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RESUMO

As vesiculas extracelulares sdo uma populagdo heterogénea de vesiculas derivadas de células com forma esférica e
delimitadas por fosfolipidios. Sabe-se que vesiculas derivadas de células-tronco mesenquimais carregam caracteristicas
da sua célula parental, tais como: capacidade de migracdo, habilidade de reparacdo dos tecidos danificados e a
capacidade de imunomodulagdo. Estas propriedades conferem as vesiculas um grande potencial terapéutico que pode
ser utilizado para o tratamento de doencas crénicas relevantes. Dessa forma, o presente projeto tem como objetivo isolar
e caracterizar vesiculas extracelulares oriundas de células tronco mesenquimais modificadas geneticamente para
superexpressar a Flagelina, avaliando preliminarmente o seu potencial de ativacdo do sistema imune. Nos resultados
encontrados, foi possivel isolar vesiculas extracelulares e caracteriza-las quanto ao tamanho de particula e indice de
polidisperséo, quanto a morfologia e indugdo de uma citocina importante para ativagéo do sistema imune.

PALAVRAS-CHAVE: células-tronco mesenquimais, vesiculas extracelulares, microvesiculas.
1. INTRODUCAO

As células-tronco mesenquimais (CTMs) séo células-tronco adultas encontradas em diferentes
tecidos, incluindo a medula éssea, gordura, sangue do corddo umbilical e placenta. As CTMs possuem
capacidade de auto renovacao, além de possuirem propriedades imunomoduladoras, reduzindo inflamacdes
e ajudando na reparacdo de tecidos danificados e ativacdo do sistema imune.! Estudos visam aprimorar as
propriedades terapéuticas das CTMs por meio de modificacdo genética a fim de aumentar a producéo de
proteinas e fatores especificos, tais como citocinas que sejam capazes de estimular o sistema imune como,
por exemplo, a superexpressao da proteina flagelina (flag-s). A flagelina, por exemplo, € uma proteina que
compde o flagelo bacteriano e pode ativar o sistema imunoldgico do hospedeiro, podendo desencadear uma
resposta imune adaptativa.? As CTMs secretam mediadores bioativos, como as vesiculas extracelulares
(VEs), que possuem efeitos imunossupressores, anti-apoptoéticos, anti-inflamatérios, angiogénicos e anti-
fibréticos.® As VEs s&o pequenas estruturas membranosas secretadas por muitos tipos de células, incluindo
células-tronco mesenquimais, células cancerosas e células imunoldgicas, carreadoras de DNA, varios tipos
de RNA, proteinas, lipidios e metabdlitos. Existem dois tipos principais de VESs: exossomas e microvesiculas,
estas reproduzem as mesmas caracteristicas e fungéo bioldgica que sua célula mée, no entanto, apresentam
propriedades Unicas, como seu tamanho pequeno, baixa imunogenicidade, atuando como transportadores de
moléculas, com diversas propriedades terapéuticas.*>

Diante do exposto, 0 presente projeto tem como o0 objetivo isolar e caracterizar vesiculas
extracelulares oriundas de células-tronco mesenquimais, geneticamente modificadas super expressando a
proteina flagelina, a fim de entender o seu potencial de modulagéo de resposta do sistema imune

2. METODOLOGIA

2.1 Cultivo celular e isolamento das vesiculas extracelulares

As células-tronco mesenquimais utilizadas neste projeto foram anteriormente modificadas
geneticamente para superexpresséo de flag-s (VEs-flag-s) e fazem parte do banco de células disponiveis do
laboratério. As células foram cultivadas in vitro utilizando o meio DMEM High Glucose. Apés trés dias de
coleta do sobrenadante, o mesmo foi inicialmente centrifugado duas vezes em centrifuga de bancada e por
ultimo foi realizada a ultracentrifugacdo a 100.000 x g por 1 hora e 20 minutos a 4°C (Ultracentrifuga Himac
CP 80wx — Hitach). Apés a ultracentrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet de vesiculas foi
ressuspendido com 100 uL de solugéo de salina tamponada com fosfato (PBS), onde, a cada 100 uL o pellet
era agitado em vortex a fim de proporcionar a maxima recuperacéo das vesiculas, que foram armazenadas
no freezer a 80°C.
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2.2 Caracterizagdo das vesiculas extracelulares.

Em seguida, as vesiculas foram caracterizadas quanto ao seu contetdo protéico, utilizando o
NanoDrop Lite (ThermoFisher). As vesiculas também foram caracterizadas quanto ao seu tamanho, indice
de polidisperséo (PDI) e concentracdo utilizando os equipamentos NanoSight NS300 e o Zetasizer Nano ZS
DLS (Malvern). As vesiculas foram observadas pelo microscépio eletrdnico de transmisséo JEM-1230 JEOL,
através da parceria SENAI CIMATEC e Fiocruz Bahia.

2.3 Atividade citotdxica e imunomoduladora.

A capacidade citotoxica das VEs-flag-s foi avaliada frente a macréfagos peritoneais a partir da técnica
de colorimetria MTT. A avaliagcdo da potencial atividade imunomoduladora foi realizada por ELISA Sanduiche
para identificar a inducéo da citocina IL-6 em macréfagos peritoneais tratados com a VEs-flag-s.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As VEs derivadas das CTM geneticamente modificadas para a superexpressao da proteina flag-s
(VEs-flag-s) apresentaram uma concentragdo de 1.58 mg/mL e um tamanho de 394 nm, com indice de
polidispersédo (PDI) de 0.3. O PDI avalia a heterogeneidade de uma amostra com base nos tamanhos,
variando de 0 a 1.0. Diante destes resultados e corroborando com dados encontrados na literatura, estas VEs
podem ser classificadas como microvesiculas.®

Tabela 1. Concentracdo proteica e tamanho da vesicula extracelular.

Nanodrop Zetasizer ) Zetasizer
Concentragao protéica (mg/mL) Tamanho da vesicula (d.nm) Indice de polidisperséo (PDI)
1.58 394 0.3

A viabilidade celular dos macréfagos peritoneais foi avaliada através do tratamento com a VEs-flag-s
a fim de identificar potenciais efeitos citotéxicos frente a estas células. Conforme a Figura 1, foi possivel
observar que as vesiculas ndo foram capazes de causar altera¢cdes celulares, inibindo o crescimento celular
guando comparado aos controles positivo e negativo. Além disso, € possivel observar que as VEs-flag-s foram
capazes de induzir a expressédo de IL-6 em macréfagos peritoneais quando comparada aos controles negativo
(somente célula) e positivo (célula + LPS). A IL-6 é uma considerada uma citocina pré-inflamatoéria, produzida
por células imunes (como 0s macrofagos), logo, a sua producéo é indicio de uma resposta imunoldgica
estimulada pela vesicula.
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Figura 1. Atividade citotéxica e avaliac@o da expresséo citocina pro-inflamatoria; a) viabilidade celular de
macréfagos peritoneais tratados com VEs-flag-s; b) Expresséo de IL-6 em macréfagos peritoneais tratados
com as VEs-flag-s.

Foi possivel observar a morfologia das VEs-flag-s, a partir da microscopia eletrénica de transmisséo
(MET). Na Figura 2, é possivel observar o formato arredondado das vesiculas, envolto por uma membrana
lipidica. Levando em consideracgdo os resultados encontrados quanto a caracterizacgao fisica e morfoldgica,
conclui-se que foi possivel isolar microvesiculas oriundas de CTMs. As microvesiculas sdo uma classe de
vesiculas extracelulares que sdo formadas a partir do brotamento da membrana plasmatica das células. Elas
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tém um didmetro que varia de 100 nandbmetros a 1 micrémetro e contém uma mistura de lipidios, proteinas e
material celular. Evidéncias crescentes também sugerem que as microvesiculas podem desempenhar um
papel importante em doencas, incluindo cancer, doengas autoimunes e doencas cardiovasculares.”

Figura 2. Caracterizacdo morfolégica de vesicula extracelular obtida por microscopia eletrdnica de
transmisséao.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto, pode-se concluir que as metodologias utilizadas foram capazes de isolar e
caracterizar as vesiculas extracelulares derivadas das células-tronco mesenquimais. Além disso, também foi
possivel observar que as VEs-flag-s induziram a producdo de uma citocina importante para a ativagao do
sistema imune, assim como nao apresentaram efeitos citotdxicos, visto que ndo houve inibigdo do crescimento
celular nem alteragBes na estrutura do macrofago.

Apesar da vesicula ter induzido a producéo de IL-6, ha ainda muitos marcadores imunolégicos que
precisam ser avaliados a fim de averiguar o real potencial terapéutico e imunomodulador das vesiculas
extracelulares oriundas de células-tronco mesenquimais. Dessa forma, pesquisas ainda precisam ser
conduzidas, avaliando outros perfis de citocinas importantes para o sistema imune, assim como sua aplicagéo
em modelos de doencas crdnicas, como o cancer.
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