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RESUMO

Recentemente, ha evidéncias crescentes de que vesiculas extracelulares
de células estromais mesenquimais humanas (hMSC-EVs) podem ser usadas para
aplicacoes terapéuticas. O uso das hMSC-EVs parece ter menor imunogenicidade,
mas efeitos semelhantes para a terapia como suas células parentais em alguns
modelos animais. A pesquisa sobre hMSC-EVs ainda enfrenta alguns desafios sobre
como alcancar o isolamento altamente eficiente delas. Embora as diretrizes tenham
sido estabelecidas pelas sociedades internacionais que estudam a biologia das
vesiculas extracelulares, muitos protocolos diferentes para isolar hMSC-EVs séo
relatados na literatura. Portanto, essa revisao teve como objetivo resumir e discutir os
protocolos de isolamento de hMSC-EVs utilizados nos ultimos anos. A busca foi
realizada na base de dados PubMed para recuperar os artigos publicados entre 2015
e 2021. Foram selecionados 1037 artigos, separados de acordo com o protocolo de
isolamento de EVs. A ultracentrifugacéo (UC) foi o mais frequente nos ultimos anos
para o isolamento de hMSCs-EVs. Um total de 519 artigos, que utilizaram UC, foram
incluidos para andlise dos dados. Embora muitas variagfes tenham sido identificadas
no protocolo de UC entre os artigos, a maioria dos estudos conseguiu isolar EVs e
realizar uma caracterizacdo completa delas. No entanto, faltam informacdes nos
artigos que permitam comparar o rendimento de EVs obtido nos estudos. Este estudo

fornece uma revisdo das etapas criticas para o isolamento de hMSC-EVs usando UC.

Palavras-chave: Exossomos. Vesiculas extracelulares. Células mesenquimais

estromais. Ultracentrifugacao.



ABSTRACT

Recently, has been growing evidence that extracellular vesicles from human
mesenchymal stromal cells (hMSC-EVs) can be used for therapeutic applications. The
use of the hMSC-EVs appears to have lower immunogenicity but similar effects for
therapy as their parental cells in some animal models. Research on hMSC-EVs still
faces some challenges on how to achieve highly efficient isolation of them. Although
guidelines have been established for international societies that study extracellular
vesicles biology, many different protocols for isolating hMSC-EVs are reported in the
literature. As a result, the purpose of this review was to summarize and discuss the
hMSC-EV isolation protocols that have been used in recent years.. The search was
conducted in the PubMed database to retrieve the articles published between 2015
and 2021. A total of 1037 articles were selected, and they were separated according
to the EVs isolation protocol. The ultracentrifugation (UC) was the most frequent over
the last 7 years for the isolation of hMSCs-EVs. A total of 519 articles, that used UC,
were included for data analysis. Although a lot of variations were identified in the UC
protocol among the papers, most studies were able to isolate EVs and performa
complete characterization of them. Nonetheless, there is a lack of information in the
papers which could allow a comparison of the yield of EVs obtained in the studies. This

study provides a review of critical steps for nMSC-EVs isolation using UC.

Keywords: Exosomes. Extracellular Vesicles. Mesenchymal Stem Cells.

Ultracentrifugation.
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1 INTRODUCAO

O estudo e a aplicacdo de células estromais mesenquimais (MSCs)
multipotentes para o tratamento de les6es e doencas humanas ja tem quase 40 anos,
e esta em continua evolucdo (Caplan et al., 2019). Evidéncias crescentes e
convincentes sugerem que as MSCs exercem muitos, se ndo a maioria, de seus
efeitos paracrinos através da liberacdo de vesiculas extracelulares (EVs). Vesiculas
de aproximadamente 50 a 1.000 nandmetros de diametro que sao secretadas por
todos os tipos de células (Witwer et al., 2019).

As EVs podem ser classificados em trés subgrupos principais: (a)
microvesiculas/microparticulas/ectossomos que sdo produzidos por brotamento
externo e fissdo da membrana plasmética; (b) exossomos que sdo formados dentro
da rede endossomal e liberados apds a fusdo de corpos multivesiculares com a
membrana plasmatica; e (c) corpos apoptéticos, liberados como bolhas de células em

apoptose (Shang et al., 2017).

A Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV) caracteriza
"vesicula extracelular" como o termo genérico para particulas liberadas naturalmente
da célula, que séo delimitadas por uma bicamada lipidica e ndo podem se replicar, ou

seja, ndo contém um nucleo funcional (Théry et al., 2018).

O termo "sEVs" foi descrito como o melhor descritor para a populagéo alvo
de MSC-EVs terapéuticos (Witwer et al., 2019). Os sEVs parecem mediar efeitos
terapéuticos em uma variedade de doencas diferentes (Lener et al.,, 2015). SEVs
preparados a partir de culturas in vitro de MSC sdo extensivamente descritos para
mostrar atividades terapéuticas que recapitulam as de MSCs em varios ensaios
funcionais in vitro e modelos de doencas pré-clinicas relacionadas (Witwer et al.,
2019). Varios estudos pré-clinicos compararam os efeitos benéficos da terapia celular
baseada em MSCs e terapia livre de células baseada em sEVs e mostraram que eles

tiveram resultados terapéuticos semelhantes (Janockova et al., 2021).

SEVs estdo sendo projetados como uma ferramenta inovadora para terapia
sem ceélulas, ja que o transplante de sEVs mostra-se mais seguro em comparacao ao
uso de células, uma vez que ndo sdo capazes de duplicar e sofrer mutacdes
(Janockova et al., 2021; Panda et al., 2021; Ma et al., 2020).
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A cultura de células € um passo inicial de alguns protocolos de
separacao/isolamento de hMSC-EVs. Nesta etapa, muitos fatores estdo envolvidos:
plagueamento das células, meio de cultura, tempo de cultivo, entre outros. Na maioria
dos protocolos, as células sdo primeiramente cultivadas em um meio de cultura
condicionado por um determinado tempo para liberar suas vesiculas. O meio com as

EVs é entdo coletado e processado com base no método escolhido.

As EVs sao obtidas idealmente a partir de um meio de cultura condicionado
por células (CM) na auséncia de qualquer tipo de soro para evitar o co-isolamento de
EVs exogenos (Théry et al., 2018). No entanto, a deplecdo sérica pode alterar o
comportamento celular e a natureza e composicdo das EVs liberadas (Théry et al.,
2018). Para evitar essas alteracdes na cultura de células, uma alternativa € expor as
células durante o periodo de liberacdo de EV a um CM suplementado com soro que
foi pré-esgotado de EVs exdgenos; ou seja, eliminar as vesiculas derivadas do soro
antes da suplementacdo através de uma ultracentrifugacdo 100.000xg overnight
(Witwer et al, 2013), sendo importante observar que o soro deve ser diluido 1:4 antes
da UC (Théry et al., 2018). UC em cerca de 100.000 g por algumas horas ou sem
diluicdo do soro ndo eliminara todos os EVs ou RNAs associados a EVs exdgenos
(Shelke et al, 2014; Wei et al, 2016; Théry et al., 2018). Para essa deplecédo, também
podem ser realizadas centrifugacdes em velocidades aumentadas por periodos mais
curtos; filtracédo de fluxo tangencial (TFF); ou, outras formas de ultrafiltracdo (Théry et
al., 2018). As MSCs, assim como outras células de mamiferos, sdo facilmente
cultivadas em cultura com meios suplementados com soro fetal bovino (FBS) como
fonte de energia (Witwer et al., 2019), este € o soro mais utilizado em cultura de
células, e sua deplecdo pode ser preparada por ultracentrifugacdo ou comprada
comercialmente (Mannerstrom et al., 2019).

Apds um periodo de cultivo, o CM é coletado e submetido a técnicas que
irdo separar as EVs do CM. Varias técnicas de separagéo de EVs estdo sendo usadas,
assim como novas combinacdes de métodos estdo acessiveis ou em
desenvolvimento. Tecnologia de separacdo baseada em ultracentrifugacao,
cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC), filtracdo, tecnologia de precipitacdo e
captura de imunoafinidade, sdo alguns métodos atuais disponiveis para isolamento
eficaz. Esses métodos aumentaram cada vez mais seu rendimento e pureza ao longo

dos dltimos anos, no entanto, um protocolo que possa reunir com SuUCessoO 0S
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beneficios de todas as tecnologias pré-existentes ainda nao foi desenvolvido (Panda
et al., 2021; Ma et al., 2020; Tang et al., 2021; Malhotra et al., 2021).

O método mais comum usado para se isolar vesiculas extracelulares é a
ultracentrifugacao, também conhecida como padréo ouro para extracao e separagao
de exossomos (Zhang et al., 2020). O método requer um determinado volume de um
meio condicionado, que € exposto a movimentos rotatérios. Apés a cultura das
células, impurezas maiores, incluindo detritos celulares, proteinas grandes e
agregados de membrana s&o removidos sequencialmente usando centrifugagao
diferencial (Théry et al., 2018). Primeiramente, sédo realizadas varias centrifugacfes
em baixa velocidade, transferindo o sobrenadante para um novo tubo a cada vez;
nesta etapa, as células e detritos sdo eliminados, em seguida, o sobrenadante é
coletado e centrifugado em velocidade média, para peletizar grandes EVs, grandes
corpos apoptoéticos etc. (Théry et al., 2018). O novo sobrenadante é coletado e
centrifugado em alta velocidade para no final coletar um pellet enriquecido em
pequenos EVs; o pellet é ressuspendido em um tampdo/meio, e novamente
centrifugado (= lavado), e ao final é ressupendido em um determinado volume de
tampao/meio (Théry et al., 2018). Essas velocidades, tampdes/meio e tempo de

centrifugacéo variam entre os protocolos.

Algumas combinacdes de métodos sdo usadas para otimizar o
desempenho da ultracentrifugagéo. A centrifugacéo por gradiente de densidade (DG)
€ geralmente usada em combinacdo com a ultracentrifugacéo para melhorar a pureza
do exossomo (Zhang et al.,, 2020). Neste método, primeiramente, as células séo
removidas das amostras, em seguida, o sobrenadante isento de células é entdo
adicionado a um gradiente descontinuo de iodixanol ou sacarose, e apds é
ultracentrifugado por longos periodos para que as particulas sejam separadas de
acordo com suas densidades flutuantes (Zhang et al.,, 2019). Outro método que
também é utilizado em conjunto com a UC é a tecnologia de precipitacdo, que
normalmente utiliza polietilenoglicol (PEG) como meio, e 0s exossomos sdo coletados
sob a condicéo de centrifugacéo reduzindo a solubilidade dos exossomos (Zhang et

al., 2020).

Os estudos e iniciativas de padronizagdo ja existem, como Informacdes
Minimas para Estudos de EVs (MISEV) (Théry et al., 2018; Witwer et al., 2017; Lotvall
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et al.,, 2014) e Relatérios Transparentes e Centralizacdo do Conhecimento de EVs
(EV-TRACK) (EV-TRACK Consortium et al., 2017), mas ainda existem algumas
discrepéncias entre os protocolos encontrados.
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2 PROPOSICAO

Analisar as etapas criticas dos protocolos de ultracentrifugacdo para o
isolamento de vesiculas extracelulares originadas de hMSCs presentes na literatura e
fazer um levantamento dos parametros mais comuns entre eles, e 0s que mais
diferem, a fim de entender a dinamica dos protocolos e compilar informacbes

relevantes para pesquisadores que estao iniciando neste campo de pesquisa.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Metodologia

3.1.1 Estratéqgia de busca e selecao de artigos

Com o objetivo de analisar os protocolos de isolamento EVs originados de
hMSCs, foi realizado um levantamento dos artigos presentes na literatura da base de
dados PubMed. A primeira busca foi realizada no dia 28/04/2021 e a ultima atualizacao
foi realizada no dia 17/01/2022. O periodo selecionado foi de janeiro de 2015 a
dezembro de 2021, dos artigos encontrados no periodo selecionado, 3 sairam com
publicacdo para o inicio de 2022. As palavras-chave utilizadas foram “Exosome”,
“Extracellular Vesicles”, “Mesenchymal Stem Cell” e “Mesenchymal Stromal Cell”, e
todas as buscas foram limitadas ao inglés. Uma primeira sele¢cdo de artigos foi
realizada tendo como critério de inclus@o artigos com protocolos para separacao de
EVs provenientes de meio de cultura de hMSCs. Foram excluidos os artigos que nao
utilizaram os protocolos de separacao; que isolaram EVs de outros tipos de células ou
MSCs ndo humanas; revisdes de literatura; relatos de casos; errata; comentarios
pessoais; resumos; cartas para o editor; e artigos em outros idiomas. Os artigos
selecionados no primeiro filtro foram separados pelos métodos de isolamento: UC;
Filtracdo por Membrana (Ultrafiltracdo — UF; Filtracdo por Fluxo Tangencial - TFF);
Precipitacdo (polietilenoglicéis-PEG); Cromatografia de Exclusdo de Tamanho (SEC);
Kits Comerciais de Isolamento de Exossomos; Gradientes de Densidade (DG); e

outros.

3.1.2 Extracao de dados

O método de ultracentrifugacéo foi escolhido para a coleta de dados, pois
este método foi utilizado na maioria dos artigos disponiveis, ou seja, foi a técnica mais
utilizada para a separacdo de vesiculas extracelulares de ceélulas mesenquimais
humanas. Nesta etapa, foram desenvolvidos novos critérios de inclusdo e excluséo
para posterior filtragem. Foram selecionados artigos que forneceram a maior
qguantidade de dados sobre o protocolo de separacdo; artigos que realizaram o

isolamento ndo apenas por UC exclusiva, mas também pela combinagcéo de UC com
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outros métodos (DG, PEG, filtracdo); os critérios de exclusdo removeram artigos que
nao possuiam informacdes detalhadas do protocolo e artigos que apresentavam
rotacao inferior a 100.000g ou que fornecessem informagdes de rotacdo em unidade
de rpm. A filtragem resultou em 519 artigos, dos quais foi realizada a coleta de dados.
As informac0Oes extraidas de cada estudo foram coletadas por dois pesquisadores e
com base nos critérios: PMID; ano de publicacéo; dados relacionados com a cultura
de células (namero de células, numero da passagem das células, placa, CM, tempo
de cultivo em CM, o volume de CM; temperatura de armazenamento do CM); dados
relacionados a UC (1 ou 2 rodadas; tempo; forca g; tipo de rotor; tipo de tubo; uso de
filtro de 0,22 um, ou outros tipos de filtros); dados relativos a amostra final (tipo e
volume final de ressuspenséo; temperatura de armazenamento, rendimento médio de
vesiculas); e, utilizacéo de técnicas adicionais como o uso de gradientes (sacarose ou

iodixanol), PEG ou filtragcdo por membrana.
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3.2 Resultados

3.2.1 Levantamento dos parametros encontrados

519 possuiam
informacoes detalhadas e

Fluxograma 1 - Resumo do delineamento da pesquisa.

A busca abrangeu artigos publicados nos ultimos 7 anos. No Fluxograma 1
é possivel observar o resumo do delineamento da pesquisa. Apés a busca e remocéao
de artigos duplicados, a revisao iniciou-se com 3.590 artigos, e destes, 1.037 artigos
foram selecionados de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo descritos na
metodologia, e separados pelos métodos de isolamento de EVs de MSCs de
humanos: ultracentrifugacdo, comercial kits, filtracdo (UF; TFF), SEC e outros (Figura
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1). Foi possivel observar o crescimento exponencial do numero de publicacdes entre
os 516 artigos que isolaram EVs a partir de ultracentrifugacdo por ano, no periodo de
2015 a 2022 (Figura 1A) e a frequéncia com que os métodos de isolamento foram
aplicados entre os 1.037 artigos (Figura 1B). Alguns artigos utilizaram mais de um

meétodo de separacao.

UC foi o método mais frequentemente aplicado (66,44%), seguido por Kits
comerciais (20,34%); Filtracdo (7,32%) e SEC (3,8%) foram usados com menos
frequéncia para isolar EVs.

A s B ™
140 60%

120 50%
100
40%
80

Artigos (n)

%
60 30%

Frequéncia (%)

40 20%
20 10%
0 [ [
2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 0% —_—

Ano uc Kit Comercial Filtrac&o SEC Qutros

Figura 1 - Métodos de isolamento de EVs de MSCs de humanos. (A) Niumero de artigos
publicados por ano no PubMed que utilizaram a ultracentrifugacdo para o
isolamento de vesiculas extracelulares de células mesenquimais humanas. (B)
Frequéncia dos métodos de isolamento utilizados entre 2015 a 2021.

Dos artigos que utilizaram kit comercial (n=214), 47,66% utilizaram Kkits
ExoQuick da System Biosciences (SBI) que sao divididos em 3 categorias: ExoQuick
Exosome Exosome Precipitation Solution, ExoQuick-TC Exosome Precipitation
Solution e ExoQuick- TC Ultra precipitation solution. Os kits comerciais de colunas
gEV (Izon Science), Kit Exo-spin™ e outros que utilizam a tecnologia SEC foram
listados dentro dos métodos SEC, representados na Figura 1B, devido a baixa

frequéncia. A Tabela 1 resume os kits mais utilizados nos ultimos anos.
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Tabela 1 - Frequéncia de uso de kit comercial para isolamento de hMSC-EVs, dividida por
nome comercial e marca

Nome Comercial e Marca Frequéncia (%)
ExoQuick (System Biosciences) 47,66%
Total Exosome Isolation Reagent (Invitrogen) 2477%
exoEasy Maxi Kit (Qiagen) 6,07%
Exosome Isolation Reagent (Ribobio) 3,74%
Exocib kit (Cib Biotech Co.) 3,74%
Total exosome isolation kit (Life Technologies) 3,27%

MagCaptureTM Exosome Isolation Kit PS (FUJIFIL M Wako) 1,87%

MIRCURY Exosome Isolation Kit (EXIQON) 1,40%
Exosome Isolation Kit (Umibio) 0,93%
Outros 6,54%

Combinacdes de métodos também foram encontradas dentro dos dados,
como: TFF com ultracentrifugacdo em gradiente de densidade (iodixanol) (Willis et al.,
2020; Reis et al., 2021); TFF com SEC (Hogan et al., 2019; Cloer et al., 2021; Haxby
et al., 1987); TFF com ultracentrifugacédo em gradiente de densidade (sacarose) (Bari
et al., 2019); SEC com UC (Feng et al., 2020; Ullah et al., 2020; Zhai et al., 2021);
PEG com UC (Zhou et al., 2021; Shi et al., 2021; Wang et al., 2022).

A UC foi o método mais recorrente (n = 699 artigos). A partir dos critérios
de incluséo e exclusdo dos artigos que utilizaram UC relatados na metodologia, a
coleta de dados iniciou-se com 519 artigos. Abaixo estdo nossos resultados com base
em dados coletados de artigos que passaram por UC. A grande maioria dos artigos
selecionados (86,63%) utilizou a UC como método unico de isolamento de EV.
Combinacdes de métodos também foram usadas para otimizar o desempenho da
ultracentrifugacdo. Encontrou-se combinacdes de varias técnicas como DG (6,1%),
PEG (1,3%) e UF (5,97%). Nos artigos que combinaram DG com UC, 5,2% utilizaram

sacarose e 0,9% utilizaram iodixanol.
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3.2.2 Cultura e condicdes de coleta

A Figura 2 ilustra alguns dos dados coletados referentes ao cultivo celular
de hMSCs, € possivel observar na Figura 2A que entre 0s 458 artigos que citaram seu
meio de cultivo, a maioria dos protocolos cultivou as células em CM livre de soro (Livre
de Soro) (48,47%), seguido de protocolos que utilizaram o CM suplementado com
FBS Esgotado de EV (34,5%). Outros protocolos realizaram a UC de todo o meio
suplementado, ndo apenas do soro, estes foram denominados Meio Total Esgotado
de EVs; e em menor proporgdo, encontramos outros tipos de suplementos, como
Albumina Sérica Bovina (BSA), Lisado de Plaquetas (LP), Soro Fetal de Bezerro
(FCS), entre outros.

Em relacdo ao tempo de cultivo, pode-se observar uma padronizacéo, onde
a maioria dos protocolos purificou EVs a partir de um meio condicionado por células
por 48 horas (60,27%); outros tempos utilizados com menor frequéncia foram 24
(17,41%) e 72 horas (12,05%). O volume de CM coletado foi descrito em apenas 32
artigos que possuiam essa informacao, entre eles os volumes coletados variaram de
15 a 1000ml.

Em relacdo a temperatura de armazenamento do CM, foi possivel observar
gue alguns pesquisadores coletaram o meio condicionado por alguns dias, por
exemplo, por 2 a 3 dias (Angulski et al., 2017; Shentu et al., 2017; Wan et al., 2020;
Chen et al., 2021), e congelaram o CM até que acumulassem volume suficiente para
realizar a separacéo das EVs. Chopra et al.,2019, relataram que o CM foi mantido a
4°C para ser usado dentro de uma semana; ou armazenado a -80 °C para
experimentos futuros. Apenas 34 artigos relataram o armazenamento de CM, a maior
parte armazenou a -80°C (53%); seguido por -20°C (23,53%) e 4°C (11,8%). Antes do
congelamento, alguns realizaram centrifugagdes sucessivas em baixas velocidades
para remover as células e detritos (Angulski et al, 2017; Chopra et al, 2019; Wang et
al., 2022; Drommelschmidt et al., 2017; Hingert et al., 2020; Wang et al., 2020).

Outro dado coletado foi relacionado a passagem das células utilizadas para
o isolamento de hMSC-EVs, relatada em 149 artigos. Alguns artigos utilizaram células
de apenas uma passagem, enquanto outros utilizaram um intervalo, por exemplo,

células em passagens de 3 a 5, sendo este intervalo o que apareceu com maior
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frequéncia entre os artigos. A Figura 2B mostra a frequéncia das passagens das
células mais utilizadas entre os artigos, passagens de 0 a 10. Dois artigos nao
entraram neste calculo de porcentagem porque utilizaram passagens ndo muito
comuns entre os achados, um utilizou passagem entre 30 a 50 (Wang et al., 2020) e
0 outro passagem 15 (Kim et al, 2021).
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Figura 2 - Cultura de células de hMSC para isolamento de EV. (A) Frequéncia dos tipos de
meios de condicionamento mais utilizados. Livre de Soro, representa o CM que
nao utilizou nenhum tipo de soro como suplemento. FBS Esgotado de EVs,
representa CM suplementado com FBS que foi ultracentrifugado e esgotado
de EVs. Meio TOTAL Esgotado de EVs, representa todo o CM suplementado
ultracentrifugado. (B) Frequéncia de passagem das células utilizadas.

Dentre os artigos, 82 deles continham informacdes sobre a placa utilizada.
As placas mais utilizadas apresentavam area de 75 cm2, com frequéncia de ocorréncia
de 27,17%, seguidas de placas com area de 175 cmz (18,48%); placas com area entre
44 e 60,8 cm? (16,3%); e placas com 145-150 cm? (15,22%). Outras que apareceram
com menor frequéncia foram placas para cultivo de células com area entre 1264-6320
cmz? (7,61%); placa de seis pocos (7,61%); placas com 25 cm? (4,35%) e 225 cm?
(3,26%). Ao analisar o numero de células plaqueadas por placa de 75 cm?, que foram
as mais utilizadas entre os achados, observou-se uma grande variagao, de 2,5x10° a

4 0x107 células.

3.2.3 Protocolo de ultracentrifugacdo

Com base nos dados coletados, existem discrepancias entre os diferentes
protocolos de UC: enquanto alguns parametros coincidem entre os diferentes

protocolos, outros ainda ndo possuem consenso. Na Figura 3, € possivel observar
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alguns dos parametros que sao utilizados no protocolo de ultracentrifugacdo que
foram coletados. Parametros como forca g (n = 517) em 100.000g (Figura 3A); o
tempo de processamento (n = 517) entre 60 a 70 minutos (Figura 3B) e o uso do filtro
de 0,22 pm antes da UC (73,3% de 221 artigos) sdo comuns na maioria dos
protocolos. No entanto, os rotores utilizados variam muito entre os protocolos dos 164
artigos, assim como a utilizacdo de um filtro de 0,22 um e a realizacdo de um ou mais
estagios de UCs, um para isolamento e outro para eliminacdo de proteinas
contaminantes. Uma porcentagem de 63,44% dos artigos realizou mais de uma etapa
de UC.

A 80% B 45%
70% (o 40% —
9
_60% - 35%
=3 < 30%
= 50% E 25%
(E 40% 2 20%
T o
@ 30% S 15%
- 10%
5%
mE Em
0% L1 60 70 90 120 Outros
100 110 120 Outras rotagdes tempos
Forca (g) Tempo (min)
|17 ultracentrifugac@o @2° ultracentrifugacéo m 17 ultracentrifugacéo 027 ultracentrifugac@o
C so%
50%
T 40%
=
©
5 30%
-]
o
[
& 20%
o NN N wl NN | N I I
SW41TI SW32Ti SW28Ti 70Ti 45Ti

@60 min @70 min @90 min ®120 min ®@Outros

Figura 3 - Parametros de rotacdo utilizados no protocolo de ultracentrifugagcéo. (A)
Frequéncia das for¢as (g) mais utilizadas (B) e frequéncia dos tempos mais
utilizados para a primeira e segunda ultracentrifugacéo. (C) Distribui¢cdo dos
tempos de rotacdo entre os rotores mais utilizados para isolamento de
hMSC-EVs.

O filtro de 0,22 ym foi o de maior recorréncia entre os artigos, por iSso
analisamos sua frequéncia separadamente dos demais filtros, com 42,77% dos artigos
relatando seu uso. Dos que realizaram essa microfiltracdo, ha uma padronizacdo de
uso antes da UC (73,3% de 221 artigos); quando realizada apds a ultracentrifugacéo,

visa aumentar a pureza da amostra, semelhante a segunda ultracentrifugacéo
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(lavagem), que também é utilizada para purificar os EVs e remover proteinas livres
(Konoshenko et al., 2018; Livshits et al., 2015)

Além do filtro de 0,22 pm, alguns protocolos (13,49%) fizeram uso de
diferentes filtros, alguns dos quais combinam UC com UF. O sobrenadante é passado
através de uma membrana com um determinado peso molecular de corte, variando
de 50 a 100 kDa para remover a maioria das proteinas nao extracelulares associadas
a vesiculas. Membranas feitas de polietersulfona sdo adequadas para altas
concentragdes de proteinas (Malhotra et al., 2021). O filtro 100 kDa MWCO foi o de
maior ocorréncia, outros filtros que apareceram com menor frequéncia entre os dados
foram o 3 kba MWCO, 0,2 um, 0,1 um, 0,45 um, e outros.

Rotor de cacamba basculante (SW) e rotor de angulo fixo (FA) sao dois
tipos de rotores que tém sido usados para o isolamento de hMSC-EVs. Em SW, no
momento da centrifugacdo, os basculantes oscilam para fora na posicédo horizontal,
resultando no pellet no fundo do tubo (Momen-Heravi, 2017; Théry et al., 2018). A
frequéncia do FA para separacao EV-hMSC foi de 54,43%, enquanto o SW, 45,57%
dos 158 artigos que informaram o rotor utilizado. Os mais utilizados foram o Tipo 70
Ti FA (70 Ti) (22,78%); SW 32 Ti (17,09%); Tipo 45 Ti FA (45 Ti) (12,66%); SW 41 Ti
(10,13%); SW 28 Ti (7,59%); Tipo 50,2 Ti FA (4,43%); SW 40 Ti (3,16%); T-647,5 FA
(2,53%); F37L-8x100 FA (2,53%), e outros (17,09%).

Todos os artigos que continham as informacdes sobre o rotor de escolha
foram rodados em 100.000 g. Foi possivel comparar os diferentes tempos de rotacao
entre esses rotores (Figura 3C). Entre os tempos mais utilizados, 70 minutos foi 0 mais
popular para 70 Ti e SW 32 Ti; 60 minutos para SW 41 Ti; e 120 minutos para 45 Ti.
Alguns dos protocolos utilizaram mais de um rotor para o UC, um para a primeira
rotacao e outro para a segunda. Dentre estes, alguns utilizaram o tipo SW no primeiro,
e o angulo fixo no segundo (Hyland et al., 2020; Lo Sicco et al., 2017; Gorgun et al.,
2021); e outros fizeram ambas as rotacdes em diferentes rotores de angulo fixo
(Haraszti et al., 2018; Xiao et al., 2021; Xu et al., 2021).
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3.2.4 Coleta e armazenamento final da amostra

A grande maioria dos protocolos (86,74% de 475 artigos) ressuspendeu as
vesiculas extracelulares em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS). Alguns
relataram armazenar as EVs em meio de cultura (5,47%); outros em Dimetilsulfoxido
(DMSO) (4,42%); e outros em diversos tipos de solucao (3,37%). Entre os meios de
cultura utilizados estdo o Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), Meio Roswell
Park Memorial Institute 1640 (RPMI), Minimum Essential Medium Eagle - Alpha
Modification (Alpha MEM); e Meio 199 (M199). Outros tipos de ressuspenséo
utilizados foram solucdo de Ringer com Lactato, agua sem Nuclease, agua MilliQ e

outros.

O uso de DMSO esta sempre associado a alguma diluicao; nos dados, foi
possivel observar percentuais de diluicdo de 1% (Gallo et al., 2016; Lopatina et al.,
2018), 5% (Liu et al., 2016) e 10% (Wen et al., 2016). A maioria realizou a diluicdo do
DMSO em RPMI, outros o diluiram em DMEM, PBS ou M199.

Em relacdo a temperatura de armazenamento da ressuspesao final de EVs,
mostrou-se ser uma etapa bem definida nos protocolos, sendo que 88,23% dos 289
protocolos que continham essa informacdo mantinham a amostra em temperatura
inferior a -70°C. A Tabela 2 contém dados coletados sobre o tempo de

armazenamento de EVs em determinadas temperaturas.
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Tabela 2 - Tempo de armazenamento de hMSC-EVs.

Temperatura (°C)/ Tipo
Autor/Ano Revista de ressuspenséao Tempo

' Wen et al., 2016. ' Leukemia 4 | PBS 1-7 dias
-80/PBS + 10% DMSO 6 meses

Lo Sicco et al.,, Current protocols in stem
2018. cell biology 4/ PBS 2 dias

Investigative
Samaeekia etal., ophthalmology & visual
2018. science 4/ PBS 3 dias

Ragni et al, Stem cell research &
20109. therapy 4/ PBS 2 dias

Torres Crigna et
al., 2020. Cells -30/ PBS 6 meses

Stem cell reviews and

Kong etal., 2021. reports 4/ PBS 2 semanas
Periodos
-80 mais longos
1 dia
International journal of 4/PBS Uso
Kay et al.,, 2021.  molecular sciences -20 posterior
Advanced healthcare
Born et al., 2022. materials -20/PBS 1 més

Outra informacéao coletada foi em relagdo ao volume final da ressuspenséo
final, que ira variar de acordo com a quantidade de CM inicial, o numero de células e
outras condicdes de cultivo celular. Foi possivel observar que entre os 140 artigos que
continham essa informacdo, a maioria (50,71%) ressuspenderam o0s SEVs em
volumes de 10 a 100 pl, seguidos de 30,71% ressuspenderam em 120 a 225 pl, 9,29%
em 400 a 600 pl e 9,29% em 1000 a 2000 pl.
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3.2.5 Taxa de recuperacdo de amostras de vesiculas extracelulares

A taxa de recuperacdo da amostra foi uma das variaveis coletadas que teve

a menor ocorréncia entre os artigos. Dos poucos que relataram essa informacéo, 48

apresentaram dados de rendimento médio na forma de particulas por ml (Figura 4A),

12 na forma de particulas por célula (Figura 4B), e outros apresentaram uma

proporcao de microgramas (ug) por quantidade de células. Através dos graficos de

disperséo (Figura 4) é possivel observar a discrepancia entre os valores médios de

produtividade.

1.00E+13

>

1,00E+12
1,00E+11 ..o“'"
1,00E+10 o
1,00E+09 o

1,00E408 4

Rendimento Médio (particula/ml)

1,00E+07

B

Rendimento Médio (particulalcélula)

1,00E+06

1,00E+05 *

1,00E+04

1,00E+03 *

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

Figura 4 - Rendimento médio de hMSC-EVs. A. Rendimento médio em particulas/ml B.
Rendimento médio em particulas/célula.

Dos 48 artigos, 3% tiveram um rendimento médio entre 6-8x107
particulas/ml; 21% entre 1,3-8,6x108; 13% entre 1-8,77x10%; 29% entre 1-9x101%; 27%
entre 1-6,5x10%; e 4% entre 1,1-6,4x1012. O rendimento de EVs por célula variou ainda

mais, sendo o nimero minimo de 18 e o maximo de 6,7x10° EVs/célula.
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4 DISCUSSAO

Ainda existem limitacdes que restringem a evolucdo no campo da pesquisa
de EV, como a falta de um método padrdo para separacdo de EV que implique a
diversidade dos resultados experimentais na pesquisa de EV (Dong et al., 2020). Além
disso, ha também os desafios do uso de hMSC-EVs como agente terapéutico, como
0 pouco conhecimento sobre a quantidade de EVs necesséria para cada tratamento

e os altos custos de extracao e purificacdo de EVs (Ma et al., 2020).

Esta revisao foi delimitada em um recorte temporal de 2015-2021, devido
ao baixo niamero de artigos publicados sobre o assunto antes do ano de 2015, e
impulsionado pelo interesse em entender os protocolos e tecnologias mais recentes
relacionados a separacdo de hMSC-EVs. Nos Ultimos sete anos, os EVs tém
despertado um interesse cientifico consideravel, como indicado pelo crescimento
exponencial do numero de publicacdes por ano. Ocorreu uma ligeira queda na curva
de crescimento entre 2020 e 2021, que supostamente pode ter sido consequéncia da

Pandemia do COVID 19.

A UC foi considerada o método de isolamento priméario mais utilizado entre
0s membros do ISEV em 2015 (Gardiner et al., 2016). Nesta revisdo que teve como
foco a separacdo de hMSC-EVs, a UC também foi o método mais utilizado. A
combinacgéo de técnicas de separacdo com UC nao foi muito frequente nos estudos.
Gardner et al., 2016, observaram que os pesquisadores que usavam meios de cultura
exclusivamente condicionados eram menos propensos a usar uma combinacéo de
métodos. Stam et al., 2021, analisaram a distribuicdo entre métodos de isolamento de
EV simples e combinados, separados por diferentes materiais de partida; 59% dos
artigos que isolaram EVs de sobrenadante de cultura de células combinaram métodos
de isolamento de EV. Em nossos dados que o foco estava no sobrenadante de cultura
de células de hMSC e UC, 86,63% usaram a ultracentrifugagcdo como método Unico

de isolamento de EV.

A andlise dos dados mostrou os kits comerciais como o segundo método
de isolamento mais utilizado, sendo o ExoQuick-TC Exosome Precipitation Solution
(SBI) o mais utilizado dentre os artigos revisados. Existem diversos kits, de diferentes

marcas e diferentes tecnologias, por exemplo, gEV (Izon) é uma coluna SEC; exoEasy
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(Qiagen) baseia-se na ligacéo de afinidade a base de membrana; Os kits ExoQuick
(SBI) e Total Exosome Isolation (Invitrogen) contam com precipitacdo de polimeros,
esses dois foram os mais utilizados para o isolamento de sEVs. Embora esses kits
sejam menos demorados, mais compativeis com volumes limitados de biofluidos e
nao necessitem de equipamentos especiais, sua adequacdo para aplicacdes
cientificas e clinicas € duvidosa devido a qualidade incerta das preparacdes de EV
(Tian et al., 2019).

hY

Sobre os dados relacionados a cultura de células, os protocolos
relacionados ao isolamento de hMSC-EVs por meio de UC, em sua maioria, ainda
preferem manter as células em meio condicionado sem soro, apesar das
desvantagens ja relatadas (Théry et al., 2018). FBS com deplecéo de EV foi 0 segundo
tipo de CM mais utilizado nesta revisédo. Embora tenha sido usado com alta frequéncia,
ja foi demonstrado que os métodos de deplecdo de EV com FBS falham em fornecer
reducdes adequadas em populacdes de EV derivadas de FBS (Lehrich et al., 2018).
Sabe-se que os EVs presentes no soro podem contaminar os EVs derivados de
células e podem alterar as leituras a jusante (Chhoy et al., 2021); além disso, proteinas
extracelulares e RNA presentes no soro podem ter efeitos bioldgicos significativos na
célula quando co-separados com EVs derivados de células (Chhoy et al., 2021).
Mesmo que células especificas possam sobreviver sem soro por alguns dias, essa
mudanca inevitavelmente induzird uma resposta ao estresse que pode levar a

diferentes assinaturas de EVs (Momen-Heravi, 2017).

Lo Sicco et al., 2018, recomendaram néo utilizar MSCs de alta passagem
(passagem maxima 3), mas em nossos dados, as passagens mais utilizadas ficaram
entre 3 a 6. Outro dado relacionado a cultura de células, foi o tipo de placa utilizado,
sabe-se que o tipo dependera do tipo de experimento a ser realizado e da quantidade
de amostra necessaria, além de outros fatores relacionados a pesquisa, todavia, trata-
se de uma informacédo relevante para quem esta iniciando o delineamento de um

experimento.

A maioria dos artigos continha informacgdes sobre a temperatura durante
as centrifugacdes, quase todas foram operadas a 4°C. Cheng et al., 2019, relataram
gue apos a coleta do meio de cultura celular, € necessario manter as amostras no gelo

o tempo todo para evitar a degradacao do EV.
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A UC estad entre os métodos de isolamento que recuperam a maior
quantidade de material extracelular (Janockova et al., 2021), no entanto, ainda ha
inconsisténcia com a taxa de recuperacdao de amostras de exossomos entre 0S
protocolos desta revisdo. Quando a centrifugacdo diferencial foi analisada
teoricamente, todos os critérios de desempenho, como o rendimento e a pureza da
populacdo-alvo de vesiculas e a duracdo necessaria das centrifugacdes, foram
sensivelmente dependentes do tipo dos rotores ("balde oscilante" ou "angulo fixo") e
seus parametros especificos (raio de rotacdo, comprimento do caminho de
sedimentacao) (Livshits et al., 2015).

Os dados mostraram que pouco mais da metade dos artigos utilizaram o
rotor FA. A caracteristica mais importante do isolamento de EVs é a formacao de
pellets ao final da ultracentrifugacéo, isso influenciara as etapas subsequentes. O rotor
SW é menos eficiente na peletizacdo em comparacao ao FA (Momen-Heravi, 2017).
O FA tem alta eficiéncia para peletizacéo, sedimenta EVs contra a parede do tubo da
centrifuga e gradualmente forca esse material pela parede até o fundo do tubo, o que
pode levar a agregacédo (Momen-Heravi, 2017).

O fator k representa a eficiéncia relativa de peletizacdo de um determinado
rotor de centrifuga na velocidade maxima de rotacdo; pode ser determinado a partir
do tipo de rotor, tubo/adaptador e velocidade da centrifuga; para execu¢des com
velocidade de rotacdo inferior & velocidade méaxima do rotor, o fator k deve ser
ajustado (Théry et al., 2018). Sabe-se que a aplicacdo de uma forca g especifica ou
velocidade de rotacao por si sé nao prediz a capacidade de peletizacdo de exossomos
e que tempos de centrifugacdo prolongados podem obter maiores rendimentos de
RNA e proteina exossomal, enquanto tempos de centrifugacdo muito longos resultam
em concentracdes excessivas de proteina no granulo de exossoma (Cvjetkovic et al.,

2014).

Em 2006, Théry et al. estabeleceram um protocolo em que 0S ex0SSomos
eram sedimentados por ultracentrifugacdo a 100.000g por 70 min; em NOSSOS
achados, estes representaram o0s mais utilizados, tanto na primeira quanto nas

rodadas seguintes.
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O uso de diferentes filtros entre as centrifugacdes foi notado entre os
protocolos. E possivel substituir varias centrifugacdes de baixa, média e alta
velocidade, com uma etapa de filtragdo em série; filtros de 0,8 um, 0,4 um e 0,22 uym.
Alguns protocolos realizam essa microfiltracdo, outros ndo. Dos que realizam, ha uma
padronizacao de utiliza-lo antes da UC, e a maioria dos protocolos fazem uso do filtro
de 0,22 um. Essa etapa unica de filtragdo tem como objetivo diminuir a subpopulagao,
eliminando células mortas e grandes detritos, deixando pequenas vesiculas para a

ultracentrifugacdo. (Momen-Heravi F, 2017; Théry et al. 2018).

O tipo de ressuspensao final para armazenar as EVs apés o isolamento, foi
uma das informacdes que ndo houve muita divergéncia entre os protocolos, a grande
maioria ressuspendeu as vesiculas extracelulares em solucao salina tamponada com
fosfato (PBS). Apesar do uso de DMSO para armazenar as EVs apés o isolamento ter
sido muito reduzido nos achados, algumas informacdes foram encontradas, e podem
ser Uteis quando se pretende armazenar essas amostras por um periodo maior. Em
2016, Wen et al., observaram a atividade biol6gica de vesiculas recém-isoladas, e
daquelas armazenadas em 10% de DMSO, os efeitos funcionais dos EVs in vitro foram
mantidos por até 6 meses quando armazenados em 10% de DMSO a -80°C. Em 2016,
Gallo et al., observaram os efeitos de 1% de DMSO, e ndo encontraram diferenca na
atividade biol6gica entre amostras frescas e armazenadas de EVs, e recomenda apés
descongelar as amostras, antes dos experimentos, realizar uma ultracentrifugacéo a
100.000g para remover o DMSO.

Sobre a temperatura de armazenamento da ressuspensao final, em 2016,
Lee et al., demonstraram que o armazenamento de pellet contendo EVs em
temperaturas abaixo de -70°C é favoravel para a preservacdo de exossomos frescos
para aplicacao clinica e pesquisa basica; e que temperaturas abaixo de -20°C mantém
a integridade e a qualidade da membrana EV. No entanto, recomenda-se evitar ciclos
repetidos de congelamento/descongelamento para evitar a degradacao da amostra
(Chhoy et al., 2021).

Em 2021, Snyder et al. relataram que a analise precisa e repetivel de EVs
apresenta inumeros desafios em toda a pesquisa. Mesmo com as diretrizes criadas
pelo ISEV (Lotvall et al., 2014; Théry et al., 2018) e mesmo com o desenvolvimento
da base de conhecimento de crowdsourcing EV-TRACK (EV-TRACK Consortium et
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al., 2017) para permitir relatérios mais transparentes da biologia dos EVs e da
metodologia utilizada para os resultados publicados; o campo continua a sofrer com a

replicacéo e confirmacao dos resultados publicados (Snyder et al., 2021).

Informagbes como rendimento médio de particulas, quantidade de células
plagueadas e quantidade de CM coletada eram dados muito raros, mas séao de grande
valia para quem esta iniciando nesta linha de pesquisa. Das poucas que continham
essa informacéo, procuramos correlaciona-la com o volume final de ressuspensao.
Alguns artigos ressuspenderam o pellet final de hMSC-EVs de acordo com a
contagem final de células de MSCs, por exemplo, 10 uL por 1 x 108 células (Liu et al.,
2016; Zulueta et al., 2018; Hao et al., 2019); 200 uL por 2 x 107 células produtoras
(Torres Crigna et al., 2020); outros de acordo com a quantidade de CM ou por placa
de cultura, por exemplo, 100ul para cada 10 ml de CM (Kink et al., 2019); 10 pul por
placa T175 (Kumar et al., 2019; Clark et al., 2019).

Uma das principais limitacbes da Analise de Rastreamento de
Nanoparticulas é a recomendacdo de concentracGes de amostra entre 107 e 10°
particulas/mL, sendo considerado uma faixa estreita de concentracdo de particulas
que pode ser avaliada em comparacdo com outros métodos, por exemplo,
espalhamento dindmico de luz (DLS) (Snyder et al.,, 2021). Amostras com
concentracdo acima do recomendado devem ser diluidas para analise. Dos poucos
artigos que continham essa informacao, a maioria, 56% apresentaram resultado de
concentracéo final na faixa de 10%° a 10** particulas/ml.
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5 CONCLUSAO

A ultracentrifugacdo foi o método mais utilizado para isolar vesiculas
extracelulares de células mesenquimais do estroma humano entre os anos de 2015 a
2021. Embora existam estudos e iniciativas de padroniza¢cdo como o MISEV e o EV-
TRACK, ainda é possivel encontrar diferencas entre os protocolos aplicados em
diferentes estudos. No entanto, foi possivel observar que avancos na padronizacao
estdo sendo alcancados. O desenvolvimento de um método padrdo aumenta a
eficiéncia da separacdo EV, que pode ser mais aplicada em estudos cientificos e
clinicos; e no futuro para uma aplicacdo clinica, como terapia alternativa a terapia

celular.
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mesenguimais estromais humanas: uma revisdo da literatura) foram desenvolvidas atividades gue ndo
estavam previsfas inicialmente, lendo em vista as caracteristicas de MSCs-EVs (MSCs. células-tronco
adultas ndo hematopoiética ou células mesenguimais) (EVs: vesiculas extracelulares) e a necessidade de
padronizagdo de um protocolo para seu isclamento, e nesta revisdo compilamos informagdes sobre o
método mais utilizado para o isolamento de EVs oriundas de MSCs de humanos (hMSCs) nos ulfimas 5
anas, a ultracentrifugacdo. O objetivo foi compreender a dindmica dos protocolos e evidenciar os
parametros mais utilizados. O CR da aluna era 0,8077 com classificagdo da aluna na furma 407 (30.3.2020)
e agora esta com CR com 0,8380 e classificagdo da aluna na turma 307 (1.8.2021).
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