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Resumo: Inumeras patologias causam alteracoes
fisiologicas e danos & saude. E importante que se
conhecga a capacidade das interagdes existentes dentro
do organismo, para promover diagnosticos que
efetivamente auxiliem tratamentos. As vesiculas
extracelulares, importantes participantes da
comunicagdo celular, sdo candidatos para a detecgdo
molecular de doengas, assim como estudos de ordem
clinica. As vesiculas extracelulares sdo biomoléculas
transportadoras de proteinas, lipidios e acidos nucleicos,
que influenciam o fendtipo de células receptoras e
representam a interagdo celular como biomarcadores,
contribuindo para a analise de fluidos biologicos e
detecgdo de patologias. Dentre as maiores necessidades
da pesquisa clinica, a interagdo materno-fetal constitui
uma de suas maiores demandas. A detec¢do de eventos
regulados por meio da placenta através das vesiculas
extracelulares € maior em casos que apresentam
intercorréncias como diabetes e pré-eclampsia,
condi¢cdes que diminuem a perfusdo. O presente
trabalho é uma revisdo bibliografica envolvendo a
pesquisa translacional das vesiculas extracelulares como
forma de marcador para o auxilio de diagnostico da
patologia pré-eclampsia.
Palavras-chave: Pré-eclampsia; vesiculas
extracelulares; exossomos e placenta.

Abstract: Innumerous pathologies cause physiological
changes and damage to health. It is important to
comprehend the ability of interactions within the body
to promote diagnostics that effectively aid treatments.
Extracellular vesicles, important participants in cellular
communication, are candidates for molecular detection
of diseases, as well as clinical studies. Extracellular
vesicles are protein, lipid and nucleic acid transport
biomolecules that influence the receptor cell phenotype
and represent cellular interaction as biomarkers,
contributing to the analysis of biological fluids and
detection of pathologies. Among the greatest needs of
clinical research, maternal-fetal interaction is one of its
greatest demands. The detection of events regulated
through the placenta through extracellular vesicles is
higher in cases with complications such as diabetes and
preeclampsia, conditions that decrease perfusion. The
present work is a review involving the translational
research of extracellular vesicles as a marker to aid in
the diagnosis of preeclampsia pathology.

Keywords: Pre-eclampsia; extracellular vesicles;
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1.INTRODUCAO

Um grande repertério de doencas pode

comprometer o desenvolvimento fetal, sejam elas
hereditarias ou decorrentes de alteracdes
fisiologicas. A Organizacdo Mundial da Satde
recomenda que mulheres e recém-nascidos passem
por acompanhamentos que garantam qualidade de
vida, tanto no periodo gestacional como pods-natal,
a fim de monitorar o desenvolvimento do feto e
garantir um periodo saudavel para mae e filho [1].
Tais cuidados, como a implantagdo de triagens para
deteccdo de doencas, como o teste do pezinho e
afins, podem promover saude, diagnosticar e
prevenir possiveis doengas, visto que os indices de
mortalidade podem ser evitados como forma de
potencializar a qualidade e garantia de vida [1]. A
célula, com toda a sua complexidade, esta
envolvida na produ¢do de moléculas que poderdo
representar marcadores para testes diagnosticos
eficazes. Métodos aprimorados de diagnostico
serdo possiveis apenas com biotecnologia aplicada
a comunicacdo celular, como por exemplo na
avaliacdo do liquido amniotico [2].
Como forma de minimizar anormalidades, a
ciéncia esta trazendo avangos que permitem
desvendar patologias ¢ associd-las a moléculas
transportadas pelo organismo humano, que
podemos considerar como uma maquina de
interagdes capaz de desempenhar fungdes celulares
bésicas que definirdo a homeostase de sua
funcionalidade [3].

Uma das comunicacdes celulares mais
pesquisadas nos ultimos anos sdao as vesiculas
extracelulares, representadas através da figura 1.
Sao biomoléculas liberadas fisiologicamente, ou
por estresse, ¢ podem influenciar o fenotipo de
células receptoras, por transportarem biomoléculas
ativas, como proteinas, lipideos e acidos nucleicos
[4]. A presenga e influéncia das vesiculas
extracelulares sdo descritas em varios modelos,
como doengas infecciosas e doengas cronicas [5].

O presente trabalho constitui uma revisao
bibliografica sobre o potencial das vesiculas
extracelulares no diagnostico da pré-eclampsia,
caracterizando-as como biomarcadores indicativos
de alteragdes celulares. Presentes na maioria dos
fluidos bioldgicos, tais marcadores representariam
uma relevincia para diagnostico e tratamento de
doengas, uma vez que sdo liberados das células
para seu meio externo e carregam diferentes
moléculas, desempenhando forte comunicagdo
celular. [3,6]
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Figura 1. Vesiculas extracelulares: biogénese e
caracterizacdo. Fonte: a autora.

2. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo trata-se de uma revisdo
bibliografica sobre as pesquisas e aplicagoes
clinicas relacionadas a diagndsticos para a
patologia pré-eclampsia com a utilizacdo de
vesiculas  extracelulares. Foram pesquisados
artigos através dos descritores “pré-eclampsia”,
“vesiculas  extracelulares”,  ‘“exossomos” €
“placenta”. Um total de 42 artigos foram
considerados para uso, pela relevincia historica
e/ou cientifica.

3. DESENVOLVIMENTO
3.1 PRE-ECLAMPSIA

A pré-eclampsia caracteriza-se como uma
doenca multissistémica que carrega agravantes
como a hipertensao arterial e proteintiria, frequente
ap6és a vigésima semana gestacional [7].
Considerada uma das principais causas de morte
materna em infimeros paises, acarreta riscos para a
prematuridade e interfere no desenvolvimento
fetal, como o baixo peso e indices de mortalidade
neonatal aumentados. A pré-eclampsia pode ser
identificada por alteracdes presentes em gestantes
normotensas, o quadro de hipertensao associado a
proteinuria ressalta a doenca que pode se agravar,
tornando-se generalizada e trazendo maiores
comprometimentos como a eclampsia e outras
sindromes mais graves [8].

A placenta € uma importante ponte entre o
organismo da mae e do feto. Representa o substrato
anatdmico que acomete a pré-eclampsia. Estudos
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demonstram que mulheres portadoras da doenca
possuem alteragdes bioquimicas, imunologicas,
histologicas e hemodinadmicas no processo de
formagdo da placenta. O processo fisiopatologico
deve ser investigado para minimizar danos e
reduzir as taxas de mortalidade decorrentes desta
patologia [8,9]. A pré-eclampsia afeta entre 2% a
8% das gestagdes, trazendo complicagdes capazes
de causar a mortalidade materna e perinatal [10].

A patogénese da pré-eclampsia ¢ iniciada
no periodo do desenvolvimento do trofoblasto, um
aglomerado celular caracteristico da fase
embrionaria que sdo as células periféricas do
blastocisto importantes no processo de fecundacao
e implantagdo do embrido. O trofoblasto ¢ formado
dias apos a fertilizagdo [11]. Tal patologia pode
afetar varios oOrgdos, desencadeada através da
placenta, onde as manifestagdes clinicas da pré-
eclampsia sdo decorrentes de disfungdes que
alteram o fluxo sanguineo materno ¢ a regulagdo
humoral do organismo [12].

Durante o periodo gestacional, ocorre a
necessidade de modificacdes nas artérias espirais
da mae, pois estas serdo responsaveis por fornecer
0 sangue necessario para a placenta e,
sucessivamente ao feto. Em uma gravidez normal,
as paredes arteriais sdo consideravelmente
alargadas para que o espaco luminal esteja
preparado para as necessidades de perfusdo que o
organismo necessitara [13]. Condi¢des que
diminuem o suprimento sanguineo da placenta
aumentam os riscos de pré-eclampsia [14].

3.2 DEFINICAO DAS  VESICULAS
EXTRACELULARES

As vesiculas extracelulares, também
chamadas de vesiculas secretoras de membrana,
sdo consideradas importantes biomarcadores de
fungdes fisiologicas, capazes de transportar
diversos fluidos bioldgicos desde os mais simples e
abrangentes no organismo até os mais complexos e
determinantes, como acidos nucleicos [15].
Genericamente, podemos  definir  vesiculas
extracelulares como particulas que sdo liberadas
naturalmente pela célula, ndo sofrem replicagdo e
sdo delimitadas pela composicdo da membrana
celular, a bicamada lipidica [5]. A secrecdo das
vesiculas € um processo que ocorre em diferentes
organismos, sendo eles compostos por células
procariontes, eucariontes e organismos
pluricelulares, capazes de libera-las no ambiente
extracelular [16]. Este processo difere de acordo
com tipo de vesicula, origem, tamanho e secregao,
de acordo com a tabela 1. Sdo produzidas por
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diferentes tipos de célula, e podem ser
internalizadas por células receptoras de diferentes
linhagens, isto é, uma célula hospedeira [17]. A
analise das vesiculas extracelulares pode ser obtida
através do isolamento de materiais biologicos,
como por exemplo liquido -cefalorraquidiano,
saliva, sangue, leite materno, liquido amnidtico
entre outros fluidos presentes no organismo, sendo
que existem inimeras caracteristicas que diferem
as classificagOes das vesiculas [16]. Biomarcadores
sdo extremamente relevantes para avaliar a
funcionalidade celular, evento natural que regula
toda a comunicagdo fisiologica [6].

Tabela 1. Classificag¢do das vesiculas extracelulares
de acordo com tamanho e forma de secrecgao.

Exossomos  Microvesiculas Corpos

Apoptoéticos

De 30 a 150 De 100 a 1000 De 1000 a
nm nm 5000 nm

Fusdao da M.P. Liberadas por Apoptose
com um brotamento celular
corpo pela M.P.

multivesicular

3.3 EXOSSOMOS

Existem difereng¢as na origem, tamanho e
caracteristicas das  vesiculas  extracelulares,
dependendo da situagdo celular que as originam ¢
normalmente s3o liberadas no meio extracelular
como forma de vesiculas lipoproteicas [18]. Os
exossomos, menores particulas, sdo originados
através da fundig¢@o entre a membrana plasmatica e
um corpo multivesicular, processo que resulta na
sua liberagdo até o espaco extracelular.

3.4 MICROVESICULAS

As microvesiculas sd3o consideradas
maiores quando comparados aos €x0ssomos,
diferem pelo tamanho (geralmente, maiores do que
100 nm) e eliminagdo, que ocorre diretamente da
membrana  plasmatica. S3do liberadas por
brotamento a partir da membrana plasmatica [19],
num processo dependente de calcio, e que expoe a
fosfatidilserina da face intra para a extracelular.
Desta forma, sdo convenientemente marcadas com
anexina-V para pesquisas de deteccdo [17].

3.5 CORPOS APOPTOTICOS
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Os corpos apoptoticos, possuem sua libe-
racdo durante o processo de apoptose celular,
transformando-se em vesiculas compostas de ele-
mentos celulares, onde sdo absorvidos por fagoci-
tos que fazem o papel da eliminagdo destes frag-
mentos através na circulagéo fisiologica [20].

A complexidade celular esta demonstrada
nas mensagens transmitidas através das vesiculas
extracelulares, contendo mediacdes por lipidios,
proteinas e selecdes de acidos nucleicos contidos
no interior das vesiculas que migram para fora da
celula de origem, com a funcdo de mediar a
comunicagdo intercelular. O conteldo das
vesiculas extracelulares € liberado por varias
espécies, desde simples microrganismos até o
complexo organismo humano [22].

3.6 METODOS DE PURIFICACAO E QUAN-
TIFICACAO DAS VESICULAS EXTRACE-
LULARES

As aplicagdes das vesiculas extracelulares
provém da tecnologia de pesquisa e analises
isoladas que determinardo a utilizagdo da amostra,
seu rendimento e pureza em relacdo aos beneficios
de aproveitamento, dentre eles diagnosticos
promissores que poderdo trazer avangos para a
ciéncia e beneficios para tratamentos [23]. Os
métodos utilizados para a preparacdo da amostra
consistem no seu isolamento e posterior
purificacdo para a analise, podem ser realizados de
diferentes métodos com o objetivo de remover
células e fragmentos delas providos, é considerado
0 método mais comum, padronizado para a retirada
de interferentes através da centrifugacdo e
ultracentrifugacdo com o intuito de precipitar
vesiculas extracelulares [24].

A ultracentrifugacdo por gradiente de
densidade (DGUC) é considerada como um eficaz
método para purificar e separar microfragmentos,
como organelas e lipoproteinas [25]. Tal técnica é
reconhecida pela alta qualidade na preparacdo de
vesiculas  extracelulares para analises de
funcionamento e estruturas que fornegam
informacOes confidveis, realizada com pequena
guantidade de amostra e ndo recomendada para VE
de altos volumes de biofluidos, entretanto, outra
técnica denominada ultracentrifugagdo (UC),
possui relatos de membros da ISEV (International
Society for Extracellular Vesicles) como sendo o
método mais utilizado em 81% dos isolamento de
VE, apesar de possuir desvantagens como
contaminacdo da amostra isolada ao apresentar
proteinas e lipoproteinas, a primeira centrifugacéo
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em baixa velocidade deve sedimentar as células
eliminando interferentes e apds este processo o
sobrenadante é centrifugado com velocidades mais
altas com o objetivo de sedimentar vesiculas
maiores [26,27]. A associagao da
ultracentrifugacdo com gradiente de densidade é
comumente utilizada para eliminar contaminantes
presentes na preparacdo das vesiculas, apenas a
ultracentrifugacdo € um processo critico que deve
ser repetido para lavar e purificar a amostra [23].

Existem outras técnicas para isolar VE,
desenvolvidas com base em ultrafiltracdo e
cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC),
ambas podem ser combinadas e utilizadas para
purificar vesiculas extracelulares baseadas em seu
tamanho [28]. Para a eliminagdo de contaminantes
como proteinas e lipoproteinas, a utilizagdo do
método cromatografico para isolamento de
vesiculas apresentou-se eficaz, com precisdo no
material analisado [29]. Ja a ultrafiltracdo, envolve
um processo de purificacdo rapida de vesiculas
extracelulares através da utilizacdo de membranas
com tamanho de poro exclusivo, podendo ser
determinadas conforme o tamanho das VE a
sofrerem o método de purificacdo [30]. As técnicas
de purificacdo de vesiculas extracelulares estdo
representadas na figura 2.

TECNICAS DE PURIFICACAO

ultracentrifugagao ultrafiltragao cromatografia
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funcionalidade biologia molecular
celular pesquisa translacional
(diagnostico, tratamento...)

Figura 2. Métodos de purificacdo de Vesiculas
extracelulares, e suas aplicagdes nas ciéncias
clinicas.
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3.7 EMPREGO DE VEs COMO DIAGNOSTI-
CO ALTERNATIVO PARA PATOLOGIAS

As vesiculas extracelulares possuem papel
homeostatico celular fundamental capaz de
representar a fungdo deste complexo mecanismo
presente em seres vivos e atuando na modulacgéo da
situacdo fisiologica de células receptoras, servindo
como veiculo de comunicacéo entre células [31].
Consideradas como um promissor biomarcador
devido sua capacidade de carregar proteinas
especificas e acidos nucleicos que podem estar
associados a determinadas patologias, promovendo
auxilio em diagndsticos com o intuito de fornecer
terapias que favorecam cada caso [32].

Na doenga de Alzheimer, é possivel avaliar
a secrecdo de varias moléculas por vesiculas
extracelulares. A patologia ocasiona um declinio
de memoria, € neurodegenerativa progressiva
crbnica, e tais biomarcadores refletem a funcéo
neuronal e neurotransmissdo presente entre as
células existentes no sistema nervoso [33]. Em
estudos com o uso de biomarcadores sanguineos
para a doenca de Alzheimer, denominados
eX0Ssomos neurais, através da preparacao realizada
pela precipitagdo de exossomos e também
anticorpos que direcionam a especificidade da
funcdo neural, sugerem-se diagndsticos de alta
precisdo para tal patologia, entretanto, deve-se
estabelecer métodos de isolamento ideais para cada
tipo de fluido biolégico, para que contaminacdes
sejam minimizadas, evitando a presenca de
materiais ndo vesiculares para a analise da amostra,
e também o acimulo de exossomos nha preparacao,
para eliminar interferentes e possibilitar um
diagnéstico com maior precisdo [34,35].

Utilizadas como auxilio em diagnosticos
através de fluidos corporais, as VE sdo fortes
indicadores no acompanhamento do cancer,
liberadas abundantemente em células afetadas com
estabilidade capaz de preservar proteinas e acidos
nucleicos que possuem relagio com o
desenvolvimento da doenca, sdo biomarcadores
gue podem favorecer bidpsias liquidas para tal
patologia [36]. Um exemplo que demonstra a
utilidade dos indicadores durante o cancer é a
liberacdo de microvesiculas e exossomos nas
células tumorais de glioblastoma, localizadas na
regido cerebral, contendo RNA e proteinas nesta
secrecdo, processo celular que leva a absorcao das
microvesiculas por células hospedeiras saudaveis
[37].
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3.8 INTERAGAO DAS VESICULAS EXTRA-
CELULARES ENTRE O ORGANISMO MA-
TERNO E FETAL

A comunicagdo fisiologica existente entre
0 organismo materno e fetal € um evento repleto de
interagBes que possuem o objetivo de controlar o
metabolismo materno para as alteracbes e
mudancas decorrentes da geracdo de um feto e
desenvolvimento deste novo organismo. A
placenta é considerada a principal ligacdo entre os
dois organismos, ¢ um O&rgdo que apresenta
interacOes entre a circulacdo sanguinea e regulacéo
do feto por meio da mde, como a troca de
nutrientes, sangue e oxigénio, ela libera inUmeras
moléculas que ao decorrer da gravidez
desempenham o papel de fornecer nutri¢do ao feto,
realizar as trocas gasosas, proporcionar a retirada
de residuos, diferenciacdo e producdo de células
para a regulacdo dos sistemas do feto em
desenvolvimento [38]. Estudos mostram que a
placenta humana é capaz de liberar moléculas para
suprir as necessidades fetais no periodo
gestacional, podendo estabelecer comunicagéo
com a fisiologia materna através de vesiculas
extracelulares, onde o aumento na liberacdo das
mesmas tem sido acompanhado em gestacGes
saudaveis e com intercorréncias [39,40].

Os exossomos, que sdo uma categoria das
vesiculas, ja foram identificados no plasma
materno no periodo de seis semanas de geracdo
fetal, estes quando liberados pelas células da
placenta possuem caracteristicas para serem
regulados através da concentracdo de glicose e
tensdo de oxigénio, também com a capacidade de
estimular a liberacdo de moléculas importantes por
meio de células endoteliais, como as citocinas, que
sdo capazes de modular a resposta fisiologica de
diversas células [41]. Tais vesiculas apresentam
marcadores como proteinas, lipidios e &cidos
nucleicos que séo liberados na circulagdo materna
e interagem com a mesma. Através desta
comunicagdo, o sistema fisiolégico materno ¢é
modulado para as adaptaces necessarias ao
organismo no periodo de mudancas decorrentes da
gravidez [40].

A liberacdo das vesiculas extracelulares
placentarias, como forma de exossomos e também
microvesiculas, ocorre em condi¢Ges normais e
patologicas, foram identificadas na circulacdo
materna através da gestacdo, onde houve a
constatacdo do seu aumento de liberacdo em
situaces de gestacbes que apresentavam
complicac0es, tais como diabetes gestacional, pré-
eclampsia e também alteracdes de caracteristicas
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moduladas pelo microambiente celular como
hipoxia e indices de glicose aumentados [41].

Um exemplo de representacdo baseada nas
VEs durante a gestagdo é a andlise do liquido
amnidtico e sangue materno, de acordo com a
figura 3, onde os biomarcadores presentes podem
contribuir positivamente na avaliagdo de riscos
clinicos existentes em ambos os organismos [42].
O fluido amniético ¢ obtido através de uma coleta
invasiva denominada amniocentese, onde o
conteudo presente no material isolado e pesquisa
de exossomos poderd demonstrar a concentragdo
celular fetal em relacdo a materna e seu contetdo,
tal como material genético e proteinas [42].

SUSPEITA CLINICA:

v hipoperfusio placentaria
v hipertensao arterial

sangue

e & ¢

ﬂ fluido amnidtico \\j‘/

VEs com marcadores
pré-eclampsia

Figura 3. Potencial de VEs como biomarcadores
pré-eclampsia: pesquisa em amostras clinicas.

4 CONCLUSAO

Um investimento significativo na pesquisa
translacional enfatiza tecnologias para a detec¢édo
precoce de doencas. Neste contexto, formas de
comunicacdo celular mais aprimoradas, como as
vesiculas  extracelulares, tem caracteristicas
importantes para compor uma forma alternativa de
diagnostico. A demanda é maior nos casos de
doengas cronicas, como diabetes. A interagdo
materno-fetal é um fendmeno bastante complexo, e
possui potencial para determinadas patologias,
como a pré-eclampsia. Vesiculas extracelulares,
junto com suas proteinas transmembranas e
contetido, podem corresponder a métodos apurados
de deteccdo de anormalidades na comunicacao
materno-fetal.
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