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RESUMO 

O glioblastoma (GBM) é o mais maligno e com a menor taxa de sobrevida dos tumores gliais. 

O tecido tumoral é composto por muitas células neoplásicas em proliferação, fibroblastos e 

células do sistema imune. A proliferação tumoral depende de uma rede complexa de fatores, 

como citocinas, adenosina e vesículas extracelulares (VEs). O papel das VEs ainda é um assunto 

controverso e sua atividade pró-tumoral ou antitumoral não é totalmente compreendida. Neste 

contexto, o objetivo desse trabalho foi compreender o papel das vesículas extracelulares 

derivadas de tumores (VETs), derivadas da linhagem celular C6, na modulação do sistema 

imune e na progressão do GBM. VETs foram isolados por centrifugação diferencial do 

sobrenadante da linhagem celular C6. O tamanho e a polidispersão foram analisados por 

equipamentos Nanosight, ZetaSizer e Microscopia Eletrônica de Transmissão. A estabilidade 

das VETs foi analisada pelo equipamento ZetaSizer nos dias 1, 4 e 18. Estas vesículas foram 

caracterizadas pela presença de marcador clássico, como CD9, e também pela presença das 

enzimas CD39 e CD73. Além disso, as células de GBM C6 foram tratadas com diferentes 

concentrações de VETs durante 96 h (n = 3) e a viabilidade celular foi avaliada por ensaio MTS. 

Em seguida, as VETs foram incubadas (8 μg) com linfócitos mesentéricos isolados de ratos 

Wistar adultos. Após 48 h de incubação, a expressão das enzimas CD39 e CD73 nos linfócitos 

foi avaliada por citometria de fluxo. Os modelos GBM in vivo foram realizados com três grupos 

de ratos Wistar machos adultos: Controle, coinjeção e imunização. No grupo de coinjeção, as 

VETs foram coinjetadas com células C6 GBM no estriado por cirurgia estereotáxica. No grupo 

de imunização, os ratos foram tratados com 20 µg de VETs 10 e 5 dias antes da cirurgia. Após 

14 dias de crescimento tumoral, os ratos foram decapitados e o cérebro foi removido para 

quantificação do volume do tumor e análise do microambiente tumoral. As VETs apresentaram 

tamanho uniforme (175,2 ± 6,14nm) e a estabilidade, a 4 ° C, durante os 18 dias testados. Os 

inibidores das enzimas CD39 e CD73 reduziram (52,1% e 57,8%, respectivamente) a formação 

de ADO, enquanto o efeito do bloqueio do receptor ADO não alterou a concentração deste 

nucleosídeo. A porcentagem de células viáveis foi significativamente reduzida após o 

tratamento com 16 e 32 µg / mL de VETs (de 120 ± 2,12% para 82,52 ± 5% e 92,1 ± 7,9%, 

respectivamente). A incubação de linfócitos T com VETs não alterou a expressão da proteína 

CD39 e CD73 em nenhum dos subtipos testado de linfócitos T. Além disso, a coinjeção de 

VETs reduziu o tamanho do GBM de 221 ± 65,1 mm³ para 121 ± 40,6 mm³ em comparação ao 

controle. O grupo imunização apresentou um menor volume de GBM em comparação ao grupo 

controle (de 173 ± 91,8 mm³ para 69 ± 20,2 mm³). Buscando entender o mecanismo por trás 

dessa redução, analisamos a presença de células CD4+FOXP3- e CD4+FOXP3+ no 

microambiente tumoral. O grupo coinjeção mostrou uma redução significativa de células 

CD4+FOXP3- e CD4+FOXP3+, no entanto, não observamos o mesmo no grupo de imunização, 

que não mostrou diferença entre os grupos. Juntos, nossos resultados sugerem que os VETs 

desempenham um papel antitumoral na progressão do GBM, reduzindo a proliferação tumoral 

e a presença de linfócitos T regulatórios no microambiente tumoral. 
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ABSTRACT 

Glioblastoma (GBM) is the most malignant with the poorest survival rate of the glial tumors. 

The tumoral tissue is composed by many proliferating neoplastic cells, fibroblasts and cells of 

immune system. Tumor proliferation depends on complex network factors, such as cytokines, 

adenosine and extracellular vesicles (EVs). The role of EVs remains controversial and their 

pro-tumoral or antitumoral activity is not fully understand. In this context, the aim of this study 

was understand the role of tumor-derived extracellular vesicles (TEVs) in the immune system 

modulation and GBM progression. TEVs were isolated by differential centrifugation of C6 cell 

line supernatant. Size and polydispersity were analyzed by Nanosight, Zetasizer equipments 

and Transmission Electron Microscopy. TEVs stability was analyzed by Zetasizer equipment 

on days 1, 4 and 18. These vesicles were characterized by the presence of EVs classical marker, 

CD9, also CD39 and CD73 enzymes. Further, C6 GBM cells were treated with different 

concentrations of TEVs during 96 h (n=3) and cell viability was assessed by MTS assay. Then, 

GEVs were incubated (8 μg) with mesenteric lymphocytes isolated from adult Wistar rats. After 

48 h of incubation, the expression of CD39 and CD73 enzymes was evaluated by flow 

cytometry. The in vivo GBM model was performed with three adult male Wistar rats groups: 

Control, coinjection and immunization. In the coinjection group, TEVs were coinjecting with 

C6 GBM cells into the striatum by stereotactic surgery of adult Wistar rats. In the immunization 

group, rats were treated with 20 µg of TEVs 10 and 5 days before surgery. After 14 days of 

tumor growth, the rats were decapitated and the entire brain was removed for tumor size 

quantification and tumor microenvironment analysis. TEVs presented uniform size 

(175,2±6,14nm) and the stability, at 4°C, during the 18 days tested (186,8±6,64nm). Inhibitors 

of CD39 and CD73 enzymes reduces (52,1% and 57,8%, respectively) formation of ADO while 

the effect of ADO receptor blockade did not alter the concentration of this nucleoside. The 

percentage of viable cells was significantly reduced after treatment with 16 and 32 µg/mL of 

TEVs (from 120±2,12% to 82,52±5% and 92,1±7,9%, respectively). The incubation of T-

lymphocytes with TEVs did not alter the expression of CD39 and CD73 protein in any tested 

subset of T-lymphocytes. Moreover, the co-injection of TEVs reduces the GBM size from 221 

± 65,1 mm³ to 121± 40,6 mm in comparison to GBM group. Immunization group reduces the 

GBM size from 173 ± 91,8 mm³ to 69 ± 20,2 mm³. Seeking to understand the mechanism behind 

this reduction, we analyzed the presence of CD4+FOXP3- and CD4+FOXP3+ cells in tumor 

microenvironment. The coinjection group showed a significant reduction of CD4+FOXP3- and 

CD4+ FOXP3+ cells, however we didn’t observe the same in immunization group, which has 

shown no difference between groups. Together, our results suggest GEVs plays an anti-tumoral 

role in GBM progression by reducing tumor proliferation and presence of T regulatory 

lymphocytes in tumor microenvironment.  
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Tumores do Sistema Nervoso Central  

 

Os tumores do sistema nervoso central (SNC) correspondem a um amplo grupo, 

altamente heterogêneo, de doenças que apresentam características clínicas, biológicas e 

histológicas variadas e correspondem a 2% de todos os tumores malignos do mundo (Ferreira 

e Rocha, 2004). Em 2018, de acordo com o projeto Globocan, os tumores do SNC apresentaram 

uma incidência, em nível mundial, de 296.851 novos casos e 241.037mortes (Ferlay et al., 

2018). A classificação dos tumores do SNC amplamente adotada é organizada pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS). Nas últimas décadas, a classificação se baseou basicamente em 

conceitos de histogênese, ou seja, de acordo com características celulares microscópicas e seus 

níveis de diferenciação, auxiliados pelas técnicas de hematoxilina e eosina (HE) na coloração 

dessas células e imunohistoquímica. Recentemente, tornou-se claro que essa divisão seria muito 

simplória dada a complexidade histológica e genética dos tumores. Frente a isso, em 2016, a 

OMS incorporou parâmetros moleculares na classificação dos tumores do SNC. Com essa 

mudança, busca-se um diagnóstico e prognóstico mais preciso, bem como um melhor 

direcionamento para o tratamento  (Louis et al., 2016).  

Previamente, a OMS agrupava os tumores do SNC nas seguintes categorias: tumores do 

tecido neuroepitelial, tumores dos nervos cranianos e paraespinais, tumores das meninges, 

linfomas e neoplasias hematopoiéticas, tumores de células germinativas, tumores da região 

selar e tumores metastáticos (Louis et al., 2007). A categoria dos tumores do tecido 

neuroepitelial é composta pelos tumores astrocíticos, também conhecidos como gliomas, os 

quais compreendem uma variedade de neoplasias que diferem pela sua localização no SNC, 

idade, sexo, extensão, potencial invasivo, características morfológicas e progressão do curso 

clínico (Kleihues e Cavenee, 1997). Atualmente, a combinação de características moleculares 



12 
 

e histológicas na classificação dos tumores gerou a necessidade de padronizar a nomenclatura 

utilizada, a qual passou a consistir da classificação histopatológica seguida pela característica 

genética.  

 Os gliomas são os tumores do SNC mais comuns em adultos, originam-se de uma célula 

glial ou células precursoras e representam, pelo menos, 80% dos tumores cerebrais. Apresentam 

uma incidência de 3 - 5 por 100.000 pessoas por ano, podendo ocorrer em todas as faixas etárias, 

sendo mais prevalente em adultos maiores de 45 anos de idade. Os gliomas apresentam 

características morfológicas e de expressão gênica semelhantes às células gliais. 

Histologicamente, eles são diferenciados como astrocitomas, oligodendrogliomas, 

ependimomas e oligoastrocitomas (Furnari et al., 2007; Porter et al., 2010; Preusser, 

Ribaupierre, & Wo, 2011; Schwartzbaum et al., 2006). Além disso, os gliomas podem ser 

classificados em tumores de grau I, II, III e IV utilizando critérios estabelecidos pela OMS 2007 

(Louis et al., 2007). Os tumores de grau IV, também conhecidos como glioblastoma (GBM), 

apresentam características mais avançadas de malignidade, incluindo proliferação vascular e 

necrose, muitas vezes refratárias à radioterapia ou quimioterapia (Cheng et al., 2011; Louis et 

al., 2007). Na atual classificação da OMS, o GBM foi subdividido em 3 subtipos: GBM, 

Isocitrato desidrogenase (IDH)-wild type (GBM primário); GBM, IDH-mutante (GBM 

secundário); e GBM não especificado (IDH não avaliado) (Louis et al., 2016).  

1.2 Glioblastoma 

 

O GBM é o mais maligno dos tumores gliais, está associado a uma baixa sobrevida e é 

caracterizado por grande heterogeneidade genética, morfológica e histológica intratumoral, a 

qual é composta por muitas células neoplásicas em proliferação, células endoteliais, 

fibroblastos e células do sistema imune, como macrófagos e linfócitos (Balkwill, 2004; Solinas 
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et al., 2009). Além disso, o GBM é caracterizado por proliferação celular incontrolada, 

infiltração difusa, tendência à necrose, angiogênese significativa, resistência a apoptose e 

diversas alterações genômicas (Furnari et al., 2007; Kesari, 2011; Louis et al., 2007). O GBM 

pode se manifestar em qualquer idade, mas sua maior incidência encontra-se entre 45 a 85 anos 

de idade (Nakamura et al., 2007). Estudos realizados pelo CBTRUS (Central Brain Tumor 

Registry of the United States), durante o período de 2008 a 2012, concluíram que o GBM é o 

segundo tumor primário cerebral mais frequente e o tumor cerebral maligno mais frequente nos 

Estados Unidos da América (EUA), contribuindo para 15,1% de todos os tumores primários do 

cérebro e 46,1% dos tumores malignos do cérebro. 

 O GBM é considerado incurável, com uma expectativa de vida média de 15 meses após 

o diagnóstico, usando o padrão atual de tratamento, composto de cirurgia de ressecção, 

radioterapia e quimioterapia. Apesar disso, apenas 3 - 5% dos pacientes sobrevivem 3 ou mais 

anos, o tratamento continua paliativo para a maioria dos pacientes e a cura se mantém incerta. 

Os fatores relacionados a essa baixa sobrevida são a barreira hematoencefálica, que limita a 

entrada de fármacos no SNC, restringindo a terapia e favorecendo o desenvolvimento de 

resistência (Soffietti, Leoncini, & Rudà, 2007), ao microambiente tumoral e seu um sistema 

imune deficiente que além de não combater o crescimento neoplásico, pode auxiliar no 

desenvolvimento tumoral, bem como ao fato do GBM ser um tumor heterogêneo e com alta 

probabilidade de recidiva. A recorrente recidiva está amplamente relacionada a capacidade 

infiltrativa e proliferativa desse tumor, impedindo a extinção das células tumorais e células 

tronco tumorais. Por esses motivos, o GBM apresenta, em geral, um curso rápido e agressivo 

(Stupp et al., 2009). É importante ressaltar que a proliferação tumoral é dependente de uma rede 

complexa de fatores, entre eles citocinas, quimiocinas e adenosina, as quais culminam em 

imunossupressão no microambiente tumoral, orquestrada por células regulatórias, as quais 
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estão diretamente relacionadas com pior prognóstico em pacientes com GBM (Sayour et al., 

2015).  

1.3 Microambiente tumoral  

 

O microambiente tumoral representa todas as células tumorais e não-tumorais presentes 

no tumor, incluindo células do sistema imune como microglia, macrófagos, linfócitos, além de 

astrócitos, células tronco, fibroblastos, células endoteliais, e uma variedade de moléculas 

produzidas por essas células que influenciam a progressão tumoral (Schiffer et al., 2018). Já é 

amplamente conhecido que tumores possuem um infiltrado inflamatório. Apesar desse 

infiltrado de células inflamatórias variar em tamanho e composição dependendo do tumor, sua 

presença é uma evidência que apesar do desenvolvimento do tumor pelo organismo, esse busca 

interferir na progressão tumoral, processo conhecido como vigilância imune. Esse infiltrado 

está diretamente relacionado com o grau de malignidade do tumor e é sugerido que a presença 

de linfócitos, macrófagos e microglia no microambiente tumoral é componente indispensável 

nos processos de proliferação, migração, angiogênese e sobrevivência tumoral (Nieto-

Sampedro et al., 2011; Sayour et al., 2015; Watters, Schartner, & Badie, 2005). Nesse âmbito, 

a modulação do microambiente tumoral pelas células neoplásicas leva a uma série de eventos, 

como imunossupressão e vascularização, que influenciam a progressão tumoral.  

 As células imunes presentes no microambiente tumoral incluem as mediadoras da 

imunidade adaptativa, como linfócitos T e B e células dendríticas, e as efetoras da imunidade 

inata, como macrófagos e células Natural Killer (NK) (Ferrone & Whiteside, 2007). Os 

linfócitos T podem ser divididos em linfócito T auxiliar (CD3+CD4+), T-citotóxico 

(CD3+CD8+) e T-regulatório (CD4+CD25highFOXP3+). Os linfócitos T regulatórios (Treg) são 

fenotipicamente classificados como CD4+CD25highCD39+FOXP3+ e controlam a renovação 
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celular no timo, regulando a expansão linfocítica, inflamação crônica e processos autoimunes. 

No câncer, em contrapartida, as células Treg contribuem para um ambiente imunossuprimido e 

favorecem o desenvolvimento neoplásico, inibindo a ativação de linfócitos T efetores (Teff) e 

células NK tanto por contato dependente quanto pela liberação de IL-10 e TGF-β (Bastid et al., 

2013; Borsellino et al., 2016). Recentemente, também tem sido demonstrada a capacidade de 

linfócitos B em suprimir células imunes, sugerindo então a denominação linfócitos B 

regulatórios (Breg) (Rosser & Mauri, 2015). Dessa forma, sabe-se que linfócitos B podem tanto 

suprimir quanto estimular a resposta efetora do sistema imune, gerando assim resposta anti- ou 

pró-tumoral, dependendo do sinal recebido (Saze et al., 2013).  

 Assim, as células inflamatórias presentes no microambiente tumoral podem tanto 

contribuir para a progressão tumoral quanto podem impedir o desenvolvimento neoplásico. O 

tumor não só possui mecanismos de evasão imune, mas também é capaz de modificar funções 

do infiltrado infamatório para criar um microambiente que favoreça a progressão tumoral. Isso 

é possível devido a capacidade dos tumores de subverter ativamente a imunidade antitumoral 

por uma variedade de mecanismos, tais como o acúmulo de células Treg capazes de suprimir a 

imunidade antitumoral, ambiente de hipóxia, via NF-kB que promove liberação de citocinas, 

entre outros (Denko et al., 2003; T. L. Whiteside, 2013). Gliomas malignos promovem uma 

série de mecanismos imunomodulatórios que podem resultar na supressão do sistema imune. 

Nesse contexto, por exemplo, a atividade constitutiva de NF-kB em células cancerígenas está 

relacionada com a expressão de genes de resistência a apoptose (BCL-xL e survivina), além de 

marcadores de inflamação (IL1-β, IL-6, COX2). A hipóxia é um potente estimulador de 

angiogênese e induz produção de citocinas (Nogueira et al., 2011). Células supressoras como, 

por exemplo, linfócitos Treg podem ser tanto recrutados dos tecidos linfoides (Treg naturais) 

como podem ser diferenciados de linfócitos T virgens (Treg induzidos) no microambiente dos 

gliomas (Sayour et al., 2015; Whiteside, 2015). 
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 Estudos recentes mostram que Treg e Breg são capazes de produzir AMP e adenosina, 

pela presença das enzimas NTPDase1/CD39 e ecto-5’-nucleotidase/CD73 presentes na 

membrana plasmática, as quais foram capazes de inibir a proliferação de linfócitos Teff 

(Figueiró et al., 2016; Saze et al., 2013). Essas enzimas estão envolvidas na sinalização 

purinérgica, responsável por hidrolisar o ATP extracelular até adenosina, uma molécula 

imunossupressora. O sistema purinérgico é composto por nucleotídeos (como ATP) e por 

nucleosídeos (como adenosina) que, em geral, têm funções opostas em neoplasias sólidas. O 

ATP, através da ligação aos seus receptores P2, principalmente o P2X7, pode funcionar como 

molécula quimiotática para células imunes, além de ser potencialmente tóxico para células 

neoplásicas (Stagg & Smyth, 2010). Por outro lado, adenosina é descrita como molécula 

imunossupressora, facilitando o escape dos tumores ao sistema imune através da ligação aos 

receptores P1, principalmente receptor A2A (Antonioli et al., 2013). No microambiente 

tumoral, linfócitos regulatórios, que superexpressam a enzima NTPDase1/CD39 (Mandapathil 

et al., 2009) coordenadamente com células de GBM, que superexpressam ecto-5’-

nucleotidase/CD73 (Bavaresco et al., 2008), produzem adenosina pela hidrólise sequencial do 

ATP extracelular, a qual favorece um ambiente imunossuprimido e pró-tumoral (Xu et al., 

2013). 

1.4 Vesículas Extracelulares 

 

A comunicação entre células cancerosas e não cancerosas desempenha um papel 

essencial durante o processo de progressão tumoral e modulação do microambiente tumoral. 

Whiteside et al (2011) descreveu três principais mecanismos utilizados pelos tumores no escape 

do sistema imune: acúmulo de células Treg expressando ectonucleotidases, expressão de 

receptores toll-like e presença de vesículas extracelulares derivadas de tumores. As vesículas 



17 
 

extracelulares (VEs) podem ser divididas em três categorias: exossomos (EXOs), 

microvesículas (MVs) e corpos apoptóticos. Todas VEs apresentam uma bicamada lipídica; 

contudo, variam em tamanho, conteúdo e atividade biológica, desde comunicação intercelular 

(EXOs e MVs) até a renovação celular (corpos apoptóticos) (Kalra, Drummen, & Mathivanan, 

2016). 

EXOs são pequenas partículas (30 - 150 nm) liberadas por uma variedade de células, 

como tumorais, embrionárias, dendríticas, macrófagos e células B, T e NK (Anand, 2010; 

Colombo, Raposo & Théry, 2014; Xie et al., 2010; Zumaquero et al., 2010). Eles se originam 

do compartimento endossomal das células, em uma fusão de corpos multivesiculares com a 

membrana plasmática (Colombo, Raposo & Théry, 2014; Schorey & Bhatnagar, 2008; Trams 

et al., 1981). As MVs, por outro lado, são partículas maiores (100 - 1000 nm) que se originam 

por exocitose por meio da membrana plasmática (Muralidharan-Chari et al., 2009). Por esse 

motivo, essas vesículas, especialmente os EXOs, são muito semelhantes às células que as 

originaram em termos de conteúdo de proteína, além de expressarem uma série de antígenos 

tumorais quando secretados por células cancerígenas (Parolini et al., 2009). Além disso, essas 

vesículas possuem um importante papel na comunicação intercelular com funções autócrinas e 

parácrinas, mediando a regulação e ativação da resposta imune  (Montecalvo et al., 2019). Por 

exemplo, VEs originadas de células T ativadas podem mediar a morte celular induzida por 

ativação, ao passo que VEs derivados de tumores podem imunizar contra o desafio tumoral, por 

meio da ativação de um sistema imune antitumoral (Bu et al., 2015; Harshyne et al., 2015) ou 

inibir o sistema imune pela formação de citocinas e adenosina, criando um ambiente pró-

tumoral (Clayton et al., 2011; Liu, Wang, & Yuan, 2013). 

Devido a essas características, os VEs derivados de tumores são sistemas eficientes para 

a transferência in vivo de sinais “cross-talk”, apresentando múltiplas moléculas bioativas 

associadas que sugerem que eles apresentem um papel central na geração e modulação do 
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microambiente tumoral (Marhaba et al., 2008; Park et al., 2010) e amplamente discutido na 

revisão presente na Parte II a seguir. No entanto, apesar de estudos pré-clínicos e mesmo 

clínicos demonstrarem a capacidade de VEs em modular o sistema imune, é desconhecido até 

o momento se a modulação das células efetoras antitumorais é por uma ação direta ou pela 

modulação de linfócitos Treg. Além disso, devido ao fato dessas vesículas conterem antígenos 

tumorais e moléculas coestimulatórias, já foi mostrado que essas vesículas podem apresentar 

uma atividade anti-tumoral.  Portanto, ainda é limitado o conhecimento sobre as consequências 

da interação entre sistema purinérgico, VEs e linfócitos regulatórios no microambiente tumoral 

e, consequentemente, na progressão do GBM. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Entender o papel das VEs derivadas de células de GBM na modulação do sistema imune e na 

progressão tumoral. 

2.2 Objetivos Específicos 

- Caracterizar as VETs quanto a expressão das proteínas CD9, CD39 e CD73;  

- Avaliar a ativação de linfócitos T periféricos de ratos após a incubação com VETs através dos 

marcadores CD4, CD8, CD39 e CD73;  

- Avaliar a influência das VETs na progressão de GBM implantado em ratos; 

- Avaliar a influência das VETs na modulação do microambiente tumoral de GBM implantado 

em ratos. 
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3 RESULTADOS 

Os resultados estão descritos em dois capítulos, os quais correspondem a uma revisão e um 

artigo original a serem submetidos para publicação (Capítulo I e II). 

 

3.1 CAPÍTULO I 

 

Extracellular vesicles in cancer progression: are they part of the problem or part of the 

solution? 

Juliete N. Scholl, Laurent Muller, Ana M. O. Battastini, Fabrício Figueiró 

 

 

Periódico: OncoImmunology 

Status: Manuscrito a ser submetido à publicação 
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3.2 CAPÍTULO II 

 

Tumor-Derived Extracellular Vesicles modulate the glioblastoma 

microenvironment and growth 

 

Juliete N. Scholl, Amanda F. Dias, Pauline Pizzato, Daniela V. Lopes, Cesar E. J. Moritz, 

Elisa H. F. Jandrey, Gabriele D. Souto, Mariana Colombo, Francieli Rohden, Jean Sévigny, 

Silvia Guterres, Ana M. O. Battastini, Fabrício Figueiró 

 

 

Periódico: Journal of Extracellular Vesicles 

Status: Manuscrito a ser submetido à publicação 
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4 DISCUSSÃO 

 

Gliomas malignos representam um dos maiores desafios no manejo dos pacientes com 

câncer em todo o mundo. Os tumores cerebrais primários são uma das neoplasias mais 

refratárias e sua forma mais agressiva, o GBM, também é o subtipo mais comum e letal. Apesar 

de recentes e notáveis descobertas feitas em oncologia, usando técnicas de neuroimagem na 

ressecção cirúrgica, juntamente com quimioterapia e radioterapia, a sobrevida dos pacientes 

atinge em média somente 15 meses a partir do momento do diagnóstico (Stupp et al., 2009).  

O prognóstico desfavorável dessa doença está associado ao potencial invasivo e 

proliferativo que esse tumor possui, além da vasta heterogeneidade intratumoral presente. O 

microambiente tumoral e sua interação com o sistema imune são cruciais para a progressão da 

doença. Nesse aspecto, vesículas extracelulares derivadas de tumores (VETs) desempenham 

um importante papel na comunicação intercelular, capazes de modular o microambiente 

tumoral e interagir com o sistema imune; contudo, seu papel pró-tumoral ou antitumoral na 

progressão do tumor ainda é uma questão controversa devido a multiplicidade de trabalhos 

presentes na literatura com desfechos diferentes (Bu et al., 2015; Clayton et al., 2011). Nesse 

contexto, o presente estudo propõem um protocolo para isolar VEs e demonstra que essas VEs 

derivadas da linhagem celular C6 de GBM são capazes de diminuir o crescimento de GBM 

tanto in vitro quanto in vivo, promovendo uma mudança no microambiente tumoral. 

Até o presente momento, não há um método padrão de isolamento, detecção e 

caracterização de VEs. Isso é devido, possivelmente, ao fato que as VEs são partículas 

nanométricas difíceis de serem isoladas e detectadas. Já existem várias técnicas para o 

isolamento de VEs de diferentes fontes biológicas, como plasma, urina e sobrenadante de 

cultura celular com protocolos baseados em centrifugações diferenciais (com ou sem gradientes 

de densidade), cromatografia por exclusão de tamanho, ultrafiltração, kits (Exo-quick), entre 
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outros (Théry et al., 2006). Em geral, são utilizadas mais de uma dessas técnicas no mesmo 

protocolo, na busca de um isolado mais puro. Como grande parte das pesquisas nessa área, 

utilizamos um protocolo baseado em ultracentrifugação para o isolamento das vesículas obtidas 

a partir do sobrenadante de cultura celular. Nesse contexto, um protocolo baseado unicamente 

em centrifugações diferenciais já é considerado um método efetivo na obtenção de VEs 

homogêneas, principalmente quando originado de amostras menos complexas, como 

sobrenadantes de cultura, além de ser um protocolo de baixo custo. Por outro lado, esse é um 

protocolo extenso que não permite o processamento de diversas amostras concomitantemente 

devido a limitação dos rotores utilizados nas ultracentrífugas, além de necessitar grande volume 

inicial das amostras. 

Como comentado previamente, ainda não há uma padronização para o isolamento de 

VEs. Do ponto de vista prático, isolar e classificar apropriadamente essas vesículas é primordial 

para a obtenção de isolados homogêneos e com alta pureza. A falta de padronização pode 

acarretar interpretações de resultados equivocados, principalmente em VEs isoladas de fluídos 

corpóreos, como sangue e urina, uma vez que essas fontes apresentam propriedades químicas e 

físicas muito distintas umas das outras. Em busca de um protocolo apropriado, a Sociedade 

Internacional de Vesículas Extracelulares (ISEV), desde 2014, fornece os requisitos 

experimentais mínimos para o isolamento e caracterização das VEs, como formas de isolamento 

e caracterização. Em nosso estudo, dentre todas as variações testadas, o tempo de 

descongelamento se demonstrou um passo decisivo na técnica final, em que um 

descongelamento mais rápido, seguido por um ciclo de centrifugação, resultou em partículas 

menores e com uma boa concentração de proteína (tabelas I e II). O mesmo foi observado por 

Trummer e colaboradores (2009), em que as amostras descongeladas em gelo apresentaram 

significante perda de VEs e mudança na expressão de antígenos quando comparadas a amostras 

83 



26 
 

não congeladas e descongeladas a 37ºC e 25ºC. Essa diferença relativa ao descongelamento no 

gelo pode estar relacionada com a instabilidade e tendência a agregação das VEs. 

Relativo às principais propriedades analisadas na caracterização das VEs, estão 

tamanho, número e conteúdo. Em relação ao tamanho, a Microscopia Eletrônica de 

Transmissão (MET) é considerado o método padrão para a visualização de partículas 

nanométricas, como as VEs, provendo uma indicação da morfologia vesicular e revelando a 

presença de partículas não-vesiculares; contudo, é um método incapaz de mensurar a 

contaminação da amostra com fatores solúveis, como proteínas (Chuo, Chien, & Lai, 2018). 

Para estabelecermos o melhor método de isolamento das VEs, também foram avaliados fatores 

como tamanho e polidispersão das amostras por meio dos equipamentos ZetaSizer e Nanosight. 

Na figura 1, podermos observar que os resultados obtidos pelo ZetaSizer são uma combinação 

de todas as partículas presentes no isolado em uma distribuição monomodal. Considerando que 

o isolado é uma suspensão de diferentes partículas com distintos tamanhos, o perfil das VEs é 

amplamente influenciado por partículas maiores, uma vez elas dispersam e espalham mais luz. 

Dessa forma, por meio do ZetaSizer nós podemos observar uma variabilidade maior entre 

diferentes análises, já que as subpopulações presentes na amostra podem variar entre os 

isolamentos (Chu, 2007). O equipamento Nanosight, por outro lado, é capaz de separar 

diferentes subpopulações, resultando em uma distribuição bimodal, sendo um método mais 

sensível e o mais utilizado entre pesquisadores para análise de VEs (Vestad et al., 2017). A 

tabela III apresenta a reprodutibilidade e polidispersão pelos índices D10, D50 e D90, os quais 

indicam a porcentagem das partículas abaixo desse índice em termos de tamanho. Dessa forma, 

como mostrado nas figuras 1A e 1B, as VEs apresentam tamanhos menores que 200 nm. EXOs, 

um dos subtipos de VEs existentes, apresentam tamanhos de 30 – 150 nm, portanto nossa 

amostra não é composta apenas por EXOs, apresentando partículas maiores. Entretanto, 

segundo a tabela III, cerca de 50% das VEs são menores que 150 nm, caracterizando nossa 
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amostra como enriquecida por EXOs. Por fim, as imagens obtidas por MET, demonstram que 

as VEs foram isoladas com sucesso, apresentam a morfologia clássica e de forma homogênea. 

Em relação às imagens obtidas pela MET, a morfologia clássica (“cup-shaped”) das vesículas 

observadas por meio dessa técnica é devido ao processo convencional de preparação da amostra 

para a MET, na qual as VEs são desidratadas, colapsando. O uso de outras técnicas para 

observação dessas VEs, como a microscopia crioeletrônica, permite a observação de vesículas 

arredondadas.   

A estabilidade das VEs também foi avaliada, observou-se que elas se mantêm estáveis 

em termos de tamanho por pelo menos 18 dias quando armazenadas a 4ºC. Já há na literatura 

dados relativos a como o método de armazenamento pode afetar o rendimento, composição e 

função das VEs (Ge et al., 2014; Welch et al., 2017; Zhou et al., 2006). Kalra et al. (2013) 

analisou por MET VEs derivadas de plasma humano armazenadas a 37ºC, 4ºC, -20ºC e -80ºC 

por 30 e 90 dias e os melhores resultados obtidos foram a baixas temperaturas (Kalra et al., 

2013). Em contrapartida, não há tanta informação relacionada ao armazenamento e estabilidade 

de VEs derivadas sobrenadante de cultura celular. A ISEV recomenda que as VEs sejam 

armazenadas a -80ºC em PBS (Witwer et al., 2017). Capricor Therapeutics, em um processo de 

patente, demonstrou que o tamanho e concentração das VEs se mantém estáveis após uma 

semana de armazenamento a 4ºC, -20ºC e -80ºC; contudo, os níveis de miRNA diminuem 

durante esse período quando armazenadas a 4ºC e - 20ºC (Kreke et al., 2015). Em geral, esses 

dados concordam que a melhor forma de armazenar as VEs é a -80ºC; entretanto, considerando 

a perda de vesículas durante o processo de congelamento e descongelamento, para 

experimentos rápidos, o armazenamento a 4ºC pode ser útil e efetivo, pelo menos para o 

sobrenadante derivado de cultura celular.  
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Como resultado da sua biogênese, VEs derivados de diferentes tipos celulares são 

enriquecidas de proteínas de membrana semelhantes à sua célula de origem. Alguns marcadores 

estão presentes na literatura para caracterizar EXOs em diferentes populações de VEs. Como 

alguns exemplos de marcadores, temos as tetraspaninas (CD9, CD63, CD81), proteínas 

envolvidas na apresentação de antígenos (MHC I e II), além de outra variedade de proteínas 

(TSG101, Alix, anexina, HSP70) (Brinton, Sloane, Kester, & Kelly, 2015; Johnstone, 2006; 

Clotilde Théry, Zitvogel, & Amigorena, 2002; Trams et al., 1981). A composição proteica das 

VEs pode ser analisada por diversas técnicas, como proteômica, citometria de fluxo e Western 

Blot. Essa composição reflete o tipo de célula de origem e a origem endossomal, bem como sua 

função fisiológica (Niel et al., 2006). Após determinar o melhor método de isolamento das 

vesículas, nós demonstramos que nosso isolado é rico em VEs com a presença de um marcador 

clássico de EXOs, como a CD9. De acordo com a ExoCarta, esse marcador é o mais frequente 

em EXOs (Keerthikumar et al., 2016). 

Ainda referente à caracterização, observamos que essas vesículas são capazes de 

converter o ATP em adenosina (ADO) (Figura 2B). A presença das enzimas CD39 e CD73, 

essenciais na conversão ATP-ADO, também foi confirmada por citometria de fluxo (Figura 

2A), levando-nos acreditar que as VETs são, pelo menos em parte, responsáveis pela produção 

de ADO extracelular, como mostrado por outros pesquisadores (A. Clayton et al., 2011; Schuler 

et al., 2014). A principal fonte de ADO no microambiente é resultante do fato das células 

tumorais superexpressarem a enzima CD73, enquanto células T regulatórias (Treg) 

superexpressam a enzima CD39. ADO acumulada no microambiente promove crescimento 

tumoral, angiogênese e inibe respostas antitumorais por meio da supressão de células T efetoras 

(Teff) e ativação de funções supressoras de células Treg (Deaglio et al., 2007; Magis 

Mandapathil et al., 2010; Ohta et al., 2006). Dessa forma, o acúmulo de ADO pode induzir um 

papel pro-tumoral aos VETs, contribuindo para a imunossupressão do microambiente tumoral, 
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promovendo crescimento tumoral e evasão do sistema imune. Em contrapartida, nossos 

resultados in vitro e in vivo demonstraram o oposto. A ADO acumulada no microambiente 

tumoral pode ser convertida a inosina pela ação da adenosina deaminase (ADA) ou entrar nas 

células por meio de transportadores. Dessa forma, ADA também apresenta um importante papel 

na modulação imune, sendo de vital importância para a manutenção da proliferação de Teff 

(Climent et al., 2009), preservando atividades antitumorais. Ademais, Tregs não expressam 

CD26 (presente em linfócitos a qual ancora ADA) e, em pacientes com câncer, a expressão do 

complexo ADA/CD26 está diminuída, o que facilita o tumor a evasão do sistema imune (Magis 

Mandapathil et al., 2012). Já foi observado que ADA, bem como transportadores de 

nucleosídeos (em especial o ENT2), estão expressos em células C6 (Ohkubo, Nagata, & 

Nakahata, 2007; Sinclair et al., 2002), dessa forma, podemos acreditar que eles também estejam 

expressos nas vesículas derivadas dessas células, o que pode justificar, pelo menos em parte, o 

papel antitumoral das VEs observado em nosso estudo. 

Devido ao fato das VEs interagirem e modularem os linfócitos, além de conter 

moléculas supressivas e estimulantes semelhantes a sua célula de origem, como antígenos 

associados ao tumor, características genômicas tumor-específicas, leva-nos a pensar que o fato 

imunogênico está muito mais associado com a atividade antitumoral observada em nossos 

resultados que a imunossupressão promovida pela ADO. Nossos resultados in vitro de 

viabilidade e in vivo mostram um grande potencial antitumoral relacionado às VEs, isso sugere 

que deve haver outros fatores vesiculares que contribuem na ativação da resposta imune anti-

tumoral. Além disso, estudos já demonstraram que a função biológica, bem como o conteúdo 

das VEs são dependentes da origem da célula (W. Chen et al., 2014; Wieckowski & Whiteside, 

2006). No campo da imunoterapia, a aplicação de VEs originalmente estava baseada em VEs 

derivadas de células dendríticas (DC), ricas em CD9, CD81 e MHC I e II, capazes de induzir 

resposta imune antitumoral (Delcayre, Shu, & Pecq, 2005). Já existem, entretanto, estudos 
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envolvendo VETs que, apesar da já conhecida atividade imunossupressora por meio da inibição 

da atividade de Teff,, ativação da atividade supressiva de Treg e comprometida atividade das 

células NK (Clayton et al., 2007; Zhang et al., 2007), suportam que a resposta imune induzida 

pelas proteínas de choque térmico presentes nas VEs são capazes de promover ativação de 

células NK, lise do tumor pela liberação de granzima B e indução de resposta T citotóxica 

antígeno-específica (Dai et al., 2005; Khalil, Kabapy, Deraz, & Smith, 2011; Yufeng Xie et al., 

2010).  

Além disso, VETs são fontes de antígenos tumorais. Nosso estudo mostrou uma 

significante redução do tumor após o tratamento com VETs e, adicionalmente, uma mudança 

do perfil do microambiente tumoral de pro-tumoral para anti-tumoral, com uma importante 

redução de células Treg imunossupressoras. Além do fato da redução de células Treg estar 

relacionado com a redução tumoral, o exato mecanismo por trás desse resultado ainda não é 

bem compreendido, entretanto, nós acreditamos que os VETs carregam materiais antigênicos e 

MHC, que são fundamentais no processo de apresentação de antígeno, promovendo uma forte 

atividade de células Teff e suprimindo Treg. Wolfers et al. (2001) acredita que VETs são uma 

via importante para a apresentação cruzada de antígenos devido a forma como ocorre a 

biogênese dessas vesículas, permitindo que elas sejam enriquecidas de moléculas (MHC, 

HSP70) e antígenos tumorais nativos capazes de desencadear uma resposta antitumoral 

(Wolfers et al., 2001). Já foi observado que VEs derivadas tanto de tumores quanto de CD são 

capazes de transferir antígenos para CD e desencadear uma efetiva ativação de células T in vitro 

e in vivo, levando a rejeição de tumores autólogos (Andre et al., 2002; Wolfers et al., 2001). 

Alguns estudos também relacionam o papel imunogênico de VETs com a liberação de citocinas 

pró-inflamatórias, como IL2 e IL18  (Dai et al., 2006; Yang et al., 2007), ativação de CD (Chen 

et al., 2011) e geração de linfócitos T citotóxicos específicos (Altieri et al., 2004) . Tais estudos 

ajudam a suportar nossos achados, pelo menos os relativos ao modelo in vivo.  

88 



31 
 

Nosso modelo de coinjeção de TEVs se mostrou mais efetivo no desencadeamento da 

resposta imunológica no microambiente tumoral em relação as células Treg, havendo uma 

significante redução dessas células. Acreditamos que esse fato se deve, pelo menos em parte, 

ao fato das vesículas estarem sendo injetadas no momento do implante tumoral, o que pode 

influenciar desde o princípio toda dinâmica tumoral. Marabelle et al. (2013) demonstrou, ao 

depletar Tregs por meio de injeções intratumorais com imunomoduladores, uma diminuição do 

crescimento tumoral, bem como ausência de metástases (Marabelle et al., 2013). O pré-

tratamento dos ratos com VETs também promoveu uma diminuição do tumor; contudo, não 

houve diferença em relação a células regulatórias. Como o pré-tratamento busca estimular o 

sistema imune previamente ao implante do tumor, acreditamos que o mecanismo por trás da 

redução do tumor no grupo dos animais pré-tratados esteja relacionado com células CD8+ de 

memória. Em relação a imunoterapia, a geração de células T de memória contra antígenos 

tumorais é fundamental e ocorre com auxílio de citocinas (IFN-α e IL12, por exemplo), as quais 

fornecem sinais que ativam as T CD8+, induzindo a um fenótipo de memória (Mescher et al., 

2007). 

Apesar de existirem estudos relatando a relação de VEs derivados de glioma (VEGs) 

com a imunossupressão do microambiente e consequente progressão tumoral, (Domenis et al., 

2017; Hellwinkel et al., 2016; Iorgulescu et al., 2016), ainda há poucos estudos mostrando o 

efeito anti-tumoral de VEGs (Bronisz et al., 2014; Katakowski et al., 2013; Muller et al., 2015). 

Até presente momento, acreditamos que esse seja o primeiro estudo demonstrando que as VEs 

derivadas da linhagem C6 de rato seja capaz de suprimir o crescimento de GBM in vivo e 

modular o microambiente tumoral. Mostramos também que a forma de tratamento também 

influencia a resposta imunológica desencadeada, uma vez que o modelo de coinjeção, ao atuar 

mais localmente, reduziu células regulatórias, ao passo que o modelo de imunização não afetou 

essas células. Presumimos que essa resposta possa relacionada a formação de células CD8+ de 
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memória, induzindo a uma resposta imunológica tumor-específica. Além disso, dados 

preliminares do grupo, não mostrados no presente trabalho, mostraram que o tratamento após 

o implante tumoral não promoveu redução do tumor, tornando claro o papel das VEs em ativar 

uma resposta imunológica contra o tumor.  
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5 CONCLUSÃO 

Neste trabalho, propomos um protocolo para isolamento de vesículas extracelulares derivadas 

da linhagem C6 de GBM, além de caracterizá-las de acordo com a presença de marcadores 

como CD9, CD39 e CD73. Além disso, demonstramos que essas vesículas desempenham um 

papel antitumoral na progressão do GBM in vitro e in vivo, reduzindo a proliferação tumoral e 

a presença de linfócitos T regulatórios no microambiente tumoral. 
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6 PERSPECTIVAS 

 

- Realização da técnica de Western Blot para CD9, HSP70, CD39 e CD73; 

- Realização de tratamento após o implante do tumor e posterior avaliação do tamanho e 

microambiente tumoral; 

- Avaliação do microambiente tumoral em relação a células CD8+, NK, bem como a produção 

de citocinas; 

- Isolar VEs provenientes do sangue periférico dos ratos submetidos às diferentes modalidades 

de tratamentos, buscando possíveis biomarcadores. 
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