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ABREVIATURAS

AB — do inglés, Amyloid 8
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RESUMO

Os exossomas sao pequenas vesiculas libertadas pela maioria dos tipos celulares in vitro e
in vivo, quer sob condigoes fisiologicas, quer sob condigoes patoldgicas. Estes formam-se por
invaginagao dos endossomas tardios, formando vesiculas intraluminais no seu interior que
sao depois libertadas para o meio extracelular, sob a forma de exossomas, quando estes
endossomas se fundem com a membrana plasmatica.

Os exossomas transferem proteinas e RNAs (mRNA e microRNA) entre as células,
representando assim, um modo importante de comunicagio intercelular. E provavel que esta
capacidade esteja na base de varios processos fisiologicos e patoldgicos, nos quais os
exossomas de diferentes origens celulares tém vindo a ser implicados. Devido a estas
caracteristicas, e pelo facto de estarem presentes em varios fluidos biologicos, os exossomas
tém revelado potencial como biomarcadores para o diagndstico clinico. Para além disso,
varios estudos tém vindo a propor algumas aplicagoes terapéuticas para estas vesiculas,

realgando assim a sua crescente importancia.

Palavras-chave: exossomas; nanovesiculas; ILVs; MVBs; proteinas; RNA; comunicagao

intercelular; biomarcadores; agentes terapéuticos.
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ABSTRACT

Exosomes are small vesicles released by most cell types in vitro and in vivo, either under
physiological conditions or under pathological conditions. These are formed by invagination
of late endosomes, forming intraluminal vesicles in its interior which are then released into
the extracellular medium, in the form of exosomes when these endosomes fuse with the
plasma membrane.

Exosomes transfer proteins and RNAs (mRNA and microRNA) between cells, thus
representing an important mode of intercellular communication. It is likely that this ability is
the base of several physiological and pathological processes in which exosomes from
different cell sources have been implicated. Because of these features, and the fact that they
are present in various biological fluids, exosomes have shown potential as a biomarker for
clinical diagnosis. Furthermore, several studies have been proposing a few therapeutic

applications for these vesicles, thus enhancing its growing importance.

Keywords: exosomes; nanovesicles; ILVs; MVBs; proteins; RNA; intercellular

communication; biomarkers; therapeutic agents.
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I. INTRODUCAO

A designagao do termo exossoma sofreu varias alteragoes desde a sua descoberta. Este
foi inicialmente usado para descrever vesiculas de 40 a 1000 nm que eram libertadas por
uma variedade de culturas celulares, contudo a sua origem subcelular nao era clara (Trams et
al., 1981). Mais tarde foi descrita a libertagao de vesiculas de 40 a 100 nm de diametro
durante a diferenciagio de reticulocitos como consequéncia da fusio dos corpos
multivesiculares (MVBs) com a membrana plasmatica (Harding et al., 1984; Pan et al., 1985).
Em 1987, estas vesiculas foram novamente isoladas e referidas como exossomas (Johnstone
et al., 1987).

Atualmente os exossomas sao classificados com base no seu tamanho, densidade e
composigao molecular (sera descrita mais a frente) (Simons and Raposo, 2009). Assim, os
exossomas sao nanovesiculas membranares de 40-100 nm de diametro. Morfologicamente
apresentam-se sob a forma de copo (cup-shaped apos coloragao em negativo) ou como
vesiculas redondas bem delimitadas, observagao efetuada por microscopia de transmissao e
crio-eletronica, respetivamente (Conde-Vancells et al., 2008). Os exossomas flutuam num
gradiente de sacarose numa densidade, que varia de |,13 a |,19 g/ml (Thery et al., 2006).

A libertagao de exossomas foi verificada em varias células, como é o caso das células T
citotoxicas, plaquetas, mastdcitos, neurdnios, oligodendrocitos, células de Schwann, e células
epiteliais intestinais (Raposo and Stoorvogel, 2013). Para além disso, vesiculas com
caracteristicas dos exossomas foram isoladas a partir de diversos fluidos corporais, incluindo
sémen (Aalberts et al, 2012), sangue (Caby et al., 2005), urina (Pisitkun et al., 2004), saliva
(Palanisamy et al., 2010), leite materno (Admyre et al., 2007), liquido amnidtico (Asea et al.,
2008), liquido cefalorraquidiano (Street et al., 2012). Esta grande distribuigao dos exossomas,
bem como a sua composicao em proteinas (Thery et al., 2002) e RNAs (Valadi et al., 2007)
remetem-nos para a importancia destas vesiculas, bem como para as suas possiveis fungoes
e, consequentemente, para a comunicagao intercelular mediada pelos exossomas.

Desde a sua descoberta que os exossomas tém suscitado interesse e a sua investigagao
tem crescido. Contudo, desde que se descobriu que continham RNAs, a sua investigagao
intensificou-se. Prova disto é a criagao de varias sociedades e até de um jornal exclusivo para
temas relacionados com os exossomas. Esta crescente descoberta levou ja a indicagao de

possiveis aplicagoes de diagnostico e de terapéutica para estas vesiculas.
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2. EXOSSOMAS

2.1 Biogénese

Os exossomas derivam da formagao de MVBs, que nao sao mais do que endossomas
tardios que contém vesiculas intraluminais (ILVs) no seu interior. Os endossomas tardios
fazem parte do chamado sistema endossomal que controla a captagao e processamento de
varios tipos de macromoléculas do meio extracelular e da membrana plasmatica para dentro
da célula. Este sistema é constituido por diferentes organelos vesiculares interligados:
vesiculas de endocitose primarias, endossomas primarios, endossomas de reciclagem,
endossomas tardios, e lisossomas (Scita and Di Fiore, 2010; van Meel and Klumperman,
2008).

Os endossomas primarios dao origem

Proteina

Membranar

a endossomas tardios (Stoorvogel et al.,

RNA/DNA
S

1991) e durante este processo acumulam
\ e Endossoma

/ Primario
Proteinas
Cltoplasmatlcas

Doo
[

ILVs no seu interior. Estas ILVs formam-
se por invaginagao da membrana limitante
dos endossomas tardios e, devido
particularmente a esta caracteristica
morfoldgica, os endossomas tardios sao

também chamados de MVBs. Inicialmente

pensava-se que os MVBs se fundiam com Figura | - Representacdo esquemdtica da biogénese dos

. exossomas. Os endossomas primdrios ddo origem a endossomas
os lisossomas para degradar a sua carga

tardios, e estes sofrem invaginagdo da sua membrana, formando ILVs

intraluminal (FUtter et al, |996)‘ no seu interior, passando a designar-se MVBs. Durante este processo

Contudo, alem da importﬁncia as ILVs incorporam lipidos, material genético e proteinas
citoplasmaticas. Os MVBs podem fundir-se com os lisossomas, sendo o

reconhecida desta via de trafego
seu contetdo degradado, ou, podem fundir-se com a membrana
intracelular, tornou-se claro que os MVBs plasmdtica da célula, libertando as ILVs, que no exterior passam a

tambem se podem fundir com a designarse exossomas (Waldenstrom and Ronquist, 2014). Legenda:
, . . RER — Reticulo Endoplasmatico Rugoso; GC — Complexo de Golgi.
membrana plasmatica para libertar as

ILVs como exossomas, no espago extracelular (Harding et al., 1983; Pan et al., 1985) (Figura
.

2.1.1 Mecanismos de formacao de MVBs e ILVs

Estudos recentes indicam que a maquinaria molecular para a formagao de ILVs é mais

diversificada do que previamente reconhecido. Em geral, a formagao de ILVs envolve a
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invaginagdo da membrana limitante de um endossoma, com inclusao de conteiudo do

citoplasma, seguida pela formagao de vesiculas que se libertam no limen do endossoma.

2.1.1.1 Mecanismo ESCRT-dependente

O mecanismo melhor descrito para a formagao de MVBs e ILVs é conduzido pelo
Endosomal Sorting Complex Required for Transport (ESCRT), que é composto por quatro
complexos multiproteicos: ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-Il e ESCRT-lll, com proteinas
associadas: Vps4 (Vacuolar protein sorting 4), ALIX, TsglOlI, Ist] homolog (Increased sodium
tolerance [), Vps20, Vps24, entre outras (Raiborg and Stenmark, 2009).

O ESCRT-0
forma heterodimero
obrigatorio com

HRS (Hepatocyte

gI‘OWth fClCtO!‘— Figura 2 - Mecanismo de formacdo de ILVs ESCRT-dependente. a: ESCRT-0 aglomera e

liga-se a proteinas ubiquitinadas. b: O ESCRT-I e -Il contém vdrios locais de liga¢do a membrana que

RegUIated tyrosine sustentam a abertura desta no “pescoco” da vesicula. c: ESCRT-Il recruta Vps20, que por sua vez

kinase Substrate) € recruta Snf7 (ambos componentes do ESCRT-II), o principal motor para a cisGo da vesicula em
STAM (Signal formagdo. d: Apés cisdo, a carga é internalizado em ILVs, enquanto que o ESCRT-Ill permanece na

parte externa da membrana limitante, até que é reciclado por Vps4 (Wollert and Hurley, 2010).

Transducing  Adaptor

Molecule) (Raiborg and Stenmark, 2009). Este complexo reconhece e sequestra proteinas
transmembranares ubiquitinadas da membrana endossomal limitante. Para além disso,
recruta o complexo ESCRT-I, através da interagao de HRS com a proteina Tsgl0l (Tumor
susceptibility gene 101), um componente do ESCRT-| (Bache et al, 2003). Por sua vez, o
complexo ESCRT-| recruta o ESCRT-Il, e estes dois sao responsaveis pela invaginagao da
membrana do MVB. Posteriormente, o ESCRT-IIl é recrutado pelo ESCRT-Il, e conduz a
separagao da vesicula em formagao da membrana, formando ILVs no limen dos MVBs
(Hanson and Cashikar, 2012; Wollert and Hurley, 2010) (Figura 2).

Os mecanismos de inclusao em ILVs de proteinas citoplasmaticas sollveis ainda nao sao
muito bem compreendidos, mas recentemente foi proposto um papel para a proteina
chaperone, hsc70: esta liga-se a proteinas citoplasmaticas solUveis que contenham uma
sequéncia KFERQ, no exterior da membrana dos MVBs. Verificou-se também que este

processo é dependente de Tsgl0| e Vps4 (Sahu et al., 201 I).
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2.1.1.2 Mecanismos ESCRT-independentes

No entanto, algumas evidéncias sugerem que MVBs e ILVs podem formar-se na auséncia
dos complexos ESCRT. Verificou-se que a inativagao concomitante de quatro proteinas dos
complexos ESCRT nao suprime a formagao de MVBs (Stuffers et al., 2009).

Um dos mecanismos propostos para a formagao de ILVs ESCRT-independente ¢é
dependente da esfingomielinase. Um estudo realizado em linhas celulares oligodendrogliais
mostrou que a formacao e secregao de exossomas nao requere o sistema ESCRT, mas é
dependente da esfingomielinase, uma enzima que produz ceramida (Trajkovic et al., 2008).
Estas observagoes sao consistentes com a presenga de altas concentragoes de ceramida e
derivados, em exossomas (Trajkovic et al., 2008). Além disso, a estrutura em forma de cone
da ceramida pode induzir curvatura espontanea negativa na bicamada lipidica, promovendo a
invaginagcao da membrana (Simons and Raposo, 2009).

Outra via de formagao das ILVs baseia-se em tetraspaninas, mais concretamente na
proteina CD63. Estudos realizados em melandcitos mostraram que a CDé63 promove a
entrada em ILVs de premelanosome (proteina incorporada em exossomas de células de
melanoma), independentemente de ESCRT e da ceramida (Edgar et al., 2014; van Niel et dl,
2011). As tetraspaninas sao conhecidas por formar oligdmeros, interagindo com outras
tetraspaninas e com uma variedade de proteinas citoplasmaticas e transmembranares
(Zoller, 2009). Estas caracteristicas reforgam a ideia da formagao de ILVs via tetraspaninas.

A possivel existéncia de mecanismos diferentes para formagao de ILVs faz com que
possam existir subpopulagoes diferentes de MVBs e ILVs na mesma célula (Simons and

Raposo, 2009).

2.2 Composicao
2.2.1 Proteinas

A origem endossomal dos exossomas explica o facto de estes nao apresentarem
proteinas do nucleo, mitocondrias, complexo de Golgi, ou do reticulo endoplasmatico. Por
outro lado contém muitas proteinas citoplasmaticas, proteinas da membrana endossomal e
proteinas da membrana plasmatica (Thery et al., 2002).

Enquanto que algumas das proteinas exossomais podem refletir a sua abundancia na
célula, outras estao enriquecidas nos exossomas e, portanto, podem ser definidas como
proteinas tipicamente exossomais (Alix, flotilinas, Tsgl0l, CD63), embora nao exista ainda
consenso quanto as proteinas que definem exclusivamente uma populagao exossomal

(Wubbolts et al., 2003).
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Como consequéncia da sua origem endossomal quase todos os exossomas,
independentemente do tipo de célula a partir da qual tém origem, contém proteinas
envolvidas: no transporte e fusao membranar (por exemplo, Rab GTPases, anexinas,
flotilinas); na formagao de MVBs (por exemplo, Alix e Tsgl0I), e contém também heat shock
proteins (Hsp 70 e Hsp 90), integrinas, tetraspaninas (por exemplo, CDé63, CD9, CD8I e
CD82), e componentes do citoesqueleto (por exemplo actina e tubulina). Os exossomas
também podem conter proteinas envolvidas em fungoes especificas da célula, como € o caso
do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), presente em exossomas de células

apresentadoras de antigénios (Thery et al., 2002; Wubbolts et al., 2003).

2.2.2 Lipidos
Os exossomas sao ricos em lipidos (raft-lipids), tais como colesterol, esfingolipidos,
ceramida e glicerofosfolipidos de cadeia longa e de acidos gordos saturados (Subra et dl.,

2007; Wubbolts et al., 2003).

2.2.3 mRNA e miRNA

Um estudo mostrou que os exossomas contém mRNAs e microRNAs (miRNAs) que
podem ser entregues noutra célula, e ser funcionais neste novo local (Valadi et al., 2007).

Os microRNAs sao uma classe de pequenos RNAs nao-codificantes que regulam a
expressao génica pos-transcripcional (Yates et al., 2013). A nivel extracelular podem ser
detetados em fluidos corporais, complexados com proteinas da familia AGO ou em
exossomas ou outras microvesiculas (Turchinovich et al., 2012).

Tem-se vindo a verificar que o repertério de miRNAs em exossomas pode diferir do da
célula produtora (Guduric-Fuchs et al., 2012; Nolte-'t Hoen et al., 2012). Para além disso, um
estudo analisou os niveis de expressao de miRNAs de uma variedade de linhas celulares e
seus respetivos exossomas, e descreveram que um subconjunto de miRNAs (por exemplo, o
miR-150, miR-142-3p, e miR-451) sao preferencialmente segregados nos exossomas
(Guduric-Fuchs et al, 2012). Isto sugere que a incorporagao de miRNAs especificos nos
exossomas pode ser ativamente regulada, apesar dos mecanismos subjacentes
permanecerem desconhecidos. Um estudo recente identificou uma sequéncia especifica de 4
nucleétidos (GGAG) presente nos miRNAs dos exossomas de células T. A
ribonucleoproteina A2BI liga-se especificamente a sequéncia GGAG dos microRNAs,
direcionando-os para os MVBs, promovendo a sua secregao via exossomas (Villarroya-Beltri
et al., 2013).

O facto de se ter verificado que componentes do RISC (RNA-Induced Silencing Complex)

se acumulavam em MVBs sugere um possivel ponto de partida para outra teoria. Teoria essa,
9
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que considera um possivel envolvimento do RISC no transporte de RNAs para os

exossomas (Gibbings et al., 2009).

2.3 Secrecao

Depois de formados, os MVBs podem seguir a via de degradagao lisossomal, resultando
na digestao das ILVs, ou podem fundir-se com a membrana plasmatica libertando os
exossomas para o meio extracelular, como ja foi referido. Aquilo que leva os MVBs a seguir
uma ou outra via ainda é desconhecido, contudo comegam ja a surgir algumas propostas.
Evidéncias bioquimicas e morfolégicas mostram que estes dois destinos distintos dependem
de populagoes distintas de MVBs (e ILVs) que coexistem na mesma célula (Raposo and
Stoorvogel, 2013). Por exemplo, a ceramida parece ser usada para a génese de uma
populagao de ILVs que nao estao destinadas para o transporte para os lisossomas, mas sao
segregadas como uma classe de exossomas (Trajkovic et al., 2008).

Ainda nao sao bem conhecidos todos os processos que envolvem a libertagao dos
exossomas para o meio extracelular (mobilizagao para, ancoragem, e fusao com a membrana
plasmatica). Contudo, estudos realizados sugerem que estes processos requerem o
citoesqueleto (actina e microtubulos) associado a motores moleculares (cinesinas e
miosinas), pequenas GTPases, nomeadamente Rab, e maquinaria de fusao — SNAREs
(Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor-Attachment protein REceptor) (Cai et al., 2007).

Relativamente as Rab GTPases, estas sao conhecidas por regular o trafego membranar, e
os primeiros indicios da sua participagao na libertagao de exossomas surgiram a partir de
estudos em linhas celulares de reticuldcitos, que requeriam a fungao da Rab || para a
libertagao destas vesiculas (Savina et al., 2002). Mais recentemente, num screening de RNAi
em células Hela, tendo como alvo 59 membros da familia Rab GTPase, o silenciamento da
Rab27a ou da Rab27b reduziu significativamente a quantidade de exossomas libertados
(Ostrowski et al., 2010).

Uma descoberta interessante, ainda relacionada com a libertagao de exossomas, é que
esta pode ser regulada. Por exemplo, as plaquetas sao estimuladas a libertar exossomas em
resposta a ativagao do recetor da trombina (Heijnen et al, 1998). Outro exemplo é a
despolarizagao da membrana plasmatica, que aumenta a rapida secregao de exossomas por

células neuronais (Faure et al., 2006).

10



Exossomas e o seu papel na comunicacdo intercelular

3. COMUNICACAO INTERCELULAR

As fungoes fisiologicas e fisiopatologicas dos exossomas dependem da capacidade destes
para interagirem com as células recetoras, a fim de lhes transmitirem o seu conteiudo de
proteinas, lipidos e RNAs. Verificou-se que os exossomas podem entrar nas células
recetoras por endocitose (Morelli et al., 2004), fagocitose (Feng et al, 2010) de toda a
vesicula e/ou por fusao com a membrana plasmatica (Parolini et al., 2009). Este processo
permite assim a troca de informagao e consequentemente a comunicagao intercelular.

Desde a descoberta de que os exossomas participam na apresentagao de antigénios
(Raposo et al, 1996), este novo mecanismo de comunicagao intercelular tem sido
demonstrado em varios processos. Na tabela | encontra-se um resumo de algumas fungoes
exossomais, mais relevantes, ja descritas em células de mamiferos (Lopez-Verrilli and Court,

2013).

Tabela | - Fungdes dos exossomas descritas em células de mamiferos.

Efeito/Funcao Referéncias

Capacidade de apresentagao de antigénios (Raposo et al., 1996)

Exossomas contém mRNA e miRNA que podem ser
(Valadi et al., 2007)
transferidos para outras células onde sao funcionais

“Trojan horses” para propagacao de agentes
’ (Fevrier et al., 2004)
patogénicos, como por exemplo de prides

Disseminacao de doencgas neurodegenerativas (Emmanouilidou et al., 2010; Saman et al., 2012)
Efeitos antitumorais (Zhang et al., 2011)
Pro-metastasico (Peinado et al., 2012)
Biomarcadores para diagnostico do cancro (Skog et al., 2008)

Pela andlise da Tabela | vemos que sao ja atribuidas muitas fungdes aos exossomas,
nomeadamente a sua capacidade de comunicagao intercelular, para a qual se tem vindo a
manifestar um crescente interesse. Um aspeto importante é a possibilidade do RNA,
associado ao exossoma, poder ser entregue a células recetoras, influenciando o seu

transcriptoma, proteoma, e fungoes celulares (Valadi et al., 2007).

4. PAPEL DOS EXOSSOMAS NAS DOENCAS
NEURODEGENERATIVAS

A maioria das células do sistema nervoso central (SNC), incluindo neurénios, astrocitos,

oligodendrocitos e microglia libertam exossomas. Estes tém sido isolados nao apenas a partir
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do liquido cefalorraquidiano (Street et al., 2012), mas também a partir do cérebro humano
adulto (Banigan et al., 2013).

Os exossomas parecem mediar varios processos vitais, necessarios para o normal
funcionamento do cérebro. Por exemplo, as células da microglia podem estimular a atividade
sinaptica dos neurodnios via exossomas (Antonucci et al., 2012). Outro estudo sugere que os
exossomas libertados por oligodendrécitos em resposta a ativagao de glutamato e captados
pelos neurdnios possam apoiar o metabolismo neuronal e, consequentemente contribuirem
para a neuroprotegao (Fruhbeis et al, 2013). Para além disso, exossomas derivados de
células de Schwann parecem aumentar significativamente a regeneragao axonal in vitro e,
melhorar a regeneragao do nervo ciatico apos lesao, in vivo, propondo assim um papel de
regeneragao axonal para os exossomas libertados por este tipo de células (Lopez-Verrilli et
al,, 2013).

Contudo, estes também estao envolvidos na patogénese de muitas doengas
neuroinflamatorias de natureza, tanto infeciosa como neurodegenerativa.

De natureza infeciosa, temos como exemplo o seu possivel envolvimento nas doengas
prionicas (desordens neurodegenerativas infeciosas, associadas a acumulagio de uma
proteina pridnica anormal), pois um estudo verificou a presenga destas proteinas em
exossomas, sugerindo a sua propagagao pelo organismo (Fevrier et al., 2004).

Relativamente ao envolvimento dos exossomas na patogénese de doengas de natureza
neurodegenerativa, estes parecem estar envolvidos, por exemplo, nas doengas de Alzheimer
e de Parkinson, como vou mostrar de seguida. Evidéncias crescentes sugerem que os
exossomas podem servir como veiculos para proteinas com conformagao anormal e
patogeénicas, iniciando e propagando a doenga as células vizinhas (Fevrier et al., 2004; Vella et

al.,, 2007).

4.1 Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) é a forma de deméncia associada a idade mais comum em
seres humanos (Avramopoulos, 2009; Guo et al., 2010). Esta doenga é caracterizada pela
acumulagao, a nivel extracelular, de placas amiloide B (AB) e, a nivel intracelular, de trangas
neurofibrilares de proteina tau hiperfosforilada, que conduzem a perda lenta e progressiva
de neuronios.

O péptido AP é formado pela clivagem proteolitica sequencial da proteina precursora
amildide transmembranar (APP) por duas enzimas associadas a membrana, B-secretase e y-
secretase (Murphy and LeVine, 2010). Um estudo demonstrou que a clivagem da APP, pela
B-secretase ocorre num subconjunto especifico de endossomas e € incorporada nos MVBs,
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sendo depois libertada em associagdo com os exossomas (Rajendran et al, 2006).
Curiosamente, foram encontradas proteinas exossomais tais como Alix e flotillin-I acumuladas
em torno de placas amildides nos cérebros de doentes com DA, refor¢cando o papel dos
exossomas na propagagao de AB (Rajendran et al., 2006).
Para além disto, verificou-se que os exossomas podem transportar a proteina tau
fosforilada, também associada a neurodegenerescéncia (Saman et al,, 2012), e podem ainda
ser responsaveis pela disseminagao entre células da proteina tau (Frost et al., 2009) podendo

assim contribuir para a disseminagao da doenga.

4.2 Doenca de Parkinson

Depois de DA, a doencga de Parkinson (DP) é a doenga neurodegenerativa mais comum,
afetando quase 1% da populagao com mais de 50 anos (Russo et al., 2012). As duas marcas
patoldgicas da doenga sao a presenga de inclusoes citoplasmaticas denominadas corpos de
Lewy e a degenerescéncia e perda seletiva de neuronios dopaminérgicos na substantia nigra
pars compacta (SNpc), resultando nos principais sintomas a nivel motor da DP, entre os
quais: tremor de repouso, rigidez muscular, bradicinésia e instabilidade postural (Gallegos et
al, 2015). Os corpos de Lewy sao agregados proteicos esféricos que contém ubiquitina e
fibras de a-sinucleina (a-sin), localizados na substancia nigra e em varias estruturas do SNC
(Spillantini et al., 1998). A a-sin € uma proteina neuronal pré-sinaptica e a sua forma sob
oligbmeros téxicos tem vindo a ser associada a DP (Goldberg and Lansbury Jr, 2000).

Um estudo realizado, que recorreu a luciferase de Gaussia humanizada, mostrou o
envolvimento de exossomas no transporte de a-sin para o ambiente extracelular, difundindo
assim os oligdbmeros toxicos para outros neuronios (Danzer et al., 2012). Recorrendo a uma
cultura de células SH-SY5Y, um estudo mostrou que o uptake de exossomas, por neuronios
saudaveis, contendo a-Sin induz a morte celular (Emmanouilidou et al., 2010).

Como pudemos ver, os exossomas parecem ter um papel importante na DP através da

propagagao de a-sin entre neuronios.

5. APLICACOES

5.1 Exossomas como biomarcadores
Os exossomas sao libertados pelas células, quer sob condigoes fisiologicas, quer sob
condigoes patolodgicas. E, como referido anteriormente, podem transportar proteinas, acidos
nucleicos e lipidos da célula dadora, que indicam a sua condigao fisiopatologica, e portanto,

podem tornar-se possiveis biomarcadores para o diagndstico clinico. Além disso, os
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exossomas podem ser isolados a partir de fluidos bioldgicos facilmente acessiveis, como o

sangue e a urina, tornando-os alvos muito atraentes para aplicagao no diagnostico,

prognostico e resposta a tratamento. Na Tabela 2 estao representadas algumas proteinas

exossomais e na Tabela 3 estio representados alguns RNAs exossomais, que tém

potencialidade como biomarcadores no diagndstico clinico (Lin et al., 2015).

Tabela 2- Sumario de proteinas exossomais para aplicacées de diagndstico clinico.

Fluido Biolégico Doenca

Proteinas associadas

Referéncias

Hepatite C croénica

CDé63, caveolin-1, TYRP2, VLA-4,

Melanoma
Plasma

Glioblastoma
Cancro da Prostata

Lesao Renal Aguda

Lesao Hepatica

Urina Sindrome de Bartter
tipo |
Cancro da Bexiga
Cancro da Prostata
Parkinson

Liquido
Alzheimer
cefalorraquidiano

CDs8l

HSP70, HSP90
Recetor epidermal do fator de
crescimento VI

Survivina

Fetuina-A, ATF 3

CD26, CD8I, SIc3Al,CDI0

NKCC2

EGF, , resistina, entre outras
PSA, PCA3
DJ-1

Proteina tau fosforilada

(Welker et al., 2012)
(Logozzi et al., 2009;
Peinado et al., 2012)

(Skog et al., 2008)

(Khan et al., 2012)
(Zhou et al., 2008;
Zhou et al., 2006)
(Conde-Vancells et
al,, 2010)
(Gonzales et dl.,
2009)
(Smalley et al., 2008)
(Nilsson et al., 2009)
(Ho et al,, 2014)

(Saman et al,, 2012)

Tabela 3 - Sumario de alguns RNAs exossomais para aplicagées de diagnéstico clinico.

Fluido Biolégico Doenca

RNAs associados

Referéncias

Cancro do ovario

Cancro do pulmao

Plasma ]
Cancro da prostata

Carcinoma de células

escamosas do eséfago

Doenga cardiovascular

miR-21, -141, -200a, -
200b, -200c, -203, -205, -

214
miR-17, -3p, -21, -20b, -
223, -301, let-7f

miR-141, miR-375

miR-21, miR-1246

miR-1, miR-133a

(Taylor and Gercel-
Taylor, 2008)

(Rabinowits et al., 2009;
Silva et al,, 2011)
(Brase et al., 201 [;
Mitchell et al., 2008)
(Takeshita et al., 2013;
Tanaka et al., 2013)
(Chen et al., 2006;
Kuwabara et al., 2011)
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Cancro gastrico Let-7 familia miRNAs (Ohshima et al., 2010)
Cultura celular média
Cancro colorretal mRNAs (Hong et al., 2009)
(Lv etal., 2013; Lv et al.,
Urina Fibrose renal miR-29¢c, CD2APmRNA
2014)
miR-137, -18lc, -9, - (Geekiyanage et al.,
Sangue Alzheimer
29a/b; miR-193b 2012; Liu et al., 2014)

Para além dos fluidos biologicos referidos, a saliva é outro fluido facilmente obtido por
métodos nao invasivos, a partir da qual foram encontrados exossomas que continham
proteinas e acidos nucleicos que podem vir a servir de biomarcadores de doenga
(Palanisamy et al., 2010). Por exemplo, num estudo em que isolaram miRNAs de exossomas
salivares de voluntarios saudaveis e de doentes com Sindrome de Sjogren é sugerido o
potencial destes exossomas como biomarcadores para o diagndstico de diversas patologias
das glandulas salivares, como é o caso do Sindrome de Sjogren (Michael et al., 2010). Por
outro lado, um estudo que utilizou como modelo ratinhos mostrou a presenga de
biomarcadores transcriptomicos especificos do cancro pancreatico em exossomas presentes
na saliva (Lau et al., 2013).

Apesar de terem sido identificados possiveis biomarcadores, sao necessarios mais estudos
que mostrem a sua viabilidade, pois o problema destes estudos é a sua pouca
reprodutibilidade, a falta de métodos de isolamento padrao, padroes de biomarcadores, ou

métodos de analise padrao (Jia et al., 2014).

5.2 Exossomas como agentes terapéuticos

Para além da sua utilizacio como biomarcadores, os exossomas também tém vindo a
mostrar o seu potencial como agentes terapéuticos.

Uma das aplicagoes dos exossomas que tem vindo a ser estudada € a sua aplicagao a nivel
oncoldgico na geragao de uma resposta imune contra tumores. Pois, desde a descoberta de
que os exossomas derivados de células dendriticas (Dex) podem modular a resposta imune
ao expor MHC de classe | e I, e moléculas estimuladoras de células T (Zitvogel et al., 1998),
que tém vindo a ser realizados ensaios clinicos para aplicagio de vacinas contra tumores
contendo Dex. Por exemplo, um estudo de fase | em doentes com melanoma avaliou a
vacinagao com Dex, tendo-se verificado a sua seguranga e até um aumento de células NK
(Natural Killer) (Escudier et al., 2005).

Outra aplicagao bastante promissora dos exossomas € a sua utilizagdo como drug delivery

systems. Por exemplo, estudos realizados com ratos mostraram uma entrega eficaz de siRNA
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no cérebro destes animais, através da injecao sistémica de exossomas (Alvarez-Erviti et al.,

201 1; Cooper et al., 2014).

5.3  Ensaios clinicos

Consultando o sitio “clinical trials” e pesquisando pelo termo “exosome”, verificamos que
existem || ensaios em recrutamento, 3 que ainda nao estao a recrutar, e 2 completos. Por
exemplo, alguns dos ensaios tém como titulos: “LRRK2 and Other Novel Exosome Proteins in
Parkinson's Disease”; “Phase | Clinical Trial Investigating the Ability of Plant Exosome to Deliver
Curcumin to Normal and Malignant Colon Tissue”; “Pilot Study of Exosomes Before and After BRAF
Inhibitor Therapy in Patients With Advanced Unresectable or Metastatic BRAF Mutation-positive
Melanoma”; “Circulating Exosomes As Potential Prognostic And Predictive Biomarkers In Advanced
Gastric Cancer Patients: A Prospective Observational Study”. Lendo estes titulos podemos ver
que a maior parte dos ensaios a decorrer se relaciona com os exossomas e o cancro (Clinical

Trials).

5.4 Patentes e empresas
Consultando o sitio de patentes “espacenet patent search”, e pesquisando pelo termo
“exosome” surgem cerca de 244 entradas, 126 patentes. O que indica ja uma grande aposta
na biotecnologia com exossomas. A maioria das patentes sao relacionadas com métodos de
isolamento, detegao e purificagao de exossomas, € na sua maioria os requerentes sao
instituicoes universitarias. Contudo existem ja patentes mais direcionadas para a aplicagao
dos exossomas. Por exemplo:
e WO2015112382 (Al) — 2015-07-30 - Detegao mediada por exossomas de infegoes
e doengas; Requerente: Morehouse School of Medicine [US];
* EP2010663 (Al) — 2009-01-07 - Transferéncia de acidos nucleicos para as células

por exossomas; Requerentes: Loetvall, Jan Olof; Valadi, Hadi (Espacenet).

Sao ja algumas as empresas que produzem biotecnologia baseada nos exossomas. De
seguida encontra-se uma breve referéncia a algumas dessas empresas.

* Exosome Diagnostics: empresa focada em desenvolver e comercializar diagnosticos
revolucionarios baseados em fluidos biologicos para prestar cuidados de saude
personalizados e precisos que melhorem vidas. Os diagndsticos aproveitam o potencial dos
exossomas presentes em varios fluidos biologicos e que contém RNA e proteinas da célula
de origem. Utilizando a sua tecnologia “best-in-class”, esta a desenvolver testes de diagnostico
inovadores baseados nos exossomas. Além disso, tem parcerias com varias organizagoes e

industrias a fim de acelerar a adogao da sua tecnologia (Exosome Diagnostics).
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* Life Technologies: lider na utilizagado de exossomas em diagnodsticos. A empresa
desenvolveu tecnologias para capturar e isolar exossomas dos fluidos corporais, e para isolar
e analisar as proteinas ou RNA destes. Esta empresa comercializa uma ampla gama de
reagentes e kits para isolamento total de exossomas, a partir de meios de cultura de células
e de varios fluidos corporais. Além disso, também vende kits de: isolamento de
subpopulagoes especificas de exossomas; analise de exossomas intactos; isolamento e andlise
de RNA e proteinas de exossomas (Life Technologies).

* Exosome Sciences, Inc.: € uma subsidiaria da Aethlon Medical, Inc., que cria ferramentas
de diagnostico para detetar e quantificar a presenga de exossomas no sangue e noutros
fluidos. O seu produto principal, o Enzyme Linked Lectin Specific Assay, foi validado para
identificar a presenca de exossomas subjacentes ao virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
tuberculose, e a varias formas de cancros, incluindo os do ovario, da mama, colorretal,
melanoma e linfoma (Exosome Sciences).

* Exovita Biosciences, Inc.,;: € uma startup de biotecnologia sediada no Novo México que
esta a desenvolver terapéuticas para o cancro baseadas nos exossomas aproveitando as

defesas naturais do organismo para combater o cancro (Exovita Biosciences).

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Apesar de nos ultimos anos se verificar um aumento notavel de estudos acerca dos
exossomas, sO se conseguiu levantar uma ponta do véu. Assim, grande parte do futuro passa
por continuar a realizar estudos a fim de os ficarmos a conhecer melhor.

Para além da sua potencialidade no diagnodstico clinico como biomarcadores, ilustrada
anteriormente, existem ja estudos que dirigem os exossomas para outras aplicagoes, pois
estes tém propriedades atraentes que podem ser exploradas para intervengao terapéutica.
Um exemplo, ja referido, é a aplicagao dos exossomas na imunoterapia do cancro, gerando
uma resposta imune contra o tumor, tendo ja sido realizados ensaios de fase I, que
necessitam de ser consolidados com mais ensaios (Viaud et al., 2010). Por outro lado,
verificou-se que os exossomas produzidos pelas células tumorais também podem suprimir a
resposta imune (Zhang and Grizzle, 201 1). Isto demostra o quao complexa € esta area, e por
conseguinte o muito que ainda ha por descobrir.

O futuro da area dos exossomas passa também pelo desenvolvimento destes enquanto
drug delivery systems. Pois, este conceito torna-se bastante interessante para possiveis
aplicagoes terapéuticas em doengas do SNC, pela facilidade que os exossomas tém em
atravessar a barreira hematoencefilica (Alvarez-Erviti et al., 201 1).

17



Exossomas e o seu papel na comunicacdo intercelular
Outra questao a explorar é a possivel resisténcia a farmacos causada por exossomas, por
diversas formas, ainda nao compreendidas (Safaei et al., 2005; Shao et al., 2015; Wang et dl.,

2014).

7. CONCLUSAO

Durante os ultimos 30 anos tem havido um aumento de estudos que visam compreender
a biologia dos exossomas, contudo ainda existem muitas incertezas e ha ainda muito por
desvendar. Uma das dificuldades a investigagcao deste tema tem passado pela dificuldade do
isolamento dos exossomas e pela falta de procedimentos eficientes e consistentes entre
laboratorios. Apesar disso, algumas empresas ja desenvolveram, e continuam a desenvolver,
kits de isolamento e quantificagao dos exossomas, o que permitira, de certo modo, um
crescimento ainda maior da investigagao nesta area.

A descoberta de possiveis implicagoes dos exossomas em processos fisiologicos e
patoldgicos pode ser um ponto de partida para desvendarmos alguns dos mistérios de varias
patologias, pois estes foram ja associados a algumas, como € o caso da doenca de Alzheimer.
Para além disso, também se tem vindo a mostrar que estes possuem um papel chave na
comunicagao intercelular e influenciam o fenotipo das células recetoras. Isto leva-nos até as
promissoras aplicagoes dos exossomas, existindo ja bibliografia assinalavel sobre a sua
possivel utilizagdo como biomarcadores no diagnostico clinico.

Para realcar ainda mais a importancia destas nanovesiculas, surgiram ja empresas, na area

farmacéutica/biotecnolégica, especializadas ou com alguma especializagao em exossomas.

“The most provocative interpretation of exosomes is that they represent vesicular carries with

virus-like properties that regulate gene regulation” (Simons and Raposo, 2009).
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