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Resumo 

 

As microvesículas são um grupo heterogéneo de vesículas esféricas com um 

diâmetro de 100-1000 nm, formadas por brotamento/gemulação da membrana 

plasmática da célula. Os exossomas são estruturas mais homogéneas e mais pequenas 

(40-120 nm) do que as microvesículas. Ao contrário das microvesículas, que são 

abundantes na circulação sanguínea e derivam, essencialmente, de plaquetas, os 

exossomas são derivados do compartimento endo-lisossomal. Estas estruturas têm sido 

detetadas no sangue e em vários fluídos corporais (urina, secreções broncoalveolar, 

muco, saliva, bílis, ascite, fluido cérebroespinhal e leite materno). A sua composição é 

heterogénea e depende do tipo de célula de origem. A composição diferenciada é um 

pré-requisito para a sua função potencial de biomarcador patofisiológico. De facto, a sua 

constituição específica em proteínas transmembranares, proteínas solúveis, mRNA e 

microRNA pode ser representativa de uma condição fisiológica normal ou patológica. 

Deste modo, um passo crítico para a utilização, no futuro, de microvesículas e 

endossomas como biomarcadores consistirá na identificação de correlações inequívocas 

entre os diferentes estados de progressão da doença e o respetivo padrão bioquímico. 

Adicionalmente, a sua deteção e caracterização de forma rápida, usando biossensores 

baseados em nanopartículas, deverá permitir a sua utilização como biomarcadores de 

doenças de etiologia muito diversa, tais como tais como o cancro, doenças metabólicas 

e doenças neurodegenerativas na prática clínica. Para além do seu papel no domínio da 

prevenção, diagnóstico e monitorização da progressão da doença, também poderão 

desempenhar, no futuro, uma papel importante ao nível da terapia e da avaliação do 

sucesso terapêutico das doenças em que se encontrarem patofisologicamente 

implicados.  

 

 

Palavras-chave: Microvesícula, Exossoma, Biomarcador, Doença oncológica, Doença 

metabólica. 
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Abstract 

 

The microvesicles are a heterogeneous group of spherical vesicles with a diameter 

of 100-1000 nm formed by budding of the plasma membrane of the cell. The exosomes 

are more homogeneous and smaller (40-120 nm) structures than the microvesicles. 

Unlike microvesicles, which are abundant in the blood circulation and derived primarily 

from platelets, exosomes are originated in the endolysosomal cell compartment. These 

structures have been detected in the blood and in various body fluids (urine, 

bronchoalveolar secretions, mucus, saliva, bile, ascyte, cerebrospinal fluid, and breast 

milk). Their composition is heterogeneous and depends on the cell type of origin. The 

unique composition is a prerequisite for its potential function as pathophysiological 

biomarker. In fact, its specific constitution in transmembrane proteins, soluble proteins, 

mRNA and microRNA may be representative of a normal physiological or pathological 

condition. Thus, a critical step for its aplication, in future, as biomarkers consists in the 

identification of unambiguous correlations between different states of disease 

progression and their biochemical pattern. Additionally, the possibility to quicky detect 

and characterize microvesicles and endosomes using specific biosensors, should allow 

their use in clinical practice as biomarkers of etiological diverse diseases such as cancer, 

metabolic diseases and neurodegenerative disorders. Beyond its role in the prevention, 

diagnosis and monitoring of disease progression, they may also play, in the future, an 

important role in the therapy itself or in monitoring therapeutic success in those diseases 

that they become physiopathologically implicated. 

 

 

 

Key-words: Microvesicle, Exosome, Biomarker, Oncologic disease, Metabolic disease 
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Capítulo I – Introdução 

 

As células comunicam por processos de transferência de moléculas através da 

membrana plasmática, nomeadamente a secreção de vesículas membranares. Estas 

vesículas são secretadas pela maioria das células normais e podem ser encontradas na 

maioria dos fluídos corporais. Estas vesículas são, assim, componentes-chave na 

permuta de informação entre as células, exercendo os seus efeitos biológicos de uma 

forma pleiotrópica por ativação direta de recetores de superfície em células alvo, 

transferência da célula de origem para a célula recetora ou transferência de efetores, tais 

como oncogenes, fatores de transcrição ou partículas infeciosas. 

Os exossomas são vesículas de 30-90 nm excretadas por uma variedade de células 

de mamíferos e isolados, normalmente, através de um gradiente de sacarose após 

ultracentrifugação. Os exossomas são enriquecidos em proteínas de choque térmico, 

proteínas membranares da família de tetraspaninas (TM4SF, transmembrane 4 

superfamily), e componentes da maquinaria ESCRT (Endosomal Sorting Complexes  

Required for Transport). Estudos recentes sugerem que as vesículas de membrana e, em 

particular, os exossomas desempenham um papel importante na transmissão de RNA 

entre as células, nomeadamente na transferência de micro-RNAs (miRNAs) reguladores 

que induzem o silenciamento genético nas células recetoras. Dado o seu envolvimento 

no transporte de informação entre as células, a identificação e caracterização destas 

vesículas fosfolipídicas extracelulares tem criado muita expectativa na comunidade 

farmacêutica. O facto de transportarem proteínas e ácidos nucleicos torna-os atrativos 

como biomarcadores preditivos e de diagnóstico, bem como agentes terapêuticos. No 

entanto, possuem uma diminuta capacidade para atravessar membranas biológicas, 

podendo desencadear respostas imunes. Por isso, a complexidade destes sistemas e a 

sua elevada probabilidade de causar efeitos secundários fora da célula alvo tem 

dificultado a sua utilização na prática clínica.  

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo reunir a informação 

científica publicada sobre os exossomas e a sua importância emergente na prevenção, 

diagnóstico e tratamento de doenças de etiologia muito diversa. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Endosome
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Capítulo II 

 

1. Biomarcadores 

Os biomarcadores, ou marcadores biológicos, representam características 

biológicas que podem ser informativas quanto ao risco de manifestação de uma doença 

e/ou à gravidade ou fase de progressão da doença (e subsequentemente permitir a 

estratificação dos doentes). De acordo com o NIH (National Institute of Health, EUA), 

um biomarcador representa uma característica que é medida de forma objetiva e que é 

avaliada como um indicador de processos biológicos normais ou patogénicos, ou de 

respostas farmacológicas a intervenções terapêuticas. Ainda segundo o NIH, um 

resultado clínico representa uma característica ou variável que reflete o estado clínico 

do doente e um marcador substituto representa um biomarcador que substitui o 

resultado clínico e que tem a potencialidade de prever o benefício ou malefício clínico 

(ou a falta destes) com base em evidências epidemiológicas, terapêuticas, 

fisiopatológicas, ou outras. (Biomarker Definitions Working Group, 2002; Frank e 

Hargreaves, 2003). Desta forma, os principais objetivos do uso de biomarcadores, 

resultados clínicos e marcadores substitutos são: melhorar a previsão, o diagnóstico e o 

prognóstico, em particular de doenças complexas multifatoriais comuns, e facilitar a 

descoberta de novos fármacos (Jorgensen, 2011; Müller, 2012a). Segundo a indústria 

farmacêutica, o biomarcador pode ser definido como uma característica mensurável que 

reflete o mecanismo de ação da molécula de acordo com os aspetos fisiopatológicos e 

farmacológicos específicos da doença (Lathia, 2002). De acordo com a EMA (European 

Medicine Agency), os resultados clínicos são análises ou medições distintas de 

características da doença observadas num estudo ou ensaio clínico sob o efeito de uma 

dada intervenção terapêutica. (Manolis et al., 2011) Deste ponto de vista, um 

biomarcador é um indicador de mudança e por isso os seus valores deverão flutuar em 

função do tempo e da condição biológica.  

Os biomarcadores são normalmente classificados em tipo 0 (medem a história 

natural de uma doença e correlacionam-se ao longo do tempo com indicadores clínicos, 

(Figura 1), tipo 1 (indicadores do efeito da atividade de fármacos) ou tipo 2 (marcadores 

substitutos, parâmetro laboratorial ou fisiológico que substitui o resultado que mede 

diretamente o estado de saúde/doença).  
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Fig. 1 – Papel dos biomarcadores na patogênese de indivíduos em função do índice de 

bem-estar. (Figura adaptada de Müller, 2012a) 

 

 

 

No processo de descoberta e desenvolvimento de fármacos modernos, 

nomeadamente biomarcadores, é necessário ter em conta algumas questões críticas, 

como por exemplo a transformação de forma adequada de dados em informação e, 

subsequentemente, em conhecimento e a integração desta informação na prática clínica. 

A expectativa geral é a de que os dados obtidos com biomarcadores forneçam 

informação preditiva credível quanto às alterações induzidas nos processos 

biológicos/fisiológicos após administração de fármacos e, desta forma, melhorem a 

capacidade de previsão e a tomada de decisões por parte de cientistas e outros agentes 

envolvidos no processo de descoberta de novos compostos farmacêuticos (Lee et al., 

2011; Naylor, 2005). 

Presentemente, há uma lacuna na informação produzida por biomarcadores 

genotípicos e biomarcadores fenotípicos (tradicionais), na medida em estes não estão, 
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geralmente, associados ao início da patogénese e às fases do desenvolvimento da da 

doença onde a capacidade de intervenção preventiva é maior (Figura 2). Os 

biomarcadores que venham a preencher esta lacuna deverão circular no plasma e 

permitir a monitorização e subsequente control da patogénese e/ou etapas críticas 

patogénicas, a eficácia do medicamento, e ainda serem financeiramente suportáveis em 

estudos pré-clínicos e clínicos (Müller, 2012a). 

 

 

 

Fig. 2 – Correlação entre a previsão de risco de uma doença e o momento mais razoável 

para a sua prevenção. (Figura adaptada de Müller, 2012a) Os riscos de doença são 

apresentados para as diferentes etapas no decorrer da patogénese baseados em biomarcadores genéticos 

(verde), epigenéticos (azul com riscas), biomarcadores novos/funcionais (rosa) e biomarcadores 

tradicionais/estilo de vida (castanho) em comparação com (hipotéticas) assinaturas de biomarcadores 

EMVs (exossoma e microvesícula) (azul). Para cada tipo de biomarcador apresentado, os números de 

biomarcadores medidos e usados em conjunto é indicado no interior de cada barra.  

 

No que diz respeito à descoberta e desenvolvimento de novos fármacos, a eficácia 

de novos medicamentos tem sido avaliada de forma tradicional em ensaios clínicos 
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usando a morbilidade e mortalidade como resultados. No entanto, ensaios clínicos deste 

género podem requerer cerca de 10 000-15000 sujeitos e até 5 anos de acompanhamento 

para demonstração e validação dos benefícios mais significativos. Neste âmbito, o 

recurso a biomarcadores poderá implicar estudos com menos indivíduos e efetuados 

num intervalo de tempo mais curto. As fases experimentais conducentes à identificação 

de biomarcadores são apresentads na Figura 3 (Müller, 2012a). 

 

 

Fig. 3 - Fases da identificação de novos biomarcadores (Figura adaptada de Müller, 

2012a)  

 

 

 

2. Microvesículas e exossomas  

Vesículas membranares de pequenas dimensões são libertadas da maioria das 

células animais (Cocucci et al., 2008; Piccin et al., 2007), tais como mastócitos 

(Laulagnier et al., 2004b), células dendríticas, linfócitos B (Laulagnier et al., 2004b), 

astrócitos, plaquetas, neurónios, células endoteliais e epiteliais (Hogan et al., 2009; 

Zhou et al., 2011). Essas vesículas de membrana podem ser divididas em subgrupos 

distintos com base na sua biogénese, propriedades biofísicas e funções: corpos 
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apoptóticos, microvesículas (MVs, também referidos como ectossomas, micropartículas 

ou exovesículas em função da sua origem celular), e exossomas ou vesículas de 

derramamento (EMVs). 

As MVs são um grupo heterogéneo de vesículas esféricas com um diâmetro de 

cerca de 100-1000 nm, formadas por brotamento/gemulação e fissão da membrana 

plasmática da célula, e são enriquecidas em fosfatidilserina, integrinas, selectinas e 

CD40. Estas vesículas são indistintamente designadas por microvesículas, ectossomas, 

vesículas de derramamento, micropartículas, vesículas derivadas da membrana 

plasmática, ou mesmo exovesículas (Antwi-Baffour et al., 2010; Cocucci et al., 2009; 

Muralidharan-Chari et al., 2010; Obregon et al., 2006; Pilzer et al., 2005; Schara et al., 

2009; Sekula et al., 2011; Shantsila et al., 2010; Shedden et al., 2003). MVs são 

abundantes na circulação onde são predominantemente derivadas de plaquetas 

(denominadas micropartículas), com pequenas quantidades de células originárias de 

outras células sanguíneas e células endoteliais (George et al., 1982; Caby et al., 2005).  

Os exossomas são mais homogéneos e mais pequenos que as MVs, apresentam 

um diâmetro de cerca de 40-100 nm, e são libertados a partir de muitos tipos diferentes 

de células do corpo, tais como os glóbulos vermelhos, plaquetas, linfócitos, células 

dendríticas e células tumorais (Hendix et al., 2010; Thery et al., 2009). Ao contrário das 

MVs, os exossomas são derivados dos compartimentos internos endo-lisossomais de 

células. EMVs foram detetados no sistema circulatório (plasma) e em vários fluídos 

corporais, especialmente soro e plasma sanguíneo, urina, secreções broncoalveolar, 

muco, saliva, bílis, ascite, fluido cérebroespinhal e leite materno (Admyre et al., 2007; 

Caby et al., 2005; Masyuk et al., 2010; Palanisami et al., 2010; Pisitkun et al., 2004; 

Rupp et al., 2011; Thery, 2011). A sua composição é heterogénea, uma vez que depende 

do tipo de célula a partir da qual são originários. A composição diferenciada de EMVs 

provenientes de diversos fluídos corporais é um pré-requisito para a sua potencialidade 

como biomarcadores de estados patológicos. Atualmente, os mecanismos moleculares 

relativos à biogénese de EMVs permanecem por esclarecer. 

Para a caracterização da sua composição e função é importante distingui-los de 

outras vesículas membranares de maiores dimensões, nomeadamente os corpos 

apoptóticos que são libertados sob estímulos apoptóticos. As células que sofrem 

apoptose fracionam o seu conteúdo celular em corpos apoptóticos sub-celulares de 
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forma a prevenirem possíveis fugas de conteúdos tóxicos ou imonogénicos para a 

matriz extracelular (Doonan and Cotter, 2008). Os corpos apoptóticos representam um 

grupo heterógeneo de vesículas, com tamanhos que variam entre 50 nm e 5 m (Cline et 

al., 2004; Hristov et al., 2004; Thery et al., 2009; Xie et al., 2009). Devido ao seu 

conteúdo celular específico e elevada densidade, podem ser distinguidos de outras duas 

populações de vesículas (MVs e exossomas), as quais apresentam uma maior 

sobreposição ao nível da sua composição (Figura 4). Para evitar confusão e promover a 

uniformização da nomenclatura, o termo microvesícula será usado neste texto para 

denominar esta população de vesículas. 

 

 

 

Fig. 4 – Representação esquemática da composição das três classes principais de 

vesículas extracelulares. (Figura adaptada de Kooijmans, 2012). Os corpos apoptóticos são 

formados quando as células entram em apoptose e podem ter conteúdo nuclear como histonas e DNA. As 

microvesículas são formadas por brotamento/gemulação e subsequente fissão da membrana plasmática. A 

incorporação seletiva de proteínas membranares e citossólicas ocorre durante a sua formação, resultando 

em vesículas que podem ser enriquecidas em proteínas e lípidos específicos típicos da célula de origem. 

No caso dos exossomas, que são originados por brotamento/gemulação da membrana limitante de 

estruturas endossómicas denominadas de corpos multivesiculares (MVBs), ocorre enriquecimento 
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seletivo do seu conteúdo ao longo da sua formação. A fusão de MVBs com a membrana plasmática 

resulta na libertação dos exossomas.  

 

Tal como referido anteriormente, a principal diferença entre exossomas e 

microvesículas reside no seu processo de formação. O mecanismo de formação de MVs 

e endossomas está ilustrado na Figura 5. As microvesículas desenvolvem-se como 

botões na membrana plasmática e são depois libertadas para o exterior por um 

mecanismo dependente de cálcio e do citoesqueleto (Figura 5A). Por outro lado, a partir 

de membranas intracelulares, pode ocorrer a libertação de endossomas para o espaço 

luminal e a subsequente formação de corpos multivesiculares (MVB), os quais são, 

posteriormente, libertados para o espaço extracelular. (Figura 4B). Assim, enquanto que 

os exossomas crescem para o interior de endossomas, as microvesículas crescem para o 

exterior a partir da membrana plasmática. Na prática, a maioria dos estudos de MVs 

examina populações mistas contendo os dois tipos de vesículas; poucos estudos 

apresentam a distinção rigorosa entre os dois grupos.  
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Fig. 5 – Mecanismos moleculares de libertação de exossomas. (Figura adaptada de 

Muller 2012a). (A) Envolve o desprendimento e posterior brotamento das áreas especializadas da 

membrana plasmática a partir das células dadoras. (B) Envolve a exocitose, ou seja, a fusão com a 

membrana plasmática, de corpos multivesiculares (MVBs exocíticos) que escapam à degradação por 

MVBs e lisossomas. 

 

Em teoria, os exossomas e microvesículas distinguem-se pela sua origem, mas na 

prática tal distinção raramente é possível. Consequentemente, torna-se necessário 

caracterizar e separar as duas populações com base em características fenotípicas, tais 

como tamanho, morfologia e composição de proteínas e lípidos. 

Relativamente à composição lipídica, os exossomos possuem altos níveis de 

esfingomielinas e colesterol, independentemente da fonte celular (Subra et al., 2007). 

No entanto, no caso da fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina, existem diferenças 

assinaláveis na composição dos exossomas dependendo da fonte celular, em particular 
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quanto à natureza do ácido gordo saturado (Laulagnier et al., 2004a). O enriquecimento 

da membrana em colesterol confere rigidez à estrutura membranar e, consequentemente, 

um elevado nível de estabilidade aos exossomas. De facto, resultados de estudos in vivo 

sugerem que os exossomas permanecem perfeitamente funcionais nos compartimentos 

periféricos (Luketic et al., 2007). Para além disso, domínios lipídicos semelhantes 

parecem estar presentes nas membranas de diferentes exossomas, muito provavelmente 

devido ao teor elevado em colesterol e esfingomielinas e sua associação em lipid rafts 

(De Gassart et al., 2003). 

A tecnologia atualmente disponível para a análise de EMVs baseia-se na análise 

da sua composição bioquímica recorrendo a uma abordagem transcriptómica, 

proteómica e lipidómica, na determinação do tamanho, massa e morfologia, na 

caracterização da sua origem celular e na análise por citometria de fluxo (Cheruvanky et 

al., 2007; Conde-Vancells et al., 2010; Freyssinet, 2003; Gonzales et al., 2009; Hugel et 

al., 2005; Miranda et al., 2010; Moon et al., 2011; Morel et al., 2004, Orozco and 

Lewis, 2010; Thery et al., 2002, Van der Pol et al., 2010). No futuro, será importante 

aumentar o poder discriminatório de EMVs com vista à análise de padrões 

multidimensionais que reflitam a composição global de uma determinada espécie de 

EMV. Este elevado grau de definição do EMV pode ser conseguida com a metodologia 

nanoparticle tracking, a qual já é atualmente utilizada para a análise de macromoléculas 

complexas, pequenas vesículas, superfícies celulares e microorganismos (Anslyn e 

Rotello, 2010; Miranda et al., 2010; Müller, 2011; Müller, 2012b; Müller, 2012c; 

Dragovic, 2011). 

 

 

3. Papel biológico de MVs / Exossomas 

Tal como referido anteriormente, as células comunicam por processos de 

transferência através da membrana, incluíndo a secreção de vesículas de membrana, que 

ocorre na maioria das células normais e que podem ser detetadas na maioria dos fluídos 

corporais (Simons and Raposo, 2009). Essas vesículas são componentes-chave na 

transferência de informação entre as células, exercendo os seus efeitos biológicos de 

uma forma pleiotrópica através de: ativação direta de recetores de superfície celular em 
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células alvo, transferência de recetores da célula de origem para a célula recetora, e 

transferência de efetores, tais como oncogenes, fatores de transcrição ou de partículas 

infeciosas (Camussi et al., 2011).  

Na Figura 6 é ilustrado o mecanismo molecular que deverá estar envolvido na 

transferência de EMVs do mei extracelular para as células recetora. (Figura 6).  

 

 

 

 

Fig. 6 – Hipótese atual para os diferentes modos de interação de EMVs libertados por 

células dadoras para o espaço extracelular de células aceitadoras alvo (Figura adaptada 

de Müller, 2012a). Este mecanismo pode envolver interação com o recetor, fusão direta ou 

endocitose. Após fusão da membrana vesicular endocítica com a membrana EMV, os componentes do 

EMV são transferidos para o citoplasma da célula aceitadora. Em alternativa, em células epiteliais e 

endoteliais polarizadas, a vesícula endocítica pode sofrer transcitose e fundir-se com a membrana 

basolateral. Este caminho transcelular define a via de transporte de EMVs libertados de células de tecidos 

para o fluído corporal. 
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Os exossomas podem interagir com as células através de, pelo menos, dois 

mecanismos: interação ligando – receptor (isto é, os ligandos e recetores de morte: FasL 

/ Fas ou TRAIL / TRAIL- R) e fusão do exossoma com a membrana da célula alvo e 

subsequente absorção do conteúdo do exossoma pela célula recetora (Figuras 7A e 7B) 

(Fais, 2012). 

 

 

 

Fig. 7 – Exossomas em interação com as células. (Figura adaptada de Fais, 2012). (A) 

Interação ligando-recetor; (B) Fusão do exossoma com a membrana da célula alvo e subsequente 

absorção do conteúdo exossomal pela célula. 

 

 

Por exemplo, MVs derivadas de plaquetas são capazes de interagir com recetores 

expressos nas plaquetas e macrófagos, proporcionando uma superfície para a montagem 

de fatores de coagulação (Polgar et al., 2005). Da mesma forma, as MVs ativam 

diretamente células endoteliais através de lípidos bioativos (Barry et al., 1997). Além 

disso, muitos estudos recentes sugerem que as vesículas de membrana e, em particular, 

os exossomas, desempenham um papel crucial na transmissão de RNA entre as células 
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(Aliotta et al., 2010; Baj-Krzyworzeka et al., 2006; Collino et al., 2010; Deregibus et 

al., 2007; Ratajczak et al., 2006; Skog et al., 2008; Valadi et al., 2007), nomeadamente 

micro-RNAs (miRNAs) reguladores que induzem o silenciamento genético em células 

recetoras. 

A maioria das células liberta MVs e exossomas que podem permanecer na 

proximidade das células de origem ou integrar fluídos biológicos, o que permite a troca 

de informações a longa distância.  

 

 

4. EMVs como biomarcadores de processos patológicos 

Uma variedade de células liberta vesículas de membrana que se fundem com as 

células vizinhas, transferindo assim o conteúdo da membrana e citoplasma de uma 

célula para a outra. Quando derivadas de tumores ou células infetadas, as vesículas de 

membrana contêm componentes normais e anormais, por exemplo, oncoproteínas ou 

partículas infeciosas, respetivamente. Através da fusão das partículas com as células 

saudáveis, os agentes originadores de doenças podem ser espalhados localmente. 

Presentemente, as funções fisiológicas e patológicas das MVs ainda não são 

compreendidas na sua globalidade. No entanto, em virtude das suas características, estas 

vesículas multifacetadas são cada vez mais exploradas como uma fonte primordial de 

potenciais biomarcadores para uma ampla gama de distúrbios diferentes, uma vez que 

são facilmente obtidas a partir de fluídos biológicos, e muito provavelmente contêm 

uma composição única em proteínas e RNA e que reflete a célula de origem e, 

subsequentemente, o seu estado de saúde ou de doença.  

De facto, vários estudos suportam a noção de que os EMVs podem ser utilizados 

como biomarcadores preditivos, de elevada probabilidade, de várias condições 

patológicas. Esta noção é fundamentada nas seguintes observações: na constituição dos 

EMVs podem estar presentes biomarcadores genotípicos, biomarcadores de citocinas, 

proteínas sinalizadoras, recetores, transportadores e enzimas; desempenham função na 

transferência de informação intercelular (mRNAs, miRNAs, proteínas e fosfolípidos) 

em diversos processos patogénicos; exibem sensibilidade a estímulos ambientais, os 
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quais poderão desencadear a sua libertação das células dadoras de tecidos e órgãos para 

a circulação; a sua presença no plasma possibilita o desenvolvimento de metodologias 

analíticas simples em amostras biológicas de grande acessibilidade (fluídos corporais), 

não necessitando do recurso a metodologias invasivas para a recolha dessa amostra; são 

identificáveis e isoláveis com base em propriedades típicas intrínsecas e bem definidas, 

tais como o conteúdo em fosfatidilserina, tamanho e coeficiente de sedimentação; 

podem ser específicos no que diz respeito à expressão de padrões específicos 

marcadores (cell-lineage markers); e podem ser libertados numa fase inicial da doença 

(Muller, 2012a).  

Tendo como base as especificidades estruturais e funcionais dos EMVs, parece 

razoável assumir que esta sua função biomarcadora deverá ser caracterizada por um 

valor preditivo maior (comparado com o de biomarcadores genotípicos) e mais 

precocemente aferível (quando comparados com biomarcadores fenotípicos) ao longo 

das diferentes fases da doença, desde a fase de iniciação até ao desenvolvimento, 

diagnóstico, progressão e resultado final. 

Para além do sangue, a urina é uma fonte de EMVs provavelmente originários de 

células epiteliais. Os EMVs urinários, a maioria dos quais parecem ser exossomas, 

possuem a vantagem de poderem ser obtidos a partir de uma colheita simples e não 

invasiva (Cheruvanky et al., 2007; Miranda et al., 2010). A investigação sobre a sua 

composição recorrendo a uma abordagem proteómica mostrou a presença, em EMVs 

urinários, e não em EMVs de outras origens, da aquaporina-2 (Conde-Vancells et al., 

2010; Gonzales et al., 2009). Desta forma, EMVs positivos para a aquaporina podem 

ser úteis como biomarcadores da disfunção renal. 

O potencial terapêutico de vesículas de membrana foi também recentemente 

explorado no campo da medicina regenerativa. Um número crescente de estudos sugere 

que MVs e exossomas secretados por células estaminais mesenquimais, células 

estaminais hematopoéticas do progenitor, e células estromais multipotentes possuem 

propriedades citoprotectoras mediadas pela inibição da apoptose ou pela estimulação da 

proliferação de células residentes e da neovascularização (Lai et al., 2010; Ratajczak et 

al., 2012).  
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Tal como referido anteriormente, as microvesículas são vesículas membranares 

(~1 m de diâmetro) libertadas pela superfície da célula para a vizinhança e para a 

circulação sanguínea em resposta a ação de fatores químicos ou físicos, muitas vezes 

indutores de apoptose celular. Estas micropartículas, detetáveis no sangue sob 

condições fisiológicas normais, apresentam uma sobreexpressão em casos de cancro, 

inflamação, doença cardiovascular, diabetes e pré-eclâmpsia (Simak e Gelderman, 

2006; Piccin et al., 2007). Estes e outros resultados sugerem, assim, um novo 

mecanismo de transmissão intercelular que poderá ser importante na patogénese de 

doenças, incluíndo o desenvolvimento de tumores, infeções virais, doenças neurológicas 

e doenças metabólicas. Algum destes aspetos serão abordados nas próximas secções do 

presente trabalho. 

 

 

 

 

 

5. Papel fisiopatológico dos EMVs na doença oncológica 

A libertação de MVs de células cancerosas, derivadas de pacientes com doença de 

Hodgkin já tinha sido observada nos anos de 1970 (Friend et al., 1978). Desde então, 

um esforço considerável tem sido feito para utilizar MVs como marcadores de 

diagnóstico e/ou de prognóstico. Vários estudos sugerem que as MVs podem ser 

encontradas nas secreções de células malignas e detetados no soro e na urina de 

pacientes com cancro (Mitchell et al., 2009).  

A estratégia de utilização de MVs como biomarcadores podem ser dividida em 

três grupos de acordo com os metabolitos testados: (i) Quantidade de MVs, (ii) 

Composição em proteínas de MVs, e (iii) Composição em miRNA ou RNAm de MVs 

(Tabela 1). Uma vez que o método baseado em PCR (polymerase chain reaction) 

quantitativo é altamente sensível e específico, o diagnóstico baseado na deteção de 

miRNA em amostras de soro representa uma abordagem sensível e potencialmente 

interessante para a deteção da doença oncológica na fase inicial.  
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Tabela 1 – Papel biomarcador de MVs presentes em fluídos biológicos.  

 

 Tipo de amostra Marcador Doença 

Quantidade de MVs Plasma Nível PMPs Cancro gástrico 

 Soro Nível PMPs Cancro prostata 

 

Plasma SNX25,  BTG1, PEDF, 

thrombospondin 2, etc. 

Cancro nos ovários, 

cancro no peito, cancro 

no pulmão 

Ascite Fetuina-A Lesão renal aguda 

Soro Fator tecidual, MUC1 Cancro da mama e 

cancro pancreático 

Soro CD24, EpCAM Cancro nos ovários 

Soro EPS8L2, mucin 4 Cancro na bexiga 

Soro CD63, caveolin-1 Melanoma 

Soro Fator tecidual Cancro geral 

Soro Várias proteínas Cancro colorectal 

Expressa miRNA ou 

Mrna 

Soro CD24,  EpCAM 

EGFRvIII, perfil 

miRNA específico 

Cancro da mama 

Gilobastoma 

Soro MAGE-1,HER-2/neu Cancro gástrico 

Tabela adaptada de Ohno et al., 2012; BTG1, B-cell translocation gene 1 protein; EGFR, Epidermal 

growth factor receptor; EpCAM, epithelial cell adhesion molecule; EPS8L2, Epidermal growth factor 

receptor; HER-2/neu, Member of the epidermal growth factor receptor family; MAGE-1, Tumor-specific 

antigen; MUC1, Mucin 1; PEDF, Pigmented epithelium-derived factor; PMP, Platelet-derived 

microparticles; SNX25, Sortin nexin 25.  

 

Vários estudos sugerem que os níveis de MVs derivados de plaquetas circulantes 

podem correlacionam-se com o prognóstico de alguns tipos de cancro (Helley et al., 

2009; Kim et al., 2003). A análise proteómica de MVs urinários permitiu a identificação 

de 8 proteínas que são potenciais biomarcadores de cancro da bexiga (Smalley et al., 

2008). A composição de proteínas das MVs pode, por estes motivos, ser útil para a 

deteção precoce de vários tipos de cancro. Inclusivamente, estudos recentes indicam que 

MVs de doentes com cancro apresentam padrões específicos de mRNA e miRNA. 
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Em muitos casos, os efeitos imunológicos de MVs dependem da presença de 

ligandos de superfície celular e recetores, de forma a refletir a relação entre a célula 

produtora de MVs e a célula imune. No que diz respeito à investigação do cancro, Al-

Nedawi e colaboradores, em 2008, mostraram que o recetor EGFRvIII oncogénico é 

transferido por MVs derivadas de células tumorais. Este foi o primeiro estudo que 

revelou que a atividade oncogénica pode ser transferida entre as células por meio da 

fusão de MVs. As MVs têm muitas características em comum com os vírus como, por 

exemplo, a composição em lípidos e proteínas, uma vez que os retrovírus e MVs 

utilizam a mesma via de tráfico intracelular. Desta forma, a investigação em MVs 

encontra-se mais avançada na área dos tumores com origem retroviral. 

Vários estudos têm demonstrado que MVs de plaquetas, células endoteliais e de 

tumores expressam moléculas de adesão que possuem fatores de crescimento e 

metaloproteinases (MMP), as quais são requisitos essenciais para a angiogénese (Figura 

8). Adicionalmente, os tumores humanos libertam microvesículas que transportam 

moléculas imunologicamente bioativas e que, consequentemente, podem originar a 

imunossupressão. As microvesículas libertadas por tumores modificam a função 

mieloide das células, ao alterar a diferenciação de monócitos em células dendríticas e 

promover a geração de um subconjunto de células mieloides imunossupressoras 

(Valenti et al., 2006). Este mecanismo foi observado no caso de microvesículas 

libertadas pelo melanoma humano e por células do carcinoma colorretal, em que a 

imunosupressão favorece o crescimento do tumor (Valenti et al., 2007). 
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Fig. 8 – O papel das microvesículas (MVs) no cancro (Figura adaptada de Aharon and 

Brenner, 2009). Exposição da célula a quimioterapia, radiação, citocinas e trombina resulta na 

libertação de MVs de células tumorais, e das células hospedeiras. MVs tumorais expressam níveis 

elevados de fator tecidular (TF, ou CD142), fatores de crescimento, metaloproteinases de matriz (MMPs) 

e ligando Fas (FasL), com efeitos autócrinos e parácrinos. Microvesículas de tumor induzem disfunção 

em células endoteliais (CE), apoptose de linfócitos e CE, o que resulta no aumento de trombogenicidade, 

imunossupressão, e libertação de MVs a partir de uma variedade de células incluindo plaquetas, CEs, 

monócitos e linfócitos. Essas MVs possuem proteínas de coagulação e de adesão, bem como fatores de 

crescimento, que suportam as células tumorais e apoiam a angiogénese. 

 

 

 

6. EMVs como biomarcadores de doenças metabólicas 

No âmbito da investigação sobre os mecanismos patogénicos da diabetes mellitus 

tipo II, a existência de biomarcadores desta doença tem sido intensivamente analisada. 

Esta doença metabólica tem sido relacionada com a acumulação anormal de 

triacilglicerídeos, a qual é potenciada pela ingestão em excesso de compostos de 

eleavdo teor energético e gasto insuficiente de energia. Este síndrome metabólico, 

caracteriza-se pela resistência à insulina devido a uma redução considerável no número 

de células  pancreáticas funcionais, conduzindo ao aumento do nível de glicose 
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circulante e subsequentemente a obesidade (Doria et al., 2008; Samuel e Shulman 2012; 

Staiger et al., 2009). 

Os níveis de EMVs são correlacionados positivamente com diabetes tipo-II e 

obesidade e, em particular, acompanham ou induzem o desenvolvimento de 

complicações associadas a estas duas doenças. Esta observação é fundamentada pela 

identificação de diferenças quantitativas de EMVs em diversos modelos de doenças em 

animais; deteção de alterações em níveis de EMVs que ocorrem imediatamente antes do 

aparecimento de sintomas de aterosclerose e diabetes; modulação diferencial do padrão 

EMVs no decurso do tratamento farmacológico. E, de facto, estudos recentes sugerem 

que a libertação de EMVs de grandes adipócitos dadores e/ou a sua fusão com pequenos 

adipócitos recetores dentro de depósitos de tecido adiposo pode ser usada como uma 

ferramenta biomarcadora para a previsão do estado lipogénico/adipogénico desse tecido 

adiposo e, no caso de EMVs libertados desses depósitos para a circulação, de todo o 

organismo (Younus, 2011). Estudos epidemiológicos demonstraram, ainda, que o nível 

de um conjunto de adipocinas pró-inflamatórias tais como interleucina-1/6 (IL-1/6), 

factor- de necrose tumoral (TNF), adiponectina, ferritina, e proteína C-reativa (CRP) 

se correlacionam positivamente com o grau de resistência à insulina bem como com o 

excesso de massa do tecido adiposo (Duncan et al., 2003, Pradhan et al., 2001). Estas 

alterações têm sido, por isso, considerados biomarcadores preditivos para a diabetes 

mellitus tipo II (Buijsse, 2011; Lango, 2008; Van Hoek et al., 2008). O potencial de 

miRNA associado a EMVs como marcadores de diabetes mellitus tipo II pode ser 

indiretamente inferido pelos múltiplos papéis do miRNA na regulação do metabolismo 

de lípidos e da glucose. 

Atualmente, a previsão do desenvolvimento de uma doença metabólica, numa fase 

anterior ao seu diagnóstico (tipicamente 5 a 10 anos para diabetes mellitus tipo II), 

assim como o diagnóstico e prognóstico definitivos, são baseados na determinação do 

nível de parâmetros típicos, segundo procedimentos simples e em amostras biológicas 

facilmente acessíveis, geralmente o soro, tais como metabolitos de hidratos de carbono e 

lípidos (glucose, triacilglicerol, colesterol, e lipoproteínas), pequenas moléculas 

intermediárias do metabolismo (2-hidroxibutirato) e pequenos metabolitos (creatinina), 

assim como proteínas (hemoglobina glicosilada HbA1c) (Colagiuri, 2012; Lipska et al., 

2011, Lyons et al., 2012; Herder, 2011; Rhee and Gerszten, 2012). Na prática clínica, a 
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quantificação destes biomarcadores, conhecidos por biomarcadores tradicionais, 

permitem prever, em conjunto, a diabetes mellitus tipo-II com uma probabilidade de 

cerca de 0.65-0.75 (em que 0.5 representa a probabilidade inicial). Adicionalmente, a 

análise conjunta com a informação relativa a parâmetros corporais (IMC, ratio 

cintura/anca, sexo) assim como ao estado de saúde e estilo de vida dos sujeitos em 

estudo (pressão sanguínea, hábito tabagista, prática regular de exercício físico, dieta 

alimentar) pode aumentar a probabilidade de prever a doença para cerca de 0.85-0.90 

(Schulze, 2009).  

As evidências experimentais atualmente disponíveis apontam fortemente para a 

potencialidade da utilização de EMVs como biomarcadores, em particular os que são 

libertados para o plasma e urina, como biomarcadores específicos para a patogénese de 

diabetes mellitus tipo II (Müller, 2010; Nathan, 2009). Neste domínio, será importante a 

deteção e caracterização de EMVs originários de tecidos relevantes para a doença e 

libertados para fluidos corporais acessíveis, e cujo nível se encontre aumentado na fase 

assintomática pré-diabética (Müller, 2010; Nathan et al., 2009). Potenciais candidatos 

para células/tecidos dadores de EMVs são os ilhéus pancreáticos, em particular células-

, o músculo esquelético, o tecido adiposo, células musculares lisas, as células 

endoteliais vasculares e os macrófagos. O desafio no futuro será a identificação do 

padrão de EMVs que é específico das células/tecidos envolvidos na patogénese da 

diabetes mellitus tipo II e/ou que refletem as fases evolutivas da doença. 

Até agora a obesidade tem sido estudada do ponto de vista termo-energético, 

tendo em conta o desequilíbrio entre o gasto e consumo de energia que é determinado 

por relações complexas entre mutações genéticas e estilo de vida. Relativamente à 

associação de mutações genéticas com a obesidade é de esperar consideráveis 

desenvolvimentos nos próximos anos. Recentemente, foram identificados defeitos 

genéticos associados à obesidade, entre os quais se incluem as mutações no gene da 

leptina, no recetor da melanocortina-4, na enzima de clivagem da cadeia lateral do 

colesterol e no PPAR gama (Peroxisome proliferator-activated receptor), um fator de 

transcrição (Hugel 2005, Freyssinet 2003, Morel 2004 and Thery 2002). Esta 

informação acresce à noção de que a nutrição materna ou estilo de vida perinatal pode 

alterar a programação de desenvolvimento do feto (Heerwagen et al., 2010). Em 

contraste, o papel de ambientes adversos (nutrição, atividade física, stress celular, 
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farmacoterapia) no decorrer do crescimento pós-nascimento e vida adulta, na 

modificação de padrões epigenéticos, continua a ser matéria de debate. De facto, o 

possível envolvimento de mecanismos epigenéticos tem começado a captar a atenção 

dos cientistas. Assim sendo, alterações no padrão de metilação de histonas resultantes 

de vários fatores ambientais e da dieta podem justificar um aumento do nível da 

adipogénese e diferenciação de adipócitos, explicando a diferente suscetibilidade de 

indivíduos geneticamente semelhantes ao desenvolvimento de obesidade (Campion et 

al., 2009; Cho et al., 2009; Ge, 2012; Heerwagen et al., 2010, Musri et al., 2009; Musri 

et al., 2010; Pereira, 2012; Stőger, 2008). O avanço do conhecimento nestes domínios 

também poderá ajudar a prevenir e/ou controlar a obesidade associada à diabetes 

mellitus tipo II. 

 

 

 

7. EMVs como biomarcadores de doenças neurodegenerativas 

A proteína priónica é um patogénio não-viral infecioso que causa a doença de 

Kuru e a doença de Creutzfeldt-Jakob em humanos, tremor epizoótico em ovinos e 

encefalopatia espongiforme bovina em bovinos (Harris 1999; Prusiner et al., 1998; 

Harris 1999). A proteína priónica PrPsc (caracterizada por um enrolamento anormal) 

catalisa a conversão de proteína priónica normal (PrP) para PrPsc, e a sua acumulação 

no sistema nervoso central origina o aparecimento da doença. No entanto, os 

mecanismos subjacentes à transferência de PrPsc a partir do trato gastrointestinal para o 

cérebro por meio de intermediários de células imunes não foram ainda elucidados. 

Fevrier, em 2004, sugeriu que os exossomas associados a PrPsc são segregados a partir 

de células infetadas e podem contribuir para a propagação do prião. 

A doença de Alzheimer (DA) é uma desordem neurológica associada à perda 

progressiva de memória e das capacidades cognitivas resultante do excesso de 

neurodegeneração (Mattson, 2004). A principal causa da DA é a acumulação de β-

amilóide (Aβ), existem dados que apontam para o facto dos exossomas associados a Aβ 

estarem envolvidos na sua acumulação (Rajendran, 2006). De facto, os avanços 

observados ao nível de RNAi abriram novos caminhos para o tratamento de várias 

doenças, em particular as doenças neurodegenerativas como, por exemplo, a DA para a 
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qual os tratamento convencionais ainda não apresentam o grau de eficácia pretendido. 

Sendo veículos de entrega de material genético naturais e imunologicamente inertes se 

derivados de fontes adequadas, MVS/exossomas representam entidades bem adaptados 

para a entrega de RNAi. Deste modo, exossomas carregados com siRNA terapêutico 

podem um meio adequado e eficaz para promover a resposta de RNAi no cérebro, sem 

quaisquer efeitos colaterais adversos. Em última análise, o cumprimento deste potencial 

depende do desenvolvimento das nanotecnologias adequadas para a produção e 

direcionamento deste tipo de exossomas. 



Potêncialidades terapêuticas das microvesiculas 

 34 

 

Capítulo III – Conclusões e perspetivas futuras 

 

Exossomas e microvesículas estão envolvidos numa grande variedade de 

processos fisiológicos. Como estes sistemas são portadores de informação genética e 

proteómica, é provável que desempenham um papel importante na comunicação 

intercelular. A função fisiológica de EMVs é provavelmente a sinalização intercelular 

através de interações específicas com as células alvo e a transferência de informação 

biológica sob a forma de proteínas solúveis, mRNAs, miRNAs e fosfolípidos. Desta 

forma, os EMVs podem participar em processos patogénicos, tais como o 

desenvolvimento de doenças oncológicas, metabólicas, ou neurodegenerativas. Detalhes 

sobre o padrão molecular de espécies distintas de EMVs podem permitir a identificação 

da sua origem celular e contribuir para a elucidação de novos alvos para fármacos. Um 

número cada vez maior de evidências experimentais apontam para a possibilidade dos 

EMVs poderem oferecer informação preditiva importante para o diagnóstico e 

prognóstico dessas doenças. Deste ponto de vista, a possibilidade de deteção de EMVs 

em fluídos corporais torna-os bastante atrativos. A sua quantidade, origem celular, 

composição e função parecem depender e correlacionar-se com fases individuais da 

doença.  

Outra linha de investigação está relacionada com EMVs derivados de células 

estaminais. Vários estudos demonstram que este tipo de EMVs pode ser explorado em 

medicina regenerativa para reparar tecidos danificados. Um estudo recente de Chen e 

colaboradores (2011) sugere que células tronco mesenquimais derivados células 

embrionárias humanas representam uma fonte robusta e reprodutível para a produção de 

exossomas terapêuticos utilizados em medicina regenerativa. Logo, estas células podem 

ser úteis para a produção em grande escala de exossomas orientados para o uso na 

entrega de RNAi, ou de outras espécies moleculares. 

No entanto, o papel fisiológico das MVs ainda não é completamente conhecido. 

Mais estudos serão necessários para ajudar a caracterizar e classificar as MVs. Estas 

vesículas não só representam alvos clínicos promissores, como também potenciais 

sistemas de transporte e distribuição de fármacos. Possuem igualmente um grande 

potencial como biomarcadores de diagnóstico e de prognóstico de doenças de diferente 
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etiologia, algumas das quais são mundialmente muito frequentes. A introdução de 

mecanismos de deteção que possibilitem a identificação de padrões de EMVs, 

caraterização e monitorização de EMVs no plasma (e noutros fluídos corporais), 

relevantes para a patogénese de doenças deverá, por isso, ser intensificada no futuro. É 

ainda esperado que a investigação neste âmbito contribua para a melhoria da medicina 

preditiva, da atividade de diagnóstico e de prognóstico, e ainda para a identificação de 

novas abordagens terapêuticas. Finalmente, deve salientar-se que um dos principais 

desafios no futuro será efetuar o rastreio completo dos perfis proteicos e de RNA de 

exossomas humanos e avaliar a sua toxicidade e perfil de imunogenicidade, antes de 

transferir estas nanovesículas em vetores de entrega de RNAi clinicamente viáveis, 

nomeadamente para o tratamento de doenças neurodegenerativas.  
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