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“...guardar dias pro futuro 
É sempre a grande tolice 
O juro é sempre a velhice 

E de que adianta este juro 
Se ao índio mais queixo duro 
O tempo amansa no assédio 

Gastar é o melhor remédio 
No repecho e na descida 
Porque na conta da vida 

Não adianta saldo médio! ” 
 

Do Tempo, Jayme Caetano Braun 
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RESUMO 
 

As vias amiloidogênica e não-amiloidogênica, representadas pelas enzimas 
secretases como a enzima clivadora do sítio beta da APP (BACE) e a enzima 
conversora do fator de necrose tumoral-alfa (TACE) respectivamente, são 
responsáveis pela clivagem da proteína precursora amiloide (APP). Alterações 
no processamento da APP associadas ao acúmulo do peptídeo β-amiloide (Aβ) 
parecem estar relacionadas aos déficits cognitivos observados na doença de 
Alzheimer (DA), no entanto, estudos avaliando a maquinaria de processamento 
da APP durante o envelhecimento fisiológico são raros. O Aβ é formado através 
da clivagem da proteína precursora amiloide (APP) pela enzima BACE. Por outro 
lado, a APP pode ser clivada por secretases como a TACE gerando APPα, o qual é 
considerado neuroprotetor. Alguns estudos têm sugerido um envolvimento de 
vesículas denominadas exossomos no transporte de proteínas como o peptídeo 
Aβ além de um papel dos exossomos durante o estresse oxidativo e no processo 
de envelhecimento. No entanto, estudos avaliando a relação entre exossomos e 
marcadores oxidativos no envelhecimento ainda não foram realizados. Além 
disso, apesar de diversas evidências demonstrarem os efeitos benéficos do 
exercício físico, os efeitos exercidos sobre a modulação da atividade das 
secretases, especificamente TACE e BACE, e sobre o perfil dos exossomos 
durante o envelhecimento fisiológico têm sido pouco investigados. Portanto, o 
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do exercício físico 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 
sedentários e exercitados, o protocolo de exercício consistiu em 20 min/ dia 
durante 14 dias e após a última a sessão de exercício todos os animais foram 
submetidos ao teste da esquiva inibitória. As estruturas cerebrais e o sangue 
troncular foram coletados 1h (período da tarde) e 18 h (período da manhã) após 
a última sessão de exercício com o objetivo de avaliar os efeitos transitórios e 
tardios do protocolo de exercício. O hipocampo e o córtex pré-frontal foram 
dissecados e utilizados para quantificar o conteúdo 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), conteúdo de 
espécies reativas, atividade da superóxido dismutase (SOD) e conteúdo de Aβ. 
Ratos envelhecidos demonstraram um prejuízo na memória aversiva assim como 
uma redução na atividade da TACE comparada aos animais adultos jovens. A 
atividade cortical da BACE aumentou no período da tarde nos animais de 26 
meses de idade, no entanto, permaneceu inalterada assim como o conteúdo de 
APP no hipocampo de todos os grupos. Além disso, uma diminuição na razão 
TACE/BACE foi observada em animais envelhecidos. Adicionalmente, foram 
observados níveis diminuídos de CD63 e um aumento na atividade da AChE em 
exossomos circulantes de animais de 21 e 26 meses de idade. Altos níveis de 
espécies reativas foram detectados em exossomos de animais envelhecidos. O 
exercício físico foi capaz de melhorar o desempenho dos animais de todas as 
idades no teste da esquiva inibitória.  Por outro lado, a atividade das secretases 
não foi alterada pelo protocolo de exercício físico utilizado. Em relação aos 
exossomos, o exercício físico foi capaz de aumentar os níveis de CD63 em todas 
as idades avaliadas. Foram observados níveis reduzidos de espécies reativas em 
exossomos de animais exercitados de todas as idades além de uma redução na 
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atividade da AChE em exossomos de animais envelhecidos exercitados. Nossos 
resultados sugerem uma relação entre redução da atividade da TACE e declínio 
na memória aversiva em animais envelhecidos. Além disso, um desequilíbrio 
entre as vias amiloidogênica e não-amiloidogênica pode contribuir com a 
suscetibilidade das regiões corticais e hipocampais às doenças 
neurodegenerativas. Podemos inferir que o envelhecimento é capaz de alterar o 
perfil dos exossomos, assim como níveis 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 possível sugerir que a redução nos níveis de espécies reativas 
em exossomos circulantes pode contribuir com os efeitos protetores do exercício 
físico durante o processo de envelhecimento. 
 
Palavras chave: hipocampo; córtex pré-frontal; TACE; BACE; exossomos; SOD; 
espécies reativas 
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ABSTRACT 
 

The amyloidogenic and non-amyloidogenic pathways, represented by secretases 
named β-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 β-
amyloid (Aβ) 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 Aβ 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 APPα, which is a neuroprotective 
product. Some evidences suggested that extracellular vesicles named exosomes 
could carry proteins including the Aβ 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 Aβ 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



x 
 

LISTA DE FIGURAS 

 
Figura 1. Metabolismo da proteína precursora amiloide (APP) realizado pelas 
vias amiloidogênica (β-secretase, BACE) e não-amiloidogênica (α–secretase) .. 21 
 
Figura 2. Biogênese dos exossomos a partir da membrana dos corpos 
multivesiculares e secreção para o espaço extracelular..................................................24 
 
Figura 3. Composição dos exossomos proteínas específicas de membrana e 
intracelulares..................................................................................................................................... 25 
 
Figura 4. Comunicação célula-célula realizada pelos exossomos e transferência 
parácrina do seu conteúdo...........................................................................................................26 
 
Figura 5. Esquema representativo da atividade das enzimas antioxidantes SOD, 
CAT e GPx.............................................................................................................................................30 
 
Figura 6. Desenho esquemático dos grupos experimentais (12 grupos) ................44 
 
Figura 7. Linha do tempo do protocolo de exercício físico e do teste da esquiva 
inibitória.............................................................................................................................................. 44 
 
Figura 8. Esteira ergométrica adaptada para ratos............................................................45 

Figura 9. Aparato da esquiva inibitória...................................................................................47 

 
Artigo I 
 
Figure 1. Schematic diagram showing experiment design used in this study........60 
 
Figure 2. Effects of aging and treadmill exercise on step-down latency in the 
inhibitory avoidance test...............................................................................................................60 
 
Figure 3. Effects of aging and treadmill exercise on the hippocampal TACE 
activity in both tested time points; (Panel A) 1 hour groups, (Panel B) 18 hours 
groups….................................................................................................................................................61 
 
Figure 4. Effects of aging and treadmill exercise on the hippocampal BACE 
activity in both tested time points; (Panel A) 1 hour groups, (Panel B) 18 hours 
groups….................................................................................................................................................61 
 
Figure 5. Effects of aging and treadmill exercise on the cortical TACE activity in 
both tested time points; (Panel A) 1 hour groups, (Panel B) 18 hours 
groups….................................................................................................................................................61 
 
 



xi 
 

Figure 6. Effects of aging and treadmill exercise on the cortical BACE activity in 
both tested time points; (Panel A) 1 hour groups, (Panel B) 18 hours 
groups….................................................................................................................................................62 
 
Figure 7. Effects of aging and treadmill exercise on the hippocampal TACE/BACE 
ratio in both tested time points; (Panel A) 1 hour groups, (Panel B) 18 hours 
groups….................................................................................................................................................62 
 
Figure 8. Effects of aging and treadmill exercise on the cortical TACE activity in 
both tested time points; (Panel A) 1 hour groups, (Panel B) 18 hours 
groups….................................................................................................................................................63 
 
 
Artigo II 
 
 
Figure 1. Timeline of exercise protocol and sample collection.....................................91 
 
Figure 2. Aging and exercise effects on CD63 levels in circulating exosomes from 
3-, 21- and 26- month-old Wistar rats. (A) 1 hour groups; (B) 18 hours 
groups……………………………………………………………………………………………...…………..92 
 
Figure 3. Aging and exercise effects on AChE activity in circulating exosomes 
from 3-, 21- and 26-month-old Wistar rats. (A) 1 hour groups; (B) 18 hours 
groups....................................................................................................................................................93 
 
Figure 4. Aging and exercise effects on reactive species levels in circulating 
exosomes from 3-, 21- and 26-month-old Wistar rats. (A) 1 hour groups; (B) 18 
hours groups.......................................................................................................................................94 
 
Figure 5. Aging and exercise effects on SOD activity in circulating exosomes from 
3-, 21- and 26- month-old Wistar rats. (A) 1 hour groups; (B) 18 hours 
groups....................................................................................................................................................95 
 
Figure 6. Aging and exercise effects on Aβ1-42 levels in circulating exosomes 
from 3-, 21- and 26- month-old Wistar rats. (A) 1 hour groups; (B) 18 hours 
groups....................................................................................................................................................96 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



xii 
 

LISTA DE TABELAS 
 
Tabela 1. Protocolo de exercício físico diário moderado em esteira ergométrica 
adaptada para ratos.......................................................................................................46 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 



xiii 
 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
 

 

Aβ Peptídeo β-amiloide 

AChE Enzima acetilcolinesterase 

iAChE Inibidor da enzima acetilcolinesterase 

APP Proteína precursora amiloide 

APP/PS1 Transgênico com dupla mutação nos genes da APP e PS1 

ADAM 9 Proteína com domínios metalopeptidase e tipo-desintegrina 9 

ADAM 10 Proteína com domínios metalopeptidase e tipo-desintegrina 10 

ADAM 17 Proteína com domínios metalopeptidase e tipo-desintegrina 17 

BACE Enzima clivadora do sítio β da APP 

BHE Barreira hemato-encefálica 

CAT Enzima catalase 

DA Doença de Alzheimer 

DCFH-DA Diclorofluoresceína diacetato 

DNA Ácido desoxirribonucleico 

DP Doença de Parkinson 

EXE Exercitado 

GAPDH Gliceraldeído 3-fosfato deidrogenase 

GPx Enzima glutationa peroxidase 

IGF-1 Fator de crescimento endotelial vascular 1 

LCR Líquido cefalorraquidiano 

mRNA Ácido ribonucléico mensageiro 

NADPH  Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato 

RFU Unidade relativa de fluorescência 

SED Sedentário 

SOD Enzima superóxido dismutase 

SOD1 Superóxido dismutase-cobre e zinco 

SOD2 Superóxido dismutase-manganês 



xiv 
 

SOD3 Superóxido dismutase extracelular 

SNC Sistema nervoso central 

TACE Enzima conversora do fator de necrose tumoral-alfa 

TNF-α Fator de necrose tumoral-alfa 

VO2max Consumo máximo de oxigênio 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



xv 
 

SUMÁRIO 
 

AGRADECIMENTOS...........................................................................................................................iii 
RESUMO..................................................................................................................................................vi 
ABSTRACT...........................................................................................................................................viii 
LISTA DE FIGURAS..............................................................................................................................x 
LIST DE TABELAS..............................................................................................................................xii 
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS.......................................................................................xiii 
1. INTRODUÇÃO.................................................................................................................................16 
1.1. Envelhecimento.........................................................................................................................17 
1.1.1. Envelhecimento e memória..............................................................................................18 
1.2. Proteína precursora amiloide (APP) e secretases......................................................20 
1.3. Exossomos...................................................................................................................................23 
1.4. Estresse oxidativo....................................................................................................................28 
1.5. Exercício físico no processo de envelhecimento........................................................33 
2. HIPÓTESES......................................................................................................................................38 
3. OBJETIVO.........................................................................................................................................40 
3.1. Objetivo Geral.............................................................................................................................41 
3.2. Objetivos Específicos..............................................................................................................41 
4. ABORDAGEM METODOLÓGICA.............................................................................................42 
4.1. Animais.........................................................................................................................................43 
4.2. Desenho Experimental...........................................................................................................43 
4.3. Protocolo de Exercício Físico..............................................................................................45 
4.4. Teste da Esquiva Inibitória..................................................................................................47 
4.5. Preparo das Amostras............................................................................................................48 
4.6. Quantificação da APP e atividade das secretases em hipocampo e córtex pré-
frontal ....................................................................................................................................................49 
4.6.1. Western blot............................................................................................................................49 
4.6.2. Atividade da enzima β–secretase (BACE) .................................................................50 
4.6.3. Atividade da enzima α-secretase (TACE) ..................................................................50 
4.7. Isolamento e perfil de exossomos circulantes.............................................................51 
4.7.1. Isolamento de exossomos circulantes.........................................................................51 
4.7.2. Níveis de CD63 em exossomos........................................................................................51 
4.7.3. Níveis de Aβ1-42 em exossomos...................................................................................52 
4.7.4. Níveis de espécies reativas em exossomos................................................................52 
4.7.5. Atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) em exossomos................53 
4.7.6. Atividade da acetilcolinesterase (AChE) em exossomos.....................................53 
4.8. Quantificação de proteínas totais......................................................................................54 
4.9. Análise Estatística....................................................................................................................54 
4.10. Considerações Éticas............................................................................................................54 
5. RESULTADOS.................................................................................................................................56 
5.1. Artigo I...........................................................................................................................................57 
5.2. Artigo II.........................................................................................................................................66 
6. DISCUSSÃO......................................................................................................................................97 
7. CONCLUSÕES...............................................................................................................................112 
8. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS........................................................................................114 
ANEXO I..............................................................................................................................................127 
ANEXO II.............................................................................................................................................128 

 



16 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1. Introdução  
 
 



17 
 

 
1.1. Envelhecimento  

 

Nas últimas décadas, um aumento significativo da expectativa de vida tem 

sido observado como consequência dos avanços na área da saúde, acesso ao 

saneamento básico e desenvolvimento de novas tecnologias (Lima-Costa e Veras, 

2003; de Silva e Boemer, 2009). Segundo o relatório da Organização das Nações 

Unidas divulgado em 2011, até 2020 o número de pessoas com 65 anos ou mais 

irão superar o número de crianças menores de 5 anos (WHO, 2011). No Brasil, os 

dados mais atualizados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística indicam 

que as pessoas com idade igual ou superior aos 60 anos correspondem a 11,8% 

da população total. Ainda, em relação ao Rio Grande do Sul, estado brasileiro 

com o maior número de indivíduos acima de 60 anos, 13,6% da população total é 

considerada idosa (Censo 2010, IBGE). 

O aumento da expectativa de vida é um gerador de desafios a diversas 

áreas do conhecimento, portanto, o processo de envelhecimento necessita ser 

estudado adequadamente. O envelhecimento é um fenômeno complexo 

caracterizado pelo declínio progressivo das funções fisiológicas e redução na 

capacidade de se adaptar ao meio ambiente (Deleidi et al., 2015; Miniciullo et al., 

2015). Este fenômeno biológico é resultado da interação entre fatores 

ambientais e genéticos, assim, tanto o estilo de vida quanto a carga genética são 

aspectos determinantes na longevidade de cada indivíduo (Motta et al. 2007, 

Nicita-Mauro et al. 2008). Além disso, a perda da homeostase em diferentes 

sistemas e órgãos está associada ao aumento da vulnerabilidade ao 

desenvolvimento de diversas patologias. Cabe destacar que o rápido crescimento 

demográfico no número de idosos tem como consequência um importante 
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aumento no número de indivíduos com declínio cognitivo (Ballesteros et al., 

2015; Hurd et al., 2013). Ainda, fatores ambientais, como o estilo de vida 

sedentário, observado frequentemente na sociedade moderna, contribuem 

diretamente para o aumento da incidência de patologias associadas à idade 

incluindo a demência. É importante ressaltar que a idade é o principal fator de 

risco para o desenvolvimento de doenças neurodegenerativas como a Doença de 

Alzheimer (DA) e a Doença de Parkinson (DP) as quais levam à incapacidade de 

realização de atividades diárias e geram altos custos ao sistema de saúde 

(Ballard et al., 2011; Findley, 2007; Martinez-Martín et al., 2015). Diversas 

alterações podem ser observadas tanto no processo de envelhecimento quanto 

na fisiopatologia de doenças neurodegenerativas como prejuízos na função 

mitocondrial, estresse oxidativo, acúmulo anormal de proteínas, alterações no 

metabolismo do ferro além de excitotoxicidade e inflamação (Bence et al., 2001; 

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

 

1.1.1 Envelhecimento e memória 
 

 Especificamente no sistema nervoso central (SNC), o processo de 

envelhecimento é caracterizado por modificações estruturais além de prejuízo 

na capacidade de adaptação deste sistema às alterações ambientais, resultando 

em um declínio das habilidades sensório-motoras e cognitivas (Bishop et al., 

2010; Goh, 2011). Diversas regiões cerebrais são afetadas pelo avanço da idade, 

no entanto, o hipocampo e o córtex pré-frontal são considerados estruturas 

particularmente vulneráveis (Burke & Barnes, 2006; Erickson & Barnes, 2003). 

Neste contexto, o desempenho em testes comportamentais que envolvem ambas 
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as regiões encefálicas geralmente está prejudicado em animais envelhecidos 

(Burke & Barnes, 2006). Entre os diferentes testes comportamentais que avaliam 

a memória, aqueles que associam lugares ou contextos à punição como o teste da 

esquiva inibitória são amplamente utilizados (Benetti et al., 2015; Fernandes et 

al., 2013; McReynolds et al., 2014). Regiões cerebrais como o hipocampo, a 

amígdala basolateral e o córtex pré-frontal estão associadas ao processo de 

consolidação da memória observado durante o teste da esquiva inibitória 

(Benetti et al., 2015). Em acordo, Yang & Liang (2014) sugerem uma interação 

entre o hipocampo dorsal e o córtex pré-frontal na consolidação da memória 

demonstrando que a plasticidade cerebral envolvida nesse processo necessita da 

interação de múltiplas regiões cerebrais.  

Embora o declínio cognitivo associado à idade seja amplamente discutido, 

os mecanismos responsáveis ainda não estão totalmente elucidados. Neste 

contexto, modificações características do SNC durante o envelhecimento como 

redução na capacidade de regeneração e prejuízo das funções sinápticas 

parecem contribuir para o declínio das funções cognitivas (Morrison & Baxter 

2012; Rando 2006). Além disso, estudos já demonstraram que fatores como 

aumento do estresse oxidativo, morte neuronal e acúmulo anormal de proteínas 

podem impactar de forma negativa em funções cognitivas como habilidade de 

aprendizado, retenção da memória e funções executivas durante o 

envelhecimento (Dmitrieva et al., 2007; Glisky, 2007; Yankner & Loerch, 2008). 

Estudos têm demonstrado que a deposição do peptídeo β-amiloide está 

relacionada não só ao desenvolvimento da doença de Alzheimer, mas também ao 

processo de envelhecimento fisiológico (McLean, 1999; Price, 1993; Walsh et al., 

2002). Os peptídeos Aβ são conhecidos por sua neurotoxicidade e têm sido 
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amplamente investigados (Chow et al., 2009; Hartley et al., 1999). Diversos 

estudos demonstram que o acúmulo do Aβ42 e consequente formação de placas 

amiloides são centrais na fisiopatologia da DA e ainda, que sua extensa deposição 

está relacionada aos níveis de dano neuronal, prejuízo cognitivo e perda de 

memória (Ballard et al., 2011; Walsh et al., 2002; Yun et al., 2006). No entanto, 

resultados controversos já foram descritos em relação aos efeitos do Aβ sobre a 

cognição, e principalmente em relação à memória. Trabalhos realizados por 

diferentes grupos de pesquisa demonstraram um efeito ambíguo do Aβ o qual 

pode levar tanto à 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 não observaram nenhuma correlação entre 

desempenho cognitivo e deposição cerebral de peptídeo amiloide (Aizenstein et 

al., 2008). Desta forma, embora a hipótese amiloide seja amplamente aceita 

como principal responsável pela fisiopatologia da DA, é importante destacar o 

envolvimento de outros mecanismos associados aos déficits cognitivos 

característicos do processo de envelhecimento fisiológico. 

 

1.2. Proteína precursora amiloide (APP) e secretases 

A proteína precursora amiloide (APP) é uma proteína integral de 

membrana tipo I composta por uma grande região extracelular, uma hélice 

transmembrana e uma pequena cauda citoplasmática (Bossy-Wetzel, 2004). A 

APP pode ser encontrada no SNC, expressa predominantemente em neurônios, 

no entanto, também pode ser encontrada em alguns tecidos periféricos. A 

clivagem da APP pode ser realizada por duas vias, amiloidogênica e não-



21 
 

amiloidogênica sendo que ambas geram produtos finais distintos, Figura 1 

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

 

Figura 1. Metabolismo da proteína precursora amiloide (APP) realizado pelas vias 

amiloidogênica (β-secretase, BACE) e não-amiloidogênica (α–secretase) (adaptado de Sastre et 

al., 2008). 

 

A via amiloidogênica é representada pela clivagem sequencial da APP por 

duas enzimas secretases, β-secretase seguida da γ-secretase originando o 

peptídeo Aβ (Chow et al., 2010, Takahashi et al., 2010). A enzima β-secretase, 

denominada enzima clivadora do sítio β da APP (BACE), é uma aspartil protease 

altamente expressa em neurônios. Existem dois tipos de β-secretases 

identificadas a BACE-1 e a BACE-2, no entanto, estudos já demonstraram que a 

BACE-1 é a principal β-secretase (Annaert e Strooper, 2002). A BACE-1 é 

responsável pelo primeiro passo na clivagem da APP na porção aminoterminal 

liberando β–sAPP. Posteriormente, a clivagem é realizada por um complexo de 

proteínas (presenilina 1 e 2, nicastrina e Aph-1) denominado γ-secretase dando 

origem aos peptídeos Aβ (Bossy-Wetzel, 2004; Vassar et al., 1999).  

A via não amiloidogênica de processamento da APP é representada por 

enzimas denominadas α–secretases. As enzimas candidatas à atividade de α-
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secretases são membros de uma família de metaloproteases (ADAM) incluindo 

ADAM9, ADAM10 e ADAM17 ou enzima conversora do fator de necrose tumoral- 

alfa (TACE) (Buxbaum et al., 1998; Hartmann et al., 2002). Além da sua 

participação na clivagem da APP, a TACE é capaz de agir como enzima 

conversora do fator de necrose tumoral- α (TNF-α) (Black et al., 1997; Moss et 

al., 1997). Alguns autores sugerem que a TACE possa exercer um papel 

importante na regulação da atividade de α–secretase, uma vez que a inibição da 

enzima em cultura de células afeta tanto a secreção de APP-α quanto a formação 

do peptídeo amiloide (Buxbaum et al., 1998).  

 Um dos produtos da clivagem da APP pelas enzimas α-secretases é a 

porção N-terminal denominada APP-α que pode ser posteriormente clivada pela 

enzima γ-secretase liberando um pequeno peptídeo denomindo P3.  O produto 

da clivagem da α-secretase, APP- α, tem sido associado à plasticidade sináptica e 

neuroproteção (Tachida et al., 2008; Turner et al., 2003). Neste contexto, um 

estudo realizado com ratos de 23 meses demonstrou uma diminuição de APP-α 

no líquido cefalorraquidiano (LCR) associada a um prejuízo na memória espacial 

de ratos envelhecidos (Anderson et al., 1999). Além disso, alguns autores 

sugerem que um aumento na atividade da TACE levando a níveis elevados de 

APP-α podem estar relacionados a efeitos neurotróficos e melhora cognitiva 

(Sánchez-Alavez et al., 2007; Tachida et al., 2008). Apesar das evidências 

demonstradas de que a atividade da TACE e seus produtos possam exercer 

efeitos neuroprotetores, não existem estudos avaliando o papel da via não-

amiloidogênica durante o processo de envelhecimento fisiológico. Além disso, 

embora um grande número de evidências tenha associado o peptídeo Aβ e a 

atividade das enzimas secretases à doença de Alzheimer, poucos estudos têm 
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avaliado o papel das enzimas responsáveis pela clivagem da APP durante o 

envelhecimento fisiológico. 

 

1.3. Exossomos  

Nos últimos anos, alguns autores têm sugerido que o peptídeo Aβ, 

envolvido na fisiopatologia da DA, poderia ser liberado via exossomos facilitando 

a formação de placas amiloides e a propagação da doença (Rajendran et al., 2006, 

2014). Além disso, recentemente, Fiandaca e colegas (2015) sugeriram que os 

peptídeos Aβ associados aos exossomos periféricos poderiam ser utilizados 

como biomarcadores da progressão da DA.  

Os exossomos são pequenas vesículas esféricas originadas através da 

invaginação da membrana de corpos multivesiculares presentes na via 

endocítica. Essas vesículas ficam armazenadas no interior de corpos 

multivesiculares e são secretadas para o espaço extracelular quando estes se 

fundem à membrana citoplasmática, como ilustrado na Figura 2 (Kourembanas, 

2015; Perez-Gonzalez et al., 2012; Simpson et al., 2008). 
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Figura 2. Biogênese dos exossomos a partir da membrana dos corpos multivesiculares e 

secreção para o espaço extracelular. EE- endossomos precoces; MVB- corpos 

multivesiculares; ER- retículo endoplasmático (Bellingham et al., 2012). 

 

Diversos tipos de células como neurônios, astrócitos, microglia e 

plaquetas podem secretar exossomos para o espaço extracelular, além disso, 

essas vesículas podem ser isoladas de meios de cultura e de vários fluidos 

corporais como soro, plasma, urina e LCR (Bellingham et al., 2012; Gupta e 

Pulliam, 2014; Lee et al., 2012).  

A diversidade da composição dos exossomos conforme o local de origem e 

a possibilidade de os mesmos serem isolados de diversos fluidos biológicos 

sugerem que as vesículas possam ser utilizadas como biomarcadores célula-

específicos. Os exossomos podem ser diferenciados de outros tipos de vesículas, 

pois apresentam proteínas específicas tanto de membrana quanto intracelulares, 

como ilustrado na Figura 3. Ainda, devido a origem endocítica, os exossomos 

possuem proteínas envolvidas na fusão e transporte (anexinas e Rab proteínas), 

proteínas de choque, moléculas de adesão, enzimas metabólicas, proteínas de 

transdução de sinal (quinases e proteínas 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 têm sugerido a acetilcolinesterase (AChE) 

como uma enzima típica presente em exossomos (Perez-Gonzalez et al., 2012). 

No entanto, visto que uma diminuição do sistema colinérgico central parece 

possuir um papel central no processo neurodegenerativo e no declínio cognitivo 

associado à 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. 

 

Figura 3. Composição dos exossomos: proteínas específicas de membrana e proteínas 

intracelulares (Lee et al., 2012). 

 

 Embora o papel dos exossomos ainda não esteja totalmente elucidado, 

uma das primeiras funções associada a estas vesículas foi a de carreadores de 

proteínas indesejadas e toxinas para degradação, uma função de “limpeza” 

celular (Gupta & Pulliam, 2012; Tickner et al., 2014). No entanto, estudos 
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recentes têm demonstrado que estas vesículas são especializadas em 

comunicação intercelular de longa distância facilitando a transferência de 

proteínas, mRNAs e microRNAs funcionais (Brites & Fernandes., 2015; Haney et 

al., 2013). A capacidade dos exossomos em realizar a função de transferência 

parácrina de diversas substâncias deve-se à facilidade de interação e fusão das 

membranas, expressão de proteínas adesivas e vetores ligantes específicos como 

tetraspaninas, integrinas e outros receptores presentes nas membranas, 

ilustrado na Figura 4 (Haney et al., 2013). 

 

Figura 4. Comunicação célula-célula realizada pelos exossomos e transferência 

parácrina do conteúdo (Kourembanas, 2015). 

 

Os exossomos são responsáveis por mediar vários processos 

indispensáveis ao funcionamento fisiológico cerebral, no entanto, como citado 

anteriormente, eles também podem estar envolvidos na patogênese de diversas 

doenças 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 proteínas como proteína príon, α-sinucleína, proteína tau e a 

superóxido 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 diagnóstico e prognóstico de 

doenças neurodegenerativas como a DA tem sido proposto. Como citado 

anteriormente, recentemente, um estudo demonstrou níveis elevados de Aβ 

tanto em pacientes pré-clínicos quanto em pacientes sintomáticos 

diagnosticados com DA (Fiandaca et al., 2015). Embora os exossomos tenham 

sido associados a condições patológicas relacionadas à idade avançada como a 

DA (Chang et al., 2013; Rajendran et al., 2006) poucos estudos têm investigado o 

envolvimento destas vesículas no processo de envelhecimento fisiológico. 

Lehmann e colegas (2008) demonstraram um aumento na liberação de 

exossomos utilizando um modelo de senescência in vitro com fibroblastos 

humanos e células tumorais prostáticas. Ainda, uma revisão realizada por Xu & 

Tahara (2013) sugere que a ativação do p53 levaria ao aumento da expressão de 

fatores relacionados à maior produção e liberação de exossomos em células 

senescentes. Apesar dos resultados já descritos sobre o papel dos exossomos em 

modelos celulares de envelhecimento trabalhos avaliando essa relação in vivo 

são necessários. 

Alguns estudos têm demonstrado um possível papel dos exossomos 

durante o estresse oxidativo. Em relação a condições patológicas, como durante 

o choque séptico, alguns autores observaram que os exossomos circulantes são 

capazes de produzir espécies reativas intrinsicamente (Azevedo et al., 2007; 

Janiszewski et al., 2004). Além disso, recentemente, Fröhlich & colegas (2014) 

demonstraram um papel dos exossomos na transferência de moléculas com 
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atividade antioxidante, especificamente a SOD e a catalase, entre 

oligodendrócitos e neurônios.  

Assim como o SNC, a circulação sanguínea possui uma grande quantidade 

de microvesículas circulantes, e algumas evidências sugerem que a concentração, 

a composição e o perfil molecular dessas vesículas possam refletir as condições 

fisiológicas e patofisiológicas do corpo. Entre as células responsáveis pela 

liberação de exossomos, as plaquetas e as células mononucleares parecem 

contribuir com grande parte das vesículas extracelulares circulantes nos fluídos 

corporais, incluindo os exossomos (Gupta & Pulliam, 2014). Estudos sugerem 

que as vesículas circulantes poderiam atravessar a barreira hemato-encefálica 

(BHE) e exercer efeitos biológicos no SNC, tanto pela liberação da sua carga 

neurotóxica no espaço extracelular quanto através de diferentes vias de 

sinalização ativadas por ligantes e receptores presentes na sua superfície 

(Alvarez-Erviti et al., 2011; Gupta & Pulliam, 2014).  

Além disso, visto que originalmente os exossomos foram descritos como 

vesículas responsáveis pela degradação de proteínas e toxinas, e diversas 

evidências demonstram que um acúmulo de materiais indesejados, como aqueles 

provenientes do estresse oxidativo, podem levar à rápida progressão do 

processo de envelhecimento (Brunk & Terman, 2002b; Terman & Brunk, 2004), 

estudos avaliando essa relação são interessantes. 

 
1.4. Estresse oxidativo  

Como citado anteriormente, os exossomos parecem estar relacionados ao 

estresse oxidativo tanto através da geração intrínseca de espécies reativas 

quanto através da transferência 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 os exossomos possam 

exercer um papel tanto no envelhecimento quanto no estado oxidativo, ao nosso 

conhecimento, não existem estudos avaliando esta relação. 

Entre as diferentes teorias sugeridas para explicar o processo de 

envelhecimento, a teoria do envelhecimento pelos radicais livres continua 

recebendo grande atenção mesmo após diversos anos de estudo. Esta teoria 

sugere que o envelhecimento é consequência do acúmulo 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 são átomos ou moléculas que contém elétrons 

desemparelhados em sua camada mais externa, caracterizadas por grande 

instabilidade e elevada reatividade (Reis et al., 2008). O radical ânion superóxido 

e o radical hidroxila estão entre as espécies reativas mais bem descritas 

(Ferreira et al., 1997). As espécies reativas podem ser formadas de forma 

exógena e endógena 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 oxigênio quanto as do nitrogênio possuem um 

importante papel nos processos biológicos como crescimento e sinalização 

celular (Lander, 1997; Zheng & Storz, 2000). No entanto, o aumento excessivo 

das espécies reativas pode levar ao dano em proteínas celulares, DNA, lipídeos e 

polissacarídeos (Andreyev et al., 2005; Zorov et al., 2014). 

O organismo possui um sistema de defesas antioxidantes responsável por 

combater a produção excessiva de radicais livres. O sistema antioxidante é 
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formado por componentes enzimáticos como as enzimas gluationa peroxidase 

(GPx), catalase(CAT) e superóxido dismutase (SOD) como ilustrado na Figura 5, 

além de componentes não- enzimáticos como a vitamina C (ácido ascórbico), 

vitamina E (α- tocoferol) e glutationa reduzida (Dasuri et al., 2013; Uttara et al., 

2009). A enzima SOD possui um importante papel antioxidante através da sua 

ação catalisadora da reação do radical ânion superóxido O2.-  em peróxido de 

hidrogênio e água. Já foram descritas na literatura três isoformas distintas da 

enzima, SOD-cobre e zinco (SOD1), SOD manganês (SOD2) e SOD extracelular 

(SOD3) (Dasuri et al., 2013). Além do papel antioxidante desenvolvido pela SOD, 

algumas isoformas da enzima como a SOD1 e a SOD2 estão associadas a efeitos 

benéficos em patologias como a DA. Estudos demonstraram que o aumento da 

expressão da SOD é capaz de diminuir a suscetibilidade celular à neurotoxicidade 

do peptídeo Aβ (Celsi et al., 2004), além disso em camundongos knockout para as 

isoformas SOD1 e SOD2, foi observado um aumento na formação de placas 

amiloides, prejuízo cognitivo e disfunção neuronal (Murakami et al., 2011). 

 

Figura 5. Esquema representativo da atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase 

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

 

O estresse oxidativo é caracterizado por um desequilíbrio entre a geração 

de espécies reativas e a sua remoção através das defesas antioxidantes, o qual 
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pode ocorrer tanto pela produção excessiva de espécies reativas assim como 

pela diminuição 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 à idade assim como no aumento da suscetibilidade 

à DA (Bar-Am et al., 2015; Fukui &; Schulz et al., 2000). Neste contexto, estudos 

demonstram que o acúmulo de Aβ poderia levar ao aumento de espécies reativas 

e posterior estresse oxidativo, o qual poderia acelerar a progressão da DA 

(Murakami et al., 2005; Tabner et al., 2005a). Além disso, o estresse oxidativo é 

capaz de aumentar a produção de Aβ 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 fisiológico além de participar da fisiopatologia de diferentes 

doenças neurodegenerativas, tanto o conteúdo de espécies reativas quanto a 

atividade das enzimas antioxidantes têm sido amplamente avaliadas no SNC. O 

cérebro é um órgão extremamente vulnerável aos efeitos das espécies reativas 

devido a sua alta demanda de oxigênio, altos níveis de ácidos graxos poli-

insaturados nas membranas neuronais e níveis diminuídos de defesas 

antioxidantes (Halliwell 2006; Kim et al., 2015). Estudos experimentais têm 

demonstrado um aumento de espécies reativas e lipoperoxidação em diferentes 

regiões cerebrais além de diminuição no conteúdo 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, níveis 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 doença de Parkinson (Ilic et al., 1999; Kalra et al., 1992; 

Kocatürk et al., 2000). Em outro estudo, Kawamoto e colegas (2005) 

demonstraram que tanto durante o envelhecimento fisiológico quanto na DA 

alterações de marcadores de estresse oxidativo como de lipoperoxidação e 

atividade antioxidante podem ser detectados perifericamente em plaquetas e 

eritrócitos. Além disso, níveis elevados de isoprostanos, um marcador da 

peroxidação lipídica, foram observados no cérebro, plasma e urina de um 

modelo de camundongo transgênico de DA mostrando uma clara relação entre 

marcadores de estresse oxidativo centrais e periféricos (Praticò et al., 2001).  

Alterações na permeabilidade da BHE durante o envelhecimento e em 

algumas doenças neurodegenerativas estão amplamente descritas na literatura 

(Abbott, 2000; Girouard & Iadecola, 2006). Em uma revisão realizada por Farrall 

& Wardlaw (2009), os autores sugerem que uma alteração na permeabilidade da 

BHE poderia ser usada como uma rota para que substâncias da periferia como 

metabólitos, proteínas e agentes infecciosos pudessem atingir o SNC e afetar 

diversas funções incluindo a cognição. Neste contexto, é possível sugerir que 

espécies reativas produzidas no tecido cerebral possam atingir a corrente 

sanguínea assim como aquelas produzidas perifericamente poderiam afetar o 

SNC (Chámatalová et al., 2016; Farrall & Wardlaw, 2009). No entanto, apesar de 

algumas evidências demonstrarem uma possível relação 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. Exercício físico no processo de envelhecimento 
 
 

Entre as diferentes ferramentas terapêuticas não farmacológicas 

estudadas, o exercício físico tem recebido grande atenção 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 Organização Mundial da 

Saúde o exercício físico é uma forma eficiente e barata de prevenir o declínio da 

capacidade funcional geral em pessoas com idade avançada.  Além disso, a 

atividade física pode prevenir e modular algumas doenças crônicas associadas ao 

processo de envelhecimento (Cvecka et al., 2015; WHO, 2007). Entre os diversos 

efeitos benéficos relacionados à atividade física durante o envelhecimento 

destacam-se maior independência nas atividades de autocuidado, melhora da 

autoestima, melhor qualidade e expectativa de vida e diminuição 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 influências ambientais. Neste 

contexto, algumas regiões cerebrais consideradas vulneráveis às alterações 

relacionadas à idade demonstram modificações estruturais e funcionais em 

resposta ao exercício físico moderado (Kirk-Sanchez & McGough, 2014). Alguns 

autores sugerem que os efeitos do exercício aeróbico sobre o cérebro são tanto 

gerais quanto específicos; gerais pois diversas regiões cerebrais são afetadas 

pela realização do exercício, e específicos uma vez que em algumas regiões 

cerebrais, como o hipocampo e o córtex pré-frontal, os resultados do exercício 

são mais pronunciados (Erickson et al., 2012). Alterações como aumento da 
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plasticidade sináptica e neurotransmissão, assim como aumento na expressão de 

genes de fatores do crescimento, já foram descritos em hipocampos de 

camundongos e ratos fisicamente ativos (Cotman & Berchtold, 2002; Farmer et 

al., 2004; van Praag et al., 1999a). Portanto, é possível sugerir que a atividade 

física possa melhorar a função cerebral e impactar de forma positiva no 

desempenho cognitivo (Erickson et al., 2012). Além disso, uma revisão publicada 

em 2012, por Erickson e colaboradores, afirma que mesmo um regime de 

exercício aeróbico moderado iniciado em idosos sedentários pode promover 

benefícios. Os autores sugerem que uma quantidade relativamente modesta de 

atividade física é suficiente para promover alterações estruturais e consequente 

melhora cognitiva durante o envelhecimento. 

 Diversos estudos utilizando tanto exercício forçado (esteira ou nado) 

quanto exercício voluntário (roda de corrida de livre acesso) têm observado 

efeitos positivos em parâmetros cognitivos em modelos animais, especialmente, 

sobre a memória (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 exercício de corrida diário moderado (20 

min por dia durante 2 semanas) em esteira ergométrica foi capaz de melhorar 

transitoriamente a memória aversiva avaliada no teste da esquiva inibitória em 

ratos Wistar de 20 meses de idade (Lovatel et al., 2012, 2013). Outro estudo 

realizado com camundongos de 19 meses de idade expostos à roda de corrida de 

livre acesso durante 1 mês resultou em melhora no aprendizado e retenção de 

memória no teste do labirinto aquático (van Praag et al. 2005).  

 Os efeitos positivos da atividade física sobre parâmetros cognitivos têm 

sido amplamente descritos, no entanto, existem diversas vias pelas quais as 
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regiões cerebrais envolvidas nas funções cognitivas podem ser alteradas ou 

melhoradas através do exercício físico (Erickson et al., 2012). Alguns 

mecanismos relacionados à prática de exercício como aumento da angiogênese e 

neurogênese, aumento nos níveis de neurotransmissores e fatores neurotróficos, 

diminuição do processo inflamatório e estresse oxidativo assim como redução no 

acúmulo desordenado de proteínas já foram descritos (Kerr et al., 2010; Lovatel 

et al., 2013; Neeper et al., 1996; Rao et al., 2015; van Praag et al., 2005). 

 Nas últimas décadas, diversas evidências têm sugerido um importante 

papel do exercício físico na melhora dos déficits de memória associados à doença 

de Alzheimer. Neste contexto, tanto os efeitos do exercício físico forçado quanto 

voluntário têm demonstrado efeitos sobre o processamento da APP e o depósito 

do peptídeo Aβ (Adlard et al., 2005, Albeck et al., 2006; Di Loreto et al., 2014; Liu 

et al., 2013; Xu et al., 2013). Recentemente, Zhao e colegas (2015) demonstraram 

efeitos benéficos do exercício em esteira através da diminuição de placas 

amiloides hipocampais acompanhado por melhora na memória espacial em 

camundongos transgênicos APP/PS1. Corroborando estes dados, um protocolo 

de exercício voluntário foi capaz de reduzir os níveis de agregação do peptídeo 

Aβ e da atividade da BACE em hipocampo e córtex em modelo transgênico de DA, 

além de promover melhora da memória (Rao et al., 2015). Como descrito acima, 

estudos avaliando os efeitos do exercício físico sobre a memória relacionada ao 

processamento da APP pelas secretases geralmente são realizados utilizando 

modelos transgênicos da DA, porém estudos avaliando essa relação durante o 

processo de envelhecimento fisiológico são raros. 

 Os efeitos benéficos do exercício físico sobre diferentes parâmetros de 

estresse oxidativo também estão descritos na literatura. A prática de exercício 
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físico regular tem se mostrado eficiente como medida preventiva em doenças 

associadas ao estresse oxidativo como doenças cardiovasculares e infarto 

(Hammeren et al., 1992; Wannamethee et al., 1998). Além disso, diversos 

estudos avaliando os efeitos do exercício sobre parâmetros de estresse oxidativo 

durante o envelhecimento sugerem que a atividade física regular é capaz de 

melhorar as defesas antioxidantes e reduzir o dano causado pelas espécies 

reativas (Fatouros et al., 2004; Fraile-Bermúdez et al., 2015). 

 Embora a maioria dos trabalhos encontrados na literatura relatem efeitos 

benéficos do exercício sobre o SNC, esses efeitos também podem ser encontrados 

em marcadores periféricos como na circulação saniguínea. Além disso, o impacto 

do exercício em proteínas circulantes pode refletir alterações ao nível do SNC. 

Alguns autores observaram que níveis periféricos elevados de fatores do 

crescimento como fator de crescimento endotelial vascular 1 (IGF-1) estimulado 

pelo exercício podem, pelo menos em parte, mediar um aumento na neurogênese 

(Fabel et al., 2003; Trejo et al., 2001).  

Neste contexto, é importante citar que recentemente, Frühbeis e colegas 

(2015) demonstraram um aumento na liberação de pequenas vesículas para a 

circulação associado à prática de exercício físico. Ainda, visto que evidências 

demonstram a capacidade dos exossomos transportarem diversas substâncias 

entre diferentes células e atravessarem a BHE, é possível sugerir um papel destas 

vesículas nos efeitos centrais e periféricos induzidos pelo exercício. 

Desta forma, avaliar os efeitos do exercício físico tanto sobre o SNC 

quanto sobre marcadores periféricos durante o processo de envelhecimento é de 

fundamental importância, pois a compreensão 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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prática de exercício físico resulta em efeitos benéficos pode endossar sua 

utilização como uma ferramenta terapêutica adjuvante. 
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2. Hipóteses 
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As nossas hipóteses de trabalho pressupõem que o envelhecimento 

poderia levar ao desequilíbrio das vias amiloidogênica e não-amiloidogênica, a 

favor da amiloidogênica, e que o exercício físico seria capaz de modular a 

atividade das secretases especialmente no processo de envelhecimento. 

Adicionalmente, esperávamos que tanto o envelhecimento quanto o exercício 

físico alterariam o perfil de exossomos circulantes. 
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3.Objetivo  
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3.1. Objetivo Geral 

Avaliar os efeitos do envelhecimento e do exercício físico sobre as 

atividades das secretases e sobre o perfil de exossomos circulantes. 

3.2. Objetivos específicos  

● Avaliar o efeito do envelhecimento e do exercício físico sobre a memória 

aversiva utilizando o teste da esquiva inibitória em ratos Wistar de 3, 21 e 

26 meses de idade. 

● Avaliar o efeito do envelhecimento e do exercício físico sobre as 

atividades da TACE e da BACE em hipocampo e córtex pré-frontal de ratos 

Wistar de 3, 21 e 26 meses de idade.  

● Avaliar o efeito do envelhecimento e do exercício físico sobre o conteúdo 

de APP em hipocampo de ratos Wistar de 3, 21 e 26 meses de idade.  

● Avaliar o efeito do envelhecimento e do exercício físico sobre o conteúdo 

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 exercício físico sobre o conteúdo 

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 exercício físico sobre o conteúdo 

do peptídeo Aβ1-42 em exossomos circulantes de ratos Wistar de 3, 21 e 

26 meses de idade. 

● Avaliar os efeitos transitórios (1 hora) e tardios (18 horas) após a última 

sessão de exercício físico sobre os parâmetros bioquímicos analisados. 
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4. Abordagem Metodológica 
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4.1.  Animais 

Foram utilizados ratos Wistar machos de 3, 21 e 26 meses de idade 

provenientes do Centro de Reprodução de Animais de Laboratório (CREAL- 

UFRFGS). Os animais foram mantidos no Biotério setorial do Departamento de 

Farmacologia (UFRGS) durante o processo de envelhecimento em condições 

padrão de biotério com 12 horas de claro/escuro, temperatura controlada (22 ±2 

°C), comida e água ad libitum.  Todos os procedimentos experimentais foram 

aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais de Laboratório (CEUA) 

(número do projeto #23464).  

As idades dos animais foram escolhidas baseadas em estudos prévios do 

nosso grupo de pesquisa em que observamos uma capacidade do protocolo de 

exercício físico modular parâmetros oxidativos, inflamatórios e epigenéticos em 

diferentes regiões cerebrais como hipocampo e córtex 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 

incluídos no estudo com base no trabalho de Takahashi e colegas (2010), o qual 

demonstrou um aumento nos níveis do peptídeo Aβ1-42 em cérebro de ratos 

saudáveis 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 esquemático dos grupos experimentais (12 grupos). 

 

Os animais de 3, 21 e 26 meses de idade foram divididos em sedentários 

(SED) e exercitados (EXE), e ambos os grupos foram submetidos ao teste da 

esquiva inibitória (n= 12-20), 30 minutos após o término da última sessão de 

exercício físico (Figura 7). Após a esquiva inibitória, os animais foram 

subdivididos, randomicamente, em grupos 1h ou 18h com o objetivo de verificar 

os efeitos transitórios (1 hora) e tardios (18 horas) do protocolo de exercício 

físico sobre os parâmetros bioquímicos (n= 4-9).  

 

Figura 7. Linha do tempo do protocolo de exercício físico, do teste da esquiva inibitória e da 

coleta das amostras. 
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4.3. Protocolo de exercício físico 

O exercício consistiu em sessões de corrida realizadas em esteira 

ergométrica adaptada para ratos como demonstrada na Figura 8 (AVS Projetos, 

São Paulo, Brazil) utilizando protocolo diário 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 máximo de oxigênio indireto (VO2máx) (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 exaustão 

(incapacidade do rato em continuar correndo). O tempo de fadiga (em minutos) 

e a velocidade máxima (em m/min) foram tomados como índice da capacidade 

de exercício e usados para a mensuração de VO2máx indireto (Elsner et al., 2013; 
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Lovatel et al., 2013). Durante o protocolo de treino, todos os animais correram a 

60% do seu consumo máximo de oxigênio (VO2máx) como ilustrado na Tabela 1. 

Os animais que se recusaram a correr foram gentilmente estimulados. Não foram 

utilizados choque elétrico ou outras formas de estímulo aversivo nos animais 

exercitados. 

Previamente, nosso grupo de pesquisa demonstrou o efeito neuroprotetor 

deste protocolo diário moderado de corrida em esteira uma vez que o mesmo foi 

capaz de reduzir o dano isquêmico in vitro em fatias hipocampais de ratos Wistar 

(Scopel et al., 2006). Além disso, recentemente, os efeitos neuroprotetores deste 

protocolo foram descritos sobre a memória aversiva assim como em diferentes 

parâmetros bioquímicos em regiões 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 sedentário foram colocados diariamente na esteira 

ergométrica desligada durante 5 minutos com o objetivo de submetê-los às 

mesmas condições e manipulação sofrida pelos animais exercitados. Os 

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

 
 
Tabela 1. Protocolo de exercício físico diário moderado em esteira ergométrica. 
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4.4. Teste da Esquiva Inibitória  

O teste da esquiva inibitória foi utilizado como um modelo estabelecido 

de memória motivada pelo medo no qual os animais aprendem a associar a sua 

localização no aparato (grade presente no chão) ao estímulo aversivo (choque 

elétrico). O aparato do teste da esquiva inibitória consiste em uma caixa de 

acrílico 50 x 25 x 25 cm (Albarsch, Porto Alegre, Brasil), cujo chão é composto 

por barras de aço inoxidável (1 mm de diâmetro), espaçados por 1 cm de 

distância. 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 inibitória 

 

O paradigma da esquiva inibitória consiste em uma sessão treino e 24 

horas após, uma sessão teste. Na sessão de treino, os animais foram colocados 

em uma plataforma e ao descerem com as quatro patas na região da grade, 

receberam um choque de 0,6 mA durante 3 segundos e foram colocados de volta 

na plataforma. Para avaliar a memória de longo prazo, 24 horas após o treino os 

animais foram submetidos novamente ao mesmo aparato, sem choque elétrico, e 
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o tempo de latência para descida da plataforma foi cronometrado (tempo 

máximo de 180 segundos) e usado como medida de memória de retenção 

(Amaral et al., 2007). O teste comportamental foi realizado 30 minutos após a 

última sessão de exercício físico. Os efeitos transitórios do exercício em esteira 

sobre a memória aversiva já foram previamente descritos pelo nosso grupo de 

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

 
4.5. Preparo das amostras 
 
 

Trinta minutos após o teste da esquiva inibitória e, consequentemente, 1 

hora ou 18 horas após a última sessão de exercício os animais foram 

eutanasiados por decapitação. As amostras foram coletadas 1 hora e 18 horas 

após a última sessão de exercício com o objetivo de avaliar os efeitos transitórios 

e tardios, respectivamente, do protocolo de exercício utilizado. Além disso, é 

importante salientar que 1 hora após a última sessão de exercício correspondeu 

ao período da tarde enquanto que 18 horas após o exercício correspondeu ao 

período da manhã permitindo desta forma a avaliação do efeito do período do 

dia sobre os parâmetros bioquímicos. 

Os animais foram decapitados em ambiente apropriado (baixa 

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

treinamento e experiência. O ambiente foi cuidadosamente higienizado antes do 

ingresso do animal na sala. A decapitação foi realizada em guilhotina adaptada 

para roedores (Insight®) sem anestesia prévia para não alterar 

bioquimicamente as estruturas estudadas. Os métodos utilizados seguem as 

conformidades propostas pelas “Diretrizes da Prática de Eutanásia do CONCEA”. 
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Após a decapitação, o sangue do tronco troncular foi coletado em tubos 

sem anticoagulante, centrifugado a 10,000 rpm em temperatura ambiente por 10 

minutos e após, o soro resultante foi transferido para um tubo (1,5 mL) e 

armazenado a -80 °C para posterior isolamento dos exossomos. O encéfalo dos 

animais foi removido e colocado em solução fisiológica gelada 0,9%. Após, o 

hipocampo e o córtex pré-frontal foram dissecados, rapidamente imersos em 

nitrogênio líquido e posteriormente armazenados a -80 °C. 

 

4.6. Quantificação da APP e atividade das secretases em hipocampo e 

córtex pré-frontal 

4.6.1. Western blot  

A técnica de Western blot foi realizada para avaliar o conteúdo de APP 

hipocampal. O hipocampo (n=4) foi homogeneizado com tampão RIPA (1:10, 

Millipore) e com inibidores de proteases e fosfatases (1:100, Sigma Aldrich, 

Missouri, USA). A concentração de proteínas foi quantificada através do método 

do azul de Coomassie (Bradford, 1976), e a amostra foi incubada com solução 

Laemmli (5 min/95 °C). As proteínas (40 μg) 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 

pó desnatado a 4% em TBS-T e incubada com o anticorpo primário anti-APP 

(Millipore, 1:5000) e GAPDH (Cell Signaling, 1:5000) overnight a 4°C. 

Posteriormente, a membrana foi novamente incubada com o anticorpo 

secundário (Cell Signaling, 1:1000) durante 2 horas a temperatura ambiente. Um 

substrato para western blot (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) foi 

usado e as proteínas imunorreativas foram visualizadas através de uma 
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exposição ao filme raio-X. As proteínas foram quantificadas pela mensuração da 

intensidade da banda (área X OD) usando um software Image J 

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

 
4.6.2. Atividade da enzima β-secretase (BACE) 

A atividade da enzima BACE foi avaliada utilizando um kit comercial 

específico (Abcam, #ab65357) de acordo com as instruções do fabricante. O 

hipocampo e o córtex pré-frontal (n=5-9) foram homogeneizados com tampão 

fornecido pelo kit e incubados no gelo durante 10 minutos.  Após, o 

homogeneizado foi centrifugado 10,000 × g durante 5 minutos a 4°C e o 

sobrenadante foi coletado. Em uma placa de 96 poços, 30 μL da amostra 

(proteína total ≈ 200 μg) foram adicionados em cada poço seguido da adição de 

70 μL do tampão de reação e de 2 μL do substrato para BACE. A placa foi 

incubada no escuro a 37°C durante 1 hora. A fluorescência foi mensurada através 

de um fluorímetro (345 nm de excitação e 520nm de emissão). A atividade da 

BACE foi expressa em unidades de fluorescência relativa (RFU) por mg de 

proteína. 

 

4.6.3. Atividade da enzima α-secretase (TACE) 

A atividade da TACE foi realizada utilizando um kit comercial conforme as 

instruções do fabricante (Anaspec Inc. #72085). O hipocampo e o córtex pré-

frontal (n=5-9) foram homogeneizados em tampão de ensaio contendo 0.1% 

Triton-X 100. Após, foram incubados por 15 minutos a 4 °C, centrifugados a 

2,000 × g a 4 °C e o sobrenadante foi coletado. Em uma placa de 96 poços, 50 μL 

de amostra foram adicionados em cada poço seguida da adição de 50 μL do 



51 
 

substrato da TACE. A placa foi incubada protegida da luz durante 1 hora e após, 

50 μL da solução stop foi adicionada. A fluorescência foi mensurada através de 

um fluorímetro (490 nm de excitação e 520nm de emissão). A atividade da BACE 

foi expressa em unidade de fluorescência relativa (RFU) por mg de proteína. 

 

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 

específico miRCURY™ Exosome Isolation Kit (Exiqon, MA, USA). Um volume de 

0,6 mL de soro foi centrifugado por 5 minutos a 10,000 x g para a remoção de 

detritos celulares. Após, 0,5 mL do sobrenadante foi transferido para um vial 

onde foi adicionado 200 µL de tampão de precipitação seguido de uma incubação 

de 60 minutos a 4°C. Após a incubação, uma nova centrifugação de 30 minutos a 

1,500 × g foi realizada em temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado 

e o pellet ressuspendido em 270 µL de tampão de ressuspensão usando um 

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

experimentos. O tamanho das partículas derivadas do soro foi quantificado 

através da análise de rastreamento de partículas (NTA) usando um sistema 

LM10-HS (Nanosight Ltd., Amesbury, UK). O software NTA indicou que o 

tamanho das nanopartículas estava entre 90- 300 nm. 

 

4.7.2. Níveis de CD63 em exossomos 

A especificidade do procedimento de isolamento de exossomos foi 

caracterizada através da presença de CD63, uma proteína de membrana 

específica de exossomos. Os níveis de CD63 foram mensurados através de um kit 
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comercial específico (ExoELISA kit, System Biosciences) seguindo as instruções 

do fabricante. Em uma placa de 96 poços, foram adicionadas 50 µl de proteínas 

padrão ou amostra de exossomos e incubadas overnight a 4 °C.  Após a 

incubação, 50 µl do anticorpo primário específico para CD63 foi adicionado e 

incubado durante 1 hora em temperatura ambiente seguido pela incubação com 

o anticorpo secundário. No último passo, 50 µl do substrato (TMB) foi adicionado 

e a absorbância foi mensurada em 450 nm. Os níveis de CD63 foram calculados 

comparados a curva padrão/ mg de proteína total e os resultados foram 

expressos como porcentagem de controle onde o grupo SED adulto jovem foi 

considerado o 100%. 

 

4.7.3. Níveis do peptídeo Aβ1-42 em exossomos 

 Um kit comercial específico (Sensolyte ELISA kit- AnaSpec, Fremont, CA) 

foi utilizado para mensurar os níveis do peptídeo Aβ1-42 conforme as instruções 

do fabricante. Em uma placa de 96 poços, foram adicionados 100 µl dos padrões 

diluídos ou das amostras de exossomos derivados de soro além de 50 µl do 

anticorpo de detecção e incubados overnight a 4 °C. Após a incubação, 100 μl de 

solução substrato de TMB foi adicionado em cada poço seguido e a absorbância 

foi mensurada a 450 nm. Os níveis de Aβ1-42 foram quantificados usando uma 

curva padrão e normalizados pela proteína total.  

 

4.7.4. Níveis de espécies reativas em exossomos 

As espécies reativas foram quantificadas usando 2’-7’- diacetato de 

diclorofluoresceína (DCFH-DA) com um “probe” (Lebel et al., 1990). Em uma 

placa de 96 poços, a amostra contendo os exossomos foi incubada com DCFH-DA 
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(100 mM) a 37 °C durante 30 minutos e a formação de derivados oxidados 

fluorescentes (DCF) foi monitorada em comprimentos de onda de excitação (488 

nm) e emissão (525nm). O procedimento foi realizado no escuro e brancos 

contendo DCFH-DA (sem exossomos) foram processados para a mensuração da 

autofluorescência (Bertoldi et al., 2012; dos Santos et al., 2014). O conteúdo de 

espécies reativas foi mensurado usando uma curva padrão e normalizado pela 

proteína total.  

 

4.7.5. Atividade da enzima superóxido 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 geração de radical superóxido, o qual reage com 2-(4-

iodenafil) -3-(4-nitrofenol) -5-fenoltetrazolium formando o corante vermelho de 

formazan. A reação é realizada a 37 °C e a absorbância é mensurada a 505 nm. A 

inibição da produção do cromógeno é proporcional à atividade da SOD na 

amostra e os resultados (unidades de SOD) foram normalizados pela proteína 

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 hidrólise da acetilcolina iodada é mensurada a 412 nm 

através da liberação do composto tiol o qual produz coloração quando reage com 

DTNB (dos Santos et al., 2014). A atividade da AChE foi normalizada pela 

proteína total.  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091305703001138#BIB19
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4.8. Quantificação de proteínas totais 

 O conteúdo de proteínas totais das estruturas cerebrais e do exossomos 

isolados do soro foi quantificado através do método do azul de Coomassie 

usando albumina bovina como padrão (Bradford, 1976). 

 

4.9. Análise estatística  

 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 Análise de 

Variância (ANOVA) de duas vias seguida pelo pós-teste de Tukey foi utilizada 

tendo idade e exercício físico como fatores.   

Uma vez que os resultados do conteúdo da APP foram classificados como 

não paramétricos, os mesmos foram analisados através do teste de Kruskal–

Wallis.  

 Em todos os testes realizados o nível de significância aceito foi p<0,05. As 

análises foram realizadas nos programas estatísticos Statistical Package for the 

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

 

4.10. Considerações Éticas 

 Este trabalho foi aprovado pela Comissão de Uso de Animais da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA/UFRGS, número 23464). 

Todos os experimentos realizados estiveram de acordo com os critérios 
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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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Aging process alters hippocampal and cortical secretase activities of Wistar 
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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 Aβ 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), Aβ 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, Fröhlich 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 use of exosomes for prognostic and/or diagnostic in 

neurodegenerative diseases has been proposed. Fiandaca and colleagues (2015) 

suggested that Aβ levels in circulating exosomes are a potential biomarker of 

disease progression, since increased Aβ levels were detected in both preclinical 

and symptomatic AD patients with higher levels in symptomatic patients. Yet 

higher Aβ 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 Aβ 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). Frühbeis 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; Radák 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 Aβ 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 Aβ1-42 levels in brains of 26-month-old healthy rats (Takahashi et al., 

2010). The animals were provided by the Centro de Reprodução Animal de 

Laboratório (CREAL) and maintained under standard conditions (12-h 

light/dark, 22 ± 2 ºC) with food and water ad libitum. The Local Ethics 

Committee (CEUA – Comissão de Ética 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, São 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
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1074742712000779#200024433
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1074742712000779#200024256
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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 (miRCURYTM 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 μL 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 μL 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 



75 
 

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 µl of prepared 

protein standards or exosome sample were added and incubated overnight at 

4ºC. After incubation, 50 µl of the specific primary antibody CD63 was added and 

incubate at room temperature for 1 hour followed by incubation with secondary 

antibody. Finally, 50 µl 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 μl 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 

(488 nm) 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 kit, 

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 Aβ1-42 peptide levels 

The Aβ1-42 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 µl of diluted standards or serum-derived exosome sample and 
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50 µl of the diluted detection antibody solution were added, the plate was 

incubated overnight at 4 °C. After incubation, 100 μl of TMB Color Substrate 

Solution was added in each well followed by addition of 50 μl of the Stop 

Solution. The plate was read at 450 nm using a microplate absorbance reader. 

Aβ1-42 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(2,35)=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(2,30)=3.661; p=0.040; F(2,27)=4.420; p=0.024; two-way ANOVA).  

Furthermore, two-way ANOVA showed an exercise effect (Fig. 3B; F(1,27)=10.659, 

p=0.004) as well as an interaction between age and exercise factors 

(F(2,27)=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, F(2,26)=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 (F(2,33)=1.491; 

p=0.224, Fig.5A). 

Additionally, the Aβ1-42 peptide levels remained unchanged in all groups 

evaluated (two-way ANOVA; Fig. 6A, F(5,31)=2.072; p=1.01 and Fig. 6B, 

F(5,31)=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 



81 
 

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 (Fröhlich 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 Aβ levels in circulating exosomes as a 

potential AD progression biomarker, this was the first work evaluating 

peripheral exosomal Aβ levels in the healthy aging process. An interesting idea 

regarding exosomal Aβ in different biological compartments can be proposed, 

since aged monkeys showed a decreased CSF exosomes Aβ levels associated to 

its accumulation in brain tissue (Yuyama et al. 2015), while in the present work 

there were no changes on circulating exosomal Aβ content. Therefore, we 

suggest that this work was unable to validate peripheral exosome Aβ 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, Frühbeis 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-Bermúdez et al. 2015; Hammeren et al. 1992; Radák 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-Bermúdez et al. 2015; Hammeren et al. 1992; 

Radák 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 Aβ1-42 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 4. 
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Figure 5.  
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Figure 6. 
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6. Discussão 
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 Os resultados encontrados neste trabalho sugerem um envolvimento das 

vias amiloidogênica e não-amiloidogênica, 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 exercício físico sobre o conteúdo e perfil de exossomos 

circulantes.  

Neste contexto, um resultado relevante observado neste trabalho foi a 

diminuição da atividade da TACE (ADAM17) em córtex pré-frontal e hipocampo 

de ratos envelhecidos. Corroborando estes resultados, níveis reduzidos de APPα, 

um produto derivado da clivagem da APP pela TACE, foram observados em LCR 

de ratos de 23 meses de idade (Anderson et al., 1999). É importante mencionar 

que diferentes funções como neuroproteção, neurotrofismo e neurogênese já 

foram atribuídas ao APPα. Desta forma, uma redução na atividade da TACE e, 

consequente redução nos níveis de APPα, no córtex pré-frontal e hipocampo de 

ratos envelhecidos poderiam contribuir para o aumento da suscetibilidade 

destas estruturas aos danos relacionados a doenças neurodegenerativas. Além 

disso, indivíduos com DA apresentam níveis reduzidos de sAPPα em LCR 

sugerindo uma possível redução na atividade da enzima TACE (Pietri et al., 2013; 

Sennvik et al., 2000). Nosso trabalho apresentou resultados inéditos sobre o 

envolvimento da TACE encefálica no processo de envelhecimento fisiológico. 

 Uma vez que alterações na maquinaria do processamento da APP 

parecem estar fortemente relacionadas aos déficits de memória observados na 

DA, os animais jovens e envelhecidos foram submetidos ao teste da esquiva 

inibitória para avaliação da memória 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 considerável na memória aversiva quando comparados aos animais 

adultos jovens. Portanto, podemos sugerir que o prejuízo de memória observado 

nos animais envelhecidos pode estar relacionado à diminuição 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 APPα é capaz de potencializar a memória espacial em 

camundongos assim como melhorar a potencialização de longo prazo (LTP) em 

fatias hipocampais de ratos (Taylor et al., 2008) sugerindo um forte 

envolvimento deste fragmento na memória. 

 Além de participar do processamento da APP, a TACE pode regular, 

parcialmente, os processos inflamatórios através da capacidade de clivar a forma 

do fator de necrose tumoral-α (TNF-α) ligada à membrana (Black et al., 1997). É 

importante mencionar que vários estudos demonstram uma relação entre a o 

desempenho nos testes de memória e os níveis de TNF-α; no entanto, os 

resultados obtidos são controversos. Fiore e colegas (1996) observaram um 

prejuízo no teste da esquiva inibitória realizado em camundongos transgênicos 

que superexpressam TNF-α. Por outro lado, alguns estudos sugerem um papel 

essencial do TNF-α nos processos de memória, uma vez que camundongos 

deficientes desta citocina, sob condições não inflamatórias, apresentam prejuízos 

no desempenho em testes de memória (Baune et al., 2008b). Ainda, um trabalho 

realizado pelo nosso grupo de pesquisa, utilizando ratos Wistar de 21 meses de 

idade, não observou correlação entre os níveis de TNF-α e o desempenho dos 

animais no teste da esquiva inibitória (Lovatel et al., 2013). Portanto, é possível 

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

memória.  

 A atividade da BACE, um índice de atividade da via amiloidogênica, 

também foi investigada neste trabalho.  Embora os roedores sejam amplamente 

utilizados como modelos de envelhecimento, poucos estudos avaliam o impacto 

do processo de envelhecimento fisiológico sobre a atividade da BACE em 

estruturas cerebrais de ratos. Neste estudo foi observado um aumento da 

atividade da BACE em córtex pré-frontal de ratos de 26 meses de idade, 

portanto, podemos inferir que ratos Wistar são 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 conteúdo de Aβ1-42 em córtex cerebral de 

animais de 22-24 meses de idade. Além disso, Fukomoto e colegas (2004) 

observaram níveis elevados de atividade da BACE em córtex e cerebelo de 

humanos e macacos envelhecidos assim como em camundongos transgênicos 

Tg2576. Adicionalmente, níveis elevados de Aβ1-42 já foram descritos em ratos 

saudáveis 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 córtex, aos processos 

neurodegenerativos assim como ao desenvolvimento de doenças como a doença 

de Alzheimer. 

 Considerando que um aumento da atividade da BACE foi observado 

somente no córtex pré-frontal de animais envelhecidos, não se pode excluir a 

hipótese 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 já foram descritas (Hook et al., 2008). Além disso, os níveis totais de 

Aβ em diferentes regiões cerebrais podem ser alterados por diversos processos, 

como oligomerização, deposição e remoção (Fukomoto et al., 2004). É 

importante destacar que um prejuízo na remoção do peptídeo pode ser um 

mecanismo central no desenvolvimento da DA. Neste contexto,  Mawuenyega e 

colegas (2010) observaram que as taxas de produção do Aβ1-40 e Aβ1-42 foram 

similares entre indivíduos com DA sintomática e indivíduos envelhecidos 

saudáveis, enquanto que menores taxas de remoção do Aβ foram observadas em 

pacientes com DA. Desta forma, é possível inferir que uma redução na remoção 

do Aβ pode estar diretamente relacionada à fisiopatologia da DA enquanto que 

as vias amiloidogênicas e não-amiloidogênicas, especificamente, a atividade das 

secretases parecem estar associadas ao aumento da suscetibilidade a doenças 

neurodegenerativas na idade avançada.  

 Ainda, embora os déficits de memória tenham sido observados nos 

animais envelhecidos, níveis elevados de atividade da BACE foram observados 

somente nos animais de 26 meses de idade. Portanto, é possível sugerir que o 

prejuízo cognitivo está mais relacionado às alterações na maquinaria do 

processamento da APP do que aos níveis do peptídeo Aβ. Além disso, a relação 

entre níveis de peptídeo Aβ e desempenho em testes de memória tem 

demonstrado resultados controversos. Diferentes trabalhos observaram que o 

Aβ pode levar tanto à melhora quanto ao déficit cognitivo, dependendo da sua 

forma e concentração (Lesné et al., 2006; Oh et al., 2011; Mura et al., 2012; 

Morley & Farr, 2014). Ainda, em um estudo de imagem in vivo, nenhuma 

correlação entre desempenho cognitivo e níveis cerebrais de peptídeo amiloide 

foi observada (Aizenstein et al., 2008).  
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 Um resultado interessante oriundo deste trabalho é relacionado ao 

desequilíbrio da razão TACE/BACE em favor da atividade da BACE em cérebros 

envelhecidos, especificamente em hipocampo e córtex pré-frontal. Estes 

resultados podem estar relacionados ao aumento na suscetibilidade a doenças 

neurodegenerativas e podem induzir um ambiente celular que facilite a 

produção do peptídeo Aβ e a consequente formação de placas senis. É 

importante destacar que a perda da homeostase entre as vias amiloidogênica e 

não-amiloidogênicas induzida pelo envelhecimento foi dependente da estrutura 

uma vez que o desequilíbrio na atividade das enzimas, em favor da BACE, foi 

observado em córtex de animais de 21 e 26 meses enquanto que no hipocampo 

foi observado apenas nos animais mais velhos. Portanto, nossos resultados 

apoiam a estratégia farmacológica neuroprotetora de inibição da atividade da 

BACE, no entanto, cabe ressaltar que a eficácia desta estratégia pode variar 

conforme a estrutura e a idade testadas. 

 O envelhecimento não foi capaz de alterar o conteúdo hipocampal da APP. 

Nossos resultados corroboram aqueles obtidos por Anderson (1999) utilizando 

animais de 23 meses de idade, em que não foram observadas alterações no 

conteúdo de APP. Além disso, Flood e colaboradores (1997) demonstraram que 

níveis corticais de mRNA da APP permaneceram inalterados durante o 

envelhecimento.  

Trabalhos recentes sugerem a quantificação de níveis de Aβ em 

exossomos circulantes como biomarcadores para avaliar a progressão da DA 

(Fiandaca et al., 2015), no entanto, ao nosso conhecimento, este foi o primeiro 

trabalho avaliando os níveis de Aβ em exossomos periféricos durante o processo 

de envelhecimento fisiológico. A partir dos resultados obtidos podemos inferir 
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que existe uma distribuição distinta do Aβ em diferentes compartimentos 

biológicos. Yuyama e colegas (2015) demonstraram uma diminuição nos níveis 

exossomais de Aβ no LCR associado ao seu acúmulo em tecidos cerebrais de 

macacos envelhecidos por outro lado, nossos resultados não demonstraram 

nenhuma alteração nos níveis do peptídeo em exossomos circulantes de ratos 

envelhecidos. Portanto, é possível sugerir que o conteúdo exossomal periférico 

de Aβ não seja um bom marcador de envelhecimento em ratos. Ainda, uma vez 

que os níveis de Aβ exossomais permaneceram inalterados em todas as idades 

avaliadas neste estudo é possível sugerir que o aumento da atividade da enzima 

BACE observado no córtex dos animais de 26 meses de idade não foi capaz de 

impactar nos níveis periféricos deste peptídeo. É importante destacar que um 

dos objetivos deste estudo foi avaliar o conteúdo de Aβ em exossomos 

circulantes em animais jovens e envelhecidos saudáveis, no entanto, não 

podemos excluir uma relação entre alterações na atividade central da enzima 

BACE e o conteúdo de Aβ periférico na DA. 

No presente trabalho foram encontrados resultados interessantes sobre 

os marcadores de exossomos como a proteína de membrana CD63 e a atividade 

da AChE. É importante ressaltar que embora o isolamento dos exossomos tenha 

sido realizado utilizando um método significativamente reproduzível baseado na 

precipitação de vesículas além de utilizar o NTA para sua carcaterização é 

impossível excluir que outras partículas como os quilomícrons (75-1200 nm) 

possam estar presentes na amostra. No entanto, a quantificação do CD63, uma 

proteína de membrane específica de exossomos, foi realizada. 

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

circulantes aumentando a atividade exosomal da AChE e diminuindo os níveis de 
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CD63. A diminuição do CD63 observada neste trabalho sugere uma possível 

redução no conteúdo 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 acúmulo de proteínas e outros resíduos prejudiciais ao organismo 

têm recebido grande atenção. Visto que os exossomos inicialmente foram 

associados à função de “limpeza” ou “remoção” de materiais indesejados, uma 

diminuição no seu conteúdo durante o envelhecimento poderia prejudicar o 

sistema de remoção destes materiais levando ao seu acúmulo e consequente 

toxicidade (Johnstone et al., 1991; Terman & Brunk, 2004). Adicionalmente, uma 

diminuição na atividade exossomal da AChE foi observada em animais 

envelhecidos. Várias evidências demonstram que o sistema colinérgico está 

prejudicado durante o processo de envelhecimento em diversas regiões 

cerebrais (Haider et al., 2014; Stein et al., 2015; Ypsilanti et al., 2008). 

Considerando a habilidade intrínseca dos exossomos em atravessar a BHE 

(Kanninen et al., 2015; Lakhal & Wood, 2011; Skog et al., 2008) é possível 

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 alterações do 

sistema colinérgico central relacionadas ao envelhecimento. Ainda, este 

resultado indica que a atividade da AChE não é uma medida adequada para 

quantificar conteúdo de exossomos em animais envelhecidos. 

Embora diversas evidências demonstrem um importante papel do 

estresse oxidativo durante o processo de envelhecimento (Cadenas & Davies, 

2000; Finkel & Holbrook, 2000), ao nosso conhecimento não existem trabalhos 
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investigando a relação entre estresse oxidativo e exossomos no envelhecimento 

fisiológico. Neste estudo, foi observado um aumento nos níveis de espécies 

reativas em exossomos circulantes de ratos de 21 e 26 meses de idade 

comparados aos animais adultos jovens. Até o momento, não é possível afirmar 

se as espécies reativas exossomais são geradas intrinsicamente. Alguns autores 

demonstraram uma produção intrínseca de espécies reativas geradas através 

das enzimas NADPH oxidase e óxido nítrico 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 distâncias, altos níveis de 

radicais livres em exossomos circulantes poderiam refletir os níveis 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 possível sugerir que altos níveis de espécies reativas observadas em 

exossomos circulantes de ratos envelhecidos contribuam para o aumento do 

estresse oxidativo central.  

É interessante destacar que uma diminuição 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 

superóxido já está bem descrita na literatura (Halliwell, 1975; Liu & Mori, 1993). 

Recentemente um estudo realizado por Fröhlich e colegas (2014) demonstrou 

que os exossomos são capazes de transportar/transferir as enzimas SOD e CAT 

entre oligodendrócitos e neurônios. Portanto, podemos sugerir que uma 

diminuição na troca de SOD entre diferentes células promovida pelos exossomos 
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em animais de 26 meses poderia contribuir para o prejuízo oxidativo observado 

em diferentes tecidos durante o envelhecimento.  

Outro resultado observado neste trabalho foi a influência do período do 

dia em que os animais foram eutanasiados, 1 hora (período da tarde) e 18 horas 

(cedo da manhã), após a última sessão de exercício sobre os parâmetros 

bioquímicos. Os tempos de coleta das amostras foram escolhidos baseados em 

resultados prévios do nosso grupo de pesquisa os quais demonstraram efeitos 

transitórios (1 hora) e tardios (18 horas) do protocolo de exercício em diferentes 

estruturas cerebrais de ratos adultos jovens e envelhecidos (Elsner et al., 2011; 

2013; Lovatel et al., 2013). A influência do período do dia foi observada na 

atividade das enzimas secretases em córtex pré-frontal durante o 

envelhecimento. Um claro padrão temporal pode ser identificado uma vez que as 

atividades das enzimas TACE e BACE foram alteradas somente no período da 

tarde (grupos 1 hora). Por outro lado, alterações na atividade hipocampal das 

secretases foram observadas em ambos os períodos avaliados. Desta forma, é 

possível especular que regiões cerebrais distintas podem responder 

diferentemente às influências do ritmo circadiano. Neste contexto, uma vez que a 

melatonina é capaz de aumentar a atividade enzimática da TACE (Waldhauser et 

al., 1998) e estudos demonstram que a melatonina está diminuída durante o 

envelhecimento (Harper et al., 2005) podemos sugerir que níveis reduzidos de 

melatonina estão relacionados a menor atividade da TACE em córtex de animais 

envelhecidos. Em relação à atividade da BACE, é possível observar que esta 

enzima apresenta a atividade aumentada em córtex de animais envelhecidos no 

período da tarde. Alterações no ritmo de repouso-atividade já 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 expressão de BACE é capaz de alterar o ritmo de repouso-atividade 

especialmente em animais envelhecidos com um mecanismo independente da 

produção do peptídeo Aβ. Uma vez que os inibidores da BACE tem sido 

considerados potenciais alvos farmacológicos (Ballard et al., 2011; Takahashi et 

al., 2010) para o tratamento da DA, é possível sugerir que estudos utilizando 

inibidores da BACE in vivo devem considerar a hora do dia de administração. 

Neste contexto, nossos resultados sugerem que o período da tarde seria o 

horário mais apropriado para a administração destes inibidores em roedores. 

Portanto, os resultados encontrados abrem novas questões a serem investigadas 

sobre a modulação da atividade das secretases pelo ritmo circadiano durante o 

processo de envelhecimento. 

Em relação ao conteúdo de exossomos, também foi possível observar um 

claro padrão temporal uma vez que os níveis de CD63, e consequentemente, os 

níveis de exossomos estavam reduzidos somente no período da tarde (grupos 1 

hora) nos animais envelhecidos comparados aos animais adultos jovens.  

Desta forma, a partir do que foi discutido acima é possível afirmar que os 

resultados obtidos, tanto com a atividade das secretases quanto em relação aos 

exossomos, podem estar associados às alterações na ritmicidade características 

do processo de envelhecimento (Hu et al., 2009; Stranaham et al., 2012). 

Outro importante ponto a ser discutido é referente ao protocolo 

neuroprotetor de exercício físico, corrida em esteira durante 2 semanas, que 

apesar de ter melhorado o desempenho dos animais de todas as idades no teste 

da esquiva inibitória não foi capaz de alterar a atividade das enzimas BACE e 
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TACE, em hipocampo e córtex pré-frontal de ratos Wistar em ambos os tempos 

avaliados. Consequentemente, não foram observados efeitos transitórios e 

tardios deste protocolo de exercício em nenhuma das idades avaliadas. 

 Resultados prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram que este 

protocolo de exercício melhorou transitoriamente o desempenho dos animais 

adultos jovens e envelhecidos no teste da esquiva inibitória.  Além disso, neste 

mesmo trabalho, o exercício foi capaz de reduzir as citocinas pró-inflamatórias 

em animais envelhecidos enquanto que aumentou as citocinas antiinflamatórias 

em animais adultos jovens (Lovatel et al., 2013) demonstrado um perfil 

bioquímico dependente da idade. Além disso, em outro estudo realizado com o 

mesmo protocolo de exercício, baixos níveis de acetilação da histona H4 foram 

transitoriamente revertidos pelo exercício físico sem nenhum efeito em animais 

jovens, reforçando os possíveis efeitos idade dependente deste protocolo de 

exercício. Portanto, é possível sugerir que os benefícios do exercício físico 

observados na melhora no desempenho cognitivo neste trabalho são 

independentes da modulação do exercício sobre as vias amiloidogênicas e não-

amiloidogênicas. No entanto, como citado acima, não podemos excluir que outras 

vias e diferentes mecanismos celulares estejam envolvidos com os efeitos 

cogniticos do exercício físico. 

O efeito do exercício físico diário moderado também foi avaliado sobre o 

conteúdo hipocampal de APP, no entanto, nenhuma diferença significativa foi 

observada nas idades avaliadas. Portanto, podemos sugerir que o protocolo de 

exercício utilizado não foi capaz de alterar o conteúdo de APP no hipocampo 

destes animais. Recentemente, um estudo utilizando camundongos transgênicos 
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APP/PS1 de 4 meses de idade demonstrou que os níveis hipocampais de APP não 

foram alterados após 10 semanas de exercício físico em esteira (Lin et al., 2015).  

O protocolo de exercício físico moderado aumentou o conteúdo de CD63 

em todas as idades avaliadas 18 horas após a última sessão de exercício 

demonstrando um efeito tardio deste protocolo. Protanto, podemos sugerir que 

o exercício físico aumenta a liberação de exossomos para a circulação, uma vez 

que a CD63 é uma proteína de membrana específica de exossomos. 

Corroborando nossos resultados, Frühbeis e colaboradores (2015) 

demonstraram que a prática de exercício agudo promove um aumento na 

liberação de pequenas vesículas extracelulares para a circulação em homens 

saudáveis fisicamente ativos.   

Além do seu efeito sobre o aumento na liberação de exossomos, o 

protocolo utilizado demonstrou efeitos tardios sobre os níveis exossomais de 

radicais livres. A relação entre a prática de exercício físico e o estado oxidativo 

de diferentes órgãos e sistemas tem sido amplamente investigada (Fraile-

Bermúdez et al., 2015; Hammeren et al., 1992; Quindry et al., 2005; Radák et al., 

2001). Neste trabalho, níveis reduzidos de espécies reativas contidas nos 

exossomos circulantes foram observados em animais exercitados de 3, 21 e 26 

meses de idade. Além disso, é possível sugerir que os benéficos do exercício 

estão relacionados à redução das espécies reativas e não à modulação 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 exercício utilizado estão parcialmente 
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associados à sua capacidade de reduzir os níveis exossomais de espécies 

reativas. 

Diversos trabalhos demonstrando os efeitos do exercício físico sobre 

variáveis cardiometabólicas em paciente com diabetes tipo 2 têm sido 

realizados. Um estudo conduzido por Jansen e colegas (2013), usando um 

modelo celular de diabetes, demonstrou que um aumento de espécies reativas 

em vesículas extracelulares (100–1000 nm), incluindo exossomos está envolvido 

às complicações de patologia cardiovascular, especificamente, lesões 

ateroscleróticas. Portanto, é possível inferir que o impacto do exercício físico 

sobre os níveis de espécies reativas contidas em exossomos circulantes pode 

estar relacionado ao seu efeito neuroprotetor no diabetes tipo 2. Uma vez que os 

exossomos são considerados mediadores da comunicação intercelular, 

regulando a sinalização celular, podemos sugerir que as alterações moduladas 

pelo exercício sobre o perfil dos exossomos estão associadas à sua variada gama 

de efeitos benéficos em diversos sistemas e órgãos assim como na prevenção e 

tratamento de doenças relacionadas ao estresse oxidativo (Fraile-Bermúdez et 

al., 2015; Hammeren et al., 1992; Quindry et al., 2005; Radák et al., 2001).  

Outro resultado interessante encontrado neste trabalho foi a capacidade 

do protocolo de exercício físico diminuir a atividade exossomal da AChE em 

animais envelhecidos. Diversas evidências têm sugerido o uso de inibidores da 

atividade da AChE (AChEIs) como estratégia terapêutica capaz de melhorar a 

cognição em doenças neurodegenerativas como a DA (Samadi et al., 2012; Yang 

et al., 2015). Portanto, nós podemos sugerir que os efeitos benéficos do exercíco 

físico em esteira sobre a memória aversiva, avaliada neste estudo, estão 

relacionados, pelo menos em parte, ao seu impacto na atividade exossomal da 
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AChE. Corroborando estes resultados, outros estudos têm demonstrado que o 

exercício físico é capaz de reduzir a atividade da AChE em estruturas cerebrais 

como o hipocampo e o córtex (Jolitha et al., 2009; Kim & Kim, 2013).  

O protocolo de exercício físico utilizado neste trabalho não alterou o 

conteúdo exossomal de Aβ1-42 nas idades avaliadas. Este resultados, 

corroboram, pelo menos em parte, os resultados observados em relação à  via 

amiloidogênica do processamento da APP uma vez o exercício não foi capaz de 

alterar a atividade da BACE em córtex pré-frontal e hipocampo de animais 

adultos jovens e envelhecidos. 

Os resultados apresentados, tanto em relação às vias amiloidogênica e 

não-amiloidogênica em estruturas cerebrais quanto em relação 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 são relevantes uma vez que o aumento da 

expectativa de vida torna necessário o estudo das alterações relacionadas ao 

processo de envelhecimento com o objetivo de desenvolver estratégias que 

promovam uma melhor qualidade de vida para esta população. Neste contexto, a 

prática de exercício físico pode ser utilizada como uma estratégia não 

farmacológica para promover alterações benéficas a estes indivíduos, no entanto, 

apesar das contribuições oriundas deste trabalho, mais estudos são necessários 

para esclarecer as alterações relacionadas ao processo de envelhecimento e o 

papel da atividade física  neste processo. 
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7. Conclusões 
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✓ Uma diminuição na atividade da via não-amiloidogênica pode estar 

parcialmente associada aos prejuízos de memória aversiva relacionados à 

idade.  

✓ O desequilíbrio entre as atividades das vias amiloidogênica e não-

amiloidogênica, a favor da amiloidogênica, pode contribuir para o aumento 

da suscetibilidade ao desenvolvimento de doenças 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 característico do 

envelhecimento.  

✓ O protocolo de exercício físico melhorou a memória aversiva dos animais 

adultos jovens e envelhecidos independente de alterações nas vias de 

processamento da APP. 

✓ A prática de exercício físico moderado foi capaz de aumentar o conteúdo de 

CD63 em ratos adultos jovens e envelhecidos sugerindo um possível aumento 

de exossomos periféricos induzido pelo exercício. 

✓ A redução do conteúdo de espécies reativas e da atividade da AChE em 

exossomos circulantes podem estar relacionadas aos efeitos protetores da 

prática de atividade física durante o processo de envelhecimento fisiológico.  

✓ Os resultados apresentados contribuem para a compreensão dos 

mecanismos envolvidos no processo de envelhecimento e a modulação 

induzida pelo exercício físico neste processo. 
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ANEXO I 

 
Resultados do conteúdo de APP em hipocampo de ratos de 3, 21 e 26 meses de 
idade. 
 
 

 
 
 

 
 
 Efeito do envelhecimento e do exercício físico sobre o conteúdo de APP 

hipocampal em ratos Wistar de 3, 21 e 26 meses de idade. As colunas 
representam a média ± desvio padrão (% de controle). Figura A, grupos 1 hora 
após a última sessão de exercício, Figura B, grupos 18 horas após a última 
sessão de exercício. 
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ANEXO II 
 

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