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RESUMO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, as doencas cardiovasculares sdo a principal
causa de morte no mundo, tendo como principal agravo a aterosclerose. Essa doenga
inflamatoria cronica pode ser desencadeada por diversos fatores como maus habitos de vida e
alimentares, diversas doengas, entre outros. Entretanto, o que varios estudos das ultimas duas
décadas tém demonstrado ¢ que existe outro fator importante contribuindo tanto
positivamente, mas principalmente negativamente nas variadas etapas do processo
aterosclerético. Este fator sdo as microvesiculas, estruturas oriundas de células circulantes,
endoteliais e da musculatura lisa. Essas estruturas nanométricas sdo um tipo especifico de
vesiculas liberadas a partir da membrana plasmatica de células eucarioticas: quando essas sdo
ativadas, sofrem apoptose ou outra acdo que cause alteragdes morfoldgicas estruturais em sua
membrana, permitindo a formacdo e liberacdo dessas vesiculas. As microvesiculas sdo
estruturas formadas basicamente por bicamada fosfolipidica com exposi¢do da fosfatidilserina
(frequentemente), lipidios bioativos, proteinas internas e externas, remanescentes de RNA,
além de conter marcadores especificos provenientes da sua célula de biogénese. Quando
expostas ao meio extracelular, essas vesiculas podem desempenhar diversas fungdes tanto em
processos fisiologicos quanto fisiopatologicos. Na aterosclerose, podem participar do dano
vascular, do desenvolvimento da inflamagdo, da calcificagdo vascular, da progressao do
ateroma, da ruptura da placa e da formag¢do do trombo. Como hd uma relagdo entre a
concentracdo das microvesiculas e os distirbios tromboemboliticos, pressupde-se que essas
vesiculas possam ser usadas como biomarcadores sinalizadores do desenvolvimento da
aterosclerose, pois tais estruturas estdo presentes em elevada concentragdo na circulacao
sanguinea de individuos com alto risco para as doengas cardiovasculares.

Palavras-chave: aterosclerose; biomarcadores; doengas cardiovasculares; microvesiculas;
trombo.



MICROVESICLES OF BLOOD, ENDOTHELIAL AND SMOOTH MUSCLE CELLS,
AND THEIR PARTICIPATION IN THE STAGES OF ATHEROSCLEROSIS:
LITERATURE REVIEW

According to the World Health Organization, cardiovascular diseases are the leading cause of
death in the world, with atherosclerosis as the main aggravation. This chronic inflammatory
disease can be triggered by several factors such as poor living and eating habits, various
diseases, among others. However, what several studies of the last two decades have shown is
that there is another important factor contributing both positively, but mainly negatively, in
the various stages of the atherosclerotic process. This factor is the microvesicles, structures
originating from circulating cells, endothelial cells and smooth muscle. These nanometric
structures are a specific type of vesicles released from the plasma membrane of eukaryotic
cells: when they are activated, they undergo apoptosis or another action that causes structural
morphological changes in their membrane, allowing the formation and release of these
vesicles. Microvesicles are structures formed basically by a phospholipid bilayer with
exposure of phosphatidylserine (often), bioactive lipids, internal and external proteins, RNA
remnants, in addition to containing specific markers from their biogenesis cell. When exposed
to the extracellular environment, these vesicles can play several roles in both physiological
and pathophysiological processes. In atherosclerosis, they may participate in vascular damage,
the development of inflammation, vascular calcification, atheroma progression, plaque
rupture, and thrombus formation. As there is a relationship between the concentration of
microvesicles and thromboembolic disorders, it is assumed that these vesicles can be used as
biomarkers that signal the development of atherosclerosis, as these structures are present in
high concentration in the bloodstream of individuals at high risk for the cardiovascular
diseases.

Keywords: atherosclerosis; biomarkers; cardiovascular diseases; microvesicles; thrombus.
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1 INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares (DCVs) sejam desenvolvidas ou apenas agravadas pelo
processo inflamatorio cronico da aterosclerose, ¢ a principal causa de morte no mundo. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que havera 17 milhdes de mortes por ano no
mundo devido a essas doengas, mas que pode haver uma reducdo de 25% desse niimero até
2025 se acdes estratégicas preventivas, que abrangem 25 indicadores (como DCVs,
hipertensao, diabetes, habitos alimentares, consumo diario de sodio, de dacido graxo,
sobrepeso, obesidade, inatividade fisica, tabagismo e consumo nocivo de alcool) e nove metas
globais (reducdo do consumo e da prevaléncia dos indicadores citados acima, assim como
acesso aos tratamentos medicamentosos para os devidos tratamentos) propostas para o
enfrentamento de Doengas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT) forem tomadas (MALTA,
da SILVA JUNIOR, 2013; OPAS/OMS BRASIL, 2017).

De acordo com dados do Global Burden of Disease Study 2010 (Carga Global de
Morbidade — GBD), desde meados do século XX até o ano de 2010, paises com diferentes
economias tiveram, no geral, redu¢dao nas suas taxas de mortalidade decorrentes de doengas
consequentes da aterosclerose (acidente vascular cerebral (AVC) e doenca isquémica cardiaca
(DIC), por exemplo) em adultos entre 35 e 74 anos (HERRINGTON et al., 2016). Contudo,
na ultima década, esse quadro vem se invertendo, principalmente em paises de baixa e média
renda, e essa mudanga epidemiologica ocorreu por fatores modificdveis de doengas cronicas,
sendo um desafio adicional para esses paises que ja enfrentam outros problemas relacionados
a desnutri¢do ¢ doengas infecciosas (BARQUERA et al., 2015).

O custo mundial gerado pelas DCVs em 2010 foi em torno de $863 bilhdes de dolares,
representando um gasto muito alto tanto para os sistemas de saude quanto para a economia
mundial (BARQUERA et al., 2015), e o nimero global de mortes chegou a 31% em 2016
(OPAS/OMS BRASIL, 2017). No Brasil, em 2015, a prevaléncia das DCVs atingiu 34,3% da
populagdo adulta, com impacto além do aspecto econdmico direto e indireto, pois contribui
para a perda de atividade, perda de bem-estar e, consequentemente, o fornecimento de
assisténcia, gerando um custo de R$56,2 bilhdes ($17,3 bilhdes de dolares), correspondendo a
um total nacional de 5,5% das despesas com assisténcia a saide (STEVENS et al., 2017).

A aterosclerose ¢ um processo inflamatdrio vascular cronico e silencioso que ocorre na

camada intima de artérias de médio e grande calibre, cujo mecanismo envolve dano as células
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endoteliais (CEs), proliferacdo de células da musculatura lisa (CMLs), reagdes inflamatorias
por células e mediadores, formagao de ateromas e acumulo de tecidos fibrosos, calcio entre
outras substancias (LIBBY, RIDKER, HANSSON, 2011).

A aterosclerose provoca o enrijecimento e estreitamento do vaso, diminuindo o fluxo
sanguineo no lumen, suprimindo a oxigenacdo e a nutricdo tecidual, comprometendo,
portanto, as funcdes fisiologicas de o6rgaos e tecidos afetados (ROSS, 1999; WANG, WANG,
HU, 2016; XAVIER et al., 2013).

A formagdo da aterosclerose ¢ fortemente relacionada ao estilo de vida, maus habitos
alimentares, diabetes, hipertensdo, obesidade, tabagismo e, principalmente, a
hipercolesterolemia (GEOVANINI, 2018; OPAS/OMS BRASIL, 2017; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2017).

Contudo, um estudo realizado por Thompson et al. (2013) avaliou 137 mtmias por
tomografia computadorizada, e mostrou que a aterosclerose estava presente em diferentes
periodos de tempo e localizagdes geograficas, bem como nas mais variadas culturas antigas,
as quais apresentavam distintas dietas, herancas genéticas e estilos de vida, sugerindo que o
fator causal da doenca ndo esta apenas relacionado ao estilo de vida, mas também a processos
dependentes do envelhecimento humano e de outros processos fisiologicos (THOMPSON et
al.,2013).

Nas ultimas décadas, estudos também associaram o desenvolvimento da aterosclerose
a acdo de microvesiculas (MVs) derivadas de células sanguineas, endoteliais e da musculatura
lisa presentes na circulagio (BURNOUF et al., 2014; HOLVOET, HULSMANS, 2013;
POON et al., 2018; PONOMAREVA et al, 2017, WANG, WANG, HU, 2016).
Adicionalmente, também foi estabelecida a relacdo das MVs e das células progenitoras
endoteliais (CPE) com o desequilibrio entre dano e reparo endotelial, mostrando que quanto
mais elevado o nimero de MVs circulantes, maior a progressdo da aterosclerose (FRANCA
etal., 2013).

As MVs sdo um tipo de vesicula extracelular (VE). As VEs, também conhecidas como
vesiculas de membrana (VMs), sdo microvesiculas cuja vesiculagdo pode ser considerada uma
forma de trogocitose (transferéncia de componentes da membrana e do citoplasma de uma
célula para outra) (GYORGY et al., 2011a; POON et al., 2018; TOKES-FUZESI et al.,
2018).

As VEs, de um modo geral, formam-se devido as alteragdes morfoldgicas que ocorrem
na célula durante a ativacao celular ou processo de apoptose. Estas alteragdes resultam na

liberacao de estruturas membranares menores que sao as VEs (FRANCA et al., 2014).
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A nomenclatura e a classificacdo das VEs encontradas em circulagdo podem variar
conforme sua biogénese, suas proteinas internas, seus marcadores membranares proteicos, seu
tamanho e sua densidade. Muitas denominacdes ja foram dadas e algumas ainda sdo utilizadas
para nomear as VEs como microvesiculas, ectossomos, derramamento de vesiculas,
nanoparticulas, nanoesferas, exossomos, oncosomos, microculturas, entre outras (GYORGY
etal.,2011; RAPOSO, STOORVOGEL, 2013; SHU et al., 2019).

Apesar das MVs formarem-se por mecanismos fisiologicos, elas podem funcionar
como um componente patogénico em diversas doencas (BURNOUF et al., 2014; HOLVOET,
HULSMANS, 2013; POON et al., 2018; PONOMAREVA et al., 2017; WANG, WANG, HU,
2016).

Na aterosclerose, essas MVs parecem atuar causando dano endotelial, propiciando a
formagdo de codgulos e o desenvolvimento da inflamagdo, bem como promovendo eventos
celulares e vasculares que levam a trombose local (HOLVOET, HULSMANS, 2013;
PONOMAREVA et al., 2017), sendo encontrados significativamente diferentes tipos de MVs
com capacidade zimoplastica em ateromas (LI ef al., 2016). Adicionalmente, ha evidéncias de
que as MVs contribuem na formagdo da lesdo primaria da aterosclerose, na calcificaciao
vascular, na progressdo do ateroma e também, apos a ruptura da placa, na formagdo do
trombo (ANOUAR, DASKALOPOULOQU, 2018).

A relagdo das MVs com os disturbios tromboemboliticos sugere que elas possam ser
usadas como biomarcadores que sinalizam o desenvolvimento de doengas cardiovasculares
(BURNOUF et al., 2014; HOLVOET, HULSMANS, 2013; POON et al., 2018; WANG,
WANG, HU, 2016). Estudos demonstraram que elas se apresentam em concentragdes mais
elevadas na circulagdo plasmatica de individuos com alto risco para o desenvolvimento de
DCV do que em individuos com baixo risco (EL-GAMAL et al., 2019; FRANCA et al.,
2014; PONOMAREVA et al., 2017).

Apesar das MVs poderem ser originadas principalmente de células eucaridticas de
diversos tipos celulares de mamiferos, elas foram predominantemente caracterizadas como
provenientes de plaquetas (MVP), eritrocitos (MVEr), leucocitos (MVL), neutréfilos (MVN),
mondcitos/macrofagos (MVM), eosinofilos (MVEo), basofilos (MVB), células endoteliais
(MVE) e células da musculatura lisa (MVML). Nem todas as MVs estdo diretamente
relacionadas com o desenvolvimento das lesdes aterosclerdticas, sendo as MVs derivadas
deplaquetas (MVP), eritrécitos (MVEr), leucécitos (MVL), mondcitos (MVM), células

endoteliais (MVE) e células da musculatura lisa (MVML) as mais reconhecidas pelo seu
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papel nesse contexto (FRANCA et al., 2013; FRANCA et al., 2014). Por essa razdo, o
presente estudo ¢ focado nessas MVs.

Tendo em vista o impacto das DCV na satide da populag@o e na economia mundial, a
relagdo que as MVs tém demonstrado com o desenvolvimento da aterosclerose e a
possibilidade de utilizar as MVs como um biomarcador para disfun¢ao endotelial, afec¢des e
DCVs (FRANCA et al., 2013; GYORGY et al., 2011b; TKACH, THERY, 2016), o presente
trabalho objetivou realizar uma revisdo narrativa sobre a atividade das MVs circulantes
oriundas de células sanguineas, endoteliais e da musculatura lisa que estdo envolvidas no

processo ateroscleratico.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Desenvolver uma revisdo narrativa sobre o envolvimento das microvesiculas (MVs) de
origem plaquetaria, eritrocitaria, monocitaria, neutrofilica, linfocitica, endotelial e da
musculatura lisa que circulam no plasma e atuam nos processos envolvidos na aterosclerose.

2.2 Objetivos especificos

o Descrever as principais caracteristicas morfoldgicas, o processo de formagao e

a classificacdo das VEs ¢ das MVs atuantes na aterosclerose;

. Discorrer sobre o papel das MVs nas etapas de formagdo, progressao e ruptura
do ateroma,;
. Elencar e descrever sucintamente as principais metodologias de isolamento e

caracterizacao das MVs circulantes.
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3 METODOLOGIA

O presente trabalho trata-se de uma pesquisa bibliografica, baseada em informagdes
descritas principalmente em artigos de revisdes narrativas (podendo haver informagdes
extraidas de revisdes sistematicas e de metanalises) publicados em revistas cientificas cujos
conteudos estdo indexados na base de dados MEDLINE, através da ferramenta de busca
PubMed".

Para a busca, foram utilizados dois ou mais descritores em inglé€s relacionados ao
tema, empregando operadores booleanos para refinar as buscas da pesquisa. Foram
selecionados artigos publicados preferencialmente entre os anos de 2000 a 2020, com enfoque
nos anos de 2010 a 2020, tendo o propdsito de obter informagdes atualizadas em torno do
tema, que contribuam para alcancar os resultados almejados com esta pesquisa.

Adicionalmente, incluiram-se outras informagdes baseadas em paginas oficiais de
orgdos governamentais (Ministério da Saude do Brasil, por exemplo), de agéncias
internacionais (OMS, por exemplo), podendo também haver informagdes extraidas de base de
dados internacional relacionado as MVs (Vesiclepedia) e de sifes relacionados a area da satde

em geral.
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 Vesiculas extracelulares (VEs)

VEs sdo estruturas pequenas com bicamada fosfolipidica, formadas a partir da
membrana plasmatica de diferentes tipos de células de mamiferos, tanto procarionte quanto,
principalmente, eucarionte. Muitos autores ndo especificam de quais tipos celulares elas
podem originar-se. Alguns apenas relatam que podem ocorrer em diversos ou em todos os
tipos celulares, sendo liberados frequentemente de forma natural para o meio extracelular e
incapazes de se multiplicar (GREENING, SIMPSON, 2018; SHAO et al., 2018; THERY et
al.,2018; VAN DER POL et al., 2012).

A determinagdo da origem e fenotipagem das VEs baseia-se, principalmente, na
caracterizacdo da sua membrana, principalmente na medicdo de lipidios e a composicao
proteica, o que pode dificultar determinar com exatidao a origem de todas as VEs, uma vez
que muitas delas possuem a mesma composi¢do proteica e lipidica (VAN DER POL et al.,
2012).

Em relacdo a composigdo proteica das VEs, ¢ comum os diferentes tipos apresentar em
anexina XI, V, VI, CD156c, proteinas ACE, EHD4, além de flotilina e proteina de choque
térmico 70 kDa. Por outro lado, a composi¢do lipidica inclui esfingomielina, ceramida,
colesterol, fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilserina (PS), podendo um ou outro desses
lipidios (principalmente PS e PE) serem mais ou menos evidentes, dependendo do tipo de VE
(ANOUAR, DASKALOPOULOU, 2018).

As VEs estdo presentes abundantemente nos variados fluidos corporeos como sangue
total, sangue umbilical, urina, leite, saliva, liquido cefalorraquidiano, liquido ascitico, liquido
pleural, liquido sinovial, bile e sémen (ANGELILLO-SCHERRER, 2012; RAPOSO,
STOORVOGEL, 2013), além do espago intersticial de 6rgdos solidos, nos tumores e até
mesmo em ateromas (SHU et al., 2019), e o seu tempo de meia-vida circulante esta, no geral,
em torno de 5 a 10 minutos, sendo posteriormente eliminadas por macréfagos presentes nos
pulmdes, figado e baco (KUO et al., 2017).

Como mencionado anteriormente, a vesiculagdo das VEs pode ser considerada uma
forma de trogocitose, ou seja, uma forma de transferéncia de componentes da membrana e do
citoplasma de uma célula para outra (GYORGY et al., 2011a; TOKES-FUZESI et al., 2018;
POON et al., 2018).



19

Diversas moléculas bioativas como eicosanoides, proteinas e acidos nucléicos podem
ser transportados entre células por meio das VEs, permitindo que as células receptoras que
captam tais vesiculas tenham suas vias de sinaliza¢do reprogramadas, seu fenotipo modificado
e, consequentemente, uma modulacdo de determinadas funcdes e atividade dessas células-
alvo (GREENING, SIMPSON, 2018; RECORD et al., 2018).

Os acidos nucléicos que as VEs tém a capacidade de transportar e transferir as células
receptoras sdo de diferentes espécies de acido ribonucleico (RNA) como micro RNA
(miRNA), RNA mensageiro (mRNA), RNA de transferéncia (tRNA), RNA ribossomal
(rRNA) entre outros RNAs ndo codificantes, podendo oferecer protecdo contra a agdo da
ribonuclease (RNase) (ANOUAR, DASKALOPOULOU, 2018).

As VEs participam de processos fisioldgicos como diferenciacdo de células-tronco,
ativacdo e inibicdo da coagulacdo, angiogénese, fisiologia placentaria, regeneragdo tecidual,
ativagdo neural, transferéncia de endocanabindide, regulacdo do actimulo de farmacos e
substancias residuais intracelulares, aumento do tempo de apresentagao do antigeno aos
nddulos linfaticos, promocdo da diferenciacdo de células TCD4 em Treg (reguladoras) e
sinalizacdo e modulacdo de vias de ativagdo celulares (GREENING, SIMPSON, 2018,
RECORD et al., 2018; SHAO et al., 2018; VAN DER POL et al., 2012; YANEZ-MO et al,,
2015).

Devido a capacidade de gerar comunicagdo intercelular, as VEs podem ser analisadas
como promissores biomarcadores circulantes, tanto para fins de diagndstico quanto
monitoramento de doengas, pois também participam de processos relacionados a diversas
doencas como cancer, doengas neurodegenerativas, diabetes mellitus, DCVs, doengas
autoimunes, imunodeficiéncia pela infec¢do com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
distirbios tromboemboliticos e processos imunolédgicos, entre outros (GREENING,
SIMPSON, 2018; GYORGY et al., 2011a; SHAO et al., 2018; THERY et al., 2006; YANEZ-
MO et al., 2015).

A Figura 1, adaptada de Anouar e Daskalopoulou (2018), apresenta, sucintamente, as
fungdes bioldgicas das quais as VEs participam positiva ou negativamente (ANOUAR,

DASKALOPOULOU, 2018).
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Figura 1 — Vesiculas extracelulares e suas fungdes bioldgicas
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Fonte: ANOUAR, DASKALOPOULOU, 2018

A formacdo das VEs ocorre em resposta a estimulos capazes de provocar alteragdes
morfologicas na estrutura membranar das células, possibilitando o desenvolvimento e a
excrecdo de vesiculas para o meio extracelular (CHEN ef al., 2020; GREENING, SIMPSON,
2018). Dentre os estimulos que podem originar VEs, pode-se citar a ativagdo celular, o
estresse oxidativo, o estresse de cisalhamento, a hipéxia (CHEN et al., 2020), a acdo de
endotoxinas, de citocinas, do sistema complemento e, principalmente, o processo de apoptose,
tdo importante para a renovacao celular quanto para a manuten¢do da homeostasia fisioldgica
(BURNOUF et al., 2014; FRANCA et al., 2014; TOKES-FUZESI et al., 2018; POON et al.,
2018; WESTWRMAN, POTER, 2016).
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4.2 Tipos de vesiculas extracelulares (VEs)

As VEs sdo estruturas heterogéneas que recebem variadas nomenclaturas e diferem
entre si em aspectos como o tamanho, a densidade flutuante, sua via de biogé€nese, os
componentes citoplasmaticos, os marcadores membranares proteicos € a composi¢ao lipidica
(RAPOSO, STOORVOGEL, 2013; YANEZ-MO et al., 2015), tendo em comum apenas o fato
de que sdo estruturas menores que células e maiores que proteinas (SHAO et al., 2018).

Embora a classificacdo das VEs esteja sob forte investigacao e discussdo, existem trés
subpopulagdes distintas que sdo comumente relatadas e reconhecidas: os exossomos, as MVs
e os corpos apoptoticos (GYORGY et al., 2011a; RAPOSO, STOORVOGEL, 2013; SHAO
et al., 2018). Essa classificacdo estd principalmente relacionada com o tamanho e origem
dessas VEs, contudo, reconhece-se que existem trés populagdes maiores de VEs (Figura 2)

(BURNOUF et al., 2014; GYORGY et al., 2011b).

Figura 2 — Intervalos de tamanhos das vesiculas extracelulares (VEs)
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Fonte: GYORGY et al., 2011a

Os exossomos sdo estruturas de bicamada lipidica com densidade entre 1,09 a 1,13

g/mL (GREENING, SIMPSON, 2018) e que possuem um diametro entre 30 ¢ 100 nm,
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divergindo entre autores para 40 e 100 nm (BURNOUF et al., 2014; COLOMBO et al., 2014;
GYORGY et al., 2011b; JONES et al., 2018).

Os exossomos sdo originados por meio de exocitose de corpos multivesiculares e que
resultam do processamento intracelular e reciclagem (BURNOUF et al., 2014; GYORGY et
al., 2011b). Mais detalhadamente, eles sdo formados por via endossomal a partir de
membranas internas (MECKES, RAAB-TRAUB, 2011), originados por um processo de
invagina¢do dos endossomos maturados (conhecidos como corpos multivesiculares - MVB) e
posterior brotamento interno da membrana, formando vesiculas intraluminais (ILVs) que
podem se fundir e posteriormente serem degradadas pelos lisossomos (PREFIEGER,
VITALE, 2018).

Durante esse processo, 0 MVB pode ser degradado ou ainda se fundir 2 membrana
celular com posterior exocitose dessas vesiculas (entdo exossomos) resultantes do
processamento de reciclagem intracelular (COLOMBO et al., 2014; GREENING, SIMPSON,
2018).

Essas estruturas possuem algumas proteinas especificas as quais nem todos os autores
deixam claro quais sdo, porém, as mais frequentemente relatadas sdo complexos proteicos
para transporte (ESCRTs, como Alix e TSG101), enzimas hidrolases (como GTPases, Rab e
ARF6), proteinas de membrana (como tetraspaninas — TSPANs, CD9 — abundante nesse tipo
de VE e propicio biomarcador para tal, CD63, CD81 e CD82, integrinas, moléculas de adesdo
intercelular, receptores glutamatérgicos, flotilina, anexinas, proteinas de choque térmico 70
kDa e 90 kDa), além de lipidios (como colesterol, esfingomielina, ceramida, fosfatidilserina e
fosfatidilesfingomielina) (ANOUAR, DASKALOPOULOU, 2018; THERY et al., 2002;
ZOMER et al., 2010).

Os corpos apoptoticos, que sdo estruturas maiores, com diametro entre le 5 um e que
também sdo originados por brotamento da membrana plasmatica e fragmentacdo de células
apoptoticas (BURNOUF et al., 2014; GYORGY et al., 2011b).

Essas vesiculas possuem exposi¢do de PS, assemelhando-se a plaquetas humanas
ativadas ou apoptdticas, ndo somente nesse aspecto, mas também com relacdo ao didmetro.
Sua morfologia costuma ser mais heterogénea se comparado as outras VEs, e sua densidade
esta entre 1,16 a 1,28 g/mL (VAN DER POL et al., 2012).

Devido a proporcdo dos corpos apoptodticos quando comparados a outros tipos de
vesiculas, podem apresentar diferente composicdo lipidica e proteica. Elas também sdo

capazes de armazenar diferentes organelas inteiras (BLASER, AIKAWA, 2018).
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Para a formacdo da VE ¢é necessario que o citoesqueleto da célula sofra contragdo
regulada por Rho-quinase ROCK1 e ROCK2 (induzidas por caspase 3), cujas proteinas sao as
mesmas responsaveis por realocar fragmentos de acido desoxirribonucleico (DNA) celular
para o interior da vesicula (LEROYER, TEDGUI, BOULANGER, 2008).

As MVs ou microparticulas (MPs) possuem um tamanho entre 100 ¢ 1000 nm, sdo
oriundas do brotamento da membrana plasmatica (BURNOUF et al., 2014; GYORGY et al.,
2011b) e, por serem o enfoque da presente revisdo narrativa, serdo descritas em maiores

detalhes nos proximos topicos.

4.3 Microvesiculas (MVs)

MVs ou microparticulas (MPs) s3o os termos mais comumente usados para se referir a
essas VEs. Elas sdo estruturas originadas pelo brotamento da membrana plasmatica que foram
observadas pela primeira vez por Chargaffe e West (1946), quando os pesquisadores
comprovaram a existéncia de algum fator precipitdvel no plasma livre que facilitava a geracao
de trombina e consequente formagdo de fibrina, mesmo havendo deplecao de fatores de
coagulagdo, formando um sedimentado em forma de pellets em decorréncia da alta velocidade
de centrifugagao (CHARGAFF, WEST, 1946).

Entretanto, apenas em 1967, Peter Wolf, utilizando a microscopia eletronica,
demonstrou por meio de seus estudos que o plasma livre obtido por ultracentrifugacdes de
amostras de sangue total apresentava um componente subcelular compropriedade coagulante.
Ele denominou esse componente de “poeira de plaquetas” e o descreveu como pequenas
vesiculas, oriundas da membrana celular de plaquetas ativadas, que agiam de modo similar ao
fator III de coagulacdo, também conhecido como fator tecidual (FT), sendo a presenca do FT
o responsavel pela capacidade apresentada pelas vesiculas de convertera protrombina em
trombina (GRAF, RUF, 2018; WOLF, 1967).

Em 1971, Crawford descreveu uma estrutura vesicular que possuia atividade de
ATPase, e que seus lipidios possuiam capacidade de abrigar fragdo livre de serotonina do
plasma (CRAWFORD, 1971). Posteriormente, estudos com microscopia eletronica
descobriram que essas vesiculas eram diferentes das inicialmente descritas por Peter Wolf,
pois essas provinham da membrana de hemadcias senescentes e sua produgdo era estimulada
por ativagdo celular ou apoptose (MURADOR, DEFFUNE, 2007; WESTWRMAN, POTER,
2016).
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4.3.1 Composicao das microvesiculas (MVs)

As MVs sdo estruturas anucleadas que possuem didmetro varidvel dentro da escala
nanométrica, geralmente entre 100 nm e lum (THERY et al., 2009). Entretanto, alguns
autores descrevem variagdes dentro desses valores, como de 20 a 50 nm (WOLF, 1967),
média de 180 nm (GYORGY et al., 2011a), média de 80 nm (DRA-GOVIC et al., 2011), de
200 a 800 nm (TURIAK et al., 2011), de 100 a 150 nm (GREENING, SIMPSON, 2018) e de
100 a 500 nm, podendo muitas vezes se sobrepor em tamanho aos exossomos (BLASER,
AIKAWA, 2018).

As MVs normalmente apresentam-se em uma forma esférica, podendo lembrar uma
xicara ou forma de brotos, mas também podem ser encontradas em forma tubular. Elas
possuem bicamada fosfolipidica (com lipidios bioativos) com a presenga marcante de PS
expostas e cujos fosfolipidios sdo anidnicos e capazes de promover a formagdo de complexos
proteicos pro-coagulantes capazes de gerar trombina (AMABILE et al., 2010; BURNOUF et
al.,2014).

As MVs apresentam em sua estrutura muitos constituintes que também estdo presentes
em outras VEs e, também de forma similar, quaisquer estruturas existentes nas MVs, seja na
membrana ou no citoplasma, variardo em sua quantidade e constitui¢do conforme a célula de
sua biogénese, podendo ser: proteinas citoplasmaticas, transmembranares ou lipoproteinas que
servem como marcadores de superficie — cluster de diferenciagdo (CD); proteinas citosodlicas
ou intracelulares; metabdlitos de baixo peso molecular como trifosfato de adenosina (ATP);
enzimas; aminoacidos; e diferentes espécies de RNAs (Figura 3) (ANGELILLO-
SCHERRER, 2012; CECCATTO, 2015; FRANCA et al., 2014; THERY et al., 2018;
TKACH et al, 2018; TOKES-FUZESI et al, 2018; WANG, LU, 2017
WESTWRMAN, POTER, 2016). Adicionalmente, as MVs podem apresentar ou nao
citoesqueleto (RAPOSO; STOORVOGEL, 2013; YANEZ-MO et al., 2015).
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Figura 3 — Composic¢ao das microvesiculas (MVs)
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Além das proteinas e lipidios em comum as demais VEs, as MVs em geral possuem
uma composicdo proteica rica em metaloproteinases de matriz (por exemplo, MMP-2, 3, 9,
13), glicoproteinas e selectinas (por exemplo, CD62 e CD62P), integrinas, anexina AS, Apo
All, ARF6, CD45, proteina G acoplado ao receptor 150 (GPR150), e isoformas de proteina de
choque térmico 90 kDa alfa membro de classe Bl (HSP90AB1) (ANOUAR,
DASKALOPOULOU, 2018; BLASER, AIKAWA, 2018; RAPOSO; STOORVOGEL, 2013;
YANEZ-MO et al., 2015).

4.3.2 Formaciao das microvesiculas (MVs)

O mecanismo molecular pelo qual ocorre a formagao das MVs ainda ndo ¢ totalmente
compreendido, no entanto, acredita-se que todas as MVs tenham um mecanismo de formacao
em comum, apesar de suas diferentes células de origem. A teoria mais aceita atualmente ¢ que

elas sdo provenientes de alteragdes da estrutura celular que causam uma posterior exposicao
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da PS na superficie da bicamada lipidica membranar. Apds a sua formacao, geralmente, a sua
liberagao ¢ decorrente de uma degradagdo do citoesqueleto que ocorre por uma protedlise
dependente de céalcio (HUGEL et al., 2005).

Os mecanismos desencadeantes das alteragdes estruturais e consequente exposicdo da
PS sdo diversos e normalmente associados a apoptose e/ou a ativacdo celular, que podem
ocorrer pela acdo tanto de agonistas de estresse fisicos quanto quimicos (MARTINEZ et al.,
2004) como cisalhamento, estresse oxidativo, endotoxinas, citocinas e acdo do complemento
(BURNOUF et al., 2014; FRANCA et al., 2014; TOKES-FUZESI et al., 2018; POTER,
2016; POON et al., 2018; WESTWRMAN, POTER, 2016).

A formacao das MVs pode ser resumidamente descrita como uma atividade complexa
com reorganizacdo do citoesqueleto e perda da fisiologia assimétrica da bicamada
fosfolipidica membranar. Alguns autores ainda sugerem que haja o envolvimento de
componentes do citoesqueleto (por exemplo: actina e microtibulos), das proteinas cinesinas e
miosinas, € do complexo proteico soluble NSF attachment receptor (SNARE) (CAI et al.,
2007; SHU et al., 2019).

Primordialmente, para a formagdo das MVs, € necessario que ocorra um aumento da
concentragdo citosdlica de ions calcio (Ca*"), assim como que a ag¢do de mecanismos
dependentes de caspases desencadeiem uma assimetria na distribuicdo fosfolipidica da
membrana plasmatica, que levard a degradacdo do citoesqueleto pela ativacdo de proteases
dependentes de Ca™, seguido de liberagio da vesicula (CHOI et al., 2014).

Logo, essa assimetria fosfolipidica leva a agdo da protease gelsolina sobre os
filamentos de citoesqueleto, o que acarreta na transferéncia de aminofosfolipidios e na
ativagdo de scramblase e floppases no transporte de componentes citoplasmaticos e
fosfolipidios. Além desses eventos, ocorre a clivagem da actina do citoesqueleto pela protease
calpaina, que ocasiona a desestruturagdo e destruicdo das fibras do mesmo, induzindo a uma
curvatura da membrana plasmatica em dire¢do ao meio extracelular e sua posterior fissao,
permitindo a libera¢do direta da membrana plasmatica em forma de MVs (HUGEL et al.,
2005; KRAJEWSKA-WLODARCZIK et al., 2019; SALZER, 2002; SHET, 2008; WAGNER
et al., 1986).

Dessa forma, o processo de formagdo das MVs, no geral, ¢ promovido por uma
altera¢do no folheto externo da membrana apods ativagao celular, por meio de uma proteina de
ligagdo ao esfingolipideo (esfingomielina), apds hidrolise dessa membrana. Ao mesmo tempo,

devido a ativacao de scramblase e floppase, ocorre o deslocamento da PS e PE para o folheto
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externo da membrana, através da ligacdo e intervengao do autoantigeno proteinase 3 (PR3), o
que favorece e define as MVs (CHOI et al., 2014; RECORD et al., 2018).

Segundo Hugel et al. (2005), a formacdo das MVs ¢ uma decorréncia da estimulagdo
celular seguida de uma reorganizacdo geral e da “jangada de lipidios” (que faz parte de um
processo de classificagdo de proteinas, onde se formam entre os folhetos da membrana
dominios altamente enriquecidos com lipidios), exteriorizando a PS com PE e liberando MVs,
numa composicdo em particular que dependerd de inclusdes e exclusdes controladas pelos

constituintes em “jangada” (Figura 4) (HUGEL et al., 2005).

Figura 4 — Estimulacdo celular e resposta da membrana plasmatica
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Desse modo, ¢ possivel afirmar que a formacdo de MVs ocorre principalmente em
dominios ricos em lipidios (jangadas) dentro da membrana plasmatica e que em fracdes
distintas da membrana celular pode gerar diferentes populacdes de MVs (RECORD et al.,
2018).

Apoés a sua formagdo e externalizagdo, geralmente, a liberagdo das MVs a partir da
membrana plasmatica ocorre por um processo conhecido como ectocitose, que pode ocorrer
de forma espontidnea ou induzida por estimulos que levam a uma perda da morfologia

(ANGELILLO-SCHERRER, 2012).

4.3.3 Interacido das microvesiculas (Mvs) com as células receptoras

Acredita-se que a liberagdo de MVs tenha diversos propoésitos, como, por exemplo,
auxiliar a célula a eliminar constituintes indesejados e que podem levara apoptose (caspase 3,
por exemplo) ou, ainda, ao seu reconhecimento por fagocitos (BLUM, 2009).

Essa ligacdo entre a MV e a célula-alvo, permite que ambas se acoplem, desacople ou
sofram fusdo, com posterior internalizacdo da MV (RAPOSO, STOORVOGEL, 2013). As
MVs atuam em diversos processos como inflamagdo, coagulagdo, sobrevivéncia celular,
apoptose, angiogénese, remodelagem vascular e controle da funcao endotelial (ANGELILLO-
SCHERRER, 2012; FILHO, KIMURA, 2006; FRANCA et al., 2014; KRAJEWSKA-
WLODARCZIK et al., 2019; TOKES-FUZESI et al., 2018; VAN NIEL, D’ANGELO,
RAPOSO, 2018; WESTWRMAN, POTER, 2016; YANEZ-MO et al., 2015).

A interagdo das MVs com as células ¢ aleatoria, podendo ocorrer por endocitose ou
fusdo membranar. Em alguns casos, a interacdo pode ser direcionada, nesses casos, para que
as MVs possam interagir com as células-alvo, elas possuem componentes biologicamente
ativos em sua superficie, cuja ligacdo ¢ direcionada a receptores especificos nas células
adjacentes (como ¢ o caso da PS que se liga aos receptores PS Timl e Tim4 da célula
receptora) (Figura 5). A interagdo das MVs pode ocorrer em curtas distancias, ou seja, com
células-alvo préximas a sua célula de biogénese, ou ainda com células-alvo de tecidos
distantes que sdo alcancados pelas MVs por meio da sua circulagdo pelo sangue ou outros
fluidos corporais (SZEMPRUCH et al., 2016). Caso as MVs ndo interajam com nenhuma

célula-alvo, elas sdo eliminadas do organismo por degradacdo (RECORD et al., 2018).
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Figura 5 — Formagao e mecanismos de interacdo de vesiculas extracelulares e célula-alvo
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Independentemente do mecanismo empregado, como consequéncia da internalizagdo
da MV pela célula-alvo, ha transferéncia do seu contetido bioativo para dentro da célula, o
que modifica o fenétipo e altera o funcionamento fisiolégico da mesma. Em alguns casos, os
constituintes da MV podem ficar armazenados no endossomo da célula receptora, tendo uma
acdo tardia (EL-GAMAL et al., 2019; RAPOSO, STOORVOGEL, 2013; THERY, TKACH,
2016).

4.3.4 Acao das microvesiculas (MVs) envolvidas na aterosclerose

Nos ultimos anos, descobriu-se que as MVs tém forte impacto no dano endotelial, na
ativacao plaquetaria e no estado de hipercoagulabilidade, fatores que estdo relacionados
diretamente ao risco cardiovascular, principalmente na aterogénese e na trombose
(SHANTSILA, KAMPHUISEN, LIP, 2010). Abaixo serdo listadas e descritas as MVs mais

frequentemente relacionadas a esses processos.
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— MICROVESICULAS ERITROCITARIAS (MVEr)

A producdo de microvesiculas eritrocitaria (MVEr) ocorre ao longo do ciclo da vida
dos eritrécitos devido ao processo de auto-oxidagdo recorrente das hemoglobinas que leva a
oxida¢do da face citosolica da banda-3, uma proteina transmembranar, o que causa a
fosforilagdo da tirosina da proteina, o que resulta na dissociagdo da banda-3 do citoesqueleto e
facilitagdo da vesiculagao (LI et al., 2016).

O armazenamento de sangue também pode causar a produ¢do de MVErs devido ao
esgotamento dos recursos de ATP, o que diminui da atividade das bombas de célcio e
promove influxo do cdlcio intracelular. Isso altera a atividade de enzimas membranares
diretamente envolvidas na manuten¢do da assimetria dos fosfolipidios e que sdo dependentes
de calcio, como flippases, floppases e escramblases. Tal alteracdo expdem fosfolipidios
anionicos, principalmente PS, no folheto externo da membrana, causando a formagdo e
liberacao das MVEr (KUO et al., 2017).

As MVEr apresentam, em sua maioria, de 100 a 300 nm e o seu marcador de
superficie caracteristico ¢ o CD235a. Elas também expressam com frequéncia CD47, CD59a
e receptor Fas (CD95) (LI et al., 2016). As MVEr geralmente sdo compostas por fosfolipidios
e colesterol e sdo ricas em hemoglobina e glicosilfosfatidilinositol (GPI) oriundo de proteinas
transmembranares. Elas também possuem proteinas como sinexina, sorcina, estomatina e
glicoforina, fator de aceleragdo de decaimento (DAF) e acetilcolina esterase (LOW,
ZILVERSMIT, 1980; SADALLAH, EKEN, SCHIFFERLI, 2011; WESTWRMAN, POTER,
2016). Nesse tipo especifico de MV, também sao observados caspases 3 e 8 (LI et al., 2016).

As MVEr inibem citocinas pro-inflamatorias de macroéfagos expostos aos
lipopolissacarideos (LPS) bacterianos ou ao glucano zymosan A (LOW, ZILVERSMIT,
1980; SADALLAH, EKEN, SCHIFFERLI, 2011; WESTWRMAN, POTER, 2016).

Em relacdo ao seu papel na aterosclerose e outras DCVs, as MVEr parecem regular
em parte o processo aterosclerotico através da atuagdo no estresse oxidativo e nas atividades
inflamatorias. Aparentemente, elas sdo efetoras da ativacdo e lesdo das células endoteliais,
capazes de promover a adesdo celular de mondcitos a parede vascular, exercer atividade pro-
coagulante com promog¢do e formacdo de trombos, e desregular a funcdo endotelial ao
comprometer a vasodilatagdo. Desta forma, a presenca dessas MVs contribui para a
progressdo do ateroma, possivelmente devido a transferéncia de miRNAs, mas principalmente
pelo aumento da formacdo de trombina in vivo, seja através da via intrinseca ou extrinseca

(EL-GAMALet al., 2019; LI et al., 2016; POON et al., 2018).
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Para Li et al. (2016), a adesdo celular que ocorre no processo de formagdo da
aterosclerose ¢ influenciada pela presenga da PS presente nas MVEr e a hipercoagulagao
gerada por essa MV pode ocorrer tanto pela intervengdo em mecanismos pro-tromboéticos
quanto pela inibi¢do dos anticoagulantes. As MVEr induzem a produgdo de trombina por
meio do fator XII ativado (FXIIa) que ativard o fator XI (FXIa) e iniciara via intrinseca da
coagulacdo. Alternativamente, a PS se liga ao fator VIla (FVIIa) e o TF e dé inicio a via
extrinseca da coagulacdo. A ativacdo de qualquer uma das vias da coagula¢do causard a
ativagdo da protrombina e consequente produgao de fibrina (LI et al., 2016).

A PS também contribui para o aumento da coagulagdo ao se ligar diretamente a
protrombina, gerando trombina, ou ainda auxiliando na liberacao do receptor da proteina C
endotelial (EPCR), oriundo de células endoteliais, que, quando presente no plasma, pode
aumentar o risco de coagulagdo (LI et al., 2016).

Paradoxalmente, alguns autores relataram que as MVEr apresentam uma agdo
anticoagulante e que esta aparenta apresentar algum equilibrio com a atividade pro-
coagulante. A agdo anticoagulante estaria relacionada a proteina C, um anticoagulante natural,
presente na membrana dessas MVs e a sua interacdo com o plasminogénio, resultando em
uma atividade fibrinolitica (KOSHIAR, SUKHAREVA, LAVRENTIEVA, 2014; LEVIN et
al., 2015).

Por sua vez, segundo sugere Blum (2009), ha possibilidade de haver uma funcao
anticoagulante devido a uma correlagdo inversa entre a capacidade pro-trombotica dessas
MVs e as concentragdes de complexos antitromboticos no plasma circulante, pois, a geragao
de uma pequena quantidade de trombina seria responsavel por ativar a proteina C (BLUM,

2009).

— MICROVESICULAS PLAQUETARIAS (MVPs)

Ainda que todas as células tenham a capacidade de produzir e liberar MVs, sabe-se
que as de origem plaquetaria (MVPs) sdo as que estdo presentes em maior percentual
detectavel no plasma de individuos saudaveis, sendo que pode haver aumento consideravel de
suas concentragdes em algumas condi¢des como gravidez, apds atividade fisica intensa,
obesidade e tabagismo. Essas MVs sdo importantes tanto para a homeostasia quanto para a
trombose (FRANCA et al., 2014; PONOMAREVA et al., 2017; WANG, WANG, HU, 2016)
e, ainda que elas sejam produzidas de forma continua, sua geragao pode ser acelerada quando

existe ativagdo plaquetaria (SHANTSILA, KAMPHUISEN, LIP, 2010).
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As MVPs foram primeiramente caracterizadas por Wolf em 1967 como particulas
coagulantes que ndo eram plaquetas intactas, mas “poeira” de plaquetas com capacidade de
gerar trombina (FRANCA ef al., 2014; PONOMAREVA et al., 2017; WANG, WANG, HU,
2016).

O principal marcador de superficie das MVPs ¢ o CD41a, também conhecido como
glicoproteina GPIIb (FRANCA et al., 2014; KRAJEWSKA-WLODARCZIK et al., 2019;
MARTINEZ, TESSE, ZOBAIRI, ANDRIANTSITOHAINA, 2004; ROSINSKA et al., 2019;
SILVA, HORTA, PINTO, 2009). As MVPs também podem expressar outros marcadores
como a GPIb (CD42b), a GPIIla (CD61), a GPIa (CD49b), o fator de von Willebrand (FvW),
a P-selectina (CD62P), a trombospondina e os receptores de quimiocina. Para Shantsila,
Kamphuisen e Lip (2010), a natureza do estimulo pelo qual as MVPs foram originadas e o
estado funcional das plaquetas ¢ refletido em sua composicdo lipidica e proteica. Por
exemplo, MVPs formadas a partir de plaquetas ativadas ou que estejam sob estimulo fisico
intenso tém uma capacidade pro-coagulante até¢ 100 vezes maior do que uma plaqueta ativada.
Outro fator que parece afetar o padrdo dos constituintes dessas MVs ¢ o seu tamanho
(SHANTSILA, KAMPHUISEN, LIP, 2010).

As MVPs possuem atividade pro-inflamatéria e pro-coagulante, promovem adesdo
celular de plaquetas, leucécitos e monodcitos as CEs em locais em que ha lesdao do vaso,
induzem mondcitos e CEs a liberarem citocinas pro-inflamatorias, promovem ativagdo de
plaquetas e CEs, além de estimular a proliferagdo e migragdo de células musculares lisas. Elas
também promovem angiogénese devido a ativacdo das CEs (BURNOUF et al., 2014;
FRANCA et al., 2014; HOLVOET, HULSMANS, 2013; KRAJEWSKA-WLODARCZIK et
al., 2019; MARTINEZ et al., 2004; PONOMAREVA et al., 2017; ROSINSKA et al., 2019;
SHANTSILA, KAMPHUISEN, LIP, 2010; SILVA, HORTA, PINTO, 2009).

Dessa forma, as MVPs tém papel fundamental na aterosclerose, agindo principalmente
na formagdo aterotrombotica nas artérias cardtidas, tendo como protagonista a acdo pro-
coagulante gerada pela exposicdo da PS (HAFIANE, DASKALOPOULOU, 2018; WANG,
WANG, HU, 2016).

Além dos mecanismos ja citados pelos quais a PS pode ativar a coagulagdo, nas
MVPs, os fosfolipidios oxidados podem também ativar o receptor do fator ativador de
plaquetas (PAF). Esse contribuira na producdo do acido lisofosfatidico, que ¢ um mediador
pro-inflamatério (LEROYER, TEDGUI, BOULANGER, 2008).

As MVPs também podem propiciar o desenvolvimento do ateroma ou até mesmo a

formacao de um trombo por meio da sua adesdo ao endotélio que ¢ mediada pela GPIIb/IIla
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presente na membrana de algumas MVPs. A adesdo dessas MVs em locais com lesdo causa o
recrutamento e ativacdo de plaquetas, aumenta a adesdo de leucdcitos ao local e induz a
proliferacdo de células musculares lisas e a produgdo de citosinas pro-inflamatérias (IL-1 e
IL-6, por exemplo) (BLUM, 2009).

Outra contribuicdo dessas MVs na formagdo de ateromas ¢é pela transferéncia de
quimiocina RANTES para as CEs, o que propicia o recrutamento de mondcitos pelo endotélio
(LEROYER, TEDGUI, BOULANGER, 2008). Adicionalmente, as MVPs também participam
da regulacdo das MVs derivadas de células endoteliais (MVEs), induzem apoptose das células
progenitoras endoteliais e de macréfagos pela transferéncia de caspase 3, induzem a expressao
de proteinas de adesdo em monocitos (ICAM-1) e CEs (P-selectina e E-selectina) e ativam
monocitos, CEs e neutréfilos, o que amplia a lesdo tecidual (SHANTSILA, KAMPHUISEN,
LIP, 2010).

Apesar do seu papel na aterosclerose, as MVPs também parecem contribuir para a
revascularizagdo em isquemias miocardicas, fornecendo vasoprotecdo (ANOUAR,

DASKALOPOULOQOU, 2018).

— MICROVESICULAS LEUCOCITARIAS

As MVs originadas a partir das células leucocitirias como neutrofilos
mondcitos/macrofagos e linfocitos, costumam expressar em comum o marcador CD45+,
podendo ser muito util como biomarcadores de eventos cardiovasculares, devido a grande
quantidade dessas MVs presentes em circulagdo. Essas MVs participam nas diferentes etapas
da aterosclerose, pois possuem lipidios bioativos que atuam tanto positivamente quanto
negativamente na homeostase, seja regulando os inibidores da coagulacdo ou a resposta
inflamatoria pela acdo do FT (ANGELILLO-SCHERRER, 2012).

Essas MVs podem agir sobre o endotélio melhorando a funcdo endotelial ou
recrutando células inflamatérias até a parede vascular, contribuem para a formagdo de
neovascularizacdo em ateromas instaveis e, quando ha ruptura da placa, ativam plaquetas
participando da coagulagdo (ANGELILLO-SCHERRER, 2012).

De um modo geral, tanto as proteinas constituintes, quanto a composi¢ao lipidica e
concentracdo plasmatica dessas MVs podem ser observadas no estado subclinico da
aterosclerose, sendo a transferéncia de FT a membrana plaquetéaria ou ainda ativando-as por
fosforilagdo de proteina quinase serina/treonina (AKT) e interacdo P-selectina, iniciando

assim a atividade pro-coagulante e consequentemente formando coagulos. Elas também
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estimulam a formacgao de FT das células endoteliais e interferem na vasodilatagdo dependente
do endotélio (LEROYER, TEDGUI, BOULANGER, 2008; MARTINEZ, et al., 2004;
SHANTSILA, KAMPHUISEN, LIP, 2010).

— MICROVESICULAS NEUTROFILICAS (MVNs)

As microvesiculas neutrofilicas (MVNs) sdo liberadas quando a célula esta ativada,
apresentando didmetro entre 50 a 200 nm e seu principal marcador de superficie ¢ o CD66b,
podendo exibir também CDI15 e CD64 (ANGELILLO-SCHERRER, 2012). Essas MVs
participam de diferentes atividades na aterosclerose, como na disfun¢ao endotelial, na
inflamacdo vascular, na ruptura do ateroma e finalmente na formagdo de trombo, devido a
capacidade citotoxica dos componentes oriundos desse tipo celular (CHISTIAKOV,
BOBRYSHEV, OREKHOV, 2015).

Os neutrofilos podem liberar dois subgrupos distintos de MVs (pré-aderente e poOs-
aderente) tendo ambos os grupos 223 proteinas em comum. As pds-aderentes estimulam a
pré-adesdo, coagulagdo e inflamacdo sobre as CEs, pois além de expressarem em sua
superficie receptores antigeno de histocompatibilidade humana (HLA) de classe 1, também
expressam a proteinase mieloperoxidase que, quando associadas as espécies reativas de
oxigénio (ROS), inativa o fator anti-aterogénico endotelial — o o6xido nitrico (NO) -
promovendo adesdo ao endotélio e assim modulando a resposta inflamatéria. A mesma
proteinase causa danos ao endotélio, podendo romper o ateroma (CHISTIAKOV,
BOBRYSHEV, OREKHOV, 2015).

Essas MVNs também produzem leucotrieno B4 (LTB4) que aumenta a expressdo de
elastase, auxiliando na ativagdo e adesdo de neutrofilos ao endotélio através da ativacdo da c-
Jun N-terminal quinase (JNK1) (CHISTIAKOV, BOBRYSHEV, OREKHOV, 2015).

As MVNs possuem selectinas, integrinas, reguladores do complemento em sua
superficie, receptores Fc exclusivos das células parentais, além de induzir a liberagdo de
quimiocina (CCL2) e interleucina pro-inflamatoria (IL-6) de CEs que pode contribuir
diretamente para o processo inflamatério do endotélio. Essas MPs tém a capacidade de
degradar a matriz extracelular pela acao das enzimas metaloproteinase — 9 (MMP-9), serina-
protease elastase e proteinase 3 (CHISTIAKOV, BOBRYSHEV, OREKHOV, 2015;
SHANTSILA, KAMPHUISEN, LIP, 2010).

As MVNs fixam componentes C3 e C4, ativando a via classica do

complemento, podendo se ligar ao receptor do complemento 1 de eritrécitos, comprometendo
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essas células, e suas L-selectina agem na adesdo. Essas MVs ativam plaquetas por meio da
ligacdo com o antigeno do macrofago-1 (integrina Mac-1), aumentando a expressao da P-
selectina que acumula FT, levando a deposi¢do de fibrina, formando trombos. Além disso, o
complexo de Mac-1 e MVNs quando interage com metaloproteinases (2 e 5), plasminogénio
ou uroquinase, agem também na fibrindlise e ruptura da placa (ANGELILLO-SCHERRER,
2012).

A atividade anti-inflamatoéria dessas MVs pode ocorrer quando estio numa
concentracdo razoavel, regulando positivamente o FT. Essa regulacdo pode funcionar como
cicatrizante nas lesdes vasculares pela acdo dos macrofagos, ao transportar anexina Al
impedindo a interacdo entre as CEs com o neutrofilo. Elas também estdo envolvidas na
cicatrizagdo epitelial tanto in vitro quanto in vivo, e influenciam na maturagdo das células
dendriticas no local da lesdo (ANGELILLO-SCHERRER, 2012; CHATFIELD,
THIEBLEMONT, WITKO-SARSAT, 2018; CHISTIAKOV, BOBRYSHEV, OREKHOV,
2015; FINKIELSZTEIN, MASCARENHAS, BUTIN-ISRAELENSE, 2018; GASSER,
SCHIFFERLI, 2004; SADALLAH, EKEN, SCHIFFERLI, 2011).

Outra caracteristica interessante, citada por Chistiakov, Bobryshev e Orekhov (2015),
¢ o fato de essas MVs inibem a angiogénese através da regulacdo dos receptores endoteliais
do fator de crescimento endotelial vascular tipo 2 (VEGF-2) e da quinase ERK1/2, que
regulam o receptor CD36 (anti-angiogénico) (CHISTIAKOV, BOBRYSHEV, OREKHOV,
2015).

— MICROVESICULAS MONOCITICAS/FAGOCITICAS (MVMs)

As MVs derivadas de mondcitos/macrofagos (MVMs) possuem um didmetro entre 30
e 300 nm (BLASER, AIKAWA, 2081), e caracterizados pela expressao dos marcadores
CDll1a, CD14, CD15 e CD18 (ANGELILLO-SCHERRER, 2012).

Conforme descrito por Saudes et al. (2015), diferentes tipos de monocitos atuam nas
variadas etapas da aterosclerose, podendo ser distinguidos através de seus marcadores em
mondcitos (CD14 ++ CD16 -), mondcitos intermediarios (CD14 ++ CD16 +) e mondcitos nao
classicos (CD14 + CD16 ++), sendo as MVs dos monocitos nao classicos encontradas em
concentragdes plasmaticas maiores quando comparada as outras (SAUDES et al., 2015).

As MVMs tém importante atividade pro-coagulante, pro-inflamatoria e pré-apoptotica,
sendo encontradas abundantemente nos ateromas. Elas promovem disfun¢do endotelial por

meio da interleucina 1 beta (IL-1B), e promovem recrutamento de células inflamatorias
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através de transferéncia da molécula de adesdo celular — 1 (ICAM-1) para células endoteliais,
com ativacao do fator de transcri¢ao kappa B (NF-«B), aumentando a adesdo monocitica,
ativagdo do proliferador de peroxissomo agonista do receptor y (PPARy), entre outros
(FRANCA et al., 2014; HOLVOET, HULSMANS, 2013).

O grupo das MVMs ¢é o segundo maior grupo de MVs altamente trombogénicos
devido ao FT que, quando liga a plaquetas ativadas, leva a formagao de fibrina. Essa MVs
também prejudica a integridade das CEs, aumentando a trombogenicidade endotelial, por
reduzir a expressdao do inibidor da via do FT (TFPI), um anticoagulante natural, e a
trombomodulina (TM) (SHANTSILA, KAMPHUISEN, LIP, 2010). Tanto mondécitos quanto
macréfagos enriquecidos com colesterol ndo esterificado (UC) sdao capazes de liberar MVs
extremamente pro-coagulantes (ANOUAR, DASKALOPOULOU, 2018; HOLVOET,
HULSMANS, 2013).

Em contrapartida, essas MVs expressam o receptor para proteina C da célula
endotelial, o que promove a ativagao da proteina C anticoagulante pelo complexo trombina-
trombomodulina. Quando estimuladas por endotoxinas, elas também podem expressar TFPI
(FRANCA et al., 2014, HOLVOET, HULSMANS, 2013).

As MVMs possuem em seu interior imunoglobulinas M (IgM) encapsuladas,
permitindo essas MVs participarem ndo apenas de processos inflamatérios, mas
principalmente como mensageiros, modulando respostas imunes. Além disso, as MVMs que
expressam CD40 ativam as CEs e estimulam nao somente a neovascularizagdo no interior do
ateroma e promovem a ativacao de linfocitos, mas também desestabilizam a placa e aceleram
a progressio da mesma (ANOUAR, DASKALOPOULOU, 2018; SHANTSILA,
KAMPHUISEN, LIP, 2010).

As MVMs também sdo mineralizantes que colaboram para formagdo e nucleagdo de
cristais de calcio e fosfato (semelhante a hidroxiapatita) no interior dos ateromas. Essa MVs
pode formar complexos com as microcalcificagdes, deixando a placa suscetivel a ruptura
devido a forca de atrito sobre a membrana fibrosa da placa (BLASER, AIKAWA, 2018;
DURHAM et al., 2018; NAKAHARA et al., 2017).

As MVMs tém agdo pro-oxidante, pois agem como carreadores de mieloperoxidase
contribuindo para a disfuncao endotelial vascular devido a diminui¢do da biodisponibilidade
de NO, o que modula a resposta inflamatoria endotelial. Elas também parecem realizar a
transferéncia de caspase 1 e liberar citocina proé-inflamatéria — a IL-1 — promovendo uma
sinalizagcdo de morte celular para as CMLs, CEs e fibroblastos (ANGELILLO-SCHERRER,
2012; EISERICH et al., 2002; KOU et al., 2019, LEROYER et al., 2008).
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— MICROVESICULAS LINFOCITICAS (MVLs)

As microvesiculas linfociticas (MVLs) apresentam-se em elevadas concentragdes na
circulagdo e seus marcadores de superficie dependem do tipo celular que a originou, por
exemplo, o marcador CD3 ¢ encontrado nas MVs provenientes de linfocitos T e o marcador
CDI19 nas MVs derivadas de linfocitos B, porém outros marcadores podem ser identificados
nas MVs de ambas origens (CD2, CD4, CD8, DE20) (ANGELILLO-SCHERRER, 2012).

Segundo sugere um estudo de Saudes et al. (2013), as células linfociticas parecem ser
preditoras da aterogénese, formando as lesdes aterosclerdticas, podendo as MVs
CD45+/CD3+ ser abundantemente encontrados ndo apenas em circulagdo, mas também nos
ateromas (SAUDES et al., 2013).

Conforme estudo de De Palma et al.(2016), sobre a atividade de FT de linfocitos
ativados, ha um numero expressivo de células T internamente a placas instdveis quando
comparado as placas estaveis, e as MVs liberadas de células ndo estimuladas parecem nao
expressar o FT, e as MVs de células estimuladas e que expressavam o FT eram em maior
parte CD3+ (DE PALMA et al., 2016).

As MVLs originarias de linfocitos T contribuem para o processo inflamatério por
induzirem a producdo do fator de necrose tumoral (FNT-o) e a interleucina IL-1B de
monocitos (SHANTSILA, KAMPHUISEN, LIP, 2010).

Contudo, essas MVLs podem promover a reparagao de lesdo endotelial, assim como
contribuir para a angiogénese, induzir a regulacao positiva e a producao de NO, promover a
degranulacdo de mondcitos, além de interagir com células musculares lisas através da via da
proteina ligante de Fas-Fas e ativar o complexo NF-kB, assim como atuar na expressdo da

enzima ciclo-oxigenase-2 (COX2) (ANGELILLO-SCHERRER, 2012).

— MICROVESICULAS ENDOTELIAIS (MVEs)

As microvesiculas endoteliais (MVEs) apresentam um didmetro entre 0,05 ¢ 1,0 um e,
imunofenotipicamente, elas se caracterizam por expressar CD31. Essas MVs apresentam
atividade pro-coagulante e pré-inflamatoéria, atuando no recrutamento de leucdcitos, na adesao
celular de mondcitos ao endotélio, na ativacdo de neutrédfilos, na promogdo de angiogénese

(MARTINEZ et al., 2005), no controle da permeabilidade vascular e na expressio de
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glicoproteina de membrana endoglina (ENG) durante a inflamagdo (ANOUAR,
DASKALOPOULOU, 2018; EL-GAMAL et al., 2019; TIAN et al., 2016).

Outros marcadores podem ser utilizados para detectar as MVEs como endoglina
(CD105), caderina de endotélio (CD144), CD146, interleucina IL-1 (CD54), E-selectina
(CD62¢), molécula de adesao vascular VCAM-1 (CDI105), FT e, ainda, o marcador
apoptotico anexina V (SHANTSILA, KAMPHUISEN, LIP, 2010).

A aterosclerose tem como principal percussor desencadeante a lesdo endotelial e
considera-se que a presenca de MVEs no plasma reflete a lesdo celular nesse tecido, podendo
essas MVs serem usadas como biomarcador da disfuncao endotelial. Outro fator em que essas
MVs parecem indicar ¢ a diminui¢do da sintese de NO pelas células endoteliais (LEROYER,
TEDGUI, BOULANGER, 2008). Adicionalmente, parece que a sua reducdo na circulagao
também pode ser utilizada como um indicativo do restabelecimento da fun¢ao do endotélio
(SHANTSILA, KAMPHUISEN, LIP, 2010).

As MVEs tém capacidade de adquirir uma forma de capilar devido a presenga das
enzimas integrinas MPO-2 e 9, e também de promover angiogénese por meio da ativagao das
quinases ERK1/2 através da ligagdo do miR-126-3p e proteina transdutora de sinal e ativadora
da transcri¢do (STAT) ao receptor EC (ANOUAR, DASKALOPOULOU, 2018).

Apesar das MVEs terem uma produgdo estimulada por mediadores inflamatdrios in
vitro, pouco se sabe sobre os mecanismos pelos quais ocorre a formagdo dessas MVs in vivo,
entretanto, o estresse de cisalhamento da circulagdo sobre os vasos parece estar relacionado e
¢ por isso que se acredita que as MVEs podem retratar o grau de disfuncdo endotelial. Além
Essas MVEs também parecem serem geradas pela indugdo de diferentes agonistas, como o
inibidor do ativador de plasminogénio do tipo 1 (RIDGER et al., 2017).

As MVEs apresentam constitui¢do heterogenia e, por isso, desempenham fungdes
distintas no processo aterosclerotico, como exemplo quando a célula endotelial libera MVs
que expressam moléculas de adesdo acaba por atrair células inflamatérias, assim como as
MVs provenientes de CEs apoptoticas podem promover a angiogénese (SHANTSILA,
KAMPHUISEN, LIP, 2010). Aparentemente, a sua atividade pro-coagulante ocorre quando
essas MVs estdo ligadas aos monocitos, expressando e ativando o FT, ou ainda através da
regulacio de mRNA e da molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) da célula-alvo
(RIDGER et al., 2017).

As MVEs que sao formadas por estimulagdo do inibidor do ativador de plasminogénio
do tipo 1 podem desencadear uma agregagdo plaquetaria via FvW (SHANTSILA,
KAMPHUISEN, LIP, 2010).
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Essas MVs apresentam um papel importante na fun¢do vascular e t€ém também efeito
pleiotropico (fendmeno genético onde um tUnico gene possui multiplos efeitos sobre o
fenotipo), pois 0 miRNAs dessas MVs regulam a inflamag¢ao vascular por modularem vias de
sinalizacdo celular e modificar a expressdo génica nessas células, inibindo a via
transcripcional e a expressao proteica do NF-kB (ANOUAR, DASKALOPOULOU, 2018).

Diversos fatores biologicos que dizem respeito a vascularizagdo e hemostasia estao
envolvidos na formagdo in vitro dessas MVs, como TNF-a, LPS, estrogénios, trombina,
camptotecina, ROS, inibidores do ativador do plasminogénio, toxinas urémicas, proteina C
reativa, além de NO endodgeno e lipidios oxidados (RIDGER et al., 2017).

Quando presentes no ateroma, as MVEs providas da proteina co-estimulatoria CD40L
estimulam a proliferagdo de células endoteliais, aumentando a quantidade dessas MVEs e,
conseguintemente, promovendo a angiogénese que favorece uma hemorragia no interior da
placa (RIDGE et al., 2017).

Devido as suas fungdes, a presenga abundante dessas MVs em circulagdo e os
antigenos presentes em sua superficie, podem indicar inflamacdo de células endoteliais, uma
atividade pro-trombotica ou mesmo uma apoptose endotelial, contribuindo para inflamagao
vascular cronica, como a aterosclerose, sendo, por isso, considerado um forte candidato a
biomarcador para DCVs em geral (ANOUAR, DASKALOPOULOU, 2018; RIDGER et al.,
2017; SHANTSILA, KAMPHUISEN, LIP, 2010).

De forma contraria, as MVEs também tém agdo vasoprotetora e anticoagulante,
quando transferem tramboxano A2 e miRNA-126 as paredes dos vasos, reduzindo a apoptose
celular com a acdo da proteina C ativada, e participando da dissolucdo do coagulo por

catalisar a conversao do plasminogénio em plasmina (RIDGER et al., 2017).

~ MICROVESICULAS DAS CELULAS MUSCULARES LISAS VASCULARES
(MVCMLs)

As MVs derivadas de células musculares lisas vasculares (MVCML) possuem um
didmetro entre 50 e 1000 nm, s@o ricas em colesterol e diacilglicerol, proteinas e miRNA.
Essas MVs também apresentam em sua superficie o FT, responsavel pela sua atividade pro-
trombdtica em placas ateroscleroticas (NAKAHARA et al., 2017; TEDGUI, MALLAT,
2000).

As células musculares lisas, oriundas da tinica média, sdo células contrateis que sob

estimulo de estresse mineral podem sofrer alteracdes fenotipicas e produzir colageno que
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forma uma capa fibrosa, esse evento, combinado com a clivagem de elastina, propicia a
calcificagdo vascular medial ou, ainda, essas alteragdes podem levar a um aumento da
proliferacdo celular e capacidade de secre¢do de MVs por essas células
(DISTHABANCHONG, SRISUWARN, 2019).

Assim como as suas células de origem, MVCMLs também provocam dano ao
endotélio por provocarem diminui¢ao da producao de NO pelas células endoteliais vasculares
(LEROYER, TEDGUI, BOULANGER, 2008; MARTINEZ et al., 2005).

Sabe-se que, pelo menos, dois tercos da placa aterosclerdtica possuem MVs
extremamente pro-coagulante, incluindo as MVCML (AMABILE et al, 2010) que encontram-
se principalmente ao longo das fibras elasticas, em regides acelulares do ateroma
(NAKAHARA et al., 2017).

As MVCMLs nos ateromas atuam formando complexo com microcalcificagdo
vascular, levando os tecidos vizinhos a uma diferenciagdo celular patologica (BLASER,
AIKAWA, 2018). Essa formagao de calcificagdo vascular também pode contribuir como uma
barreira, estabilizante da placa por controlar a propagacdo da inflamagdo
(DISTHABANCHONG, SRISUWARN, 2019).

As células musculares lisas vasculares da camada média arterial tém capacidade de se
diferenciar fenotipicamente em células osteogénicas ou condogénicas, além de formarem a
capa fibrosa coldgena (para estabilizar a placa), liberam MVCMLs que ao mesmo tempo
desestabilizam a placa e que, na auséncia de inibidores como proteina Gla de matriz MGP e
glicoproteina fetuina-A, e aumento da concentragao de célcio, contribuem para a formacao de
calcificacdo na camada média vascular, no nacleo necrético dos ateromas, aumentando a
concentracdo de calcio e fosfato livres, levando a formacdo de cristalizagdo e principalmente
servindo como sitio de armazenamento desses cristais de célcio e fosfato (como
hidroxiapatita) (DISTHABANCHONG, SRISUWARN, 2019; DURHAM et al., 2018;
JINNOUCHI et al., 2020; NAKAHARA et al., 2017).

Algumas espécies de miRNA (miRNA-30, miRNA-125-b, miRNA-143, miRNA-145
e miRNA-155) presentes nas MVCMLs modulam a expressao de algumas proteinas (Smadl,
Runx2, fosfatase alcalina ALP ou TNAP, e Osterix) que alteram a sinalizagdo da proteina
quinase MAPK assim como o metabolismo do calcio atuante da calcificagdo vascular. Além
disso, essas MVs possuem proteinas de ligacdo de colageno (ALP, proteina ligante de
proteoglicano, anexinas, ligantes de d4cido hialurdnico) que antes da calcificagdo

(principalmente na presenca de hipdxia), interagem com componentes da matriz extracelular,
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desencadeando uma resposta fibrotica, seguido de actimulo de colageno (BLASER,
AIKAWA, 2018).

Segundo Disthabanchong e Srisuwarn (2019), outro fator que estd relacionado a
calcificagdo vascular sdo alteracdes de miRNA sérico (principalmente miRNA-125b, mas
também miRNA-143, miRNA-145 e miRNA-223) que seriam responsaveis por regular a
diferenciacdo das células musculares lisas vasculares para células osteoblastos. Além de esses
miRNA serem usados como biomarcadores de calcificagdo vascular, eles possuem uma
relacdo inversa com o grau da calcificacdo e ao mesmo tempo prevenindo a progressao da
mesma (DISTHABANCHONG, SRISUWARN, 2019).

Para Durham et al. (2018), as MVs isoladas de artérias ateroscleroticas sao mais
eficientes em acumular célcio quando comparadas s de artérias saudaveis, e ndo somente a
deficiéncia dos inibidores de calcio contribui para o armazenamento dos cristais, mas também
a expressdo de complexos de PS e anexina A6 (DURHAM et al., 2018).

Segundo descreve Blaser e Aikawa (2018), hd uma relacdo inversa entre a
concentracdo de coldgeno intraplaca e o tamanho das microcalcificagdes vasculares, e essa
calcificagdo das MVs ocorre tanto pela exposi¢do da PS quanto pelo complexo formado PS a
proteina S100 de ligagdo ao célcio A9 (PSV-S100A9). Desse modo, o fato dessas MVs serem
ricas em anexinas e principalmente PS, confere uma maior capacidade de mineralizagao, cujas
metaloproteinases presentes nas MVs seriam as responsaveis pela remodelagdo da matriz
extracelular assim como carregando eletricamente a fibras colagenas, propiciando a nucleagdo
mineral intravesicular (BLASER, AIKAWA, 2018).

Sugestdo comum entre os autores, ¢ que essas MVs que sdo responsaveis pela
mineralizacdo de célcio e fosfato intraplaca, assim como a nucleagdo desses cristais, formam
microcalcificagdes que potencializam a ruptura dos ateromas, devido ao estresse de
cisalhamento que elas exercem sobre a capa fibrosa da placa (BLASER, AIKAWA, 2018;
DURHAM et al., 2018; NAKAHARA et al., 2017).

4.4 Principais métodos de isolamento e caracterizacido de microvesiculas circulantes

A ideia de poder utilizar as MVs circulantes como novos biomarcadores plasmaticos
para DCVs surgiu como entendimento de como essas atuam em diferentes distirbios, mais
especificamente, na aterosclerose (HOEFER et al., 2015).

Os protocolos de deteccdo e isolamentos das MVs ndo estdo totalmente definidos e

mais estudos na area sdo necessarios, entretanto, compreende-se que elas podem ser



42

facilmente identificadas ndo apenas pela presenca de PS externalizada, mas, principalmente,
por seus marcadores membranares especificos, oriundos de suas células parentais (FRANCA

etal., 2014).

4.4.1 Isolamento

O isolamento das MVs pode ser realizado por centrifugagdo diferencial em forca
centrifuga de 10.000 g. Esse método separara as vesiculas por diferenga de forma, tamanho e
densidade. Embora seja comumente utilizado, pode causar agregacdo de vesiculas e sofrer
contaminagoes, podendo ser necessario uma filtracao forgada para sua completa separagao, o
que pode acarretar na fragmentacdo de MVs e dificultar a sua diferenciacdo dos exossomos
(CHIRIACO et al., 2018; GYORGY et al., 2011a).

A centrifugacdo diferencial associada a uma filtragdo com uso de gel separador através
de cromatografia de exclusdao de tamanho (SEC) ¢ a melhor forma de detecg¢ao e isolamento
das MVErs, além de fornecer maior purificagdo e recuperacdo de VEs, entretanto, requer
equipamentos especificos com longo tempo de duragdo (CHIRIACO et al., 2018; GYORGY
etal., 2011b).

A precipitagdo a base de polimero, que age reduzindo a solubilidade das MVs e,
portanto, facilitando o seu isolamento também ¢ um método que pode ser utilizado para o
isolamento de MVs. Apesar de ser um método de baixo custo, alto rendimento e de facil
execucio, ele tem como desvantagem sofrer interferéncia por contaminantes (CHIRIACO et
al., 2018).

Outro método utilizado ¢ o baseado na técnica de captura de imunoafinidade, o qual
utiliza esferas magnéticas conjugadas com anticorpos especificos contra proteinas
membranares das MVs. Esse método pode ser associado a citometria de fluxo, ao PCR e ao
western blotting, a fim de aperfeigoar a caracterizacao das vesiculas. Como aspectos positivos
do método, pode-se citar a possibilidade de utilizar pequenos volumes de amostra, mesmo
amostras polidispersas, as otimas especificidade e sensibilidade, o alto nivel de pureza e a
capacidade de isolar diferentes subtipos de MVs. Talvez, os aspectos negativos sejam seu alto
custo, baixo rendimento e a possibilidade de reatividade cruzada de anticorpos (CHIRIACO

etal., 2018).

4.4.2 Caracterizacao
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Alguns métodos de microscopia Optica podem ser utilizados para observar
qualitativamente as MVs em geral como microscopia eletronica de transmissao com
criofixagdo (cryo-TEM) e de varredura (SEM). Ainda, outras técnicas com microscopia de
alta resolugdo, baseadas em fluorescéncia, como microscopia da prostracdo da emissdo
estimulada (STED), de localizagdo fotoativado (PALM) ou microscopia de forga atomica
(AFM) combinada ou nao a classificagao celular ativada por fluorescéncia (FACS). Uma das
vantagens desses métodos € que todos permitem a visualizagdo de vesiculas menores que 200
nm (GIEBEL, HELMBRECHT, 2017; SZATANEK et al., 2017).

As MVs também podem ser identificadas por outras técnicas, como andlise de
rastreamento de nanoparticula (NTA), sensor de pulso resistivo sintonizavel (RPS),
fracionamento de fluxo de campo (FFF), ensaios imunologicos (ELISA) e baseados em pro-
coagulantes (apenas para determinacdo da atividade pro-coagulante), exploragdo protedmica
(associados a digestdo com tripsina e marcagdo), eletroforese bidimensional em gel (2-DE),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), ressonancia magnética nuclear (NMR),
espectrometria de massa (EM) ndo direcionada e direcionada, e citometria de fluxo (CF)
(BURNOUF et al., 2014; GIEBEL, HELMBRECHT, 2017; HOEFER et al., 2015;
HOLVOET, HULSMANS, 2013; POON et al., 2018; SALZER, 2014; SZATANEK et al.,
2017; WANG, WANG, HU, 2016).

Na metodologia de AFM, ¢é possivel caracterizar as MVs, analisando a imagem
tridimensional da topologia e o tamanho de vesiculas, entretanto o resultado pode ser
influenciado pelo método de preparacdao da amostra (GIEBEL, HELMBRECHT, 2017).

A metodologia de RPS determina o tamanho médio e concentragdo de vesiculas em
suspensdo (entre 100 nm e 100 pm). Esse método pode ter um tempo de anélise mais lento em
comparagdo a outros métodos, pois o poro da membrana utilizada ¢ facilmente comprometido
com as amostras biologicas (GIEBEL, HELMBRECHT, 2017).

O método de FFF, além de separar os componentes de amostras polidispersas,
determina o tamanho das MVs através de fluxo cruzado sobre as vesiculas, sendo a
técnica por atrito no campo de fluxo FFF (também FFFF ou F4) a mais utilizada devido sua
reprodutibilidade e ao fato de que utiliza uma quantidade reduzida de amostra, a amostra ¢
previamente diluida em 100 a 1000 vezes e apenas 20 pL. a2 mL sdo analisados (GIEBEL,
HELMBRECHT, 2017).

Outras metodologias de microscopica que podem ser utilizadas sdo as baseadas no
espalhamento da luz, as quais incluem a microscopia eletronica de difusdo dinamica da luz

(DLS), que ¢ rapida e eficiente (SZATANEK et al., 2017).
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O método de analise de DLS, ainda que limitado em comparacdo a outros métodos,
detecta 0 movimento browniano e o tamanho de particulas entre 1 nm e 6 um em amostras de
volume entre 20 a 50 pL. O melhor sistema sdo os instrumentos heterodinos (analise da luz
retroespelhada), entretanto, em amostras polidispersas (como sangue ou plasma), os
resultados podem ndo ser tdo satisfatorios quando comparados a amostras monodispersas
(GIEBEL, HELMBRECHT, 2017).

O método de NTA, ainda que possa sofrer influéncia por contaminantes
nanoparticulados, assim como para DLS, ¢ um dos melhores métodos para caracterizacao de
MVs, pois permite analise de baixas concentracdes do analito (com limite de detec¢do de
tamanho entre 30 a 50 nm) e também registra 0 movimento browniano de pequenas MVs (10
e 1000 nm). Uma das vantagens dessa técnica € que, através de algoritmos especificos para
cada tamanho de vesicula, ¢ possivel determinara medida absoluta (superficial ou total) da
concentracdo e da distribuicdo média do tamanho das MVs contidas na amostra. Essa técnica
pode ser integrada a medi¢ao do potencial zeta, que permite identificar a carga superficial das
vesiculas (GIEBEL, HELMBRECHT, 2017).

Um dos métodos mais utilizados para a identificagdo das MVs ¢ a CF. No entanto, este
método detecta apenas MVs de tamanho superior ou igual a 200 nm e pode sofrer
interferéncia quando ha presenca de complexos imunolégicos. As melhores fontes celulares
para o isolamento e caracteriza¢do das MVs por este método sdo os eritrocitos, as plaquetas e
as CEs, podendo ser identificadas por seus marcadores de superficie especificos. A CF
também permite a identificacdo das MVs pela sua ligacdo a anexina V, uma proteina que tem
alta afinidade a fosfatidilserina exposta por células apoptédticas e MVs (GYORGY et al.,
2011a; GYORGY et al., 2011b; SANTILLI et al., 2016; SIBOV et al., 2012).

O método de CF detecta particulas com limite de tamanho entre 300 a 500 nm e, para
que seja possivel a deteccdo de vesiculas menores, sdo necessarias configuragdes mecanicas
especiais ou, ainda, integrar técnicas imunologicas com fluorescéncia em que as MVs sao
agregadas através de seus epitopos e, posteriormente, esses agregados maiores sdo detectados
por CF (GIEBEL, HELMBRECHT, 2017; MENCK et al., 2017; SZATANEK et al., 2017).

Assim como para as demais técnicas de caracterizacdo das MVs, a fase pré-analitica é
crucial para se obter resultados fidedignos de quantificacio de MVs por CF, pois, por
exemplo, um grande intervalo de tempo entre a pung@o venosa e a analise pode comprometer
a quantificagdo das MVs uma vez que o armazenamento prolongado da amostra pode

estimular a liberacdo de MVs (SANTILLI et al., 2016).
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Tanto a sensibilidade da CF quanto a padronizacdo da técnica t€ém melhorado nos
ultimos anos, principalmente para a identificagdo de algumas subpopulacdes de MVs, como
MVEs e MVs leucocitarias. Isso se deu devido ao interesse que existem nessas MVs, uma vez
que se encontram fortemente relacionadas com o surgimento de eventos cardiovasculares
futuros. Embora ainda ndo se tenha valores seguros de MVs para fins de diagnostico, sabe-se
que a quantidade de MVEs circulantes que expressam de CD31 ¢ inversamente proporcional a
vasodilatacdo endotelial, indicando, portanto, disfuncdo endotelial, lesdo vascular em geral e
instabilidade do ateroma. Outros marcadores dessas MVs, como CD144 ¢ CD62E, também
indicam condig¢des cardiovasculares (HOEFER et al., 2015).

Hé muitos interferentes nessa metodologia, como o ruido do equipamento e a baixa
sensibilidade da detec¢do da dispersdo da luz. Algumas técnicas podem aperfeigoar esse
método, como a associacdo de impedancia ao CF. Em tal método, a citometria de fluxo
policromatico (PFC) é acoplado a um detector de dispersdo da luz, onde o volume de
eletrolitos da vesicula que sdo deslocados na zona de deteccdo aumenta a impedancia,
gerando pulso proporcional ao volume da vesicula, podendo detectar MVs menores que 300
nm (GIEBEL, HELMBRECHT, 2017; SANTILLI et al., 2016; SZATANEK et al., 2017).

Uma boa estratégia para aperfeicoamento das analises de FC ¢ o uso de anticoagulante
a base de quelantes para amostras de sangue, evitando a agregacdo das MVs (BURGER,
OLEYNIK, 2017; SANTILLI et al., 2016). Outra estratégia que também pode ser empregada
para aumentara sensibilidade ¢ intensificar a luz do laser ou, ainda, submeter o fluido a
filtragem de 0,05 um (GIEBEL, HELMBRECHT, 2017).

De acordo com estudo de Hoefer et al. (2015), além da CF, véarias outras tecnologias
protedmicas podem ser utilizadas para comparar proteinas de diferentes espécimes bioldgicas,
e varios métodos podem ser utilizados tanto para a detec¢do e isolamento quanto para
quantificagdo das MVs. Também métodos metabolomicos podem ser uteis para demonstrar a
mecanica molecular das MVs na aterosclerose. Outra metodologia utilizada ¢ a lipidomica,
que pode estar avaliando os lipidios como um todo, representando fases da aterosclerose
(HOEFER et al., 2015).

Embora ndo se tenha estabelecido um nivel fisiologicamente seguro dessas estruturas,
ainda ha uma grande dificuldade em sua detec¢do devido a variedade metodologica aplicavel
nos variados estudos, que ndo possui uma padronizacdo e difere entre laboratorios, sendo este
um grande obsticulo para fins de diagnodstico clinico, pois dificulta a comparagdo entre os

estudos, assim como ainda ha dificuldade em diferenciar morfologicamente os exossomos das
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MVs (RAPOSO, STOORVOGEL, 2013; FRANCA et al., 2014; WANG, WANG, HU, 2016;
KRAJEWSKA-WLODARCZIK et al., 2019).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Visto o impacto socioecondmico das DCVs, que tém como principal agravo a
aterosclerose, ¢ de grande importancia o conhecimento em torno das agdes das MVs, uma vez
que elas participam das diferentes etapas do processo aterosclerotico.

Embora o que diz respeito as MVs seja um assunto melhor explorado ha pouco mais
de trés décadas, foram encontrados inimeros artigos que tratam sobre a relacdo dessas
vesiculas com diversas doengas. Dentre os artigos de interesse selecionados para a presente
pesquisa, a maior parte deles tratou sobre essas vesiculas de um modo mais generalizado,
tendo um numero menos expressivo de artigos que tratavam especificamente sobre MVs na
aterosclerose. Ao longo do estudo, percebeu-se que as MVs eram muito mais complexas do
que o esperado e que elas apresentavam constitui¢do e estrutura que dependiam de diferentes
fatores envolvidos no momento da formagao das MVs.

Ainda que muitas informagdes tenham sido contempladas no presente trabalho sobre
as principais caracteristicas morfologicas e o processo de formacdo das MVs atuantes na
aterosclerose, em relacdo as informacdes sobre os métodos de isolamento e caracterizagao
delas, nao foi possivel fazer um maior aprofundamento do assunto, dada a dificuldade em se
obter essas informagdes. Alguns dos problemas encontrados foram divergéncias entre os
autores quanto aos melhores métodos e auséncia de padronizacdo interlaboratorial, o que
impossibilitaria a obtencdo de resultados mais comparaveis. Grande parte do problema de
padronizagdo esta relacionada ao tamanho das MVs, que pode sobrepor-se facilmente nos
intervalos de tamanho de outro tipo vesicular (exossomos).

Mesmo sabendo atualmente que as MVs participam simultaneamente nas diferentes
etapas da aterosclerose, ainda ¢ pouco compreendido os mecanismos utilizados por essas
vesiculas, dessa forma, estudos biomoleculares mais aprofundados que visem melhorar o
entendimento desses mecanismos € que empreguem tecnologias baseadas em Big Data e

Inteligéncia Artificial (mais especificamente aprendizado de méaquina) sdo necessarios.
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