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RESUMO

BLANCO, Natélia Goes. Vesiculas extracelulares provenientes de diferentes fontes
de células mesenquimais estromais apresentam efeitos distintos no pulmao, rim e
figado em modelo de sepse experimental.Rio de Janeiro, 2023. Tese (Doutorado em
Medicina), Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Em estudos pré-clinicos, os efeitos benéficos da administracdo de células
estromais mesenquimais (MSCs) podem variar de acordo com a fonte celular
utilizada. Nossa hipétese € que as vesiculas extracelulares (EVs) derivadas de
MSCs provenientes da medula 6ssea (BM), do tecido adiposo (AD) ou do pulmé&o (L)
também promovem efeitos distintos no pulmdo e em 6rgéos distais em um modelo
de sepse experimental. Foram caracterizados namero total, diametro e contetdo
protedmico das diferentes EVs como uma estratégia inicial para entender seus
possiveis mecanismos de acdo na sepse. Noventa e dois camundongos machos
C57BL/6 foram utilizados (CEUA025-17). A sepse polimicrobiana foi induzida por
ligadura e perfuracdo cecal (SEPSE) e os animais controle (SHAM) foram
submetidos apenas a laparotomia. Vinte e quatro horas ap0s a cirurgia, 0s animais
do grupo SEPSE foram distribuidos de forma randémica para receber, por via
endovenosa, soro fisiologico ou EVs derivadas de 3 x 10® MSCs provenientes de
BM, AD ou L. O tamanho e o nimero de EVs das diferentes fontes ndo variaram de
forma significativa, mas o conteudo proteémico sim. BM-EVs apresentaram maior
concentracdo de proteinas anti-inflamatérias em comparacao as AD-EVs e L-EVs. O
escore de dano alveolar difuso diminuiu com o tratamento com EVs derivadas das
trés fontes. Nos rins, BM-, AD- e L-EVs reduziram o edema intersticial renal e a
expressao de interleucina-18. No entanto, a expressédo da molécula de injuria renal-1
(KIM-1) diminuiu apenas apos a terapia com BM- e L-EVs. No figado, apenas as BM-
EVs reduziram a congestao e a infiltragdo celular nos sinusoides. Em conclusao, na
sepse experimental, BM-EVs foram associadas a menor dano pulmonar, hepéatico e
renal em comparacdo as outras fontes de EVs, o que pode estar relacionado as
diferencas detectadas em seu conteudo protedmico.

Palavras-chave: sepse; vesiculas extracelulares; células estromais mesenquimais;
modelo animal; protedmica; imunomodulagao

Rio de Janeiro
Julho/2023



ABSTRACT

BLANCO, Natélia Goes. Vesiculas extracelulares provenientes de diferentes fontes
de células mesenquimais estromais apresentam efeitos distintos no pulmao, rim e
figado em modelo de sepse experimental.Rio de Janeiro, 2023. Tese (Doutorado em
Medicina), Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

In preclinical studies, the beneficial effects of administration of mesenchymal
stromal cells (MSCs) may vary according to the cell source. We hypothesized that
MSC-derived extracellular vesicles (EVs) obtained from bone marrow (BM), adipose
(AD), or lung (L) tissues may also lead to different effects on lung and distal organs in
experimental sepsis. The total number, diameter and proteome from different EVs
were evaluated as a first step toward understanding possible mechanisms of action
of EVs in sepsis. Ninety-two male C57BL/6 mice were used (CEUA025-17).
Polymicrobial sepsis was induced by cecal ligation and puncture (SEPSIS) and
control animals (SHAM) underwent laparotomy only. Twenty-four hours after surgery,
animals in the SEPSIS group were randomized to receive saline or 3x10° MSC-
derived EVs from BM, AD, or L. The size and number of EVs from different sources
were not significantly different, but the proteomic content of the EVs differed. BM-EVs
were enriched for anti-inflammatory proteins compared with AD-EVs and L-EVs. In
kidneys, BM-, AD-, and L-EVs reduced kidney interstitial edema and expression of
interleukin-18. However, kidney injury molecule-1 expression decreased only after
therapy with BM- and L-EVs. In the liver, only BM-EVs reduced congestion and cell
infiltration in sinusoids. In conclusion, in the current model of sepsis, BM-EVs were
associated with less lung, liver, and kidney damage compared with the other sources
of EVs, which may be related to differences detected in their proteomic content.

Key-words: sepsis; extracellular vesicles; mesenchymal stromal cells; animal model;
proteomics; immunomodaulation.

Rio de Janeiro
Julho/2023
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1 INTRODUCAO

1.1 Sepse

1.1.1 DEFINICAO E EPIDEMIOLOGIA

A Sepsis Definitions Task Force de 2021 reforca o entendimento da sepse
como uma disfung¢ao organica potencialmente fatal causada por uma resposta imune
desregulada a uma infeccao e estabelece os critérios clinicos para sua classificacéo,
sendo eles: a suspeita ou certeza de infeccdo somada a um aumento agudo de 2 ou
mais pontos no SOFA (Sequential Organ Failure Assessment Score), o que
representa disfuncdo orgéanica associada a infeccdo subjacente (EVANS et al.,
2021). Além disso, evidencia o conceito de choque séptico, que é compreendido
como sepse acompanhada por profundas anormalidades hemodinamicas, celulares
e metabdlicas capazes aumentar a mortalidade e é classificado como sepse somada
a necessidade de vasopressor para elevar a pressao arterial média acima de 65
mmHg e lactato > 2 mmol/L (18 mg/dL) apds expansdo volémica adequada (EVANS
et al., 2021).

Os parametros considerados pelo SOFA incluem a capacidade respiratoria
[relacdo entre a pressao arterial de oxigénio (O,) no sangue e a fracdo de oxigénio
no ar inspirado (FiO,)], as fun¢des hepatica (estimada pelo valor de bilirrubina total
no plasma) e renal [verificada pelo débito urinario (DU) ou pelo valor da creatinina no
plasma], a capacidade de coagulacdo (avaliada indiretamente através do namero de
plaguetas), a hemodinamica [cuja instabilidade €& inferida a partir de valores
reduzidos da pressao arterial média (PAM) ou dos niveis de vasopressores
utilizados] e o nivel de consciéncia (definido pela escala Glasgow de coma). Uma
maior pontuacdo no SOFA esta associada a um elevado risco de mortalidade
(EVANS et al., 2021).
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Tabela1l- Escore de Avaliagdo Sequencial de Faléncia de Orgdos [do inglés,
Sequential Organ Failure Assessment (SOFA)] — Critérios para avaliacdo do grau de
disfuncéo organica

ESCORE 0 1 2 3 4
<100 com
Pa0, / FiO >400 <400 <300 <200 com suporte suporte
= 2 ventilatério e
ventilatorio
Plaquetas (10%) =150 <150 <100 <50 <20
Bilirrubina <1,2 1,2-1,9 2-59 6-11,9 >12

SOFA

Dopamina <5 Dopamina (5,1-15)  Dopamina >15

. PAM PAM . ou adrenalina ou adrenalina
Cardiovascular ou dobutamina
=70 <70 (qualquer dose) <0,1 ou nora- >0,1 ou nora-
qualq drenalina =0,1 drenalina >0,1
Glasgow 15 14-13 12-10 9-6 <6
Creatinina ou
Débito urinario <1,2 1,2-1,9 2-3,4 3,5-490uDU <500 =5 o0uDU <200

(mL/dia)

Fonte: https://www.passeidireto.com/arquivo/116454252/sofa-sepse

A sepse € a maior causa de internacdo e morte em unidades de terapia
intensiva (UTIl) ndo cardioldgicas em todo mundo, apesar dos avangos nas
estratégias de suporte ventilatério, hemodinamico, e do tratamento precoce com
antibioticos de amplo espectro (EVANS et al., 2021; FLEISCHMANN et al., 2016;
IBRAHIM et al., 2020; MURAO et al., 2020). Calcula-se que cerca de um ter¢co dos
leitos deUTI seja ocupado por pacientes sépticos, com uma taxa de mortalidade
mundial em torno de 55% (MACHADO et al., 2017), resultando em um numero
estimado de 6 milhdes de mortes ao ano e custos em torno de 24 bilhdes/ano
somente nos Estados Unidos (IBRAHIM et al., 2020).

No Brasil, estima-se uma prevaléncia de sepse em torno de 50 casos a cada
100 mil habitantes (ALMEIDA et al., 2022), com uma ocupac¢ao de um terco dos
leitos de terapia intensiva disponiveis no pais (MACHADO et al., 2017). A taxa de
mortalidade em 30 dias da sepse e do choque séptico é de aproximadamente 30% e
80%, respectivamente (SILVA et al., 2004; SILVA, E. P. D. et al., 2019). Cabe
destacar que o custo estimado para o tratamento de cada paciente séptico no Brasil
em 2008 era de 10 mil dolares (SOGAYAR et al., 2008), o que gera um impacto
significativo na economia nacional.

As infeccbes que levam a sepse podem ser de origem comunitaria ou

hospitalar. Os principais 6rgdos e regides responsaveis pelo inicio do processo
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inflamatorio sdo os pulmdes (64%), o abdémen (20%), a corrente sanguinea (15%) e
as vias urinarias (15%) (FONT; THYAGARAJAN; KHANNA, 2020). Os principais
agentes envolvidos sdo as bactérias gram-positivas (com destaque para o
Staphylococcus aureus e o Streptococcus pneumoniae), seguidas pelas bactérias
gram-negativas (com destaque para a Pseudomonas aeruginosas e Escherichia
Coli) (FONT; THYAGARAJAN; KHANNA, 2020). Além disso, em uma proporcao
significativamente menor, fungos, micobactérias e virus também podem causar essa
sindrome (MARTIN et al., 2003). Nos ultimos anos, houve um aumento importante
do numero de casos de sepse de etiologia viral, apés o inicio da pandemia pelo novo
Coronavirus (ALHAZZANI et al., 2020).

1.1.2 FISIOPATOLOGIA DA SEPSE

O mecanismo através do qual uma fonte infecciosa gera disfungdo em
multiplos 6rgdos permanece sem completa elucidacdo, mas parece ter influéncia
multifatorial, com destaque para um efeito prejudicial proveniente do desequilibrio
entre fatores pro e anti-inflamatorios regulados pelo sistema imune (WIERSINGA et
al., 2014). Inicialmente, na fase precoce da sepse, ocorre resposta inflamatoria
exacerbada em resposta a infeccdo, com elevada ativacao de leucécitos, liberacao
de citocinas e espécies reativas de oxigénios (EROS), que promovem apoptose e
disfuncéo vascular, culminando em lesdo orgéanica. Posteriormente, na fase tardia,
ocorre silenciamento imunoldgico secundario a disfuncdo e morte das células de
defesa do organismo, favorecendo a ocorréncia de infecgbes oportunistas e
aumentando o risco de oObito (SINGER et al., 2016) (Figural).
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Figura l- Fisiopatologia da sepse

©06 -bod 1.
© oty

ELEVADA
MORTALIDADE

GATILHO RESPOSTA IMUNOLOGICA EXACERBADA LESAO OBITO

IN FECQAO ATIVAGAO LEUCOCITARIA APOPTOSE ORGAN|CA
LIBERACAO DE CITOCINAS DISFUNGAO VASCULAR
EROs

Fonte: o préprio autor.
Legenda: EROs: espécies reativas de oxigénio;

Nota: Breve descricdo da linha do tempo vista na resposta imunolégica na sindrome, que se inicia
com um gatilho infeccioso e evolui com resposta imunolégica exacerbada e lesdo organica,
culminando com silenciamento imunolégico, infeccao oportunista e 6bito.

A sepse desenvolve-se a partir de uma infeccao primaria: numa fase precoce,
células do sistema imune capazes de reconhecer fragmentos do patégeno invasor
(PAMPs- do inglés, pathogen-associated molecular patterns) e sinalizadores de
dano celular (DAMPS - do inglés, damage associated patterns — tambéem
conhecidos como alarminas), através de receptores especificos de reconhecimento
de padrdes conhecidos denominados PRRs (do inglés, pattern recognition receptors)
— como exemplo, podemos citar os receptores do tipo Toll e do tipo Nod (do inglés,
toll-like e nod-like receptors) -, liberam mediadores inflamatorios [como fator de
necrose tumoral (TNF)a, Interleucina (IL)-18 e proteases] capazes de ativar
leucdcitos e células endoteliais, aumentando a permeabilidade do endotélio, além de
induzir a migracdo de linfécitos T, mondcitos e neutrofilos em direcdo aos Orgéos
afetados (WIERSINGA et al.,, 2014). Objetivando combater os microrganismos
invasores, 0s neutrofilos ativados liberam espécies reativa de oxigénio (EROS) e
armadilhas extracelulares conhecidas como NETSs (do inglés, neutrophil extracellular
traps) (WIERSINGA et al., 2014). Além disso, evidencia-se a ativacdo da cascata do

complemento e das vias de coagulacdo como resposta a inflamacéo exacerbada,



21

fatores que, em conjunto com a “tempestade de citocinas” e com a agao dos
linfécitos T-CD8+ citotoxicos (CD - do inglés, cluster of differentiation), provocam
dano estrutural e comprometimento funcional das células endoteliais, culminando em
alteracdes vasculares e danos a diversos oOrgaos, além da liberacdo de novas
DAMPs, perpetuando o processo inflamatério (DENNING et al., 2019; RITTIRSCH,;
FLIERL; WARD, 2008; WANG; MA, 2008) (Figura 2). Posteriormente, a sepse evolui
para uma fase de silenciamento imunoldgico cujos mecanismos fisiopatoldgicos
exigem esclarecimento complementar, mas parecem ser secundarios a apoptose e
disfuncdo de células imunes e inibicdo da producdo de genes pro-inflamatorios
(WIERSINGA et al, 2014) (Figura 2). De forma notavel, a extensdo, o
comportamento e a duragdo da resposta imunoldgica dependem de fatores como
genética, idade, comorbidades e alguns fatores intrinsecos ao patdgeno, como carga
microbiana e viruléncia (WIERSINGA et al., 2014).

Figura 2 - Resposta do hospedeiro a sepse

PAMPs DAMPs

Receptores de reconhecimento
de padrao
— (PRRs) -—
I
Ativagio dos leucocitos A ’ Disfungdo das células imunes
Citocinas Apoptose
Proteases l Fagocitose prejudicada
EE?: RESPOSTA Inibigéo da transcrigao de
- NA SEPSE genes pro-inflamatorios
| Ativagdo da coagulagao Citocinas anfi-inflamatorias
Regulagéo negativa do TLR
| Ativagdo do complemento | Epigenética

INFLAMAGAO IMUNOSSUPRESSAC

Inflamagao exacerbada Aumenta o risco de infecgdes
promove dano tecidual oportunistas e a mortalidade

Fonte: Adaptado de Wiersinga et al., 2014.

Legenda: EROs: espécies reativas de oxigénio; NETs: armadilhas extracelulares, do inglés,
neutrophil extracellular traps.

Nota: Caracterizada por uma fase pro-inflamatdria inicial, seguida de imunossupressao. A resposta
inflamatéria inicia-se pela interacdo entre fragmentos do patégeno invasor (PAMPs - do inglés,
pathogen-associated molecular patterns) e sinalizadores de dano celular (DAMPS — do inglés,
damage-associated patterns), com receptores especificos de reconhecimento de padrées conhecidos
como PRRs, expressos na superficie das células do sistema imune. A resposta inflamatéria é
potencializada pela ativagdo de leucdcitos, do sistema complemento e da cascata de coagulacdo. A
inflamacéo exagerada promove lesdo tecidual. A fase posterior - tardia - é caracterizada por
imunossupresséo secundaria a disfungéo celular e inibicdo das vias pro-inflamatoérias.
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1.1.2.1 Inflamacado x Imunossupressao na sepse: o que é mais prejudicial para o

organismo?

Os danos teciduais iniciais observados na sepse parecem estar relacionados
a exacerbada ativacédo das vias pro-inflamatérias, o que leva a excessiva migracao
de células e producdo de mediadores inflamatorios. Apesar disso, ensaios clinicos
gue testaram terapias anti-inflamatdrias para abordagem dessa fase inicial néo
observaram reducéo significativa da mortalidade (MURAO et al., 2020; REMICK,
2003; WIERSINGA et al.,, 2014). A partir desse dado, novos questionamentos
surgiram em relacdo ao real responsavel pela elevada taxa de mortalidade nessa
sindrome.

Foi evidenciado que, apesar de alguns pacientes evoluirem para 0bito na fase
inicial da sepse, quando ocorre o apice da inflamacéo, a maior taxa de mortalidade
ocorre tardiamente, numa fase caracterizada pela imunossupresséao (WIERSINGA et
al., 2014). Tal fato parece estar associado a um desequilibrio entre as vias pro e
anti-inflamatérias, quando ocorre uma reducdo da atividade dos neutrofilos,
silenciando importantes mecanismos de defesa (WIERSINGA et al., 2014). Além
disso, a apoptose de linfécitos e células dendriticas contribui para o cenario imune
observado (HOTCHKISS et al.,, 1999). A maior mortalidade na fase tardia esta
relacionada principalmente ao aumento da incidéncia de infeccbes nosocomiais
oportunistas (KOLLEF et al., 2008).

1.1.2.2 Acao das células do sistema imune

No curso da sepse, os linfécitos - com destaque para os linfécitos T helper
(CD4+) - tém o papel de harmonizar a resposta imunoldgica ao estimulo infeccioso.
As células T helper naive (imaturas) sdo capazes de se diferenciar nos subtipos Thl,
que produz mediadores pro-inflamatorios, como interferon (IFN)-y e [L-12,
estimulando a proliferacéo, crescimento, maturacéo e ativacao de células de defesa,
e Th2, que produz mediadores com carater anti-inflamatério, como IL-4, IL-5, IL-10 e
IL-13 (GOTTS; MATTHAY, 2016; RITTIRSCH; FLIERL; WARD, 2008).Vale ressaltar
também um outro subtipo, o Th17, que produz a IL-17 (pro-inflamatdria), importante
no combate de microrganismos (HARRINGTON et al., 2005). A inflamacéo sistémica

potencializa, a partir do aumento do nimero de citocinas circulantes, a expressao de
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moléculas que provocam a adesao de linfécitos T, mondcitos e neutréfilos, como a
molécula de adesédo leucdcito-endotélio (ELAM)-1 e molécula de adeséo celular-
vascular (VCAM)-1, o que favorece a diapedese (HENNINGER et al., 1997; PANES
et al., 1995).

Na fase inicial, as células do sistema imune que residem ou migram para
diversos 6rgdos sdo as principais responsaveis pelos danos teciduais. I1sso ocorre
porque, devido ao estimulo de citocinas e células inflamatorias, h4 aumento da
producdo por neutrofilos e macréfagos de espécies reativas de oxigénio (ROS), as
principais responsaveis pela lesédo celular ( WANG; MA, 2008).

Em uma fase tardia, ocorre importante silenciamento imunoldgico devido a
apoptose e reducdo da atividade das células de defesa, o que exacerba o risco de

infeccbes e morte por patdogenos oportunistas (GOTTS; MATTHAY, 2016).

1.1.2.3 Agao das citocinas

Uma enorme gama de células é capaz de produzir citocinas, com destaque
para os macréfagos e linfécitos T helper. Essas moléculas podem agir através de
mecanismos  autécrinos, paracrinos ouendoécrinos, disparando  cascatas
intracelulares e agindo na modulacéo do sistema imune, visto que sao capazes de
estimular a proliferacdo, maturacao, crescimento e ativacao celular; podem também
atuar como quimioatratores, induzir a formacéo e liberacdo de anticorpos, aumentar
a producdo de proteinas de fase aguda, além de realizarem regulacdo positiva ou
negativa nas suas proprias cascatas de sinalizagéo, e de outras citocinas. Mediante
a todas essas acdes, uma “tempestade de citocinas” possui um enorme potencial
para causar leséo celular, devido ao estado pro-inflamatério em que o organismo se
encontra com a disperséo dessas moléculas pelo plasma (HATTORI et al., 2017).

As principais citocinas que atuam na sepse podem ser classificadas como pro
e anti-inflamatodrias. Dentre as pro-inflamatérias, destacam-se o TNFa — potente
indutor de apoptose; a IL-6 — que aumenta a producao de proteinas de fase aguda, a
ativacdo de linfocitos T e a atracdo de neutrofilos para o foco inflamatério(AYALA et
al., 2002); a IL-1B — que ativa neutréfilos, aumenta a expressdo de moléculas de
adesao nos linfocitos e endotélio, aléem de estimular a producdo de enzima o6xido
nitrico sintetase (iNOS) pelas células endoteliais, o que contribui para o efeito

vasodilatador classicamente observado na sepse (KOBAYASHI et al., 1998); a IL-8 —
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que recruta neutrofilos e induz a liberagadto de TNFa e IL-1B (SINGER;
SANSONETTI, 2004); e a IL-12 — que estimula a producdo de IFNy, responsavel
pela atividade fagocitica e antimicrobiana de neutrofilos e macrofagos (MORENO et
al., 2006). Em relagdo as citocinas anti-inflamatorias, sédo produzidas a IL-10, o
antagonista do receptor de IL-1 (IL1-RA), o receptor solivel de TNF (STNFR)
(BONE; GRODZIN; BALK, 1997)e a IL-9, que parece ter efeito protetor na
fisiopatologia da sepse (GROHMANN et al., 2000).

Em 2000, Grohmann e colaboradores demostraram que a administracao de
citocina IL-9 recombinante, classicamente descrita como importante no combate a
parasitas e no processo alérgico, parece ter um papel protetor na sepse
experimental por Pseudomonas aeruginosas, reduzindo a mortalidade, o que
pareceu estar associado a redugcdo da produgcdo de TNFa, IL-12 e IFNy pelos
camundongos séepticos (GROHMANN et al., 2000).

E importante salientar que o padrdo de citocinas encontrado no plasma esta
associado a gravidade e ao progndstico da sepse. A IL-6, a IL-8, a proteina
quimiotatica de mondcitos (MCP-1) e o fator estimulador de colonia de granulocitos
(G-CSF), quando elevados nas primeiras 24 horas, sdo indicativos de falha na
funcdo de orgdos. A IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, MCP-1 e G-CSF, quando elevados nas
primeiras 48 horas, estdo associados a uma maior taxa de mortalidade (BOZZA et
al., 2007).

1.1.2.4 Apoptose

Na sepse, ocorre aumento da apoptose de linfocitos B, T e células
dendriticas, o que parece estar associado a imunossupressao e ao 6bito(DENNING
et al., 2019). Apesar da apoptose de linfécitos parecer benéfica, sob uma analise
superficial - devido ao fato de atenuar a resposta inflamatéria excessiva, e, dessa
forma, o dano tecidual - a morte programada dessas células de defesa compromete
a capacidade do organismo de combater os patdégenos invasores, e, portanto, de
frear a evolucédo a sepse (HATTORI et al., 2017). Por outro lado, outras células do
sistema imunologico como macrofagos e neutréfilos parecem apresentar reducao na
taxa de apoptose, aumentando sua sobrevida, o que amplifica o dano tecidual
causado pela sua atividade pro-inflamatoria (RITTIRSCH; FLIERL; WARD, 2008).

Destaca-se o fato de que o pulmao é o principal 6rgdo acometido na sepse e



25

parte desse efeito deve-se a apoptose de células epiteliais pulmonares resultante da
inflamacgéo sistémica (CHOPRA; REUBEN; SHARMA, 2009). Ocorre ainda
apoptose de células endoteliais vasculares, como observado em modelos de sepse
induzida por CLP (ligadura e perfuracdo cecal) em roedores (MATSUDA et al., 2007,
ZHOU; SIMMS; WANG, 2004).

1.1.2.5 AlteragOes vasculares

As células endoteliais vasculares sdo importantes ndo somente por sua
funcd@o de barreira fisica, controlando a passagem de substancias entre o espaco
intravascular e o intersticio, mas também por produzirem mediadores que modulam
a angiogénese, o tbnus vasomotor, a inflamacé&o e a coagulacado (CINES et al.,
1998; DEANFIELD; HALCOX; RABELINK, 2007; SENA; PEREIRA; SEICA, 2013).

No curso da sepse, devido a elevada quantidade de EROS, citocinas e
linfécitos citotoxicos circulantes, ocorre alteracdo da funcéo e estrutura das células
endoteliais, 0 que permite maior diapedese de células do sistema imunoldgico,
potencializando a inflamacéo, além de provocar alteracbes vasomotoras, que sao
caracteristicas da sindrome (GOTTS; MATTHAY, 2016). Estudos anteriores
mostram que ocorre, nesse cenario, aumento da expressdo de histamina,
bradicinina, e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), bem como de seus
receptores, 0 que aumenta a permeabilidade vascular (HATTORI et al.,, 2016;
MATSUDA et al., 2004; MONTRUCCHIO; ALLOATTI; CAMUSSI, 2000). As células
do sistema imune podem, dessa forma, infiltrar tecidos saudaveis, atraindo outros
leucocitos a partir da producdo de citocinas, o que perpetua a inflamacéo e a
deterioracgéo tecidual (HATTORI et al., 2017).

Outra questéo relevante na sepse é o fato das células endoteliais perderem
suas caracteristicas anticoagulantes e antiagregantes. Existem algumas hipéteses
que objetivam justificar o perfil pro-coagulante do endotélio nessa condicdo, dentre
elas a reducédo da quantidade de proteina C e da trombomodulina (anticoagulantes)
circulantes, além do aumento da atividade da via do Fator tecidual (pré-coagulante).
Essas alterac6es aumentam o risco de formacgédo de trombos na microcirculagéo, o
que prejudica o aporte sanguineo aos tecidos (OPAL; VAN DER POLL, 2015). Além
disso, no contexto da sepse, a lesdo endotelial secundaria a inflamacédo exacerbada

promove exposicao da fosfatidilserina na superficie celular, o que leva a ativacédo da
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cascata de coagulacgéo e inflamacéo.(BEATTIE et al., 2019).

As alteragcbes vasculares - especialmente na microcirculagdo - podem
comprometer a perfusdo de 6rgdos, que sofrem hipdxia e lesdo tecidual. Esse
mecanismo parece ser uma importante causa de disfuncdo de 6rgdos na sepse
(HATTORI et al., 2017).

1.2 Terapias utilizadas na sepse

O tratamento da sepse baseia-se principalmente no combate ao
microrganismo invasor a partir do uso de antibiéticos, o que pode ser facilitado pela
identificagdo do foco e do germe causador da infeccdo. Além disso, realiza-se o
manejo das alteracdes hemodinamicas, ventilatorias e metabdlicas resultantes da
inflamacédo sistémica. Apesar disso, as estratégias para reducdo do dano tecidual
sdo precérias, baseadas majoritariamente no uso precoce de aminas vasoativas, na
ventilagdo mecanica protetora, nas manobras de pronacdo e recrutamento do
paciente, além da utilizac&do circulagcdo extracorpérea em casos refratarios (EVANS
et al.,, 2021). Muito se estuda sobre o papel dos corticoides no manejo desses
pacientes, especialmente nos casos em que ha choque séptico associado.
Entretanto, estudos revelam que essa esta Ultima modalidade terapéutica
(recomendacéo fraca e qualidade de evidéncia moderada) ndo € capaz de reduzir a
mortalidade a curto ou longo prazo associada a sepse (EVANS et al., 2021). Tal fato
pode ser explicado com base na definicdo de sepse: disfuncdo organica
potencialmente fatal causada por uma resposta imune desregulada a uma infeccao.
Dessa forma, compreende-se que nao ocorre somente uma “tempestade pro-
inflamatoria” (na qual o efeito anti-inflamatério do corticoide seria benéfico), mas sim
um profundo desequilibrio entre as vias prdé e anti-inflamatérias, o que pode ser
confirmado pelos dados que ilustram maior mortalidade relacionada a sepse em sua
fase mais tardia, marcada pela imunossupressao resultante de diversos fatores,
dentre eles a reducéo significativa dos neutroéfilos e a apoptose de células de defesa
(HOTCHKISS et al., 1999; KOLLEF et al., 2008; SOLOMKIN et al., 1981).

Nos ultimos anos, diversos estudos foram desenvolvidos com enfoque na
descoberta de novas estratégias capazes de reduzir a mortalidade na sepse, dentre
elas o uso de vitamina C, tiamina, estatinas, inibidores de fosfodiesterase (PDE)-4,

cloroquina, levosimendan, inibidores de caspases, dentre outras (EVANS et al.,
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2021; HATTORI et al., 2017). Apesar da intensa pesquisa, a sepse continua sendo
uma sindrome complexa associada a uma elevada taxa de mortalidade e os ensaios
pré-clinicos e clinicos tém falhado em encontrar uma terapia capaz de melhorar seu
desfecho.

Torna-se evidente, portanto, que para ser eficaz, uma terapia deve ser capaz
de modular o sistema imunoldgico, criando o equilibrio necesséario para combater
microrganismos invasores, com 0 minimo de dano tecidual possivel. Nesse contexto,

as células mesenquimais estromais ganham destaque.

1.3 Terapia celular

As células mesenquimais estromais (MSCs) sédo caracterizadas por sua
capacidade de multiplicacdo e diferenciacdo em tecidos especializados
(osteoblastos, condroblastos e adipdécitos), pela habilidade de aderir em superficies
plasticas e por apresentarem positividade para marcadores especificos (CD105,
CD73 e CD90), além de nao expressarem marcadores da linhagem hematopoiética
como CD45, CD34 e CD14 em sua superficie (DOMINICI et al., 2006;
VISWANATHAN et al., 2019)(Figura 3).
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Figura 3 - Caracterizacdo das células mesenquimais estromais (MSCs)
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Fonte: o proprio autor.

Nota: Marcadores de superficie das MSCs. Grupamento de diferenciagdo — do inglés, cluster of
differentiation (CD) — 105, -90 e -73 e seu potencial de diferenciacdo em osteoblasto, condroblasto e
adipdcito.

O potencial terapéutico das MSCs esta associado a sua capacidade de
migracao para areas com tecido sob injuria, promovendo a secre¢édo de fatores com
propriedades imunomoduladoras, antimicrobianas, antiapoptoticas e troficas,
auxiliando na regeneracao de tecidos (MATTHAY; PATI; LEE, 2017; SILVA et al.,
2018) (Figura 4).
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Figura 4 - Efeitos terapéuticos das células mesenquimais estromais
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Fonte: Adaptado de Katsuda et al., 2013.

Legenda: MSC: Células mesenquimais estromais; NK: células exterminadoras naturais, do inglés,
natural killer; CD4 +: grupamento de diferenciagéo, do inglés, cluster of differentiation.

Nota: MSCs sao capazes de migrar para tecidos lesados, apresentam efeitos imunomoduladores que
envolvem a secrecao de citocinas, inibicdo de células NK, células T CD4+ e células T citotéxicas,
bem com estimulo as células T reguladoras. MSCs ainda liberam fatores tréficos, auxiliando no reparo
tecidual e 6rgéos e tecidos sob injuria.

Essas células podem ser obtidas a partir de diversas fontes, como a medula
0ssea, pulmao, tecido adiposo, polpa dentaria, corddo umbilical, placenta, sangue
menstrual, entre outros(KESHTKAR; AZARPIRA; GHAHREMANI, 2018). Cabe
destaque que, a depender da sua origem, o conteudo transcriptémico, lipidémico e
protedmico das MSCs varia, e tal fato estd associado a efeitos regenerativos e
imunomodulatérios distintos(ABREU et al., 2017; MENARD et al., 2020; OSTANIN et
al., 2011). Ménard e sua equipe, em 2019, compararam MSCs derivadas de medula
0ssea e tecido adiposo provenientes de doadores humanos saudaveis, observando
diferencas em seu transcriptoma e na atuacdo no sistema imunologico: BM-MSCs
inibiram de forma significativa a proliferacado de células exterminadoras naturais (NK,
do inglés, natural killer), enquanto as AD-MSCs inibiram de forma mais intensa a
proliferacdo de linfocitos T(MENARD et al., 2020). O conteddo das MSCs também
parece receber influéncia do meio ao qual as células estdo expostas (BRAGA et al.,
2022).

Nosso grupo comparou o efeito da terapia com células mesenquimais
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derivadas de medula 6ssea, tecido adiposo e pulmdo administradas por via
intratraqueal em modelo experimental de asma induzida por ovalbumina,
identificando efeitos benéficos, porém distintos a depender da fonte utilizada na
mecanica e na inflamacdo pulmonar a depender da fonte utilizada (ABREU et al.,
2017).

Vale ressaltar que, para um melhor efeito terapéutico, as MSCs devem ser
ativadas, principalmente por citocinas pro-inflamatorias presentes no microambiente
ou por outros fatores estressantes (como privacao de nutrientes), o que desencadeia
a secrecao de prostaglandinas, fatores de crescimento, citocinas anti-inflamatarias,
além de vesiculas extracelulares ricas em proteinas, RNAs mensageiros (RNAmM) e
microRNA (miRNA) (UCCELLI; MORETTA; PISTOIA, 2008). Em adicéo, acredita-se
gue o sucesso no reparo tecidual obtido com essa terapia deve-se ao fato das MSCs
serem capazes de compreender e produzir as necessidades imediatas do tecido
lesado, a partir da avaliagdo dos fatores sollUveis presentes ao redor das células em
sofrimento (KEANE; JERKIC; LAFFEY, 2017). Isso justifica a sua aplicagdo nos mais
diversos cenarios, como na sepse, na lesdo pulmonar, na doenca renal,no infarto
agudo do miocardio dentre varias outras doencas (GUILLAMAT-PRATS et al., 2017,
LUGER et al., 2017; SUNG et al., 2013).

O uso das MSCs em modelos pré-clinicos e clinicos parece ser seguro, a
depender da dose administrada. Devido as propriedades de imunomodulacdo e a
baixa imunogenicidadedessas células, o seu transplante alogénico ndo costuma
cursar com rejeicdo. Dentre os fatores marcadamente associados a este fato,
destacam-se a auséncia de expressdo de moléculas MHC de classe Il em sua
superficie, evitando reacfes imunoldgicas e a inibicdo da atividade de células como
linfécitos B e células NK, reduzindo a inflamagdo(ZHANG et al. 2015). Uma
metandlise publicada em 2021 reforcou a seguranca da terapia celular em 62
ensaios clinicos fase I/lla publicados entre os anos de 2006 e 2020, destacando que
0s principais efeitos colaterais observados com essa terapia eram reacdes
infusionais com febre e rash durante a administracdo intravenosa, que nao
promoviam descontinuidade do tratamento (WANG,; YI; SONG, 2021).

Recentes estudos pré-clinicos e clinicos utilizando terapias com doses
evolutivamente crescentes de MSCs por via intravenosa expandiram o
conhecimento acerca do seu potencial efeito adverso: o tromboembolismo. A infuséo

de células em altas doses pode criar um aglomerado celular que obstrui a circulagédo



31

sanguinea. Em camundongos, a administragdo por via intravenosa de doses
superiores a 4x10’MSCs/kg (0 que costuma ser equivalente a
1x10°MSCs/camundongo, considerando seu peso médio de 20-25g), esta associada
ao aumento da mortalidade (LI et al.,, 2023). Averyanov e colaboradores, ao
avaliarem em um estudo Fase lla o impacto da terapia com doses elevadas de
MSCs derivadas de medula 6ssea (8 doses de 2x108 células, totalizando 1,6x10°
células por paciente) em individuos com fibrose pulmonar rapidamente progressiva,
obtiveram um caso de AVE isquémico dentre os dez pacientes que receberam a
terapia (AVERYANOV et al., 2020).

As MSCs podem ser administradas por duas vias principais:
sistémica/intravenosa (iv) ou topica (intratraqueal, intracraniana, subcutéanea, dentre
outras). A via sistémica € a mais utilizada por conveniéncia, porém a administracédo
tdpica possui a vantagem de entrega direta das células ao 6rgao fragilizado.
(ZHANG et al., 2015).

O mecanismo através do qual as MSCs séao capazes de migrar para a regiao
lesada ainda ndo esta completamente elucidado, mas parece depender da
passagem dessas células através dos capilares, quando ocorre reducdo da sua
velocidade, o que possibilita a apresentacdo de citocinas, ativagao de integrinas,
adesao, rastreamento e direcionamento (CHAMBERLAINet al., 2011).

No passado, acreditava-se que os efeitos das MSCs decorriam de sua
plasticidade, da capacidade de autorrenovacdo e de diferenciagdo em outras
linhagens (criando um novo tecido em substituicdo a um previamente danificado, por
exemplo), mas atualmente, acredita-se que o efeito benéfico as MSCs deve-se a sua
atuacdo sobre células-alvo, particularmente do sistema imune e também sobre
diversas células estruturais dos diferentes 6rgaos (KATSUDA et al., 2013). As MSCs
podem agir através do contato direto célula-célula ou por meio de efeitos paracrinos
e/ou enddcrinos, especialmente através de transferéncia de organelas como as
mitocondrias, da liberacdo de mediadores solUveis e de vesiculas extracelulares
(EVs)(KEANE; JERKIC; LAFFEY, 2017).

De Carvalho e colaboradores, em 2021, evidenciaram que terapia de
camundongos sépticos com infusdo de mitocondrias derivadas de MSCs reduziu a
mortalidade, além de ter efeitos benéficos na mecénica e inflamacéo pulmonares, na

lesdo renal, nos niveis de creatinina, além de reduzirem o0s niveis de citocinas
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circulantes (DE CARVALHO et al., 2021)

Um dos principais mecanismos de a¢ao das MSCs parece ser a liberacao de
EVS(THERY et al., 2018) e essas vesiculas tém tido seu potencial terapéutico
explorado nos ultimos anos para tratamento de diversas patologias, como sepse
(HOMMA et al., 2023), fibrose pulmonar (WAN et al., 2020), asma (BANDEIRA et al.,
2023), hipertensdo pulmonar (ZHANG et al., 2020), cirrose (OHARA et al., 2018),
osteoartrite (COSENZA et al., 2017), dentre outras.

1.3.1 VESICULAS EXTRACELULARES

A Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares nomeia como
vesiculas extracelulares (EVs) todas as particulas liberadas por células, envoltas por
uma bicamada lipidica, sem capacidade de duplicacdo e sem nucleo funcional.
Essas vesiculas podem ser originadas a partir dos endossomos (sendo
classicamente nomeadas como exossomos) ou podem originar-se pelo brotamento
direto da membrana plasmatica, sendo rotineiramenteclassificadas como
microvesiculas (Figura 5). Ainda nao foi possivel estabelecer marcadores de
superficie especificos e exclusivos dos exossomos e microvesiculas. Desta forma,
opta-se por classificar as vesiculas extracelulares de acordo com suas
caracteristicas fisicas, como seu tamanho (caso possuam tamanho inferior a 200
nandmetros, séo classificadas como pequenas; se ultrapassarem 200 nandémetros,
sdo classificadas como médias/grandes), densidade e composi¢cdo bioquimica
(CD63+/CD81+, Anexina A5+, etc) (THERY et al., 2018).
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Figura5- Representacao esquematica da biogénese das vesiculas extracelulares
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Fonte: Adaptado de Abreu, Weiss e Rocco, 2016(ABREU; WEISS; ROCCO, 2016).

Legenda: MSC: célula mesenquimal estromal; miRNA: microRNA; MVBs: corpos multivesiculares;
RNAmM: RNA mensageiro.

Nota: As microvesiculas brotam diretamente da membrana plasmatica, por um mecanismo que
depende do célcio, enquanto exossomos originam-se de endossomos iniciais, que sdo gerados pelo
brotamento interno da membrana e transformam-se em corpos multivesiculares (MVBs). Os MVBs
sdo direcionados para a periferia celular e, apds a fusdo com a membrana plasmatica, liberam seu
contetdo (exossomos) no espago extracelular. As vesiculas extracelulares na forma de
microvesiculas ou exossomos carreiam RNA mensageiro, microRNA, proteinas e outras organelas,
sendo capazes de interagir com a célula receptora a partir da interacdo na superficie celular,
internalizacéo por endocitose ou fusdo com a membrana plasmatica.

Atualmente, diversas habilidades das EVs sdo conhecidas, como a sua
capacidade de realizar comunicacéo entre as células, além de transportar proteinas,
lipidios, RNAm, miRNA e organelas (Figura 5). Esses RNAmM podem inclusive ser
transportados e traduzidos em outras células, alterando o fenétipo das mesmas.
Dentre os RNAs mais frequentemente encontrados nas vesiculas, estdo o0s
relacionados ao controle da transcrigéo, proliferacédo celular e imunomodulag&o. Por
sua vez, os miRNAs podem alterar a expressao de genes especificos em células-
alvo, estando associados a sobrevivéncia e proliferacdo das mesmas, bem como a
regulacdo do sistema imunoldgico. As proteinas encontradas dentro das EVs estédo
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associadas a autorenovacao e diferenciacao celular, devido a presenca de proteinas
de superficie (receptor fator de crescimento derivado de plaqueta, receptor de fator
de crescimento epidérmico, dentre outros), moléculas de sinalizacdo da via da
MAPK e moléculas de adeséo celular, corroborando o papel das vesiculas no reparo
tecidual (ABREU; WEISS; ROCCO, 2016; KATSUDA et al., 2013; KIM et al., 2012).

As vesiculas extracelulares interagem com as células do tecido de trés
maneiras distintas: interacdo na superficie celular, internalizagdo por endocitose ou
fusdo com a membrana plasmatica (Figura 5). A captacdo das EVs pelas diferentes
células parece estar diretamente relacionada com o pH do meio: Parolini e
colaboradores, em 2009, evidenciaram que 0 meio 4cido é a chave para aumentar
tanto a liberagdo quanto a captacdo de vesiculas, o que provavelmente esta
associada a reducao da rigidez da membrana em ambientes de pH reduzido, por
aumento da concentracdo de componentes lipidicos. Além disso, 0 grupo especula
gue, em meio acido, as vesiculas (que naturalmente possuem predominio de cargas
negativas em seu interior), seriam positivamente carregados com hidrogénio (H+), o
que tenderia a neutralizar sua carga, facilitando a fusdo com as células receptoras
(PAROLINI et al., 2009; PHINNEY et al., 2015).

E importante destacar que, assim como as MSCs, as caracteristicas de cada
EV estdo diretamente relacionadas ao tipo celular e tecidual de origem no que diz
respeito as suas caracteristicas fenotipicas, ao seu conteudo e também as vias
metabdlicas e funcdo desempenhada no organismo e nos orgaos-alvo. Em adicao,
os efeitos das EVs também variam de acordo com as células sobre as quais elas
exercem seus efeitos (KATSUDA et al., 2013; MENARD et al., 2020; OSTANIN et
al., 2011). Nesse contexto, as vesiculas provenientes das MSCs despontam como
uma nova opc¢ao terapéutica, na medida em que as habilidades secretoras dessas
células tém se mostrado como o0 mais importante pilar dentre os seus mecanismos
de acéao (DOMINICI et al., 2006).

EVs provenientes de MSCs modulam o sistema imune a partir da liberacao e
estimulo a secrecdo de citocinas anti-inflamatorias, da inducdo de células T
Reguladoras (Treg), e do controle da polarizacdo de macrofagos e da mobilizagéo
de neutrofilos. Além disso, parecem interferir na expansdo de progenitores
mieloides, reduzindo a quantidade de linfécitos B e Natural Killer. Merece destaque o
fato de que as vesiculas extracelulares sdo capazes de transferir mitocondrias e

enzimas geradoras de ATP para os tecidos lesados, aumentando a quantidade de
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energia disponivel para a regeneracao tecidual (DOSTERT et al., 2017; ISLAM et al.,
2012).

1.3.2 CONTEUDO DAS VESICULAS EXTRACELULARES

As vesiculas extracelulares possuem em seu interior proteinas, microRNAs,
RNAs mensageiros, RNAs longos nao-codificantes e fosfolipideos e exercem seu
papel terapéutico principalmente a partir da transferéncia de proteinas, RNAms e
microRNAs para células-alvo (QIU et al., 2019). Na ultima década, muitos avancgos
acerca da assinatura proteémica dessas vesiculas ocorreram. Kim e colaboradores
identificaram 730 proteinas em EVs provenientes de MSCs humanas, com vias de
sinalizacdo associadas a autorrenovacao, diferenciacdo, adesdo, migracdo e
morfogénese (KIM et al., 2012). Wang e colaboradores analisaram e compararam o
contetdo de proteinas de EVs derivadas de medula 0ssea, tecido adiposo e cordao
umbilical. As EVs possuiam perfil de proteinas similar no que diz respeito as
proteinas de matriz extracelular, porém diferiram quanto as proteinas funcionais:
EVs derivadas de medula O0ssea eram enriquecidas de proteinas envolvidas na
regeneracao tecidual; quando derivadas de tecido adiposo, apresentavam proteinas
com efeito imunolégico a partir da regulacdo de leucdcitos; as originadas na cordao
umbilical eram enriquecidas em inibidor do ativador de plasminogénio- 1 (PAI-1),
proteina envolvida na homeostase endotelial e regulacéo da fibrose tecidual (WANG
et al., 2020). Recentemente, Braga e colaboradores compararam o perfil protebmica
das MSCs de roedores submetidas a um ambiente com hipoxia as MSCs em
normoéxia: aquelas liberaram mais vesiculas extracelulares, cujo conteudo era
enriquecido de proteina relacionadas a imunomodulacdo e a formacdo de matriz
extracelular (BRAGA et al., 2022).

1.4 Terapia celular na sepse

Ha mais de dez anos, inUmeros estudos mostram efeitos benéficos da terapia
celular na reducdo da mortalidade e da lesdo de 6rgdos em modelos murinos de
sepse (MEI et al., 2010). As MSCs exercem suas propriedades imunomoduladoras
atuando nas duas fases dessa sindrome. Na etapa inicial, caracterizada por

inflamacéo exacerbada e intensa lesdo de 6rgaos, as células mesenquimais liberam
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vesiculas extracelulares ricas em citocinas, proteinas e RNAs com caracteristicas
anti-inflamatérias, reduzindo o efeito citotéxico das células Natural Killer, suprimindo
a proliferacdo de linfocitos e reduzindo o influxo tecidual de neutréfilos e, portanto,
os danos causados por eles (MATTHAY; PATI; LEE, 2017). Nessa fase, as células
mesenquimais — especialmente através da liberacdo de vesiculas extracelulares -
ainda contribuem para a reducdo dos danos teciduais por meio de outras
propriedades: efeito antimicrobiano direto — como a secrecdo de peptideos
bactericidas — e indireto — como o aumento da atividade fagocitica dos macréfagos;
efeito antioxidante, por promover reducdo da secrecdo de EROS; e efeito
antiapoptotico, a partir da secrecdo de fatores de crescimento (MATTHAY; PATI,
LEE, 2017) (Figura 6). Vale ressaltar que as vesiculas extracelulares derivadas de
MSCs apresentam efeito benéfico bem estabelecido sobre o pulméo, orgao
frequentemente danificado na sepse de origem pulmonar e extrapulmonar, sendo
capazes de reduzir o edema intersticial, a permeabilidade vascular, a infiltracdo de
neutrofilos e a concentragcdo de proteinas inflamatérias no lavado broncoalveolar em
modelo murino de sindrome do desconforto respiratorio (ABREU; WEISS; ROCCO,
2016)(Figura 6). Na fase tardia, as MSCs atuam reduzindo a apoptose de células do
sistema imunoldgico e consequentemente a imunossupressdo (MATTHAY; PATI,
LEE, 2017).
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Figura 6 - Representacao
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Fonte: Adaptado de Abreu, Weiss e Rocco, 2016(ABREU; WEISS; ROCCO, 2016).

Legenda: IFN: interferon; IL: interleucina; TGF: fator de transformacdo do crescimento, do inglés,
transforming growth factor; CD: grupamento de diferenciacao, do inglés, cluster of differentiation.

Nota: O intercambio de proteinas, RNA mensageiro e microRNA entre MSCs e tecidos danificados
contribui para o reparo e regeneracao.

1.4.1 LIMITACAO DO USO DE MSC NO TRATAMENTO DA SEPSE E
APLICABILIDADE DAS VESICULAS EXTRACELULARES

Ha evidéncia de que o tratamento da lesdo pulmonar - frequentemente
observada na sepse - com elevadas doses de MSCs apresenta melhores resultados
guando comparado ao uso de baixas doses de células, principalmente no que diz

respeito a melhora da inflamacao pulmonar (ASMUSSEN et al., 2014).
Apesar dos

inimeros efeitos benéficos da terapia com MSCs, sua
administracdo intravenosa em altas doses pode ter repercussdes graves. Yavagal e
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colaboradores realizaram um estudo comparativo visando definir a melhor dose de
MSCs a ser administrada em ratos que sofreram acidente vascular encefélico
iIsquémico, com o objetivo de restaurar o tecido neuronal lesado. As doses utilizadas
foram 5x10% 1x10°, 2x10°, 5x10° 1x10° MSCs, e a mortalidade associada foi de
8,3%, 28,6%, 12,5%, 42,9%, 42,9% nos grupos tratados e 42,9% no grupo placebo,
respectivamente(YAVAGAL et al., 2014). Como € possivel observar, doses mais
altas de MSCs administradas por via intravenosa estao associadas a maiores taxas
de mortalidade (podendo, inclusive, igualar-se a taxa de mortalidade do grupo
placebo). O grupo mostrou ainda que essa maior mortalidade esta fortemente
relacionada com a formacdo de microtrombos de células mesenquimais (que sao
grandes, com tamanhos variando entre 15-50 micrémetros) em diversas regioes,
com destaque para os trombos na vasculariza¢cdo do sistema nervoso central, o que
explica menor sobrevida quando maiores doses sdo administradas aos animais

Em 2023, Kui Li e colaboradores adminstraram células mesenquimais
estromais derivadas de tecido adiposo em camundongos sépticos, nas seguintes
doses: 1x10’, 2x10’ e 4x10’ células/kg (equivalente a aproximadamente 2x10°
4x10° e 8x10° em camundongos com 20g). A dose intermediaria apresentou melhor
efeito na taxa na sobrevivéncia (35,89% versus 8,89% no grupo sepse que nao
recebeu tratamento), a menor dose nao apresentou efeitos significativos e a maior
dose apresentou taxa de sobrevivéncia de 21,42%, o que talvez esteja associado
aos efeitos tromboembolicos adversos. (LI et al., 2023)

O uso de vesiculas extracelulares na sepse visa contornar a limitagdo dose-
dependente observada na terapia com células mesenquimais. Isso se deve ao fato
de as EVs apresentarem efeito muito similar ao das MSCs, na medida em que
representam um dos seus principais mecanismos de acdo, porém com tamanho
menor. As vesiculas possuem tamanho que varia entre 10 a 1000 nandmetros,
sendo muito menores que as células, com tamanho estimado entre 15 e 50
micrémetros. Dessa forma, devido as diferencas nas propriedades fisicas, as EVs
apresentam risco trombotico inferior aos das MSCs, mantendo efeito terapéutico
semelhante (THERY et al., 2018) (Figura 7). Comparadas a terapia celular, as EVs
possuem menor imunogenicidade e toxicidade, mantendo relativa estabilidade na
circulacao. (YANG et al., 2023)

Vale ressaltar que, apesar de ndo haver evidéncia na literatura de que a

infusdo de células mesenquimais esteja associada ao aumento do risco de neoplasia
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(WANG; YI; SONG, 2021), o que gera preocupacdo, na medida em que essas
células possuem capacidade de autorreplicacdo, o uso das EVs também parece ser
ainda mais seguro nesse aspecto, visto que nao se replicam. (HOMMA, K. et al.,
2023).

Figura 7 - Representacdo das diferencas nos tamanhos entre MSCs e EVs, bem
como a comunicagéo intercelular realizada pelas EVs
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Fonte: Adaptado de Biancone et al., 2012 (BIANCONE et al., 2012).
Legenda: EV: vesicula extracelular; MSC: célula mesenquimal estromal; miRNA: microRNA.

Nota: As vesiculas extracelulares podem estimular diretamente células-alvo a partir de receptores de
superficie. EVs podem transferir proteinas, RNA mensageiro e microRNA, promovendo alteracbes
funcionais nas células-alvo.
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1.5 Vesiculas extracelulares derivadas de MSCs na sepse

Diversos ensaios pré-clinicos analisaram o efeito das EVs em modelo
experimental de sepse. Recentemente, foi publicada uma meta-analise que reforgou
o potencial benéfico das EVs na sindrome (YANG et al., 2023).

Em 2021, Danyang e colaboradores evidenciaram que a administracdo de
EVs derivadas de medula 6ssea (dose 2x10’ células por via iv) em ratos de ambos
0S sexos com sepse induzida por ligadura e perfuracédo do ceco (CLP) recuperou
parcialmente a funcdo da barreira intestinal perdida na sepse, além de melhorar o
metabolismo energético das células do intestino a partir da transferéncia
mitocondrial (ZHENG et al., 2021).

Em outro estudo, EVs derivadas de 1,5x10° MSCs também extraidas da
medula Ossea atenuaram a disfuncdo miocardica induzida pela sepse em
camundongos machos, além de reduzirem os niveis séricos de creatinofosfoquinase
(CK-MB) e lactato desidrogenase (LDH) e o indice de apoptose miocardica (PEI et
al., 2021).

Xiaoyan Wang e seu grupo avaliaram o efeito da infusdo de EVs derivadas de
tecido adiposo em camundongos machos com sepse e observaram uma reducdo na
mortalidade, no edema pulmonar e no contetdo de IL-6 e IL-1B no pulmao (WANG
et al., 2022).

O tratamento com EVs de origem humana também apresenta efeito benéfico
na sepse experimental: em camundongos machos submetidos a cirurgia de CLP, o
tratamento com EVs derivadas de células mesenquimais humanas provenientes do
amnio (dose derivada de 1x10° células/animal) atenuou a disfuncdo renal aguda
através da atuacdo da disfuncédo endotelial. (CHI et al., 2022); em outro estudo, a
infusdo de EVs derivadas células mesenquimais do cordao umbilical reduziu a injaria

pulmonar nos camundongos sépticos (CHEN et al., 2021).
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2 JUSTIFICATIVA

A sepse é uma das maiores causas de morbimortalidade no mundo, sendo a
principal responséavel pelas internacbes nas unidades de terapia intensiva. Além
disso, o impacto financeiro dessa sindrome na economia dos paises é significativo,
devido a sua alta incidéncia e ao elevado custo associado ao seu manejo clinico,
estimado em 10 mil délares por paciente internado (FLEISCHMANN et al., 2016).

Em relacdo a fisiopatologia, a sepse caracteriza-se por uma resposta imune
desequilibrada a uma infeccdo, que cursa com lesdo a diversos 6rgaos. Isso pode
ser explicado por diversos fatores, que sao divididos de maneira simplificada em
duas fases: a primeira, mais precoce, caracteriza-se por uma exacerbacdo da
inflamacé&o e engloba fatores como elevada producéo de citocinas, ativagcdo de
linfécitos, células endoteliais, macréfagos e neutréfilos, aumento da permeabilidade
vascular, aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio, exacerbada
citotoxicidade de linfécitos CD8+ e natural killer responsaveis pelas lesdes teciduais
e alteracdes vasculares (RITTIRSCH; FLIERL; WARD, 2008; WANG; MA, 2008). A
segunda fase, mais tardia, caracteriza-se pelo silenciamento imunoldgico, que
ocorre devido a apoptose e reducao da atividade das células de defesa, aumentando
o risco de infec¢des por patégenos oportunistas. Neste Gltimo momento, encontram-
se as maiores taxas de mortalidade (HOTCHKISS et al., 1999; KOLLEF et al., 2008;
SOLOMKIN et al., 1981).

No contexto de desequilibrio imune, o tratamento com MSCs apresenta-se
como uma excelente alternativa terapéutica, na medida em que tem como base sua
acdo imunomoduladora, seu efeito antioxidante — ideal para o controle do dano
tecidual provocado pelo excesso de espécies reativas de oxigénio-, o efeito
antiapoptotico — direcionado para o combate a imunossupressdo observada nas
fases tardias da doenca-, e, por fim, o efeito antimicrobiano, que atuaria em sinergia
com os demais mecanismos para o controle da fonte infecciosa e para a contencéo
dos danos provocados ao organismo pela resposta imune exacerbada (MATTHAY;
PATI; LEE, 2017)

Apesar de muito prospera,essa estratégia apresenta uma importante
limitacdo: diversos estudos tém reportado que a administracéo intravenosa de doses

elevadas de MSCs estdo associadas a melhora do quadro clinico, porém com
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aumento a incidéncia de eventos tromboembolicos(ASMUSSEN et al.,, 2014;
YAVAGAL et al., 2014).

Diante dessa limitagdo e considerando o fato de que os efeitos obtidos no
tratamento com MSCs devem-se, principalmente, a acdo paracrina dos fatores
solaveis liberados através das vesiculas extracelulares(DOSTERT et al., 2017,
ISLAM et al., 2012), a abordagem terapéutica da sepse com as EVs liberadas pelas
MSCs apresenta-se como uma forma de contornar a limitagdo imposta pela
administracdo intravenosa de um numero elevado de MSCs. Considerando que o
tamanho das EVs é significativamente menor que o das MSCs (10-1000 nanémetros
comparados a 15-50 micrémetros), e que o risco associado a formagéo de trombos &
diretamente proporcional ao tamanho da particula administrada por via intravenosa,
essa nova estratégia permitiria a exploracdo dos efeitos benéficos associados a
administracdo de vesiculas provenientes de uma elevada concentracdo de células
mesenquimais estromais, com atenuacdo dos efeitos pré-trombéticos indesejados
(Ll et al., 2023; THERY et al., 2018; YAVAGAL et al., 2014;(REF).

Outra questao importante baseia-se na relacéo fenotipica entre vesicula e sua
célula-fonte. Como ja citado, as EVs carreiam o0s aspectos funcionais e estruturais
das células em que tiveram origem (KATSUDA et al., 2013; MENARD et al., 2020).
Além disso, atualmente, fontes de MSCs alternativas a medula 6ssea vém sendo
amplamente exploradas, com o objetivo de obter um maior nimero de células
mesenquimais, com procedimentos menos invasivos. Uma estratégia interessante
seria, por exemplo, obtencdo de MSCs do tecido adiposo, que pode ser facilmente
extraido dos doadores, sem grandes riscos associados. Além disso, considerando
que o Orgao mais frequentemente acometido na sepse (CHOPRA; REUBEN;
SHARMA, 2009) é o pulméao, estudar o efeito terapéutico de MSCs derivadas de
pulmdo na sepse pode ser interessante. Até o presente momento, ndo ha na
literatura comparacao do efeito da terapia com EV derivadas de MSCs da medula
0ssea, do tecido adiposo e do pulméao na sepse.

Dessa forma, o presente estudo objetiva avaliar e comparar pela primeira vez
o efeito terapéutico do uso de EVs derivadas de 3x10°de MSCs provenientes da
medula éssea, tecido adiposo e pulmé&o na taxa de mortalidade, na inflamacgéo e no
dano tecidual na sepse experimental induzida por ligadura e perfuracdo do ceco
(CLP), bem como estudar e compreender melhor as caracteristicas fenotipicas e o

conteudo protedmico das vesiculas provenientes dessas trés diferentes fontes.
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3 HIPOTESE

A terapia com vesiculas extracelulares derivadas de altas concentracfes de
células mesenquimais estromais provenientes da medula 6ssea, tecido adiposo e
pulméo e administradas por via intravenosa possui efeitos benéficos e distintos na
mortalidade e na inflamacdo de 6rgaos na sepse experimental e iSSO se associa as

diferencas observadas no conteudo protedmico, que pode variar entre as trés fontes.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivos gerais

Comparar as caracteristicas estruturais, fenotipicas e o conteudo protedmico
das vesiculas extracelulares provenientes de medula Ossea, tecido adiposo e
pulmao.

Avaliar o efeito da terapia com vesiculas extracelulares derivadas de células
mesenquimais estromais provenientes de medula 6ssea, tecido adiposo e pulmaona

mortalidade e no dano pulmonar, renal e hepatico na sepse experimental.

4.2 Objetivos especificos

Caracterizar as vesiculas extracelulares derivadas de MSCs provenientes da
medula éssea, pulméo e tecido adiposo;

Analisar e comparar o conteudo protedmico das vesiculas provenientes das
trés diferentes fontes;

Analisar e comparar o impacto dessas trés terapias na taxa de mortalidade;

Analisar e comparar o impacto dessas trés terapias e na lesao tecidual (por
analise histopatologica) e na inflamacao (por anéalise de citocinas) nos pulmdes, rins
e figado;

Investigar o mecanismo de agdo e as vias metabodlicas associadas aos
diferentes efeitos observados na terapia com vesiculas extracelulares derivadas de

medula éssea, tecido adiposo e pulmao.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Aprovacéao do Estudo

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro de Ciéncias da
Saude (CEUA-025/17) da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Todos 0s animais
receberam cuidados conforme as diretrizes ARRIVE (Do inglés, Animal Research:
Reporting of In Vivo Experiments) (PERCIE DU SERT et al, 2020). Os
camundongos foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (23°) e

controle da luz (claro/escuro, 12-12h), com acesso livre a agua e alimento.

5.2 Cultura de células mesenquimais estromais e extracdo de vesiculas

extracelulares

Doze camundongos C57BL/6 machos saudaveis (20-25 g, 6-8 semanas de
idade) foram submetidos a eutanasia com Quetamina (25 mg/kg, Cristalia, Itapira,
SP, Brasil) e Xilazina (2 mg/kg, Syntec, Barueri, SP, Brasil) e utilizados como
doadores. MSCs da medula 6ssea, pulmao e tecido adiposo foram obtidas como
previamente descrito (ABREU et al., 2017).

Brevemente, células da medula éssea foram obtidas do fémur e da tibia. Com
0 auxilio de uma pinca e uma tesoura estéreis, foram retirados a pele e os masculos
adjacentes ao fémur e a tibia, evitando o rompimento da artéria femoral. As epifises
0sseas foram cortadas, e a cavidade medular foi lavada com meio de cultura de
Iscove modificado por Dulbecco (IMDM) (Gibco, CA, https://www.thermofisher.com)
utilizando uma seringa com agulha de 18 gauge colocada sobre um tubo estéril de
poliestireno conico de 15 mL (Falcon®). Células do pulmao foram obtidas a partir da
maceracao dos dois lobos pulmonares e as do tecido adiposo foram obtidas a partir
da maceracdo da almofada de gordura epididimal. Os tecidos foram coletados,
suspensos em PBS, transferidos para uma placa de Petri e cortados em pequenos
pedacos (aproximadamente 0,2-0,8 cm?2). Os pedacos dissecados foram lavados
com PBS, cortados em pedacos ainda menores, e subsequentemente digeridos com
colagenase tipo | (1 mg/ml em DMEM / 10 mM HEPES) por 30-60 minutos a 37,8°C.
Sempre que restava tecido, a amostra era mantida em colagenase por mais 1-3


https://www.thermofisher.com/
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minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo contendo meio fresco e
centrifugado a 480 x g por 10 minutos em temperatura ambiente. Os pellets foram
ressuspensos em 3 ml de IMDM suplementado contendo 1% de solug&o antibidtica e
antimicética (Invitrogen, CA), semeados em placas de 6 pocos (3 ml por poco), que
foram incubadas a 37,8°C em uma atmosfera umida contendo 5% de CO. No dia 3
de cultura, o meio foi trocado e as células ndo aderentes foram removidas. As
células aderidas exibiram taxas similares de proliferacdo e apés atingirem 80% de
confluéncia, foram colocadas em frascos de cultura com meio essencial IMDM
suplementado, conforme ja descrito previamente (ABREU et al., 2017).
Aproximadamente 3x10° células foram caracterizadas como MSCs entre a
terceira e quinta passagens de acordo com o Consenso da Sociedade Internacional
de Terapia Celular (VISWANATHAN et al., 2019). Uma aliquota de 1 pL de células
foi diluida em 200 pL de &cido acético 2% (Reagen’) (liquido de Turck) a fim de lisar
as hemacias e evitar a contagem das mesmas. Desta diluicdo, foram retirados 10 pL
de suspensdo de células, que foram posteriormente adicionados na camara de
Neubauer (Hausser Scientific). O numero de células redondas e brilhantes foi
contado nos quatro quadrantes, e através dos célculos das diluicbes realizadas,
chegou-se a concentracdo de MSCs obtida pelo processo de extracao e purificacao.
Para induzir uma liberacdo macica de EVs, foi realizado estresse das MSCs
através da deplecéo total de soro no meio de cultura (DE CASTRO et al., 2017).
Apébs 12 horas, o meio foi coletado e centrifugado (2000 x g) por 20 minutos a 4°C
para remover o debris celular. Em seguida, foi realizada ultracentrifugacéo (100.000
X g) por 1 hora a 4°C. O precipitado foi coletado e suspenso em solucdo salina a
0,9% para uso imediato, congelado para uso posterior ou ressuspenso em 100puL de
50mM NH4HCO3 com RapiGest SF a 0,2% (Waters Corporation, Milford, MA, USA)
e posteriormente congelado (-80°C) para andlise protebmica. O diametro
hidrodindmico e a concentracéo de EVs foram avaliados. As amostras foram diluidas
na propor¢édo de 1:10 em solucdo tampéo fosfato-salino (PBS) estéril e filtrada para
um volume final de 1mL. Conforme o manual do software disponibilizado pelo
fabricante, (NanoSight NS300 User Manual, MAN0541-02-EN, 2018; NanoSight,
Salisbury, UK), cinco videos de 60 segundos foram capturados nas seguintes
condicdes: temperatura, 25°C; velocidade da seringa, 25 uL/s; nivel da camera, 13;

ganho da tela, 1.0. Apds a captura, os videos foram analisados pelo software
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embutido (NTA 3.4 build 3.4.4) com um limiaros videos foram analisados pelo
software embutido (NTA 3.4 build 3.4.4) com um limiar de deteccéo de 7. Hardware:
laser integrado de 532 nm; camera, sSCMOS (BACHURSKI et al., 2019).

5.3 Protebmica

5.3.1 PREPARO DAS AMOSTRAS

Aliguotas contendo aproximadamente 30 ug de proteinas derivadas das EVs
foram reduzidas usando ditiotreitol (concentragédo final de 10 mM, por 3 horas a
37°C) e alquiladas com iodoacetamida (concentragao final de 25 mM, 30 minutos no
escuro a temperatura ambiente). As proteinas extraidas foram incubadas com
tripsina (Promega) 1:50 (m/m) por ~ 20 horas a 37°C e 45 minutos a 56°C
termobloco (Eppendorf). A reacdo foi interrompida pela adicdo de &cido
trifluoroacético a uma concentracdo final de 1% (v/v). A solucdo digerida de
peptideos foi dessalinizada em microcolunas com resina POROS R2 (Applied
Biosystems). As amostras foram completamente secas em centrifuga a vacuo
(Speed Vac® Plus SC210A -Savant) e ressuspensas com acido férmico a 1%. A
concentracdo da mistura peptidica foi estimada por leitura de absorbancia a 280 nm
(NanoDrop 2000, Thermo Scientific). As amostras foram armazenadas a -20°C para

analise de espectrometria de massa.

5.3.2 ANALISE DE ESPECTROMETRIA DE MASSA

A mistura de peptideos (4,0 uyL de cada amostra de EVs) foi analisada
utilizando-se um espectrometro de massa LTQ Orbitrap Velos (Thermo Fisher
Scientific) acoplado a cromatografia liquida em um sistema EASY-nLC (Proxeon
Biosystems) com uma fonte de ions nanoeletrénicos Proxeon. Os peptideos foram
subsequentemente separados em um gradiente de 2-90% de acetonitrila em 0,1%
de acido férmico usando uma coluna analitica PicoFrit (20 cm x ID75.5 ym tamanho
de particula, Novo Objetivo) a uma taxa de fluxo de 300 nL/min, durante 80 min, em
que se atinge um gradiente de 35% de acetonitrila 40 min. A voltagem do
nanoelectrospray foi ajustada para 2,2 kV, e a temperatura da fonte foi ajustada para

275 °C. Os métodos de instrumentos empregados para o LTQ Orbitrap Velos foram
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configurados no modo DDA. Espectros MS de varredura completa (m/z 300-1600)
foram adquiridos no analisador Orbitrap ap6s a acumulacao para um valor alvo de 1
x 10°. A resolugdo no Orbitrap foi definida parar=60.000, e os 20 ions peptidicos
mais intensos (top 20) com estados de carga =2 foram isolados sequencialmente
para um valor alvo de 5000 e fragmentados na armadilha de ions linear de alta
pressdo por CID (dissociacdo induzida por colisdo) com uma energia de colisdo
normalizada de 35%. A exclusédo dinamica foi habilitada com uma lista de tamanho
de exclusédo de 500 peptideos, uma duragado de exclusao de 60s e uma contagem
de repeticdes de 1. Um Q de ativacédo de 0,25 e um tempo de ativacédo de 10 ms
foram usados (CARNIELLI et al., 2018). A ordem de execuc¢ao foi randomizada e

blogueada usando a linguagem de programacéo estatistica de codigo aberto R.

5.3.3 ANALISE DE DADOS DE PROTEOMICA

Os dados brutos foram processados utilizando-se o software MaxQuant v1.3.8
(COX; MANN, 2008) e os espectros MS/MS foram pesquisados no banco de dados
The Mouse UniProt (langado em dezembro de 2020, 63.724 sequéncias e
28.586.808 residuos) usando o mecanismo de busca Andromeda (COX et al., 2011).
Como parametros de busca foram considerados uma tolerancia de 10 ppm para ions
precursores (busca MS) e 1Da para ions fragmentos (busca MS/MS), com um
maximo de duas clivagens perdidas. A carbamidometilacdo da cisteina foi
considerada uma modificagéo fixa, e a oxidacdo da metionina e a acetilagdo N-
terminal da proteina foram consideradas modificagfes variaveis. Um maximo de 1%
de taxa de falsa descoberta (FDR) foi definido para a identificacdo de proteinas e
peptideos. A quantificacdo de proteinas foi realizada usando o algoritmo LFQ
implementado no software MaxQuant, com uma contagem de razdo minima de 1 e
uma janela de 2 min para correspondéncia entre as corridas. A analise estatistica foi
realizada com o software Perseus v.1.5.2.6 (TYANOVA et al.,, 2016) que esta
disponivel no MaxQuant. As proteinas identificadas foram processadas, excluindo as

sequéncias reversas. Os contaminantes nédo foram removidos do conjunto de dados.
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5.3.4 INTERPRETACAO DE DADOS DE PROTEOMICA

A abundéancia de proteinas foi calculada com base na intensidade do espectro
normalizado (intensidade LFQ) e, em seguida, transformado em Log,. Os Mapas de
calor (heatmaps) com intensidades de LFQ Log2 foram construidos a partir das
proteinas identificadas nas vesiculas extracelulares com p valor <0,05, excluindo-se
potenciais contaminantes, utilizando um software especifico (Metabo Analyst 5.0).
Identificamos as proteinas mais abundantes em cada populacdo de EVs em
comparacao com as outras duas populacdes (apenas aquelas com p valor <0,05
foram incluidas) e as decodificamos usando a Plataforma String (https://string-
db.org/) para andlise murina. Com base no pool de proteinas mais prevalentes em
cada fonte, descrevemos as vias metabdlicas que estavam associadas as proteinas
estatisticamente significativas através da Plataforma Enricher
(https://maayanlab.cloud/Enrichr/), considerando as vias indexadas no WikiPathways
2019 Mouse.

5.3.5 DISPONIBILIDADE DE DADOS

Os dados brutos de espectrometria de massa foram depositados no
ProteomeXchange Consortium por meio da plataforma PRIDE (PEREZ-RIVEROL et
al., 2019), com o identificador PXD023259.

5.4 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletrénica de varredura foi realizada a partir da fixacdo das
MSCs e EV sem glutaraldeido 2,5% em tampao de cacodilato de sédio 0,1 M (pH
7.2) por 2 horas e lavadas duas vezes com o tampé&o de cacodilato. Imediatamente
apos, foi realizada pos-fixagdo com solucdo de OsO4 e FeCNK (1:1) durante 45
minutos, seguida de desidratacdo com etanol por 10 minutos a cada concentracao:
30%, 50%, 70%, 90%, 100%. Apdés a secagem critica, as laminulas foram
analisadas e as imagens foram adquiridas em um microscépio eletrdnico de
varredura FEI QUANTA 250 (FEI, Hillsboro, OR, EUA). A laminula com MSCs néao

submetidas a estresse foi utilizada como controle.
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5.5 Preparo dos animais e protocolo experimental

Todas as andlises foram feitas de forma cega. Trinta camundongos C57BL/6
machos (25-30g, 8-12 semanas de idade) foram alocados em 2 grupos principais:
sham (SHAM) e sepse experimental (SEPSE) induzida pela cirurgia de ligadura e
perfuracdo do ceco (CLP) (SILVA et al., 2016). Resumidamente, os animais foram
anestesiados com injecao intraperitoneal (ip) de quetamina e xilazina (0,25 mg/kg e
0,025 mg/kg, respectivamente) e uma laparotomia mediana (incisdo de 2 cm) foi
realizada. O ceco foi cuidadosamente isolado e ligado abaixo da valvula ileocecal
para evitar obstrucdo com fio de algodédo 3-0. Em seguida, o ceco foi puncionado
uma vez com agulha de calibre 18G, a camada muscular, subcutanea e a pele foram
suturadas e 0s animais deixados para recuperacdo da anestesia (SILVA et al.,
2016). Na cirurgia Sham, a cavidade abdominal foi aberta e o ceco foi isolado sem
ligadura ou perfuracdo. Os cuidados poés-operatérios foram semelhantes nos dois
grupos e consistiram em injecdo subcutanea de cloridrato de tramadol (20 mg/g
peso corporal) em 1 mL de solugédo salina normal morna (37°C) (NaCl 0,9%) para
prevenir a desidratacdo e o choque. Todos os animais submetidos a cirurgia de CLP
receberam antibiético (imipenem/cilastatina, 10 mg/kg, ip) 6 e 24 horas apés a
inducdo da sepse, conforme recomendado para estudos pré-clinicos nos quais se
avaliaram potenciais terapéuticas humanas (OSUCHOWSKI et al., 2018). O bem-
estar dos camundongos foi constantemente monitorado com base em achados
clinicos predeterminados (GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2016).

Os animais sépticos foram aleatoriamente distribuidos em subgrupos (n =
6/subgrupo), 24 horas apoés a inducéo da sepse, para receber, por infusdo em veia
jugular: (1) solucéo salina estéril (SAL, 70ul iv); (2) EVs provenientes de 3x10°MSCs
derivadas da medula 6ssea (BM, 70ul iv); (3) EVs provenientes de 3x10°MSCs
derivadas de tecido adiposo (AD, 70ul iv) e (4) EVs provenientes de 3x10°MSCs
derivadas de tecido pulmonar (L, 70ul iv) (Figura 1). Vinte e quatro horas ap6s o
tratamento, foi realizada a eutanasia com administracdo de Tiopental Sddico
[(Sodium Pentothal®, Abbott Laboratories, Chicago, lllinois, EUA (20 mg/kg, ip)],
para coleta posterior de pulméo, rim, figado e sangue, com objetivo de realizar a
andlise histolégica e avaliacdo do conteudo de proteinas e RNAs mensageiros do

pulmao, figado rim e analise das escadrias nitrogenadas do sangue.
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Figura 8 - Desenho experimental
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SEPSE TERAPIA EUTANASIA

Animais foram tratados com antibiético (Imipenem + Cilastatina ip 10 mg/kg) 6 e 24h apds a
cirurgia para indugéo da sepse (CLP).

Animais foram tratados com salina (SAL) ou vesiculas extracelulares (EVs) derivadas de MSCs
provenientes da medula 6ssea (BM), tecido adiposo (AD) e pulmao (L).

Fonte: O préprio autor.

Nota: Camundongos machos foram anestesiados e a sepse foi induzida por ligadura e perfuracdo
cecal (CLP). Animais controle foram submetidos ao mesmo procedimento cirirgico sem ligadura e
perfuracdo cecal (SHAM). Camundongos sépticos receberam imipenem + cilastatina por via
intraperitoneal (ip) 6 e 24 horas ap6s a inducdo da sepse. Apds 24 h, eles foram tratados com
solucdo salina (SAL) ou EVs derivadas de 3 x 10° MSCs provenientes da medula éssea (BM), tecido
adiposo (AD) e pulméo (L), por via intravenosa. Quarenta e oito horas apos a inducdo da sepse, 0s
animais foram eutanasiados e o pulméao, figado e rim removidos para andlise posterior.

5.6 Taxa de Sobrevivéncia

Foram realizados estudos de sobrevida com 50 camundongos C57BL/6
masculinos (n=10/grupo, 25-30g, 8-12 semanas de idade). Eles foram alocados
inicialmente em dois grupos principais: SHAM e SEPSE, e posteriormente em 4
grupos adicionais (SAL, BM, AD e L) dentro do grupo SEPSE, como descrito
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anteriormente. Os animais foram monitorados e os 6bitos foram avaliados uma vez

por dia, em 24 e 48 horas.

5.7 Histologia

Microscopia Optica de pulmdes, figado e rim

Pulméo, rim e figado foram extraidos dos animais para analise histolégica. O
brénquio fonte direito foi ocluido na capacidade residual funcional utilizando-se fio de
algodao imediatamente antes da extracdo do pulmao. A seguir, o pulméo direito, o
rim direito e o lobo direito do figado foram removidos e mantidos em solucdo Carnoy
(etanol 60%, cloroformio 30% e acido acético 10%, por volume) a - 70°C por 24 h.
ApoOs este periodo, o material foi desidratado progressivamente através de imersao
em solugdes com concentracéo crescente de etanol, como discriminado abaixo:

e MC-1: etanol 70%, cloroformio 22,5% e &cido acético 7,5%, a -20°C

durante 1 h;

e MC-2: etanol 80%, cloroférmio 15% e acido acético 5%, a -20°C durante 1

h;
e MC-3: etanol 90%, cloroférmio 7,5% e &cido acético 2,5%, a -20°C
durante 1 h;

e Etanol 100%, sendo mantido a -20°C por 1 h.

Posteriormente, os 6rgaos foram mantidos a - 4°C por 24 h. Apés a fixacéo, o
material foi embebido em parafina, obtendo-se cortes histolégicos com 4 um de
espessura. As laminas foram preparadas e coradas com hematoxilina e eosina
(pulmdo e figado), ou acido periodico de Schiff (rim) e, em seguida, foram
escaneadas através de um escaner Pannoramic MIDI Il (3DHISTECH, Budapeste
Hungria). O Dano Alveolares Difuso (DAD) foi quantificado através de laminas
escaneadas,conforme descrito previamente(KISS et al., 2016): dez campos de cada
lamina de tecido pulmonar (total de 1 lamina por animal e 6 laminas em cada grupo)
foram analisados e classificados conforme a extensdo (0- auséncia de
acometimento; 1- acometimento em < 25% da lamina; 2- acometimento entre 25-
50% da extensédo; 3- acometimento entre 50-75% e 4- extensao superior a 75%) e o
grau de severidade da alteracdo avaliada (1-leve; 2-moderado; 3-grave; 4-muito

grave). No pulméo, classificamos a infiltracao celular (inflamacé&o), o espessamento
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septal, o edema intersticial e colapso alveolar, que receberam notas de 0-4 conforme
a presenca de cada alteracdo e de 1-4 conforme sua gravidade (quando a alteracéo
estava presente), e esses valores (extensdo x severidade) eram multiplicados e
recebiam uma nota final de 0-16. Os valores finais de cada parametro [infiltracdo
celular (inflamacéo), espessamento septal, edema intersticial e colapso alveolar]
eram entdo somados, totalizando o escore de dano alveolar difuso final, que variava
de 0-64. A avaliacao histologica hepatica e renal também foi realizada utilizando-se
laminas escaneadas. Para avaliacdo do figado, o escore adaptado de Dear (DEAR
et al., 2006) foi utilizado. O dano hepatico foi quantificado a partir da analise de dez
campos de cada lamina de figado (total de 1 |amina por animal e 6 laminas em cada
grupo). As laminas foram classificadas conforme a extensdo da vacuolizagéo
(tumefacdo ou esteatose) no tecido (0- auséncia de leséo; 1- lesdo em < 25% da
lamina; 2- leséo entre 25-50% da extenséo; 3- lesé&o entre 50-75% e 4- lesdo com
extensdo superior a 75%). Além disso, a inflamacdo foi quantificada através da
contagem de células totais infiltrando os sinusoides. A avalia¢do histolégica renal foi
feita da seguinte forma: escores desenvolvidos por um especialista (C.M.T.) foram
utilizados para representar danos as celulas tubulares e edema intersticial. O dano
as células tubulares renais foi quantificado a partir da analise de dez campos de
cada lamina (total de 1 lamina por animal e 6 laminas em cada grupo) de tecido
renal, que foram classificados conforme a extensdo do dano a borda em escova (0-
auséncia de lesdo; 1- lesdo em < 25% da lamina; 2- lesdo entre 25-50% da
extensdo; 3- lesdo entre 50-75% e 4- lesdo com extensao superior a 75%). A
avaliacdo do edema intersticial renal foi feita através de uma analise digital com
software especifico (Image-Pro® Plus 6.3 for Windows®). Os escores histologicos
pulmonares, hepaticos e renais foram avaliados por dois examinadores cegos
(N.G.B. e J.S.D).

5.8 Ensaio de imunoabsorcao ligado a enzima (ELISA)

Uma parte do pulméao esquerdo foi extraido e congelado a - 70°C para analise
da biologia molecular. Ensaios ELISA para IL-6 e TNF-a foram aplicados.

As andlises foram feitas a partir de kits comerciais (Peprotech, Nova Jersey,
Estados Unidos), sendo seguidas as recomendacdes do fabricante. Foram utilizadas

placas de 96 pocos e adicionados 100uL/poco do anticorpo capturador diluido em
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tampéo de revestimento fornecido pelo fabricante (0,1 M NaH2PO4, 0,15 M NacCl,
em pH 7,2), sendo mantidas em incubagcao por 12-18h hora a 4-8°C. A seguir, 0
conteudo foi aspirado e os pocos foram lavados uma vez (300uL/pogo) com tampao
de lavagem (salina tamponada PBS/0,05% de Tween 20) fornecido pelo fabricante.
ApoOs esta etapa, para bloqueio de sitios inespecificos, a placa foi preenchida
(300pL/pogo) com tampédo de blogueio fornecido pelo fabricante (solugédo salina
tamponada PBS/soro albumina bovina a 2%), sendo mantida por 1 hora a 37°C e
aspirados em seguida. Posteriormente, as amostras e os padrdes foram diluidos
100uL/ do tampdo de bloqueio e adicionados aos pocos. Apds o periodo de
incubacdo (1-2 horas a 37°C), procedeu-se a nova sequéncia de 5 lavagens
(300pL/pogo) com tampao de lavagem. A seguir, foram acrescentados 100uL/poco
de uma solucédo composta pela adicdo do anticorpo detector no tampéo de bloqueio,
sendo mantida em incubacédo (1-2 horas a 37°C). Os pocos foram lavados cinco
vezes (300ml/poco) com tampéo de lavagem, seguindo-se a etapa de incubacgéo
com 100uL da mistura neutravidina-peroxidase de rabano (HRP) diluida no tampao
de bloqueio. Apds nova etapa de cinco lavagens (300 ml/po¢o) com tampao de
lavagem, 100uL da solucdo cromogénica de tetrametilbenzidina foram adicionados
ao pocos, que permaneceram em repouso a 37°C durante 30 minutos até
alcancarem a coloracao final. Em seguida, 100uL da solucdo de interrup¢do (acido
sulfurico 0,16 M) foram adicionados ao poco. A analise espectrofotométrica foi
realizada em leitora de placa no comprimento de onda de 450 nm. Os resultados
foram normalizados pela quantidade total de proteinas existente em cada amostra,
guantificada pela técnica de Bradford e foram expressas em unidades arbitrarias

(pg/mg).

5.9 Anédlise de PCR m tempo real (RT-PCR)

Uma parte do rim esquerdo, além de parte do lobo esquerdo do figado foram
extraidos e congelados a - 70°C para analise da biologia molecular. O RNA total foi
extraido de tecidos congelados através do RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Alemanha), de acordo com as instru¢des do fabricante. A concentracdo de RNA foi
medida por espectrofotometria em Nanodrop ND- 1000 (ThermoScientific,
Wilmington, DE, EUA). A primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir do RNA total,

pelo kit de transcricdo reversa Quantitec (Qiagen, Hilden, Alemanha). Niveis



55

relativos de RNAm foram medidos com o sistema de detec¢cdo verde SYBR,
utilizando o equipamento ABI 7500 real-time PCR (Applied Biosystems, Foster City,
California, EUA). Todas as amostras foram medidas em triplicata. 36B4
(fosfoproteina ribossomal acida POQ) foi usado como gene de referéncia. Para o
calculo do nivel de expressédo de cada gene alvo, utilizou-se o método 2-delta delta
Ct para a quantificacdo relativa, onde Ct (threshold cycle) é o ciclo da PCR em
tempo real, no qual a amplificacdo atinge a fase logaritmica, onde delta Ct € a
diferenca de expressao entre gene alvo e controle endogeno de uma determinada
amostra e delta delta Ct corresponde a diferenca entre o delta Ct da amostra e o
delta Ct do controle.

Os marcadores bioldgicos analisados foram IL-18 e Molécula de Injaria Renal-
1 (KIM-1) no tecido renal e IL-6, IL-10 e Proteina de morte celular programada-1

(PD-1) no tecido hepatico. Os primers utilizados estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Primers (PCR)

Gene Forward Reverse

IL-18 5-ACA GTG AAG TCG GCC AAA GT-3' 5-TCT TGG CCC AGG AAC AAT GG-3'
IL-6 5-TCT CTG GGA AAT CGT GGA A-3' 5-TCT GCA AGT GCATCATCG T-3'
IL-10 5'-ATC CAA GAC AAC ACT ACT ATA-3' 5-TAA ATATCC TCA AAG TCC C-3'

KIM-1 5-GCT AGC ATG CAT CCT CAAGTG GTC-3' 5-CTC GAG TTA GTC CGT GGC ATA AAG-3'

PD-1 5'-CGT CCC TCA GTC AAG AGG AG-3' 5'-GTC CTT AGA AGT GCC CAA CA-3'
KIM-1 5-GCT GCT ACT GCT CCT TGT GA-3' 5'-GGA AGG CAA CCA CGC TTA GA-3'
36B4 5-AAC CCA GTT CTG GAG AAA C-3' 5-GTT CTG AGC TCC CAC AGT GA-3'

Legenda: IL, interleucina; PD-1, Proteina de morte celular programada-1 1; KIM-1, Molécula de Injaria
Renal-1; 36B4, fosfoproteina ribossomal acida PO.

5.10 Analise Estatistica

O grupo SHAM foi comparado aos animais do grupo SEPSE pelo teste t com
correcdo de Bonferroni para 4 comparacoes (p <0,0125). Os animais do grupo
SEPSE foram comparados por Oneway ANOVA, seguido pelo teste de comparacéo
multipla de Holm-Sidéak para dados paramétricos. As curvas de sobrevivéncia foram
construidas a partir do método de Kaplan—Meier e comparadas por Log-Rank. A

significancia estatistica foi fixada em p valor < 0,05. As analises foram feitas com o
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GraphPad Prism 8 para Windows (GraphPad Software, La Jolla California, EUA).

De acordo com andlise de poténcia para identificar o nimero de animais por
grupo, utilizou-se o programa G*Power 3.1.9.2 (University of Dusseldorf, Germany).
O tamanho da amostra foi calculado baseado num estudo prévio de nosso
laboratorio que avaliouo DAD ap0s a inducdo do CLP. De acordo, ajustando a
probabilidade de erro a em 5%, e a poténcia (1 — erro b) de 80%, n6s obtemos um
tamanho de amostra de 6 animais. Este niUmero de animais providenciard uma
poténcia adequada (1- = 0.80) para identificar diferencas significativas (a = 0,05)
no namero de células, considerando: um effect size d = 1,98, um 2-sided test, e uma

razao entre as amostras de = 1.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacao de EVs

O perfil ultraestrutural exibido por microscopia eletronica de varredura de
MSCs e EVs derivados das trés fontes de MSC pode ser encontrado na Figura 8. O
meétodo nanosight de rastreamento de nanoparticulas evidenciou duas populacbes
de vesiculas extracelulares obtidas das trés fontes de MSCs, uma de menor
intensidade e tamanho (classificada pela Sociedade Internacional de Vesiculas
Extracelulares como pequenas EVs), e outra com maior intensidade e tamanho
(classificada como EVs médias/grandes) (THERY et al.,, 2018). Em relagdo ao
tamanho molecular médio, as BM-EVs apresentaram um tamanho menor (153,0 +/-
2,1 nm) quando comparados aos AD-EVs (176,0 +/- 3,6 nm) e L-EVs, que foram os
maiores (198,5 +/- 3,1 nm). Concentracdes semelhantes de EVs foram observadas
apos ultracentrifugacdo dos sobrenadantes obtidos da medula 6ssea (1,1 x 10° + 5,7
x 10’ particulas/ml), tecido adiposo (1,03 x 10° + 1,05 x 10® particulas/ml) e tecido

pulmonar (1,1 x 10° + 4,82 x 10 particulas/ml) derivadas de MSCs (Figura 9).
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Figura 9 - Caracterizacdo das Evs
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Fonte: O préprio autor.

Legenda: EVs: Vesiculas extracelulares; MSCs: células mesenquimais estromais; BM: medula éssea;
AD: Tecido adiposo; L: pulméo

Nota: A, B e C —Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrdnica de varredura de MSCs derivadas
de BM (A), AD (B) e L (C) 12 horas apds a privagao de soro, apresentando vesiculas extracelulares
na superficie celular. A barra de escala equivale a 20um. D, E e F- Maior ampliacdo das imagens A, B
e C mostrando as vesiculas extracelulares. A barra de escala equivale a 5um.



59

Figura 10 - Concentracdo e tamanho das vesiculas extracelulares obtidas pela
técnica de nanosight
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Fonte: O proprio autor.

Legenda: BM: medula 6ssea; AD: Tecido adiposo; L: pulmao.

Nota: Gréficos representativos obtidos pela técnica Nanosight mostrando a concentracdo média das
vesiculas extracelulares (eixo Y) obtidas a partir de 3x10° MSCs derivadas de BM (A), AD (B) e L (C).

No eixo X, encontra-se representado o tamanho médio das vesiculas encontradas nas amostras
analisadas.
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6.2 ProtedOmica
6.2.1 TEOR DE PROTEINAS

Em relac&o a todos os dados encontrados, um total de 362 proteinas (Figura
11) foram isoladas em triplicatas de EVs derivadas de medula éssea, tecido adiposo

e pulmé&o.

Figura 11 - Diagrama de Venn
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Fonte: o préprio autor.

Legenda: EVs: vesiculas extracelulares; MSCs: células mesenquimais estromais; BM: medula éssea,;
AD: tecido adiposo; L: pulmé&o.

Nota: Representagdo do numero total de proteinas comuns e “exclusivas” identificadas nas vesiculas
extracelulares derivadas de BM-, AD- e L-MSCs.

Apesar disso, somente 44 proteinas foram consideradas estatisticamente
abundantes (ANOVA, p valor <0,05) e 9 delas foram classificadas como potenciais
contaminantes. Assim, as 35 proteinas significativas restantes apresentaram

concentracOes diferentes ao compararmos as trés fontes, como foi visualizado no
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mapa de calor construido (Figura 12). Nao foi identificada nenhuma proteina

significativa exclusiva de uma Unica fonte de vesiculas extracelulares.

Figura 12 - Mapa de calor

E—i&— Classe

Anxab Classe
Anxa5 2 AD EVs
BM_EVs
1 L_EVs

L_EVS1 AD_EVS1 AD_EVS2 AD_EVS3 L _EVS2 L_EVS3 BM_EVS1 BM_EVS2 BM_EVS3

Fonte: o préprio autor.

Legenda: EVs: vesiculas extracelulares; BM: medula éssea; AD: tecido adiposo; L: pulm&o; Anxa6:
anexina A6; Anxa5: anexina A5; Vcp: ATPase do reticulo endoplasmatico transicional; Fn2: Isoforma
2 da fibronectina; Hspg2: nucleo de proteoglicano de heparan sulfato especifico da membrana basal;
S100A4: proteina de ligacdo de calcio S100 A4; Coll2al: cadeia alfa 1 (XIl) de colageno; Cxcl12:
fator 1 derivado de células estromais; Lox: proteina lisina 6 oxidase; Fnl: isoforma 1 da fibronetina;
Carl: calreticulina; Myl6: polipeptideo leve de miosina 6; HspA5: proteina de choque térmicode 78kDa
regulada por glicose; Eef2: fator de alongamento eucaridtico 2; Actgl:actina citoplasmatica 2; Pdia3:
proteina dissulfeto-isomerase A3; Histlh2ah: histona H2A tipo 1-H; Myh9: mosina 9; Hsp90bl.:
endoplasmina; Lamcl: subunidade gama 1 da laminina; Mdh2: malato desidrogenase 2; Thbsl:
trombospondina 1; Mif: fator inibidor da migracdo de macréfagos; Atp5al: subunidade alfa
mitocondrial de ATP sintase; Plac8: placenta especifica 8; Tpm1: cadeia alfa-1 da tropomiosina; Tnc:
tenascina; Nidl: nidogénio-1; FbIn2: fibulina 2; Myll2a: cadeia leve reguladora da miosina 12A;
Collal: cadeia de colageno alfa-1; AldoA: frutose-Bifosfato Aldolase A; Rps5: proteina ribossdmica
S5; C3: complemento C3 e Lrifl: fator de interacdo com o receptor nuclear dependente de ligante 1.

Nota: Mapa de calor dos coeficientes de correlagdo de Pearson derivados da comparacdo de
triplicatas de EVs provenientes de MSCs da medula éssea (BM_EVSs), tecido adiposo (AD_EVs) e
pulmao (L_EVs). Os valores referentes a intensidade do conjunto de proteinas (Log2 LFQ) apés a
aplicacéo do filtro reverso foram usados para calcular o coeficiente de correlagdo através do software
Perseus, e 0 mapa de calor foi construido utilizando a linguagem R com a fun¢cdo Heatmap3. O
dendograma foi estruturado utilizando-se distancia Euclidiana com ligagdes completas.
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Também foi realizada uma comparacdo de pares no que diz respeito a
concentracéo de proteinas nas EVs derivadas de cada fonte (BM/AD, BM /L e AD /
L) (Figura 13). Observamos que a anexina A5 (Anxa5), a proteina de ligacdo de
calcio S100 A4 (S100A4) e a ATPase do reticulo endoplasmatico transicional (Vcp)
foram reguladas positivamente em EVs da medula éssea em comparacdo com
outras fontes, enquanto a calreticulina (Calr), a cadeia alfal da tropomiosina (Tpm1),
0 nidogénio 1 (Nid 1), a trombospondina 1 (Thbsl) e a fibulina 2 (FbIn2) foram
regulados negativamente. Com relacédo as EVs derivadas de AD, a histona H2A tipo
1-H (Histlh2ah), a proteina dissulfeto-isomerase A3 (Pdia3), a calreticulina (Calr), a
proteina de choque térmico de78kDa regulada por glicose (HspAb5), a subunidade
alfa mitocondrial de ATP sintase (Atp5al), a tropomiosina alfa 1 (Tpml), o
polipeptideo leve de miosina 6 (Myl6) e a miosina-9 (Myh9) foram regulados
positivamente, enquanto a anexina A5 (Anxa5), o fator 1 derivado de células
estromais (Cxcl12), a cadeia alfa 1 (XII) de colageno (Coll12al), a fibronectina (Fnl)
e 0 nucleo de proteoglicano de heparan sulfato especifico da membrana basal
(Hspg2) foram regulados negativamente em comparacdo com EVs derivadas de BM
e L. Vesiculas extracelulares liberadas por células mesenquimais derivadas de
pulmédo expressaram menos trombospondina 1 (Thbsl), fibulina 2 (FbIin2), colageno
alfa 1 (Collal) e cadeia de colageno alfa 1 (XIlI) (Coll2al) quando comparados
aguelas liberadas por células mesenquimais derivadas da medula éssea e do tecido
pulmonar. Os nomes de todas as proteinas identificadas com significancia estatistica

nas EVs podem ser encontrados na Tabela 3.
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Figura 13 - Graficos representam comparacfes pareadas da concentracdo de
proteinas presentes nas vesiculas extracelulares provenientes de diferentes fontes

(BM/AD, BM/L e AD/L)
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Fonte: o proprio autor.
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H2A tipo 1-H; Myh9: mosina 9; Hsp90bl:
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laminina; Mdh2: malato desidrogenase 2;
Thbs1: trombospondina 1; Mif; fator inibidor da
migracao de macrofagos; Atp5al: subunidade
alfa mitocondrial de ATP sintase; Plac8:
placenta especifica 8; Tpml: cadeia alfa-1 da
tropomiosina; Tnc: tenascina; Nidl: nidogénio-
1; FbIn2: fibulina 2; Myll2a: cadeia leve
reguladora da miosina 12A; Collal: cadeia de
colageno alfa-1; AldoA: frutose-Bifosfato
Aldolase A; Rpsb: proteina ribossémica S5 C3:
complemento C3 e Lrifl: fator de interacdo
com o receptor nuclear dependente de ligante
1.

Nota:A-BM/AD: O grafico representa
regulacdo positiva e negativa comparando as
proteinas dos grupos BM e AD (p <0,05). B —
BM/L: O gréfico representa regulagdo positiva
e negativa comparando as proteinas dos
grupos BM e L (p <0,05 ). C- AD/L: O gréfico
representa regulacdo positiva e negativa
comparando as proteinas dos grupos AD e L
(p <0,05).




Tabela 3 - Lista de proteinas identificadas nas vesiculas extracelulares

intensidade significativa (p<0,05)

Sigla
Actgl
AldoA
Anxas
Anxab
Atp5al
C3

Calr
Coll2al
Collal
Cxcl12
Eef2
Fbin2
Fnl

Fn2
Histlh2ah
Hsp90bl
HsSpAS5
Hspg2

Lamcl
Lox
Lrifl
Mdh2
Mif
Myh9
Myll2a
Myl6
Nid 1
Pdia3
Plac8
Rps5
S100A4
Thbsl
Tnc
Tpml
Vcep

Nome da proteina

Actina citoplasmatica 2
frutose-bifosfato Aldolase A

anexina A5

anexina A6

subunidade alfa mitocondrial de ATP sintase
complemento C3

calreticulina

cadeia alfa 1 (XII) do colageno
cadeia alfa 1 do colageno

fator 1 derivado de células estromais
fator de alongamento eucariético 2
fibulina 2

isoforma 1 da fibronectina

isoforma 2 da fibronectina

histona H2A tipo 1H

endoplasmina

proteina de choque térmico de 78kDa regulada por glicose
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com

nacleo de proteoglicano de heparan sulfato especifico da membrana

basal
Subunidade gama 1 da laminina

Proteina lisina 6 oxidase

fator de interacdo com o receptor nuclear dependente de ligante 1

Malato desidrogenase 2

fator inibidor da migracdo de macrofagos
miosina 9

cadeia leve reguladora da miosina 12A
Polipeptideo leve de miosina 6
nidogénio 1

Proteina dissulfeto-isomerase A3
placenta especifica 8

proteina ribossdmica S5

proteina de ligacao de calcio S100 A4
trombospondina 1

tenascina

cadeia alfa-1 da tropomiosina

ATPase do reticulo endoplasmaético transicional

Nota: Na tabela, visualizam-se a sigla e o nome completo correspondentes as
proteinas identificadas
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6.2.2 REGULACAO POSITIVA E NEGATIVA DE VIAS METABOLICAS

Com base no pool de proteinas com expressdo aumentada ou diminuida em
cada grupo, foi realizada a analise das vias metabdlicas enriquecidas através do
WikiPathways. As vias relacionadas ao pool de proteinas predominantes em cada

fonte de vesiculas foram descritas (Tabela 4).
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Tabela 4 - Vias metabdlicas (WikiPathways): Analise comparativa das vias metabdlicas relacionadas ao conteudo protedmico das

vesiculas extracelulares (p < 0,05) (continua)
Fonte Regulacéo Via metabdlica P valor P. valor Odds Ratio Escor'e Genes
ajustado combinado
BM/ADxL Positiva Via de sinaliza¢do da IL-9 WP10 0,003596 0,004642964 434,2174  2443,769793 VCP
BM/ADxL Positiva \?\;Bts‘f;j e regulacao de prostaglandinas 551643 004642964 332,7833  1787,845974 ANXAS
BM/ADxL Negativa Via de resposta inflamatoria WP458 0,007478 0,029119416 172,1207 842,6622961 THBS1
BM/ADxL Negativa Contracdo de musculo estriado WP216 0,0112 0,029119416 113,358 509,1809645 TPM1
BM/ADxL Negativa Via de sinalizacdo do TGF- WP113 0,012934 0,029119416 97,76471  425,0726939 THBS1
BM/ADxL Negativa Via de sinalizagdo do p53 WP2902 0,01664  0,029119416 75,48864  309,1988807 THBS1
BM/ADXL Negativa Regulacdo do calcio no miécito WP553 0,036217 0,050703935 33,98801 112,7798428 CALR
BM/ADxL Negativa Adeséao focal WP85 0,045406 0,052974231 26,91712 83,23043532 THBS1
BM/ADXL Negativa Adeséao focal-PISK-Akt-mTOR WP2841 0,078425 0,078425076 15,22601  38,7594974 THBS1
AD/BMxL Positiva Contracdo de musculo estriado WP216 0,022278 0,07086001 50,36869 191,6095305 TPM1
AD/BMxL Positiva Glicélise e gliconeogénese WP157 0,025215 0,07086001 44,31111 163,0792417 ALDOA
AD/BMxL Positiva  Fosforilagcdo oxidativa WP1248 0,030578 0,07086001 36,30055 126,5975833 ATP5Al
AD/BMxL Positiva Clomeruloesclerose segmentar e focal 53543 007086001 31,17214  104,1210777 MYH9
primaria WP2573
AD/BMxL Positiva Regulacao do calcio no miocito WP553 0,071131 0,087693392 15,10198 39,91798491 CALR
AD/BMxL Positiva w";‘,jggs'”a"zagao da MAPKinase 0,076732 0,087693392 13,94655 3580694267 HSPAS
AD/BMxL Positiva Adeséo focal WP85 0,088762 0,088761986 11,96014  28,96504081 MYL6
AD/BMxL Negativa Via de resposta inflamatoria WP458 0,007478 0,023180083 172,1207 842,6622961 FN1
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Tabela 4 - Vias metabdlicas (WikiPathways): Analise comparativa das vias metabdlicas relacionadas ao conteudo protedmico das
vesiculas extracelulares(p < 0,05)

(concluséo)

Fonte Regulacéo Via metabdlica P valor P.valor Odds Ratio Escor'e Genes
ajustado combinado
AD/BMxL Negativa \?\;gts?;jeregu'a‘?ao de prostaglandinas ;537757 023180083 166,375  809,0939625 ANXAS
AD/BMxL Negativa \FfVeF?;Z'%‘?ao do citoesqueleto de actina ) (37,3 (055032453 32,8543  107,9354587 ENI1
AD/BMxL Negativa Adesao focal WP85 0,045406 0,055932453 26,91712  83,23043532 FN1
AD/BMxL Negativa Via de sinalizacao de citocinas WP2292 0,04661  0,055932453 26,19841  80,32255388 CXCL12
AD/BMxL Negativa Ades&o focal-PI3K-Akt-mTOR WP2841 0,078425 0,078425076 15,22601  38,7594974 FN1
L/BMXAD Positiva  Via de resposta inflamatoria WP458 ~ 2,17E-05 1,52E-04 4754048  5105,230681 %%éﬁl;
g ) COL1AL:
L/BMXAD Positiva Ades&o focal WP85 8,36E-04 0002924434 72,17486 5115333734 oo
L/BMXAD Positiva  Ativacdo de osteoblastos WP238 0,002498 0,004432993 555,1667 3326,770642 COL1A1
L/BMXAD Positiva Adesdo focal-PI3K-Akt-mTOR WP2841  0,002533 0,004432993 40,73085  243,5010775 %%éﬁl;
LIBMXAD Positiva D¢Sregulacao de miRNA na sinalizagdo nns1a4 0009077165 199,7 1006,181577 COL1A1
de insulina/PI13K-AKT WP3855 ' ’ ’ '
L/BMXAD Positiva  Via de sinalizacio do TGF-B WP113  0,012934 0,015089367 97,76471  425,0726939 THBS1
L/BMXAD Positiva  Via de sinalizagdo do p53 WP2902 0,01664 0,016639666 7548864 309,1988807 THBS1

Legenda: AD: tecido adipose; BM: medulla 6ssea; L: pulmdo; IL: interleucina; TGF: Fator de transformacdo do crescimento; VCP: ATPase do reticulo
endoplasmatico transicional, ANXA: Anexina 5; THBS1: trombospondina 1; TPM1: , CARL: ; ALDOA: ; ATP5A1: cadeia alfa-1 da tropomiosina; MYH9:
miosina 9; HSPADS: proteina de choque térmico de 78kDa regulada por glicose; MYL6: polipeptideo leve de miosina 6; FN1: isoforma 1 da fibronectina;
COL1A1: cadeia alfa 1 do colageno
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Vesiculas liberadas por MSCs da medula dssea parecem estar associadas a
ativagdo da sinalizagdo IL-9, através da ATPase do reticulo endoplasmatico
transicional (Vcp), bem como a sintese e regulacdo de prostaglandinas, através da
Anexina A5 (Anxab). Elas também parecem estar ligadas a regulacdo negativa da
resposta inflamatdria, da sinalizagao via TGFB e P53 e das vias de adesao focal,
através da acdo da trombospondina 1 (Thbs1l).

Em relagdo as EVs provenientes do tecido adiposo, vale mencionar o
provavel aumento da atividade da via de fosforilagcdo oxidativa e das vias de
transporte de elétrons, através subunidade alfa mitocondrial sintase (Atp5al) e
também a reducdo da atividade das vias de resposta inflamatdria, regulacdo do
citoesqueleto (actina) e de adesdo focal, que estdo, neste caso, relacionados a
fibronectina (Fnl). Observa-se também reducdo da atividade das vias da

prostaglandina mediadas por Anexina A5 (Anxab).

6.3 Taxa de Sobrevivéncia

O Grupo AD foi associado a uma tendéncia (p=0,107) de menor sobrevida
(60%) em comparagdo ao grupo BM (89%), L (88%) e até mesmo ao SAL (77%) , 48
horas ap6s a inducdo da sepse. O grupo SHAM apresentou 100% da taxa de

sobrevivéncia. (Figura 14)
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Figura 14 - Taxa de sobrevivéncia em 48 horas
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Fonte: o proprio autor.

Legenda: EVs: vesiculas extracelulares; SAL: salina; BM: medula 6ssea; AD:
tecido adiposo; L: pulmao.

Nota: As curvas de sobrevivéncia foram desenhadas a partir do método de
Kaplan-Meier e comparadas através de regressdo logistica. Os o6bitos foram
registrados em 24 e 48 horas apés a administracdo de salina (grupo SAL) ou das
vesiculas extracelulares (grupos BM, AD e L). Animais do grupo SHAM (curva
preta) apresentaram 100% de taxa de sobrevivéncia, enquanto os do grupo BM
(curva verde) 89%, L (curva roxa) 88%, SAL (curva vermelha) 77% e AD (curva
azul) 60%, com p valor = 0,10. Um total de 50 animais foram utilizados para o
ensaio da mortalidade.

6.4 Histologia pulmonar e biologia molecular

Os resultados foram organizados na forma de grafico de caixa, com mediana
e intervalo interquartil [mediana (intervalo interquartil 25-75%)]. A pontuagéo
acumulada no escore DAD foi maior no grupo SAL [22 (19,5-26)] que no grupo
SHAM [6,5 (5,5-7)] (p<0,0125). Todas as fontes de EVs foram capazes de reduzir a
pontuacdo no escore DAD, mas aquelas derivadas do tecido adiposo (grupo AD)
apresentaram o pior desempenho [13 (12,75-15,25)] em comparagcdo com SAL
(Figura 15). BM e L apresentaram desempenho semelhante: [9 (8,75-10,5)] e [9,5
(7,75 e 11,25], respectivamente.
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Figura 15 - Dano alveolar difuso (DAD)
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Fonte: o proprio autor.

Legendas: EVs: vesiculas extracelulares; SAL: salina; BM: medula 6ssea; AD: tecido adiposo; L:
pulméo; VA: via aérea; DA: ducto alveolar; HE: hematoxilina e eosina.

Nota: Grafico de caixa (do inglés, box plot) e figuras representativas das laminas de tecido pulmonar
coradas com hematoxilina e eosina (HE), referentes aos grupos: (a) SHAM, (a) SAL, (c) BM, (d) AD e
(e) L. * Significativamente diferente de SHAM (p valor ajustado <0,0125). # Significativamente
diferente de SAL (p valor <0,05). O grupo SHAM foi comparado aos animais do grupo SEPSE pelo
teste t com corre¢cdo de Bonferroni para 4 comparacgdes (p <0,0125). One-way ANOVA seguido pelo
teste de comparacdo mdltipla de Holm-Sidak foi usado para comparar os grupos SEPSE (SAL, BM,
AD e L). Utilizou-se um n=6/grupo. A linha dentro da caixa representa a mediana, as extremidades da
caixa representam o intervalo interquartil (25 e 75%) e as hastes, os valores maximo e minimo. As
barras representam 100 um. Os contornos vermelhos representam a area de colapso alveolar.

Os niveis de IL-6 foram mais elevados no grupo SAL [30,40 (13,72-34,83)] em
comparacdo com SHAM [6,14 (4,93-10,15)] (p<0,0125), porém ndo diminuiu com
nenhum tipo de terapia. Os niveis de TNF-a foram mais elevados no grupo SAL
[13,85 (12,31-15,5)] em comparacdo com SHAM [5,50 (3,77 — 7,53)] (p<0,0125) e
encontraram-se depletados nos grupos BM [11,8 (8,17 — 13,07)], AD [3,74 (2,98-
4,58)] e L [4,52 (2,19-7,60)] em comparacdo com SAL. (Figura 16).
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Figura 16 - Citocinas no parénquima pulmonar
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Fonte: o préprio autor.

Legenda: EVs: vesiculas extracelulares; SAL: salina; BM: medula éssea; AD: tecido adiposo; L:
pulméo; TNF: fator de necrose tumoral; IL: interleucina.

Nota: Gréfico de caixa (do inglés, box plot) (A) Niveis de fator de necrose tumoral (TNF) -a
guantificados por ELISA: * Significativamente diferente de SHAM (p valor ajustado <0,0125). #
Significativamente diferente de SAL (valor de p <0,002). (B) Niveis de interleucina (IL) -6
guantificados por ELISA: * Significativamente diferente de SHAM (p valor <0,0125). O grupo SHAM foi
comparado aos animais do grupo SEPSE pelo teste t com correcdo de Bonferroni para 4
comparacdes (p <0,0125). One-way ANOVA seguido pelo teste de comparagcdo mdltipla de Holm—
Sidak foi usado para comparar os grupos SEPSE (SAL, BM, AD e L). Utilizou-se um n=6/grupo. A
linha dentro da caixa representa a mediana, as extremidades da caixa representam o intervalo
interquartil (25 e 75%) e as hastes, os valores maximo e minimo.
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6.5 Histologiarenal e biologia molecular

Os resultados foram organizados na forma de grafico de caixa, com mediana
e intervalo interquartil [mediana (intervalo interquartil 25-75%)]. O grupo SAL [24,22
(20,62 - 24,42)] desenvolveu edema intersticial em comparacdo ao SHAM [14,38
(11,44-14,38)], com valor de p < 0,0125, e as trés fontes de EVs foram benéficas na
melhoria dessa alteracdo em comparacdo ao grupo SAL, com destaque para o
grupo BM [16,99 (13,28-18,43)]. O grupo SAL [0,99 (0,61-1,30)] evoluiu com leséo
da borda em escova em comparacdo ao grupo SHAM [0,12 (0,11-0,20)], com
melhora somente no grupo BM [0,50 (0,35-0,65)] (Figura 17).



73

Figura 17 - Edema intersticial e destruicdo da borda em escova
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Fonte: o proprio autor.

Legenda: EVs: vesiculas extracelulares; SAL: salina; BM: medula 6ssea; AD: tecido adiposo; L:
pulmao; PAS: acido periddico de Schiff.

Nota: Graficos de caixa (do inglés, box plot) representativos do edema intersticial (A) e da lesdo da
borda em escova (B). Identificam-se também figuras representativas das laminas de tecido renal
coradas com acido periédico de Schiff (PAS) correspondentes aos grupos: (a) SHAM, (b) SAL, (c)
BM, (d) AD e (e) L. * Significativamente diferente de SHAM (p valor ajustado <0,0125). #
Significativamente diferente de SAL (p valor <0,001). As barras representam 100 um. O grupo SHAM
foi comparado aos animais do grupo SEPSE pelo teste t com corre¢cdo de Bonferroni para 4
comparacdes (p <0,0125). One-way ANOVA seguido pelo teste de comparagcdo mdltipla de Holm—
Sidak foi usado para comparar os grupos SEPSE (SAL, BM, AD e L). Utilizou-se um n=6/grupo. A
linha dentro da caixa representa a mediana, as extremidades da caixa representam o intervalo
interquartil (25 e 75%) e as hastes, os valores maximo e minimo. As setas representam o0 edema
intersticial e os contornos amarelos representam a lesdo da borda em escova.

Interleucina (IL)-18apresentou maior elevacdo em SAL [3,33 (2,42-5,31)]
guando comparado com o grupo SHAM [1,61 (0,75-1,97)], com valor de p ajustado <
0,0125. A administracéo de EVs derivadas das trés fontes foi capaz de reduzir I1L-18
em comparacao ao grupo SAL: BM [1,49 (0,46-1,82)], AD [1,04 (0,79-1,91)] e L [1,22
(0,75-1,73)]. A molécula de injaria renal (KIM)-1 também apresentou maior elevacdo
em SAL [45,10 (30,96-79,62)], quando comparado ao o grupo SHAM [1,19 (0,84-
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5,50)], com valor de p<0,0125, porém apenas as EVs de BM [8,48 (5,34-13,90)] e L
[6,77 (1,33-9,31)] foram capazes de diminuir KIM-1 em comparagdo com animais
SAL (p valor<0,0001) (Figura 18).

Figura 18 - Citocinas no parénquima renal
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Fonte: o préprio autor.

Legenda: EVs: vesiculas extracelulares; SAL: salina; BM: medula éssea; AD: tecido adiposo; L:
pulméo; KIM: molécula de lesédo renal; IL: interleucina.

6.6 Histologia hepatica e biologia molecular

Os resultados foram organizados na forma de grafico de caixa, com mediana
e intervalo interquartil [mediana (intervalo interquartil 25-75%)]. Os camundongos

submetidos a inducdo da sepse desenvolveram vacuolizacdo de hepatécitos em
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comparacdo com animais SHAM (valor de p< 0,0125), o que foi atenuado pelo
tratamento com EVs derivadas de BM [1,90 (1,50-2,15)], quando comparado ao
grupo SAL [3,60 (2,60-3,80)] (Figura 19).

Figura 19 - Vacuolizacao (esteatose e degeneracdo hidropica)
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Fonte: o préprio autor.

Legenda: EVs: vesiculas extracelulares; SAL: salina; BM: medula 6ssea; AD: tecido adiposo; L:
pulmao; HE: hematoxilina e eosina.

Nota: Gréfico de caixa (do inglés, box plot) representativo da vacuolizacdo. ldentificam-se também
figuras representativas das laminas de hepatico renal coradas com hematoxilina e eosina (HE)
correspondentes aos grupos: (a) SHAM, (b) SAL, (c) BM, (d) AD e (e) L.* Significativamente diferente
de SHAM (p valor ajustado <0,0125). # Significativamente diferente de SAL (p valor = 0,01). As barras
representam 100 um. O grupo SHAM foi comparado aos animais do grupo SEPSE pelo teste t com
correcdo de Bonferroni para 4 comparacdes (p <0,0125). One-way ANOVA seguido pelo teste de
comparagdo mdltipla de Holm-Sidak foi usado para comparar os grupos SEPSE (SAL, BM, AD e L).
Utilizou-se um n=6/grupo. A linha dentro da caixa representa a mediana, as extremidades da caixa
representam o intervalo interquartil (25 e 75%) e as hastes, os valores méximo e minimo.As setas
representam o edema intersticial e os contornos amarelos representam a borda em escova.

Apenas o grupo BM [20,19 (10,90-25,30)] apresentou redugcdo do namero de
células em sinusoides em comparacdo com animais SAL [37,44 (31,78-52,95)]

(Figura 20), com p valor < 0,03. Nao foram observadas diferencas nas citocinas
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hepéticas (PD-1, IL-6 e IL-10) entre os cinco grupos estudados (Figura 21).

Figura 20 - Avaliacdo quantitativa da infiltracdo de células inflamatérias nos
sinusoides hepaticos
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Fonte: o préprio autor.

Legenda: EVs: vesiculas extracelulares; SAL: salina; BM: medula 6ssea; AD: tecido
adiposo; L: pulméo; HE: hematoxilina e eosina.

Nota: Gréafico de caixa (do inglés, box plot) representativo da quantificacdo da
infiltrac@o de células inflamatorias nos sinusoides em laminas de figado coradas com
hematoxilina e eosina (HE). # Significativamente diferente de SAL (p valor = 0,03). O
grupo SHAM foi comparado aos animais do grupo SEPSE pelo teste t com correcéo
de Bonferroni para 4 comparacdes (p <0,125). One-way ANOVA seguido pelo teste
de comparacdo multipla de Holm—Sidak foi usado para comparar os grupos SEPSE
(SAL, BM, AD e L). Utilizou-se um n=6/grupo. A linha dentro da caixa representa a
mediana, as extremidades da caixa representam o intervalo interquartil (25 e 75%) e
as hastes, os valores maximo e minimo.
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Figura 21 - Citocinas no parénquima hepatico
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Fonte: o proprio autor.

Legenda: EVs: vesiculas extracelulares; SAL: salina; BM: medula 6ssea; AD: tecido adiposo; L:
pulmao; IL: interleucina; PD: proteina de morte celular programada.

Nota:Graficos de caixa (do inglés, box plot) representando (A) Niveis de interleucina (IL)-6
quantificados por PCR. (Niveis de interleucina (IL) -10 quantificados por PCR. (C) Niveis de proteina
de morte celular programada (PD)-1 quantificados por PCR. O grupo SHAM foi comparado aos
animais do grupo SEPSE pelo teste t com correcdo de Bonferroni para 4 comparacdes (p <0,125).
One-way ANOVA seguido pelo teste de comparacdo multipla de Holm—Sidak foi usado para comparar
0s grupos SEPSE (SAL, BM, AD e L). Utilizou-se um n=6/grupo.A linha dentro da caixa representa a
mediana, as extremidades da caixa representam o intervalo interquartil (25 e 75%) e as hastes, 0s
valores méximo e minimo.
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7 DISCUSSAO

Neste estudo, observamos performances distintas das vesiculas
extracelulares derivadas das diferentes fontes de MSCs na recuperacao dos danos
aos 6rgaos e nos marcadores de inflamacdo no modelo experimental de sepse. A
terapia com EVs é uma alternativa promissora na abordagem da sepse, pois foi
capaz de modular o sistema imunologico e a resposta inflamatéria. Identificamos que
EVs derivadas de BM, AD e L foram capazes de reduzir o escore DAD e a
expressdao de TNF-a no parénquima pulmonar. Nos rins, EVs das trés fontes
reduziram o edema intersticial. Os marcadores de lesao renal aguda (IL-18 e KIM-1)
melhoraram apos o tratamento com vesiculas de BM e L. No figado, EVs derivadas
da medula 6ssea melhoraram o grau de vacuolizagdo hepética e a infiltracdo de
células nos sinusoides hepaticos. EVs derivadas de BM foram associadas a menor
dano tecidual do pulméo, figado e rim quando comparadas as provenientes de AD e
L, o que possivelmente estda associada as diferencas observadas no conteudo
protedmico, que varia a depender da fonte. O sumario dos nossos meétodos e

resultados pode ser observado no resumo gréafico abaixo (Figura 22):



Figura 22 - Sumario grafico
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Fonte: o préprio autor.

Legenda: EVs: vesiculas extracelulares; BM: medula 6ssea; AD: tecido
adiposo; IL: interleucina; KIM: molécula de injdria renal.

Nota:Resumo dos métodos: Utilizou-se um modelo de sepse
experimental para avaliagdo do efeito terapéutico da administragéo
intravenosa vesiculas extracelulares (EVs) derivadas de células
mesenquimais (MSCs) provenientes de medula éssea (BM), tecido
adiposo (AD) e pulméo. Foi realizada caracterizacao ultraestrutural e
protedbmica das vesiculas. Além disso, foi avaliado o efeito das
diferentes fontes de EVs em alguns érgaos. No pulméo, analisou-se o
impacto das EVs no dano alveolar difuso pulmonar (DAD) e na
infiltracdo de interleucina (IL)-6 e fator de necrose tumoral (TNF)-alfa.
No rim, o edema intersticial, a IL-18 e a molécula de injaria (KIM)-1. No
figado, avaliou-se o efeito da terapia com EVs na vacuolizacdo e na
inflamacéo celular, a partir da quantificacdo do infiltrado celular nos
sinuséides hepaticos. A cor verde representa efeito benéfico de uma
vesicula sobre determinado pardmetro analisado; a amarela, efeito
neutro; em vermelho, efeito inferior.
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Para inducdo de sepse experimental, foi escolhido o modelo bem
estabelecido de ligadura e perfuracdo do ceco, uma vez que se assemelhaa
fisiopatologia da sepse em humanos, causando lesdes pulmonares e em 6rgaos
distais (RITTIRSCH; FLIERL; WARD, 2008). E um modelo de facil execucéo,
reprodutivel, que permite a definicAo do grau de severidade da sepse que sera
induzida (a partir da variacdo do tamanho do jelco utilizado) e que mimetiza as
alteracdes hemodindmicas, metabdlicas e imunolégicas observadas na sepse em
humanos (BURAS; HOLZMANN; SITKOVSKY, 2005). Além disso, esse modelo &
mais "fisiologico” quando comparado aos outros de sepse experimental, como a
administracdo exogena de uma toxina (lipopolissacarideo, LPS) ou da propria
bactéria, na medida em que o CLP altera a barreira endégena de protecdo colbnica,
permitindo a translocacao bacteriana e a inflamacéo sistémica, fato que observamos
frequentemente na pratica médica (na apendicite ou na diverticulite perfuradas, por
exemplo). Em relacdo as suas limitagdes, destacam-se: alguns animais sao capazes
de conter a infec¢ao sistémica a partir da organizacdo de um abscesso no local da
perfuracdo, ndo progredindo para sepse; a gravidade da sepse induzida varia de
acordo com o tamanho da perfuracdo, o que tenta ser contornado utilizando uma
agulha de mesmo calibre para realizar a perfuragcdo cecal nos animais, mas pode
ocorrer em caso de inexperiéncia do pesquisador (que pode fazer lesGes variaveis
no ceco a despeito de utilizar uma agulha de mesmo calibre em todos os
momentos)(BURAS; HOLZMANN; SITKOVSKY, 2005). Uma critica a0 nosso
desenho experimental, que cabe também a outros ensaios devido as dificuldades
técnicas associadas, refere-se a auséncia do suporte suplementar rotineiramente
realizado em humanos sépticos, como administracdo adequada de fluidos para
ressuscitacdo volémica (somente 1 ml de salina subcutanea foi administrada apos a
cirurgia), aminas para controle hemodinamico, oxigenioterapia, suporte ventilatorio,
entre outras.

Seis horas apos a realizacdo do modelo de CLP, a inflamacao sistémica ja
esta presente e vinte e quatro horas ap6s o procedimento, as principais alteracoes
no pulmao, rim e figado sdo observadas, o que se assemelha a sepse humana
(BURAS; HOLZMANN; SITKOVSKY, 2005). Nosso grupo administrou terapia
antibiotica 6 e 24 horas apds a realizacdo do modelo de CLP, com o intuito de
mimetizar — pelo menos em parte- a terapéutica basica administrada em humanos. A

terapia com EVs foi administrada 24 horas apés a inducdo da sepse, como descrito
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anteriormente pelo nosso grupo (SILVA, J. D. et al., 2019).

De acordo com a Sociedade Internacional de Terapia Celular e Genética, as
MSCs caracterizam-se pela capacidade de aderir em plastico e de se diferenciar em
condroblastos, adipdcitos e osteoblastos, bem como pela expressdo de marcadores
de superficie especificos (CD105, CD 73 e CD90) e pela auséncia de CD45, CD34 e
CD14 (DOMINICI et al., 2006). As MSCs podem migrar para tecidos inflamados -
através do efeito quimioatrativo realizado pela sinalizagdo de moléculas liberadas
por células imunes e células lesadas - e, em seguida, atuar na reparacao de 6rgaos,
fornecendo fatores tréficos e de crescimento, como o TGF1. Elas também possuem
efeitos antimicrobianos, antiapoptéticos e antioxidantes, o que é crucial para o
combate da sepse em sua fase inicial (MATTHAY; PATI; LEE, 2017). As MSCs séo
capazes de imunomodular respostas inflamatdrias, secretando fatores anti-
inflamatorios, alterando a polaridade do macréfago (tendéncia a se tornar M2) e
aumentando a funcéo dos linfocitos T Regulatorios (CHANG et al., 2012; CHAO et
al., 2014; GOTTS; MATTHAY, 2016). A medula éssea ainda é a fonte mais estudada
de MSCs, mas novas fontes estdo surgindo, como tecido adiposo, pulméao, cordéo
umbilical, fluido menstrual, entre outros. Vale ressaltar que as propriedades
fenotipicas, funcionais e imunoldgicas das MSCs dependem e variam de acordo com
a fonte analisada (HO et al., 2018; MENARD et al., 2020).

As EVs sdo secretadas por diversos tipos de células e podem ser
classificadas de acordo com suas caracteristicas fisicas como tamanho, sendo
divididas em pequenas (<200nm) e médias/grandes (>200nm) (THERY et al., 2018).
Seu conteudo inclui proteinas, lipidios, DNA, mRNA, miRNA e organelas celulares,
com perfis semelhantes as suas células de origem (ABREU; WEISS; ROCCO, 2016;
KESHTKAR; AZARPIRA; GHAHREMANI, 2018) e que mudam de acordo com o0
orgao fonte de MSC, mesmo quando derivados do mesmo doador (VAN BALKOM et
al., 2019). As EVs liberadas por MSCs sdo capazes de promover contato indireto
entre células, levando o conteudo de sua origem para ceélulas receptoras, o que
acontece por multiplos mecanismos, como interagdes na superficie celular,
internalizacdo de compartimentos endociticos e fusdo entre membranas plasmaticas
(ABREU; WEISS; ROCCO, 2016).

Para isolar vesiculas extracelulares, selecionamos o0 método de
ultracentrifugacdo de 100.000 x g, precedido por centrifugacdo em menor

velocidade. De acordo com 0O consenso mais recente escrito pela Sociedade
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Internacional de Vesiculas Extracelular (THERY et al., 2018), ndo ha um método de
separacao ideal para isolar as EVs e o mesmo deve ser escolhido com base na
experiéncia e no objetivo dos pesquisadores envolvidos. O protocolo escolhido neste
estudo garante uma recuperacao intermediaria e a especificidade das EVs, o que é
adequado para simular o mecanismo de acdo de MSC desejado: a liberacdo de
vesiculas extracelulares na circulacdo. As vesiculas obtidas no nosso estudo sé&o
classificadas como pequenas (tamanho médio de 150 a 200 nm) e possuem
morfologia (contorno esférico) semelhante as definicbes encontradas no consenso
(THERY et al., 2018). Além disso, identificamos a presenca de CD81, CD44 e
anexinas nos ensaios de protebmica, que sdo marcadores de superficie de EVs
provenientes de MSCs (THERY et al., 2018). Neste estudo, optamos por avaliar 0s
efeitos das vesiculas analisando danos histoldgicos, infiltragdo celular e producao de
citocinas no pulméo, figado e rim.

A administragdo de EVs derivadas de MSCs provenientes de medula 6ssea
(BM) e pulméo (L) associou-se a taxas de mortalidade menores quando comparadas
ao SHAM. No entanto, surpreendentemente, AD-EVs apresentaram a maior taxa de
mortalidade em comparacdo com todos os grupos, incluindo o SAL (p = 0,107).
Estudos prévios evidenciaram efeito benéfico das MSCs e EVs derivadas de tecido
adiposo em modelos experimentais. Em fevereiro de 2023, Li e colaboradores
publicaram um estudo onde avaliaram o efeito do tratamento da sepse experimental
induzida por CLP com MSCs derivadas de tecido adiposo, que foi responsavel pela
reducdo da mortalidade (taxa de sobrevivéncia aumenta de 8,39% para 35,89%), da
reducdo da inflamacéo e do dano tecidual (LI et al., 2023). Cabe destaque que as
células mesenquimais foram diluidas em 0,2 ml (200 uL, volume 3 vezes maior que
o administrado no nosso modelo), e a otimizacdo da ressuscitacdo volémica pode
estar associada ao melhor desfecho observado. Além disso, as células foram
administradas mais precocemente (6h apds a inducdo da sepse, enguanto
administramos com 24h). Em 2020, Bai e colaboradores evidenciaram que o
tratamento da sepse experimental induzida por LPS intraperitoneal com EVs
derivadas de MSCs do tecido adiposo reduziu a concentragao de citocinas e o dano
tecidual em pulmdo, rim e figado, sem relatar diferengas na taxa de mortalidade (BAI
et al., 2020).

Os dados encontrados no nosso estudo divergem com a literatura, na medida

em que ainda nao havia sido descrito um aumento da mortalidade pelo tratamento
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com as AD-EVs. Tal fato reforca o fato que a acdo das vesiculas varia de acordo
com sua ceélula de origem, forma de inducdo da liberagdo e meio no qual atuam,
como descrito previamente (MENARD et al., 2020). O pior desempenho das EVs
derivadas de tecido adiposo também pode ser explicado pelo conteudo das AD-EVs
isoladas no nosso protocolo, que possui menos fibronectina, uma proteina que
interage com a fibrina durante o processo de coagulagdo, em comparagdo com
outras fontes. Foi descrito previamente que a deplecdo da fibronectina no plasma é
um marcador progndéstico na sepse humana, o que pode estar relacionado a sua
participacdo na resposta do hospedeiro a infeccdo (LEMANSKA-PEREK et al., 2020;
RUIZ MARTIN et al., 2004). A fibronectina interage com macrofagos auxiliando na
defesa imunoldgica, atua na integridade vascular e também parece modular a
ativacdo do complemento, favorecendo a depuracdo bacteriana, o que pode nos
ajudar a compreender as diferencas observadas na terapia com EVs de multiplas
fontes(BECKER; O'NEILL, 2007; KESKI-OJA; MOSHER; VAHERI, 1976;
PROCTOR, 1987). Além disso, as AD-VEs apresentaram menor contetddo de
anexina Ab.

As anexinas sao proteinas que compdem a estrutura das membranas
celulares, dependem de célcio e estdo associadas a ligacao de fosfolipideos, sendo
encontradas inclusive na superficie das MSCs e EVs, fazendo parte dos marcadores
minimos de superficie destas ultimas(THERY et al., 2018). Possuem como
caracteristicas adicionais os efeitos anti-inflamatorios, de imunidade inata,
antiapoptoticos e anticoagulantes. Diversos componentes da familia das anexinas
estdo associados a vias exociticas e endociticas (MUI et al., 2021). A anexina 5 é
altamente expressa por células que tem funcdo de barreira no organismo, como
células endoteliais, salivares e da placenta, o que reforca sua associacdo com 0s
mecanismos da imunidade inata, enquanto a anexina 6 parece estar associada a
agregacdo de endossomos e fusdo de vesiculas no epitélio secretor durante a
exocitose (RAND et al., 2012). Na sepse, a Anexina A5 melhora a fungcéo organica,
reduz a liberacdo de citocinas inflamatdrias e protege contra isquemia (MUI et al.,
2021). O mecanismo através do qual a anexina A5 possui efeitos anti-inflamatorios e
anticoagulantes parece estar associado a acdo do seu dimero dianexina, que é
capaz de bloquear a fosfatidilserina, um fosfolipidio intracelular que, quando
externalizado na superficie celular — algo recorrente na fisiopatologia da sepse,

mediante ao alto grau de apoptose, ativa a liberagdo de citocinas, fagocitose e
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ativacdo da cascata de coagulacdo (BEATTIE et al.,, 2019). Em 2019, Beattie e
colaboradores publicaram que a administracdo da dianexina em camundongos
sépticos reduziu a disfuncdo vascular e a coagulopatia quando comparado aos
animais nao tratados (BEATTIE et al., 2019). Cabe destaque que ha evidéncia de
gue a anexina A5 acople-se diretamente a superficie das bactérias gram-negativas
via ligagdo com o lipidio A do LPS, interrogando-se seu possivel efeito
bactericidadireto (RAND et al., 2012). Dessa forma, especulamos que talvez o pior
desempenho das AD-EVs também possa estar associado a uma menor
concentracdo da anexina A5, quando comparada as demais BM-EVs e L-EVs.

EVs derivadas do tecido adiposo também ativam as vias relacionadas ao
ATP, o que pode estar associado a producdo macica de espécies reativas de
oxigénio e vias pro-inflamatoérias. Juntos, esses dados nos ajudam a elaborar
hipéteses sobre o motivo pelo qual EVs derivadas do tecido adiposo tém pior efeito
na sepse quando comparados as outras duas fontes analisadas neste estudo,
entretanto estudos adicionais para compreender essa associacao S80 necessarios.

Em relacdo aos efeitos das vesiculas extracelulares nos pulmbes, as trés
fontes foram capazes de reduzir o dano alveolar difuso (DAD). BM-EVs reduziram o
edema intersticial renal e a presenca de biomarcadores precoces de lesdo proximal
do tdbulo, como KIM-1 e IL-18 (AMARAL PEDROSO et al., 2020) de forma mais
eficaz quando comparadas com EVs derivadas dos tecidos adiposo e pulmonar,
além de terem sido a Unica fonte de EVs capaz de reduzir os danos hepaticos, como
demonstrado pela quantificacdo da vacuolizacdo dos hepatodcitos e pela infiltracdo
celular em sinusoides, embora ndo tenham sido observados efeitos positivos nos
niveis de IL-6, IL-10 e PD1 hepaticas.

EVs derivadas da medula 6ssea apresentaram o melhor desempenho geral.
Comparando o teor protebmico de BM-EVs com outras fontes, observou-se maior
concentracdo de ATPase do reticulo endoplasmaético transicional (Vcp), proteina que
estimula a via de sinalizacdo do IL-9, como descrito na tabela 3. O aumento de IL-9
parece atuar protegendo os camundongos sépticos através de um mecanismo que
envolve a modulacdo de mediadores pré e anti-inflamatérios(GROHMANN et al.,
2000). Além disso, foi demonstrado que as BM-VEs tém mais Anexina A5, uma
proteina com multiplos beneficios, como ja citado previamente (BEATTIE et al.,
2019).

O uso de EVs derivadas de MSC apresenta-se como uma terapia alternativa
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na sepse para superar as limitagdes impostas pela terapia celular isolada, como o0s
efeitos adversos tromboembdlicos e o receio associado ao efeito pré-tumoral
secundéario a administracdo intravenosa de doses superiores a 10 milhdes de
MSCs/Kg de peso em individuos saudaveis (HOMMA et al., 2023). Cabe destacar
que o efeito pro-neoplasico nao foi confirmado em uma meta-analise recente, que
avaliou os efeitos adversos da adminstracdo nas MSCs em humanos (WANG; YI;
SONG, 2021). As vesiculas apresentam ainda baixa imunogenicidade, toxicidade e
permanecem estaveis na circulacdo (KHOSROJERDI et al., 2021).

Ha um ensaio clinico publicado em 2022 (Identificador NCT05283317) que
avaliou a terapia com MSCs derivadas de tecido adiposo na sepse em humanos,
infundida na dose de 1x10° células/Kg, administradas nos dias 1, 3, 5, 7 e 9 em
conjunto com terapia padrao (antibioticoterapia, expansao volémica e medidas de
suporte) em comparagdo ao grupo controle (que recebeu somente terapia padréo).
Havia 10 pacientes no grupo tratamento e 20 no grupo controle. Houve melhora do
escore SOFA ajustado e da funcéo renal, entretanto sem alteracdes nas citocinas
séricas e na taxa de mortalidade (ALP et al., 2022). Como o numero de participantes
foi reduzido, ensaios adicionais sdo necessarios.

Em seres humanos, os estudos com EVs encontram-se um pouco menos
avancados quando comparados aos estudos com MSCs. Ha 8 ensaios clinicos
registrados no ClinicalTrials.gov que utilizam terapia com vesiculas extracelulares
derivadas de MSCs. Dois deles séo chineses e estdo ativos e recrutando: o primeiro
objetiva avaliar o efeito do tratamento com as EVs nebulizadas em pacientes com
Covid-19 (IdentificadorNCT05787288) e o0 segundo, o efeito das EVs nebulizadas na
tosse crbnica ap6s Covid-19 (IdentificadorNCT05808400). Os seis restantes ainda
nao estao ativos, mas objetivam avaliar: 1) Efeito da administracdo intravenosa da
EVs em modelo de sindrome do desconforto respiratério agudo
(IdentificadorNCT05127122); 2) Efeito da administracdo intravenosa da EVs na
Covid-19 leve (IdentificadorNCT05125562); 3) Efeito da administracao intravenosa
da EVs em modelo de sindrome do desconforto respiratério agudo
(IdentificadorNCT05127122); 4) Uso de EVs no reparo de regeneragao de doencgas
0sseas segmentares (IdentificadorNCT05127122); 5) Impacto da infusdo de EVs na
reducdo da rejeicdo aguda ao transplante hepatico (IdentificadorNCT05881668) e 6)
Efeito das EVs na fistula perianal cronica na doengca de Crohn

(IdentificadorNCT05499156). Ainda ndo ha proposta de ensaio clinico com o intuito
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de avaliar o impacto da infusdo das EVs na sepse listada na plataforma Clinical
Trials.

Vale destacar algumas das limitagdes deste estudo: a sepse experimental foi
desenvolvida através do modelo CLP, com o objetivo de mimetizar a sepse em
humanos, entretanto ainda ndo € possivel garantir o alto nivel de fidelidade entre o
modelo animal e o clinico. Além disso, utilizamos somente camundongos do sexo
masculino em nosso ensaio e atualmente ha evidéncia de que o sexo e as
caracteristicas hormonais modulam o sistema imune e a resposta a infeccao:
machos parecem estar mais vulneraveis aos efeitos deletérios da sepse e somente
esse grupo foi avaliado neste estudo (ANGELE et al., 2014). Cabe destaque também
o fato desses animais terem sido observados por somente 48h, ndo sendo possivel
registrar nesse intervalo de tempo diferenca significativa na taxa de sobrevivéncia.
Questionamos se uma observacdo mais prolongada, como 7 a 10 dias, ndo teria
sido capaz de evidenciar tal diferenca.

Outra limitagcdo importante, especialmente quando consideramos expandir a
terapia proposta para a pratica clinica, merece destaque: a cultura de células
mesenquimais estromais € um processo de alto custo e complexo, que exige uma
tecnologia de alto nivel para producdo macica de vesiculas extracelulares. Além
disso, as MSCs e a assinatura molecular das EVs variam ndo apenas dependendo
da fonte tecidual, mas também dependendo do doador, o que poderia gerar
inconstancia nos resultados clinicos quando expandimos para uma terapia em larga
escala. Objetivando confeccionar vesiculas extracelulares para aplicacdo clinica, é
necessaria uma enorme quantidade de MSCs na cultura de células. Nosso trabalho
evidenciou que os efeitos da terapia com EVs dependem da fonte celular e do
orgao-alvo, portanto seria ideal fornecer, na terapia em humanos, vesiculas
extracelulares que apresentam o melhor desempenho sobre o 6rgdo mais
danificados em cada doenca, orquestrando uma abordagem otimizada e mais custo-
efetiva. Para isso, sdo necessarios mais estudos para compreender a melhor fonte

de vesicula extracelular em cada patologia e para cada érgéo lesado.



87

8 CONCLUSAO

No modelo experimental de sepse induzida por ligacdo e perfuracdo de ceco,
as vesiculas extracelulares derivadas da medula 6ssea apresentam melhor efeito
terapéutico quando comparadas as EVs de AD e L-MSCs e isso parece estar

associados ao seu conteudo proteémico.
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