Patologia Oral LRD

Vesiculas extracelulares: o que sabemos até agora
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RESUMO | Com base em uma revisio de literatura, este estudo teve como objetivo abordar e esclarecer alguns conceitos
referente as vesiculas extracelulares (VE) e sua nomenclatura. Realizou-se uma busca por artigos cientificos e
revisoes bibliograficas relativos as VE publicados de 2010 a 2021 em lingua inglesa nas bases de dados eletro-
nicas Scielo, Lilacs e Medline/PubMed. Trinta e trés artigos pertinentes ao tema foram selecionados para com-
por esse estudo. VE sdo particulas nano/micrométricas, delimitadas por uma membrana celular e produzidas
por organismos vivos, que desempenham um papel importante na comunicagéo celular. Dentre as principais
classes de VE, encontram-se os exossomos, microvesiculas e corpos apoptdticos. Contudo, essas vesiculas com-
partilham algumas caracteristicas comuns, dificultando sua caracterizagdo. Embora diversos estudos tenham
tentado isolar os diferentes tipos de VE, ainda ndo h4 métodos eficazes de purificagdo nem marcadores especi-
ficos. Com base na literatura atual, o presente artigo reforca a importancia de uma descri¢do detalhada acerca
dos métodos de isolamento e caracterizacao em estudos que se utilizam de VE. Além disso, de modo a tentar
reduzir possiveis vieses e facilitar a comparagio entre estudos, sugere também que se padronize o uso do termo
“VE” em detrimento a termos mais especificos.
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ABSTRACT | Extracellular vesicles: what we know so far * This study aimed to address and clarify some concepts about the extracel-
lular vesicles (EVs) and their nomenclature based on a literature review. A literature review was performed using the Scielo,
Lilacs and Medline/PubMed databases. Scientific research and literature review articles about VEs published from 2010 to
2021 in English language were verified. Thenceforth, 33 articles were selected to compose this study. EVs are nano to micro-
metric-sized particles, delimited by cell membrane and released from living organisms, which play an important role on cell
communication. The main types of EVs are exosomes, microvesicles and apoptotic bodies, which present overlapping features
that may lead to confusion in their characterization. Studies have tried to isolate the different types of VEs, but there are nei-
ther effective methods of purification nor specific markers yet. Based on the current literature, the present study reinforces
the importance of detailed description about methods of isolation and characterization in studies which use VEs and suggests
maintaining the use of the term “EVs” instead of more specific terms, thus attempting to reduce possible biases and facilitate
comparison between studies.
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INTRODUCAO

Uma caracteristica essencial dos organismos
multicelulares é a comunicacao intercelular, que pode
ser mediada tanto pelo contato direto entre células
como pela transferéncia de moléculas secretadas.
Nas ultimas décadas, um outro mecanismo tem sido
estudado, abrangendo a transferéncia intercelular
por meio de vesiculas extracelulares (VE).!

Os principais grupos, classes ou subtipos de VE
estudados sdo os exossomos, as microversiculas (MV)
€ 0s corpos apoptdticos.23 Esses grupos apresentam
caracteristicas estruturais que podem, por vezes,
se sobrepor. Além disso, ainda ndo ha marcadores
especificos para cada grupo que sejam determinantes
para sua caracterizacdo ou para a padronizacao dos
métodos de isolamento para cada tipo de VE especifico,
0 que gera uma certa confusao na literatura.+°

Dessa maneira, este estudo objetiva revisar a
literatura e discutir a nomenclatura e as caracteristicas
que auxiliam na distin¢do entre esses subgrupos.

METODOLOGIA

Foi realizada uma busca nas bases Scielo, Lilacs
e Medline/PubMed por artigos publicados em lingua
inglesa entre os anos de 2010 e 2021 utilizando as
palavras-chaves extracellular vesicles, exosomes,
microvesicles e apoptotic bodies, isoladamente
ou em associacao, unidos pelo operador booleano
“AND”. Foram incluidos no estudo apenas artigos
originais de pesquisa cientifica e revisao de literatura
que discutiram ou analisaram as VE. Apos anélise,
um total de 33 artigos foram considerados elegiveis
para compor esta revisao de literatura.

REVISAO DE LITERATURA

A utilizacdo do termo VE é feita, de maneira
geral, para se referir a uma populacio heterogénea
de particulas celulares encapsuladas por membrana,
com tamanho nano ou micrométrico e secretadas
abundantemente na circulagao por diversas células,
sendo mediadores fundamentais da comunicacao
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intercelular. Tais vesiculas constituem uma
gama diversificada de subtipos classificados pela
Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares
(ISEV), com destaque para os exossomos, as MV e
0s corpos apoptoticos.”

As VE possuem como fung¢do principal a
comunicacao intercelular e sdo liberadas por
diferentes tipos celulares, tanto no espaco
intersticial quanto em fluidos corporais, podendo
chegar a longas distancias até serem capturadas
por células receptoras. Elas atuam em diversos
processos fisiolégicos, como no reparo tecidual, na
coagulacgdo sanguinea e na manutencao das células
tronco, bem como em processos patolégicos, como
em distarbios imunoldgicos, doencas neurologicas,
disseminacao de oncoproteinas e propagacao de
agentes patogénicos, como o virus do HIV-1.8-°

Tais vesiculas conseguem manter o fenétipo da
célula de origem e podem expressar moléculas de
superficie de membrana e do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe II, assim como
transportar antigenos e componentes citoplasmaticos.*

A caracterizacdo dos exossomos, MV e corpos
apoptoticos € feita a partir das diferencas em seus
tamanhos, biogéneses, composicoes e fungdes
(Tabela 1).1

TABELA 1 | Comparagao entre os diferentes tipos de VE

) CORPOS
Tipo EXOSSOMOS MV APOPTGTICOS
Ta?;‘?n”)ho 50-100 100-1000 1000-5000
Via endocitica Brotamento Brotamento
L (exocitose de a partir da a partir da
Biogénese
endossomos membrana membrana
multivesiculares) plasmatica plasmatica
. Proteinas Fragmentos
. Proteinas e L. nucleares e
Composicao . . . e acidos
acidos nucleicos . organelas
nucleicos ) o
citoplasmaticas
- Comunicagao Comunicagao Facilitar a
Funcdo .
celular celular fagocitose

VE: Vesiculas extracelulares; MV: Microvesiculas.

Fonte: Raposo e Stoorvogel,* Correa et al.,® Andaloussi et al,® Gyorgy
et al.,** Casado-Diaz, Quesada-Gomez e Dorado,** Yahez-Mo et al.*®



Os exossomos sao VE nanométricas que se
sobrepéem ao tamanho dos virus. Sdo produzidos pela
invaginacdo da membrana endossémica durante a
maturacao dos corpos multivesiculares e sdo liberados
para fora da célula apos a fusao desses corpos com
a membrana plasmatica. Eles sdo cercados por
uma bicamada fosfolipidica e podem ser secretados
ativamente por células in vivo e in vitro.»>'3

Segundo Casado-Diaz, Quesada-Goémez e
Dorado,™ o envolvimento dos exossomos nos
processos de comunicacao intercelular foi observado
nao so entre células de um mesmo organismo, mas
também entre células de diferentes organismos,
sejam eles da mesma espécie ou de espécies
diferentes. Diante disso, 0os exossomos passaram a
ser considerados como ferramenta para o transporte
e entrega de substincias terapéuticas diretamente
para células-alvo.

As MV, também denominadas ectossomos
ou microparticulas, constituem uma populacio
heterogénea de vesiculas originadas a partir da
evaginacao e fissdo da membrana plasmatica celular
ou a partir de brotamento.'*

A liberacao de MV é induzida pela ativacao de
receptores purinérgicos com Adenosina Trifosfato
(ATP) e lipopolissacarideos ou pelo fluxo de calcio
intracelular.3 A redistribuicio de lipidios em células
vivas pode ser facilitada pelas translocases, como a
fosfatidilserina, que induz o brotamento da membrana
e a geracdo de MV, além de possibilitarem o movimento
de fosfolipidios através da membrana plasmatica.>5*3
Ademais, outras alteracdes no endossoma e na
membrana plasméatica podem estar envolvidas na
producao de MV, como a superexpressao do fator 6 de
AREF de ligagao a GTP (fator de ribosilagdo do ADP 6),
a formacao do complexo VPS ATPase Ligase E3 e a
interagdo do gene de susceptibilidade a tumores 101
(TSG101) com a proteina 1 que contém o dominio da
travina (ARRDC1).%9

Tais modificacdes produzem contracdes
no arranjo do citoesqueleto, e a interagdo com
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fosfolipases resultam no langcamento de MV para
o meio extracelular. A composi¢cado da membrana
das MV, por serem altamente enriquecidas em
fosfatidilserina, é mais semelhante a da célula-mae
quando comparada com a composi¢do da membrana
de exossomos.*?

Os corpos apoptdticos sao um grupo de vesiculas
de tamanho variavel, sendo maiores em comparacao
aos outros tipos de VE. Sao liberados nas fases
finais da apoptose, a partir de dobramentos ou de
evaginacOes na membrana plasmatica da célula,
para evitar o extravasamento do contetudo toxico
intracelular para a matriz extracelular.?

Os corpos apoptoticos apresentam a fosfatidilserina
externalizada e possuem uma variedade de contetidos
celulares, que incluem DNA, RNA e histonas. Podem
incorporar vesiculas menores, contendo fragmentos
do nucleo e organelas, o que, provavelmente, distingue
essas particulas de outros tipos de VE.>° Dentre as
funcoes dos corpos apoptéticos, pode destacar-se a
transferéncia horizontal tanto de oncogenes como de
DNA e a apresentacdo de epitopos de células T para
células fagociticas.'

As VE podem ser obtidas para estudo a partir
de fluidos extracelulares, ou seja, a partir de meio
de cultura de células condicionado ou dos diversos
fluidos corporais, como saliva, urina e suor. Diversas
metodologias diferentes sao utilizadas para isola-
las, como a ultracentrifugacio, a ultrafiltracio, a
precipitacao, a cromatografia por excisao de tamanho
e as tecnologias microfluidicas.5*+1-9 A Tabela 2
redne as principais vantagens e desvantagens dos
principais métodos de isolamento estudados.

A ultracentrifugacio consiste na aplicacio de
uma forga centrifuga de 100.000 xg a uma mistura
heterogénea contendo VE. Os constituintes da
mistura sdo sedimentados sequencialmente, de
acordo com sua densidade e tamanho, com as
particulas maiores e mais densas, que sedimentam
primeiro. E um processo de multiplas etapas em que
sdo feitas centrifugagdes da amostra a velocidades
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crescentes de 300 a 2000 xg para remover células e
fragmentos celulares. Em seguida, é realizada uma
centrifugacdo a uma velocidade maior (10.000 xg)

para sedimentar VE maiores e restos de debris
celulares e, finalmente, a ultricentrifugacao a
100.000 xg para isolar exossomos.'+7-18

TABELA 2 | vantagens e desvantagens dos diferentes métodos de isolamento de VE

METODO DE

ISOLAMENTO VANTAGENS

ULTRACENTRIFUGACAO * Pureza moderada;

¢ Mais rapido;
ULTRAFILTRACAO
¢ Boa portabilidade.

¢ Técnica de facil realizagao;

PRECIPITACAO « Alto rendimento;

* Mais rapida.

¢ Técnica de rapida execugao;

CROMATOGRAFIA POR
EXCISAO DE TAMANHO

¢ Pureza moderada a alta;
* Bom rendimento;

* Manuteng¢ao da funcionalidade das VE;

¢ Obtencao de grande quantidade de VE;

* Nao necessita de equipamentos de alto custo;

DESVANTAGENS

¢ Alto consumo de tempo;
* Necessidade de equipamento especifico;
* Risco de danos as VE;
*E dependente da variavel humana;

¢ Baixo nivel de pureza;
¢ Obtencao de menor quantidade de VE;
* Presenca de contaminantes proteicos;
* VE podem ser mantidas aprisionadas @ membrana.

* Nivel de pureza extremamente baixo;
¢ Fabricantes dos kits comerciais nao reportam detalhadamente
0s componentes quimicos presentes na solugao.

* Podem ser requeridas etapas adicionais de concentragao
de VE antes e/ou depois.

* Necessita de pouco volume da amostra para

TECNOLOGIAS
MICROFLUIDICAS

a coleta de VE;

VE: Vesiculas extracelulares.

¢ Técnica rapida, simples e de baixo custo;

e Técnica menos sensivel.

Fonte: Lotvall et al.,® Casado-Diaz, Quesada-Gomez e Dorado,** Shukla et al.,*® Kurian et al.,'” Bister et al.,*® Théry et al.*®

A ultrafiltracdo é um método de isolamento
baseado no tamanho de particulas através de filtros
em membrana. Uma membrana com poros de 0,22 um
de didmetro € utilizada para coleta de exossomos do
material filtrado. Antes dessa etapa de filtracao, as
células, debris e vesiculas maiores devem ser removidas
do fluido enriquecido em exossomo por etapas de
centrifugacao ou pela passagem em membranas
contendo poros maiores de 0,8 um de didametro.72°

A precipitagdo consiste em uma técnica que
altera a solubilidade dos exossomos em um solvente
para precipita-los da solu¢do enriquecida em VE
através de polimeros de exclusao de dgua. Esses
polimeros, particularmente o polietilenoglicol com
peso molecular de 8 kDa, atraem moléculas de agua
entre si e, dessa forma, forca moléculas insoltaveis
em aula para fora da solucdo. Ap6s um curto tempo
de incubacio, a mistura da solucao com o liquido
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enriquecido em exossomos é centrifugada e o pellet
contendo exossomos precipitados € coletado.”2°

A cromatografia por excisao de tamanho é uma
outra tecnologia baseada na separacio de moléculas
pelo tamanho. Uma solucao enriquecida em VE é
passada por uma coluna de contas contendo varios
poros. Moléculas individuais podem passar pelos
poros nas esferas poliméricas dependendo do seu
tamanho, uma vez que moléculas com raios menores
sdo capazes de passar pelos poros e migram através
dos ttneis da coluna e, portanto, eluindo mais tarde
da coluna. Exossomos, que tém raios hidrodinamicos
maiores, ndo conseguem entrar nos poros e,
portanto, passam pela coluna mais rapido, podendo,
assim, serem isolados.7:19-2°

As tecnologias microfluidicas fornecem métodos
rapidos e altamente eficientes para o isolamento
e deteccdo de exossomos em um tinico chip. Essas



tecnologias manipulam pequenas quantidades
de fluidos através de canais com dimensoes
micrométricas usando forcas capilares. Diferentes
métodos de isolamento de exossomos sao empregados,
todos com base no tamanho e utilizando nano filtros,
matrizes nanométricas ou nanofios.71%-!

Apesar dos diversos métodos disponiveis, ainda
ndo ha um consenso sobre qual desses métodos seria
o “padrao ouro” para isolar ou purificar VE.5

De maneira geral, os termos exossomo e MV tém
sido utilizados de maneira indiscriminada ao longo
dos anos. Devido as dificuldades na distingao entre
0s exossomos e as MV, tém-se considerado as MV
como um composto que contém ambos os tipos de
vesiculas, principalmente por ainda nao haver um
completo entendimento de sua biogénese e de sua
identificacdo em razdo das inconsisténcias em seu
isolamento durante o processo de purificagao.??

Com a falta de consenso quanto aos marcadores
bioquimicos que caracterizam os diferentes tipos
de VE e sua classificacdo, a ISEV resolveu declarar
na se¢ao “Informagdes minimas para Estudos de
Vesiculas Extracelulares 20187 que, quanto a
nomenclatura, é preferivel o uso do termo genérico
“VE”, sendo recomendada uma defini¢ao cuidadosa
quando houver utiliza¢do de outros termos.'+

E crescente o interesse na utilizacio de VE como
fonte de biomarcadores, porém a compreensao
acerca de seus mecanismos especificos, biogénese,
heterogeneidade e subtipos ainda permanece
rudimentar.'

DISCUSSAO

Diversos paradmetros tém sido utilizados na
tentativa de caracterizar os subgrupos de VE, como
o tamanho, composicio e mecanismos de formacao
e liberacdo dessas vesiculas.

Alguns autores consideram exossomos como
sendo VE de membrana com 30 a 150 ou 50 a
150 nm de didmetro,?*23 outros consideram como

exossomos apenas as VE que estdo no intervalo entre
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30 ou 50 e 100 nm,'>?5 além dos que consideram
como exossomos quaisquer vesiculas menores
que 150 nm e que sao enriquecidas por derivados
endossomais.?® Atualmente, ndo ha um diametro
exato que caracterize esse tipo de VE, porém, ha
um consenso geral bem estabelecido de que os
€x0ssomos sao vesiculas nanométricas.

Os tamanhos das MV citados em estudos variam
entre 100 e 1000 nm de didmetro,'3222728 ¢ entre
50 nm e 1000 nm.252 importante ressaltar que
o termo “microvesicula” também tem sido utilizado
por varios autores para nomear quaisquer estruturas
liberadas por células, em vez de apenas para
vesiculas de membrana.'3

Em relagdo aos corpos apoptéticos, alguns
estudos consideram que as vesiculas desse grupo
variam de 1 a 5 um,'3*® enquanto outros autores
defendem que elas possam variar de 50 nm até
5 um.% Esse tipo de vesicula tende a ser menos citada
em estudos que envolvem VE em comparacao aos
ex0ssomos e as MV.

Apesar de muitos estudos utilizarem o tamanho
das particulas isoladas para justificar o uso de
nomenclaturas mais especificas para os diferentes
subgrupos de VEs,35:81621,22.2529 tem sido observado
que esses tamanhos podem se sobrepor, podendo
comprometer a acuricia dos dados em relacao a
pureza das amostras coletadas.

O termo “exossomo” é a palavra, erroneamente,
mais usada para designar qualquer tipo de VE.”
Porém, exossomos sdo um grupo especifico de
VE nanométricas e endossomais®* cuja secre¢ao
para o meio extracelular requer a fusao dos corpos
multivesiculares com a membrana plasmaética.s524
Ademais, essas vesiculas sao enriquecidas de
marcadores especificos, como CD63, CD81 e
CDg.3° Para Bobrie, Colombo, Raposo e Théry* o
termo exossomo, proposto para as EV de origem
endossdmica, teve um aumento na popularidade,
com um namero crescente de artigos escolhendo

esse termo para designar VE. Ele é frequentemente
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utilizado de maneira menos restritiva que a definicio
original. Apesar de ser observado na literatura
mais recente uma preocupagio com o uso correto
da nomenclatura dos subtipos de VE, estudos que
utilizam o termo exossomo de forma genérica para
designar amostras nao purificadas de VE continuam
sendo publicados.

Diversos estudos demonstraram descrigoes
complexas sobre os métodos de isolamento e
caracterizacdo das vesiculas que seguem os
principios postulados posteriormente por Lotvall
et al.,5 chamando a atencdo para a importancia da
diferenciacdo desses grupos. No entanto, os autores
continuaram a chamar o contetido de suas amostras
utilizadas para pesquisa como exossomos.3"32
De maneira semelhante, Huang et al.,?® apesar de
comentarem a importancia da caracterizacio das
microvesiculas em amostras que contenham VE
diversas, utilizando o termo menos especifico para
nomear as vesiculas utilizadas em seus experimentos.

Os métodos de isolamento de VE foram
aperfeicoados ao longo do tempo, tornando o
procedimento mais facil e possibilitando obter maior
rendimento e amostras mais purificadas. No entanto,
mesmo com o notavel avanco tecnologico, esses
métodos de isolamento representam desafios,
como a eficiéncia limitada, a coprecipitacao de
moléculas diversas e os danos a estrutura vesicular.””
No entanto, na literatura pertinente, ainda nao
foi estabelecido um método de isolamento que
efetivamente seja capaz de isolar e purificar algum
dos subtipos especificos de VE.

Lotvall et al.5 afirmam que o material isolado para
esse tipo de estudo geralmente contém uma mistura
de VE. Mais recentemente, os estudos tendem a
utilizar o termo mais geral (VE) para as amostras
contendo vesiculas utilizadas em seus ensaios
laboratoriais em vez de adotarem termos especificos
para os subgrupos.8:31416.19.23.33 Segundo Andaloussi
et al.,” os termos “exossomo” e “microvesicula”

foram usados por conta de um entendimento ainda
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incompleto da biogénese da VE, inconsisténcias nos
protocolos de purificacao e falta de uma completa
caracterizagao dessas vesiculas.

CONCLUSAO

Diante do observado na revisao da literatura,
ha limitacdes nos processos de isolamento e
caracterizacao das amostras que contém vesiculas
liberadas por células que ndo permitem uma
categorizagdo em subgrupos de forma acurada. Além
disso, o presente trabalho sugere a manutencgao do
uso do termo VE em vez da adocao de termos mais
especificos na tentativa de reduzir possiveis vieses e
de facilitar a comparacao entre os estudos.
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