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RESUMO 

 

ALMEIDA, A.M. Caracterização das microvesículas nas células do epitélio 
ciliar de roedores. 2019. 67 páginas. Dissertação (Mestrado em Biologia de 
Sistemas) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2019.  

 

O aumento da expectativa de vida dos seres humanos favoreceu o 

aumento do diagnóstico de doenças crônico-degenerativas, dentre elas as que 

acometem o sistema visual. Uma vez que as células neuronais não são 

capazes de regeneração espontânea, diversas patologias como a Retinose 

Pigmentar (RP), glaucoma, Degeneração Macular Relacionada com a Idade 

(DMRI), dentre outras, podem levar a lesão tecidual e cegueira. O Epitélio Ciliar 

(EC), um tecido adjacente à retina, tem se demonstrado uma fonte promissora 

de células-tronco/progenitoras retinianas, uma vez que estas células podem ser 

reprogramadas em células-tronco e se diferenciarem em neurônios retinianos 

in vitro. Apesar desse potencial, estas células apresentam capacidade 

regenerativa limitada, que pode ser controlada por fatores e sinalizações 

contidas no microambiente. As vesículas extracelulares (VE) são sintetizadas e 

liberadas por células ao ambiente e podem conter componentes sinalizadores, 

inclusive inibitórios da capacidade de reprogramação. Este trabalho teve como 

objetivo estudar a maquinaria de síntese de VEs presentes nas células do EC, 

assim como caracterizar as VEs liberadas por estas células quanto a sua 

quantidade, tamanho e morfologia. Além disso, também investigamos a 

capacidade de liberação de VEs em modelo animal de degeneração retiniana 

(p23H) em comparação com animais sem degeneração. Nossos resultados 

indicaram que as células do EC apresentaram microvesículas em seu 

citoplasma e que expressaram os transcritos dos marcadores mais comuns da 

biogênese de microvesículas (Alix, CD63, CD81, Anexina V, EpCAM, ICAM, 

TSG101 e HSP70). A análise de Rastreamento de Nanopartículas (tamanho e 

concentração) indicaram que as células do EC foram capazes de liberar VEs 

de diferentes tamanhos, variando entre 100 e 1000 nm. Os animais modelos de 

degeneração retiniana expressaram menos marcadores de VEs em 

comparação com os animais controles, porém, as vesículas liberadas 

apresentaram maior tamanho.  Nossos resultados sugerem que as VEs das 



células do EC podem ser um mecanismo de comunicação celular e a 

degeneração retiniana podem regular a síntese e liberação destas VEs. 

 

Palavras-Chaves: Epitélio Ciliar. Vesículas Extracelulares. Degeneração 

Retiniana 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

ALMEIDA, A.M. Characterization of microvesicles in rodent ciliary 
epithelial cells. 2019. 67 Pages. Master Thesis (Systems Biology Program) - 
Institute of Biomedical Sciences, University of São Paulo, São Paulo, 2019. 

 
The increased life expectancy of humans favored the increased diagnosis of 

chronic degenerative diseases, including those affecting the visual system. 

Since neuronal cells are not capable of spontaneous regeneration, different 

pathologies such Retinitis Pigmentosa (RP), glaucoma, Age Macular and 

Degeneration (AMD), can lead to tissue damage and blindness. Ciliary 

Epithelium (CE), an epithelial tissue adjacent to the retina, is a promising source 

of retinal stem/progenitor cells, as these cells can be reprogrammed into stem 

cells and differentiate into retinal neurons in vitro. Despite this potential, these 

cells have limited regenerative capacity, which can be controlled by factors and 

signals in the microenvironment. Extracellular vesicles (EVs) are synthesized 

and released by cells into the environment and may contain signaling 

components, including inhibitors of reprogramming ability. This work aimed to 

study the synthesis machinery of EVs present in the cells of the EC, as well as 

characterize its releases by these cells in terms of quantity, size and 

morphology. In addition, we also investigated EVs release capacity in an animal 

model of retinal degeneration (p23H) compared to animals without 

degeneration. Our results indicated that CE cells presented microvesicles in 

their cytoplasm and expressed the transcripts of the most common microvesicle 

biogenesis markers (Alix, CD63, CD81, Annexin V, EpCAM, ICAM, TSG101 

and HSP70). Nanoparticle Tracking Analysis (size and concentration) indicated 

that CE cells were able to release EVs of different sizes, ranging from 100 to 

1000 nm. Retinal degeneration model animals expressed fewer EVs markers 

compared to control animals, but released vesicles were larger. Our results 

suggest that EVs from EC cells may be a mechanism of cellular communication, 

and retinal degeneration may regulate the synthesis and release of these EVs. 

 

Keywords: Ciliary Epithelium. Extracellular vesicles. Retinal Degeneration 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Com o aumento da expectativa de vida da população, observa-se um 

aumento também no diagnóstico de doenças crônicas degenerativas, tais como 

complicações cardíacas, diabetes e degenerações neuronais, dentre elas, as 

degenerações que afetam o sistema visual (IBGE, 2018). 

No Brasil, a deficiência visual apresenta a maior taxa de incidência 

dentre as deficiências físico-sensoriais investigadas (visual, auditiva, motora e 

mental, respectivamente), atingindo mais de 100 milhões de brasileiros, 

segundo dados do CENSO de 2010 realizado pelo Instituto Brasileiro de 

Geografia e Estatística-IBGE. Dentre as regiões com maior incidências estão 

as grandes capitais, sendo em primeiro lugar São Paulo com mais de 40 

milhões, seguido por Minas Gerais com mais de 19 milhões de casos, e em 

terceiro lugar o Rio de Janeiro, com mais de 15 milhões (CENSO, 2010). 

Do ponto de vista médico e social, a perda visual causa impacto pessoal, 

familiar e social, podendo incluir imobilidade psicológica, retardo psicomotor 

pela dificuldade em deambular e se situar no ambiente, aumentando a 

incidência de quedas e fraturas. Sabe-se que graus elevados de perda visual 

podem estar associados a um risco aumentado de depressão, transtornos de 

ansiedades e crises de pânico, além da necessidade de um cuidador em tempo 

integral ou de internação em casas de repouso.  

Dentre todas as estruturas do olho, a retina é o tecido que faz parte do 

sistema nervoso central e que capta diretamente o estímulo luminoso, sendo 

essencial para o processo visual.  

 

1.1 Retina 

 

A retina humana tem cerca de 4,6 milhões de fotorreceptores do tipo 

cone e 92 milhões de fotorreceptores do tipo bastonete (CURCIO ET AL., 

1990). Está localizada na parte interna/posterior do olho e é composta por 

camadas de células intercaladas por duas camadas sinápticas (Figura 1). A 

região de maior acuidade visual é a região da fóvea (região central da retina), 

devido à grande concentração de cones. Na região periférica da retina existe 

uma diminuição na concentração dos cones e, consequentemente, um 



aumento no número de bastonetes (KOLB ET AL., 2001; CURCIO ET AL., 

1990). 

 

 

 

 

Figura 1 – Desenho esquemático de um corte transversal do olho humano com destaque 

para um aumento na área da retina. A luz atravessa as estruturas internas do olho até chegar 

na retina. Os fotorreceptores cones e bastonetes, localizados na Camada Nuclear Externa, irão 

realizar a fototransdução. O sinal visual é modulado pelos neurônios Bipolares, Amácrinas e 

Horizontais localizados na Camada Nuclear Interna, e pelas células Ganglionares, cujos 

axônios originam o nervo óptico. A imagem da retina é enviada ao córtex visual primário, 

localizado no lobo occipital do cérebro (adaptado de https://webvision.med.utah.edu e 

https://www.aao.org). 

 

 

O estímulo visual ocorre quando os fotorreceptores se tornam 

hiperpolarizados sob estímulo luminoso, sendo este processo denominado de 

fototransdução. A fototransdução é o processo onde o fóton (luz) é reconhecido 

pelos pigmentos específicos dos receptores de membrana contidos nos 

segmentos dos fotorreceptores, que iniciam uma cascata de sinalização 

https://webvision.med.utah.edu/


intracelular. O segmento externo dos fotorreceptores contém fotopigmentos 

com características diferentes nos cones e bastonetes (BROWN ET AL., 1964).  

Os fotopigmentos são compostos por uma apo-proteína denominada de 

opsina, ligada a uma outra molécula cromófora, 11-cis-retinaldeído, proveniente 

da vitamina A1 (COHEN ET AL., 1992). Esses fotopigmentos são diferenciados 

nos cones e bastonetes e reconhecem diferentes comprimentos de ondas dos 

fótons: cone azul (450 nm), verde (530 nm) e vermelho (565 nm); bastonetes 

(500 nm) (BUCZYLKO ET AL., 1996; COHEN ET AL., 1992; AYOUB ET AL., 

1991;  KÜHN ET AL., 1977; BROWN ET AL., 1964). 

Em sequência, a informação visual parte dos fotorreceptores para os 

neurônios seguintes, denominados bipolares (Figura 1). Em conjunto com as 

células horizontais e amácrinas, estes neurônios processam os sinais elétricos 

e enviam para as células ganglionares. Os axônios das células ganglionares 

retinianas formam o nervo óptico, responsável por fazer conexões sinápticas 

com os neurônios do córtex visual primário, região de processamento visual 

(KOLB ET AL., 2001). 

 

 

1.2 Degeneração Retiniana 

 

Devido sua posição anatômica, a retina é susceptível a degenerações 

provenientes de fatores ambientais e genéticos, que podem resultar em perda 

visual ou, em casos mais avançados, a cegueira completa. A Retinose 

Pigmentar (RP), por exemplo, compreende um grupo heterogêneo de 

degenerações retinianas de origem hereditária, caracterizada pela perda das 

células fotorreceptoras e do Epitélio Pigmentar Retiniano - EPR (HAMEL ET 

AL., 2006). A maior parte das formas de RP ocorre incialmente pela morte dos 

bastonetes, podendo ocasionar o quadro de cegueira noturna com perda do 

campo visual periférico. A longo prazo, ocorre o comprometimento da visão 

central com a disfunção ou morte dos cones, evoluindo para o quadro de 

cegueira antes dos 30 anos. 

Atualmente já se sabe que existem pelo menos 45 ou mais genes 

causadores de RP, sendo sua maioria responsáveis por codificar proteínas 

especificas de fotorreceptores, principalmente dos bastonetes. Existe um banco 



de dados online com pesquisas do mundo todo relacionados a mapeamento 

genético e mutações causadoras de doenças retinianas (FONTE: 

https://sph.uth.edu/retnet/disease.htm) como por exemplo, mutações no gene 

RHO no códon 15, caracterizada pela substituição do aminoácido asparagina 

pela serina, resultando em uma forma de RP (VILELA ET AL., 2018)  

Pouco se sabe sobre a etiologia desta doença e não há tratamentos 

clínicos eficientes (SACCHETTI ET AL., 2015; CÔCO; HAN; SALLUM, 2009). 

Sabe-se que indivíduos que apresentam RP, podem manifestar outras doenças 

sistêmicas, como por exemplo, Síndrome de Usher (WOLFRUM ET AL., 2018), 

Amaurose Congênita de Leber (HOLLANDER ET AL., 2008), Distrofia de 

Cones e Bastonetes (CEHAJIC-KAPETANOVIC ET AL., 2019), Síndrome de 

Bardet-Biedl e Refsum (FLEISCHHAUER ET AL., 2005), sendo todas estas 

doenças de origem genética e que podem comprometer ainda mais a acuidade 

visual e a capacidade física do indivíduo.  

Desta forma, modelos animais de doenças oculares hereditárias 

fornecem importantes ferramentas na compreensão da fisiopatologia, etiologia, 

genética e caracterização, ajudando na elaboração de intervenções eficientes 

para estas doenças. Modelos animais, como camundongos, ratos, coelhos, 

porcos e primatas, possuem características muitos semelhantes às patologias 

encontradas em humanos, por isso, são de suma importância na elucidação 

das mutações genéticas e quais mecanismos que resultam na progressão das 

doenças (SAKAMI ET AL., 2014; PENNESI ET AL., 2012; CHANG ET AL., 

2013). 

Os modelos animais que apresentam mutações na proteína rodopsina 

são muito importantes para a compreensão da RP, pois são a causa mais 

comum de retinose pigmentar autossômica dominante humana (adRP). Um 

modelo animal específico com esta mutação demonstrou baixos níveis de 

proteína rodopsina, desalinhamento parcial dos discos e degeneração 

progressiva da retina (P23H) (CHANG ET AL., 2013). . Os animais P23H são 

um conhecido modelo experimental de degeneração retiniana (MONAI, N ET 

AL 2018; ORHAN, E ET AL 2015). Eles apresentam uma mutação no gene da 

rodopsina, o que desencadeia uma degeneração dos fotorreceptores que se 

inicia por volta dos 30 dias de vida do animal heterozigoto. Por volta dos 180 



dias, o rato P23H apresenta 90% de degeneração dos fotorreceptores e 

cegueira clinicamente comprovada.  

Dentro dos estudos voltados para a melhor compreensão destas 

patologias retinianas e a busca por um tratamento mais eficiente, algumas 

abordagens terapêuticas voltam-se para a indução/promoção da regeneração 

da retina. Nesta área, células-tronco/progenitores retinianos são investigados a 

fim de fornecer ao tecido uma fonte celular capaz de recuperar o tecido 

degenerado e resgatar a função do órgão.   

 

 

 

1.3 Terapia Regenerativa Celular 

 

A Terapia Regenerativa Celular baseia-se na utilização de células-tronco 

para substituir as células ineficientes ou mortas de um tecido e reestabelecer a 

integridade morfológica e funcional do tecido danificado. As células-tronco 

podem ser definidas como unidades de organização biológica responsáveis 

pelo desenvolvimento e manutenção de órgãos e tecidos (BACAKOVA ET AL., 

2018). Devido sua capacidade de se auto-renovar e se diferenciar em linhagem 

celulares distintas, apresentam um grande potencial na terapia regenerativa 

celular. Alguns trabalhos na literatura evidenciam a importância das células-

tronco para tratar diversas patologias, como por exemplo, doenças cardíacas 

(CHO ET AL., 2014), doenças hepáticas (TSOLAKI ET AL., 2015), inibição da 

apoptose das células pulmonares (CHENG et al., 2017), doenças ósseas (LI 

ET AL., 2017), osteoartrite (WANG ET AL., 2017), câncer de mama 

(PAKRAVAN ET AL., 2017), distrofia muscular (FRATTINI ET AL., 2017), lesão 

da medula espinhal (HUANG ET AL., 2017), uveíte autoimune (BAI ET AL., 

2017) e isquemia retiniana (MOISSEIEV ET AL., 2017). 

Dentro deste assunto, sabe-se que algumas células não neuronais 

localizadas no olho de mamíferos (como células epiteliais e gliais) possuem a 

capacidade de se reprogramar em células-tronco/progenitoras neuronais 

retinianas após estímulos adequado, se diferenciando das propriedades e 

funções que exercem normalmente.  



As células oculares com características de progenitores retinianos 

descritas até o momento são: células gliais de Müller, epitélio pigmentado 

retiniano (EPR), Epitélio Ciliar (EC), Íris e Limbo (GASPARINI et al., 2019; JIN 

ET AL., 2019; BHATIA ET AL., 2009; DAS ET AL., 2005; ARNHOLD ET AL., 

2004; FISCHER E REH ET AL., 2003; HARUTA ET AL., 2001; AHMAD ET AL., 

2000; TROPEPE ET AL., 2000). 

Dentre todas as fontes celulares conhecidas até o momento, a que se 

apresenta mais promissora para uma abordagem clínica regenerativa são as 

células do Epitélio Ciliar (EC).  

 

1.4 Epitélio Ciliar e sua capacidade regenerativa 

 

 Em peixes e anfíbios, a neurogênese retiniana continua no período pós-

embrionário e pós-natal em uma região chamada zona marginal ciliar (ZMC), 

que fica na margem periférica da retina e contém uma população de células-

tronco quiescentes (Figura 2). Nestes animais, a ZMC é capaz de formar todos 

os tipos celulares encontrados na retina adulta. A descoberta desta região em 

vertebrados inferiores, motivou os pesquisadores a buscarem regiões 

semelhantes em mamíferos (CENTANIN ET AL., 2013; FISCHER ET AL., 

2013; OTTESON AND HITCHCOCK., 2003; REH AND LEVINE., 1998; 

JOHNS, 1977; HOLLYFIELD, 1968). 

 

 



Figura 2: Imagem ilustrativa de um corte sagital da região periférica da retina de pintos pós-

eclosão mostrando a presença da Zona Marginal Ciliar (ZMC) e o Corpo Ciliar. Adaptado de 

Fischer e Reh (2003) e Tropepe et al., 2000. 

 

 

Mamíferos não possuem a ZMC, mas uma fonte de células-

tronco/progenitores retinianos foi detectada na região do Epitélio Ciliar (EC), 

dentro do Corpo Ciliar (ZHAO ET AL., 2005; KLASSEN ET AL., 2004; AHMAD 

ET AL., 2000; FISCHER E REH ET AL., 2000).  

 

 

1.5 Corpo Ciliar e Epitélio Ciliar da retina   

 

       O Corpo Ciliar (CC) é uma estrutura complexa situada entre a íris e 

a retina (Figura 1). O CC forma parte do segmento anterior do olho e é um 

importante regulador fisiológico, agindo diretamente na percepção visual. Este 

tecido é composto por músculos ciliares (com fibras longitudinais, circulares e 

radiais) e processos ciliares. Os processos ciliares são compostos de estroma 

(tecido conjuntivo frouxo vascularizado), e duas camadas de tecido epitelial, 

denominada de Epitélio Ciliar (EC) (Figura 3). O epitélio mais externo e 

contínuo ao Epitélio Pigmentado Retiniano possui grande quantidade de 

grânulos de pigmento, recebendo o nome de Epitélio Pigmentado (EP), 

enquanto o epitélio mais interno (em contato com o vítreo e cristalino), não é 

pigmentado, recebendo o nome de Epitélio Não-Pigmentado (ENP). As 

células do ENP são maiores que as células do EP e possuem uma quantidade 

maior de mitocôndrias devido à alta atividade metabólica e de síntese 

(DELAMERE, 2005). A forma ondulada do EC permite fornecer ao epitélio uma 

grande área de superfície para secreção do humor aquoso, glicoproteínas do 

vítreo, antioxidantes, enzimas e neuropeptídios (DELAMERE, 2005; BISHOP; 

BUTTERY; POLAK, 2002; COCA-PRADOS; ESCRIBANO; ORTEGO, 1999). 

Fibras zonulares conectam o CC ao cristalino e, em conjunto com a atividade 

dos músculos ciliares, promovem a acomodação do cristalino (ajuste do foco) 

(HANSSEN; FRANC; GARRONE, 2001; RAVIOLA, 1971). O EC é 



anatomicamente dividido em duas regiões, uma próxima à retina denominada 

pars plana, seguida da pars plicata. 

 

 

 

Figura 3. Desenho esquemático do Epitélio Ciliar (EC). O EC se localiza adjacente à retina e é 

composto por uma bicamada epitelial: Epitélio Pigmentado (EP) e Epitélio Não-Pigmentado 

(ENP). Anatomicamente é classificado em pars plana (1) e pars plicata (2). O EC está em 

contato com os músculos ciliares (não identificados na figura) e a coroide (3). A seta indica o 

final da retina à esquerda e começo do Epitélio Ciliar à direita. Adaptado de (DEL DEBBIO et 

al., 2014) 

 

 

Ao serem expostas às condições ambientais que mimetizam o 

desenvolvimento retiniano precoce e tardio, estas células epiteliais são 

capazes de perder algumas das propriedades epiteliais (incluindo a 

pigmentação) e formam uma estrutura tridimensional denominada neuroesfera.  

Neuroesferas são aglomerados de células-tronco progenitoras heterogêneas 

formadas a partir da desdiferenciação de células adultas quando expostas a 

estímulos de fatores de crescimento. Nessas condições, passam a expressar 

fatores de transcrição como Pax6, Sox2, Chx10, Rx, Lhx2 e Nestina. In vitro 



estas células foram capazes de gerar neurônios e células gliais, inclusive 

fotorreceptores (FISCHER ET AL., 2003; BHATTACHARYYA ET AL., 2003; 

PEVNY ET AL., 2003; LU ET AL., 2002; TROPEPE ET AL., 2000, DAS ET AL., 

2005). 

In vivo, a capacidade progenitora e de diferenciação das células do EC 

foi comprovada em roedores e humanos através de ativação local por meio de 

injeções intraoculares de fatores de crescimento ou por transplante (XU ET AL., 

2007; CHACKO ET AL., 2003). Estudos demonstraram que injeções de fatores 

de crescimento foram capazes de ativar o potencial de células-tronco do EC, 

resultando na expressão de características embrionárias e expressão de 

proteínas marcadoras do ciclo celular (ABDOUH E BENIER., 2006) 

Apesar da presença destes mecanismos de reparo, a retina de 

mamíferos apresenta um potencial muito limitado de regeneração, o que 

implica na presença de mecanismos celulares ou microambientais que 

controlem negativamente esta função. Estes mecanismos podem ser fatores 

secretados pelas próprias células ou pelas células circunvizinhas, que são 

liberados ao meio extracelular e desencadeiam respostas celulares específicas.  

As vesículas extracelulares liberadas pelas células são conhecidas por 

conterem conteúdos diversos e desempenharem importante função na 

comunicação entre as células, podendo conter fatores que controlem as 

funções fisiológicas diversas.   

 

1.6 Vesículas Extracelulares  

 

1.6.1 Definição e Nomenclaturas 

 

O termo Vesículas Extracelulares (VEs) é uma denominação geral 

para componentes extracelulares revestidos de uma bicamada lipídica, que 

podem ser sintetizadas e liberadas por diversas células e em diversas 

condições, como por exemplo, células cancerígenas. Essas pequenas 

estruturas com tamanho entre 30nm a 1µm são liberadas por vários tipos de 

organismos procariotos a eucariotos, sendo capazes de transmitir informações 

para outras células. Este evento facilita a comunicação intercelular pelo contato 

ou pela internalização dos conteúdos, seja por sua fusão com a membrana 



plasmática ou por endocitose da VE por células “receptoras”, influenciando a 

função da mesma e também no microambiente (BAEK ET AL., 2019; WITWER 

ET AL., 2019; TODOROVA ET AL., 2017; YÁÑEZ-MÓ ET AL., 2015; KIM ET 

AL., 2015; COLOMBO; RAPOSO; THÉRY, 2014; BORGES ET AL., 2013; VAN 

NIEL ET AL., 2006). 

Atualmente, existem diversas nomenclaturas na literatura para descreve-

las. As nomenclaturas microvesículas, micropartículas ou nanopartículas se 

referem aos tamanhos. Quanto ao tipo celular/tecido de origem, estas 

estruturas podem ser classificadas como oncossomos ou prostassomos. 

Quanto à sua localização, as VEs são classificadas em exossomos, 

exovesículas ou ectossomos. Também pode-se classificar estas estruturas 

quanto à sua possível função, recebendo a nomenclatura de argossomo, 

vesícula matriz, epididimossomo, tolerossomo, promissomo, dexossomo ou 

texossomo. Além disso, também existem os corpos apoptóticos, estruturas 

heterogêneas liberadas após o processo de apoptose em forma de fragmentos 

de restos celulares (GYÖRGY ET AL., 2011; TURÍÁK ET AL., 2011).  (THÉRY 

ET AL., 2018; GARDINER ET AL., 2016; COCUCCI AND MELDOLESI., 2015; 

GOULD AND RAPOSO., 2013; STEIN AND LUZIO., 1991). A formação e 

liberação das VEs ocorre através do brotamento externo da membrana plasmática ou 

através do brotamento interno da membrana endossômica, resultando na formação de 

corpos multivesiculares (MVBs), que liberam vesículas após a fusão com a membrana 

plasmática (Figura 4) (ABELS ET AL., 2016). 

Nesse trabalho, classificaremos as vesículas liberadas pelas células do 

EC de forma generalizada como Vesículas Extracelulares também, por conta 

do desconhecimento da natureza e características destas estruturas em nosso 

tecido. 

 

 



 

 

 

Figura 4: Esquema representativo da biogênese e liberação das VEs. Os corpos 

multivesiculares (MVB) brotam diretamente da membrana plasmática, enquanto os exossomos 

são formados nas vesículas intraluminais (ILVs) e armazenados em vacúolos semelhantes aos 

MVBs. Os exossomos vão ser liberados após a fusão da membrana plasmática dos MVB com 

a membrana da célula. Outros MVbs vão se fundir com os lisossomos. Os pontos em vermelho 

são uma proteína denominada de clatrina (CCV), importante no processo de formação das 

vesículas. Os retângulos e triângulos representam proteínas de membranas e 

transmembranas. Adaptado: RAPOSO ET AL., 2013. 

 

 

As VEs participam do trafego intracelular ou intercelular, sendo estas 

denominadas de vesículas secretoras ou transportadoras; estas vesículas 

podem ser formadas através da membrana plasmática por brotamento direto; já 

outras podem ser formadas no interior das células, como por exemplo, os 

endossomos; e posteriormente são secretadas através da membrana 

plasmáticas; outras vesículas extracelulares como os exossomos, são 

formadas em endossomos tardios ou corpos multivesiculares e em seguida 

secretados (GANGODA ET AL., 2014; ANDALOUSSI ET AL., 2013; SIMONS; 

RAPOSO, 2009). 



As classificações mais comuns usadas atualmente na literatura 

combinam propriedades gerais relacionadas com tamanho, mecanismo de 

formação principais marcadores destas vesículas. Nestas condições, as 

principais exossomos, microvesículas e os corpos apoptóticos (Figura 5 e 

Tabela 1). 

 

  

 

 

Figura 5: Imagem ilustrativa dos diferentes tipos de tamanhos de VEs. Os exossomos tem um 

tamanho próximo aos vírus, enquanto as microvesículas possuem um tamanho aproximado as 

bactérias e agregados proteicos. Os corpos apoptóticos e as plaquetas apresentam um 

tamanho variando entre 1-5µm. Adaptado: RAPOSO ET AL., 2013.  

 

 

Tabela 1: Principais características dos diferentes tipos de Vesículas Extracelulares (VEs). 
Adaptado: RAPOSO ET AL., 2013. 

 

 Exossomos Microvesículas Corpos apoptóticos 

Tamanho 30 – 100nm 100nm - 1µm 1 - 5 µm 

Biogênese 

Exocitose dos Corpos 

multivesiculares 

Brotamento direto 

da membrana 

Fragmentação das 

células 

Marcadores 

Anexina V, CD63, CD81, 

TSG101 

EpCAM, ICAM, 

Anexina V 

Anexina V e 

marcadores de DNA 

 



1.6.2 Conteúdo e função das vesículas extracelulares 

 

Em termos de composição e atividades biológicas, as VEs são derivadas 

de tipos celulares diferentes, portanto, são molecularmente distintas umas das 

outras (LI ET AL., 2019; MENG ET AL., 2019; KLINGEBORN ET AL., 2017; 

BORIACHEK  ET AL., 2017; PACE ET AL., 2016). 

As VEs liberadas ao meio extracelular contêm uma variedade de 

receptores de superfície celular, proteínas de sinalização intracelular e diversos 

materiais moleculares derivados das células de origem (figura 6). (THÉRY ET 

AL., 2018; ABELS ET AL., 2016).  A atividade biológica das VEs também pode 

variar dependendo do estado da célula doadora (por exemplo, em repouso, 

ativo, quiescente) e do agente estimulante de sua liberação (YANG ET AL., 

2018). Desta forma, as vesículas extracelulares são uma importante ferramenta 

de comunicação intercelular e de comunicação célula-microambiente, 

transportando complexas mensagens biológicas derivadas de moléculas que 

não são secretadas por vias secretoras clássicas ou que são sujeitas a 

degradação extracelular (D'ASTI EY AL., 2012). Estas estruturas possuem 

grande número e variedade de moléculas que podem ativar várias vias de 

sinalização simultaneamente, além disso, podem percorrer longas distâncias 

sem alterarem suas estruturas e manterem o conteúdo seguro (DE MAIO ET 

AL., 2011). 

 

 

 

 



 

 

Figura 6: Imagem ilustrativa dos componentes das vesículas extracelulares. As VEs são 

compostas por diversas moléculas importantes, como proteínas sinalizadoras, proteínas de 

citoesqueleto, lipídios de ligação, receptores de histocompatibilidade, enzimas, RNAs e DNA. 

Adaptado: https://www.novusbio.com/research-areas/cell-biology/Exosome-research-tools 

 

Atualmente sabe-se que quase todos os tipos celulares liberam VEs, 

como por exemplo, células hepáticas (ROYO ET ALl., 2019); cardíacas (GAO 

ET AL., 2019); tecido adiposo (KITA ET AL., 2019); fígado (ISHIGURO ET ALl., 

2019); câncer gástrico (KAGOTA ET AL., 2019); musculo esquelético (ROME 

ET AL., 2019); bexiga, rim, próstata (LEE ET AL., 2018) e células-tronco 

(GRANGE ET AL., 2019). Por conterem características de sua célula de origem 

e serem encontradas em fluídos biológicos, são promissores biomarcadores 

para diagnostico e prognostico de doenças, como mieloma múltiplo e câncer 

renal, por exemplo (LI ET AL., 2019; GRANGE ET AL., 2015). 

A função das vesículas extracelulares está diretamente relacionada com 

o seu conteúdo, que vai depender do tipo celular o qual foi originado 

(MURALIDHARAN-CHARI ET AL., 2010) e das condições de cultivo (CHOI ET 

AL., 2015). Essas vesículas extracelulares podem transferir seus conteúdos 



para células alvo, que desencadearão respostas celulares específicas, 

dependendo deste conteúdo (D’ASTI ET AL., 2012; KALRA ET AL., 2012; 

VADER ET AL., 2014).  

O estudo das VEs liberadas por células-tronco apresenta um interesse 

terapêutico. Dados da literatura demonstraram que VEs de tipos diferentes de 

células-tronco melhoraram a vascularização renal (AGHAJANJ NARGESI ET 

AL., 2017), regularam imunomoduladores (BÖRGES ET AL., 2017) e 

melhoraram as condições fisiológicas nos casos de modelos de doenças 

pulmonares (MONSEL ET AL., 2016), lúpus (PEREZ-HERNANDEZ ET AL., 

2017) e osteoartrite (LI ET AL., 2019).  

Existem dois bancos de dados que agrupam informações a respeito da 

composição das vesículas extracelulares: “EVpedia” (http://ecpedia.info) (KIM, 

D.K. ET AL., 2015) e “Vesiclepedia” (http://microvescles.org) (KALRA ET AL., 

2012). De forma geral, as VEs podem conter proteínas citoplasmáticas e de 

membrana, como por exemplo, selectinas e integrinas (THÉRY ET AL., 2018; 

ANDALOUSSI ET AL., 2013), lipídios (colesterol) e ácidos nucleicos (mRNA e 

miRNA) (CHOI ET AL., 2015; COLOMBO ET AL., 2014; THÉRY., 2014). 

Dentre as principais proteínas das VEs encontram-se proteínas de 

transporte de membrana (anexinas); proteínas apresentadoras de antígenos 

(MHC, do inglês, “Major Histocompatibility Complex”); proteínas adesivas 

(integrinas); proteínas de membrana (LAMP, do inglês, “lysosome-associated 

membrane protein”); proteínas nucleares (histonas) e proteínas do 

citoesqueleto (actina) (NAIR ET AL., 2018; CHOI ET AL., 2015; COLOMBO ET 

AL., 2014) 

 Dentro do exposto, nosso trabalho teve como objetivo estudar as VEs 

liberadas pelas células do Epitélio Ciliar de roedores, desvendando suas 

características morfométricas. Também estudamos as VEs liberadas oelo EC 

de animais modelos de degeneração retiniana, a fim de investigar o efeito da 

lesão da reina na capacidade de síntese e liberação destas vesículas. Por 

serem células com potencial de reprogramação em células-tronco, a análise de 

suas VEs se torna importante para compreender este mecanismo de 

comunicação celular. 

 

 



2. OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivos Gerais 

 

Caracterizar as Vesículas Extracelulares sintetizadas e liberadadas 

pelas células do EC de animais normais e com degeneração retiniana.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

1. Análise morfológica da ultra-estrutura celular das células do Epitélio 

Pigmentado (EP) e Epitélio Não-Pigmentado (ENP) do EC quanto a 

presença de vesículas plasmáticas por Microscopia Eletrônica; 

2. Estudo da expressão transcricional dos principais marcadores de 

VEs expressos nas células do EP e ENP por PCR em tempo real; 

3. Isolamento das VEs liberadas para o meio extracelular através de 

experimentos de cultura celular; 

4. Identificação das características morfométricas (quantidade e 

tamanho) das vesículas liberadas pelas células do EC por análise de 

rastreamento de nanopartículas (NanoSight); 

5. Análise das VEs liberadas por animais modelos de degeneração 

retiniana (P23H)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

3. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

 3.1 Modelo Experimental 

 

Os animais em experimentação foram manipulados segundo os 

princípios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA), com protocolo aprovado pela Comissão de Ética em Experimentação 

Animal (CEUA) do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São 

Paulo (Protocolo nº75/34, aprovado em 25/08/2015). Ratos adultos controle 

(Sprague Dawley) e com degeneração retiniana (P23H) foram mantidos em 

biotério com temperatura controlada de 23ºC, em regime de fotoperíodo 12h 

claro:12h escuro (período claro começando às 7:00h) e recebendo água e 

ração comercial ad libitum. Os animais foram eutanasiados em câmara de CO2.  

 

3.2 Genotipagem dos animais P23H 

 

Tecidos extraídos das orelhas dos animais foram submetidos a extração 

do DNA pela adição de 50µl de tampão de lise (10 mM Tris-HCl pH 8,0, 25 mM 

EDTA, 100mM NaCl e SDS 1%) e 8µl da enzima proteinase K, seguido de 

incubação no termomix (Eppendorf Model 5436 Thermomixer) a 55ºC, sob 

agitação constante por 4h. Após incubação, as amostras foram resfriadas e 

submetidas a temperatura de 95ºC por 10 minutos para a inativação da 

proteinase K. Após os 10 minutos, foi adicionado 350µl do tampão TE (100 mL 

de solução de Tris-HCl [1M, pH: 8,0] / 20 mL de EDTA [0,5 M, pH: 8,0]) e 2.5µl 

de RNAse para neutralizar a reação por 20 minutos a 37ºC.  

 

3.3 PCR para genotipagem 

 

Para cada 1µl de DNA extraído, foram adicionados 17,8 µl de água, 2.5 

µl de tampão 10x, 1.25 µl de MgCl, Taq Polimerase e os primers específicos 

FR1 e FR2 como controle endógeno, e POH1 e POH2 para identificar a 

mutação nos animais P23H. As amostras foram amplificadas no termociclador 



(BIO-RAD T100 Thermal Cycler), segundo programa descrito na Tabela 2 e em 

seguida analisadas em gel de agarose 1,5%. 

 

Tabela 2. Programa do Termociclador para Genotipagem 

Temperatura/Tempo 

95ºC 5 minutos 

94ºC 30 segundos 

61ºC 1 minuto 

72ºC 1 minuto 

94ºC 30 segundos 

60ºC 1 minuto 

72ºC 1 minuto 

94ºC 30 segundos 

59ºC 1 minuto 

72ºC 1 minuto 

94ºC 30 segundos 

58ºC 1 minuto 

72ºC 1 minuto 

94ºC 30 segundos 

57ºC 1 minuto 

72ºC 1 minuto 

94ºC 30 segundos 

56ºC 1 minuto 

72ºC 1 minuto 

94ºC 30 segundos 

55ºC 1:30 

72ºC 1 minuto 

23x 

72ºC 10 minutos 

4ºC ∞ 

 

 

3.4 Coleta das células do Epitélio Ciliar 

 

Para cada experimento foram utilizados um pool de 7 a 10 animais, 

sendo analisados 3 pools diferentes (N=3). Após a eutanásia, os olhos foram 

enucleados e mantidos em Hank's Balanced Salt Solution – HBSS (Sigma) sem 

cálcio (pH 7.4). Posteriormente, a córnea, o cristalino, o humor vítreo e aquoso, 

e a íris foram removidos. Uma tira de tecido ocular contendo o Epitélio Ciliar 

(EC) foi obtido, e o epitélio pigmentado (EP) foi separado manualmente do 

epitélio não-pigmentado (ENP). As amostras obtidas foram utilizadas 

imediatamente ou mantidas em freezer -80 °C até o posterior uso. 

 



3.5 Cultura celular para coleta de Vesículas Extracelulares 

 

Após a dissecção e separação do EP e ENP, as células foram tratadas 

com 0.3mg/ml colagenase (Sigma; 78 U/ml) e 0.04mg/ml de hialuronidase 

(Sigma; 38 U/ml) à 37ºC por 35 minutos. Após incubação, as células foram 

homogeneizadas manualmente e em seguida, lavadas com HBSS e 

centrifugadas (Centrifuge Eppendorf 5810) em temperatura ambiente a 

2200rpm por 5 minutos. As células foram então incubadas com 0.25% de 

tripsina e 50µl de DNAse (1mg/ml) por 35 minutos a 37ºC e novamente 

homogeneizadas. Em seguida, as células foram contadas e plaqueadas à 

1x105 células/ml em meio livre de SFB (Soro Fetal Bovino), contendo 

DMEM/F12, 1X N2 suplemento (GIBCO), 2 mM l-glutamina, 100 U/ml 

penicilina, 100 μg/ml estreptomicina. As células foram mantidas em estufa à 

37ºC com 5% de CO2 por 48hs. 

 

3.6 Isolamento e extração das Vesículas Extracelulares 

 

 Para isolar as VEs liberadas pelas células, o sobrenadante das células 

do EP e do ENP foi coletado após 48h de cultivo. Este foi centrifugado à 2000 g 

por 30 minutos à temperatura ambiente para retirada de células e debris. Após 

descarte do pellet, foi adicionado 500µl do kit Total Exosome Isolation Reagent 

(from cell culture media, cat# 4478359, Invitrogen) ao sobrenadante. As 

amostras foram homogeneizadas e incubadas a 4ºC overnight. 

No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas à 10.000 g por 1h à 

4ºC. Após a centrifugação o sobrenadante foi descartado e os pellets foram 

ressuspendidos em PBS (Phosphate Buffered Saline, 1x, pH 7.4) para leitura 

no NanoSight ou fixados para Microscopia Eletrônica. 

 

3.7 Análise de Rastreamento de Nanopartículas  

 

A quantificação das VEs foi realizada através do equipamento NanoSight 

no centro de pesquisa A. C. Camargo Câncer Center. O NanoSight utiliza a 

tecnologia de Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) para quantificar a 

distribuição de partículas de 10nm a 1000nm em meio líquido, utilizando 



propriedades de espalhamento de luz e movimento Browniano para se obter a 

distribuição de tamanho e concentração das partículas em suspensão. As 

amostras das VEs foram extraídas a partir do kit Total Exossome Isolation 

(Invitrogen) e posteriormente ressuspendidas em 50µl de PBS ultrafiltrado e 

mantidas no gelo. Para analisar no NanoSight uma nova diluição foi realizada, 

onde 10µl das amostras foram diluídas em 490µl de PBS e um volume de 1 ml 

foi inserido no equipamento para efetuar a análise das VEs. 

 

3.8 Extração de RNA 

 

Após eutanásia, enucleação e dissecção do EP e ENP, o RNA das 

amostras dos animais controles (SDs) e com degeneração retiniana (P23H) 

foram extraídos pelo método de trizol (Invitrogem). Inicialmente, 1ml de trizol foi 

adicionado às amostras e homogeneizadas, em seguida incubadas por 5 

minutos a temperatura ambiente. Após os 5 minutos, foram adicionados 200µl 

de Clorofórmio (Synth) nas amostras e homogeneizadas com o auxílio de um 

vortex por 15 minutos. Após 3 minutos de incubação, as amostras foram 

centrifugadas à 12.000 rcf por 15 minutos à 4ºC. Logo após a centrifugação, a 

fase aquosa foi transferida para um novo tubo, adicionado 500µl de isopropanol 

(Sigma) e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente. Novamente as 

amostras foram centrifugadas (Centrifuge Eppendorf 5418R) a 12.000 rcf por 

15 minutos à 4ºC, em seguida, o sobrenadante foi descartado. Ao pellet foi 

adicionado 1 ml de etanol (Merck) 95% e agitado por inversão. As amostras 

foram centrifugadas a 12.000 rcf por 15 minutos à 4ºC e os tubos foram 

mantidos abertos por 10 minutos para secar o pellet completamente. Para 

ressuspender o pellet, foram adicionados 30µl de água livre de DNAse e 

RNAse e as amostras foram quantificadas no espectrofotômetro (Thermo 

Scientific - Genesys™ 10S UV-Vis).  

 

3.9 Síntese de cDNA 

 

O cDNA foi sintetizado a partir do RNA total extraído e quantificado. Ao 

RNA foi adicionado 5µl de primers randômicos, 10µl de tampão de PCR 5x, 5µl 

de DTT 100mM, 2.5µl dNTP 10mM, 1µl de RNAsin e 2 µl de Superscript III RT 



(Invitrogen). Em seguida, as amostras foram colocadas no termociclador à 

37ºC por 60 minutos, 42ºC por 30 minutos e 70ºC por 10 minutos. Após a 

síntese de cDNA foi realizado um PCR convencional (qualitativo) para verificar 

a presença ou ausência de transcritos específicos relacionados com a 

biogênese de vesículas extracelulares (Tabela 3) e o GAPDH como controle 

endógeno.  

 

3.10 PCR em Tempo Real 

 

 O cDNA foi amplificado com Sybr Green e primers específicos indicados 

na Tabela 3 no equipamento 7300 Real Time PCR System (Applied 

Biosystems). As medidas foram feitas utilizando triplicatas e controle negativo 

sem amostra (branco). Os resultados foram calculados com base nos valores 

de CT e normalizados pela expressão do gene controle interno GAPDH. 

 

Tabela 3. Lista de primers específicos 

Genes Sequence Forward Sequence Reverse 

Flotilina1 5' AAGACGAAGCAGCAGATCGAG 3' 5' CTCGCGCCTTGCTATCTCCT 3' 

Alix 5' GGCGTGATAAATGAGGAGGCT 3' 5' GTCCCTCCTGTTTCTTCAGAG 3' 

Anexina V 5' CTGGGACGGACGATCACACC 3' 5' ACGTGGCGAAGTTCTTCCTAAA3' 

ICAM1 5' CCGTGGGAATGAGACACTGA 3' 5' TGCCTGACCTCGGAGACATT 3' 

Tsg101 5' GTTATCATTCCCACAGCCCCA 3' 5' GGTCTATTACTCCCCGCCTC 3' 

EpCam 5' GGGGGAGTCCTTGTTCCATT 3' 5' CTGCTAACACCACCACGACA 3' 

CD81 5' CTCATTGCTGTGGGAGCTGT3' 5' CACTGGGACTCCTGGATGG 3' 

CD63 5' AACTATAGCGGCATGGCTGA 3' 5' CTCCACAAAAGCAATGCCCA 3' 

Hsp70 5' CAGGTGAACTACAAGGGCGA 3' 5' GCTGCGAGTCGTTGAAGTAG 3' 

EEA1 5' ATCCGAAGGCTCGCTACAGA 3' 5' TGGTCTCTACTTCCCGCAGTT 3' 

GAPDH 5’ ACAGTCCATGCCATCACTGCC 3’ 5’ GCCTGCTTCACCACCTTCTTG 3’ 

 

 

3.11 Análise Estatística 

 

Para os experimentos de PC, pools das amostras de 7-10 animais 

diferentes foram coletados, sendo analisados 3-5 pools. Os dados foram 

representados em unidades arbitrárias (U.A.), sendo o valor estimado relativo 

ao valor da curva padrão ou valores de CT (PCR), com o uso dos genes gapdh 

como controle endógeno. As diferenças estatísticas entre os tratamentos foram 



avaliadas pelo test-T de Student ou ANOVA, em Software GraphpadPrism. Em 

todos os casos o critério de significância foi dado pelo valor de P <0,05 e os 

resultados apresentados pela Média ±SEM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4. RESULTADOS 

 

4.1 Presença de estruturas microvesiculares nas células do Epitélio 

Ciliar 

 

As células do Epitélio Ciliar de animais selvagens adultos (controles) 

foram analisadas quanto a presença de estruturas microvesiculares em seu 

citoplasma por microscopia eletrônica de transmissão (Figura 7). 

As células do EP apresentam grandes vesículas contendo pigmentos em 

seu citoplasma, ausentes nas células do ENP. Na região de comunicação entre 

as células é possível identificar estruturas esféricas no citoplasma referentes às 

Vesículas Intracelulares (setas amarelas do quadro superior direito). Próximas 

às membranas plasmáticas de cada tipo celular também foram observadas 

estruturas vesiculares invaginadas (setas amarelas nos quadros inferiores) 

características de microvesículas. Estes dados indicam que as células do EC 

produzem vesículas citoplasmáticas. 

 

 

 

 



 

 

Figura 7. Micrografia eletrônica de transmissão das células do Epitélio Ciliar. No quadro 
superior esquerdo estão os dois tipos celulares do EC de animais pigmentados, indicando a 
presença de vesículas de pigmento no Epitélio Pigmentado (EP) e sua ausência no Epitélio 
Não-Pigmentado (ENP). O quadro superior direito é um detalhe do quadro à esquerda, 
indicando a presença de microvesículas na região de contato entre as duas células epiteliais 
(setas amarelas). Os quadros inferiores indicam a presença de vesículas intracelulares (setas 
amarelas) próximas às membranas das células do EP e ENP. Aumento de 100.000 vezes 

 

 

 

 

 

 



4.2 Caracterização semi-quantitativa dos marcadores envolvidos na 

biogênese de microvesículas nas células do Epitélio Ciliar 

 

Após detectar a presença de microvesículas no citoplasma das células 

do EC, realizamos uma primeira investigação para identificar a presença dos 

genes mais comuns envolvidos na composição e formação destas 

microvesículas.  

Como as microvesículas/exossomos destas células ainda não foram 

estudadas, nós primeiro investigamos a presença dos genes relacionados com 

a biogênese das microvesículas expressos nas células do Epitélio Ciliar. Esta 

abordagem baseou-se no fato de que a maioria das vesículas secretadas 

apresentam composição estrutural similar a das suas células de origem. 

A primeira análise de PCR semi-quantitativo indicou que as células do 

Epitélio Ciliar de animais adultos selvagens apresentaram a expressão de 

todos transcritos estudados (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Presença de Marcadores de microvesículas. Análise por PCR convencional para 

os marcadores envolvidos na composição e biogênese de microvesículas expressos pelas 

células do Epitélio Ciliar de animais adultos controles.  

 

 



4.3 Expressão transcricional dos marcadores microvesiculares 

 

Como a análise de PCR convencional não é adequada para 

quantificação de expressão de transcritos, realizamos experimento de PCR em 

tempo real quantitativo nas células do EP e ENP de animais adultos controles 

(Figura 9).  

Observamos que todos os transcritos estudados foram mais expressos 

nas células do EP em comparação com as células do ENP, com exceção de 

hsp70, que não apresentou diferenças estatísticas entre as células do EP e 

ENP. Estes dados sugerem que as células do EC possuem os principais 

marcadores de VEs e que são expressos de forma diferenciada entre as 

células desta estrutura. 

 

 



 

 

Figura 9 - Expressão transcricional de Marcadores de microvesículas nas células 

do EC. Análise por PCR em tempo real da expressão dos transcritos de epcam, icam, alix, 

anexinaV, cd81, cd63, hsp70 e tsg101 nas células do Epitélio Pigmentado (EP) e Epitélio Não-

Pigmentado (ENP) de animais normais controles. Resultados apresentados em média ± erro 

padrão. U.A. = Unidade Arbitrária. ***p< 0,0005, ns = não significativo. 

 

 

 

 



4.4 Quantificação de Microvesículas liberadas pelas células do 

Epitélio Ciliar 

 

Nosso próximo passo foi verificar se as células do EC eram capazes de 

liberar microvesículas ao meio extracelular. Através do equipamento 

NanoSight, capaz de rastrear partículas no meio, realizamos a análise da 

quantidade e do tamanho de VEs isoladas a partir do meio de cultivo do EP e 

ENP. 

As células do EP de animais controles apresentaram grande quantidade 

de vesículas de tamanho médio de 200nm (~3.3 partículas/ml), 350 nm (~3.7 

partículas/ml) e partículas maiores, de aproximadamente 550 nm (~1.5 

particulas/ml) (Figura 10 A, B e E). 

As células do ENP também foram capazes de liberar VEs, porém, em 

quantidade maior que as células do EP (ENP= 3255; EP= 2375), e tamanhos 

maiores, contendo microvesículas de 200 nm (~2 partículas/ml), 250nm (4.5 

partículas/ml), 400nm (~4 partículas/ml), 550nm (~4 partículas/ml), 800 nm (~1 

partícula/ml) e 1µm (~1.5 particulas/ml) (Figura 10C, D e E). 

 



 

 

 

Figura 10. Análise do tamanho das partículas por rastreamento de partículas em 

aparelho NanoSight. (A) Gráfico da quantidade média dos tamanhos das partículas por ml 

liberadas pelas células do Epitélio Pigmentado de animais controles. (B) Imagem capturada das 

partículas quantificadas liberadas pelo EP de animais controles. (C) Gráfico da quantidade 

média dos tamanhos das partículas por ml liberadas pelas células do Epitélio Não-Pigmentado 

de animais controles. (D) Imagem capturada das partículas quantificadas liberadas pelo ENP 

de animais controles. (E) gráfico comparativo da contagem de VEs liberadas pelas células do 

EP e ENP.  

 



4.5 Análise Morfológica das Microvesículas do Epitélio Ciliar 

 

As microvesículas do EC liberadas ao meio extracelular foram coletadas 

e preparadas para análise ultra-estrutural em microscópio eletrônico de 

transmissão.   

No panorama geral, detectamos grande quantidade de microvesículas 

no preparado histológico, algumas destas agrupadas e outras isoladas (Figura 

11A). Ao analisar estas estruturas individualmente, detectamos vesículas de 

tamanhos diferenciados (Figura 11B, C e D), corroborando com os resultados 

obtidos pelo rastreamento de nanopartículas.  

 

 



 

Figura 11. Morfologia das Vesículas Extracelulares. Análise morfológica por Microscopia 

Eletrônica de Transmissão da ultra-estrutura de microvesículas liberadas por células do Epitélio 

Pigmentado de animais controles (A). Note os aumentos diferentes entre as figuras (A=500nm 

e B=1000nm) . 

 

 

 

 

 

 



 

4.6 Genotipagem dos animais P23H 

 

Os animais P23H, modelo de degeneração retiniana, apresentam uma 

substituição da prolina por uma histidina na posição 23 da rodopsina (R23 

RHO). Por causa de alterações na forma desta proteína mutada, a rodopsina 

P23H é incapaz de iniciar de forma eficiente o processo de fototransdução, 

resultando na degeneração dos fotorreceptores. 

Por serem heterozigotos, os animais P23H precisam ser genotipados 

para comprovar a presença da mutação degenerativa, antes de sua análise.  

Os primers FR1 FR2 foram utilizados para detecção da transcrição do 

gene controle, e os primers POH1 POH2 foram confeccionados para detectar a 

mutação no gene P23H, que é responsável pela proteína rodopsina, presente 

nos fotorreceptores.  

Todos os animais (controles e mutantes) apresentaram a expressão do 

gene controle de peso molecular de 1500pb (Figura 12). Os animais que 

apresentaram o gene da mutação, indicaram pela presença de uma banda 

adicional de peso molecular de 750 pb. Apenas estes animais foram 

selecionados para os experimentos de análise de degeneração.  

 

 

 

 

Figura 12. Genotipagem dos animais P23H. Análise por PCR convencional para a presença 

da mutação na rodopsina presente nos animais modelos de degeneração retiniana P23H.  

 

 

 

 



4.7 Evolução da degeneração retiniana nos animais P23H 

 

As retinas dos animais P23H sofrem processo de degeneração ao longo 

do desenvolvimento do animal (Figura 13). Nos primeiros dias (5 e 10 dias pós-

natal) as retinas se apresentaram de forma semelhante nos animais controles 

(SDs) e com a degeneração retiniana (P23H), onde se observou a camada 

neuroblástica acentuada e poucas definições das futuras camadas plexiformes 

e nucleares.   

Aos 35 dias, detectou-se uma discreta diminuição na espessura das 

camadas dos fotorreceptores nos animais com degeneração, observando-se 

diminuição na camada nuclear externa e na região dos segmentos internos e 

externos dos fotorreceptores. 

Aos 100 dias de vida, a diferença entre as camadas dos fotorreceptores 

dos animais selvagens e dos animais com degeneração retiniana foi bastante 

evidente, indicando uma diminuição de mais de 50% na espessura da camada 

dos núcleos dos fotorreceptores e aproximadamente 70% de diminuição da 

camada dos segmentos dos fotorreceptores. 

 

 

 



 

 

 

 

Figura 13. Análise morfológica por Hematoxilina e Eosina em cortes transversais de 

retinas de animais normais Sprague Dawley (SD) e com degeneração retiniana P23H. As 

setas indicam a espessura da camada dos fotorreceptores, incluindo a camada nuclear 

externa, de coloração mais escura, e a camada dos segmentos dos fotorreceptores (internos e 

externos), de coloração mais clara. A camada dos fotorreceptores se inicia abaixo das células 

do epitélio pigmentado retiniano (na extremidade superior da seta) e termina na camada 

plexiforme externa (na extremidade inferior da seta). Aumento médio de 40x. 

 

 

 

 

 

 

 

 



A análise morfológica da região do Epitélio Ciliar não indicou alterações 

evidentes na morfologia da estrutura de animais controles e de animais com 

degeneração retiniana (Figura 14). Observou-se no detalhe da figura 14 (A e B) 

que as retinas da região marginal, próximas das regiões do EC, apresentaram 

a mesma espessura das camadas dos fotorreceptores (setas duplas), 

indicando que a degeneração retiniana atingiu a região central retiniana de 

forma diferente que na sua extremidade. 

 

 

 

Figura 14. Análise morfológica por Hematoxilina e Eosina de cortes transversais do 

Epitélio Ciliar de animais normais Sprague Dawley (SD) e com degeneração retiniana 

P23H. As setas pretas indicam o final da retina à esquerda e início do EC à direita. Em (A) e (B) 

se encontram figuras em maior aumento do especificado acima. As setas duplas brancas em A 

e B indicam a espessura da camada dos fotorreceptores na periferia da retina. Aumento médio 

de 40x. 

 

 

 

 

 



4.8 Expressão dos marcadores microvesiculares no EC de animais 

com degeneração retiniana 

 

Os animais com degeneração retiniana apresentaram padrão de 

expressão dos marcadores vesiculares de forma diferenciada dos animais 

controles (Figura 15). Nestes animais, foram encontrados mais expressos no 

EP os transcritos de icam, alix, anexinaV, cd63 e tsg101. Em contrapartida, os 

transcritos de epcam e hsp70 foram mais expressos nas células do ENP. Estes 

resultados sugerem que a degeneração retiniana interfere com a expressão 

dos marcadores vesiculares e, possivelmente, com sua composição. 

 

 

 

 



 

 

 

 

Figura 15 - Expressão transcricional de marcadores de microvesículas nos 

modelos de degeneração retiniana. Análise por PCR em tempo real da expressão dos 

transcritos de epcam, icam, alix, anexinaV, cd81, cd63, hsp70 e tsg101 nas células do Epitélio 

Pigmentado (EP) e Epitélio Não-Pigmentado (ENP) de animais P23H. Resultados 

apresentados em média ± erro padrão. U.A. = Unidade Arbitrária. **p< 0,005***, p< 0,0005, ns 

= não significativo. 

 

 

 

 



4.9 Quantificação de Microvesículas liberadas pelas células do 

Epitélio Ciliar 

 

Nossa análise quantitativa da liberação das microvesículas liberadas 

pelas células do EP dos animais com degeneração retiniana indicaram um 

padrão semelhante de distribuição comparado com os animais controles, sendo 

em sua maioria microvesículas pequenas de 200 e 300 nm (~4.5 e 5.5 

partículas/ml, respectivamente), e menor quantidade de microvesículas 

maiores, como 400 e 700nm (~3.5 e 1 partículas/ml, respectivamente) (Figura 

16A, B e E). 

Em contrapartida, as células do ENP de animais P23H apresentaram 

maior quantidade de liberação de microvesículas de tamanhos maiores e mais 

variados em comparação com as células do ENP de animais controles, 155nm  

(~0.5 partículas/ml), 200 e 300 nm (~1.5 partículas/ml), 500 nm (~2.5 

partículas/ml), 600 e 700 nm (~ 1 partícula/ml) e 1µm (~2 partículas/ml) (Figura 

16C, D e E). 

 

 



 

 

Figura 16. Análise do tamanho das partículas por rastreamento de partículas em 

aparelho NanoSight. (A) Gráfico da quantidade média dos tamanhos das partículas por ml 

liberadas pelas células do Epitélio Pigmentado de animais com degeneração retiniana P23H. 

(B) Imagem capturada das partículas quantificadas liberadas pelo EP de animais P23H. (C) 

Gráfico da quantidade média dos tamanhos das partículas por ml liberadas pelas células do 

Epitélio Não-Pigmentado de animais P23H. (D) Imagem capturada das partículas quantificadas 

liberadas pelo ENP de animais P23H. (E) gráfico comparativo da contagem de VEs liberadas 

pelas células do EP e ENP.  

 

 

 



5. DISCUSSÃO 

 

Diversos tipos celulares são capazes de sintetizar e liberar diversas 

moléculas para o meio extracelular dentro de estruturas vesiculares, com ação 

parácrina e/ou endócrina. Essas vesículas contêm uma grande variedade de 

receptores em sua superfície celular, proteínas de sinalização intracelular e 

material genético derivado de sua célula de origem (LI ET AL., 2019; MENG ET 

AL., 2019; KLINGEBORN ET AL., 2017; BORIACHEK ET AL., 2017; PACE ET 

AL., 2016). Estudos recentes demonstraram que as VEs podem influenciar o 

microambiente celular de forma benéfica, como por exemplo, VEs liberadas 

pelas células-tronco, que demonstraram induzir efeitos terapêuticos em 

modelos animais cardíacos (LI ET AL., 2019; CHEN ET AL., 2018; PEREZ-

HERNANDEZ ET AL., 2017; MONSEL ET AL., 2016), devido a sua capacidade 

de transferir moléculas bioativas para células receptoras ou liberar conteúdos 

para o microambiente, resultando em mudanças no comportamento e/ou 

fenótipo celular ou de próprio microambiente.  

Nesse trabalho, demonstramos que as células do EC são capazes de 

produzir e liberar VEs, sendo estas em quantidade e tamanhos variados. 

As VEs têm se demonstrado um importante biomarcador de prognostico 

e diagnostico para diferentes fisiopatologias, como o câncer por exemplo. Já foi 

demonstrado que VEs desempenham importante papel na fisiologia de células-

tronco (ZHANG ET ALl., 2016; TAYLOR ET AL., 2013), sendo, inclusive, 

utilizadas em estudos experimentais para tratar doenças neurodegenerativas.  

Dados recentes demonstraram resultados positivos no tratamento de 

Parkinson em modelo animal utilizando vesículas como terapia alternativa, 

onde foi observada uma melhora no quadro clínico e sintomatologia dos 

animais. A partir disso, diversos grupos independentes consideram promissora 

a utilização de vesículas no tratamento de doenças neurodegenerativas 

(PICCA ET AL., 2019; VOGEL ET AL., 2018). Na medicina regenerativa, alguns 

estudos pré-clínicos sugerem que as VEs podem reproduzir o mesmo efeito do 

tratamento com células-tronco, sendo um promissor substituto para terapia 

celular (LEE ET AL., 2019).  

No EC, detectamos que as células do EP apresentaram VEs de 

tamanhos menores em comparação com as células do ENP. Isso pode refletir 



no conteúdo e função destas VEs. Sabe-se que as células do ENP são 

altamente secretoras, produzindo uma variedade de substâncias enviadas ao 

ambiente interno do olho e que farão parte da composição do vítreo. Estudos 

complementares são necessários para analisar a composição destas VEs e 

compreender seu papel ambiente ocular. 

Detectamos que os animais modelos de degeneração da retina 

apresentaram diferenças na expressão dos marcadores de microvesículas, 

assim como liberaram VEs de tamanhos diferenciados em comparação com os 

animais controles. Isso sugere que o processo degenerativo interfere na 

síntese destas VEs, que, provavelmente, também tenham conteúdos e funções 

diferenciadas. 

Ratos transgênicos com a mutação P23H na rodopsina apresentam 

maior susceptibilidade a danos nas células fotorreceptoras em comparação a 

animais normais. Sabe-se também que a degeneração retiniana se deve a 

exposição elevada a luz, que consequentemente afeta a rodopsina levando a 

perda das células fotorreceptoras por meio de apoptose (CHEN ET AL., 2014; 

SAKAMI ET AL., 2014; SOTOCA ET AL., 2014). 

Sabe- se há mais de 100 mutações RHO diferentes, representando 10% 

dos casos de RP. RHO é um gene responsável por codificar a proteína 

Rodopsina, composta por uma parte proteína Opsina ligada a uma parte não 

proteica derivada da vitamina A, o cromóforo conjugado 11-cis-retinal. Após a 

absorção da luz, o cromóforo isomeriza-se em all-trans-retinal, sofrendo 

alterações conformacionais da rodopsina, subsequentes a ativação da cascata 

de fototransdução, produzindo reações que levam a impulsos nervosos. 

(MONAI ET AL., 2018; NAKAMURA ET AL., 2017; CHIANG ET AL., 2016; 

CHEN ET AL., 2015; ORHAN ET AL., 2015; INGLEHEARN ET AL., 1991; 

SUNG ET AL., 1993; DRYJA ET AL., 1990).  

Ensaios para analisar a função destas vesículas nas células-alvo são 

fundamentais para a compreensão do efeito destas estruturas no tecido de 

animais controles e em situação de degeneração retiniana. 

 

 

 

 



6. CONCLUSÕES 

 

Uma vez que as Vesículas Extracelulares apresentam importante 

funções de sinalização entre as células de um microambiente, seu estudo nas 

células do EC se torna fundamental, pois estas células são conhecidas por 

serem potenciais fontes de células-tronco retinianas e desempenham papeis 

importantes na fisiologia do olho. 

Neste trabalho mostramos que as células do EC apresentam estruturas 

microvesiculares em seu citoplasma e que liberam vesículas ao meio 

extracelular. Uma vez que expressam os marcadores de vesículas mais 

conhecidos na literatura atualmente, acredita-se que estes marcadores 

desempenhem função importante na biogênese destas vesículas. 

As células do EP e ENP apresentam diferenças na quantidade de 

transcritos destes marcadores, o que pode refletir nas características 

morfológicas e quantidades diferenciadas de VEs liberadas ao meio 

extracelular. 

Nos animais com degeneração retiniana, as VEs liberadas pelas células 

do ENP se apresentaram maiores que nos animais controles, sugerindo que 

esta condição interfira diretamente com a síntese e conteúdo destas vesículas. 

 De forma geral, o conhecimento das características das VEs liberadas 

pelas células do EC pode gerar informações importantes sobre a resposta 

tecidual durante os processos degenerativos da retina e possível tentativa de 

regeneração deste tecido.  
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