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(57) Resumo: METODO PARA ISOLAMENTO DE EXOSSOMOS A
PARTIR DE SOLUGOES BIOLOGICAS UTILIZANDO
NANOPARTICULAS DE OXIDO DE FERRO.Esta patente descreve
um método para o isolamento de exossomos provenientes de
plaquetas utilizando nanoparticulas superparamagnéticas de o6xido de
ferro (Fe304), através de um mecanismo de atragdo de cargas
baseado no potencial Zeta pré- determinado dos exossomos; o método
consiste na utilizagdo das nanoparticulas de oxido de ferro
previamente sintetizadas com carga positiva pré-determinada que se
ligam aos exossomos carregados negativamente, contidos na amostra
biolégica; durante a incubagdo, as nanoparticulas magnéticas
catidnicas sé@o absorvidas para a superficie da membrana dos
exossomos por meio das interagbes eletrostaticas; a exposicédo do
material a um campo magnético permite a separagdo dos exossomos
que se ligaram as nanoparticulas; o sucesso da técnica é confirmado
pela caracterizagdo dos exossomos por citometria de fluxo; o método
mostrou ser adequado para tal finalidade, uma vez que permite que
exossomos sejam isolados e purificados e nao foram observadas
alteragdes nas caracteristicas morfolégicas e estruturais originais dos
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“METODO PARA ISOLAMENTO DE EXOSSOMOS A PARTIR DE
SOLUCOES BIOLOGICAS UTILIZANDO NANOPARTICULAS DE
6XIDO DE FERRO”.

CAMPO DE APLICAGCAO

Trata a presente patente de invengdo de um
método para o isolamento de exossomos provenientes de plaquetas
utilizando nanoparticulas superparamagnéticas de magnetita (Fe;04),
através de um mecanismo de atragdo de cargas baseado no pot'encial
Zeta pré-determinado dos exossomos. |
FUNDAMENTOS DA TECNICA

Exossomo ¢é um tipo de microparticula
produzida por diversos tipos celulares normais e tumorais (linfdcitos,
plaquetas, células dendriticas, neurénios, mastécitos, células intestinais,
macrofagos, entre outras) com ampla fungdo sinalizadora. Possui
aproximadamente 100 nm de didmetro, é composto de uma dupla
camada lipidica associada a proteinas de membrana, contendo
internamente proteinas, &acidos nucléicos e lipides., Estudos recentes
mostram ampla capacidade de induzir resposta imune mais eficiente,
assim como promover imunotolerancia. Essas propriedades fizeram com
que se propusessem O preparo de vacinas anti-tumorais baseadas em
exossomos de células previamente sensibilizadas. Mais recentemente,
exossomos mostraram-se capazes de promover angiogénese, apoptose
de células vasculares, disfungdo de células cardiacas e de transmitir
inclusive informacdes genéticas entre células. Por fim, acredita-se
também, que sejam via de transmissdo de doengas pridnicas e
micobacterianas. | _

A despeito da evidente importancia dos
exossomos, sua separacdo e isolamento de solugdes bioldgicas, com a

preservacdo de sua integridade estrutural e funcional para estudo e
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utilizacdo representa um probiema. O isolamento convencional de
exossomos € trabalhoso, demorado e ndo garante a preservagao
estrutural das particulas. Partindo-se da solugdo bioldgica original,
centrifugacdes seriadas sdo realizadas, que garantem a precipitagao de
células, debris e particulas por sua densidade relativa e tamanho.

Num protocolo padrdo, para obtengdo de
exossomos a partir de uma solucdo celular, submtete-se a solugdo a
centrifugacdo de: 1000g durante 15 minutos para retirada das céLuIas e
grandes debris; segue-se entdo a 4°C 18,000g durante 30 minutos para
retirada de particulas subcelulares maiores, corpos apoptoéticos e
organelas indesejadas; em seguida, o sobrenadante da fragao
microvesicular é filtrado seqlencialmente através de membranas de
nailon de 1pm, 500nm e 220nm e, entdo, novamente centrifugado a 4°C
a 100,000g durante 90 minutos para obtengdo do “pellet” de
exossomos. O pellet pode ser entdo ressuspendido para sua utilizagao.

| Todos os resultados da presente invengao foram
obtidos a partir de exossomos provenientes de plaquetas. Estudos
prévios mostram que na situagdo - clinica de sepse, exossomos de
plaquetas podem estar associados a disfungdo vascular e cardiaca.
Esses exossomos expressam em abundancia CD63 (tetraspanina), e
expdem fracamente anexina V em sua superficie.

Para melhor entender o principio do método de
isolamento de exossomos a partir de nanoparticulas de o6xido ferro
utilizados na presente invengdo, é necessaria uma pequena explanagédo
sobre o “potencial Zefa”.

Quase todos os materiais macroscdpicos ou
particulados em contato com um liquido adquirem uma carga eiétrica
em sua superficie. Essa carga pode aparecer a partir da dissociagao de

ions na superficie da particula, da adsorgao diferencial de ions da
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solucdo na superficie da particula, entre outras. A carga liquida na
superficie da particula afeta a distribuicdo de ions na sua vizinhanga,
aumentando a concentracdo de contraions junto a superficie. Assim,
forma-se uma dupla camada elétrica na interface da particula com o
liquido.

Essa dupla camada divide-se em duas regifes:
uma regido interna que inclui ions fortemente ligados a superficie e uma
regido externa onde a distribuicdo dos ions € determinada pelo
equilibrio entre forgas eletrostaticas e movimento térmico. Dessa forma,
o potencial nessa regido decai com o-aumento da distancia da superficie
até, a uma distadncia suficientemente grande, atingir o potencial da
solugdo. Esse potencial é convencionado como potencial zero.

Em um campo elétrico, cada particula e os ions
mais fortemente ligados a mesma se movem como uma unidade, e o
potencial no plano de interface entre essa unidade e o meio circundante
é chamado potencial Zeta. Portanto o potencial Zeta é um indicador (util

dessa carga podendo ser usado para prever e controlar a estabilidade

‘de suspens8es ou emulsdes coloidais. Quanto maior o potencial Zeta

mais provavel que a suspe_nséo seja estavel, pois as particulas
carregadas se repelem umas as outras e essa forga supera a tendéncia
natural a agregagao.

O. potencial Zeta ndo pode ser medido
diretamente. Assim usa-se algum tipo de medida indireta, a partir da
qual se calcula o potencial zeta. A técnica mais usada e mais aceita é
através da mobilidade eletroforética, introduz-se uma suspensdo
coloidal diluida em -uma cuba com dois eletrodos e aplica-se um
potencial elétrico a suspensdo. As particulas com carga elétrica liquida
mover-se-d0 na direcdo do eletrodo de carga contraria. O quociente da

velocidade de deslocamento pelo campo elétrico chama-se mobilidade
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eletroforética, expressa em m?/V.s . Esse valor entra numa equagao (as
mais usadas sdo as aproximagdes de Smoluchowski ou a de Debye) para
calcular o potencial Zeta.

BREVE DESCRIGAO DO OBJETO

Analisando o atual estado da técnica, o
requerente desenvolveu um método para o isolamento de exossomos
provenientes de plaquetas utilizando nanoparticulas
superparamagnéticas de magnetita (Fe3;04), através de um mecanismo
de atracdo de cargas baseado no potencial Zeta pré-determinado dos

exossomaos.

O método consiste, basicamente, na utilizagdo
das nanoparticulas de o6xido de ferro previamente sintetizadas com
carga positiva pré-determinada que se ligam aos exossomos carregados
negativamente, contidos na amostra biolégica, por forca de atragdo
elétrica; a exposicdo do material a um campo magnético permite a
separagdo dos exossomos que se ligaram as nanoparticulas; o sucesso
da técnica é confirmado pela caracterizagdo dos ex0sSsomos por
citometria de fluxo.

O método mostrou ser adequado para tal
finalidade, uma vez que permite que exossomos sejam isolados e
purificados e ndo foram observadas alteragdes nas caracteristicas
morfoldgicas e estruturais originais dos exossomos.

DESCRICAO DOS DESENHOS

A complementar a presente descricdo de modo
a obter melhor esclarecimento dos detalhes da invengdo é feita uma
descricdo detalhada do presente método, a qual é acompanhada das
figuras que constam as analises que evidenciam o sucesso do novo

método.
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Figura 1 - Fluxograma que mostra o novo
método para isolamento de exossomos a partir de solugdes bioldgicas
utilizando nanoparticulas de 6xido de ferro.

Figura ‘2 - Esquema do principio de
funcionamento do Potencial zeta.

Figura 3 - Grafico mostrando as diferencgas
entre os potenciais Zeta obtidos das medigGes feitas em microparticulas
decorrentes de degradacgdo plaquetaria (PBS) e da exposigdo a trombina
(5UI/ml) - sobrenadante 1- versus exossomos obtidos pela exposigdo de
plaquetas ao LPS (100ng/ml) - sobrenadante 2 - . Resuitado de 4
experimentos independentes.

Figura 4 - Dbt-plots mostrando a obtengado dqs
sinais fluorescentes correspondéntes, na primeira situagao, detecgao
apenas das nanoparticulas ferrosas em tampdo PBS com os anticorpos,
mostrando a auséncia de fluorescéncia significativa (artefato); e, na
segunda situagdo, a detecgdo da amostra propriamente dita, ja
descontado o “background” encontrado na primeira situagdo.

Figura 5 - Graficos mostrando claramente a
deteccdo diferencial por citometria de fluxo da expressdo dos
marcadores de superficie de exossomos, CD63, CD3 e CD9 e baixa
expressao de anexina V e HLA-DR, quando comparada com as
microparticulas obtidas por degradagéo de plaquetas. Em ambas és
situagdes, particulas foram capturadas por nanoparticulas ferrosas.
DESCRICAO DETALHADA DO OBJETO

Com referéncias aos desenhos, a presente
invengao se refere a um “METODO PARA ISOLAMENTO DE EXOSSOMOS
A PARTIR DE SOLUCOES BIOLOGICAS UTILIZANDO NANOPARTICULAS
DE OXIDO DE FERRO”, sendo que, mais particularmente, o método para

o isolamento de exossomos provenientes de plaquetas utilizando



10

15

20

25

6 /8

nanoparticulas superbaramagnéticas de magnetita (Fe3;0,) é realizado
através de um mecanismo de atragdo de cargas baseado no potencial
Zeta pré-determinado dos exossomos. |

O método consiste na utilizagéo das
nanoparticulas de 6xido de ferro previamente sintetizadas com carga
positiva pré-determinada que se ligam aos exossomos carregados
negativamente, contidos na amostra bioldgica, por forga de atragdo
elétrica; a exposicdo do material a um campo magnético permite a
separacdo dos exossomos que se ligaram as nanoparticulas; o sucesso

da técnica é confirmado pela caracterizagdo dos exossomos por

_citometria de fluxo.

Assim sendo, o método pode ser definid'o nas
seguintes etapas:
(a) Plaquetas foram estimuladas a gerar exossomos tipicos e particulas
controle;
(b) Amostras contendo exossomos (sobrenadante 2) e particulas
(sobrenadante 1) foram submetidas a medigdo do potencial Zeta,
revelando cargas potenciais bastante negativas, mas diferentes entre
elas (-61%+21,1) mv para os exossomos versus (-9,2+3) mV para
particulas de degradagdo plaquetaria, médiatep, n=4, p<0,05);
(c) Solugdo de nanoparticulas superparamagnética de éxido de ferro foi
sintetizada de acordo com a metodologia qﬁe consiste basicamente na

hidrélise rdpida do Fe**, pela adigdo de hidroxido de ambénio a solugdo

aquosa 0,25 molar de FeCl;.6H,0; a didlise do precipitado permite sua

peptizagdo levando & formagdo de suspensdo coloidal com particulas

extremamente pequenas (~ 200 A);
(d) A obtencdo de particulas nanométricas (50-100 R) a base de éxido

de ferro foram preparadas por meio da hidrélise de solugdes alcodlicas
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por hidréoxido de dietilamdnio na presenga de um surfactante como o
nonilfenoletoxilado;

(e) Amostras foram incubadas com as nanoparticulas de ferro por 1
hora, na propor¢do de 0,1 ml solugdo de concentragdo 200 ung de
ferro/mL para 2 ml de solugao contendo exossomos;

(f) Ao final de 1 hora, esse material foi exposto a um campo magnético
em coluna LS-MidiMACS (MiltenYi) que permitiu a separagao dos
exossomos que se Iiga”ram as nanoparticulas, por eluigdo com PBS +
forca mecanica (embolo da prépria coluna);

(g) Submetido a citometria de fluxo (CMF) é confirmado que foram

obtidos exossomos (figura 3) através da alta expressdo de CD63 com

-alguma expressdao de CD9 e baixissima expressao de Anexina V (figura

4).

O novo método aqui demonstrado representa
significativo avango para a separagdo dos exossomos, pois permite sua
obten¢do de maneira significativamente rapida, através de manipulagao
Unica da solucdo, sem que seja necessaria a centrifugagao e filtragéo e
sem a formacdo de pellet, que se contamina de proteinas arrastadas
durante o processo de ultracentrifugacdo, e que acaba por alterar a

ultraestrutura das microparticulas. Em contrapartida se adicionam

-nanoparticulas ferrosas no meio. Ainda ndo esta claro se elas apenas se

ligam a face externa dos exossomos ou se sdo incorporadas por estes.
Tal definigdo permitird subseqiiente desenvolvimento de método para a
separagdao do material ferroso.

E certo une quando o presente invento for
colocado em pratica poderdo ser introduzidas modificagdes no que se
refere a certos detalhes de construgdo e forma, sem que isso implique

afastar-se dos principios fundamentais que estdo claramente
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substanciados no quadro reivindicatério, ficando assim estendido que a

terminologia empregada teve a finalidade e ndo de limitagdo.
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REIVINDICAGOES
1a) “METODO PARA ISOLAMENTO DE EXOSSOMOS A PARTIR DE
SOLUCOES BIOLOGICAS UTILIZANDO NANOPARTICULAS DE
OXIDO DE FERRO"( caracterizado pelo fato do método para o

isolamento de exossomos compreender plaquetas utilizando
nanoparticulas superparamagnéticas de magnetita (Fe304) e ser
realizado através de um mecanismo de atragdo de cargas baseado no
potencial Zeta pré-determinado dos eXx0ssomos onde as nanoparticulas
de 6xido de ferro, previamente sintetizadas com carga positiva pré-
determinada, se ligam aos exossomos carregados negativamente,
contidos na amostra bioldgica, por forga de atragdo elétrica; a exposigao
do material a um campo magnético permite a separagao dos exossomos

que se ligaram as nanoparticulas.

2a) “METODO PARA ISOLAMENTO DE EXOSSOMOS A PARTIR DE
SOLUCOES BIOLOGICAS UTILIZANDO NANOPARTICULAS DE

OXIDO DE FERRO”, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo método ser definido nas segu.intesA etapas:

(a) Plaquetas foram estimuladas a gerar exossomos tipicos e particulas
controle;

(b) Amostras contendo exossomos (sobrenadante 2) e particulas
(sobrenadante 1) foram submetidas a medicdao do potencial Zeta,

revelando cargas potenciais bastante negativas, mas diferentes entre

‘elas (-61+21,1) mV para os exossomos versus (-9,2+3) mV- para

particulas de degradagdo plaquetéria, médiatep, n=4, p<0,05);

(c) Solugdo de nanoparticulas superparamagnética de éxido de ferro foi
sintetizada de acordo com a metodologia que consiste basicamente na
hidrolise rapida do Fe3*, pela adicdo de hidroxido de amdnio a solugdo

aquosa 0,25 molar de FeCl;.6H,0; a dialise do precipitado permite sua
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peptizacdo levando & formagdo de suspensdo coloidal com particulas
extremamente pequenas (~ 200 A);

(d) A obtengdo de particulas nanométricas (50-100 R) & base de éxido
de ferro foram preparadas por meio da hidrdlise de solugdes alcodlicas
por hidréxido de dietiiamdnio na presenga de um surfactante como o
nonilfenoletoxilado;

(e) Amostras foram incubadas com as nanoparticulas de ferro por 1
hora, na proporgao de 0,1 mlv solugdo de concentragdo 200 pg de
ferro/mL para 2 ml de solugao contendo exossomos;

(f) Ao final de 1 hora, esse material foi exposto a um campo magnético
em coluna LS-MidiMACS (Miltenyi) que permitiu a separagdo dos
exossomos que se ligaram as nanoparticulas, por eluigdo com PBS +
forca mecanica (embolo da prépria coluna);

(g) Submetido & citometria de fluxo (CMF) é confirmado que foram

obtidos exossomos através da alta expressdo de CD63 com alguma

expressdo de CD9 e baixissima expressdo de Anexina V.

3a) "METODO PARA ISOLAME.NTO DE EXOSSOMOS A PARTIR DE
SOLUCOES BIOLOGICAS UTILIZANDO NANOPARTICULAS DE
OXIDO DE FERRO”, de acordo com as reivindicagbes 1 e 2,

caracterizado pelo fato de o método obter exossomos de solugbes

bioldégicas mistas.
4a) “METODO PARA ISOLAMENTO DE EXOSSOMOS A PARTIR DE
SOLUCéES BIOLOGICAS UTILIZANDO NANOPARTICULAS DE

OXIDO DE FERRO”, de acordo com as reivindicagdes 1 e 2,

caracterizado pelo fato de o método obter exossomos integros em sua

forma.
5a) “METODO PARA ISOLAMENTO DE EXOSSOMOS A PARTIR DE
SOLUCOES BIOLOGICAS UTILIZANDO NANOPARTICULAS DE

OXIDO DE FERRO”, de acordo com as reivindicages 1 e 2,
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caracterizado pelo fato de o método obter exossomos integros em seu

conteldo protéico.
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FIG. 1

| Metodo para isolamento de exossomos a partir de solugoes |
- biolégicas utilizando nanopartlculas de oxido de ferro .

i i
Coleta e processamento Sintese de Nanoparticulas de 6xido
de concentrado de plaquetas de ferro carregadas positivamente

Exposi¢do da solugéo bioldgica
a diferentes estimulos

Medigao do potencial Zeta
das nanoparticulas

Sobrenadante 1
(Centrifugagdo a temperatura ambiente, 3000g, 15 min) | 1

Medigéo do potencial Zeta

dos sobrenadantes 1 e 2

Sobrenadante 2 - rico em MPs T
(Centrifugagéo a 4°C, 20000g, 20 min)

Sobrenadantes Nanoparticulas
carregado negativamente carregadas positivamente

Incubagao dos sobrenadantes
as nanoparticulas (1h, 4°C)

Separagao/isolamento dos exossomos
através de coluna magnética
e eluigdo em pequeno volume
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FIG. 2
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FIG. 3
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RESUMO

“"METODO PARA ISOLAMENTO DE EXOSSOMOS A PARTIR DE
SOLUCOES BIOLOGICAS UTILIZANDO NANOPARTICULAS DE
OXIDO DE FERRO". |

Esta patente descreve um método para o
isolamento de exossomos provenientes de plaquetas utilizando
nanoparticulas superparamagnéticas de o6xido de ferro (Fes;0,), através
de um mecanismo de atragao de cargas baseado no potencial Zeta pré-
determinado dos exossomos; o mvétodo consiste na utilizagdo das
nanoparticulas de 6éxido de ferr»o previamente sintetizadas com carga
positiva pré-determinada que se ligam aos exossomos carregados
negativamente, contidos na amostra bioldgica; durante a incubagao, as
nanoparticulas magnéticas catidnicas sdo absorvidas para a superficie
da membrana dos exossomos por meio das interagdes eletrostaticas; a
exposicao do material a um campo magnético permite a separacdo dos
exossomos que se ligaram as nanoparticulas; o sucesso da técnica é
confirmado pela caracterizagdo dos exossomos por citometria de fluxo;
o método mostrou ser adequado para tal finalidade, uma vez que
permite que exossomos sejam isolados e purificados e nao foram
observadas alteragdes nas caracteristicas morfolégicas e estruturais

originais dos exossomos.
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