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Resumo

As microvesiculas extracelulares (MVs) tém sido reconhecidas como mediadoras de processos inflamatérios
sistémicos. Elas atuam como vetores de sinalizacdo intercelular, transportando proteinas inflamatérias, acidos
nucleicos e lipideos bioativos que modulam a resposta imune tanto local como a distancia. Este estudo avaliou o
potencial inflamatério de MVs derivadas de culturas de células hipocampais expostas a estimulo inflamatorio,
injetadas perifericamente em camundongos previamente higidos. Foram analisadas citocinas séricas e teciduais
(figado, rim e hipocampo), bem como marcadores bioguimicos de disfungéo organica. Os animais que receberam as
MVs, especialmente nas doses intermedidria e alta, apresentaram aumento significativo de IL-1p, TNF-a e IL-6 no
soro, acompanhado de queda nos niveis de IL-10. Também houve elevacao de lactato e fosfatase alcalina, sugerindo
inflamacdo sistémica precoce. No tecido hepatico, observou-se um padrédo inflamatorio exuberante, compativel com
disfungéo orgénica, evidenciada por hiperbilirrubinemia, hipoalbuminemia e aumento de transaminases. Alteracdes
semelhantes foram encontradas no rim, com elevacdo de ureia e creatinina. Por fim, foi identificado aumento de
citocinas no hipocampo, mesmo sem aplicagdo intracerebral direta, sugerindo possivel translocagdo de MVs ou
sinalizacdo inflamatdria cruzada entre periferia e sistema nervoso central. Os dados sustentam que MVs derivadas
de células neuronais inflamadas sdo capazes de desencadear inflamagdo sistémica e dano organico em animais
previamente saudaveis. Esses achados reforcam a relevancia de se investigar, em modelos clinicos, a presenca e 0
papel de MVs derivadas do SNC na sepse, especialmente em pacientes com manifestacdes neuroldgicas, como o

delirium.

Palavras-chave: Microvesiculas extracelulares, cérebro-periferia, inflamacao sistémica, disfuncao organica.
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Resumo Grafico. Células HT22 — células hipocampais. MV’s — microvesiculas. IL-1 — Interleucina -1 beta; TNF-a — Fator de
necrose tumoral-alfa; IL-6 — Interleucina-6; IL-10 — Interleucina- 10; BHE — barreira hematoencefalica. Fonte: autores.



Introducio

Nas ultimas décadas, a sobrevida de pacientes criticamente enfermos aumentou gragas a estratégias de
suporte avangcado e monitorizacdo intensiva; entretanto, essa vitoria clinica revelou um novo desafio: os
sobreviventes frequentemente carregam sequelas cognitivas, emocionais e funcionais de longa duragdo [1-5]. Entre
as sindromes criticas, a sepse continua sendo a principal causa de internagdo em unidades de terapia intensiva (UTIs)
brasileiras, ocupando cerca de um tergo dos leitos € mantendo taxas de mortalidade proximas de 50 % [6, 7]. Esse
impacto epidemiologico refor¢a a importancia de entender como a resposta inflamatoria sistémica se estende além
da fase aguda e compromete o sistema nervoso central (SNC).

A fisiopatologia séptica ¢ moldada por uma ativacdo imune desregulada que, a0 mesmo tempo em que tenta
controlar o agente infeccioso, desencadeia a liberagdo de citocinas pré e anti-inflamatdrias em cascata. Estas
moléculas sinalizadoras produzidas principalmente por linfocitos, macrofagos e células dendriticas, desempenham
papel crucial nessas respostas, além de regular processos como proliferacdo, diferenciacdo e mobilidade celular [8,
9]. Em sua relagdo com o SNC, a sepse geralmente € revelada pela disfuncdo cerebral ou pela associagdo com essa,
caracterizada por alteragdo da consciéncia variando de delirium a coma, convulsao ou sinais neurologicos focais. Sua
fisiopatologia envolve um processo isquémico secunddrio ao comprometimento da perfusdo cerebral e seus
determinantes, e um processo neuroinflamatério que inclui ativagdo endotelial, alteracdo da barreira
hematoencefalica e passagem de mediadores neurotoxicos [10, 11]. Essa disfuncdo cerebral estd associada ao
aumento da mortalidade, morbidade e incapacidade cognitiva a longo prazo [11].

Durante a internagdo em UTI, o delirium ¢ uma forma muito comum de disfuncdo cerebral aguda, a qual
vem sendo fortemente associada a mortalidade [11, 12] e pode estar associada ao dano cognitivo em longo prazo [3].
Os fatores que estdo associados a ocorréncia de delirium em UTI sdo diversos, os quais podem, de forma
independente, contribuir para a neurodegeneracao em longo prazo [13—16]. Entretanto, os mecanismos pelos quais o
delirium predispde a aumento de mortalidade nao sdo bem esclarecidos.

Um mecanismo relevante que explica a comunicagdo entre 6rgdos ¢ a formagao de microvesiculas (MVs).
MVs sdo fragmentos de células cobertas por bicamada lipidica que variam em didmetro de 100 nma 1 pm e séo
liberadas no ambiente extracelular por varios tipos de células, tipicamente durante a ativagdo ou morte celular por
necrose ou apoptose. As MVs sdao mediadores inflamatorios que podem servir como veiculos para a transferéncia
intercelular de membranas e proteinas citosolicas, lipidios ¢ RNA localmente ou a longas distancias, ¢ podem ser
encontradas como um evento final comum em varias condi¢des inflamatdrias, assim como a sepse [17].

Os efeitos de MV durante o desenvolvimento de sepse ja foram descritos [18]. A sepse esta associada a uma
liberagdo maciga de MV derivados de leucdcitos com grande contetido de DNA, histonas e outros componentes que
contribuem para o ambiente pro-coagulante observado em seu desenvolvimento [19]. Além destas, MVs derivadas
de plaquetas, células endoteliais e eritrocitos ja foram descritas, apresentando diferentes papéis no desenvolvimento
da doenga [20, 21].

Mais recentemente foram descritas MVs derivadas do SNC (BDMVs) evidenciando que neurdnios,
astrocitos e a microglia podem liberar MVs em condi¢des normais e patoldgicas, contribuindo assim para o
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas e neuroinflamatorias. Neste contexto, MVs microgliais e
astrocitarias armazenam e liberam IL-1p, uma interleucina chave na cascata inflamatdria, além de estimular a

liberagdo desta citocina por células da glia [22].



Além disso, estudos recentes demonstraram que a administragdo periférica de BDMVs em animais higidos
¢ capaz de induzir desfechos clinicos e bioquimicos graves, mesmo na auséncia de patogeno. Um destes modelos ¢
baseado no traumatismo cranioencefalico (TCE), demonstrando que BDMVs provenientes deste trauma causam
vasoconstri¢ao cerebral e hipoperfusdo. Posteriormente, a aplicagdo periférica destas MVs em animais saudaveis
levou & morte subita em até 6h, com as M Vs transmigrando através das paredes dos vasos, induzindo vasoconstri¢do
rapida por influxo de calcio nas células musculares lisas vasculares e reduzindo o fluxo sanguineo cerebral,
refor¢ando seu potencial toxico vascular [23]. De forma semelhante, foi observado que BDMVs isoladas de cérebros
de animais sépticos induziram inflamacao sistémica, coagulopatia e apoptose em multiplos 6rgaos quando injetadas
em ratos higidos, demonstrando que o conteudo dessas vesiculas é capaz de perpetuar danos mesmo fora do SNC
[24].

Apesar de confirmarem o potencial inflamatdrio e sistémico das vesiculas extracelulares de origem cerebral,
esses estudos utilizaram modelos nos quais o cérebro ja havia sofrido dano primario — seja infeccioso ou traumatico.
No presente trabalho, buscou-se investigar se microvesiculas extracelulares obtidas de culturas neuronais — sem
lesdo fisica, infecciosa ou sistémica prévia — seriam capazes de desencadear uma resposta inflamatodria sistémica
em animais previamente higidos.

Com base no pressuposto o presente estudo teve o objetivo de determinar se a inje¢do de microvesiculas
derivadas de células hipocampais podem levar a inflamagao sistémica e disfungdes organicas similares as que sao

observadas na sepse.

Materiais e Métodos

Cultura de células e isolamento das MV’s

Células hipocampais HT22 de ratos foram semeadas em frascos de cultura celular de 75 cm? e mantidas a
37°C em um ambiente umidificado com 5% de CO? e 95% de ar atmosférico em meio completo (DMEM) com 5%
de antibidticos (100 UI/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB). Devido ao crescimento exponencial desta linhagem celular (duplicagido dos tempos entre 24h e 36h), as células
foram semeadas a cada dois dias em novos frascos de cultura com meio completo fresco.

Ap6s 7 dias em cultura, as células foram lavadas com salina tamponada com fosfato (PBS) e estimuladas
com 15 uM do iondforo de calcio A23187, que serviu como um substituto para lesdo celular, por 30 min a 37°C [25].
Para isolamento das MVs, os meios de cultura das células incubadas ou ndo com o ionoforo foram coletados,
centrifugados a 16.000 g por 10 minutos, e ressuspensos em solugdo salina (500 ul). A concentragdo proteica do
pellet foi utilizada para padroniza¢do das doses administradas aos animais (5%10%, 10x10* e 50x10* MV/uL),

representando, portanto, a carga proteica associada as vesiculas isoladas.

Animais e Aspectos Eticos

Previamente a quaisquer intervengdes descritas abaixo todos os procedimentos foram analisados e aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC (protocolo
47/2024).



Vinte camundongos BALB/c machos e fémeas (90 dias de idade, 20-25 g) foram alojados coletivamente em
gaiolas em um ciclo claro/escuro de 12/12 h a 22 °C, com agua e ragdo ad libitum durante todo o protocolo de estudo.
Os animais foram aleatoriamente randomizados em grupo controle e grupos microvesiculas (MVs), totalizando 4
grupos (n=5 por grupo): (1) Controle injetado com salina; (2) Grupo ativo MVs — injetado com microvesiculas
geradas de células neuronais cultivadas em meio usual na concentragio de 5x10*uL; (3) Grupo ativo MV — injetado
com microvesiculas geradas de células neuronais cultivadas em meio usual na concentragdo de 10x10%/uL (4) Grupo
ativo MV — injetado com microvesiculas geradas de células neuronais cultivadas em meio usual na concentracdo de
50x10*uL.

O tamanho amostral foi baseado no Método da Equacdo de Recursos (Resource Equation Method),
amplamente utilizado para calculos em estudos com animais [26]. Considerando quatro grupos experimentais ¢ uma
unica medicdo por animal, o nimero recomendado de animais por grupo varia entre 4 ¢ 6. Essa inferéncia é baseada

na analise de varidncia (ANOVA) de uma via, utilizada para comparagéo entre os grupos.

Transferéncia MVs para animais

A administrag@o das microvesiculas cultivadas em cultura celular foi realizada nos animais pela veia caudal
em aplicagdo unica derivada do meio de cultura derivado de células expostas ao iondforo na concentragido
previamente estipulada por grupo (5x10%/uL, 10x10*/uL ou 50x10*uL) em um volume final de 0,5mL. J4 os animais
do grupo controle, com intuito de passaram pelo mesmo procedimento e mobilizagdo, foram injetados com 0,5 mL
de solucdo derivada do meio de células ndao incubadas com o ion6foro, contendo basicamente solucdo salina. Para
imobilizacao dos animais durante o procedimento foi utilizada anestesia inalatdria de isoflurano (DCB n° 26675-46-

7) a 1,5% por 5 min.

Coleta de sangue, tecidos e processamento das amostras

A coleta de sangue (200pL) foi realizada logo apds a morte dos animais, uma unica vez, por puncao cardiaca.
Ap6s cada coleta de sangue as amostras foram centrifugas a 2.200 rotagdes por minuto (rpm), equivalente a 600 x g,
durante 10 minutos em temperatura ambiente, e coletado o sobrenadante (soro) para andlises. Os tecidos foram
dissecados e homogeneizados em tampao de lise (135mM NaCl, ImM MgCl2, 2.7mM KCI, 20mM Tris base [pH 8],
1% Triton, 10% Glicerol, 10.27mM Na3VO3, 3.5mM PMSF, 1uM aprotinina, 10mM Na4P207). O lisado foi
centrifugado por 15min (4°C) a 12.000 rpm, retirado o sobrenadante. Todas as amostras foram armazenadas em

freezer a -80°C para posteriores analises.

Eutandsia

Apds o término do estudo (24h de aplicagdo das microvesiculas) os animais foram sacrificados por
sobredose de isoflurano (3-5%) empregada em caixa de indugdo. A coleta de sangue (200uL) foi realizada logo apds
a morte dos animais, uma unica vez, por pun¢do cardiaca. Ap6és a morte dos animais, os mesmos foram
acondicionados em sacos identificados como “lixo infectante” (no maximo 20 animais por saco) e levados ao freezer

de residuos localizado no Biotério da mesma Instituigao.



Anadlises bioquimicas

Analise de citocinas — ELISA

Para as analises dos niveis de citocinas no soro e tecidos foi realizado o imuno ensaio ELISA através de kits
da marca BioRad®. Para o perfil pré-inflamatério, foram analisadas as citocinas TNF-a, IL-1p, IL-6. J& para analises
de perfil anti-inflamatério, a citocina IL-10. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as
recomendacdes do fabricante, como detalhado abaixo.

Os anticorpos de captura foram diluidos em solugéo salina (PBS), adicionados em cada pogo da placa e
incubados overnight, na temperatura de 4 °C. Ap0s este periodo, 0s pocos foram lavados tampé&o de lavagem (0,05%
Tween 20 em PBS, pH 7,2). Posteriormente, as placas foram bloqueadas com 200 pL de solugdo de bloqueio (1% de
albumina bovina sérica (BSA) em PBS, pH 7,2) e incubadas. Apos a incubagdo e as lavagens, 5 uL. de amostra e/ou
padrdes diluidos previamente em solucdo padrao de diluicdo (0,05% de Tween 20; 0,1% de BSA em PBS, pH 7,2)
foram adicionados aos pocos. As placas foram cobertas e novamente incubadas overnight. Apos este periodo, 0s
pogos foram lavados e foram adicionados 100 pL dos anticorpos de detecc¢@o especificos, previamente diluidos em
solucdo padrdo de diluicdo. As placas foram incubadas por mais duas horas em temperatura ambiente. Os pogos
foram lavados e ap6s o processo foi adicionado 100 puL do polimero estreptavidina peroxidase e as placas foram
cobertas por papel aluminio e incubadas durante 30 minutos. Apos a incubagéo, os pogos foram lavados cinco vezes
com o tampdo de lavagem e 100 pL da solugdo substrato 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina foram adicionados, seguido
de incubagdo por mais 30 minutos em temperatura ambiente. A reacao foi interrompida com a adi¢do de 50 uL de
solucédo de &cido cloridrico 2 N sobre os pog¢os. Ao final, a coloracao foi lida em espectrofotémetro a 450nm. Os
resultados de soro foram expressos em pg/mL de soro, e os de tecidos, em pg/mL de proteina.

Determinacdo dos niveis de proteina

Os niveis de proteinas foram determinados utilizando o método Bradford [27], baseado na absorbancia
(595nm) da alteracdo da coloragdo do corante Coomassie brilliant blue G-250, o qual tem sua coloracdo vermelha
convertida em azul quando em ligacdo com a proteina da amostra. Os padrdes para a técnica de Bradford foram
obtidos pela diluicdo de um estoque de albumina bovina sérica (BSA). Para determinar a concentracao proteica foi

utilizado o célculo de regressao linear baseado em uma curva padrdo de BSA variando de 2 ug/mL a 12 ug/mL.

Andlises hematologicas
Marcadores de disfuncdo de Orgdos lactato, fosfatase alcalina (FA), albumina, bilirrubina total,
transaminase glutamico-oxalacética (TGO/AST), transaminase glutdmico-pirtvica (TGP/ALT), creatinina e ureia

foram mensurados no soro usando kits disponiveis comercialmente (Labtest, Brasil).

Andlise estatistica

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados que apresentaram distribui¢do
normal foram analisados através da andlise de variancia ANOVA uma via (one-way ANOVA) sem medidas repetidas,
seguido pelo teste post-hoc de Tukey. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. Para os que nao

assumiram distribuicdo normal, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-hoc de Dunn. Os dados
7



foram expressos como mediana e intervalo interquartil (IIQ). Para a demonstragdo dos dados no volcano plot o valor
de significancia (eixo Y) foi demonstrado como o -logjo do valor de p de cada grupo obtido das analises citadas
anteriormente. Para os valores representando magnitude (eixo X) foi aplicado a andlise de fold change em relagdo ao
grupo controle com posterior calculo do log, destes valores, demonstrado no grafico como log, do fold change
relativo ao controle. Valores acima do 0 assumem aumento de grandeza em relacdo ao controle, bem como abaixo de
0 demonstram diminui¢ao. O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05. Os dados foram analisados através do

software GraphPad Prism versao 10.

Resultados

Efeito da aplicagdo das MV's no perfil de inflamagdo sérica

Ap0s a aplicagdo na veia caudal do meio de cultura contendo microvesiculas derivadas da cultura de células
com ativagdo glial induzida observou-se aumento da concentragdo de interleucinas pré-inflamatdrias dos grupos
injetados com MV em relagdo ao grupo que recebeu somente o veiculo salina.

Estas alteragdes sdo observadas no aumento de IL-1B (grupos 5x10*uL = 349,07 + 47,98; 10x10*uL =
368,80 + 22,62; 50x10*uL = 359,84 + 62,54) versus grupo controle (234,76 + 45,16); nas concentragdes de TNF-a
no grupo tratado com a dose de 50x10*uL (2.374,73 + 372,47) comparado ao seu controle (1.241,97 + 238,07); bem
como nos valores de IL-6, que teve um aumento significativo somente quando os grupos tratados nas doses de 5x10*

pL (262,75 11Q 91,84) e 50x10* uL (265,98 11Q 50,62) foram comparados ao grupo controle (145,94 11Q 16,68) (Fig.
1A-C).
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Fig.1 Efeito da aplicacdo exdgena de microvesiculas derivadas de cultura de células hipocampais expostas a ionoforo
de célcio, nas doses de 5x10*uL, 10x10*uL e 50x10*uL, na produgio interleucinas séricas em camundongos previamente higidos.
(a) Interleucina-1 beta; (b) Fator de necrose tumoral-alfa; (¢) Interleucina-6; (d) Interleucina-10. ANOVA uma via (one-way
ANOVA) sem medidas repetidas, seguida do teste post-hoc de Tukey (a, b, d) com dados expressos em média + desvio padrao.

Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc de Dunn (c¢) com dados expressos em mediana e intervalo interquartil (IIQ). Nivel de
significancia: p < 0,05.

Ja uma diferenga expressiva entre os grupos experimentais inoculados com MVs somente foi observada
por um aumento do TNF-a do grupo 50x10*uL quando comparado ao grupo 10x10*uL (1.506,45 + 326,96) (Fig.
1B).



Uma vez que as citocinas pré-inflamatdrias expressaram aumentos significativos, foi analisado qual a
resposta da concentragdo de IL-10, uma citocina anti-inflamatéria. As doses de 10x10*uL (291,21 £ 62,19) e
50x10%uL (292,81 + 22,17) apresentaram reducio significativa em comparagdo ao grupo controle (395,97 + 57,02).
Também houve diferencas intragrupos nos animais expostos as MVs, onde aparentemente maiores doses parecem ter
uma resposta anti-inflamatdria sérica mais expressiva, com os grupos 10x10*uL e 50x10*uL apresentando uma maior

diminuigdo quando comparados ao grupo de menor dose 5x10*uL (377,61 + 28) (Fig. 1D).

Efeito da aplicacdo das MVs em marcadores hematologicos de disfuncdo orgdnica

Frente a marcadores hematoldgicos de dano e disfuncdo de 6rgdos e sistemas, foram observadas alteragdes
em alguns parametros relacionados ao processo de inflamagdo sist€mica. O primeiro analisado foi o lactato sérico
(Fig. 2A), com suas concentragdes médias significativamente elevadas nos grupos tratados com 10x10*uL (10,78 +
3,32) e 50x10*uL (13,27 + 1,58) em comparagio ao grupo controle (3,63 £ 0,98). Na comparagdo entre os grupos
inoculados com MVs, as concentragdes de 10x10*uL e 50x10*uL foram significativamente maiores que a do grupo
de 5x10*uL (6,93 + 0,89), sugerindo um efeito dose-dependente.

Ja a fosfatase alcalina (Fig. 2B) apresentou comportamento semelhante ao observado para o marcador
anterior, onde novamente os grupos 10x10*uL (104,81 +19,47) e 50x10*uL (100,17 + 32,46) aumentaram em relagio
ao seu respectivo controle (22,51 + 9,97), e os grupos 10x10*uL e 50x10*uL tiveram um aumento em relagio ao
grupo de menor dose - 5x10*uL (42,78 + 14,34).

Ja em relagdo ao figado, foram avaliados pardmetros relacionados a integridade e funcionalidade hepatica,
incluindo albumina como indicador da capacidade de sintese proteica, bilirrubina total como pardmetro de
metabolismo e excrecdo. Frente a isso, na analise de albumina foi evidenciado que maiores concentragdes de MVs
aplicadas aparentam ter uma relacdo diretamente proporcional a diminui¢do de seus valores séricos, fato somente
observado no grupo 50x10*uL (2,16 + 0,55) em relagdo ao grupo salina (4,38 + 0,71) e ao grupo 5x10*uL (4,33 +
1,35) (Fig. 2C). J4 a bilirrubina total teve aumento significativo em relagdo ao grupo controle (0,28 11Q 0,43) somente
nas doses de 10x10%uL (2,34 11Q 2,73) e 50x10*uL (2,15 11Q 0,87), sem diferengas intragrupos MVs (Fig. 2D).

Na anélise dos marcadores de lesdo hepatocelular a TGO apresentou aumento nas aplicagdes de 5x10*uL
(51,62 11Q 40,13) e 50x10*uL (41,41 1IQ 20,59) quando comparado ao controle (10,69 1IQ 2,86) (Fig. 2E). Ja na
TGP néo houve diferenca significativa entre os grupos (Fig. 2F).

Os ultimos marcadores hematoldgicos observados buscaram analisar a resposta renal frente a aplicagdo das
microvesiculas. Assim, as concentragdes de creatinina em doses mais elevadas de MVs (grupo 50x10*uL — 1,46+
0,59) apresentou aumento significativo tanto em relagdo ao grupo sham (0,20 £ 0,05) quanto aos outros grupos MVs
(grupo 10x10%uL — 0,59 + 0,15); (grupo 5x10*uL — 0,45 + 0,25) (Fig. 2G). J4 as concentragdes de ureia sO
aumentaram significativamente em relagdo ao grupo controle (17,39 + 4,07) na aplicagdo de dose intermediaria de

10x10*uL (44,57 + 17,33) (Fig. 2H).
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Fig.2 Efeito da aplicacdo exdgena de microvesiculas derivadas de cultura de células hipocampais expostas a iondforo de célcio
nas doses de 5x10*pL, 10x10*uL e 50x10*uL, nos exames hematoldgicos relacionados a disfungio de 6rgios em camundongos
previamente higidos. TGO/AST — Transaminase glutdmico-oxalacética; TGP/ALT - Transaminase glutdmico-piravica. ANOVA
uma via (one-way ANOVA) sem medidas repetidas, seguida do teste post-hoc de Tukey (a — ¢; f - h) com dados expressos em
média + desvio padréo. Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc de Dunn (d e ¢) com dados expressos em mediana e intervalo
interquartil (IIQ). Nivel de significancia: p <0,05.

Efeito da aplicacdo das MV's nos tecidos-alvo

Quando realizada analise das citocinas pro-inflamatorias presentes no tecido hepatico apds a exposicdo as
MVs o aumento em relacdo ao grupo salina ocorreu perante as interleucinas IL-1f (controle — 0,12 IIQ 0,07) no
grupo 50x10*uL (0,56 11Q 0,23); TNF-a (controle — 62,71 11Q 34,81) também grupo 50x10*uL (307,37 11Q 176,08);
e IL-6 (controle — 6,14 11Q 2,08) nos grupos 10x10*uL (48,35 11Q 5,77) e 50x10%uL (62,75 11Q 29,11) (Fig. 3A-C).
Nao houve diferenca significativa na resposta anti-inflamatéria representada pela IL-10 (Fig. 3D).

J& no tecido renal o aumento da resposta pro-inflamatoria ocorreu no TNF-a nos grupos 10x10*uL (249,05
I1Q 196,89) e 50x10*uL (235,42 11Q 123,99) em comparagdo ao grupo controle (64,54 11Q 15,56); e na IL-6, também
nos grupos 10x10*uL (30,66 11Q 10,85) e 50x10*uL (31,56 11Q 24,39) comparado aos animais que s6 receberam
salina (6,40 11Q 1,89) (Fig. 3F ¢ G).

Diferentemente do figado, a resposta anti-inflamatoria de IL-10 sofreu alteragdo, porém esta, em relagao aos
animais controles (169,09 + 35,67) foi diminuida nos grupos 5x10*uL (76,08 + 35,48) e 10x10*uL (71,16 + 26,32),
com seus valores aparentemente retornando proximos aos valores basais/grupo controle na dose maior de 50x10*uL
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(164,80 £ 64,57, evidenciando uma possivel tentativa de compensagdo anti-inflamatoria frente a um processo

inflamatério mais importante (Fig. 3H).
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Fig.3 Efeito da aplicagdo exdgena de microvesiculas derivadas de cultura de células hipocampais expostas a ionoforo de calcio,
nas doses de 5x10*uL, 10x10*uL e 50x10*uL, na producdo interleucinas teciduais de figado, rim e sistema nervoso central
(hipocampo) em camundongos previamente higidos. (a, e e i) Interleucina-1 beta; (b, f e j) Fator de necrose tumoral-alfa; (¢, g
e k) Interleucina-6; (d, h e 1) Interleucina-10. ANOVA uma via (one-way ANOVA) sem medidas repetidas, seguida do teste post-
hoc de Tukey (d, e, h, ) com dados expressos em média + desvio padrao. Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc de Dunn (a,
b, c, f, g, 1, j, k) com dados expressos em mediana e intervalo interquartil (IIQ). Nivel de significancia: p < 0,05.

Por fim, investigou-se a possivel disseminacdo da resposta inflamatoria para o SNC por meio da analise das

mesmas citocinas no hipocampo, com elevagdo observada em todas elas. IL-1B apresentou aumento nos grupos

5x10*uL (0,79 11Q 0,57) e 10x10*uL (0,68 11Q 0,92) quando comparadas ao controle (0,11 I1IQ 0,02); TNF-a somente
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na dose maior de 50x10*uL (225,96 11Q 42,81) versus controle (40,51 IIQ 2,44); ¢ IL-6 na dose intermedidria de
10x10*uL (54,97 11Q 35,25) em relagdo ao grupo sham (7,85 11Q 1,61) (Fig. 31-K). Nao houve alteracdo significativa

na resposta anti-inflamatoria IL-10 neste tecido (Fig. 3L).

Visdao geral da resposta inflamatoria decorrente da aplicacao periférica de MVs

Com o intuito de melhor observar todas as alteracdes inflamatorias deste estudo, o grafico de volcano plot
demonstra uma melhor visualiza¢do geral de toda a resposta de citocinas em ambos soro e tecidos. Esta visdo
demonstra que na analise de marcadores pré-inflamatdrios do soro ha um aumento em relagdo ao grupo controle de
todas as citocinas analisadas, com destaque de significancia para IL-1p em todas as doses, IL-6 em doses de 5 e
10x10*uL, e TNF-a demonstrando representatividade somente na dose mais elevada (Fig. 4A). Isso demonstra que
aparentemente a resposta inflamatéria sist€émica no soro ndo esta relacionado a grandeza do aumento desses
marcadores, indicando que mesmo pequenas elevacdes ja pode ser possivel na ativacao inflamatoria.

Padrao diferente foi encontrado nos tecidos. Visivelmente existe uma maior magnitude de até 8 vezes em
algumas respostas pro-inflamatorias, demonstrando que talvez as citocinas acumulem de forma diferente em
diferentes 6rgdos. Porém vale ressaltar que nem todo aumento tem valor significativo quando comparado ao grupo
controle. No figado a resposta inflamatoria caracterizou-se pelo aumento principalmente de IL-1p, IL-6 ¢ TNF-a em
doses altas de MVs (Fig. 4B). No tecido renal IL-6 e TNF-a em doses intermediaria e alta destacaram-se como
principais mediadores da resposta inflamatoéria (Fig. 4C).

E finalmente, uma andlise a parte cabe para o tecido representante do SNC, ja que a aplicacdo das MVs foi
periférica. No hipocampo ¢ possivel analisar que uma resposta inflamatoria € presente com atuacdo das trés citocinas:
IL-1B na menor ¢ maior dose, IL-6 na dose intermediaria de 10x10*uL, ¢ TNF-a com significincia apenas na dose
maior de 50x10*uL, sugerindo uma possivel migragdo de interleucinas para o SNC, ou uma quebra de barreira
hematoencefalica devido a inflamacdo sist€émica, ou até mesmo possivel migracdo das MVs para o SNC. Cabe
também ressaltar que, como nos outros tecidos, também nao houve resposta compensatéria anti-inflamatoéria mediada
por IL-10 (Fig. 4D).

No geral, observa-se uma tendéncia de resposta inflamatoria dose-dependente, com envolvimento marcante
do soro e do figado, e ativagdo seletiva do hipocampo e do rim, refletindo perfis distintos de sensibilidade a

exposicao aguda as MV’s.
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Fig. 4 Volcano plot representando a analise dos niveis relativos das citocinas IL-1B (azul), IL-6 (rosa), TNF-a (verde) e IL-10
(roxo), 24 horas apo6s a administragdo de MV’s em animais previamente higidos, com trés diferentes concentracdes: ® 5x10*
MV/uL, m 10x10* MV/uL ¢ A 50x10* MV/uL. (a) Soro; (b) Figado; (¢) Rim; (d) Hipocampo. Eixos X representam o log: a
variagdo (fold change) em relagdo a média do grupo controle; eixos Y indicam o —logi(p), refletindo a significancia estatistica
da comparag@o. A linha pontilhada vermelha horizontal representa o limiar de significancia estatistica (p = 0,05).

Discussao

O papel de microvesiculas e suas relacdes com a fisiopatologia de doengas vem sendo cada vez mais
explorada por sua relagdo com doengas inflamatorias sist€émicas [28] como doengas cardiovasculares [29], cancer
[30], artrite reumatoide [31], obesidade [32, 33], dentre outras. O foco deste estudo foi tragcar um paralelo entre a

inflamacdo sist€émica gerada pela presenca periférica das MVs, por meio de uma possivel interagdo cérebro-periferia,
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e o papel das BDMVs nesta resposta inflamatoria. Com base nisso, este trabalho buscou avaliar se microvesiculas
extracelulares obtidas de culturas neuronais inflamatdrias sdo capazes de induzir uma inflamagdo sistémica
generalizada semelhante aquela observada em quadros de sepse.

Para tal, inicialmente se buscou avaliar a resposta a presenca das MVs frente a produgdo de interleucinas
séricas. Ja € demonstrado na literatura que a relagdo molecular e bioquimica para este efeito inflamatério das MVs
esta baseada em sua estrutura e contetdo. MVs sao particulas diminutas provenientes da membrana celular, de
aproximadamente 1um de didmetro, liberadas no espago extracelular a partir de intimeros tipos celulares como
plaquetas, eritrocitos, células imunes, células do SNC, adipdcitos, dentre outras [34]. Sua libera¢do ocorre tanto em
processos fisiologicos como relacionados a quadros inflamatérios perante situacdes que envolvem ativacdo da via
purinérgica, ativacdo plaquetaria, ativacdo de células dendriticas por lipopolissacarideos de membrana (LPS),
ativacao imune especifica de células T por apresentadores de antigeno MHC II e aumento de calcio intracelular [17].

As MVs utilizadas no modelo do presente estudo foram geradas a partir de cultura de células hipocampais
através do aumento de calcio intracelular. Estudos demonstram que essas MV’s liberadas nesse contexto preservam
caracteristicas moleculares da célula de origem, incluindo receptores de membrana, proteinas inflamatorias, lipidios
pro-inflamatorios, acidos nucleicos regulatorios e antigenos de superficie [34]. Quando em locais diferentes do de
origem, t&ém o potencial para interagir com células-alvo por meio da ativagao de receptores ja expressos na membrana,
ou pela transferéncia de novos receptores, além da entrega de conteudo proteico e genético a célula receptora [35].
Vale ressaltar que este contetdo proteico inclui citocinas e quimiocinas que sdo importantes sinalizadores por
intensificar a inflamagao local e sistémica [36]. Assim, todas estas comunica¢des das MVs com células-alvo tém o
potencial de desencadear respostas imunes ou inflamatorias especificas [35, 36].

Esta comunicagdo com a periferia foi evidenciada neste estudo onde animais previamente higidos, quando
inoculados com as MVs, desenvolveram uma resposta inflamatéria sistémica, mesmo na auséncia de patdogenos,
mensurada pela liberagdo de citocinas pro-inflamatérias 1L-1B, TNF-a e IL-6 presentes no soro, bem como uma
diminuicao de IL-10 em doses mais altas de MVs. J4 ¢ bem descrito na literatura a participag@o destas moléculas no
processo inflamatorio [37-39], bem como no desenvolvimento e prognéstico da sepse [40—42]. Corroborando com
as alteragdes agudas das citocinas na exposi¢ao de 24h neste trabalho, um estudo retrospectivo demonstrou que os
niveis de IL-1B, IL-6 e IL-10 estavam aumentados na fase aguda da sepse em pacientes criticos e nao criticos. Além
disso, os niveis de IL-10 (dias 1, 2 e 4 da sepse) e IL-6 (dias 2 e 4) aumentaram em pacientes criticos em comparagao
com pacientes nao criticos [43].

Outra participacao da regulacdo das citocinas IL1-B no processo inflamatdrio € a presenca de uma regulagdo
positiva do receptor de IL-1 na membrana plasmatica de leucocitos e, em particular, mondcitos, de pacientes sépticos
[44]. Inclusive, essa ativacdo foi relacionada positivamente com o escore de SOFA (Sequential Organ Failure
Assessment), demonstrando a severidade da condi¢do. A mesma correlacdo positiva da elevagdo de IL-1 e TNF-a
com critérios de avaliacdo da sepse foi encontrando em pacientes sépticos apresentando niveis elevados dos
receptores sIL-1R2, sSTNFR1 e sTNFR2 em comparagdo com individuos saudaveis, refletindo a expressdo aumentada
devido a ampliagdo do nimero de monocitos presentes na sepse [45].

Vale ressaltar que, embora o aumento de IL-10 esteja associado a um perfil imunossupressor € a pior
prognostico em pacientes sépticos [46], neste modelo — em que houve apenas uma ativagao inflamatodria induzida

por microvesiculas, sem a presen¢a de patdogeno — observou-se uma redugdo sérica nos niveis de IL-10. Esse achado
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sugere que ndo houve ativagdo de uma resposta anti-inflamatoria compensatoéria, indicando que a aplicagdo de MV’s
foi suficiente para induzir uma resposta inflamatoria efetiva, sem desencadear mecanismos regulatorios protetores.

Com base na relevancia clinica da disfun¢do orgénica como critério de gravidade em sindromes inflamatdrias
sist€émicas, como a sepse, este estudo também buscou avaliar marcadores bioquimicos relacionados a lesao e funcao
de 6rgdos-alvo. Além dos marcadores de bilirrubina total e creatinina, inclusos no escore de SOFA [47] — ferramenta
utilizada para analisar faléncia de multiplos sistemas durante o diagnostico da sepse — foram incluidos outros
biomarcadores comumente utilizados na pratica clinica e experimental para avaliacdo de disfuncdo hepatica, renal e
metabolica em contextos inflamatorios agudos.

Como marcadores iniciais da resposta inflamatoria sistémica, foram analisados os niveis de lactato e fosfatase
alcalina. Ambos sdo tradicionalmente associados a quadros de inflamagao generalizada e disfungdo multissistémica,
e frequentemente utilizados como indicadores de gravidade em contextos criticos [48, 49].

O aumento do lactato no presente estudo, frente a aplicagdo de MVs nas doses intermediaria e alta, reflete a
ativacao de vias metabolicas tipicas de estados inflamatdrios intensos, em que ha predominio da glicélise aerdbica e
acumulo de lactato como subproduto, mesmo na auséncia de hipoxia estabelecida [50]. Esse perfil metabdlico ja foi
descrito em contextos de inflamagdo sistémica e sepse, e traduz uma resposta celular adaptativa, porém
energeticamente desbalanceada [51], inclusive sendo alvo de melhora de dano neuronal, neuroinflamacao e déficits
comportamentais em camundongos com sepse induzida, quando inibida a produgdo de lactado pela supressdao da
lactado desidrogenase [52].

O mesmo comportamento também foi observado na fosfatase alcalina, também em doses mais elevadas de
MYVs, indicando um possivel reflexo de ativagdo sist€émica mais robusta. Embora este marcador tenha sido
inicialmente descrito como molécula de acdo reguladora, capaz de neutralizar endotoxinas e atuar de forma protetora
em processos inflamatorios [53], estudos recentes vém demonstrando que sua elevacdo plasmatica em quadros
graves, como a sepse, esta associada a maior disfung@o organica e pior progndstico. Em especial, a analise do indice
APAR (Alkaline Phosphatase-to-Albumin Ratio), calculado pela razdo entre os niveis de fostase acalina e albumina
sérica, demonstrou ser um preditor independente de mortalidade em pacientes sépticos [54].

Este indice estd relacionado com quadros de hipoalbuminemia, também encontrado nos animais que
receberam doses mais elevadas de MVs. Juntamente com aumentos dos niveis de bilirrubina total ¢ aumento do TGO,
uma resposta de disfuncgdo hepatica condizente com o padréo inflamatorio sérico foi observado, com um aumento de
8 vezes das interleucinas IL-1B, TNF-a e IL-6 no tecido hepatico. Esse desequilibrio ¢ compativel com os
mecanismos classicos de dano hepatico mediados por citocinas [55-57].

Estudo semelhante, também com base na inoculagdo de MVs derivadas do SNC em animais previamente
higidos, avaliou dano de 6rgdos-alvo. Os animais saudaveis receberam MVs coletadas de tecido cerebral de animais
com sepse induzida por LPS. A pesquisa demonstrou que o tecido hepatico apresentou abundante exsudagio
inflamatoria, sinusoides hepaticos congestionados, edema, hepatocitos desnaturados e estrutura celular desordenada
[24]. Essa apresentagdo histologica corrobora com o processo inflamatdrio e alteragdes hematologicas da disfungéo
hepatica encontradas na presente investigag¢do, demonstrando que MVs isoladas de cultura de células neuronais tem
um potencial inflamatorio muito semelhante as MVs isoladas do tecido neuronal de animais submetidos a modelo de

sepse.
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O mesmo comportamento pode ser identificado no tecido renal. As MVs provenientes do SNC de animais
sépticos foram capazes de induzir, nos animais previamente saudaveis, dilatagdo tubular renal, sangramento,
infiltracdo leucocitaria e degeneracdo vacuolar das células epiteliais tubulares com presencga de necrose [24]. Padrdo
de alteracdo renal condizendo com aumento das interleucinas encontradas neste estudo nos animais que receberam
MVs nas doses mais altas, acompanhado de um aumento significativo da creatinina e ureia séricas. Ja ¢ descrito na
literatura que interleucinas como IL-6 ¢ TNF-a, quando persistentemente elevadas, contribuem diretamente para
lesdo renal aguda, principalmente por mecanismos de necrose tubular e disfuncdo glomerular [58, 59]. Importante
destacar que, em humanos, a elevagdo da creatinina no contexto séptico estd associada a maior mortalidade e piores
desfechos clinicos [60].

Por fim, chama aten¢do o aumento das citocinas pro-inflamatorias também no hipocampo, mesmo diante da
administracdo periférica das MVs. Esse achado sugere que, de alguma forma, o estimulo inflamatério chegou ao
SNC. Trés mecanismos principais podem explicar esse fenomeno: (1) a quebra transitéria da Dbarreira
hematoencefalica, ja descrita em estados inflamatérios agudos; (2) a translocag@o de citocinas inflamatorias séricas
para o SNC, amplamente documentada em modelos de sepse; ou ainda (3) a propria capacidade das MVs de
atravessar a barreira hematoencefalica e atuar diretamente sobre células do parénquima cerebral [61-65]. O fato de
as MVs terem sido derivadas de cultura de células hipocampais previamente ativadas pode ter facilitado sua
sinalizag¢do com o tecido cerebral, favorecendo a ativagdo local da microglia e a liberag@o secundaria de IL-1p, TNF-
a e IL-6 no hipocampo. Assim, mesmo sem lesdo infecciosa ou traumatica direta, foi possivel demonstrar a ativagio

neuroinflamatoria regional, indicando que o eixo cérebro-periferia ¢ também uma via de mao dupla.

Conclusio

Os achados deste estudo demonstram que a aplicacao periférica de microvesiculas derivadas de culturas de
células hipocampais € capaz de induzir uma inflamacao sistémica significativa, acompanhada por disfun¢ao organica
em multiplos tecidos-alvo. A resposta inflamatoria foi observada tanto no soro quanto em figado, rim e hipocampo,
com destaque para a magnitude e abrangéncia da resposta tecidual. A presenca de citocinas pro-inflamatorias no
SNC, mesmo sem lesdo local, reforca a hipdtese de comunicacdo cérebro-periferia mediada por MV’s. Esses
resultados sugerem que as microvesiculas derivadas do SNC possuem potencial inflamatdrio importante e levantam
a necessidade de futuras investigag¢des clinicas que explorem sua presenga em pacientes sépticos, especialmente

aqueles com manifestagdes neuroldgicas, como o delirium.
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