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RESUMO

As células-tronco mesenquimais (CTMs) possuem capacidade multipotente e
propriedades imunomoduladoras, o que as torna importantes na medicina
regenerativa. Sua acdo terapéutica é mediada pela liberagdo de vesiculas
extracelulares, especialmente exossomos. Essas vesiculas (30—150 nm) transportam
proteinas, microRNAs e fatores de crescimento que modulam proliferacao,
diferenciagao e reparo tecidual, reproduzindo os efeitos das CTMs sem os riscos de
transplante celular. Este estudo teve como objetico isolar, caracterizar e avaliar
exossomos derivados de CTMs do cordao umbilical. O isolamento foi realizado por
ultracentrifugacao diferencial e a caracterizacao proteica por SDS-PAGE e Western
Blot confirmando a presenca especifica da proteina CD63, evidenciando identidade e
integridade das vesiculas. Os resultados demonstraram produgdo adequada de

exossomos, reforgando seu potencial terapéutico em medicina regenerativa.
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ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSCs) possess multipotent capacity and
immunomodulatory properties, which make them important in regenerative medicine.

Their therapeutic effects occur predominantly through paracrine signaling, mediated
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by the release of extracellular vesicles, particularly exosomes. These vesicles (30—
150 nm) carry proteins, microRNAs, and growth factors that modulate proliferation,
differentiation, and tissue repair, reproducing the effects of MSCs without the risks
associated with cell transplantation. This study aimed to isolate, characterize, and
evaluate exosomes derived from umbilical cord MSCs. Isolation was performed by
differential ultracentrifugation, and protein characterization by SDS-PAGE and
Western Blot confirmed the specific presence of the CD63 protein, evidencing the
identity and integrity of the vesicles. Results demonstrated adequate exosome

production, reinforcing their therapeutic potential in regenerative medicine.

Keywords: Mesenchymal stem cells, Umbilical cord, Exosomes, Regenerative

medicine, Cell-free therapy
1. INTRODUGAO

As células-tronco mesenquimais (CTMs) s&do células adultas multipotentes
presentes em diversos tecidos, como medula 6ssea, corddo umbilical, sangue
periférico e tecido adiposo. Elas se destacam pela capacidade de diferenciar-se em
0ssos, cartilagem, musculos, vasos e tecido adiposo, sendo essenciais para a
manutengao e reparo tecidual (G. Liu et al., 2020; J. Liu et al., 2022; Szade et al.,
2018). Além da diferenciagdo, as CTMs possuem propriedades imunomoduladoras,
suprimindo a ativacao de linfécitos e exibindo baixa expressao de MHC Il, o que as
torna imunoprivilegiadas e promissoras em terapias regenerativas (Kot et al., 2019;
Wang et al., 2019).

Grande parte da acado terapéutica das CTMs ocorre de forma paracrina,
mediada pela liberagao de vesiculas extracelulares, especialmente exossomos. Essas
pequenas vesiculas (30—-150 nm) transportam proteinas, fatores de crescimento,
microRNAs e mRNAs, modulando a proliferacao, diferenciacéo e reparo das células-
alvo, além de participar ativamente da comunicagéao intercelular (Brown et al., 2019;
Ha et al., 2020; Mendt et al., 2019; Ju et al., 2023; Kalluri & LeBleu, 2020; Mori et al.,
2019). Exossomos derivados de CTMs oferecem a reparagéo tecidual e
imunomodulagdo sem os riscos associados ao transplante celular, como rejeicao,

apresentando estabilidade, baixa imunogenicidade e administragdo padronizada,
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como alternativas promissoras para terapias cell-free, (Xu et al., 2024;



Ma et al., 2023; Liu et al., 2023).

2. JUSTIFICATIVA

Apesar do potencial terapéutico, a aplicagado clinica de exossomos ainda é
limitada pela auséncia de protocolos padronizados de isolamento e caracterizagéo. O
presente estudo teve como objetivo desenvolver e validar um protocolo confiavel para
isolamento de exossomos derivados de CTMs do cordado umbilical, garantindo pureza,
integridade e perfil consistente, possibilitando sua utilizagdo segura em medicina

regenerativa.

3. OBJETIVOS
3.10BEJTIVO GERAL:

Isolar, caracterizar e avaliar exossomos derivados de CTMs do cordao

umbilical, demonstrando seu potencial para aplicagdes terapéuticas cell-free.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

—

. Padronizar protocolo de isolamento de exossomos por ultracentrifugagao.

2. Caracterizar o perfil proteico por SDS-PAGE.

w

. Confirmar a presenca da proteina de superficie CD63 via Western Blot.

4. METODOLOGIA

4.1 Obtengao do Cordao Umbilical

O cordao umbilical foi doado mediante TCLE assinado e transportado em
DMEM/F12 com 1% de antibidticos até o Laboratério ISO7 do Centro de Criogenia
Brasil.



4.2 Processamento do Tecido do Cordao Umbilical e Expansao das Células-

Tronco Mesenquimais em Cultivo 2D

O tecido umbilical foi fragmentado, lavado com PBS + 1%
penicilina/estreptomicina e cultivado em garrafas T25 (Corning) com DMEM F12
(Gibco) + 10% SFB depletado (Gibco) e 1% antibidticos. O meio foi coletado a 80%

de confluéncia e armazenado a -20 °C.

4.3 Isolamento de Exossomos Provenientes de Células-Tronco Mesenquimais

por Ultracentrifugagao (Thermo Scientific™ Sorvall WX 100)

Foi realizado centrifugagées sequenciais e filtragem a 0,22 um, foi realizado 2
ultracentrifugacées a 110.000 x g por 70min a 4 °C na Sorvall WX 100 (Thermo
Fisher). O pellet foi ressuspenso em PBS e armazenado a -80 °C. A figura 1 ilustra o

protocolo de ultracentrifugacao.
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Figura 1. Protocolo de Isolamento dos Exossomos por Ultracentrifugagdo. OBS: Todas as centrifugacdes

aconteceram a 4°C. Créditos da imagem: Préprio Autor. Biorender.
4.4 Analise do Conteudo Proteico por BCA

Foi utilizado o kit de BCA Protein Assay (Merck) conforme descrigdo do
fabricante. A leitura foi a 562 nm em microplaca Varioskan™.



4.5 Caracterizacao proteica por SDS PAGE e detec¢ao de CD63 por Western Blot

Proteinas exossomais (10 pg/pogo) foram analisadas por SDS-PAGE com
coloragao por nitrato de prata e, no Western Blot, detectadas com anticorpo Anti-CD63
(Invitrogen) e secundario peroxidase (Sigma®), reveladas por quimiluminescéncia
(Blot Scanner, C-DiGit®).
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Figura 2. Esquema das etapas de SDS-PAGE e Western Blot para detec¢do de proteinas caracteristicas de
exossomos, conforme as diretrizes da ISEV. Créditos da imagem: Proprio Autor. Biorender

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

O protocolo de ultracentrifugacao diferencial permitiu a obtencdo de exossomos
purificados, com remocgao eficiente de contaminantes e vesiculas maiores, devido a
inclusdo de etapa de lavagem apds ultracentrifugagéo, o que garantiu a remogao de
vesiculas extracelulares maiores. O SDS-PAGE revelou um perfil proteico complexo
e bem definido, mantendo a integridade das proteinas, e a presenga de bandas
proximas a 60 kDa sugeriu proteinas exossomais. A identidade dos exossomos foi
confirmada pelo Western Blot, com detec¢édo da proteina de superficie CD63 (60—
65kDa), atendendo aos critérios internacionais da International Society for
Extracellular Vesicle (ISEV). Os resultados indicam que Células-tronco provenientes
do corddo umbilical produzem exossomos em quantidade e qualidade adequadas

para aplicacdes terapéuticas.
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Figura 3. A — SDS-PAGE (12%) corada com nitrato de prata mostrando os exossomos isolados por
ultracentrifugagéao diferencial. B — Western blot confirmando a presenga da proteina CD63, marcador caracteristico

de vesiculas extracelulares.

6. CONCLUSAO

Os objetivos foram atingidos com a padronizacdo de um protocolo de
isolamento de exossomos derivados de CTMs do cordao umbilical. A caracterizagao
proteica e a confirmagdo de CD63 evidenciaram identidade e integridade das
vesiculas. Os resultados reforcam a viabilidade de utilizagdo de exossomos como
produtos cell-free em medicina regenerativa. Estudos futuros sobre biogénese
exossomal e analises de imagem avancgadas aprofundardo a compreensao funcional

dessas vesiculas e consolidarao sua aplicagao terapéutica segura.
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