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RESUMO

Vesiculas extracelulares (EVs) sdo pequenas vesiculas membranosas liberadas por
todos os tipos de células. As EVs sdo capazes de transportar diversas biomoléculas
provenientes da célula parental e transferi-las para as células-alvo de forma objetiva.
Assim, as EVs podem participar de varios processos biologicos mediando a
comunicagao celular, a resposta imune e a homeostase. Tentativas anteriores de
isolar EVs do plasma mostraram contaminagao por lipoproteinas, o que € um
complicador nos estudos de EVs, uma vez que as lipoproteinas também podem
modular respostas metabolicas e inflamatorias. Dessa forma, nosso objetivo foi
padronizar protocolos para isolamento de EVs evitando contaminagcdo por
lipoproteinas. No primeiro trabalho abordado nessa dissertacdo apresentamos um
protocolo padronizado por nosso grupo para a separagao concomitante de EVs e
lipoproteinas de baixa ou muito baixa densidade (LDLs ou VLDLs) do plasma
através da ultracentrifugagcdo de um gradiente de densidade (G-UC). No trabalho
seguinte, avaliamos diferentes métodos para isolamento de EVs sem contaminagéo
por lipoproteinas apds a deplecado das lipoproteinas por G-UC. Primeiramente, o
plasma foi aplicado a G-UC para a deplecéo de lipoproteinas e foi entdo submetido a
centrifugacéo seriada (SC) ou a uma coluna de cromatografia de exclusdo por
tamanho (SEC) para isolamento das EVs. A analise e identificagdo da populagdo de
EVs foi feita por meio da analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) e
citometria de fluxo. A auséncia de lipoproteinas nas popula¢des de EVs isoladas foi
confirmada através da quantificacdo de colesterol e detec¢cdo da apolipoproteina
B100 (apoB-100) por western blot. Complementarmente, realizamos analise
proteOmica visando a investigagdo em larga escala de proteinas das EVs isoladas
através das diferentes abordagens. Nossos resultados demonstraram que a SEC
separa EVs de lipoproteinas de alta densidade (HDL), mas nao de LDLs ou VLDLs,
que permaneceram contaminantes. O G-UC, por sua vez, foi eficiente na separagao
de lipoproteinas da fragdo plasmatica, permitindo o isolamento subsequente de EVs
depletadas da contaminacgao por lipoproteinas. Analise protebmica, quantificagao de
colesterol e detecgado de apo B-100 confirmaram a eliminagdo da contaminagéo por
LDL e VLDL das EVs isoladas através da SEC apos G-UC. Além disso, a analise
protedmica identificou niumeros de proteinas e vias bioldgicas semelhantes em EVs
isoladas, independentemente da deplecdo de lipoproteinas, o que foi consistente
com as fontes celulares semelhantes identificadas por citometria de fluxo.
Conjuntamente, nossos resultados demonstram que a combinac&o de G-UC seguida
de SEC pode fornecer EVs livres de lipoproteinas sem viés de origem e fungao
celular, permitindo a obtencdo de EVs de alta pureza com potenciais implicagdes
para ensaios funcionais e analises lipiddmicas.

Palavras-chave: Vesiculas extracelulares. Isolamento. Contaminagcdo por
lipoproteinas. Gradiente de densidade. SEC. Protebmica.



ABSTRACT

Extracellular vesicles (EVs) are small membranous vesicles shed by all cell types.
EVs are able to transport several biomolecules from parental cell and transfer then to
target cells in an objective way. Therefore, EVs participate in many biological
processes mediating cells communication, immune response and homeostasis.
Previous attempts of isolating EVs from plasma have shown contamination with
lipoproteins, which is a setback on EVs’ studies once lipoproteins can also modulate
metabolic and inflammatory responses. Therefore, our aim was to standardize
protocols for EVs isolation avoiding lipoprotein contamination. In the first work
addressed in this dissertation, we present a protocol standardized by our group for
the concomitant isolation of EVs and low or very low-density lipoproteins (LDL or
VLDL) from plasma through ultracentrifugation of a density- based gradient (G-UC).
In the following work, we tested different methods for isolating EVs without lipoprotein
contamination following lipoprotein depletion by G-UC. Firstly, plasma was applied to
G-UC for lipoprotein depletion and then subjected to serial centrifugation (SC) or
applied to a size exclusion column (SEC) for isolation of EVs. The analysis of EVs
population was made through nanoparticle tracking analysis (NTA) and flow
cytometry. The absence of lipoproteins in the isolated EVs was confirmed through
quantification of cholesterol and detection of apolipoprotein B100 (apoB-100) through
western blot analysis. We employed bottom-up proteomics aiming the large-scale
analysis of proteins in EVs isolated through the different approaches. We showed
that SEC separates EVs from high-density lipoproteins (HDL) but not from LDLs or
VLDLs, which remained contaminants. G-UC was efficient in separating lipoproteins
from the EVs-enriched plasma fraction, allowing subsequent isolation of EVs
depleted from lipoprotein contamination. Combined analysis from EVs proteomics,
cholesterol quantification and apo B-100 detection confirmed the elimination of LDL
and VLDL contamination by G-UC before EVs isolation. Proteomic analysis identified
similar protein numbers and similar biological pathways in isolated EVs regardless of
lipoprotein depletion, which was consistent with similar cellular source identified by
flow cytometry. Taken together our results demonstrate that the combination of G-UC
followed by SEC can provide lipoprotein-free EVs without bias of cellular origin and
function, allowing the obtention of high pure EVs with potential implications for
functional assays and lipidomic analysis.

Keywords: Extracellular vesicles. Isolation. Contamination by lipoproteins. Density
Gradient. SEC. Proteomics.
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1 INTRODUGAO

Vesiculas extracelulares (EVs) sdo um grupo heterogéneo de particulas
membranosas nanodimensionadas secretadas pelas células no espago extracelular
(LIANGSUPREE; MULTIA; RIEKKOLA, 2021; O'BRIEN et al., 2020). Microvesiculas,
€xX0ssomos e corpos apoptoéticos sdo os trés principais subtipos de EVs, que se
distinguem por sua biogénese, mecanismos de liberagdo, tamanho, composicéo e
funcdo (DOYLE; WANG, 2019; YANEZ-MO et al., 2015). EVs pode ser liberadas por
células ativadas ou apoptdéticas em consequéncia a diversos estimulos, incluindo
estimulos endégenos como PAMPSs e citocinas e exdgenos como sinais de estresse
celular (BURGER et al., 2013; RIDGER et al., 2017a). Essas estruturas sdo capazes
de transportar conteudos bastante variado incluindo RNAs, proteinas, lipidios e
DNA, que podem ser entregue as células-alvo na proximidade imediata ou a
distdncia por meio dos biofluidos, desencadeando uma variedade de respostas
fenotipicas (O'BRIEN et al., 2020; RATAJCZAK et al., 2006; VAN NIEL; D’ANGELO;
RAPOSO, 2018).

Devido a estudos que revelaram os papéis unicos desempenhados pelas
EVs na comunicagao célula-a-célula, essas estruturas tém atraido grande interesse
nas ultimas décadas, interesse esse reforgado por sua potencial utilidade clinica
como marcadores prognosticos e sua participagdo em condigdes fisioldgicas e
patolégicas (DE TORO et al.,, 2015; XU et al., 2016). EVs podem participar da
sinalizacao imune (MARAR; STARICH; WIRTZ, 2021); na apresentacdo de
antigenos (LINDENBERGH; STOORVOGEL, 2018; ROBBINS; MORELLI, 2014); na
regulacdo do estresse oxidativo (Ql et al., 2021); na amplificacdo inflamatoria por
meio do transporte de citocinas e recrutamento celular (HOTTZ et al., 2013;
RATAJCZAK et al., 2006); na hemostasia e trombose patoldgica (ZIFKOS; DUBOIS;
SCHAFER, 2021), além de em muitos outros sistemas. Além disso, EVs podem
desempenhar papéis patoldgicos e revelar o estado metabdlico do corpo em
diversas condigbes (SHAH; PATEL; FREEDMAN, 2018), incluindo no céancer
(LAZAR; GOLDFINGER, 2021), doengas cardiovasculares (YANG et al., 2021),
neurodegenerativas (XIAO et al., 2021) e infecciosas (GIANNESSI et al., 2020). No
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entanto, estudos visando a caracterizagdo e a avaliagcao funcional das EVs a partir
de amostras clinicas ainda enfrentam um grande problema relativo aos
contaminantes co-isolados (THERY et al., 2018; WEBBER; CLAYTON, 2013a).

Atualmente, diversas sédo as técnicas empregadas para o isolamento de
EVs, como ultracentrifugagdes associadas ou ndo a gradientes, centrifugagdes
seriadas (SC), cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC), ultrafiltracéo,
precipitacdo e captura por imunoafinidade. Todavia, a padronizagcéo desses métodos
ainda €& bastante discutida e um “padrao ouro” ainda ndo foi definido
(LIANGSUPREE; MULTIA; RIEKKOLA, 2021; RIDGER et al., 2017a). Outra grande
dificuldade no estudo dessas vesiculas é garantir a pureza das amostras,
principalmente quando advindas de biofluidos como plasma, saliva, urina ou efusbes
cancerigenas, o que € de fundamental importancia para comprovar que um
determinado fendmeno observado esta associado as EVs e ndo a contaminantes co-
isolados (THERY et al., 2018; WEBBER; CLAYTON, 2013b). Segundo a literatura as
lipoproteinas sdo consideradas o principal contaminante de EVs isoladas do plasma
devido ao fato de compartilharem tamanhos e densidades semelhantes a varios
subconjuntos de EVs, tornando-as um dos maiores problemas no estudo dessas
estruturas (KREIMER et al.,, 2015; LIANGSUPREE; MULTIA; RIEKKOLA, 2021;
THERY et al., 2018).

As lipoproteinas sao complexos biomoleculares esféricos constituidos por
uma monocamada de fosfolipidios e apolipoproteinas, que sdo responsaveis pelo
transporte de lipidios apolares, como triglicerideos e colesterol-ésteres (AFONSO;
SPICKETT, 2019). Elas participam da homeostase no nosso organismo
transportando e redistribuindo entre os tecidos lipidios que exercem varias fungoes
biolégicas, como componentes de membranas, sintese de hormdnios esteroides,
formacdo de acidos biliares, isolantes térmicos e reservas de energia (AFONSO;
SPICKETT, 2019; MAHLEY et al., 1984). Além disso, estudos demonstram que
lipoproteinas podem atuar na imunopatogénese de diversas doencas inflamatérias,
principalmente quando oxidadas, agindo como padrdes moleculares associados a
danos (DAMPs), ativando receptores de reconhecimento de padrées (PRRs),
induzindo resposta imune e contribuindo para o processo inflamatério (MILLER;
SHYY, 2017). Assim, eliminar a contaminagao por lipoproteinas das amostras de

EVs é essencial para investigar a participagdo das EVs em processos fisiologicos e
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patolégicos, evitando qualquer viés que possa vir da bioatividade das lipoproteinas
(RIDGER et al., 2017b).

Dessa forma, nosso objetivo foi padronizar e propor métodos para
isolamento de EVs do plasma evitando contaminagdes por lipoproteinas. Em um dos
trabalhos apresentados nesta dissertagéao (item 3.1, Capitulo 1), demonstramos ser
possivel isolar lipoproteinas de baixa (LDLs) e muito baixa densidade (VLDLs) do
plasma a partir da ultracentrifugagdo em gradientes de densidade (G-UC) com
posterior recuperagdo das EVs. Essas EVs, no entanto, permaneceram
contaminadas por lipoproteinas de alta densidade (HDLs). No segundo trabalho
referenciado aqui (item 3.2, Capitulo Il), avaliamos a execugao da G-UC como uma
etapa preliminar para eliminar as LDLs e VLDs do plasma antes do isolamento das
EVs por SC ou SEC. O isolamento de EVs do plasma apés G-UC através da SEC
resultou em EVs altamente puras em relagéo as diferentes lipoproteinas, uma vez
que a G-UC foi capaz de eliminar as LDLs e VLDLs enquanto a SEC foi capaz de
separar as EVs das HDLs. Analises combinadas de EVs por protebmica,
quantificacdo de colesterol e deteccao de apo B-100 por western blot confirmaram a
eliminacdo da contaminagao por lipoproteinas das EVs processadas por G-UC e
isoladas por SEC. Também caracterizamos e analisamos as EVs obtidas por meio
de cada método testado quanto a origem celular dessas vesiculas. Nossos dados
demonstraram que n&o houve viés nas populagdes de EVs recuperadas, o que é
importante para a representatividade da amostra. Analises protedmicas adicionais
confirmaram o status livre de lipoproteinas das EVs e a preservacdo do numero total
de proteinas e proteinas associadas a vias biologicas em EVs isoladas,

independentemente da deplecao das lipoproteinas.
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2.1 VESICULAS EXTRACELULARES

EVs sédo vesiculas membranosas de tamanho variado (de 30 a 5000 nm),
geralmente de origem endossomal ou da membrana plasmatica, que apresentam
uma bicamada lipidica e sao liberadas por diversos tipos celulares no ambiente
extracelular mediante diferentes estimulos (KONOSHENKO et al., 2018;
LIANGSUPREE; MULTIA; RIEKKOLA, 2021; RAPOSO; STOORVOGEL, 2013).
Primeiramente descritas na década de 60 como ‘platelet dust’ (poeira plaquetaria)
(WOLF, 1967) e associadas a coagulagdo sanguinea, as EVs sdo atualmente
reconhecidas e estudadas por participarem na comunicagao celular e também na
regulacado de processos fisioldgicos e patolégicos, mediando o compartilhamento de
moléculas bioativas entre as células (BUZAS, 2022; LI et al., 2019; YANEZ-MO et
al., 2015). Além disso, evidéncias crescentes apontam um grande potencial clinico
das EVs como biomarcadores diagndsticos e terapéuticos de diversas doengas (LI et
al., 2019). Com isso, as EVs podem ser uma importante ferramenta para a clinica
médica, uma vez que elas podem ser detectadas em diversos fluidos corporais
(sangue, urina, saliva, entre outros) sem a necessidade de processos muito
invasivos. As EVs podem ser divididas em trés subpopulagdes principais de acordo
com seu tamanho, mecanismo de formacdo e conteudo: corpos apoptéticos,
exossomos e microvesiculas (Figura 1) (BURGER et al., 2013; DOYLE; WANG,
2019). Os corpos apoptéticos sao particulas de tamanho maior que 1000 nm
formadas durante o processo de morte celular por apoptose e que contém material
nuclear, organelas compactadas e conteudo citosolico em seu interior, e ndo seréo
avaliadas neste trabalho. Os exossomos sao classicamente conhecidos como
nanoparticulas cujo tamanho varia entre 30-200 nm e que sao formados através da
invaginagdo da membrana plasmatica formando corpos multivesiculados que sao
secretados pela célula através de exocitose. E as microvesiculas ou microparticulas,
que sao vesiculas com tamanho variando entre 100-1000 nm formadas a partir de
evaginagdes da membrana plasmatica da célula (BURGER et al., 2013; DOYLE;
WANG, 2019; LI et al., 2019). Contudo, a recomendacdo geral na area feita pela
Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV) é usar 'EVsS' como um

termo geral, a menos que investigagdes especificas permitam determinar se as EVs
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foram liberadas através de brotamentos da membrana plasmatica ou exocitose, e
incluir uma descricao detalhada dos métodos de isolamento e deteccdo usados no
estudo das EVs (LOTVALL et al., 2014; PUHM; FLAMAND; BOILARD, 2022; THERY
et al., 2018).

Corpos apoptéticos & &
1-4 uym .g—r '§_> ‘f _;i’ :
Exossomos % > a
30-200 nm g o !; — g — .@

Microvesiculas

100-1000 nm o, — 0 — 0 — 0§

Figura 1: Principais subtipos de vesiculas extracelulares e seus mecanismos de formacgao:
€X0SsSomos, corpos apoptoticos e microvesiculas. Fonte: Adaptado de BURGER et al., 2013.

As EVs podem ser secretadas por diversos tipos de células, sendo as
principais fontes de vesiculas circulantes no plasma as plaquetas e os eritrécitos
(BURGER et al., 2013; GARNIER et al., 2017; PUNYADEE et al., 2015). Elas sao
liberadas sob condi¢des fisiologicas ou de estresse celular, principalmente quando
as células estido ativadas ou apoptdticas, através de mecanismos ainda nao
completamente elucidados e que podem variar entre as populagdes celulares
(BURGER et al., 2013; BUZAS, 2022; RIDGER et al., 2017a). Além das amplas
mudangas estruturais que governam a formacdo das EVs, diferentes estimulos
podem inibir ou induzir a liberagdo dessas vesiculas. Dentre eles, estimulos
quimicos pré-inflamatérios - moléculas derivadas de patégenos como
lipopolissacarideos (LPS); citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF-a) e

interleucinas (IL-1a, IL-6, outras); mediadores da coagulagao (trombina, colageno);
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e, diversos sinais fisiolégicos e de estresse celular como espécies reativas de
oxigénio (ROS), influxo de calcio, mudancgas no pH - mas também estimulos fisicos
como forgas de cisalhamento e estimulos exdgenos como a exposi¢céo a fumacga de
tabaco e a nicotina (Figura 2) (BURGER et al.,, 2013; CHEN; LI; LIU, 2018;
CORDAZZO et al., 2014; LI et al., 2013; MOBARREZ et al., 2020).
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Figura 2: Vesiculas extracelulares podem ser secretadas por diversas populag¢des celulares mediante
diferentes estimulos. Fonte: Adaptado de BURGER et al., 2013.

E importante ressaltar que um mesmo tipo celular pode secretar
diferentes subgrupos de vesiculas dependendo de fatores ambientais, topografia
celular ou estimulo de ativagéo resultando na grande heterogeneidade caracteristica
das EVs (CHEN; LI; LIU, 2018; DE TORO et al., 2015; PALLET et al., 2013). Além
disso, a natureza e abundancia de cargas das EVs s&o especificas de cada tipo
celular e muitas vezes sao influenciadas pelo estado fisiolégico ou patolégico da
célula doadora, pelos estimulos que modularam sua producao e liberagcdo e dos
mecanismos moleculares que levaram a sua biogénese (KALRA; DRUMMEN;
MATHIVANAN, 2016; VAN NIEL; D’ANGELO; RAPOSO, 2018). O conteudo das EVs
compreende diferentes biomoléculas como proteinas, lipidios, peptideos, acidos

nucléicos, receptores de superficie e RNA, provenientes de sua célula parental,
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tornando-as importantes biomarcadores em diversos processos patoldgicos e
permitindo a sua detecgdo e intervencdo precoces (BURGER et al., 2013; YANEZ-
MO et al., 2015). Estudos apontam uma correlagdo entre o aumento no nimero de
EVs circulantes em condigbes patoldgicas e a gravidade de doengas como na
dengue e em doencgas cardiovasculares sugerindo um envolvimento na patogénese
dessas doencgas (BURGER et al., 2013; CAMUS et al., 2015; PUNYADEE et al.,
2015; YANG et al., 2021). Além de seu papel como biomarcadores, evidéncias
crescentes sugerem que as EVs s&o capazes de modular ativamente uma variedade
de eventos celulares e participar da comunicagao celular transportando e
entregando seu conteudo para células de forma objetiva. Os mecanismos pelos
quais as EVs interagem com suas células-alvo ainda sdo pouco elucidados, mas
algumas das rotas de interacdo das EVs com as células-alvo mais conhecidas s&o
endocitose mediada por receptor, fagocitose/macropinocitose e possivelmente fusdo
direta de membranas (Figura 3) (CHEN; LI; LIU, 2018; HERRMANN; WOOD;
FUHRMANN, 2021; KALLURI; LEBLEU, 2020; RIDGER et al., 2017a). Ademais,
alguns dos receptores de superficie das células-alvo aos quais as EVs podem se
ligar, induzindo vias de sinalizagdo, ja descritos sao sulfato de heparano, um
proteoglicano localizado na superficie celular, bem como a lectinas, integrinas e até
tetraspaninas (BARRES et al., 2010; CHRISTIANSON et al., 2013; HASSANPOUR
et al., 2020; HOSHINO et al., 2015; MULCAHY; PINK; CARTER, 2014).
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Figura 3: Interagdes entre EVs e células alvo - internalizagao, fusdo de membrana, interagdo com
receptores de superficie. Fonte: autoral, criado com Biorender e baseado em RIDGER et al., 2017.
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Dentre suas mais diversas fungdes, ja foi demonstrado que as EVs sao
fortes promotoras da coagulagcédo pois, além de expressarem a fosfatidilserina, que
induz uma superficie carregada negativamente permitindo a interagdo com dominios
catidbnicos das proteinas de coagulagdo, algumas populagbes apresentam ainda o
fator tecidual na sua superficie que € um componente critico nos estagios iniciais da
coagulagao (DATE; ETTELAIE; MARAVEYAS, 2017; GOMES et al., 2017). As EVs
também podem estar envolvidas na regulacdo da produgdo de ROS, induzindo a
produgcdo de superoxido principalmente através da nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase (CAMUS et al., 2015; JANSEN et al., 2013;
PUHM et al., 2019). Nos processos inflamatérios elas podem participar como
promotoras, induzindo a secre¢cdo de citocinas e aumentando a expressao de
moléculas de adesdo, ou como consequéncias do processo, uma vez que estimulos
pré-inflamatérios desencadeiam sua liberacdo (BOILARD et al., 2010; HOTTZ et al.,
2013). EVs também participam de processos infecciosos sendo capazes de induzir a
infecgdo viral em células saudaveis e modular a resposta imune do hospedeiro
(FLEMING et al., 2014; GIANNESSI et al.,, 2020; HASSANPOUR et al., 2020).
Durante a oncogénese, as células tumorais podem aumentar a produgao de EVs,
permitindo ndo apenas a modulacdo das ceélulas saudaveis circundantes, a
desregulacao de células imunes e a proliferagdo tumoral, mas também comunicagao
com tecidos distantes podendo desencadear o processo de metastase (LAZAR;
GOLDFINGER, 2021; PEINADO et al., 2012; WIECKOWSKI et al., 2009; XU et al.,
2018). Na aterosclerose e em outras doengas cardiovasculares, induzem
proliferagcdo e migracado de células, disfungdo endotelial, processos homeostaticos
metabdlicos e vasculares (NIU et al., 2016; VAJEN et al., 2017; YANG et al., 2021).
Além disso, as EVs podem atravessar a barreira hematoencefalica para atingir o
sistema nervoso central podendo atuar como neuroprotetores ou transportar
proteinas patogénicas relacionadas a doengas neurodegenerativas (KALANI et al.,
2016; SAMAN et al., 2012; XIAO et al., 2021). Outro processo do qual as EVs
podem participar é a angiogénese, podendo induzir ou inibir proliferacdo celular e a
formagcdo de novos vasos como € o caso de EVs extraidas de placas
aterosclerdticas ou EVs linfociticas, respectivamente (LEROYER et al., 2008; YANG
et al., 2010). Por fim, apesar da apoptose ser um potente estimulo para a formagéao
das EVs, estas também sdo capazes de regular processos apoptoticos por

mecanismos que envolvem a entrega de caspase 3 a células alvo ou da remocgao da
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maquinaria apoptotica da célula através da EV (ABID HUSSEIN et al., 2005, 2007;
BURGER et al., 2013).

2.2 ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO DE VESICULAS EXTRACELULARES

Atualmente, o interesse pela pesquisa envolvendo EVs e seu papel em
processos fisioldgicos e/ou patoldgicos vem crescendo exponencialmente. Contudo,
ainda existem grandes desafios no que diz respeito a padronizagdo de métodos para
isolamento, detecgcdo e caracterizagcdo dessas estruturas visando um melhor
entendimento de seu papel bioldgico no organismo (BURGER et al., 2013; THERY
et al., 2018). A auséncia de um ‘padrao ouro’ para técnicas empregadas no estudo
de EVs obtidas a partir de biofluidos resulta em um grande problema de
reprodutibilidade. Dessa forma, se faz urgente a padronizagdo com intuito de permitir
uma real comprovagdo da relevancia clinica das EVs de uma maneira geral
(RIDGER et al., 2017a; THERY et al., 2018). Além disso, as dificuldades
encontradas quando se trata da criagdo de uma nomenclatura unificada, também
estdo associadas em parte a atual auséncia desses meétodos padronizados
(KONOSHENKO et al.,, 2018). Resultados descritos na literatura sobre
quantificacbes de EVs no plasma, por exemplo, variam amplamente, o que esta
intrinsecamente relacionado ndo apenas a falta de ensaios especificos e bem
padronizados, mas também a variagdes nas condicdes pré-analiticas (THERY et al.,
2018; YUANA; BERTINA; OSANTO, 2011). Por isso, torna-se clara a necessidade
da padronizacdo de todo o processo, desde processos pré-analiticos, protocolos
para isolamento até ensaios bioldgicos e funcionais. Além disso, ha casos em que a
analise direta de EVs € empregada visando prevenir perdas e buscando preservar a
morfologia das vesiculas, dado que certas metodologias empregadas no seu
isolamento sdo apontadas como responsaveis por formagéo de agregados e podem
afetar a integridade da membrana (BOING et al., 2014; YUANA; BERTINA;
OSANTO, 2011). Contudo, € importante ressaltar que ao optar por avaliar as EVs

diretamente na amostra das quais foram obtidas, sem um procedimento de
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purificacdo/isolamento prévio, deve-se levar em consideracdo a contaminagao
dessas amostras por outros componentes carreados conjuntamente as EVs nesses
biofluidos como, por exemplo, proteinas plasmaticas, horménios e lipoproteinas
(BUZAS, 2022; HARGETT; BAUER, 2013; KREIMER et al., 2015; THERY et al.,
2018).

Contaminagdes sao problemas bem descritos e recorrentes em estudos
envolvendo lipidémicas e prote6micas de EVs (LIANGSUPREE; MULTIA;
RIEKKOLA, 2021; SMALLEY et al., 2007; ZHANG; YEO; LIM, 2019). EVs obtidas de
plasma, por exemplo, possuem as lipoproteinas como um dos principais
contaminantes (KARIMI et al., 2018; LIANGSUPREE; MULTIA; RIEKKOLA, 2021;
THERY et al., 2018). Tal contaminagéo se justifica pela quantidade de lipoproteinas
no plasma ser expressivamente superior a quantidade de EVs (1012-1015
lipoproteina/mL, 107-109 EVs/mL, podendo variar quanto ao estado metabdlico ou
fisiopatolégico), além de EVs e lipoproteinas, principalmente as LDLs e HDLs,
compartilham uma sobreposicdo no seu espectro de densidade e de diametro
(Figura 4) (KARIMI et al.,, 2018; LIANGSUPREE; MULTIA; RIEKKOLA, 2021;
SMALLEY et al., 2007; ZHANG; YEO; LIM, 2019). Diminuir ou até mesmo eliminar
por completo contaminagdes das amostras de EVs é de primordial importancia para
determinar com precisdo a verdadeira participacdo dessas estruturas em processos
fisiolégicos e patologicos do organismo. Dessa forma, evitamos qualquer viés nos
resultados que possa ser causado pela presenca de outras bioparticulas também
capazes de desencadear processos celulares, as lipoproteinas em particular,
principalmente em sua forma oxidada, sdo capazes de ativar células e induzir
producao de citocinas entre outras respostas (MILLER; SHYY, 2017; RIDGER et al.,
2017a).
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Figura 4: Vesiculas extracelulares podem apresentar espectros de densidade e didmetro similares as
lipoproteinas, comprometendo seu isolamento através dessas caracteristicas fisicas. Fonte: Adaptado
de LIANGSUPREE et al., 2021.

No intuito de minimizar o problema de contaminagdes no isolamento de
EVs, diversas técnicas vém sendo testadas atualmente, sendo que as mais
populares incluem SC, ultracentrifugacdo, SEC, ultrafiltragéo, precipitacdo e captura
por imunoafinidade (LIANGSUPREE; MULTIA; RIEKKOLA, 2021). Uma nova
pesquisa conduzida em 2019 pela ISEV (ROYO et al., 2020) mostrou que na maioria
dos estudos as EVs sao isoladas do plasma e outros fluidos por centrifuga¢cdes com
velocidade entre 10.000 x g e 20.000 x g precedidas ou ndo de centrifugagbes
seriadas que buscam eliminar células e restos celulares da amostra; ou por
ultracentrifugacdes com velocidades acima de 100.000 x g, associadas ou ndo a
gradientes compostos por fases com diferentes densidades que permitem separar
as particulas existentes na amostra de acordo com sua densidade (HARGETT;
BAUER, 2013; KONOSHENKO et al.,, 2018). Outra técnica que vem sendo
amplamente empregada para isolamento das EVs do plasma é a SEC, que tem por
principio a separagao de particulas com base na diferengca de seus tamanhos
(BOING et al., 2014; KARIMI et al., 2018; ROYO et al., 2020). Na SEC, é empregado
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um gel de sefarose especifico que possui microesferas com poros de diametro
conhecido por onde as particulas de menor tamanho presentes na amostra entram
percorrendo um caminho mais longo até o fundo da coluna e assim sendo
recuperadas nas fragdes finais, enquanto particulas de maiores tamanho percorrem
um caminho mais curto por fora das esferas, sendo recolhidas nas primeiras fragoes
(KADDOUR; TRANQUILLE; OKEOMA, 2021). Apesar da evolugdo dos métodos
empregados para isolamento das EVs, é ainda necessario ter em mente que dados
obtidos por meétodos distintos podem diferir significativamente e até mesmo
variagbes nas configuragcbes dos dispositivos de medicdo podem influenciar
consideravelmente os resultados obtidos (KONOSHENKO et al., 2018).

Uma vez isoladas, diversas metodologias podem ser empregadas na
deteccdo e caracterizacdo de EVs (BURGER et al., 2013; THERY et al., 2018). As
metodologias empregadas atualmente para estudar EVs podem ser divididas com
base na sua capacidade em detectar EVs isoladamente ou em conjunto (RIDGER et
al., 2017a). Citometria de fluxo, microscopia eletrénica e analise de rastreamento de
nanoparticulas (Nanopatrticle tracking analysis - NTA), sdo os métodos mais comuns
para o estudo individual de EVs e sao capazes de fornecer diversas informagdes
como tamanho e/ou origem celular, podendo ser mais adequados na deteccdo de
subpopulacdes especificas de EVs (RIDGER et al., 2017a; ROYO et al., 2020). Por
outro lado, ensaios que permitem analisar conjuntos de EVs como, por exemplo,
western blot, ensaios funcionais, de imunocaptura, ou hibridos (captura seguida de
analise de fungédo ou fendtipo), apresentam grande potencial no processamento de
amostras clinicas por serem muitas vezes mais econémicos e de facil manipulacao
(GARDINER et al., 2016a; RIDGER et al., 2017a; ROYO et al., 2020). Ademais, uma
nova metodologia que vem sendo extensivamente empregada na caracterizagao das
EVs, principalmente em termos de conteudo, € a analise protedmica por
espectrometria de massas que € um método usado para identificar o maior nimero
possivel de proteinas dentro de uma amostra (DOYLE; WANG, 2019).

A citometria de fluxo é uma das abordagens mais difundidas atualmente,
permitindo uma melhor enumeracdo dentre as técnicas empregadas na
caracterizagdo de EVs e também com potencial para fornecer informagdes
bioquimicas e fisicas a nivel populacional ou de uma unica particula (BURGER et
al.,, 2013; ROYO et al.,, 2020). Através da citometria de fluxo as propriedades
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fluorescentes e de dispersao de luz de células e particulas em suspensao numa
amostra sao avaliadas quando elas passam por um laser. Assim, através da
utilizacdo de Anexina V, uma proteina capaz de se ligar a fosfatidilserina
externalizada pela maioria das EVs, e de anticorpos conjugados a fluorocromos
capazes de se ligar a antigenos na superficie celular dessas estruturas, a citometria
de fluxo permite a determinacdo da origem das EVs, uma vez que elas carregam
receptores de membrana de sua célula parental, e a quantificacdo das EVs em
suspensao numa amostra (BURGER et al., 2013). Além de possibilitar a analise
rapida de varias amostras a citometria ainda é vantajosa por estar a disposigao na
maioria dos centros de pesquisa que possuem citdmetros cada vez mais modernos,
com limites de deteccdo cada vez mais baixos permitindo uma caracterizacao
precisa das EVs (BURGER et al.,, 2013; HARGETT; BAUER, 2013). Embora a
citometria de fluxo tenha se provado eficiente em caracterizar as EVs, ela fica restrita
a caracterizagao, visto que, contaminantes nao detectados por ela, principalmente
as lipoproteinas, serdo ainda capazes de influenciar analises funcionais e provocar
dados desconformes com outros métodos (western blot, lipidémicas, protebmicas).
Dessa forma, reforga-se a imprescindivel necessidade de padronizagdo de um
método eficiente para isolamento e purificagdo das EVs, principalmente se tratando
da contaminacgao por lipoproteinas (CAMONT et al., 2013; RIDGER et al., 2017a).

2.3 LIPOPROTEINAS

As lipoproteinas dividem-se em classes variadas de acordo com seu
peso, densidade e conteudo, sendo que cada classe possui fungdes metabdlicas
especificas (MAHLEY et al., 1984). LDLs e HDLs, por exemplo, possuem papéis
independentes e opostos, sendo a primeira considerada a principal carreadora de
colesterol para tecidos periféricos e a segunda capaz de retirar o colesterol em
excesso dos tecidos e retorna-lo para o figado para excrecdo (AHOTUPA, 2017;
KARIMI et al., 2018).
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As lipoproteinas plasmaticas sdo complexos biomoleculares esféricos que
apresentam um nudcleo central de lipideos apolares (triglicerideos e ésteres de
colesterol) envolvido por uma monocamada de lipideos anfipaticos (fosfolipidios e
colesterol) a qual estdo associadas as apolipoproteinas (AFONSO; SPICKETT,
2019; FERENCE; KASTELEIN; CATAPANO, 2020) (Figura 5). A composi¢do das
lipoproteinas é considerada heterogénea (Tabela 1), uma vez que seu conteudo
lipidico e proteico pode variar bastante, dividindo as lipoproteinas em diferentes
classes de acordo com sua densidade, sendo que cada uma dessas classes de
lipoproteina apresenta fungdes metabdlicas especificas estabelecida de acordo com
seu local de sintese e conteudo (MAHLEY et al., 1984; NELSON; COX, 2014).
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Figura 5: Modelo esquematico das principais subclasses de lipoproteinas. Fonte: autoral, criado com
Biorender.
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Tabela 1: Composigéo das lipoproteinas plasmaticas.

% dos lipidios totais

Lipoproteina  Densidade  Proteinas Lipidios  Fosfo- Col. TAG Esteres
(g.cm?3) totais (%) totais lipidios de col.
(%)

Quilomicron 0,90 2 98 8 2 87 4

VLDL 0,98 8 93 18 8 58 13

IDL 1,01 17 83 24 9 30 28

LDL 1,04 22 78 22 9 10 42

HDL 1,14 48 53 33 7 8 21

Col, colesterol; TAG, triacilglicerol.

Fonte: Adaptado de MARZOCCO; TORRES, 2017.

Uma das principais fungdes das lipoproteinas no organismo € a
redistribuicdo dos lipideos do seu sitio de absor¢ao ou sintese para os demais
tecidos (figura 6), sendo as principais lipoproteinas envolvidas os quilomicrons -
lipoproteinas maiores e menos densas que possuem grandes quantidade de
triglicerideos e sao sintetizadas no intestino contendo os lipideos provenientes da
dieta - e as VLDLs, que sédo sintetizadas no figado e contém altos niveis de
triglicerideos e ésteres de colesterol (AFONSO; SPICKETT, 2019; FERENCE;
KASTELEIN; CATAPANO, 2020; KHOSRAVI; HOSSEINI-FARD; NAJAFI, 2018).
Com a perda de ftriglicerideos para os demais tecidos as VLDLs dao origem as
lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL) e as LDLs, que vao ser formadas
apos a perda quase total dos triglicerideos, restando apenas colesterol e ésteres de
colesterol, e que sao as principais carreadoras de colesterol para os tecidos
periféricos (NELSON; COX, 2014). Por fim, as HDLs, que sao originadas no figado e
intestino delgado, sdo ricas em proteinas, ndo possuem triglicerideos e sao
responsaveis pelo transporte reverso do colesterol, recolhendo o excesso dos
tecidos e retornando-o para o figado, onde serdo eliminados na forma de sais
biliares (AHOTUPA, 2017; KHOSRAVI; HOSSEINI-FARD; NAJAFI, 2018; NELSON;
COX, 2014).
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Figura 6: Atuacao das lipoproteinas na distribuigdo de lipideos no organismo. Fonte: autoral, criado
com Biorender e baseado em NELSON; COX, 2014.

Além disso, as lipoproteinas plasmaticas exercem um papel central na
homeostase do nosso organismo, atuando como transportadoras de substancias
lipofilicas no ambiente aquoso do sangue, além de atuarem também como
mediadores cruciais na captagdo de lipidios circulantes (AHOTUPA, 2017). Sua
participacdo na imunopatogénese de diversas doengas inflamatérias ja € bem
descrita na literatura, principalmente quando na sua forma oxidada, podendo atuar
como DAMPs, ativando PRRs e induzindo ativagcdo imune e inflamatéria
(KAPETANOVIC; BOKIL; SWEET, 2015; MILLER; SHYY, 2017; PIRILLO; NORATA;
CATAPANO, 2013). A LDL oxidada (oxLDL), por exemplo, além da sua participagao
na formacéao de células espumosas (macrofagos pré-inflamatérios ricos em lipideos),
possui varios outros efeitos bioldgicos, podendo atuar como quimioatraente para
monaocitos e macréfagos, apresentar citotoxidade para células endoteliais em cultura
e sendo capaz de inibir o efeito vasodilatador do oxido nitrico (AHSAN et al., 2015;
ALBERTINI; MORATTI; DE LUCA, 2002; KUGIYAMA et al., 1990; TJADEN et al.,
2018).
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Em razdo dessa ampla participagdo de lipoproteinas em processos
bioldgicos, € incontestavel a necessidade da busca por alternativas para isolamento
de EVs erradicando a contaminacdo das amostras por essas moléculas,
principalmente em ensaios que busquem avaliar as caracteristicas funcionais das
EVs uma vez que os resultados podem ser enviesados pela presenca das
lipoproteinas (MAHLEY et al., 1984; ZHANG; YEO; LIM, 2019).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar protocolos para o isolamento de vesiculas extracelulares do

plasma humano eliminando a contaminacgao por lipoproteinas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Caracterizar a contaminagao por lipoproteinas de EVs isoladas do plasma
humano;
II.  Avaliar a eficiéncia da deplecao de lipoproteinas por G-UC anteriormente ao
isolamento das EVs;
lll.  Caracterizar as EVs isoladas apos deplecao de lipoproteinas quanto a

concentragao, origem celular e vias biolégica em seu proteoma.
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3 ARTIGOS

3.1 CAPITULO I: ISOLAMENTO DE MICROVESICULAS DE AMOSTRAS DE
PLASMA EVITANDO CONTAMINAGCAO POR LIPOPROTEINAS.

“Isolation of microvesicles from plasma samples avoiding lipoprotein contamination”

Vesiculas extracelulares (EVs) atuam protegendo seu conteudo do meio
extracelular e entregando moléculas bioativas para células-alvo via sinalizagdo de
superficie ou fusdo de membrana, podendo dessa forma participar de processos
patolégicos. Niveis aumentados e diferencas na composicdo de EVs séricas sao
descritos em pacientes com dengue grave. Estudos demonstram que as EVs
derivadas de plaquetas contribuem para a hiperpermeabilidade endotelial, um sinal
associado a progressao para dengue grave. Dessa forma, EVs tornaram-se
potenciais biomarcadores para a prognose da doenga, além de estarem envolvidas
nos seus mecanismos fisiopatoldégicos. No entanto, tentativas anteriores de
isolamento de EVs circulantes no plasma apresentaram contaminagdo com
lipoproteinas, o que € um entrave para os estudos funcionais de EVs, uma vez que,
as lipoproteinas também podem modular respostas inflamatorias. Através da
ultracentrifugacédo do plasma aplicado a um gradiente de densidade bifasico seguido
por SC para precipitacao das EVs purificadas, n6s demonstramos ser possivel isolar
EVs sem contaminacdo por LDL e isolar também as proprias lipoproteinas em

paralelo.

Merij, L. B., Andrade, F. B., Silva, A. R. & Hottz, E. D. Isolation of Microvesicles from
Plasma Samples Avoiding Lipoprotein Contamination. Methods in Molecular Biology.
2022; 2409: 245-255. doi: 10.1007/978-1-0716-1879-0_17.
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Isolation of Microvesicles from Plasma Samples Avoiding
Lipoprotein Contamination

Laura B. Merij, Fernanda B. Andrade, Adriana R. Silva,
and Eugenio D. Hottz

Abstract

Dengue is an infectious disease caused by Dengue Virus, mainly transmitted by Aedes aegypri mosquitoes.
Severe dengue is a potentially fatal syndrome in consequence of overwhelmed inflammation, in which
thrombocytopenia and increased vascular permeability are frequently observed. Several experimental evi-
dences point to the participation of both microvesicles (MVs) and circulating lipoproteins in inflaimmatory
amplification in dengue pathogenesis. On this regard, many protocols for isolating plasma MVs have shown
lipoproteins as the main contaminant. This is a limitation to studies aiming at the functional characteriza-
tion of MVs, since both MVs and lipoproteins can modulate inflammatory responses. Here, we describe a
biphasic density-based gradient ultracentrifugation as a tool for concomitant isolation of MVs and lipo-
proteins without cross-contamination. Flow cytometry for MVs quantification and western blot for
detection of apoB100 may be used to confirm the isolation and purity of the MVs.

Key words Extracellular vesicles, Microvesicles, Lipoproteins, Isolation protocols, Gradient
ultracentrifugation

1 Introduction

Dengue is an infectious disease caused by Dengue Virus (DENV),
mainly transmitted by Aedes acgypti mosquitoes. A wide spectrum
of clinical manifestations is observed in DENV infection, which
may characterize a mild dengue syndrome with self-limited clinical
course or progress to severe disease, with complications involving
thrombocytopenia and increased vascular permeability [1]. Even
though the pathophysiological mechanisms of severe dengue are
not completely understood, a strong inflammatory response is
known to mediate vasculopathy, tissue damage, and organ
impairment [2]. In this context, increased levels of circulating
inflammatory microvesicles (MVs) are described in patients with
severe dengue [3]. DENV infection alters the levels and

Ronaldo Mohana-Borges (ed.), Dengue Virus: Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology, vol. 2409,
https://doi.org/10.1007/978-1-0716-1879-0_17, © The Author(s), under exclusive license to Springer Science+Business Media, LLC,
part of Springer Nature 2022
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composition of serum MVs, which are potential biomarkers for
dengue prognosis [3, 4] as well as being involved in pathophysio-
logical mechanisms [5].

Extracellular vesicles (EV) or MV are membrane fragments
released into the extracellular space by virtually all cells under
activation/stress conditions, contributing to pathological processes
[6]. They act by protecting their content from the extracellular
milieu and delivering bioactive molecules to target cells via surface
signaling or membrane fusion [6]. MVs generated from erythro-
cytes and platelets comprised two major populations in the circula-
tion of dengue patients [ 3] and platelet-derived microvesicles have
been shown to contribute to endothelial hyperpermeability, a signal
associated with progression to severe dengue [5]. However, previ-
ous attempts of isolating circulating MVs have shown contamina-
tion with lipoproteins, mainly low-density lipoprotein (LDL) [7].
This contamination is a setback on MVs functional studies once
lipoproteins can also modulate inflammatory responses [8].

In this chapter, we present an optimized protocol for the
isolation of MVs samples avoiding contamination by LDL, and
also allowing the isolation of lipoproteins in parallel. The protocol
includes a biphasic density-based gradient ultracentrifugation with
subsequent dialysis followed by centrifugation to pellet the purified
MVs. Isolated MVs are further analyzed through flow cytometry
and their purity confirmed by detection of ApoB100 (the apolipo-
protein present in LDL [9]) by Western Blot.

2 Materials

1. Conical polypropylene sterile tubes (50 mL and 1.5 mL).
2. Tube racks.

3. Beakers.

4. Centrifuges.

5. Laminar flow cabinet.

6. Analytical scale.

7. Bunsen burner.

8. Agitator.

9. Vortex.

10. Laboratory water bath.
11. Plate spectrophotometer.
12. Ultrasonic bath.

13. Cytometer.
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2.1 Isolation
of Plasma

2.2 Gradient
Assembly
and Handling

2.3 Dialysis and MVs
Precipitation

24 CGolorimetric
Assays

2.5 Flow Gytomeltry

2.6 Western Blot

~1 O e W

b =

o o

b =

. Blood collection materials.
. Acid-citrate-dextrose (ACD): 22 4 g /1. sodium citrate, 8 g/L

citric acid, 2 g/L dextrose, pH 5.1, in ultrapure water (Milli-Q
quality), 0.22 pm vacuum filtered.

. Butylated hydroxytoluene (BHT) diluted in ethanol (2 mg/

mL).

. 8 mL polypropylene round-top ultracentrifuge tubes with

heat-sealing.

. Fixed-angle vertical or near-vertical ultracentrifuge rotor.
. Sterile glass Pasteur pipette with rubber bulb.

. Saline solution: 0.9% NaCl w/v.

. Potassium bromide.

. Quick-Seal Cordless Tube Topper kit (Beckman Coulter).
. Sterile needles (18G, 1.2 x 40 mm).

. Pore membranes: 1 kDa cut-off, 2 mL.
. Phosphate-Buffer Saline (PBS): 0.137 M NaCl, 0.0027 M

KCI, 0.01 M Na,HPOy, 0.0015 M KH,POy diluted in Ultra-
pure water (Milli-Q quality), pH 7 4.

. Triacylglycerol liquiform kit.
. Cholesterol liquiform kit.

. BCA Protein Assay kit.

. Albumin quantification kit.

. Annexin V-PE conjugate probe.
. 10x Annexin V Binding Buffer (AVBB): 0.1 M HEPES

(pH 7.4), 1.4 M NaCl, and 25 mM CaCl,, filtered in 0.2-pm
syringe filter.

. 1 pm latex beads (4.55 x 10'? particles/mL).

. 5 mL round bottom polystyrene test tube.

. Vertical mini gel electrophoresis system.

. Mini transfer system including gel holder cassettes, foam pads,

electrode assembly plus thick blot filter paper.

. Basic power supply with power pack adaptor cords.

4. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel (SDS-PAGE):

(a) Polyacrylamide separating gel: 6% Acrylamide /bis Acryl-
amide Solution (ratio: 37.5:1), 0.375 M Tris—HCI
pH 8.8; 0.1% SDS (m/v), 0.2% APS—Ammonium per-
sulfate  (m/v), 0.08% rtetramethylethylenediamine
(TEMED) in ultrapure water (Milli-Q quality).
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10.
11.

12.
13
14.

15:
16.

(b) Polyacrylamide Stacking gel: 4% Acrylamide /bis Acrylam-
ide Solution (ratio: 37.5:1), 0.25 M Tris-HCl pH 6.8,
0.1% SDS (m/v), 0.1% APS—Ammonium persulfate
(m/v), 0.01% Bromophenol Blue (BPB), 0.16%
TEMED, in ultrapure water (Milli-Q quality).

. 5x concentrated lysis buffer: 750 mM NaCl, 50 mM Tris—

HCI, pH 8.0, 0.5 mM EDTA, 2.5% Triton X-100 (v/v), 5%
Protease inhibitor in ultrapure water (Milli-Q quality).

5x concentrated sample buffer: 5% SDS (m/v), 12.5%
p-mercaptoethanol (BME) (v/v), 25% Glycerol (v/v),
156.25 mM Tris—HCI, 0.01% BPB (m/v), pH 6.8.

High molecular weight (MW) range protein ladders.

. Running buffer: 25 mM Tris-base, 190 mM Glycine, 0.1% SDS

(m/v) in ultrapure water (Milli-Q quality).

. Transfer buffer: 25 mM Tris-base, 190 mM Glycine, 0.1% SDS

(m/v), 5% methanol (v/v) in ultrapure water (Milli-Q quality).
Polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane.

Tris-buffered saline with Tween-20 (TBS-T) buffer: 20 mM
Tris—-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Tween 20 (v/v).

Blocking solution: 5% non-fat dried milk in TBS-T.
Primary antibody against Apo B100.

Secondary antibody conjugated to horseradish peroxidase
(HRP) generated against host species of primary antibody.

Super Signal enhanced chemiluminescent substrate.

Hyperfilm ECL-high performance chemiluminescent film
18 x 24 cm and X-ray film cassette.

3 Methods

3.1 Plasma Isolation

—

. Centrifuge the blood tubes at 700 x g for 20 min at room

temperature without applying the centrifuge brake to obtain
platelet-poor plasma (PPP). Collect the PPP in a new
centrifuge tube.

. Perform a second centrifugation at 2500 x g for 15 min, at

room temperature, without brake, to exclude apoptotic bodies,
membrane fragments, and cell debris obtaining the platelet-
free plasma (PFP) (see Notes 1 and 2).

. Collect the PFP and add BHT (1 pL/mL) to prevent ex vivo

oxidation of plasma lipoproteins (see Note 3).

Separate a fraction of PFP plasma to be used as a control of
MVs isolated without lipoprotein elimination later.
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3.2 Gradient
Assembly

3.3 Quantification
of Plasma Lipoproteins
and Albumin

3.4 (Quantification
of MVs in Plasma
Through Flow
Cytometry

1.

Dilute 0.5 g/mL of KBr in PFP and thoroughly homogenize,
avoiding foam formation according to Fig. 1.

. Add 2 mL of PFP containing 0.5 g/mL of KBr in the polypro-

pvlene round-top quick-seal centrifuge tubes using a sterile
glass Pasteur pipette with rubber bulb (Fig. 1a) (see Note 4).

. Using another sterile glass Pasteur pipette with rubber bulb,

gently add sterile saline solution (NaCl 0.9% w/v) above the
PFP-KBr mixture in the same tube until it is completely filled
(Fig. 1a).

. Check the weight of the tubes making sure opposite tubes have

the same weight to ensure proper balance at the time of ultra-
centrifugation (see Note 5).

. Seal the tube for ultracentrifugation.

. Ultra-centrifugate the tubes at 150,000 x gfor 2 h and 40 min

at 4 °C with medium acceleration and deceleration.

. Warm the needle in the Bunsen burner and pierce two holes in

each tube, one on the bottom and the other at the top
(Fig. 1b). Be careful, once you pierce the second hole the
drops will start to fall.

. Collect 26 fractions from the bottom to the top of the gradient

in individual 1.5 mL conical tubes (Fig. 1b) (se¢e Note 6).

. Locate the plasm lipoproteins and albumin in each fraction. For

this you must quantify cholesterol, triacylglycerol (TAG), and
albumin in all fractions obtained after ultracentrifugation using
specific colorimetric assay Kits as per manufacturer’s instruc-
tions. Through this step, you will be able to identify the frac-
tions containing very low-density lipoprotein (VLDL—rich in
TAG at the top of the gradient), low-density lipoprotein
(LDL—rich in cholesterol below VLDL), high-density lipo-
protein (HDL—rich in cholesterol below LDL), and plasma
(rich in albumin at the bottom) (Fig. lc).

. For further confirmation of the LDL-containing fractions,

weigh 100 pL of the fractions to check the density (LDL
density is between 1.019 and 1.063 g/mL).

. Prepare 1x Annexin V Binding Buffer (AVBB) by diluting the

10x stock solution in ultrapure water (Milli-Q quality).

. Prepare an intermediate suspension of latex beads by diluting

the beads stock at 1:1000 ratio in AVBB (1x). Place the beads
suspension in the ultrasonic bath. Beads must remain in ultra-
sound until the moment of use to prevent aggregation (see
Note 7).

. Separate a sample of each fraction of the gradient in 1.5 mL

conical tubes and add the 10x concentrated AVBB and
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Fig. 1 Schematic representation of the biphasic gradient assembly and fractionation. (a) The layout of the
solutions used to assemble the gradient (left) and the expected distribution of the lipoproteins and plasma
fractions after ultracentrifugation (right). (b) Schematic representation of suitable locations for needle drilling
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PE-labeled Annexin V at 1:10 dilution (for 40 pL of sample,
add 5 pL of AVBB 10x and 5 pL of Annexin V).

4. Let it rest for 30 min protected from light and then complete
the volume with AVBB 1 x so that it is ten times diluted.

o

. To set the flow cytometer, prepare a tube containing beads only
by diluting the intermediate bead suspension at 1:100 ratio in
AVBB (1x). Acquire the bead sample to set a gate including
events of 1 pm or smaller (<beads population) and excluding
the electronical noise (Fig. 2a left panel).

6. Right before the acquisition, add the intermediate latex beads
suspension to the sample at 1:100 dilution (5 pL in 500 pL of
sample). Beads should not be added to all samples at once, only
when they are about to be acquired, avoiding aggregation.

7. Among events smaller than 1 pm, set one gate in the popula-
tion of beads and one gate in the population of MVs (annexin
V-positive events) (Fig. 2a right panel).

8. To estimate the concentration of MVs in each sample, calculate
the MVs/beads ratio and multiply for the bead concentration
in the acquired sample. MVs will be found in the plasma
fraction together with albumin (Fig. 2b).

3.5 Sample Dialysis 1. Pool the gradient fractions containing the lipoprotein of inter-
est and the fractions containing plasma in individual tubes.
2. Deposit each sample type (plasma, VLDL, LDIL,, and /or HDL)
into a pore membrane dialysis system.
3. Dialyze against PBS for 18 h at 4 °C under slow homogeniza-
tion using a magnetic agitator. Replace the PBS at least once.

4. Recover the dialyzed samples, fractionate into smaller aliquots,
and freeze until use.

3.6 MVs Isolation 1. Centrifuge the dialyzed plasma samples obtained after lipopro-
from Plasma tein elimination and the control plasma sample in 1.5 mL
conical tubes at 19,000 x g for 2 h at 4 °C to pellet the MVs.

2. Carefully discard the supernatant with a pipette leaving only 50
pL in each tube.

3. Resuspend the MVs in 1450 pL of 0.22 filtered sterile PBS and
homogenize the sample.

4. Repeat steps 1 and 2. Resuspend the MVs in the remaining
100 pL.

Fig. 1 (continued) and the method used to collect the gradient fractions. () The concentration of total
cholesterol, triacylglycerol, and albumin in each fraction obtained after gradient ultracentrifugation. The gray

rectangles highlight the fractions containing plasma, high-density lipoproteins (HDL), low-density lipoproteins
(LDL), and very low-density lipoproteins (VLDL)
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Fig. 2 Microvesicles identification and quantification through flow cytometry. (a) Gating strategy for flow
cytometric analysis of microvesicles (MVs). Latex beads and MVs samples were acquired in a FACSCanto
(Becton Dickson) cytometer. On the left, gating strategy to analysis of particles smaller than 1um (known size
of the latex beads). On the right, gating strategy for counting beads and MVs (< 1um and Annexin V* events).
(b) The concentration of MVs and albumin in the fractions of the gradient. The fractions were polled two by two
and analyzed in pairs. The gray rectangle highlights the fractions containing plasma and MVs

b

3.7 Detection of Apo 1.

B100 Through Western
Blot

The recovery of MVs from control plasma and from
lipoprotein-depleted plasma may be assessed through flow
cytometry as described in Subheading 3.4.

. Freeze the MVs samples until use.

In order to ensure that the MVs samples are not contaminated
by LDL, a Western blot can be performed targeting Apo B100.
The transfer of high molecular weight proteins (i.e.,
>200 kDa) is challenging [10]. Therefore, due to the Apo
B100 high MW (~513 kDa), some specific practices will be
addressed in this section aiming at the efficient transfer of the
proteins, including:

(a) Low percentage of polyacrylamide separating gel (6%).
(b) Transfer buffer with low methanol concentration (5%)

containing 0.1% SDS.
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3.7.1  MVs Samples
Preparation

3.7.2 Protein Separation
by Gel Electrophoresis

3.7.3 Protein Transfer
to PVDF Membrane

3.7.4 Membrane
Blocking
and Immuno-Detection

(c) Transfer into PVDF instead of nitrocellulose membrane.
(d) Prolonged electro-transferring (16 h) at 40 mA, 4 °C.

. Unfreeze samples of isolated MVs from control or lipoprotein-

depleted plasma (obtained in Subheading 3.6) and keep them
on ice until use.

. Homogenize the samples and remove a small volume (10 pL)

of samples to quantify the protein concentration.

. Separate 16 pL of the sample with the lowest protein concen-

tration and a smaller volume of the more concentrated ones to
have the same protein amount of ecach sample. Normalize the
volume of all samples to 16 pL with distillate water. Add 4 pL of
the 5 concentrated lysis buffer stock solution to obtain 20 pL.
of each sample. Briefly vortex and place the samples in the
ultrasonic bath for 10 min.

. Add the sample buffer by diluting the 5x concentrated stock

into each sample (5 pL in 20 pL of sample). Boil at 95 °C for
5 min.

. Prepare the separating 6% polyacrylamide gel and stacking gel

by mixing the items described in Subheading 2.6, item 4 (see
Note 8).

. Assemble the electrophoresis apparatus and set the gel; fill the

gel box chamber with the running buffer.

. Load 25 pL of each sample in different wells of the gel along

with MW marker.

. Turn on power supply and run the samples at 32 mA for about

120 min (see Note 9).

. Treat the PVDF membrane with 100% methanol for 2 min to

activate the membrane before use because PVDF membrane is
water repellent.

. Assemble a transfer sandwich on the gel support cassette, which

must be placed in the tank with the transfer buffer.

. Transfer proteins from the gel to the membrane at 4 °C over-

night at 40 mA (see Note 10).

. After electroblotting, block the membrane with 5% low-fat

dried milk in TBS-T for 1 h under continuous gentle shaking
at room temperature.

. Incubate the membrane with the primary antibody against Apo

B100 solution (1:2000 in 5% low-fat dried milk in TBS-T)
overnight under continuous gentle shaking at 4 °C.
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. Wash the membrane five times with TBS-T and incubate with

the secondary antibody solution (1:10,000 in 5% low-fat dried
milk in TBS-T) for 1 h under continuous gentle shaking at
room temperature.

. Wash the membrane five times with TBS-T, soak the mem-

brane in the pico ECL substrate, and wrap the membrane in a
plastic clear sheet protector. In a dark room, expose the hyper-
film ECL to the wrapped membrane in an X-ray film cassette
(see Note 11).

. ApoB100 must be detected only in MVs from plasma that was

not subjected through gradient ultracentrifugation.

4 Notes

wun

. The quantification of MVs and other analysis such as procoa-

gulant activity are described to be strongly influenced by
pre-analytical variables in the MV isolation protocol
[11, 12]. Some critical variables must be standardized in the
plasma preparation stage, which are: do not use vacuum blood
collection systems; handle blood carefully; use specific centri-
fugation conditions mentioned below; use PFP instead of PPP;
use fresh tissue samples.

. Biosafety practices must be followed by a trained blood collec-

tion team and blood should be collected in the presence of
anticoagulants (15% v /v of sterile ACD). Thoroughly homog-
enize the blood in the syringe and transfer it to conical poly-
propylene sterile centrifuge tube. To avoid unnecessary
agitation, transport of the tubes must be carried out with care.

. Store samples of PFP plus BHT in refrigeration if ultracentri-

fugation occurs the next day or freeze at —20 °C.

. For 8 mL ultracentrifuge tube, add 2 mL of PFP-KBR mixture

plus 6 mL of 0.9% saline solution. When using clinical samples,
smaller sample volumes can be adapted for other tubes and
ultracentrifuge rotors.

. Equalize the weight by carefully removing the saline from the

tube with more solution using the glass Pasteur pipette. Unbal-
anced tubes can damage your equipment.

. Each drop contains approximately 50 pL, so to get 300 pL you

must collect 6 drops for each fraction.

. Preventing latex beads aggregation is important since beads

counting in flow cytometry will be used to quantify the MVs
concentration.

. The glass sandwich with gels can be stored at 4 °C in running

buffer for about 3 days.
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9. You should see bubbles in the tank if the current is flowing,.
Since a low percentage polyacrylamide gel (6%) is used, low
MW protein markers are expected to process faster than high
MW proteins markers.

10.

Place cooling ice packs in the tank around the transfer case. Itis

important that the system supports cooling overnight.

11. In samples where LDL is present, APOB-100 is abundant.
Therefore, after 5 min of exposure there is a good detection

of the protein.
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3.2. CAPITULO II: ANALISE PROTEOMICA DE VESICULAS EXTRACELULARES
ISOLADAS POR DIFERENTES METODOS VISANDO ELIMINACAO DA
CONTAMINAGCAO POR LIPOPROTEINAS.

“Proteomic analysis of extracellular vesicles from isolation approaches striking
lipoprotein contamination”

Neste trabalho, mostramos que a combinagdo da G-UC seguida por SEC
€ capaz de eliminar a contaminagao por lipoproteinas das EVs isoladas. A SEC é um
método amplamente aplicado para isolamento de EVs, sendo capaz de eliminar a
contaminagao por HDLs mas n&o por VLDLs ou LDLs. Por outro lado, a G-UC
seguida por SC é capaz de eliminar a contaminagéo por VLDLs e LDLs mas nao por
HDLs. Dessa forma, ao combinarmos os dois métodos, usando a G-UC como um
pré-processamento do plasma para deplecao de lipoproteinas seguido da SEC para
o isolamento das EVs, fomos capazes de obter EVs livres das 3 principais classes
de lipoproteinas. A auséncia de lipoproteinas nas popula¢des de EVs isoladas foi
confirmada através de diferentes abordagens incluindo a quantificagdo de colesterol,
analise protedmica e detecgao de apoB-100 por western blot. Além disso, a analise
protedmica dos diferentes métodos aplicados identificou numeros de proteinas e
vias biologicas semelhantes em EVs isoladas, independentemente da deplecao de
lipoproteinas, o que foi consistente com EVs de origens celulares semelhantes

identificadas por citometria de fluxo.

Laura Botelho Merij*, Luana Rocha da Silva*, Kemilly Queiroga Leite, Marcus
Antbénio Aposo-Nune, Fernanda Brandi Andrade, Sharon de Toledo Martins,
Lysangela Ronalte Alves, Patricia T. Bozza, Monique Ramos de Oliveira Trugilho,
Eugénio Damaceno Hottz. EM PREPARAGAO.

* co-primeira autoria
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4 DISCUSSAO

O isolamento de EVs € um passo de fundamental importancia para
viabilizar o estudo dessas estruturas, garantindo resultados auténticos acerca de
suas propriedades fisico-quimicas e de suas fung¢des bioldgicas. No entanto, a
presenca de contaminantes pode implicar no enviesamento de tais dados.
Atualmente, os métodos de isolamento mais frequentemente empregados sao os
que o fazem através das propriedades fisicas das EVs, como densidade e tamanho,
ou com base nas suas propriedades quimicas, como através de interacbes com
proteinas de superficie (LI et al., 2019; ROYO et al., 2020). Para obtengao das EVs
de diferentes biofluidos, como plasma, urina, saliva, podem ser empregadas
diferentes técnicas como SC, SEC, ultracentrifugagdo, gradiente de densidade,
filtragdo, imunocaptura, entre outras (BOING et al., 2014; GARDINER et al., 2016b;
KIM et al., 2021; PEDERSEN; KIERULF; NEURAUTER, 2017; SUN et al., 2018;
YUANA et al., 2014). Amostras de plasma sdo fontes comumente empregadas no
estudo de EVs devido a obtengao facil e no invasiva (ROYO et al., 2020; THERY
et al.,, 2018), e também as utilizadas em ambos os trabalhos abordados nessa
dissertagcdo. No entanto, o grande desafio em se trabalhar com EVs oriundas do
plasma reside em obter vesiculas puras, sem contaminacdo por proteinas
plasmaticas e principalmente por lipoproteinas que aprestam fungdes bioldgicas que
poderiam mascarar os dados obtidos sobre as EVs (MILLER; SHYY, 2017; RIDGER
et al., 2017a; THERY et al., 2018). Por isso, dada a crescente potencialidade das
EVs em aplicagbes clinicas e seus papéis unicos na comunicagao intercelular,
atuando tanto em condigdes fisioldégicas e patologicas, reforga-se a imprescindivel
necessidade de padronizagdo de métodos eficientes para isolamento e purificacédo
das EVs, principalmente se tratando da contaminacao por lipoproteinas (DOYLE;
WANG, 2019; LIANGSUPREE; MULTIA; RIEKKOLA, 2021).

Nesta dissertacédo, apresentamos trabalhos que visam contribuir para a
padronizagao de métodos para isolamento de EVs do plasma humano com foco
principal na erradicacdo da contaminagao por lipoproteinas das amostras. Em

ambos os trabalhos abordados aqui (Capitulo | e Il), demonstramos a eficiéncia do



79

processamento do plasma através da G-UC em separar VLDLs e LDLs da porgao
plasmatica enriquecida em EVs, contudo, albumina e pequenas quantidades de HDL
ainda permaneceram contaminantes. Ja no segundo trabalho (Capitulo II)
especificamente, utilizamos diferentes abordagens bioquimicas, imunoldgicas e
protedmica para avaliar a eficiéncia da G-UC seguida pelo isolamento das EVs
através de SC ou SEC na obtencgao de vesiculas livres de lipoproteinas. Além disso,
realizamos uma quantificacao e caracterizacdo das populagdes de EVs recuperadas
através dos métodos abordados e, iremos discutir também algumas vantagens e

desvantagens de cada método utilizado.

Atualmente, a G-UC é um método largamente empregado para o
isolamento de lipoproteinas do plasma sanguineo (POTTS et al., 1994; REDGRAVE;
ROBERTS; WEST, 1975). Resultados de uma pesquisa recente conduzida pela
ISEV apontam um crescimento do uso dessa metodologia também no isolamento de
EVs (ROYO et al.,, 2020). Nesta dissertacdo, demonstramos a aplicabilidade de
gradientes de densidade para deplegao das lipoproteinas das amostras de plasma
antes do isolamento das EVs. Nossos resultados confirmaram que G-UC foi eficiente
na separagdo de lipoproteinas das fragdes de plasma que se mantiveram
enriquecidas em EVs sem comprometimento aparente de sua concentracdo e
origem celular. No entanto, albumina e HDL ainda permaneceram presentes como
contaminantes. Esses resultados sdo semelhantes aos relatados por Yuana et
al.(2014), que ao processarem amostras de plasma através da ultracentrifugacao de
um gradiente de KBr observaram que as EVs e HDLs permaneciam misturadas em
algumas fragdes. Onodi et al.(2018) usando um gradiente de iodixanol para isolar
EVs também observou contaminagdes por HDL e albumina nas fragcbes ricas em
EVs. Ademais, nossos resultados prote6micos demonstraram uma menor
identificacdo de espectros da apolipoproteina ApoB-100, relativa a VLDL e LDL,
corroborando a eficiéncia da G-UC em reduzir a contaminacgao por lipoproteinas das
fracbes ricas em EVs. No entanto, ainda obtivemos espectros aumentados de
albumina o que é consistente com pesquisas anteriores mostrando que as proteinas
plasmaticas, incluindo a albumina, encontradas no proteoma de EVs apds G-UC nao
estavam relacionadas a EVs (KALRA et al., 2013).

Outro método bastante empregado no isolamento de EVs é a SEC
(ROYO et al., 2020; THERY et al., 2018). Ao utilizarmos a SEC para isolar as EVs de
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amostras de plasma obtivemos EVs livres de HDL, porém persistentemente
contaminadas por VLDs e LDLs, como comprovado por analises colorimétricas para
colesterol e também pela deteccdo da apoB-100 por western blot. Além disso, a
analise protedmica das fragdes individuais de SEC também confirmou a identificagéo
significativa de espectros de massa referentes a apoB-100 e albumina entre fragdes
enriquecidas com EVs. Nossos resultados estdo de acordo com estudos anteriores
(ASKELAND et al., 2020; BOING et al., 2014; DE MENEZES-NETO et al., 2015;
KARIMI et al., 2018). Dessa forma, € importante destacar que a contaminagao por
lipoproteinas deve ser levada em consideragao quando a SEC for utilizada para
isolar EVs. Dependendo do tipo de analise que se deseja realizar, principalmente em
ensaios funcionais ou analises lipiddmicas, passos adicionais a SEC devem ser
considerados, pois ela ndo € capaz de eliminar completamente as lipoproteinas. Por
fim, vale ainda ressaltar que, apesar de ter diluido bastante as amostras de EVs, a

SEC preservou os perfis de origem celular e de ontologia génica das EVs isoladas.

Dada a auséncia de uma metodologia eficiente para extinguir os
problemas de contaminagdo no isolamento das EVs, uma solugdo sugerida na
literatura € a combinagcdo de diferentes métodos (LIANGSUPREE; MULTIA;
RIEKKOLA, 2021; ROYO et al., 2020). Por exemplo, como a SEC é capaz de isolar
EVs livres de HDL porém contaminadas por LDL e VLDL, uma alternativa para o
problema de contaminagado seria efetuar uma imunodeplegcdo de lipoproteinas do
plasma antes da SEC. Mgrk et al., utilizou anticorpos anti-ApoB conjugados a
esferas magnéticas para remover lipoproteinas portadoras de ApoB (LDL, VLDL e
quilomicrons) de suas amostras (MJRK et al., 2017). Como a G-UC testada nesse
trabalho se mostrou eficiente em depletar VLDLs e LDLs do plasma, nosso grupo
optou por testar a combinagdo da G-UC seguido pela SEC, uma vez que as EVs
isoladas por cada técnica possuem contaminacdes diferentes e complementares.
Nossos dados confirmaram que a combinagao de G-UC e SEC foi capaz de eliminar
a contaminacao de lipoproteinas das EVs isoladas, especialmente a LDL, conhecida
como o principal contaminante de EV na maioria dos métodos de isolamento
(LIANGSUPREE; MULTIA; RIEKKOLA, 2021; SMALLEY et al., 2007; SODAR et al.,
2016). Ao realizarmos o G-UC antes da SEC, fomos capazes de eliminar a
contaminagdo por apoB-100 das amostras de EVs, conforme comprovado por

western blot e analise protedmica. Nossa analise protedmica revelou também que a
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combinagdo de G-UC com SEC ao invés de SC foi capaz de reduzir a contagem
espectral de albumina nas amostras. Uma outra vantagem importante dessa
combinagao e que deve ser levada em consideragéo é que usando G-UC seguido de
SEC é possivel isolar diferentes classes de lipoproteinas plasmaticas, além de EVs
livres de lipoproteinas, o que € de grande valia quando se trabalha com amostras
clinicas. Outrossim, embora uma perda na quantidade final de vesiculas
recuperadas tenha sido observada, nossos dados mostram que essas populagdes
de EVs obtidas apés G-UC mais SEC sdo muito semelhantes as EVs isoladas

apenas com SEC em relagao a ontogenia génica.

Em conjunto com a literatura, nossos resultados demonstram que os
meétodos testados isoladamente apresentaram vantagens e desvantagens (Tabela
2). Contudo nenhum método sozinho foi completamente eficaz em eliminar por
completo as contaminagdes por proteinas plasmaticas e lipoproteinas das amostras
de EVs do plasma. A G-UC apesar de ter sido eficiente em separar VLDLs e LDLs
em fragdes isoladas, persistiu apresentando uma contaminacdo expressiva por
HDLs nas fragdes de plasma enriquecidas com EVs. A SEC, por sua vez, foi capaz
de isolar as EVs das HDLs e proteinas plasmaticas de maneira eficiente, mas
manteve uma contaminacdo consideravel por colesterol, principalmente das LDLs.
Dado que lipoproteinas possuem espectros de densidade e didametro que se
sobrepdéem ao das EVS, como exposto na Figura 4, as contaminagdes observadas
em cada método nao foram de tudo inesperadas. Além do mais, a G-UC requer um
elevado tempo de montagem e processamento, de dispor do equipamento adequado
(ultracentrifuga, tubos especificos), e é também essencial que seja realizada uma
dialise das amostras obtidas apds isolamento das EVs devido as altas
concentragbes de sais utilizadas nas fases do gradiente. Ja a SEC, apesar de ser
uma técnica relativamente simples, oferece também limitagdes devido ao emprego
de um grande volume de PBS para manter o fluxo do plasma pela coluna, de modo
que as amostras recuperadas se encontram bastante diluidas. Quanto a combinagao
de métodos, apesar de ela parecer uma solugdo adequada para o problema de
contaminagao das EVs, ainda € preciso levar em consideragdo as limitagbes e
desvantagens de cada técnica (Tabela 2). Ao combinarmos G-UC e SEC
observamos perdas na quantidade final de EVs recuperadas, o que pode ser um

fator de suma importancia dependendo da quantidade de amostra disponivel, e o
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processamento das amostras requer ainda mais tempo e trabalho. Além disso, uma
vez que a literatura sugere que a centrifugacdo pode causar agregacao das EVs e
afetar a integridade das membranas de vesiculas, pretendemos realizar também
uma analise por microscopia eletrbnica das EVs obtidas apés a combinacdo dos
dois métodos, similarmente a realizada por Linares et al (2015) (HARGETT; BAUER,
2013; WEBBER; CLAYTON, 2013b; YUANA; BERTINA; OSANTO, 2011).

Tabela 2: Vantagens e desvantagens do uso da cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC) e da
combinagdo da ultracentrifugagdo de gradiente (G-UC) com centrifugagao seriada (G-UC + SC) ou

SEC (G-UC + SEC), no isolamento de vesiculas extracelulares (EVs).

Métodos Vantagens Desvantagens
SEC + Tempo; * Amostras muito diluidas;
* EVslivres de HDLs + Contaminagao por VLDLs e
* Elimina contaminagao por LDLs nas fragdes contendo
proteinas plasmaticas. EVs.

G-UC + SC * EVslivresde VLDLs e  Tempo;

LDLs; * EVs contaminadas por HDL
* Isolamento concomitante e proteinas plasmaticas.

de lipoproteinas (VLDLs e

LDLs);

G-UC + SEC * Isolamento concomitante |+ Amostras muito diluidas;
de lipoproteinas (VLDLs e |« Tempo;
LDLs); + Trabalhoso.

« EVslivres de
contaminagao por
lipoproteinas.

Fonte: autoral.
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5 CONCLUSAO

Concluimos com esta dissertagdo que EVs obtidas apdés G-UC podem ser
separadas de VLDLs e de LDLs, mas permanecem contaminadas por HDLs;
enquanto EVs isoladas a partir de SEC s&o separadas de forma eficiente de HDLs,
mas permanecem contaminadas por colesterol proveniente de VLDLs e LDLs.
Contudo, ao utilizarmos G-UC seguida por SEC, obtivemos um protocolo capaz de
eliminar a contaminagé&o por lipoproteinas com alta eficiéncia, garantindo EVs de alta
pureza sem comprometer sua origem celular ou perfil de vias biolégicas identificadas
por protedmica. Por fim, embora a combinagdo dos métodos possa parecer muito
trabalhosa, a contaminagdo por lipoproteinas € uma questdo importante para
algumas abordagens experimentais, incluindo ensaios funcionais e analises
lipiddbmicas, tornando importante levar em consideragdo métodos para obter EVs

livres de lipoproteinas.
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