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INTRODUCAO

Vesiculas extracelulares (VEs) sao pequenas estruturas compostas por
bicamadas lipidicas, com diametro que varia entre 30 e 1000
nanometros. Dentre os tipos de vesiculas extracelulares existentes, os
exossomos destacam-se por ser potenciais fontes de biomarcadores
proteicos e de acidos nucleicos (RNAs) para diversos tipos de condicoes
fisiologicas e patoldgicas. Além do fato de que VEs do plasma
sanguineo sao de dificil obtencao, a qualidade da pesquisa de
biomarcadores nessas estruturas pode ser grandemente impactada

pelas condicdes de manuseio e armazenamento desses isolados.

OBJETIVO

Avaliar diferentes condicdes de armazenamento, tratamento e manuseio

de isolados de VEs obtidas a partir de plasma sanguineo humano.

RESULTADOS

Foi observada uma grande diferenca na concentracao de particulas
entre os isolados armazenados em eppendorfs normais e eppendorfs
Lobind®, com o segundo tipo de tubo apresentando concentracdes 2,13
e 2,31 maiores, em média, para fracdes obtidas por CET e pelo
protocolo combinado, respectivamente. A passagem dos isolados por
filtro de 0,22 um nao impactou significativamente na concentracao e

tamanho médio das particulas conforme analisado por NTA.
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Figura 1: Fluxograma do Isolamento de VE a partir do plasma até a analise por NTA

METODOLOGIA

Isolados de VEs foram obtidos a partir do plasma humano por um
protocolo combinado, envolvendo ultracentrifugacao com gradiente de
densidade (UC-GD) seguida de cromatografia de exclusao de tamanho
(CET). As fracoes enriquecidas em VEs (7 a 10) foram divididas em duas
aliguotas, uma delas estocada em tubo Eppendorf comum e outra em
tubo Eppendorf LoBind® e as concentracoes de particulas de cada
fracao foram analisadas por NTA. Também avaliou-se o efeito da
filtracao em filtro de 0,22 um na concentragao final de particulas das

fracOes isoladas (Figura 1).
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CONCLUSAO

Os nossos dados sugerem que os tubos LoBind® sdao superiores para o

armazenamento de isolados de VEs com baixa concentracao de proteina,

tais como os obtidos pelas técnicas empregadas pelo nosso grupo. Para

0s passos seguintes de otimizacao, estao previstos testes de estabilidade

das VEs apos ciclos de congelamento/descongelamento e das diferentes

variaveis qualitativas associadas ao tratamento das amostras apos o

descongelamento.
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