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Resumo 

 

As microvesículas extracelulares (MVs) têm sido reconhecidas como mediadoras de processos inflamatórios 

sistêmicos. Elas atuam como vetores de sinalização intercelular, transportando proteínas inflamatórias, ácidos 

nucleicos e lipídeos bioativos que modulam a resposta imune tanto local como à distância. Este estudo avaliou o 

potencial inflamatório de MVs derivadas de culturas de células hipocampais expostas a estímulo inflamatório, 

injetadas perifericamente em camundongos previamente hígidos. Foram analisadas citocinas séricas e teciduais 

(fígado, rim e hipocampo), bem como marcadores bioquímicos de disfunção orgânica. Os animais que receberam as 

MVs, especialmente nas doses intermediária e alta, apresentaram aumento significativo de IL-1β, TNF-α e IL-6 no 

soro, acompanhado de queda nos níveis de IL-10. Também houve elevação de lactato e fosfatase alcalina, sugerindo 

inflamação sistêmica precoce. No tecido hepático, observou-se um padrão inflamatório exuberante, compatível com 

disfunção orgânica, evidenciada por hiperbilirrubinemia, hipoalbuminemia e aumento de transaminases. Alterações 

semelhantes foram encontradas no rim, com elevação de ureia e creatinina. Por fim, foi identificado aumento de 

citocinas no hipocampo, mesmo sem aplicação intracerebral direta, sugerindo possível translocação de MVs ou 

sinalização inflamatória cruzada entre periferia e sistema nervoso central. Os dados sustentam que MVs derivadas 

de células neuronais inflamadas são capazes de desencadear inflamação sistêmica e dano orgânico em animais 

previamente saudáveis. Esses achados reforçam a relevância de se investigar, em modelos clínicos, a presença e o 

papel de MVs derivadas do SNC na sepse, especialmente em pacientes com manifestações neurológicas, como o 

delirium. 

 

Palavras-chave: Microvesículas extracelulares, cérebro-periferia, inflamação sistêmica, disfunção orgânica.   
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Resumo Gráfico 

 

 

 

Resumo Gráfico. Células HT22 – células hipocampais. MV’s – microvesículas. IL-1β – Interleucina -1 beta; TNF-α – Fator de 

necrose tumoral-alfa; IL-6 – Interleucina-6; IL-10 – Interleucina- 10; BHE – barreira hematoencefálica. Fonte: autores. 
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Introdução 

Nas últimas décadas, a sobrevida de pacientes criticamente enfermos aumentou graças a estratégias de 

suporte avançado e monitorização intensiva; entretanto, essa vitória clínica revelou um novo desafio: os 

sobreviventes frequentemente carregam sequelas cognitivas, emocionais e funcionais de longa duração [1–5]. Entre 

as síndromes críticas, a sepse continua sendo a principal causa de internação em unidades de terapia intensiva (UTIs) 

brasileiras, ocupando cerca de um terço dos leitos e mantendo taxas de mortalidade próximas de 50 % [6, 7]. Esse 

impacto epidemiológico reforça a importância de entender como a resposta inflamatória sistêmica se estende além 

da fase aguda e compromete o sistema nervoso central (SNC). 

A fisiopatologia séptica é moldada por uma ativação imune desregulada que, ao mesmo tempo em que tenta 

controlar o agente infeccioso, desencadeia a liberação de citocinas pró e anti-inflamatórias em cascata. Estas 

moléculas sinalizadoras produzidas principalmente por linfócitos, macrófagos e células dendríticas, desempenham 

papel crucial nessas respostas, além de regular processos como proliferação, diferenciação e mobilidade celular [8, 

9]. Em sua relação com o SNC, a sepse geralmente é revelada pela disfunção cerebral ou pela associação com essa, 

caracterizada por alteração da consciência variando de delirium a coma, convulsão ou sinais neurológicos focais. Sua 

fisiopatologia envolve um processo isquêmico secundário ao comprometimento da perfusão cerebral e seus 

determinantes, e um processo neuroinflamatório que inclui ativação endotelial, alteração da barreira 

hematoencefálica e passagem de mediadores neurotóxicos [10, 11]. Essa disfunção cerebral está associada ao 

aumento da mortalidade, morbidade e incapacidade cognitiva a longo prazo  [11]. 

Durante a internação em UTI, o delirium é uma forma muito comum de disfunção cerebral aguda, a qual 

vem sendo fortemente associada à mortalidade [11, 12] e pode estar associada ao dano cognitivo em longo prazo [3]. 

Os fatores que estão associados à ocorrência de delirium em UTI são diversos, os quais podem, de forma 

independente, contribuir para a neurodegeneração em longo prazo [13–16]. Entretanto, os mecanismos pelos quais o 

delirium predispõe a aumento de mortalidade não são bem esclarecidos.  

Um mecanismo relevante que explica a comunicação entre órgãos é a formação de microvesículas (MVs). 

MVs são fragmentos de células cobertas por bicamada lipídica que variam em diâmetro de 100 nm a 1 µm e são 

liberadas no ambiente extracelular por vários tipos de células, tipicamente durante a ativação ou morte celular por 

necrose ou apoptose. As MVs são mediadores inflamatórios que podem servir como veículos para a transferência 

intercelular de membranas e proteínas citosólicas, lipídios e RNA localmente ou a longas distâncias, e podem ser 

encontradas como um evento final comum em várias condições inflamatórias, assim como a sepse [17]. 

Os efeitos de MV durante o desenvolvimento de sepse já foram descritos [18]. A sepse está associada a uma 

liberação maciça de MVs derivados de leucócitos com grande conteúdo de DNA, histonas e outros componentes que 

contribuem para o ambiente pró-coagulante observado em seu desenvolvimento [19]. Além destas, MVs derivadas 

de plaquetas, células endoteliais e eritrócitos já foram descritas, apresentando diferentes papéis no desenvolvimento 

da doença [20, 21]. 

Mais recentemente foram descritas MVs derivadas do SNC (BDMVs) evidenciando que neurônios, 

astrócitos e a micróglia podem liberar MVs em condições normais e patológicas, contribuindo assim para o 

desenvolvimento de doenças neurodegenerativas e neuroinflamatórias. Neste contexto, MVs microgliais e 

astrocitarias armazenam e liberam IL-1β, uma interleucina chave na cascata inflamatória, além de estimular a 

liberação desta citocina por células da glia [22].  
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Além disso, estudos recentes demonstraram que a administração periférica de BDMVs em animais hígidos 

é capaz de induzir desfechos clínicos e bioquímicos graves, mesmo na ausência de patógeno. Um destes modelos é 

baseado no traumatismo cranioencefálico (TCE), demonstrando que BDMVs provenientes deste trauma causam 

vasoconstrição cerebral e hipoperfusão. Posteriormente, a aplicação periférica destas MVs em animais saudáveis 

levou à morte súbita em até 6h, com as MVs transmigrando através das paredes dos vasos, induzindo vasoconstrição 

rápida por influxo de cálcio nas células musculares lisas vasculares e reduzindo o fluxo sanguíneo cerebral, 

reforçando seu potencial tóxico vascular [23]. De forma semelhante, foi observado que BDMVs isoladas de cérebros 

de animais sépticos induziram inflamação sistêmica, coagulopatia e apoptose em múltiplos órgãos quando injetadas 

em ratos hígidos, demonstrando que o conteúdo dessas vesículas é capaz de perpetuar danos mesmo fora do SNC 

[24]. 

Apesar de confirmarem o potencial inflamatório e sistêmico das vesículas extracelulares de origem cerebral, 

esses estudos utilizaram modelos nos quais o cérebro já havia sofrido dano primário — seja infeccioso ou traumático. 

No presente trabalho, buscou-se investigar se microvesículas extracelulares obtidas de culturas neuronais — sem 

lesão física, infecciosa ou sistêmica prévia — seriam capazes de desencadear uma resposta inflamatória sistêmica 

em animais previamente hígidos. 

Com base no pressuposto o presente estudo teve o objetivo de determinar se a injeção de microvesículas 

derivadas de células hipocampais podem levar à inflamação sistêmica e disfunções orgânicas similares às que são 

observadas na sepse. 

 

Materiais e Métodos 

 

Cultura de células e isolamento das MVs 

Células hipocampais HT22 de ratos foram semeadas em frascos de cultura celular de 75 cm2 e mantidas a 

37°C em um ambiente umidificado com 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico em meio completo (DMEM) com 5% 

de antibióticos (100 UI/mL de penicilina e 100 μg/mL de estreptomicina) suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(SFB). Devido ao crescimento exponencial desta linhagem celular (duplicação dos tempos entre 24h e 36h), as células 

foram semeadas a cada dois dias em novos frascos de cultura com meio completo fresco. 

Após 7 dias em cultura, as células foram lavadas com salina tamponada com fosfato (PBS) e estimuladas 

com 15 μM do ionóforo de cálcio A23187, que serviu como um substituto para lesão celular, por 30 min a 37°C [25]. 

Para isolamento das MVs, os meios de cultura das células incubadas ou não com o ionóforo foram coletados, 

centrifugados a 16.000 g por 10 minutos, e ressuspensos em solução salina (500 uL). A concentração proteica do 

pellet foi utilizada para padronização das doses administradas aos animais (5×10⁴, 10×10⁴ e 50×10⁴ MV/µL), 

representando, portanto, a carga proteica associada às vesículas isoladas. 

 

Animais e Aspectos Éticos 

Previamente a quaisquer intervenções descritas abaixo todos os procedimentos foram analisados e aprovados 

pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense – UNESC (protocolo 

47/2024). 
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Vinte camundongos BALB/c machos e fêmeas (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 água e ração ad libitum durante todo o protocolo de estudo. 

Os animais foram aleatoriamente randomizados em grupo controle e grupos microvesículas (MVs), totalizando 4 

grupos (n=5 por grupo): (1) Controle injetado com salina; (2) Grupo ativo MVs – injetado com microvesículas 

geradas de células neuronais cultivadas em meio usual na concentração de 5x104/uL;  (3) Grupo ativo MV – injetado 

com microvesículas geradas de células neuronais cultivadas em meio usual na concentração de 10x104/uL (4) Grupo 

ativo MV – injetado com microvesículas geradas de células neuronais cultivadas em meio usual na concentração de 

50x104/uL. 

O tamanho amostral foi baseado no Método da Equação de Recursos (Resource Equation Method), 

amplamente utilizado para cálculos em estudos com animais [26]. Considerando quatro grupos experimentais e uma 

única medição por animal, o número recomendado de animais por grupo varia entre 4 e 6. Essa inferência é baseada 

na análise de variância (ANOVA) de uma via, utilizada para comparação entre os grupos. 

 

Transferência MVs para animais 

A administração das microvesículas cultivadas em cultura celular foi realizada nos animais pela veia caudal 

em aplicação única derivada do meio de cultura derivado de células expostas ao ionóforo na concentração 

previamente estipulada por grupo (5x104/µL, 10x104/µL ou 50x104/µL) em um volume final de 0,5mL. Já os animais 

do grupo controle, com intuito de passaram pelo mesmo procedimento e mobilização, foram injetados com 0,5 mL 

de solução derivada do meio de células não incubadas com o ionóforo, contendo basicamente solução salina. Para 

imobilização dos animais durante o procedimento foi utilizada anestesia inalatória de isoflurano (DCB nº 26675-46-

7) a 1,5% por 5 min. 

 

Coleta de sangue, tecidos e processamento das amostras 

A coleta de sangue (200µL) foi realizada logo após a morte dos animais, uma única vez, por punção cardíaca. 

Após cada coleta de sangue as amostras foram centrifugas a 2.200 rotações por minuto (rpm), equivalente a 600 x g, 

durante 10 minutos em temperatura ambiente, e coletado o sobrenadante (soro) para análises. Os tecidos foram 

dissecados e homogeneizados em tampão de lise (135mM NaCl, 1mM MgCl2, 2.7mM KCl, 20mM Tris base [pH 8], 

1% Triton, 10% Glicerol, 10.27mM Na3VO3, 3.5mM PMSF, 1µM aprotinina, 10mM Na4P2O7). O lisado foi 

centrifugado por 15min (4ºC) a 12.000 rpm, retirado o sobrenadante. Todas as amostras foram armazenadas em 

freezer a -80ºC para posteriores análises. 

 

Eutanásia 

Após o término do estudo (24h de aplicação das microvesículas) os animais foram sacrificados por 

sobredose de isoflurano (3-5%) empregada em caixa de indução. A coleta de sangue (200µL) foi realizada logo após 

a morte dos animais, uma única vez, por punção cardíaca. Após a morte dos animais, os mesmos foram 

acondicionados em sacos identificados como “lixo infectante” (no máximo 20 animais por saco) e levados ao freezer 

de resíduos localizado no Biotério da mesma Instituição. 
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Análises bioquímicas 

 

Análise de citocinas – ELISA 

Para as análises dos níveis de citocinas no soro e tecidos foi realizado o imuno ensaio ELISA através de kits 

da marca BioRad®. Para o perfil pró-inflamatório, foram analisadas as citocinas TNF-α, IL-1β, IL-6. Já para análises 

de perfil anti-inflamatório, a citocina IL-10. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as 

recomendações do fabricante, como detalhado abaixo. 

Os anticorpos de captura foram diluídos em solução salina (PBS), adicionados em cada poço da placa e 

incubados overnight, na temperatura de 4 °C. Após este período, os poços foram lavados tampão de lavagem (0,05% 

Tween 20 em PBS, pH 7,2). Posteriormente, as placas foram bloqueadas com 200 μL de solução de bloqueio (1% de 

albumina bovina sérica (BSA) em PBS, pH 7,2) e incubadas. Após a incubação e as lavagens, 5 μL de amostra e/ou 

padrões diluídos previamente em solução padrão de diluição (0,05% de Tween 20; 0,1% de BSA em PBS, pH 7,2) 

foram adicionados aos poços. As placas foram cobertas e novamente incubadas overnight. Após este período, os 

poços foram lavados e foram adicionados 100 μL dos anticorpos de detecção específicos, previamente diluídos em 

solução padrão de diluição. As placas foram incubadas por mais duas horas em temperatura ambiente. Os poços 

foram lavados e após o processo foi adicionado 100 μL do polímero estreptavidina peroxidase e as placas foram 

cobertas por papel alumínio e incubadas durante 30 minutos. Após a incubação, os poços foram lavados cinco vezes 

com o tampão de lavagem e 100 μL da solução substrato 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina foram adicionados, seguido 

de incubação por mais 30 minutos em temperatura ambiente. A reação foi interrompida com a adição de 50 μL de 

solução de ácido clorídrico 2 N sobre os poços. Ao final, a coloração foi lida em espectrofotômetro a 450nm. Os 

resultados de soro foram expressos em pg/mL de soro, e os de tecidos, em pg/mL de proteína. 

 

Determinação dos níveis de proteína 

Os níveis de proteínas foram determinados utilizando o método Bradford [27], baseado na absorbância 

(595nm) da alteração da coloração do corante Coomassie brilliant blue G-250, o qual tem sua coloração vermelha 

convertida em azul quando em ligação com a proteína da amostra. Os padrões para a técnica de Bradford foram 

obtidos pela diluição de um estoque de albumina bovina sérica (BSA). Para determinar a concentração proteica foi 

utilizado o cálculo de regressão linear baseado em uma curva padrão de BSA variando de 2 ug/mL a 12 ug/mL.  

 

Análises hematológicas 

Marcadores de disfunção de órgãos lactato, fosfatase alcalina (FA), albumina, bilirrubina total, 

transaminase glutâmico-oxalacética (TGO/AST), transaminase glutâmico-pirúvica (TGP/ALT), creatinina e ureia 

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

 

Análise estatística 

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados que apresentaram distribuição 

normal foram analisados através da análise de variância ANOVA uma via (one-way ANOVA) sem medidas repetidas, 

seguido pelo teste post-hoc de Tukey. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão. Para os que não 

assumiram distribuição normal, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-hoc de Dunn. Os dados 
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foram expressos como mediana e intervalo interquartil (IIQ). Para a demonstração dos dados no volcano plot o valor 

de significância (eixo Y) foi demonstrado como o -log10 do valor de p de cada grupo obtido das análises citadas 

anteriormente. Para os valores representando magnitude (eixo X) foi aplicado a análise de fold change em relação ao 

grupo controle com posterior cálculo do log2 destes valores, demonstrado no gráfico como log2 do fold change 

relativo ao controle. Valores acima do 0 assumem aumento de grandeza em relação ao controle, bem como abaixo de 

0 demonstram diminuição. O nível de significância adotado foi de p < 0,05. Os dados foram analisados através do 

software GraphPad Prism versão 10. 

 

Resultados 

 

Efeito da aplicação das MVs no perfil de inflamação sérica 

Após a aplicação na veia caudal do meio de cultura contendo microvesículas derivadas da cultura de células 

com ativação glial induzida observou-se aumento da concentração de interleucinas pró-inflamatórias dos grupos 

injetados com MVs em relação ao grupo que recebeu somente o veículo salina.  

Estas alterações são observadas no aumento de IL-1β (grupos 5x104µL = 349,07 ± 47,98; 10x104µL = 

368,80 ± 22,62; 50x104µL = 359,84 ± 62,54) versus grupo controle (234,76 ± 45,16); nas concentrações de TNF-α 

no grupo tratado com a dose de 50x104µL (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 5x10⁴ 

µL (262,75 IIQ 91,84) e 50x10⁴ µL (265,98 IIQ 50,62) foram comparados ao grupo controle (145,94 IIQ 16,68) (Fig. 

1A-C). 
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Fig.1 Efeito da aplicação exógena de microvesículas derivadas de cultura de células hipocampais expostas à ionóforo 

de cálcio, nas doses de 5x104µL, 10x104µL e 50x104µL, na produção interleucinas séricas em camundongos previamente hígidos. 

(a) Interleucina-1 beta; (b) Fator de necrose tumoral-alfa; (c) 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 padrão. 

Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc de Dunn (c) com dados expressos em mediana e intervalo interquartil (IIQ). Nível de 

significância: p < 0,05. 

 

Já uma diferença expressiva entre os grupos experimentais inoculados com MVs somente foi observada 

por um aumento do TNF-α do grupo 50x104µL quando comparado ao grupo 10x104µL (1.506,45 ± 326,96) (Fig. 

1B). 
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Uma vez que as citocinas pró-inflamatórias expressaram aumentos significativos, foi analisado qual a 

resposta da concentração de IL-10, uma citocina anti-inflamatória. As doses de 10x104µL (291,21 ± 62,19) e 

50x104µL (292,81 ± 22,17) apresentaram redução significativa em comparação ao grupo controle (395,97 ± 57,02). 

Também houve diferenças intragrupos nos animais expostos às MVs, onde aparentemente maiores doses parecem ter 

uma resposta anti-inflamatória sérica mais expressiva, com os grupos 10x104µL e 50x104µL apresentando uma maior 

diminuição quando comparados ao grupo de menor dose 5x104µL (377,61 ± 28) (Fig. 1D).  

 

Efeito da aplicação das MVs em marcadores hematológicos de disfunção orgânica 

Frente a marcadores hematológicos de dano e disfunção de órgãos e sistemas, foram observadas alterações 

em alguns parâmetros relacionados ao processo de inflamação sistêmica. O primeiro analisado foi o lactato sérico 

(Fig. 2A), com suas concentrações médias significativamente elevadas nos grupos tratados com 10x104µL (10,78 ± 

3,32) e 50x104µL (13,27 ± 1,58) em comparação ao grupo controle (3,63 ± 0,98). Na comparação entre os grupos 

inoculados com MVs, as concentrações de 10x104µL e 50x104µL foram significativamente maiores que a do grupo 

de 5x104µL (6,93 ± 0,89), sugerindo um efeito dose-dependente. 

Já a fosfatase alcalina (Fig. 2B) apresentou comportamento semelhante ao observado para o marcador 

anterior, onde novamente os grupos 10x104µL (104,81 ± 19,47) e 50x104µL (100,17 ± 32,46) aumentaram em relação 

ao seu respectivo controle (22,51 ± 9,97), e os grupos 10x104µL e 50x104µL tiveram um aumento em relação ao 

grupo de menor dose - 5×10⁴µL (42,78 ± 14,34). 

 Já em relação ao fígado, foram avaliados parâmetros relacionados à integridade e funcionalidade hepática, 

incluindo albumina como indicador da capacidade de síntese proteica, bilirrubina total como parâmetro de 

metabolismo e excreção. Frente a isso, na análise de albumina foi evidenciado que maiores concentrações de MVs 

aplicadas aparentam ter uma relação diretamente proporcional à diminuição de seus valores séricos, fato somente 

observado no grupo 50x104µL (2,16 ± 0,55) em relação ao grupo salina (4,38 ± 0,71) e ao grupo 5x104µL (4,33 ± 

1,35) (Fig. 2C). Já a bilirrubina total teve aumento significativo em relação ao grupo controle (0,28 IIQ 0,43) somente 

nas doses de 10x104µL (2,34 IIQ 2,73) e 50x104µL (2,15 IIQ 0,87), sem diferenças intragrupos MVs (Fig. 2D). 

Na análise dos marcadores de lesão hepatocelular a TGO apresentou aumento nas aplicações de 5x104µL 

(51,62 IIQ 40,13) e 50x104µL (41,41 IIQ 20,59) quando comparado ao controle (10,69 IIQ 2,86) (Fig. 2E). Já na 

TGP não houve diferença significativa entre os grupos (Fig. 2F). 

Os últimos marcadores hematológicos observados buscaram analisar a resposta renal frente à aplicação das 

microvesículas. Assim, as concentrações de creatinina em doses mais elevadas de MVs (grupo 50x104µL – 1,46± 

0,59) apresentou aumento significativo tanto em relação ao grupo sham (0,20 ± 0,05) quanto aos outros grupos MVs 

(grupo 10x104µL – 0,59 ± 0,15); (grupo 5×10⁴µL – 0,45 ± 0,25) (Fig. 2G). Já as concentrações de ureia só 

aumentaram significativamente em relação ao grupo controle (17,39 ± 4,07) na aplicação de dose intermediária de 

10x104µL (44,57 ± 17,33) (Fig. 2H). 



10 

 

C
ontr

ole

5x
10
4 /u

L

10
x1

0
4 /u

L

50
x1

0
4 /u

L

0

5

10

15

20

L
a

c
ta

to
 (

m
g

/d
L

)

0.0002

<0.0001

0.0308

0.0005

C
ontr

ole

5x
10
4 /u

L

10
x1

0
4 /u

L

50
x1

0
4 /u

L

0

50

100

150

F
o

s
fa

ta
s

e
 a

lc
a

li
n

a
 (

U
/L

)

<0.0001

0.0001

0.0012

0.0025

C
ontr

ole

5x
10
4 /u

L

10
x1

0
4 /u

L

50
x1

0
4 /u

L

0

2

4

6

8

A
lb

u
m

in
a

 (
g

/d
L

)

0.0100

0.0117

C
ontr

ole

5x
10
4 /u

L

10
x1

0
4 /u

L

50
x1

0
4 /u

L

0

2

4

6

B
il

ir
ru

b
in

a
 t

o
ta

l 
(m

g
/d

L
)

0.0116

0.0277

C
ontr

ole

5x
10
4 /u

L

10
x1

0
4 /u

L

50
x1

0
4 /u

L

0

20

40

60

80

100

T
G

O
/A

S
T

 (
U

/L
)

0.0452

0.0452

C
ontr

ole

5x
10
4 /u

L

10
x1

0
4 /u

L

50
x1

0
4 /u

L

0

100

200

300

T
G

P
/A

L
T

 (
U

/L
)

C
ontr

ole

5x
10
4 /u

L

10
x1

0
4 /u

L

50
x1

0
4 /u

L

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

C
re

a
ti

n
in

a
 (

m
g

/d
L

)

<0.0001

0.0009

0.0036

C
ontr

ole

5x
10
4 /u

L

10
x1

0
4 /u

L

50
x1

0
4 /u

L

0

20

40

60

80

U
re

ia
 (

m
g

/d
L

)

0.0268

a b c d

e f g h

 

Fig.2 Efeito da aplicação exógena de microvesículas derivadas de cultura de células hipocampais expostas à ionóforo de cálcio 

nas doses de 5x104µL, 10x104µL e 50x104µL, nos exames hematológicos relacionados a disfunção de órgãos em camundongos 

previamente hígidos. TGO/AST – Transaminase glutâmico-oxalacética; TGP/ALT - Transaminase glutâmico-pirúvica. ANOVA 

uma via (one-way ANOVA) sem medidas repetidas, seguida do teste post-hoc de Tukey (a – c; f - h) com dados expressos em 

média ± desvio padrão. Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc de Dunn (d e e) com dados expressos em mediana e intervalo 

interquartil (IIQ). Nível de significância: p < 0,05. 

 

Efeito da aplicação das MVs nos tecidos-alvo 

Quando realizada análise das citocinas pró-inflamatórias presentes no tecido hepático após a exposição às 

MVs o aumento em relação ao grupo salina ocorreu perante as interleucinas IL-1β (controle – 0,12 IIQ 0,07) no 

grupo 50x104µL (0,56 IIQ 0,23); TNF-α (controle – 62,71 IIQ 34,81) também grupo 50x104µL (307,37 IIQ 176,08); 

e IL-6 (controle – 6,14 IIQ 2,08) nos grupos 10×10⁴μL (48,35 IIQ 5,77) e 50×10⁴μL (62,75 IIQ 29,11) (Fig. 3A-C). 

Não houve diferença significativa na resposta anti-inflamatória representada pela IL-10 (Fig. 3D). 

Já no tecido renal o aumento da resposta pró-inflamatória ocorreu no TNF-α nos grupos 10×10⁴μL (249,05 

IIQ 196,89) e 50×10⁴μL (235,42 IIQ 123,99) em comparação ao grupo controle (64,54 IIQ 15,56); e na IL-6, também 

nos grupos 10×10⁴μL (30,66 IIQ 10,85) e 50×10⁴μL (31,56 IIQ 24,39) comparado aos animais que só receberam 

salina (6,40 IIQ 1,89) (Fig. 3F e G). 

Diferentemente do fígado, a resposta anti-inflamatória de IL-10 sofreu alteração, porém esta, em relação aos 

animais controles (169,09 ± 35,67) foi diminuída nos grupos 5x104µL (76,08 ± 35,48) e 10x104µL (71,16 ± 26,32), 

com seus valores aparentemente retornando próximos aos valores basais/grupo controle na dose maior de 50×10⁴μL 
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(164,80 ± 64,57, evidenciando uma possível tentativa de compensação anti-inflamatória frente a um processo 

inflamatório mais importante (Fig. 3H). 
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Fig.3 Efeito da aplicação exógena de microvesículas derivadas de cultura de células hipocampais expostas à ionóforo de cálcio, 

nas doses de 5x104µL, 10x104µL e 50x104µL, na produção interleucinas teciduais de fígado, rim e sistema nervoso central 

(hipocampo) em camundongos previamente hígidos. (a, e e i) Interleucina-1 beta; (b, f e j) Fator de necrose tumoral-alfa; (c, g 

e k) Interleucina-6; (d, h e l) Interleucina-10. ANOVA uma via (one-way ANOVA) sem medidas repetidas, seguida do teste post-

hoc de Tukey (d, e, h, l) com dados expressos em média ± desvio padrão. Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc de Dunn (a, 

b, c, f, g, i, j, k) com dados expressos em mediana e intervalo interquartil (IIQ). Nível de significância: p < 0,05. 

 

Por fim, investigou-se a possível disseminação da resposta inflamatória para o SNC por meio da análise das 

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

5x104µL (0,79 IIQ 0,57) e 10x104µL (0,68 IIQ 0,92) quando comparadas ao controle (0,11 IIQ 0,02); TNF-α somente 
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na dose maior de 50×10⁴μL (225,96 IIQ 42,81) versus controle (40,51 IIQ 2,44); e IL-6 na dose intermediária de 

10x104µL (54,97 IIQ 35,25) em relação ao grupo sham (7,85 IIQ 1,61) (Fig. 3I-K). Não houve alteração significativa 

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

 

Visão geral da resposta inflamatória decorrente da aplicação periférica de MVs 

Com o intuito de melhor observar todas as alterações inflamatórias deste estudo, o gráfico de volcano plot 

demonstra uma melhor visualização geral de toda a resposta de citocinas em ambos soro e tecidos. Esta visão 

demonstra que na análise de marcadores pró-inflamatórios do soro há um aumento em relação ao grupo controle de 

todas as citocinas analisadas, com destaque de significância para IL-1β em todas as doses, IL-6 em doses de 5 e 

10x104µL, e TNF-α demonstrando representatividade somente na dose mais elevada (Fig. 4A). Isso demonstra que 

aparentemente a resposta inflamatória sistêmica no soro não está relacionado à grandeza do aumento desses 

marcadores, indicando que mesmo pequenas elevações já pode ser possível na ativação inflamatória. 

Padrão diferente foi encontrado nos tecidos. Visivelmente existe uma maior magnitude de até 8 vezes em 

algumas respostas pró-inflamatórias, demonstrando que talvez as citocinas acumulem de forma diferente em 

diferentes órgãos. Porém vale ressaltar que nem todo aumento tem valor significativo quando comparado ao grupo 

controle. No fígado a resposta inflamatória caracterizou-se pelo aumento principalmente de IL-1β, IL-6 e TNF-α em 

doses altas de MVs (Fig. 4B). No tecido renal IL-6 e TNF-α em doses intermediária e alta destacaram-se como 

principais mediadores da resposta inflamatória (Fig. 4C). 

E finalmente, uma análise a parte cabe para o tecido representante do SNC, já que a aplicação das MVs foi 

periférica. No hipocampo é possível analisar que uma resposta inflamatória é presente com atuação das três citocinas: 

IL-1β na menor e maior dose, IL-6 na dose intermediária de 10x104µL, e TNF-α com significância apenas na dose 

maior de 50x104µL, sugerindo uma possível migração de interleucinas para o SNC, ou uma quebra de barreira 

hematoencefálica devido à inflamação sistêmica, ou até mesmo possível migração das MVs para o SNC. Cabe 

também ressaltar que, como nos outros tecidos, também não houve resposta compensatória anti-inflamatória mediada 

por IL-10 (Fig. 4D). 

No geral, observa-se uma tendência de resposta inflamatória dose-dependente, com envolvimento marcante 

do soro e do fígado, e ativação seletiva do hipocampo e do rim, refletindo perfis distintos de sensibilidade à 

exposição aguda às MV’s. 
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Fig. 4 Volcano plot representando a análise dos níveis relativos das citocinas IL-1β (azul), IL-6 (rosa), TNF-α (verde) e IL-10 

(roxo), 24 horas após a administração de MV’s em animais previamente hígidos, com três diferentes concentrações: ● 5×10⁴ 

MV/μL, ■ 10×10⁴ MV/μL e ▲ 50×10⁴ MV/μL. (a) Soro; (b) Fígado; (c) Rim; (d) Hipocampo. Eixos X representam o log₂ a 

variação (fold change) em relação à média do grupo controle; eixos Y indicam o –log₁₀(p), refletindo a significância estatística 

da comparação. A linha pontilhada vermelha horizontal representa o limiar de significância estatística (p = 0,05). 

 

Discussão 

O papel de microvesículas e suas relações com a fisiopatologia de doenças vem sendo cada vez mais 

explorada por sua relação com doenças inflamatórias sistêmicas [28] como doenças cardiovasculares [29], câncer 

[30], artrite reumatoide [31], obesidade [32, 33], dentre outras. O foco deste estudo foi traçar um paralelo entre a 

inflamação sistêmica gerada pela presença periférica das MVs, por meio de uma possível interação cérebro-periferia, 
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e o papel das BDMVs nesta resposta inflamatória. Com base nisso, este trabalho buscou avaliar se microvesículas 

extracelulares obtidas de culturas neuronais inflamatórias são capazes de induzir uma inflamação sistêmica 

generalizada semelhante àquela observada em quadros de sepse. 

Para tal, inicialmente se buscou avaliar a resposta à presença das MVs frente à produção de interleucinas 

séricas. Já é demonstrado na literatura que a relação molecular e bioquímica para este efeito inflamatório das MVs 

está baseada em sua estrutura e conteúdo. MVs são partículas diminutas provenientes da membrana celular, de 

aproximadamente 1µm de diâmetro, liberadas no espaço extracelular a partir de inúmeros tipos celulares como 

plaquetas, eritrócitos, células imunes, células do SNC, adipócitos, dentre outras [34]. Sua liberação ocorre tanto em 

processos fisiológicos como relacionados à quadros inflamatórios perante situações que envolvem ativação da via 

purinérgica, ativação plaquetária, ativação de células dendríticas por lipopolissacarídeos de membrana (LPS), 

ativação imune específica de células T por apresentadores de antígeno MHC II e aumento de cálcio intracelular [17]. 

As MVs utilizadas no modelo do presente estudo foram geradas a partir de cultura de células hipocampais 

através do aumento de cálcio intracelular. Estudos demonstram que essas MV’s liberadas nesse contexto preservam 

características moleculares da célula de origem, incluindo receptores de membrana, proteínas inflamatórias, lipídios 

pró-inflamatórios, ácidos nucleicos regulatórios e antígenos de superfície [34]. Quando em locais diferentes do de 

origem, têm o potencial para interagir com células-alvo por meio da ativação de receptores já expressos na membrana, 

ou pela transferência de novos receptores, além da entrega de conteúdo proteico e genético à célula receptora [35]. 

Vale ressaltar que este conteúdo proteico inclui citocinas e quimiocinas que são importantes sinalizadores por 

intensificar a inflamação local e sistêmica [36]. Assim, todas estas comunicações das MVs com células-alvo têm o 

potencial de desencadear respostas imunes ou inflamatórias específicas [35, 36]. 

Esta comunicação com a periferia foi evidenciada neste estudo onde animais previamente hígidos, quando 

inoculados com as MVs, desenvolveram uma resposta inflamatória sistêmica, mesmo na ausência de patógenos, 

mensurada pela liberação de citocinas pró-inflamatórias IL-1β, TNF-α e IL-6 presentes no soro, bem como uma 

diminuição de IL-10 em doses mais altas de MVs. Já é bem descrito na literatura a participação destas moléculas no 

processo inflamatório [37–39], bem como no desenvolvimento e prognóstico da sepse [40–42]. Corroborando com 

as alterações agudas das citocinas na exposição de 24h neste trabalho, um estudo retrospectivo demonstrou que os 

níveis de IL-1β, IL-6 e IL-10 estavam aumentados na fase aguda da sepse em pacientes críticos e não críticos. Além 

disso, os níveis de IL-10 (dias 1, 2 e 4 da sepse) e IL-6 (dias 2 e 4) aumentaram em pacientes críticos em comparação 

com pacientes não críticos [43]. 

Outra participação da regulação das citocinas IL1-β no processo inflamatório é a presença de uma regulação 

positiva do receptor de IL-1 na membrana plasmática de leucócitos e, em particular, monócitos, de pacientes sépticos 

[44]. Inclusive, essa ativação foi relacionada positivamente com o escore de SOFA (Sequential Organ Failure 

Assessment), demonstrando a severidade da condição. A mesma correlação positiva da elevação de IL-1 e TNF-α 

com critérios de avaliação da sepse foi encontrando em pacientes sépticos apresentando níveis elevados dos 

receptores sIL-1R2, sTNFR1 e sTNFR2 em comparação com indivíduos saudáveis, refletindo a expressão aumentada 

devido a ampliação do número de monócitos presentes na sepse [45]. 

Vale ressaltar que, embora o aumento de IL-10 esteja associado a um perfil imunossupressor e a pior 

prognóstico em pacientes sépticos [46], neste modelo — em que houve apenas uma ativação inflamatória induzida 

por microvesículas, sem a presença de patógeno — observou-se uma redução sérica nos níveis de IL-10. Esse achado 
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sugere que não houve ativação de uma resposta anti-inflamatória compensatória, indicando que a aplicação de MV’s 

foi suficiente para induzir uma resposta inflamatória efetiva, sem desencadear mecanismos regulatórios protetores. 

Com base na relevância clínica da disfunção orgânica como critério de gravidade em síndromes inflamatórias 

sistêmicas, como a sepse, este estudo também buscou avaliar marcadores bioquímicos relacionados à lesão e função 

de órgãos-alvo. Além dos marcadores de bilirrubina total e creatinina, inclusos no escore de SOFA  [47] — ferramenta 

utilizada para analisar falência de múltiplos sistemas durante o diagnóstico da sepse — foram incluídos outros 

biomarcadores comumente utilizados na prática clínica e experimental para avaliação de disfunção hepática, renal e 

metabólica em contextos inflamatórios agudos. 

Como marcadores iniciais da resposta inflamatória sistêmica, foram analisados os níveis de lactato e fosfatase 

alcalina. Ambos são tradicionalmente associados a quadros de inflamação generalizada e disfunção multissistêmica, 

e frequentemente utilizados como indicadores de gravidade em contextos críticos [48, 49]. 

O aumento do lactato no presente estudo, frente à aplicação de MVs nas doses intermediária e alta, reflete a 

ativação de vias metabólicas típicas de estados inflamatórios intensos, em que há predomínio da glicólise aeróbica e 

acúmulo de lactato como subproduto, mesmo na ausência de hipóxia estabelecida [50]. Esse perfil metabólico já foi 

descrito em contextos de inflamação sistêmica e sepse, e traduz uma resposta celular adaptativa, porém 

energeticamente desbalanceada [51], inclusive sendo alvo de melhora de dano neuronal, neuroinflamação e déficits 

comportamentais em camundongos com sepse induzida, quando inibida a produção de lactado pela supressão da 

lactado desidrogenase [52]. 

O mesmo comportamento também foi observado na fosfatase alcalina, também em doses mais elevadas de 

MVs, indicando um possível reflexo de ativação sistêmica mais robusta. Embora este marcador tenha sido 

inicialmente descrito como molécula de ação reguladora, capaz de neutralizar endotoxinas e atuar de forma protetora 

em processos inflamatórios [53], estudos recentes vêm demonstrando que sua elevação plasmática em quadros 

graves, como a sepse, está associada a maior disfunção orgânica e pior prognóstico. Em especial, a análise do índice 

APAR (Alkaline Phosphatase-to-Albumin Ratio), calculado pela razão entre os níveis de fostase acalina e albumina 

sérica, demonstrou ser um preditor independente de mortalidade em pacientes sépticos [54]. 

Este índice está relacionado com quadros de hipoalbuminemia, também encontrado nos animais que 

receberam doses mais elevadas de MVs. Juntamente com aumentos dos níveis de bilirrubina total e aumento do TGO, 

uma resposta de disfunção hepática condizente com o padrão inflamatório sérico foi observado, com um aumento de 

8 vezes das interleucinas IL-1β, TNF-α e IL-6 no tecido hepático. Esse desequilíbrio é compatível com os 

mecanismos clássicos de dano hepático mediados por citocinas [55–57].  

Estudo semelhante, também com base na inoculação de MVs derivadas do SNC em animais previamente 

hígidos, avaliou dano de órgãos-alvo. Os animais saudáveis receberam MVs coletadas de tecido cerebral de animais 

com sepse induzida por LPS. A pesquisa demonstrou que o tecido hepático apresentou abundante exsudação 

inflamatória, sinusoides hepáticos congestionados, edema, hepatócitos desnaturados e estrutura celular desordenada 

[24]. Essa apresentação histológica corrobora com o processo inflamatório e alterações hematológicas da disfunção 

hepática encontradas na presente investigação, demonstrando que MVs isoladas de cultura de células neuronais tem 

um potencial inflamatório muito semelhante às 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 saudáveis, dilatação tubular renal, sangramento, 

infiltração leucocitária e degeneração vacuolar das células epiteliais tubulares com presença de necrose [24]. Padrão 

de alteração 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. Já é descrito na 

literatura que interleucinas como IL-6 e TNF-α, quando persistentemente elevadas, contribuem diretamente para 

lesão renal aguda, principalmente por mecanismos de necrose tubular e disfunção glomerular [58, 59]. Importante 

destacar que, em humanos, a elevação da creatinina no contexto séptico está associada a maior mortalidade e piores 

desfechos clínicos [60]. 

Por fim, chama atenção o aumento das citocinas pró-inflamatórias também no hipocampo, mesmo diante da 

administração periférica das MVs. Esse achado sugere que, de alguma forma, o estímulo inflamatório chegou ao 

SNC. Três mecanismos principais podem explicar esse fenômeno: (1) a quebra transitória da barreira 

hematoencefálica, já descrita em estados inflamatórios agudos; (2) a translocação de citocinas inflamatórias séricas 

para o SNC, amplamente documentada em modelos de sepse; ou ainda (3) a própria capacidade das MVs de 

atravessar a barreira hematoencefálica e atuar diretamente sobre células do parênquima cerebral [61–65]. O fato de 

as MVs terem sido derivadas de cultura de células hipocampais previamente ativadas pode ter facilitado sua 

sinalização com o tecido cerebral, favorecendo a ativação local da micróglia e a liberação secundária de IL-1β, TNF-

α e IL-6 no hipocampo. Assim, mesmo sem lesão infecciosa ou traumática direta, foi possível demonstrar a ativação 

neuroinflamatória regional, indicando que o eixo cérebro-periferia é também uma via de mão dupla. 

 

Conclusão 

Os achados deste estudo demonstram que a aplicação periférica de microvesículas derivadas de culturas de 

células hipocampais é capaz de induzir uma inflamação sistêmica significativa, acompanhada por disfunção orgânica 

em múltiplos tecidos-alvo. A resposta inflamatória foi observada tanto no soro quanto em fígado, rim e hipocampo, 

com destaque para a magnitude e abrangência da resposta tecidual. A presença de citocinas pró-inflamatórias no 

SNC, mesmo sem lesão local, reforça a hipótese de comunicação cérebro-periferia mediada por MV’s. Esses 

resultados sugerem que as microvesículas derivadas do SNC possuem potencial inflamatório importante e levantam 

a necessidade de futuras investigações clínicas que explorem sua presença em pacientes sépticos, especialmente 

aqueles com manifestações neurológicas, como o delirium. 
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