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Resumo

Resumo

Os exossomas sao vesiculas bioldgicas, com interesse crescente na biotecnologia
pela descoberta das suas potencialidades e propriedades promissoras em diversas dreas,
nomeadamente na terapéutica e diagnodstico. Como consequéncia do aumento do seu
estudo, na ultima década, barreiras inerentes a sua descoberta ja foram ultrapassadas,
como a dificuldade de nomenclatura por semelhanga com outras vesiculas.
Sucessivamente tem ocorrido uma grande evolug@o no seu conhecimento, nomeadamente
a marcante identificacdo de material genético na sua composicao, o que proporciona uma
nova visdo acerca das aplicacdes médicas destas vesiculas extracelulares e alarga ainda
mais o leque da sua utilizacdo como agentes terapéuticos, sobretudo porque tém
capacidade de naturalmente transferirem moléculas quer localmente quer a nivel

sistémico.

Apesar de alguns dos mecanismos e associacdes dos exossomas ao organismo
humano estarem a ser explorados, ainda existe muito por entender acerca da sua forma de
atuacdo havendo poucos testes laboratoriais que permitam o seu uso na clinica corrente e
por parte das industrias farmacéuticas. O facto dos exossomas existirem na maioria dos
fluidos corporais humanos, desvenda um pouco do seu encanto pela facilidade de

quantificagdo de exossomas in vivo.

O objetivo desta monografia é explorar algumas das mais recentes aplicagdes dos
exossomas, apds uma introdugdo a sua biogénese, salientando as inimeras facetas destas
vesiculas ndo s6 a nivel tecnoldgico como também da sua aplicagdo a nivel do diagndstico
e prognostico de algumas doengas, bem como o seu uso quer como alvos ou como vetores

em abordagens terapéuticas.

Palavras chave: Exossomas; Vesiculas extracelulares; Terapéutica; Diagnostico.
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Abstract

Abstract

Exosomes are biological vesicles of increasing interest in the field of
biotechnology given the recent discovery of their potential applications and promising
properties for use in various fields, namely therapeutic and diagnostic sciences. As a
consequence of the increased number of studies performed on these in the past decade,
some of the barriers associated with their discovery were overcome, such as the difficulty
of nomenclature due to their similarity with other vesicles. There has been a successive
advancement in the knowledge concerning these, such as the groundbreaking discovery
of genetic information in their composition, which created a new view on the medical
applications of these extracellular vesicles and widened the range of their utility as
therapeutic agents, but above all because of their capability to naturally transfer molecules

locally as well as at the system level.

Despite the fact that some of the exosomes mechanisms and relations to the human
body have already been explored, there is still much to understand regarding their
behavior, since there are still very few laboratory tests that allow their use in current
clinical work or by pharmaceutical companies. The fact that exosomes exist in the
majority of human’s bodily fluids, unveils some of their mystery given how easy it is to

quantify exosomes in vivo.

The objective of this thesis is to explore some of the most recent applications of
exosomes, after an introduction to their biogenesis, emphasizing the numerous facets of
these vesicles, not only at the technological level but also regarding their application for
diagnostic and prognostic of illnesses, as well as their use as targets or means in

therapeutical approaches.

Keywords: Exossomes; Extracellular vesicles; Therapy; Diagnosis.
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Introdugdo

1. Introducio

A biotecnologia € uma area de estudo emergente que permite incidir no diagnostico e
terapéutica de numerosas patologias humanas (Ponnappan & Chugh, 2015). Com o passar
das décadas surgem novas doencgas, aumenta a incidéncia de doengas que predominam na
sociedade atual e s@o adquiridas diferentes resisténcias, incluindo a firmacos. Assim,
ferramentas como o desenvolvimento de meios biotecnologicos, sdo uma promessa para
este problema, por exemplo, o estudo de terapias de alvo celular (Azmi, Bao, & Sarkar,
2013). O uso de microvesiculas, como os exossomas, revela-se entdo uma aposta com

diversos alvos de aplicacdo, dependendo da sua forma, tamanho e func¢ao.

Segundo alguns autores (Mathivanan, Ji, & Simpson, 2010) os exossomas foram
referidos pela primeira vez pelo investigador Johnstone quando estudava culturas de
reticulocitos celulares (R. M. Johnstone, Adam, Hammond, Orr, & Turbide, 1987), tendo
sido caraterizados como vesiculas formadas em compartimentos endossomais
(endossomas multivesiculados) secretados para o espago extracelular e que transportavam
informagao biologica entre células. Desde entdo, os exossomas sdo considerados como
uma potencial forma de comunicacdo intercelular (Yellon & Davidson, 2014). Uma das
particularidades dos exossomas, relativamente aos endossomas, € o facto de preservarem
o folheto extracelular da membrana plasmatica na sua totalidade como uma face

extracelular da sua membrana (Milosevits, Szebeni, & Krol, 2015).

As células secretam uma grande variedade de vesiculas (juntamente com
macromoléculas, normalmente em complexos, e com moléculas mais pequenas como sais
e cofatores) para o espaco extracelular. Estas vesiculas sdo de diversos tipos ¢ dependem
da sua origem e da célula que as forma, bem como do seu estado, por exemplo se esta se
encontra transformada, diferenciada, estimulada ou até em stress celular. As vesiculas
extracelulares podem ser exossomas, corpos apoptoticos, vesiculas de secregdo,
microvesiculas ou ectossomas. A maioria destas denominacdes baseia-se na sua origem

ou presumivel funcdo celular (Vlassov, Magdaleno, Setterquist, & Conrad, 2012a).

13
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Com o reconhecimento das vdrias potencialidades dos exossomas, o interesse do
estudo destas vesiculas tem sido crescente uma vez que, pela capacidade de interagdo e
comunicagdo com outras células, conseguindo inclusive transferir informagdo, detém
inameras possibilidades terapéuticas. Contudo, ha que ter em consideragio o facto de ser
também uma via de promogao e avango para determinadas patologias, como por exemplo
o cancro. Assim, o completo conhecimento do mecanismo de comunicacdo celular e de
todos os processos bioldgicos inerentes sio uma janela para o desenvolvimento de

possiveis aplicagdes clinicas (Rose M. Johnstone, 2006).

A atual facilidade de extragdo e isolamento de exossomas a partir de métodos
bioquimicos ndo invasivos contribui também para o desenvolvimento e estudo cientifico,
aumentando o seu potencial para aplicacdes ndo sé a nivel terapéutico como também para

o diagndstico e marcagdo molecular (Bryniarski, 2015).

A presente tese tem como objetivo, fazer uma abordagem aos exossomas como
microvesiculas, presentes nos sistemas bioldgicos, assim como a sua estrutura molecular,
formacdo, fungdo e por outro lado refletir sobre a aplicacdo dos exossomas a novas

abordagens terapéuticas.

14
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2. Exossomas

As células eucarioticas além de conterem organitos intracelulares, tém também a
capacidade de formar organitos extracelulares que libertam no microambiente. Estes
organitos extracelulares, onde se incluem os exossomas, microvesiculas e corpos
apoptdticos podem exibir diferentes funcdes bioldgicas (EL Andaloussi, Lakhal, Méger,

& Wood, 2013).

A diferenciacdo dos diferentes tipos de vesiculas extracelulares € por vezes
confusa, devido a terminologia usada para designar estes organitos, havendo assim uma
necessidade crescente de melhorar a sua nomenclatura ¢ métodos de purificagdo
(Mathivanan et al., 2010). Esta dificuldade para se encontrar uma nomenclatura uniforme
na bibliografia, estd relacionada como a variabilidade de vesiculas extracelulares
secretadas por diferentes tipos de células e a incapacidade de se conseguirem distinguir
facilmente com os métodos bioquimicos existentes (Vlassov et al., 2012a). Devido a esta
heterogeneidade de vesiculas existente na literatura, no ano de 2011, foi criada a
International Society of Extracellular Vesicles (ISEV) com o objetivo de alargar o estudo
desta area proporcionando conferéncias internacionais, assim como, promover a nivel

global, a uniformiza¢do de nomenclatura e registo (https://www.isev.org).

Os exossomas sdo formados em corpos multivesiculares, por invaginagdo da
membrana endossomal e sdo libertados no espaco extracelular depois daqueles fundirem
com a membrana plasmatica. Ao longo dos anos o conhecimento sobre estas vesiculas,
foi aprofundado, evoluindo de uma hipotese em que os exossomas eram apenas vesiculas
secretadas pela membrana plasmatica, para o atual conhecimento, em que os exossomas
sdo secretados por vdrios tipos de células e podem estar relacionados com diferentes
processos, como por exemplo a estimulacdo de células T, supressdo de crescimento
tumoral, neurotransmissao, biogénese da bainha de mielina e migracdo endotelial celular

(Yeo et al., 2013; Batiz et al., 2015).

Atualmente os exossomas sdo vistos como novos mediadores de comunicagdo
celular, tendo a sua importancia e aplicagdes clinicas vindo a ser reconhecidas
exponencialmente ao longo dos anos, em grande parte por conterem uma série de

elementos capazes de modular a comunicagio intercelular, permitindo a manutenc¢io da
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homeostase do organismo multicelular em causa (Batiz et al., 2015; Ha, Yang, Nadithe,
& Pharmaceutica Sinica, 2016) ou seja, sdo reconhecidos por derivarem da secre¢do que
ocorre na maioria dos diversos tipos de células (incluindo células normais e patoldgicas)
e também por serem cruciais mensageiros reguladores de processos celulares e

transportadores de moléculas entre células e até tecidos diferentes.

O seu contetido molecular, deriva especificamente do tipo de célula que lhes deu
origem, um facto que torna muito vidvel a sua aplicagdo como biomarcadores ou em

métodos de diagndstico (Akers, Gonda, Kim, Carter, & Chen, 2013).

2.1 Biogénese dos exossomas

O sistema polimdrfico endossomal ¢ um sistema altamente regulado e
unidirecional, que consiste em vesiculas primarias endociticas, endossomas precoces,
endossomas tardios, lisossomas e por vezes corpos multivesiculados (MVBs)
(Bellingham, Guo, Coleman, & Hill, 2012). Esta via endocitica ¢ essencial a homeostase
celular por contribuir, entre outras fungdes, para a internalizacdo e degradacdo de
moléculas, alteragdo da composicdo da membrana plasmatica, transmissdo de sinal,
captacao de nutrientes e defesa de microorganismos invasores (Fader & Colombo, 2009).
Também pode estar interligada com a via exocitica, como acontece no processo de

formag@o dos exossomas.

Tendo em conta a forma como as cé€lulas secretam as vesiculas extracelulares,
estas podem ser agrupadas em duas classes: microvesiculas e exossomas. As
microvesiculas sdo secretadas diretamente a partir da membrana celular, enquanto que os
exossomas sdo libertados por exocitose aquando da fusdo de MVBs com a membrana
plasmatica (J. Zhang et al., 2015a). Assim, os exossomas s2o formados a partir de uma
rede endossomal (figura 1) iniciada pela invagina¢do da membrana celular que conduz a
formacdo de uma vesicula endocitica; esta matura em endossoma precoce e este apos
processos de maturag@o origina um endossoma tardio (J. Zhang et al., 2015a; Roma-
Rodrigues, Fernandes, & Baptista, 2014; Akers et al., 2013). O processo de maturacao
destes organitos consiste numa mudanga gradual do seu conteudo e numa acidificagio

progressiva do limen. No final do processo de maturacido, o endossoma tardio pode
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progredir para MVB, o qual pode fundir com um lisossoma (sendo destruido) ou pode
fundir com a membrana plasmatica, levando a libertacdo de vesiculas intraluminais
(ILVs) para o espago extracelular. Estas vesiculas s3o entdo referidas como exossomas

(Roma-Rodrigues et al., 2014; Keller, Sanderson, Stoeck, & Altevogt, 2006).

A total compreensdo dos mecanismos moleculares da biogénese e secre¢do dos
exossomas ainda apresenta algumas limita¢des, contudo € de salientar que o processo de
libertagdo pode ser regulado de diversas formas, nomeadamente por fatores quimicos,
mecanicos ou bioldgicos, pela sintese de ceramida, por proteinas citosdlicas (ex. Rabs e
GTPases), pela libertagdo de calcio, acidose do meio, calor, stress celular e oxidativo,
hipoxia, alteragcdes no pH da membrana celular, radiacdo, entre outros (Yeo et al., 2013;

Roma-Rodrigues et al., 2014).

early
endosomes

e

extracellular

T— late (

ma;;?mm:m endosomes ILV ‘degradative’ MVB Q

axosomes ‘exocytic' MVB "‘--..__* shedding
microvesicles
* we \ 0O
lysosome
apoptotic cell | ey —_ 0 T
a
v = shedding
O microvesicles
apoptotic bodies

Figura 1: Representagdo esquematica da libertagdo de microvesiculas membranares no espago extracelular.
A — Libertacdo de exossomas e gemulag@o de microvesiculas. As proteinas dos endossomas precoces sdo
recicladas nos MVBs ou nos ILVs. B — Corpos apoptdticos com residuos resultantes da degradagdo do

conteudo nuclear e citoplasmatico (Retirado ¢ adaptado de Mathivanan et al., 2010).
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2.1.1 Fontes celulares de exossomas

Os exossomas sdo secretados pela maioria, se ndo todos, os tipos de células,
incluindo células dendriticas, mastécitos, células T, células B, células epiteliais,
plaquetas, células estaminais mesenquimais, células neuronais de schwann e células
tumorais (Koppers-Lalic, Hogenboom, Middeldorp, & Pegtel, 2013; Yeo et al., 2013;
Batrakova & Kim, 2015).

Os exossomas além de serem secretados pela maioria das células, podem ser
encontrados em diversos fluidos biologicos humanos (figura 2) como na saliva, urina,
plasma, liquido amniotico, leite materno, sémen, lagrimas, secre¢des nasais, sangue,
liquido cefalorraquidiano, liquido biliar, sistema linfatico, entre outros, o que sugere
terem um papel importante em condi¢des celulares normais e patologicas (Raposo &
Stoorvogel, 2013; Braicu et al., 2015; H. G. Zhang & Grizzle, 2014; Akers et al., 2013;
Yafiez-Mo et al., 2015; Yaniez-M¢ et al., 2015).

@ remaLe CSF: cells from brain and spine
@ maLe
]
O eom ! 'T MASAL SECRETION: airway epithelial and dendritic cells lining the eplthelium

!
%

SALIVA: epithelial cells and granulocytes

— - BALF: calls within the lung

BREAST MILK: cells prasent in breast milk, epithelial breast cells,
and from blood circulation

SYNOVIAL FLUID: macrophages
= = BILE: cells from liver and gallbladder
BLOOD: cells lining the blood vessels and cells found in blood
AMNIOTIC FLUID: cells from fetal kidney and mother's blood

SEMINAL FLUIDV'SEMEN: prostate and epididymal epithelial cells
UTERINE FLUID: cells from uterus, fallopian tube and ovary

/ ! it - I b URIME: cells from kidney, bladder, prostate and urethra
f ; : FAECES: commensal bacteria
: Al

Figura 2: Exemplo de diversos fluidos bioldgicos que contém vesiculas extracelulares no organismo
humano. As cores rosa, verde ¢ amarelo diferenciam o género em que ¢ caracteristico o fluido (Retirado de

Yafiez-Mo et al., 2015).
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2.2 Estrutura molecular dos exossomas

Os exossomas sdo vesiculas com um didmetro que varia entre os 30/40-100 nm.
O seu tamanho ¢ um fator diferenciador das restantes vesiculas extracelulares e esta
relacionado com a sua suspensdo nos fluidos e consequentemente na sua distribui¢do no

organismo (Crescitelli et al., 2013; Zhang J. et al., 2015).

Por sua vez, outras vesiculas tém didmetros mais varidveis (figura 3): as
microvesiculas, secretadas diretamente da membrana plasmética, encontram-se no
intervalo de 50-1000 nm para uns autores (Yu, Cao, Shen, & Feng, 2015) e entre 100-500
nm para outros (Batrakova & Kim, 2015) e os corpos apoptdticos, libertados de células
em morte programada apresentam 50-5000 nm de diametro (Crescitelli et al., 2013;
Kanada et al., 2015), e segundo outros autores (Batrakova & Kim, 2015) o didmetro varia

entre 500-1000 nm.

NucleLﬂlﬁs-.H\\ Y 4
09, O /) & ~N N_uclcus-
¢ @)
O i

\ (3 (LY 3 0 l. O _
\ 00 000 /\ \ "
@ o - o A f i
EXOSQ'“CS Microvesicles Apoptotic vesicles
(40 — 100 nm) (100 — 500 nm) (500 — 1000 nm)

Figura 3: Tipos de microvesiculas extracelulares e varia¢do das suas dimensdes (Retirado de Batrakova &

Kim, 2015).
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Tabela 1: Caracteristicas das vesiculas extracelulares (Retirado de Braicu et al., 2015).

Extraceliular Size  Blogenesis Characledutics Content Rols References
vahicios
gﬁptoﬁc 50-5000nm Broad plasma membrane bliob- Heteroganeous group of vasicles; Fragmented Activated as 5,22,23,30
o8 mmmmmuml mmmmuﬂmr; I:H n : ias 1=IE‘Insnaa@|:m:=nm saina
ants racogn ugwﬂ e wall a5 cyto- ar stress or
markers: Annexin- plasmic; Injury
crganclios,
histona,
DNA
fragments
Microvesicles 50-1000nm Bud directy from the plasma Mo characteristic markers; lack of Cellular intarcaliular 5222330
membrane through unkjue cal-  transfamin recaptors; secrated Hnsﬁﬁ communication;
lular machanisms during normal callular processes  and ,  transfer of pro-
including  teins and
" . miANAs  genetic meterial
Exosomes  30-100nm Originalo from the endosomal  More homopenous in size than  Cellular Intorcalilar 52230

natwork named multvesicular  cther vesicles; highly enriched In  teins, lipids  communication;
mmmmmbm trensforrin recoptors; secrated  and ANA,  tranafer of pro-

on with the during normal callular proceases; Including  teins and
opithit markars: CDS, OD63, Al lotln: miANAs  gonetio material
1 and Tegi(i

O tamanho do exossoma encontra-se assim diretamente relacionado com a sua
origem e mecanismo de formagdo (Milosevits et al., 2015). Considerando os exossomas
como vesiculas, o seu tamanho minimo ira depender da estrutura duma bicamada lipidica,
esta bicamada tem aproximadamente 5 nm de espessura, pelo que a dimensdo minima
duma vesicula ¢ de 30 nm. Contudo, uma vez que derivam de invaginagdes da membrana
de endossomas (200-500 nm) ¢ previsivel que o seu didmetro maximo seja na ordem de

100 nm (Vlassov et al., 2012a).

Os exossomas sedimentam a 100,000g e tém uma densidade variavel no intervalo
de 1,10-1,21 g/mL; quando observados por microscopia eletronica de transmissao
apresentam uma forma arredondada, sdo totalmente desprovidos de organitos e
apresentam uma bicamada lipidica, como anteriormente referido, com a mesma
topografia das membranas plasmadticas conservando as proteinas a ela associadas

(Mathivanan et al., 2010; Yellon & Davidson, 2014; Azmi et al., 2013; Yeo et al., 2013).

Assim, a membrana do exossoma possui diversas proteinas associadas, proteinas
estas que desempenhardo diferentes papéis na interagdo com alvos celulares especificos
e modulacdo da resposta imunitaria, causando uma ativagao ou supressao. Além disso,

como o exossoma ¢ formado a partir de fragmentos da membrana celular conservando
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todas as suas carateristicas, implica assim que ndo sO as proteinas como também o
glicocélice da célula que lhe deu origem se mantenham inalterados e consequentemente

com a sua imunidade inata (Milosevits et al., 2015).

RARANP  Ceramide
AN 80 Sphingomyelin
RAAAAG  Phosphatidylserine
AR AGs  Phosphatidylethanclamine
DPRARAAS® yso-Phosphatidyichaline
SAANAS® Phosphatidylcholing
DRPAPSNee Phosphatidylinesitol

w Cholesterol

Figura 4: Esquema estrutural representativo do exossomas (Retirado de Vlassov, Magdaleno, Setterquist,

& Conrad, 2012b).

2.3. Conteudo exossomal

A composi¢do do limen dos exossomas varia com o tipo de célula e com o
microambiente. Os exossomas libertados por células do mesmo tipo podem conter cargas
diferentes consoante as condi¢des em que a célula se encontra — normais ou patoldgicas.
No entanto, genericamente os exossomas podem conter lipidos, proteinas e outras

moléculas citosdlicas especificas. O contetido exossomal, devido a sua grande variedade,
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estd a ser compilado em bases de dados como a ExoCarta database
(http://www.exocarta.org/) ou EVpedia (Keerthikumar et al., 2016; Mathivanan, Fahner,
Reid, & Simpson, 2012).

De acordo com a ultima versdo da ExoCarta database os exossomas sao muito
complexos, com cerca de 9769 proteinas, 1116 lipidos, 3408 mRNAs e 2838 miRNAs ja
reconhecidos em diferentes tipos de células e organismos, o que os permite identificar e

diferenciar de outras vesiculas (Batiz et al., 2015; ExoCarta,2016).

2.3.1 Proteinas

As proteinas sd3o um dos componentes principais dos exossomas (figura 5). A
composicdo proteica dos exossomas tem sido intensivamente estudada e sabe-se que
depende do tipo de célula ou tecido que os origina e também das variagdes fisiologicas
(Hannafon & Ding, 2013). Assim, por exemplo, por andlise protedmica de diferentes
linhas celulares e fluidos bioldgicos, verifica-se que nos exossomas podem ser
encontradas proteinas envolvidas na biogénese de MVBs, proteinas de fusdo, proteinas
de transporte, proteinas de choque térmico, proteinas de transducdo de sinal,
tetraspaninas, integrinas, chaperones e enzimas metabolicas, entre outras (Batiz et al.,
2015). A fungdo de todas estas proteinas nos exossomas nem sempre € conhecida; pode
referir-se, por exemplo, que nos exossomas frequentemente sdo detetadas tetraspaninas
as quais quando presentes numa célula, t€m a fun¢do de mediar a fusdo, migragdo,
sinalizagdo e adesdo celular, mas cuja funcdo nos exossomas ainda ndo estd bem
conhecida (Batiz et al., 2015; Record, Carayon, Poirot, & Silvente-Poirot, 2014;
Villarroya-Beltri, Baixauli, Gutiérrez-Vazquez, Sdnchez-Madrid, & Mittelbrunn, 2014).
Por outro lado, as integrinas estdo envolvidas em processos de ades@o, mas das vesiculas

a membrana alvo (Ha et al., 2016).
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Figura 5: Representacdo da composi¢éo proteica dos exossomas, categorizada consoante as fungdes das proteinas
(Retirado de (Mathivanan et al., 2010).

2.3.2 Lipidos

Os exossomas, para além das proteinas, também contém compostos lipidicos tais
como ceramida, colesterol, esfingolipidos e fosfolipidos. Estes constituintes dao
resisténcia a bicamada lipidica, conferindo assim maior estabilidade aos exossomas no
seu ambiente. Por outro lado, podem estar relacionados com os processos em que 0s
exossomas vao participar, como acontece por exemplo na fosfatidilserina que esta

envolvida na ancoragem de proteinas do folheto externo da membrana exossomal,
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permitindo a sinalizag@o e fusdo do exossomas com a membrana celular (Ha et al., 2016;

Roma-Rodrigues et al., 2014; Villarroya-Beltri et al., 2014; Vlassov et al., 2012b).

2.3.3 Acidos nucleicos

Os exossomas também podem conter moléculas de DNA e RNA, principalmente
mRNA, miRNA, ncRNA e rRNA (J. Zhang et al., 2015; Chistiakov, Orekhov, &
Bobryshevy, 2016). A descoberta da presenca de moléculas de RNA no interior do
exossoma levou a conclusdo de que existe uma mediacdo de mRNA e miRNA pelos
exossomas, sendo assim considerado um mecanismo de troca de informagdo genética.
Consequentemente, este facto, sugere que os exossomas tém a capacidade para
transportar material genético a distancia, o que os torna candidatos ideais para veiculos
de transferéncia de moléculas biologicas ativas com capacidade para influenciar a
expressdo dos genes (figura 6). No entanto, deve ter-se em conta que a transferéncia de
informagdo genética pode resultar em beneficios ou prejuizos para a saude do Homem

(Van Dommelen et al., 2012;Villarroya-Beltri et al., 2014).

Stem cell plasticity Cancer /tumour
-phenotype modulation - growth, invasion,

metastasis

Immune response

- Inflammatory Virus
molecules -receptor transfer
-evade immune
detection
INErvous system
Nervous system -Spread of pathology to

-tmphic support for axons

-neuroprotection factors other brain areas

Figura 6: Efeitos da transferéncia de informagéo genética dos exossomas e microvesiculas (Retirado de Y.

Lee, El Andaloussi, & Wood, 2012).
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2.4 Comunicacio intercelular dos exossomas

A comunicagdo intercelular é essencial para estabelecer e manter as condi¢des
fisiologicas e homeostase do organismo (Shifrin, Beckler, Coffey, & Tyska, 2013). A
quebra da homeostase celular, tem diferentes e importantes repercussdes, podendo
resultar numa morte celular ou, pelo contrario, numa prolifera¢do e crescimento celular
descontrolados (Braicu et al., 2015). Portanto, essa comunicacdo € um mecanismo
fundamental dos organismos multicelulares e pode ser mediado por contacto direto
célula-célula ou por transferéncia de moléculas por elas secretadas (Raposo & Stoorvogel,

2013).

Nas duas ultimas décadas, emergiu um terceiro mecanismo de comunicagao
intercelular com o conhecimento de que as vesiculas extracelulares (EVs) t€ém a
capacidade para transferir material e informacao entre as células. Também a libertagdo de
corpos apoptoticos durante a apoptose, assim como o facto de células perfeitamente
saudaveis partilharem vesiculas provenientes das suas membranas plasmaticas foi

associado a comunicagao intercelular (Raposo & Stoorvogel, 2013).

As funcdes das EVs nos processos patoldgicos e fisioldgicos dependem da sua
capacidade de interagir com células recetoras/alvo, de modo a partilhar o seu conteudo
proteico, lipidico e RNAs, sendo o ambiente externo relevante para o mecanismo de fusio

dos exossomas com membranas celulares (Batiz et al., 2015).

Geralmente, na transferéncia de informacao existem trés mecanismos de interagao

dos exossomas com as células alvo:

1) Proteinas membranares dos exossomas interagem diretamente com os recetores
das células alvo, permitindo a fusdo com a membrana celular e libertagdo directa da carga

ou conteudo vesicular no citoplasma (Van Dommelen et al., 2012; Urbanelli et al., 2013);

2) Internalizagdo do exossoma por endocitose, podendo também ocorrer por
pinocitose ou fagocitose, sendo este 0 mecanismo mais eficiente de entre estes (Roma-

Rodrigues et al., 2014; Van Dommelen et al., 2012);
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3) Interag@o das proteinas da membrana exossomal com os seus recetores nas
células alvo, ativando deste modo a sinalizagdo intracelular (Urbanelli et al., 2013;

Kahlert & Kalluri, 2013).

Conhecendo estes mecanismos, surgem novas possibilidades de aplicagdo
terapéutica em diversas situacdes (Batiz et al., 2015). Contudo, o mecanismo detalhado
de comunicacao intercelular e transferéncia de informagao entre os exossomas e as células

vizinhas ainda ndo esta totalmente compreendido (J. Zhang et al., 2015a).
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3. Obtencio de exossomas

A classificagdo de vesiculas membranares e os seus protocolos de isolamento tém
vindo a ser intensamente desenvolvidos e estudados, acompanhando a evolucdo do
conhecimento atual relativamente aos exossomas. E crucial existirem métodos de
isolamento e separacdo destas vesiculas para evitar contaminagdo cruzada e obter
resultados eficazes, sabendo a partida a sua dificuldade pela semelhanga dos exossomas

com outras vesiculas (Crescitelli et al., 2013).

Um dos maiores desafios deste campo ¢ assim melhorar e padronizar os métodos
de isolamento e andlise (Raposo & Stoorvogel, 2013). Devido ao aumento do interesse
nos exossomas e outras EVs e pelo seu potencial uso terapéutico como biomarcadores,
existem kits disponiveis para permitir um facil e rapido procedimento de isolamento, que
tétm sido continuamente desenvolvidos e estudados. Contudo, estas abordagens
necessitam se ser aplicadas cautelosamente devido a alguma probabilidade de erro em
distinguir EVs de diferentes tamanhos assim como agregados moleculares (Raposo &

Stoorvogel, 2013).

Os protocolos mais rigorosos para isolamento de exossomas baseiam-se na
centrifugacdo diferencial de fluidos ou quando se requer uma preparagdo mais pura, em

gradientes de concentracdo (Vlassov et al., 2012a).

3.1 Extracio, purificacio e caracterizacio

Os protocolos de isolamento de vesiculas como exossomas passam
maioritariamente por uma centrifugacdo diferencial (Crescitelli et al., 2013; Raposo &
Stoorvogel, 2013). Esta centrifugacdo diferencial envolve multiplos passos sequenciais
de centrifugacdo, em que existe a recolha do pellet e sobrenadante em cada tempo, e
implica o aumento da forca de centrifugacdo progressiva para isolar os componentes mais

pequenos e densos em passos sucessivos (Xitong & Xiaorong, 2016).

A centrifugacdo diferencial, ndo é uma técnica especifica para a purificacdo dos

exossomas, podendo a sua fracdo ficar contaminada com agregados proteicos e outras
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particulas. De referir que, além do tamanho e densidade das vesiculas, a eficacia de
isolamento das vesiculas depende da forma e da viscosidade da solugdo, assim como da
temperatura, tempo de centrifugagdo e o tipo de rotor usado (Muller, Hong, Stolz,

Watkins, & Whiteside, 2014).

A combinagdo de diferentes técnicas pode aumentar o grau de pureza. Assim, por
exemplo a associacgdo da centrifugacdo diferencial com filtragdo membranar (0,1-0,2 pm)
possibilita eliminar uma grande parte dos contaminantes de vesiculas extracelulares.
Outra possibilidade para se obterem fragdes mais puras € fazer-se uma centrifugacdo em
gradiente de densidade com sacarose (Hannafon & Ding, 2013;Muller et al., 2014). Além
das técnicas acima referidas podem usar-se outros métodos alternativos como a
ultracentrifugagdo, que ¢ um método bastante rdpido, ou a extra¢do por cromatografia

liquida que oferece um elevado grau de purificagdo (Muller et al., 2014).

Para efetuar a caraterizacdo dos exossomas, sdo necessariamente aplicadas outras
técnicas. Sdo exemplos, entre outras, técnicas de immunoblotting, espectrometria de
massa, analise de nanoparticulas, westernblot e técnicas de microscopia eletronica de
transmissdo (TEM), que € o unico método em que pode ser determinado simultaneamente
quer o tamanho quer a morfologia das vesiculas isoladas (figura 7 e 8) (Crescitelli et al.,
2013). Outra alternativa, € usar como marcadores exossomais algumas das suas proteinas,
e em particular as integrinas ou tetraspapinas (Ha et al., 2016; Van Dommelen et al., 2012;

Raposo & Stoorvogel, 2013; Mathivanan et al., 2010).

Figura 7: Diferentes tipos de vesiculas derivadas de células eucaridticas, isoladas por centrifugagio
diferencial e fotografadas por TEM. A — exossomas com um didmetro inferior a 100nm; B — microvesiculas
com didmetro superior a 100 nm; C — exossomas ¢ particulas membranares; D — célula a libertar corpos

apoptoticos (Retirado de E. van der Pol, Béing, Harrison, Sturk, & Nieuwland, 2012).
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Figura 8: Técnicas para analise de exossomas no sangue, segundo o fenétipo, tamanho e carga de RNA com as suas principais

Da adaptacdo do conhecimento de todas estas técnicas ao cotidiano da pratica

clinica, foram desenvolvidos kits comerciais com resinas para o isolamento exossomal

com base na imunoafinidade, conseguindo a sua purificacdo por ligacdo das proteinas

membranares a anticorpos especificos (Xitong & Xiaorong, 2016; Vlassov et al., 2012b).

29



30



Aplicagdes terapéuticas dos exossomas

4. Aplicacoes terapéuticas dos exossomas

A eficdcia de veiculagdo de farmacos com os métodos atuais ainda estd longe de
atingir novas aplicagdes clinicas ou seguranga da terapéutica desejaveis. Assim, &
necessario que os agentes de veiculagdo apresentam determinadas carateristicas tais como
um alto nivel de especificidade e eficiéncia, com um minimo de imunogenicidade.
Idealmente, o transportador devera associar-se facilmente a carga terapéutica pretendida,

como por exemplo a acidos nucleicos, proteinas ou farmacos (Koppers-Lalic et al., 2013).

Dependendo das carateristicas da membrana, superficie celular e tamanho, estas
vesiculas sdo recebidas pela célula recetora através de diferentes vias, como a via
endocitica, macropinocitose ou fagocitose. Contudo, nem sempre todas estas vias de
entrega possibilitam realizar uma distribui¢@o e libertacio da carga de forma adequada no
compartimento intracelular desejado. Os exossomas podem assim representar uma grande
vantagem, passivel de ser adaptada no targeting e transporte in vivo de siRNA ou miRNA.
Assim, esta nanovesicula transportadora pode vir a ser considerada de exceléncia e com
um eficiente transporte e libertacdo de material genético no alvo pretendido (Koppers-

Lalic et al., 2013).
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4.1 Analise da biologia intrinseca dos exossomas para os seus efeitos na saude

As vesiculas extracelulares tém capacidade de transporte de informacao biologica
complexa e que provoca reagdes pleiotrdpicas nas células recetoras. Esta interagdo
permite que os exossomas participem na manutengdo das condigdes fisiopatologicas do
organismo humano (Xu, Greening, Zhu, Takahashi, & Simpson, 2016). Os exossomas
ndo estdo apenas relacionados com estados celulares alterados ou patoldgicos, como
exemplificado na figura 9, podem também ser estudados e aplicados em areas como a
reproducio e desenvolvimento embrionario, medicina regenerativa, reparacio tecidular,
calcificagdo dssea, entre inimeras outras aplicagdes (Yafiez-M¢ et al., 2015). Algumas
das aplicagdes clinicas seguidamente referidas apesar de ainda ndo se encontrarem em
protocolos clinicos de rotina ou guidelines, sdo pioneiras no desenvolvimento tecnoldgico
para a saude, encontrando-se muitas delas em aprofundamento cientifico (Corrado et al.,

2013).

1. Hypoxia Cardiovascular disease Marker
2. Inflammatory stimuli 1. Reduce infarct size 1. phosphorylated-Akt and
3. Stress 2. Enhance tissue repair phosphorylated-GSK-3)
4. Intracellular calcium 3. Increase angiogenesis 2. miR-22 targeting Mecp2
3. miR-221 targets PUMA

1. Wnt4 activate B-catenin signalling

Acute kidney injury
1. Tubuloepithelial regeneration Marker
1. EV-associated mRNA |
2. Reduce tubular cell apoptosis | 2. Insulin-like growth factor-1
3. Reduce fibrosis | _, receptor
4. Reduce tubular atrophy
Liver injury Marker
1. Hepatocyte regeneration 1. Inactivate TGF-p1/Smad
2. Inhibit liver fibrosis signaling pathway
3. Reduce hepatocyte apoptosi 2. Induce IL-6/STAT3 pathway
d
Cutaneous wound healing o Lung injury Marker
1. Increase re-epithelialization ; 1. Reduce lung edema 1. miR-204 __,
2. Inhibit apoptosis of skin cells 2. Reduce inflammation 2. miR-17 targets STAT3
3. Promote proliferation of skin cells 3. Improve pulmonary hypertension 3. keratinocyte growth factor
4. Improve ventricular hypertrophy
Marker 5. Improve lung vascular remodelling

Figura 9: Potenciais aplicagdes clinicas dos exossomas, a — patologia cardiaca; b — lesdo renal; c- lesdo

hepatica; d- lesdo pulmonar; e- cicatrizagdo (Retirado e adaptado de Rani, Ryan, Griffin, & Ritter, 2015).
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4.1.1 Doenga cardiovascular

A patologia cardiaca ¢ umas das principais causas de morte nas sociedades
modernas (Greenberg, 2015). O desenvolvimento da terapia genética tem sido uma
grande contribui¢do nesta area, contudo com o aumento da heterogeneidade genética das
patologias cardiovasculares os efeitos adversos associados com a terapia tradicional
continuam a ser notdrios, como a toxicidade, imunogenicidade, efeitos off-target e baixa

eficiéncia a nivel de terapéutica farmacoldgica (Xitong & Xiaorong, 2016).

Tendo em conta estas dificuldades, os exossomas podem ser uma ferramenta ttil
no diagnostico e tratamento da doenga cardiovascular, j& que s3o importantes na
manutencdo da homeostase cardiaca. As células cardiacas produtoras de exossomas
contém elevados niveis de miR-210 e miR-132, que quando incubados em culturas com
células HL-1, sugerem um aumento da internalizagdo dos exossomas das células de
origem pelas células HL-1 (Cervio, Barile, Moccetti, & Vassalli, 2015). Estes exossomas,
tém a capacidade de proteger os cardiomidcitos de isquémia cardiaca ou de lesdo tecidular
(Vicencio et al., 2015). Sabe-se também, que apds um enfarte do miocardio, os exossomas
contém fatores de protecdo como o miR-21 e miR-210, entre outros, protegendo os
cardiomidcitos da apoptose, estimulando a angiogénese e ativando mecanismos
enddgenos de reparagdo, melhorando a funcdo cardiaca apos o enfarte (Foglio et al.,
2015). Assim, apos enfarte do miocardio, a libertagdo de exossomas com material
genético de células especificas ¢ essencial para a cardioprotecdo, que ird induzir a
reparacdo tecidular, e outras fungdes, como ilustrado na figura 10. Estas descobertas,
racionalizaram o uso dos exossomas como o veiculo de informacdo genética para a

patologia cardiovascular (Xitong & Xiaorong, 2016).
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A nivel de diagnostico, a utiliza¢do dos exossomas € pertinente pois quando ocorre
lesdo do miocérdio, existe um aumento de miRNAs produzidos pelos cardiomiécitos,
miRNAs estes que estdo envolvidos na regulagdo da cardiogénese e fungdo cardiaca,
nomeadamente na contractilidade. Estes miRNAS indicadores da lesdo aparecem
aumentados rapidamente na circulagdo sanguinea e podem ser detetados em tempos
inferiores aos de outros indicadores, geralmente em <4 horas apds enfarte do miocardio
(Chistiakov et al., 2016). Este facto corresponde a uma grande vantagem
comparativamente aos indicadores tradicionais de lesdo cardiaca, pois possibilita o
diagnostico mais rapido da patologia, e por outro lado ¢ também mais sensivel e
especifico. Adicionalmente os miRNAs podem ser detetados na urina, o que constitui
outro aspeto importante e promissor para a utilizagdo dos miRNAs especificos dos
exossomas cardiacos como biomarcadores no diagndstico precoce do enfarte agudo do

miocardio.
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Figura 10: Propreidades cardioprotetoras de exossomas libertados por cardiomidcitos lesionados num

enfarte do miocardio (Retirado de Chistiakov et al., 2016).

Além das aplicagdes acima referidas, estdo a ser desenvolvidas outras abordagens

a nivel terapéutico e medicina regenerativa, como a veiculagio, por exemplo de proteinas
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reguladoras, também estas cruciais para a regulacdo da angiogénese e protecdo cardiaca,
sendo auxiliares nos processos regenerativos € na promog¢do da neovascularizagdo em

zonas lesionadas (Chistiakov et al., 2016).

4.1.2 Doenga renal

A patologia renal, nomeadamente a insuficiéncia renal aguda ¢ frequente e ocorre
devido a diversos fatores, alguns deles incluindo reagdes adversas da terapéutica por
exposicdo a compostos nefrotoxicos, por exemplo agentes quimioterapéuticos, o que se
reflete em perda de volume urindrio ou em obstrucdo das vias. Sabe-se que células
mesenquimais, estdo implicadas nos processos reguladores pro-inflamatérios, sendo estas
propriedades fulcrais no tratamento destas patologias. Além das fun¢des de células
mesenquimais, 0os exossomas por elas libertados t€ém também a capacidade de modular
células T (Kilpinen et al., 2013). Em contrapartida, alguns autores (Helmke & von
Vietinghoff, 2016), referem que as EVs, onde incluem os exossomas, desempenham um
papel funcional na vasculite renal e que a quantidade destas vesiculas aumenta na doenga
ativa. Os mesmos autores consideram que as EVs podem ser usadas como marcadores no
progndstico da patologia renal, bem como em novas abordagens terapéuticas.
Atualmente, este tipo de terapia para a doenga renal aguda ¢ realizado promovendo a
inibicdo da libertacdo de EVs pelas plaquetas. Um estudo, desenvolvido por Gatti, (Gatti
et al., 2011) demonstrou que as vesiculas extracelulares quando acumuladas nos
glomérulos e tibulos renais provocam um aumento da proliferagdo celular e reduzem a
apoptose de células epiteliais tubulares, acelerando assim o processo de recuperacido do

doente renal (Rani et al., 2015).

4.1.3 Doenga pulmonar

Tal como a lesdo renal, a sintomatologia de patologia pulmonar esta relacionada
com alteragdes dos processos inflamatodrios. Neste caso, uma das causas ¢ a acumulagdo
de endotoxinas o que resulta num aumento da permeabilidade proteica pulmonar,

causando uma resposta inflamatoria alveolar, podendo levar a estados de pneumonia ou
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sépsis. Assim, os exossomas podem diminuir o fluxo de células inflamatorias e
neutrdfilos ao local, nomeadamente ao pulmao. Esta supressdo da inflamag@o pulmonar
¢ acompanhada pela reducdo da permeabilidade proteica, prevenindo a formagdo do
edema pulmonar. Consequentemente, ¢ possivel associar a diminui¢cdo da hipertensio
pulmonar, hipertrofia ventricular e vascularizagdo pulmonar com o aumento progressivo
da concentracdo de exossomas provenientes de células mesenquimais, sendo esta

abordagem uma futura possivel terapéutica (C. Lee et al., 2012;Gatti et al., 2011).

4.1.4 Processos neurodegenerativos

Os exossomas tém a capacidade de promover a comunicacio intercelular entre
células, ndo sendo excec¢do as células do sistema nervoso. Astdcitos, neurdnios €
oligodendrocitos sdo exemplos celulares que libertam exossomas, o papel dos exossomas
na atividade sinaptica assim como na libertacdo proteica em diversas doengas
neurodegenerativas (Lachenal et al., 2011). Assim, a comunicagdo neuronal tem um
facilitador exossomal, interferente em patologias do foro neuroldgico como se encontra

referido na figura seguinte (Corrado et al., 2013).
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Figura 11: Interag@o exossomal entre varias células neuronais. Tabela anexa de moléculas exossomais e as

patologias as quais estas estdo associadas (Retirado de Tsilioni, Panagiotidou, & Theoharides, 2014).

A doenga de Alzheimer como de Parkinson sdo caraterizadas pela acumulacdo de
proteinas amildides, que interferem com a fun¢do neuronal podendo inclusive resultar em

morte celular (Tsilioni et al., 2014).

Os neurodnios tém a capacidade de processar estas proteinas amildides pela via
endossomal, levando a uma degradagdo a nivel dos lisossomas ou por vesiculas
extracelulares (Lai & Breakefield, 2012). A incorporagdo destas proteinas nos exossomas
¢ uma forma de as transporte destas facilitando a sua distribui¢do, o que pode induzir
processos patologicos ou, por outro lado, pode auxiliar o processo de degradacdo proteica,

evitando a progressdo da doenga (Corrado et al., 2013).
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4.1.5 Invasdo Tumoral

A evolugdo de patologias tumorais, nomeadamente carcinomas invasivos, requer
uma colaboragdo entre os diversos fatores existentes, como células epiteliais malignas,
matriz extracelular, fibroblastos, células inflamatdrias do sistema imunitario e células
normais mesenquimais. Todas estas células podem secretar exossomas (Corrado et al.,

2013).

Quanto a sua capacidade de transportarem moléculas, os exossomas também tém
sido considerados como veiculos para moléculas associadas a tumores como citoquinas,
fatores de crescimento e adesdo molecular, entre outras. Assim, desempenham um papel
na comunicagdo intercelular, incluindo entre células cancerigenas e células normais, pelo
que podem contribuir para a propagacdo do fendtipo transformado, com relevante
interesse de estudo (Taylor & Gercel-Taylor, 2011). Assim, os exossomas podem ser
considerados modificadores de células normais, com vista a induzir o crescimento e
invasdo tumoral, através de mecanismos como a supressdo de resposta imune,
estimulando a angiogénese e modulacdo celular. A sua composi¢cdo em RNAs, caso estes
derivem de células cancerigenas, ¢ também uma importante referéncia, pois aumenta a
possibilidade de supressdo imunitaria, apos a interagdo com outras células (Lai &

Breakefield, 2012).

Um exemplo concreto, foi descrito num estudo (Luga et al., 2012), em que os
autores observaram que os exossomas secretados de fibroblastos associados a estados
tumorais, tém a capacidade de estimular a atividade de células cancerigenas mamarias
por sinalizacdo, promovendo a migracdo destas e consequentemente levando a um
processo invasivo, ou seja, logo a uma progressdao da doenca. Por outro lado, os
exossomas libertados por células cancerigenas além de poderem afetar o crescimento
tumoral, invasdo, metastizagdo e angiogénese podem também estar relacionados com a
resisténcia a quimioterapia. Assim, os exossomas podem desempenhar um papel
negativo, contribuindo para a progressdo tumoral e o desenvolvimento de metéstases por
interferéncia com agentes terapéuticos, por exemplo pela possibilidade de estes
transportarem proteinas envolvidas em resisténcias farmacoldgicas, ou por capturarem
agentes quimioterapéuticos, diminuindo a sua concentragdo intracelular (Corrado et al.,

2013).
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No entanto, tal como noutras patologias, os exossomas provenientes de células
cancerigenas apresentam (glico)proteinas especificas que podem ser usadas como
marcadores. Além disso, os Ag tumorais da superficie celular neles transportados,

confere-lhes a possibilidade de serem usados na vacinagdo contra o cancro.

4.1.6 Cicatrizagdo e regeneragao celular

Os exossomas, como anteriormente referido, tém uma ac¢ao anti-inflamatoria, pro-
angiogénica, contém fatores e proteinas que no caso tecidular, irdo ter uma agdo

reparadora e regenerativa de uma lesdo ou alteragdo do tecido (Anthony & Shiels, 2013).

Células mesenquimais derivadas do corddo umbilical (hubMSC) e os seus
exossomas respetivos sdo uma ferramenta com possivel utilidade na cicatrizacdo cutanea,
contribuindo para o aumento da vascularizagdo local (B. Zhang et al., 2015). Os
exossomas de hubMSC, quando internalizados em células endoteliais, aceleram o
processo de re-epetilizacdo, promovendo assim a proliferacdo celular e a inibicdo da
apoptose celular cutanea, nomeadamente apds alterag@o da plasticidade celular, como por
exemplo devido a exposicdo de condigdes de stress por temperatura (B. Zhang et al.,
2015). Assim, pode-se entender que o mecanismo de regeneracdo celular € em parte,
regulado pela transferéncia de vesiculas extracelulares e promissor para o

desenvolvimento da medicina regenerativa (Yafiez-Mo et al., 2015).

4.2 Exossomas e biomarcadores celulares

Um biomarcador ¢ considerado um medidor de carateristicas indicadoras de uma
determinada patologia ou condic¢do clinica. Assim, os biomarcadores sdo aplicados na
medicina como ferramentas de prognostico ou de diagnostico. Com esta importancia, 0s
biomarcadores deverdo ser bem caraterizados e validados para cada caso especifico,
resultando assim numa técnica de confianca clinica (Harrison, n.d.; Olsen & Jorgensen,

2014; Strimbu & Tavel, 2011).
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Para se considerar o biomarcador adequado s3o necessarias diversas carateristicas,
entre as quais a sua especificidade (importante para evitar os falsos positivos no
diagndstico); ser completamente relacionado com a patologia em causa (idealmente
preditivo, para que se consiga relacionar a gravidade da doenga com a sua quantidade
detetada); a sua facil acessibilidade e de preferéncia por um processo minimamente
invasivo; elevado grau de sensibilidade da técnica de detecdo do biomarcador, para
permitir avaliar a extensdo real da alteracdo (Strimbu & Tavel, 2011;Stremersch et al.,

2016).

Atualmente, a possibilidade de adaptagdo da terapia ao paciente, nomeadamente
de acordo com o seu fendtipo especifico ¢ uma realidade, sendo entdo uma abordagem
com uma elevada viabilidade de aplicagdo. Assim, o desenvolvimento paralelo de um
biomarcador ¢ da terapia, aumenta a facilidade de diagndstico e a escolha de uma

terapéutica eficaz (Stremersch et al., 2016;0lsen & Jorgensen, 2014).

Os exossomas como biomarcadores revelam entdo requisitos para a sua aplicagao,
como a libertacdo de exossomas no espaco extracelular que oferece uma oportunidade
para os detetar nos fluidos corporais e consequentes possiveis alteragdes do local de
analise. O acesso a estas vesiculas bioativas de forma ndo-invasiva ou minimamente
invasiva nos fluidos anteriormente descritos, ¢ uma potencial estratégia para o diagnostico

de determinadas patologias (Mathivanan et al., 2010).

4.2.1 Proteinas exossomais como biomarcadores

Os exossomas contém um vasto numero de proteinas que sao um reflexo do estado
da célula a partir da qual foram formados. Estas proteinas podem ser consideradas como
biomarcadores para diversas patologias, incluindo muito frequentemente o cancro,
doengas neurologicas, metabdlicas, cardiovasculares, renais e hepaticas, entre outras

(Stremersch et al., 2016;Lin et al., 2015).

Exemplos concretos desta associagdo € o aumento de CD63 (marcador exossomal)
em pacientes com melanoma, comparando com os valores em pessoas sem a doenga

(Logozzi et al., 2009). Assim, numa andlise proteica exossomal comparativa, um
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resultado com maior concentracdo de CD63, conduz a uma evidéncia de presenga de

alteragcdo oncoldgica (Yoshioka et al., 2013).

O CD81, outro marcador exossomal, estd associado a hepatite C, estando a sua
concentragdo mais elevada no plasma de doentes com hepatite C cronica, o que se associa
a um processo inflamatorio ou fibrose. A quantificagdo de CD81 entre as tetraspaninas
presentes em exossomas, pode constituir um marcador para o diagndstico e controlo da

resposta terapéutica do doente com hepatite (Welker et al., 2012).

Outros autores (Zhou et al., 2006), associaram proteinas provenientes de
exossomas extraidos da urina a les@o renal aguda e cancro da prdstata. Na tabela seguinte,
apresentam-se mais exemplos de patologias em que a analise proteica pode ser uma forma

de diagndstico e controlo (Lin et al., 2015).

Tabela 2: Possiveis aplicagdes para diagndstico a partir de biomarcadores exossomais proteicos (Retirado de Lin et

al.,, 2015).

Biofluid Disease Associated proteins

Chronic hepatitis C
Melanoma
Plasma Glioblastoma
Prostate cancer

Plasma cell dyscrasias

CD81
CD63, caveolin-1, TYRP2, VLA-4, HSP70, HSP90
Epidermal growth factor receptor VIII
Survivin

C-81¢

Acute kidney injury
Liver injury

Urine Bartter syndmmc type 1
Bladder cancer

Prostate cancer

Fetuin-A, ATF 3
CD26, CD8I1, SIc3Al, CDI0
NKCC2
EGE, a subunit of Gs, resisitin, retinoic acid-induced
protein 3, and so forth.
PSA, PCA3

Plasma, cell culture

) ; Human ovarian cancer
medium, and ascites

LICAM, CD24, ADAMI0, EMMPRIN, claudin

Os exemplos anteriores, s3o apenas algumas das possiveis aplicacdes das

proteinas exossomais como biomarcadores,

considerando-se que ¢ necessario

futuramente aprofundar esta darea, pois tem um grande potencial de utilizacdo no

diagndstico e progndstico da doenga.
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4.2.2 Acidos nucleicos como biomarcadores exossomais

O miRNA exossomal tem sido explorado como um biomarcador para o
diagnostico de cancro. Alguns autores (Taylor & Gercel-Taylor, 2008) demonstraram que
no cancro do ovario os miRNA exossomais atingem niveis quantificaveis em exossomas
circulantes de amostras, mas ndo sdo detetados em amostras normais de controlo,
sugerindo que estes miRNAs tém potencial para serem utilizados como marcadores de

diagnostico (Taylor & Gercel-Taylor, 2008).
Existem outras possibilidades de aplicacdo de miRNA e possivelmente de mRNA

no diagndstico de doencgas, como indicado na tabela seguinte (Lin et al., 2015).

Tabela 3: RNAs exossomais associados a patologias e potencial da sua aplicagdo como biomarcadores de diagnéstico

(Retirado de Lin et al., 2015).

Biofluid Disease Associated RNAs
Qvarian cancer miR-21, -141, -200a, -200b, -200¢, -203, -205, -214
Lung cancer miR-17, -3p, -21, -20b, -223, -301, let-7f
Prostate cancer miR-141, miR-375
Plasma .
Esophageal squamous cell cancer (ESCC) miR-21, miR-1246
Breast cancer miR-21
Cardiovascular disease miR-1, miR-133a
2 (astric cancer Let-7 family miRNAs
Cell culture medium :
Colorectal cancer mRNAs
Urine Renal fibrosis miR-29¢c, CDZAPmRNA

4.3 Exossomas para veicula¢ao de farmacos

Os exossomas podem ser considerados um potencial veiculo farmacoldgico e
serem assim uma promissora nova abordagem terapéutica (Batiz et al., 2015). O facto dos
exossomas existirem e poderem ser incorporados na circulagdo sanguinea, conseguindo
distribuir-se por diversos drgdos, e assim atingirem rapidamente determinados alvos
terapéuticos, abre a possibilidade do seu uso para a distribuicdo especifica de alguns
farmacos. Esta potencialidade, estende-se entdo a inimeros agentes terapéuticos, como
pequenas moléculas (tanto hidrofilicas como hidrofébicas), pépticos, acidos nucleicos,

etc (Akers et al., 2013;Ali, 2004).
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As nanovesiculas tém propriedades particulares para serem usadas como veiculos,
tais como: estabilidade (a sua carga ¢ protegida de RNAses e proteases), auséncia de
imunogenicidade (quando derivam do mesmo paciente) e capacidade de atravessar

barreiras bioldgicas (Batiz et al., 2015).

Por outro lado, a inclusdo de nova carga molecular nas nanovesiculas,
nomeadamente a incorporacdo de farmacos, pode potenciar as propriedades da sua carga,
o que as valoriza como veiculos. Um destes exemplos, ¢ o aumento da solubilidade e
estabilidade da molécula de interesse, potenciando os seus efeitos farmacoldgicos
(Langer, 1998). O aumento do efeito farmacoldgico permite a manutengdo da
concentragdo do farmaco dentro da sua janela terapéutica durante mais tempo, por
libertag@o gradual do farmaco pelo exossoma (Moghimi, 2006). Além desta possibilidade
pode ainda manipular-se a superficie da vesicula, para que desta forma se aumente o seu
tempo na circulagdo sanguinea, influenciando a biodistribuicdo e a entrada nos tecidos
alvo (Figura 12) (Brigger, Dubernet, & Couvreur, 2002; Turturici, Tinnirello, Sconzo, &
Geraci, 2014).

A veiculagdo em vesiculas, ird assegurar que o farmaco ndo seja libertado ou
extravasado durante a circulag@o, sendo apenas libertado no alvo (Liu, Yang, Xiong, &
Gu, 2016). Este facto estd relacionado com uma grande vantagem farmacocinética dos
exossomas enquanto veiculo farmacoldgico que ¢ a ndo existéncia de acumulagdo
hepética do farmaco, evitando assim os efeitos de primeira passagem antes de atingir o

local alvo (Ha et al., 2016).

Assim, com a conjugacio de todas estas potencialidades, é possivel que o farmaco
atinja a concentragdo terapéutica no alvo pretendido, aumentando a sua
biodisponibilidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e estabilidade em condi¢des
fisioldgicas, ou seja, o farmaco pode ter uma alta capacidade de agdo, sem colocar em

causa factores toxicologicos sistémicos (Ali, 2004;Liu, Yang, Xiong, & Gu, 2016). Todos
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estes aspectos, bem como a eficécia e seguranca terapéutica sdo requisitos primarios para

a aplicagdo clinica dos exossomas como veiculos (Liu et al., 2016).

-non-toxic Drug delivery Clinics

monomers and )
additives e,
-drug stabilization .
and solubilization
-drug protection
-physical, microbial,
chemical stability
-good
biocompatibility ~

-hemocompatibility
-prolonged circulation
time

-controlled drug release
-no agglomeration/
aggregation

-no uptake by the RES
-no lung clearance

-no cause of embolism

-tissue/cell specific targeting
-penetration of biological barriers
-uptake into cellsforgans
-tailor-made release behaviour
-bicdegradability, biocompatibility
-no cytotoxicity/genotoxicity/

immunogenicity

-safe and easy
application
-good cost/risk/use
profile
-upscaling
-easy to store
-easy to sterilize

-adequate containers

-low molecular weight
-non-toxic degradation

products

-no accumulation in

organs

-excretion by liver and

kidneys

Figura 12: Componentes essenciais para o design de sistemas de veiculacdo farmacologica (Retirado de

Liuetal., 2016).

Para fazer o carregamento molecular dos exossomas podem ser usadas diferentes

abordagens de incorporagdo, representados esquematicamente da figura 13.
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Figura 13: Diferentes abordagens para a incorporacdo de farmacos em exossomas (Retirado de Batrakova

& Kim, 2015).

O tipo de moléculas mais frequentemente incorporadas, apesar de haver um
grande leque de possibilidades, sdo moléculas pequenas e lipofilicas, por incubagdo a
temperaturas especificas. Assim, moléculas antioxidantes, agentes de quimioterapia
(como a doxirrubicina e o paclitaxel), antifingicos, analgésicos (Ha et al., 2016) e outras
classes de farmacos sd@o exemplos desta aplicacdo (Rani, Ryan, Griffin, & Ritter, 2015;

Sun et al., 2010; Kalani, Tyagi, & Tyagi, 2014).

A liberta¢do do farmaco no local pretendido, pode ser estimulada por diversos
fatores, enddgenos e exdgenos (figura 14). Alguns estimulos enddgenos (ex. variagio de
pH do meio, nivel hormonal do organismo, concentragdo enzimatica, biomoléculas, ou
gradientes de glucose) sdo variareis de acordo com as carateristicas patoldgicas do alvo
(Mura, Nicolas, & Couvreur, 2013; Kelley, Albert, Sullivan, & Epps 111, 2013). Quanto
aos potenciadores exogenos de libertagdo farmacologica no alvo podem ser referidos a
temperatura, campos magnéticos e ultra sons, eletricidade pulsada ou energia de radia¢do

(Liu et al., 2016).

45



Exossomas — Uma nova abordagem terapéutica

m
2 eH
Q
e Enzyme
=
fiof ]
inform? » &
acat i Redox
patholc9™ &
e g Glucose

S )

O Disease target

% x ot : = Nanoparticles  Micelles
/ - .

Polymers Liposomes

(jnwis snouaboxg

Figura 14: Ilustragdo esquematica de estimulos associados a libertacdo de farmacos de diferentes veiculos

(Retirado de Liu et al., 2016).

Apesar da evolugdo ocorrida no conhecimento relativo quer as técnicas de
incorporagdo de firmacos em exossomas, quer a sua libertagado, ainda € necessario ocorrer
o desenvolvimento de novos métodos nivel industrial de dete¢do molecular, controlo de
qualidade de producdo, estudos farmacocinéticos e toxicoldgicos rigorosos e ensaios

clinicos (Batrakova & Kim, 2015), pelo que as apostas nesta drea de desenvolvimento sao

promissoras.

4.4 Associacido dos exossomas a vacinacio

As propriedades imunologicas dos exossomas, sdo uma carateristica indicadora
da sua possivel aplicacdo em vacinas para a prevengdo de diversas patologias devido a

sua seguranca e eficdcia terapéutica, das quais o cancro ou doengas infeciosas sdo uma

prioridade (Chaput & Théry, 2010).

Segundo alguns autores (Corrado et al., 2013) algumas patentes para o uso de
exossomas na produgdo de vacinas foram introduzidas por diversas industrias,

desencadeando os ensaios clinicos para a sua aplicagao clinica. No seu desenvolvimento,
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¢ necessario que a vacina contenha ou se assemelhe ao elemento etiologico da patologia,
para que consiga desencadear uma resposta imunolodgica a este, envolvendo o sistema
imunitario do organismo em causa (L. van der Pol, Stork, & van der Ley, 2015). Neste
sentido, o tamanho adequado e a existéncia de expressdo de um antigénio de um agente
patogénico especifico nos exossomas possibilita a sua potencial utilizacdo na produgdo

de uma vacina livre de células (Schorey & Bhatnagar, 2008).

Apesar terem sito obtidos bons resultados experimentais do uso de exossomas
como vacinas, a sua aplicag@o no cancro ¢ limitada pelo facto de ser necessario preparar
os exossomas localmente, usando células dendriticas do paciente, podendo as
concentragcdes do antigénio ser inferiores as desejadas. Desta forma, ¢ mais dificil a
difusdo e amplia¢do destes tratamentos por serem tdo personalizados (Corrado et al.,
2013) assim como a existéncia de compostos exossomais, como proteinas ou material
genético, que causem imunossupressdo, podem interferir com a resposta imune

pretendida (L. van der Pol et al., 2015).

Apesar das dificuldades, os exossomas ja sdo atualmente usados como
ferramentas de vacinacdo em diversas doengas, existindo ensaios clinicos completos para
aplicacdo terapéutica de vesiculas extracelulares e duas vacinas para a meningite B e uma

para o cancro da prostata (Stremersch et al., 2016).

4.5 Terapia genética

O transporte de material genético por parte dos exossomas, como ja foi referido,
pode conferir-lhes algumas particularidades negativas ja revelou como anteriormente
descrito, algumas particularidades negativas, nomeadamente pelo facto da transferéncia
de informagdo genética ou de proteinas que poder facilitar o desenvolvimento de uma
patologia, como por exemplo como o cancro ou uma doenca neurodegenerativa (Y. Lee
et al., 2012). Apesar disso, esta composi¢do genética, quando controlada, permite usar os

exossomas vetores da informagdo pretendida com um fim terapéutico.

Na verdade, os exossomas sdo vetores ideais para a terapia genética pois possuem
componentes naturais bioldgicos e ndo virais, presentes tanto a nivel sistémico como

local. Adicionalmente, o pequeno tamanho e flexibilidade permite a passagem pela
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maioria das membranas biologicas, e tal como ja possui uma bicamada que ird impedir
quer a degradagdo proteica como do RNA, facilitando a entrega ao alvo pretendido (Y.

Lee et al., 2012).

Apesar do uso promissor de exossomas a nivel da terapia genética, estdo a ser
encontradas algumas dificuldades nesta area, nomeadamente no transporte de RNAs,
como miRNA e siRNA, com um curto tempo de semi-vida no plasma, bem como na falta
de estudos relativos a acumulac@o hepética e renal, e ainda pelo facto da carga negativa
do miRNA, causar dificuldades em atravessar a membrana celular hidrofobica,
dificultando a troca de contetido (Seto, 2010). Estratégias para ultrapassar estas
dificuldades passam pela reestruturagdo dos exossomas como vetores de transporte
genético, sem constituirem uma preocupacio de reconhecimento imunologico e indugdo

de resposta inflamatoria (Seow & Wood, 2009).

Apesar das adversidades encontradas, € possivel direcionar os exossomas para um
alvo, a carga genética ser carregada nos exossomas € estes nao conduzirem a uma resposta
imunologica, pelo que estes aspetos sdo indicadores bastante importantes e perspetivam
viabilidade de utiliza¢do dos exossomas como vetores para a terapia genética de multiplas

patologias (Lasser, 2012).

4.6 Imunoterapia

Os exossomas possuem particularidades de resisténcia celular como a capacidade
de evitar os mecanismos de lise celular e resistir a degradagdo de RNA como referido
anteriormente, aumentando desta forma a estabilidade e prote¢do do seu conteudo em
material genético in vivo (Rodrigues, Nimrichter, Oliveira, Nosanchuk, & Casadevall,
2008). Existe assim a capacidade dos exossomas modularem ou adaptarem a resposta
imunolégica, tendo os antigénios maior capacidade de estimulagido quando se encontram
associados as vesiculas (Zeelenberg et al., 2008). Contudo, os exossomas sdo capazes de
promover ndo sO uma resposta imunoldgica, como também tém a capacidade de a
suprimir, consoante o mecanismo de atuagdo em causa (Greening, Gopal, Xu, Simpson,

& Chen, 2015).
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Figura 15: Mecanismos de atuagdo de vesiculas extracelulares: apresentagdo antigénica e imunidade

adquirida em diferentes células (Retirado de Yafiez-Mo¢ et al., 2015).

A nivel de manipulagdo tecnoldgica, os exossomas apresentam uma marcada
vantagem quando derivam de células dendriticas, pois podem ser criopreservados
mantendo a sua estabilidade por mais de seis meses numa temperatura de —80°C com o

seu fendtipo funcional preservado. No entanto, existe a falta de estudos in vivo relativos
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a biodistribuicdo, internalizagdo celular, ou propriedades farmacocinéticas de exossomas

criopreservados (Chaput & Théry, 2010).

O desenvolvimento da imunoterapia ¢ da maior importancia, tendo em conta os
efeitos adversos e insucesso das terapias atuais em doengas autoimunes, caraterizadas
pela inaptiddo do sistema imunitario de controlar a proliferagdo e crescimento celular.
Deste modo, esta aplicacdo clinica dos exossomas neste campo podera permitir contornar
as dificuldades terapéuticas existentes, podendo ser adaptada a uma estimulagdo ou a uma

supressao do sistema imunitario (Tran, Mattheolabakis, Aldawsari, & Amiji, 2015).
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5. Conclusao

A medicina e a tecnologia sdo areas em constante desenvolvimento e sdo
fundamentais para a melhoria da qualidade de vida e bem-estar dos individuos. Nesse
sentido, também a nivel dos cuidados de saude, mais do que existir uma preocupagao com
o alivio dos sintomas associados a uma doenga, existe sobretudo um interesse crescente
de se investigar a causa das doengas e encontrar a adequada terapia com o objetivo de se
alcangar a cura. Assim, atualmente tem ocorrido grande aposta na investigagdo de
técnicas de diagnostico e de progndstico mais rigorosas € com maior sensibilidade, bem

como de novas abordagens terapéuticas de diversas patologias.

Os exossomas, enquanto vesiculas bioldgicas, respondem a estas preocupagdes €
constituem uma ferramenta inovadora e promissora na nanomedicina. Uma vez que estas
vesiculas sdo mediadores de comunicagdo celular, podem ser utilizados como veiculos de
transporte para inumeras substancias, nomeadamente de farmacos, para que estes
alcancem um determinado destino. Além disso, estando implicados na transferéncia de
mRNAs, miRNAs, proteinas e lipidos entre células, possuem também a capacidade de
modificar as fung¢des da célula alvo, podendo por essa razdo desempenhar um papel

importante em diferentes dreas clinicas.

Tal como foi referido, o papel dos exossomas ¢ fundamental na manifestagdo e
progressdo de diversas patologias, bem como na tolerancia a fairmacos, sendo assim
importante 0 mapeamento das suas fun¢des na comunicacdo intercelular e também a
completa compreensdo do seu envolvimento nos mecanismos patoldgicos. Contudo, hoje
em dia ja existe alguma aplicacdo dos exossomas como biomarcadores de patologias ja
que, quer a nivel da sua membrana quer no seu limen, transportam numerosas moléculas

que podem ser utilizadas para essa finalidade.

Adicionalmente, a sua presenca nos fluidos bioldgicos facilita a deteccdo destes
biomarcadores e permite recorrer a estudos analiticos sem interferir grandemente com o
conforto do doente, uma vez que alguns desses fluidos podem ser obtidos sem

necessidade de se executarem procedimentos invasivos.
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No entanto, a identificagdo de material genético na sua composicdo contribuiu
para o conhecimento do seu grau de complexidade e ampliou as suas potencialidades de
aplicagdo na biomedicina pois, além de poderem ser utilizados como veiculos de
farmacos, oferecem também a possibilidade de alterar a expressdo genética de células
alvo e consequentemente as suas funcdes. Assim, os exossomas podem oferecer uma nova

ferramenta também para a terapia genética.

Apesar de todas estas potenciais aplicagdes dos exossomas, na pratica clinica
diaria sdo colocados desafios relativamente ao seu uso, como por exemplo a falta de
técnicas aprovadas para a sua extracdo e quantificagdo. Outra dificuldade no seu uso
clinico corrente ¢ o facto de ainda nio terem sido desenvolvidos ensaios clinicos relativos

a seguranca e eficacia de muitas das aplicagdes referidas nesta monografia.

Independentemente de existirem ainda algumas barreiras para o total
conhecimento destas vesiculas extracelulares, pode concluir-se que pelas suas
particularidades bioldgicas os exossomas oferecem possibilidades inovadoras na
prevencdo de patologias, técnicas de diagndstico e progndstico das mesmas e sdo de facto

uma nova abordagem terapéutica em pleno desenvolvimento.
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