos sugerir que niveis reduzidos de
melatonina estdo relacionados a menor atividade da TACE em coértex de animais
envelhecidos. Em relacdo a atividade da BACE, é possivel observar que esta
enzima apresenta a atividade aumentada em cortex de animais envelhecidos no
periodo da tarde. Alteragdes no ritmo de repouso-atividade ja foram observadas

tanto em pacientes com DA quanto em modelos experimentais de DA (Flood et
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al, 1997; Lin et al., 2015; Solas et al,, 2010). Em um estudo realizado por Blake e
colegas (2015) usando um modelo de Drosophila foi demonstrado que um
aumento na expressao de BACE é capaz de alterar o ritmo de repouso-atividade
especialmente em animais envelhecidos com um mecanismo independente da
producao do peptideo AB. Uma vez que os inibidores da BACE tem sido
considerados potenciais alvos farmacoldgicos (Ballard et al., 2011; Takahashi et
al, 2010) para o tratamento da DA, é possivel sugerir que estudos utilizando
inibidores da BACE in vivo devem considerar a hora do dia de administracao.
Neste contexto, nossos resultados sugerem que o periodo da tarde seria o
horario mais apropriado para a administracdo destes inibidores em roedores.
Portanto, os resultados encontrados abrem novas questdes a serem investigadas
sobre a modulagdo da atividade das secretases pelo ritmo circadiano durante o
processo de envelhecimento.

Em relagdo ao contetido de exossomos, também foi possivel observar um
claro padrao temporal uma vez que os niveis de CD63, e consequentemente, 0s
niveis de exossomos estavam reduzidos somente no periodo da tarde (grupos 1
hora) nos animais envelhecidos comparados aos animais adultos jovens.

Desta forma, a partir do que foi discutido acima é possivel afirmar que os
resultados obtidos, tanto com a atividade das secretases quanto em relagdo aos
exossomos, podem estar associados as alteragdes na ritmicidade caracteristicas
do processo de envelhecimento (Hu et al., 2009; Stranaham et al., 2012).

Outro importante ponto a ser discutido é referente ao protocolo
neuroprotetor de exercicio fisico, corrida em esteira durante 2 semanas, que
apesar de ter melhorado o desempenho dos animais de todas as idades no teste

da esquiva inibitéria ndo foi capaz de alterar a atividade das enzimas BACE e
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TACE, em hipocampo e coértex pré-frontal de ratos Wistar em ambos os tempos
avaliados. Consequentemente, ndo foram observados efeitos transitorios e
tardios deste protocolo de exercicio em nenhuma das idades avaliadas.

Resultados prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram que este
protocolo de exercicio melhorou transitoriamente o desempenho dos animais
adultos jovens e envelhecidos no teste da esquiva inibitoria. Além disso, neste
mesmo trabalho, o exercicio foi capaz de reduzir as citocinas pro6-inflamatorias
em animais envelhecidos enquanto que aumentou as citocinas antiinflamatérias
em animais adultos jovens (Lovatel et al., 2013) demonstrado um perfil
bioquimico dependente da idade. Além disso, em outro estudo realizado com o
mesmo protocolo de exercicio, baixos niveis de acetilacdo da histona H4 foram
transitoriamente revertidos pelo exercicio fisico sem nenhum efeito em animais
jovens, reforcando os possiveis efeitos idade dependente deste protocolo de
exercicio. Portanto, é possivel sugerir que os beneficios do exercicio fisico
observados na melhora no desempenho cognitivo neste trabalho sdo
independentes da modulacdo do exercicio sobre as vias amiloidogénicas e nao-
amiloidogénicas. No entanto, como citado acima, ndao podemos excluir que outras
vias e diferentes mecanismos celulares estejam envolvidos com os efeitos
cogniticos do exercicio fisico.

O efeito do exercicio fisico didrio moderado também foi avaliado sobre o
conteudo hipocampal de APP, no entanto, nenhuma diferenca significativa foi
observada nas idades avaliadas. Portanto, podemos sugerir que o protocolo de
exercicio utilizado ndo foi capaz de alterar o conteddo de APP no hipocampo

destes animais. Recentemente, um estudo utilizando camundongos transgénicos
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APP/PS1 de 4 meses de idade demonstrou que os niveis hipocampais de APP nao
foram alterados apds 10 semanas de exercicio fisico em esteira (Lin et al., 2015).

0 protocolo de exercicio fisico moderado aumentou o contetido de CD63
em todas as idades avaliadas 18 horas apés a ultima sessdo de exercicio
demonstrando um efeito tardio deste protocolo. Protanto, podemos sugerir que
o exercicio fisico aumenta a liberagdo de exossomos para a circulacdo, uma vez
que a CD63 é uma proteina de membrana especifica de exossomos.
Corroborando nossos resultados, Friithbeis e colaboradores (2015)
demonstraram que a pratica de exercicio agudo promove um aumento na
liberacdo de pequenas vesiculas extracelulares para a circulagdo em homens
saudaveis fisicamente ativos.

Além do seu efeito sobre o aumento na liberacdo de exossomos, 0
protocolo utilizado demonstrou efeitos tardios sobre os niveis exossomais de
radicais livres. A relagdo entre a pratica de exercicio fisico e o estado oxidativo
de diferentes 6rgdos e sistemas tem sido amplamente investigada (Fraile-
Bermudez et al.,, 2015; Hammeren et al., 1992; Quindry et al., 2005; Radak et al,,
2001). Neste trabalho, niveis reduzidos de espécies reativas contidas nos
exossomos circulantes foram observados em animais exercitados de 3, 21 e 26
meses de idade. Além disso, é possivel sugerir que os benéficos do exercicio
estdo relacionados a reducao das espécies reativas e ndo a modulacdo exossomal
do sistema antioxidante uma vez que a atividade da SOD permeneceu inalterada.
Desta forma, visto que as espécies reativas podem ser transferidas do SNC para
outros tecidos através dos exossomos, pode-se especular que os efeitos

neuroprotetores do protocolo de exercicio utilizado estdo parcialmente
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associados a sua capacidade de reduzir os niveis exossomais de espécies
reativas.

Diversos trabalhos demonstrando os efeitos do exercicio fisico sobre
varidveis cardiometabdlicas em paciente com diabetes tipo 2 tém sido
realizados. Um estudo conduzido por Jansen e colegas (2013), usando um
modelo celular de diabetes, demonstrou que um aumento de espécies reativas
em vesiculas extracelulares (100-1000 nm), incluindo exossomos esta envolvido
as complicagdes de patologia cardiovascular, especificamente, lesdes
ateroscleréticas. Portanto, é possivel inferir que o impacto do exercicio fisico
sobre os niveis de espécies reativas contidas em exossomos circulantes pode
estar relacionado ao seu efeito neuroprotetor no diabetes tipo 2. Uma vez que os
exossomos sdo considerados mediadores da comunica¢ao intercelular,
regulando a sinalizacdo celular, podemos sugerir que as alteracdes moduladas
pelo exercicio sobre o perfil dos exossomos estao associadas a sua variada gama
de efeitos benéficos em diversos sistemas e 6rgdos assim como na prevengao e
tratamento de doencgas relacionadas ao estresse oxidativo (Fraile-Bermudez et
al,, 2015; Hammeren et al., 1992; Quindry et al,, 2005; Radak et al., 2001).

Outro resultado interessante encontrado neste trabalho foi a capacidade
do protocolo de exercicio fisico diminuir a atividade exossomal da AChE em
animais envelhecidos. Diversas evidéncias tém sugerido o uso de inibidores da
atividade da AChE (AChEIs) como estratégia terapéutica capaz de melhorar a
cognicdo em doencas neurodegenerativas como a DA (Samadi et al,, 2012; Yang
et al., 2015). Portanto, n6s podemos sugerir que os efeitos benéficos do exercico
fisico em esteira sobre a memoria aversiva, avaliada neste estudo, estao

relacionados, pelo menos em parte, ao seu impacto na atividade exossomal da
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AChE. Corroborando estes resultados, outros estudos tém demonstrado que o
exercicio fisico é capaz de reduzir a atividade da AChE em estruturas cerebrais
como o hipocampo e o cértex (Jolitha et al., 2009; Kim & Kim, 2013).

O protocolo de exercicio fisico utilizado neste trabalho ndo alterou o
conteddo exossomal de APB1-42 nas idades avaliadas. Este resultados,
corroboram, pelo menos em parte, os resultados observados em relacdo a via
amiloidogénica do processamento da APP uma vez o exercicio ndo foi capaz de
alterar a atividade da BACE em cortex pré-frontal e hipocampo de animais
adultos jovens e envelhecidos.

Os resultados apresentados, tanto em relacdo as vias amiloidogénica e
ndo-amiloidogénica em estruturas cerebrais quanto em relacdo ao perfil de
exossomos circulantes de ratos jovens e envelhecidos podem contribuir para o
melhor entendimento dos mecanismos relacionados ao processo de
envelhecimento. Estes resultados sdo relevantes uma vez que o aumento da
expectativa de vida torna necessario o estudo das alteracdes relacionadas ao
processo de envelhecimento com o objetivo de desenvolver estratégias que
promovam uma melhor qualidade de vida para esta populacao. Neste contexto, a
pratica de exercicio fisico pode ser utilizada como uma estratégia nao
farmacolégica para promover alteracdes benéficas a estes individuos, no entanto,
apesar das contribui¢cdes oriundas deste trabalho, mais estudos sdo necessarios
para esclarecer as alteracdes relacionadas ao processo de envelhecimento e o

papel da atividade fisica neste processo.
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7. Conclusoes
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Uma diminuicdo na atividade da via ndo-amiloidogénica pode estar
parcialmente associada aos prejuizos de memoria aversiva relacionados a
idade.

O desequilibrio entre as atividades das vias amiloidogénica e nao-
amiloidogénica, a favor da amiloidogénica, pode contribuir para o aumento
da suscetibilidade ao desenvolvimento de doengas neurodegenerativas.

O processo de envelhecimento é capaz de alterar o perfil dos exossomos
circulantes.

O aumento das espécies reativas observado em exossomos circulantes de
ratos envelhecidos pode contribuir para o estado oxidativo caracteristico do
envelhecimento.

O protocolo de exercicio fisico melhorou a memoéria aversiva dos animais
adultos jovens e envelhecidos independente de alteragdes nas vias de
processamento da APP.

A pratica de exercicio fisico moderado foi capaz de aumentar o contetido de
CD63 em ratos adultos jovens e envelhecidos sugerindo um possivel aumento
de exossomos periféricos induzido pelo exercicio.

A reducdo do contetido de espécies reativas e da atividade da AChE em
exossomos circulantes podem estar relacionadas aos efeitos protetores da
pratica de atividade fisica durante o processo de envelhecimento fisioldgico.
Os resultados apresentados contribuem para a compreensdao dos
mecanismos envolvidos no processo de envelhecimento e a modulagdo

induzida pelo exercicio fisico neste processo.
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Resultados do contetido de APP em hipocampo de ratos de 3, 21 e 26 meses de

idade.
A
450
400
ié 350
g 300
S 250
S m SED
E 200 EXE
o
< 150 T
a~
& 100
50
0 T 1
3 meses 21 meses 26 meses
B 400
. 350
<
£ 300
=
S 250
5]
—2 m SED
S 200
= EXE
E 150
S
< 100
=y
(a9
< 50
0 T 1
3 meses 21 meses 26 meses

Efeito do envelhecimento e do exercicio fisico sobre o conteddo de APP
hipocampal em ratos Wistar de 3, 21 e 26 meses de idade. As colunas
representam a média + desvio padrao (% de controle). Figura A, grupos 1 hora
apos a ultima sessdo de exercicio, Figura B, grupos 18 horas apds a ultima
sessdo de exercicio.
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ANEXO II

Gel correspondente ao conteddo de APP hipocampal em ratos Wistar de 3, 21 e
26 meses de idade.
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