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INTRODUCAO

Vesiculas de membrana (VMs) séo estruturas envolvidas por
membrana lipidica que podem conter componentes
citoplasmaticos como proteinas, enzimas e acidos nucléicos.
Elas sdo encontradas em fluidos biolégicos como plasma, soro,
saliva e leite materno, e séo liberadas por varios tipos celulares.
Sua liberagdo e contetdo variam conforme o estado da célula.
Por exemplo, macréfagos infectados por Mycobacterium spp.
induzem a sua maior produgdo e mudangas na composigao. As
VMs sdo consideradas como uma das principais vias de
comunicacdo intercelular, em conjunto com fatores de
crescimento, citocinas, nucleotideos, lipidios, NO2 e moléculas
de adesdo, e sdo capazes de modular respostas imunes. O
objetivo do presente trabalho foi caracterizar morfo-
funcionalmente as VMs derivadas de macroéfagos infectados
com Mycobacterium bovis BCG (BCG).

METODOS

VMs foram isoladas a partir do sobrenadante de cultura de
macr6fagos humanos obtidos a partir de bolsas de sangue e
infectados (VMsBCG) ou ndo (VMsMeio) por BCG (cepa vacinal
Moreau-RJ), bem como do isolamento direto a partir do plasma
de doadores saudaveis (VMsPlasma). As VMs foram
caracterizadas morfologicamente, por microscopia eletrdnica de
transmissdo (MET), quanto a tamanho e concentragdo por
andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) e
bioguimicamente, quanto a presenga de moléculas de superficie
e citocinas internas.

RESULTADOS

A caracterizagdo morfolégica por MET (figura 1), e quanto a
tamanho e concentracéo por NTA (figura 2), sugerem que as
VMs obtidas tém tamanho e formato compativeis com a
literatura, sendo maior a concentracéo de VMsPlasma. A origem
e a capacidade de transportar antigenos foi confirmada pela
presenca de moléculas de superficie de macréfagos e a
presenca de receptores do complexo principal de
histocompatibilidade do tipo Il (MHC-II) (figura 3). VMs-BCG
mostraram carregar niveis aumentados de IL-6 e IL8 quando
comparadas com VMsMeio e VMsPlasma, sugerindo sua
potencial atividade pré-inflamatoéria (figura 4).

CONCLUSAO

Concluimos que macréfagos liberam VMs com caracteristicas
da célula originaria e capacidade de apresentacdo de antigenos,
e gque quando infectados pelo BCG, liberam VMs que carregam
citocinas pré-inflamatérias que podem favorecer o macréfago
frente a infecgéo pelo BCG.

Figura 1 - Microscopia eletronica de transmissédo de VMs.

VMsMeio (A), VMsBCG (B) ou VMsPlasma (C) foram adsorvidas a grades de cobre
revestidas com formvar por 20 minutos. Foi utilizado acetato de uranila 2% para
contrastagdo negativa. Barra de escala: 100nm.
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Figura 2 - Quantificacao das VMs por Nanoparticle Tracking Analysis (NTA).
VMs em suspensao foram capturadas por uma camera CCD, cada particula teve seu movimento acompanhado

para mensuracao do tamanho (A) e concentracéo (B) pelo NanoSight NS300. As barras representam a média e
o desvio padréo de um experimento realizado em triplicata.

Figura 3 - Citometria de fluxo das VMs marcadas com anti-CD68 e anti-HLA-DR.

As VMs foram marcadas com Anti-CD68 e anti-HLA-DR por 30 minutos no escuro e em seguida analisadas por
citometria de fluxo. Ao lado esquerdo estéo representados os dot plots da marcacao do anti-CD68 e anti-HLA-
DR. Foi selecionado um gate apenas com as VMs CD68 positivo. Ao lado direito estad representado a
positividade do HLA-DR entre as VMs CD68 positivo. A: Nao marcado; B: VMsMeio; C:VMsBCG; D:
VMsPlasma.
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Figura 4 - Dosagem de citocinas internas nas VMs

A quantificacdo de citocinas foi realizada utilizando o kit CBA inflamatério. Foram
encontradas niveis detectaveis das citocinas IL-6 (A), IL-8 (B) nas VMs de diferentes
condicdes.
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