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RESUMO

Amorim MG. Estudo de vesiculas extracelulares em linhagens celulares
e em pacientes com cancer de mama positivas para a amplificagao de
ERBB2/HER2. Sao Paulo; 2015. [Tese de Doutorado-Fundacdo Antdnio

Prudente]

As Vesiculas Extracelulares (EVs) sao organelas essenciais para processos
fisiologicos e aparentemente contribuem para o desenvolvimento de
diversas doencas através da transferéncia entre células de acidos nucléicos
e proteinas contidos em seu interior. Deste modo, EVs sao promissoras
como fonte de biomarcadores. Neste trabalho, avaliamos o conteudo de EVs
secretadas in vitro e in vivo, com o intuito de identificar moléculas
relacionadas com a amplificagdo do oncogene ERBB2/HER2 e com estadios
de progressao tumoral de cancer de mama HER2+. Utilizando um modelo de
duas linhagens celulares - HB4a derivada de mama normal e C5.2, um clone
de HB4a que superexpressa o oncogene ERBB2/HER2 - isolamos duas
populacdes de EVs provenientes do meio de cultura celular condicionado:
20K, enriquecida para microvesiculas e 100K, enriquecida para exossomos.
Demonstramos que a superexpressdo de um unico oncogene
(ERBB2/HERZ2) altera o perfil protebmico das EVs secretadas pela células
C5.2. Proteinas capazes de induzir a transformagdo maligna foram
encontradas superexpressas nas duas populag¢des de EVs da linhagem C5.2,
e interessantemente observamos uma maior expressdo de HER2 nas EVs
em relagdo a esta mesma linhagem celular. Uma analise por
sequenciamento de nova geragdo do transcriptoma completo (RNAs
pequenos e longos) das EVs e células secretoras revelou centenas de
transcritos diferencialmente representados entre as duas linhagens, que
podem estar direta ou indiretamente sendo afetados pela superexpressao de
HER2, e possibilitou uma investigagdo das moléculas preferencialmente

incorporadas nas EVs. Avaliamos também EVs circulantes no plasma de



trinta pacientes com cancer de mama ductal invasivo HER2+, divididas em
trés grupos de estadiamento progressivo da doenca. Caracterizamos o perfil
transcricional destas EVs, validamos experimentalmente um miRNA (miR-
223-3p) que pode estar envolvido com o desenvolvimento de metastase e
identificamos 1.808 transcritos unicos diferencialmente representados entre
os trés grupos, que podem estar correlacionados com a progressao tumoral.
De maneira inédita, identificamos em EVs derivadas tanto de linhagens
celulares quanto de pacientes centenas de RNAs circulares, que sao
moléculas capazes de atuar como esponjas de miRNAs. O estudo
apresentado traz novas oportunidades para a descoberta de biomarcadores
em cancer de mama HER2+ e contribui com o melhor entendimento do

papel biolégico das moléculas carreadas em EVs.



SUMMARY

Amorim MG. [Study of extracellular vesicles in cell lines and breast
cancer patients positive for ERBB2/HER2 amplification]. Sado Paulo;

2015. [Tese de Doutorado-Fundagao Antonio Prudente]

Extracellular vesicles (EVs) are essential organelles involved in physiological
processes and apparently contribute to the development of several
pathological conditions by the transfer between cells of nucleic acid and
protein cargo. Therefore, EVs are promising sources of biomarkers. In the
study presented here, we evaluated the content of EVs secreted in vitro and
in vivo, aiming to identify molecules related to ERBB2/HER2Z oncogene
amplification and with progressing tumor stages of HER2+ breast cancer.
Using a model of two cell lines — HB4a derived from normal breast and C5.2,
a clone of HB4a that overexpresses ERBB2/HER2 — we isolated two
populations of EVs derived from the conditioned cell culture medium: 20K,
enriched for microvesicles and 100K, enriched for exosomes. We
demonstrate that the overexpression of a single oncogene (ERBB2/HERZ2)
alters the proteomic landscape of EVs secreted by C5.2 cells. Proteins
capable of inducing malignant transformation were found overexpressed in
both EVs populations secreted by C5.2 cells, and interestingly, we observed
an increased expression of HER2 in the EVs compared to the secreting cells.
Next generation sequencing analysis of the entire transcriptome (long and
short RNAs) of EVs and secreting cells revealed hundreds of transcripts
differentially expressed between the two cell lines, which may be directly or
indirectly affected by HER2 overexpression, and enabled the investigation of
molecules that are preferentially shuttled in EVs. We also evaluated
circulating EVs in the plasma of thirty patients with invasive HER2+ ductal
breast cancer, divided into three groups of progressive disease staging. We
characterized the transcriptional profile of these EVs, experimentally

validated a miRNA (miR-223-3p) that may be involved with metastasis and



identified 1,808 unique transcripts that are differentially represented between
the three groups and that may be correlated to tumor progression. We
identified, for the first time in EVs derived from both cell lines and patients,
hundreds of circular RNAs, which are molecules capable of acting as
miRNAs sponges. Our study creates new opportunities for the discovery of
new biomarkers in HER2+ breast cancers and contributes to the better

understanding of the biological role of molecules shuttled by EVs.
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1 INTRODUGAO

1.1 VESICULAS EXTRACELULARES (EVS)

1.1.1 Histérico

Sabe-se desde 1967 que o plasma depletado de plaquetas intactas
contém material particulado (originalmente chamado de “platelet dust’) que
pode ser separado por ultracentrifugacdo (WOLF 1967). As particulas
observadas WOLF (1967) foram descritas como sendo ricas em
fosfolipideos e com propriedades coagulantes, porém suas fungdes
fisiolégicas ainda eram desconhecidas. Foi na década de 1980 que as
vesiculas ganharam a atencdo da comunidade cientifica. Estudos de
microscopia eletrdbnica de dois grupos independentes demonstraram o
envolvimento de vesiculas de ~50nm na reciclagem do receptor de
transferina durante a maturacdo de reticuldcitos de ratos e ovelhas
(HARDING et al. 1983, 1984; PAN e JOHNSTONE 1983; PAN et al. 1985).
O nome de “exossomo” foi dado a essas vesiculas de origem endossomal
em 1987 (JOHNSTONE et al. 1987), porém pouco se sabia entdo de suas
funcgdes além de exocitose de certas moléculas.

Em 1980, TAYLOR et al. descreveram a presenga de fragmentos de
membrana de células tumorais em fluidos (cisto e ascite) de pacientes com
cancer de ovario. Logo depois, em 1981, outro grupo demonstrou que o
liquido ascitico de animais inoculados com hepatocarcinoma (porcos da
india) e carcinoma de mama (camundongos) centrifugados a 100.000xg
continham vesiculas com atividade pro-coagulante (DVORAK et al. 1981). A
significancia biolégica desta atividade pro-coagulante vesicular, sugeriram os
autores, poderia estar relacionada com os extensos depésitos de fibrina
encontrados na cavidade peritoneal dos animais, que funcionaria como uma
barreira fisica isolando as células tumorais do sistema imune do hospedeiro
(DVORAK et al. 1981; LIPINSKI e EGYUD 2000).



Em 1996, com a descoberta de que linfocitos do tipo B secretavam
vesiculas contendo moléculas de MHC classe |l e que eram capazes de
ativar linfocitos T (RAPOSO et al. 1996), foi atribuido aos exossomos um
papel de apresentacdo de antigenos. A capacidade das vesiculas
desencadearem respostas imunes também foi comprovada em estudo de
1998 com exossomos isolados do meio condicionado de células dendriticas
murinas estimuladas in vitro com peptideos tumorais. Quando administrados
em camundongos com tumores ja estabelecidos (carcinoma mamario e
mastocitoma), esses exossomos levaram a supressdo do crescimento
tumoral de maneira dependente de linfécitos T (ZITVOGEL et al. 1998). Em
2002, ANDRE et al. demonstraram que liquido ascitico de pacientes com
diversos tipos de cancer acumula grandes quantidades de exossomos
contendo moléculas relacionadas ao sistema imune (MHC 1) e antigenos
tumorais, como MART1 em pacientes com melanoma e Her2/Neu em
pacientes com cancer de mama. A estimulagdo de células dendriticas
autélogas com os exossomos isolados do liquido ascitico do proprio
paciente foi capaz de induzir a produgao de linfécitos T direcionados contra
os antigenos tumorais contidos nos exossomos. Neste sentido, o uso de
vacinas derivadas de vesiculas, e portanto acelulares, ¢ uma area
promissora na imunoterapia do cancer, com diversos estudos clinicos em
andamento (CHAPUT e THERY 2011).

1.1.2 Biogénese e secregao

A classificacdo dos dois principais tipos de vesiculas, os exossomos e
as microvesiculas, veio em 1999, com o estudo de plaquetas ativadas
(HEIUNEN et al. 1999). Enquanto os exossomos ja eram sabidamente
derivados da membrana interna do endossomo, e de tamanho de 40-100nm,
as microvesiculas foram descritas como provenientes da membrana
plasmatica, e de maior tamanho (100-1000nm). As duas populagcbes de
vesiculas sao secretadas pelas células, porém possuem biogénese e
composic¢des proteicas distintas, sugerindo fungdes diferenciadas (HEIJNEN
et al. 1999).



Conforme ilustrado na Figura 1, as microvesiculas sao geradas
diretamente da membrana plasmatica, enquanto que o0s exossomos sao
derivados de invaginagdes da membrana que formam os endossomos e
MVEs (do Inglés multivesicular endosomes), que eventualmente se fundem
novamente com a membrana celular liberando o seu conteudo (exossomos)
no meio extracelular (RAPOSO e STOORVOGEL 2013). Alternativamente,
os endossomos também podem ser destinados ao lisossomo para
degradagdo. Atualmente o conjunto de vesiculas secretadas pelas células
tem sido denominado Vesiculas Extracelulares (ou EVs, do Inglés,

Extracellular Vesicles).

O Microvesicles
() ,2 O
—i [\‘_\
. % Cov : &
Exosomes

A Early - O

F O Endosome

Fonte: RAPOSO e STOORVOGEL (2013).
Figura 1 - Biogénese das duas principais populacbes de EVs -
microvesiculas e exossomos.

Alguns dos mecanismos envolvidos na formagéo dos exossomos ja
foram bem caracterizados. Vesiculas intraluminais se formam por
invaginagdes da membrana dos endossomos gerando os chamados
endossomos multivesiculares. Este processo é coordenado por proteinas da
maquinaria ESCRT (do Inglés endosomal sorting complex required for
transport), que consiste de aproximadamente trinta proteinas organizadas

em quatro complexos (ESCRT-0, I, -ll, e —Ill) em conjunto com proteinas



associadas (ALIX e VPS4, dentre outras) (COLOMBO et al. 2014). A Figura
2 ilustra os principais passos do processo de formacdo das vesiculas
intraluminais que eventualmente s&o secretadas como exossomos.
Primeiramente a proteina HRS do complexo ESCRT-0 reconhece a
ubiquitina presente em determinadas proteinas transmembranas, e recruta a
proteina TSG101 do complexo ESCRT-l, que por sua vez recruta o
complexo ESCRT-III por meio de ESCRT-Il ou ALIX. Os complexos ESCRT-
| e —Il sdo responsaveis pela deformacdo da membrana, e o complexo
ESCRT-Ill subsequentemente realiza a excisdo da membrana, por meio de
oligbmeros em forma de espiral que constringem para “quebrar o pescogo”
da vesicula em formacado. Finalmente, a ATPase VPS4 é recrutada para

dissociar os oligbmeros, que sdo entao reciclados (RUSTEN et al. 2012).

Fonte: RUSTEN et al. (2012).
Figura 2 - Mecanismo de formacédo das vesiculas intraluminais nos

endossomos multivesiculares. ILV — do Inglés intraluminal vesicle; MVE — do Inglés
multivesicular endosome.



Uma via independente de ESCRT foi proposta, mediada por
microdominios na membrana (lipid-rafts) que contém altas concentragdes do
esfingolipideo ceramida (TRAJKOVIC et al. 2008). Foi demonstrado que as
esfingomielinases (SMases), enzimas responsaveis por processar O0S
esfingolipideos, sdo necessarias para a formagao dos exossomos (BIANCO
et al. 2009; KOSAKA et al. 2010). Varias proteinas da familia Rab (que em
humanos inclui aproximadamente 70 proteinas) participam do processo de
trafico intracelular, por exemplo, as proteinas Rab27a e Rab27b séo
importantes para a fusdo dos MVEs com a membrana plasmatica
(OSTROWSKI et al. 2010). Sabe-se que a secregao de exossomos €
dependente de Ca?* intracelular (SAVINA et al. 2003), e que outros fatores
fisioldgicos como pH e hipdxia também afetam a produgdo de EVs (KING et
al. 2012; PAROLINI et al. 2009). Proteinas como TP53 e TSAP6 também
regulam a secrecdo de exossomos (YU et al. 2006). Como TP53 € o gene
mais frequentemente mutado em céancer (LEVINE e OREN 2009), podemos

especular que existam alteragdes na secrecao de exossomos em cancer.

1.1.3 Composicao e conteudo

As EVs sdo compostas por uma bicamada lipidica, e contém em seu
interior proteinas e acidos nucléicos. Ja que as EVs aparentemente sao
importantes carreadores de moléculas bioativas, recentemente diversos
grupos tém buscado determinar a sua composi¢cao e o seu conteudo. Neste
sentido, foram criados repositérios publicos que buscam organizar os
achados dos grupos que avaliaram o conteudo de EVs obtidas em diferentes
contextos e a partir de diferentes fontes. O primeiro destes bancos de dados
foi o ExoCarta (http://exocarta.org) (MATHIVANAN e SIMPSON 2009), que
cataloga o conteudo de exossomos de mamiferos. Subsequentemente o
ExoCarta foi incorporado a um banco denominado Vesiclepedia
(http://microvesicles.org) (KALRA et al. 2012), que reune dados obtidos de
todos os tipos de EVs de eucariotos e também de procariotos.
Recentemente foi criado um outro repositério denominado EVpedia

(http://evpedia.info) (KIM et al. 2013b), que em sua atualizacdo de Setembro



de 2014 apresentava o conteudo de 263 estudos em larga-escala, com mais
de 172 mil moléculas catalogadas.

Em termos de composi¢cdo do conteudo lipidico de suas membranas,
uma comparagao entre membrana celular e membrana vesicular mostra um
enriquecimento nas EVs de ceramida, colesterol, fosfatidilserina, e
esfingomielina (COLOMBO et al. 2014). Diferengcas na composicao lipidica
entre duas populagdes (de tamanho médio 50 e 100nm) de EVs secretadas
em sémen (prostassomos) também foram encontradas, sugerindo que as
duas populagdes podem ter biogéneses e fungdes distintas (BROUWERS et
al. 2013). Os lipideos expostos em EVs derivadas de células tumorais
podem ter um papel funcional na indugdo da angiogénese, pois foi
demonstrado que a esfingomielina presente em EVs derivadas de linhagens
celulares tumorais (HT1080 fibrosarcoma e DU-145 carcinoma de prostata)
€ capaz de induzir a migragcao, invasao e formacado de tubos em células
endoteliais humanas (HMEC-1) (KIM et al. 2002).

Quando o conteudo carreado pelas EVs é avaliado quantitativa e
qualitativamente, observamos uma ampla diversidade protéica que reflete as
células de origem, estados fisioldgicos, patoldgicos ou de desenvolvimento.
A Figura 3 representa as principais proteinas identificadas em EVs,
agrupadas de acordo com a sua atividade (MATHIVANAN et al. 2010).
Varias destas proteinas sdo utilizadas como marcadores de EVs para
separacao por imunoafinidade ou para caracterizagdo do material isolado
por Western Blot, por exemplo. Destacam-se as proteinas envolvidas com
adesao celular, como integrinas; as proteinas de citoesqueleto como actina
e cofilina; as proteinas de lipid-rafts como flotilina; as proteinas
transmembrana da familia de tetraespaninas, como CD9, CD63 e CD81; as
protéinas envolvidas com a biogénese das EVs, como Alix, TSG101 e

clatrina; e as proteinas de apresentagao de antigeno, como MHC | e Il.



Cytoskeletal proteins

" Acting Tubuling >
Cofllin1  THBS1 — Heat shock

Adhesion ({ mrces - Protiin 1 m‘:ﬂl N, Proteins
molecules y Moesin  Gelsolin HEPTO A
Integrins fladicn  Floonesin g HSPS0 AN .ﬁ‘ Transmembrane
~ g Myosin  LGALSIBP HSPAS
4 Perlecan K
proteins CCT2 .7 \"‘
HEPED
ATPase |, ATP1A1 Ubiquitin 1
! DYNC1H1 A
pTrel Ubigquitin B GAPDH TP \
| ACLY Ubiquitin C Enolase 1 Peroxiredoxing |
[ Aldolase 1 PAHB
. PEMZ LDH \
Antigen / Syntenin  Mueln 1 PGK1 Cyciophilin A Enzymes
presentation | 14-3-3 EHD1 Al POIAY FASH
I G proteins EHDA Tm'l“n' GSTP1 MOH1
ARF1 RAN il [ ) CNP
cDC42 FEBP1 AHCY
Stomatin - MIF
. \ SLCHAIRT RAAS2
Signal RALA RAC1 MVB EEF1A1
transduction \ PDCDE  NRAS biogenesis EEF2 "
\ Rackl LGALSS . Transcriptional
EEF1A2 regulation
Clusterin ~ WDR1 Annexing
Transgelin 2 VPS8 GOz o
Histones MVF RAPIB / ’n’%
APDE KPHE1 Rab proteins 74 .
. ANPEP C10RFS8 sLCIAR iy Lipid rafts
 Albumin oLt 7 P
Others M o o
= " Membrane
C0% — cpea — cost trafficking
Tetraspanins

Fonte: MATHIVANAN et al. (2010).

Figura 3 - Representacdo esquematica do conteudo proteico de EVs. As
proteinas estdo agrupadas de acordo com a fungdo. Varias das proteinas aqui
representadas, tais como HSP70, Flotillin1, CD9, CD63 e CD81, sdo frequentemente
utilizadas como marcadores de EVs em imunodetecgao por Western Blot.

Os primeiros acidos nucléicos identificados em EVs foram os miRNAs
e 0s mMRNAs, em 2007 (VALADI et al. 2007). Neste estudo os autores
demonstraram que os mMRNAs presentes nos exossomos eram funcionais,
pois quando um destes mMRNAs foi transferido de células de camundongo
para células humanas, este foi passivel de ser traduzido in vitro, produzindo
uma proteina murina na célula receptora. Diferencas no conteudo
transcricional entre os exossomos e as células das quais eles se originaram
foram encontradas, sendo que 270/1.300 transcritos foram detectados
exclusivamente nos exossomos e n&o nas células que os originaram. Em um
outro estudo, com microvesiculas derivadas de culturas primarias de
glioblastoma, 4.700/27.000 transcritos foram encontrados exclusivamente
nas EVs e ndo nas células secretoras (SKOG et al. 2008). Além de miRNAs

e mRNAs, as EVs também contém grandes quantidades de proteinas e de



outros RNA nao-codificantes de proteinas. Em um trabalho com EVs
derivadas de células dendriticas e linfocitos T, foi demonstrado um
enriquecimento de RNAs estruturais como SRP-RNAs, vRNAs e Y-RNAs
nas EVs, em comparagdo com o transcriptoma celular (NOLTE-"T HOEN et
al. 2012). Tais achados sugerem que algumas moléculas sé&o
preferencialmente destinadas para os exossomos, e que a composi¢cao das
EVs ndo € uma simples amostragem aleatéria do contéudo das células.

A presenca de DNA genbémico em EVs também ja foi reportada. O
primeiro estudo identificou DNA simples fita em microvesiculas derivadas de
linhagens tumorais de meduloblastoma e demonstrou a amplificacdo do
oncogene c-Myc (BALAJ et al. 2011). Ja um estudo mais recente avaliou um
amplo painel de linhagens tumorais e demonstrou que o DNA contido em
EVs é predominantemente dupla fita, representa sem viés todo o genoma e
reflete o perfil mutacional da célula secretora, sendo possivel a detecgao de
mutagbes em BRAF e EGFR nas EVs tumorais de melanoma e pulmao,
respectivamente (THAKUR et al. 2014). Um outro estudo também detectou a
presenca de DNA dupla fita em EVs representando todos os cromossomos.
Neste estudo mutagcées em KRAS e TP53 foram identificadas no DNA de
EVs derivadas do soro de pacientes com adenocarcinoma de pancreas
(KAHLERT et al. 2014). Se confirmado, o achado de DNA gendmico em EVs
representa um importante avanco pois a deteccdo de mutagdes cancer-
especificas em EVs tumorais circulantes pode ser usada para diagndstico e
monitoramento de resposta a tratamento dentro do conceito de bidpsias

liquidas.

1.1.4 Métodos de estudo

O isolamento das EVs €& geralmente feito a partir de meio
condicionado de cultura de células ou de biofluidos como o plasma, saliva,
liquido cerebroespinhal, e outros. Independente da fonte, o protocolo
classico de isolamento das EVs utiliza uma série de centrifugagdes para
primeiro eliminar células, células mortas e debris celulares, e depois baixar

as EVs que sao lavadas com PBS e entdo resuspendidas em um volume



reduzido (THERY et al. 2006). Para uma maior separagdo de contaminantes,
as EVs podem ser isoladas por um gradiente de densidade (tipicamente
preparado utilizando sacarose ou iodixanol). Também existem métodos
alternativos de isolamento, como a resina ExoQuick, desenvolvida
comercialmente pela empresa SBI (System Biosciences, California, EUA) e
que precipita as EVs tendo como base a afinidade entre estas e um polimero
presente na resina. Métodos baseados em filtracdo, ou ainda em
imunoseparacao utilizando um conjugado de beads magnéticas e anticorpos
que reconhecem proteinas especificas presentes na superficie das EVs,
como EpCAM para a separacdo de EVs de origem epitelial, também séao
disponiveis comercialmente. Cada método de isolamento tem vantagens e
desvantagens, mas nenhum € capaz de separar completamente as
diferentes populagdes de EVs (exossomos e microvesiculas), permitindo um
enriquecimento das mesmas, mas nao uma purificagdao absoluta (RAPOSO
e STOORVOGEL 2013).

Apdés o isolamento, as EVs sdo caracterizadas quanto a sua
morfologia, tamanho e conteudo. Devido ao seu tamanho, as EVs em geral
sdo caracterizadas morfologicamente por microscopia eletrbnica ou
microscopia de forga atbmica. Para uma analise quantitativa da
concentragdo e tamanho das EVs, foram desenvolvidas metodologias
especificas baseadas em espalhamento da luz. O NanoSight (Malvern
Instruments, Worcestershire, Reino Unido) € uma delas e consiste em um
microscopio com feixe de laser que incide na amostra contendo as EVs em
suspensio, em um compartimento apropriado. O movimento Browniano das
vesiculas em suspensao difrata a luz do laser proporcionalmente ao
tamanho das particulas. O equipamento grava um video das EVs em
movimento e calcula sua concentragdo e tamanho baseado no padréo de
dispersdo do laser em um dado intervalo de tempo. Lasers com
comprimentos de onda diferentes podem ser utilizados para a deteccéo de
populacdes especificas de EVs que foram previamente marcadas com
anticorpos conjugados com fluoroforos. Para a quantificacdo da

concentragdo de EVs baseada em marcadores de interesse pode-se



10

também utilizar a citometria de fluxo, porém os citdmetros convencionais
permitem a deteccao direta somente de particulas com tamanho superior a
300nm, fazendo-se necessario o conjugamento prévio das EVs a esferas de
latex (BARTENEVA et al. 2013). A analise do conteudo protéico das EVs
geralmente é feito em larga escala por espectometria de massas e quando
proteinas especificas de interesse sao avaliadas utiliza-se a técnica de
Western Blot. A analise do conteudo de acidos nucléicos (miRNAs, mRNAs,
e DNA) pode ser feita por microarranjos ou por sequenciamento de nova

geragao.

1.1.5 Funcgodes de EVs derivadas de células tumorais
e Microambiente tumoral

Trabalhos recentes tém demonstrado que EVs secretadas por células
tumorais podem afetar o microambiente tumoral ao induzirem a
transformacao de células normais do estroma. Esta transformacao parece
contribuir para a progressdo do cancer (expansdo da massa tumoral) de
uma maneira que nado depende somente da proliferacdo das células
tumorais em si (ANTONYAK et al. 2011).

EVs derivadas de células tumorais de mama (MDA-MB-231) e
glioblastoma (U87) foram capazes de induzir in vitro a transformagado de
fibroblastos normais (NIH 3T3) em cultura (ANTONYAK et al. 2011). O
tratamento de fibroblastos com EVs derivadas das células tumorais ativou as
vias de sinalizacdo AKT/ERK, fazendo com que os fibloblastos adquirissem
a capacidade de sobreviver em baixas concentragdes de soro e de crescer
independente de ancoragem. A transferéncia da enzima transglutaminase
tecidual e de fibronectina entre EVs e fibroblastos foi essencial para a
aquisigcao do fendtipo transformado.

A comunicdo entre células tumorais e células do microambiente
tumoral € uma via de mao-dupla. Foi demonstrado que exossomos CD81-
positivos secretados por fibroblastos primarios, derivados de pacientes com
cancer de mama, estimulam a motilidade e a capacidade metastatica de

células MDA-MB-231 através da ativagao autécrina de vias de sinalizagao
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Wnt-PCP (LUGA et al. 2012). Neste sentido, a expressdo de CD81 foi
encontrada significantemente aumentada no estroma associado a tumores

de mama do tipo ductal invasivo.

e Angiogénese

A angiogénese, ou formac&o de novos vasos sanguineos a partir de
vasos ja existentes, € um processo crucial no crescimento tumoral, pois
possibilita aporte de oxigénio e nutricional permitindo que os tumores
crescam além do limite de 1-2 mm® (MCDOUGALL et al. 2006). Seu papel
no crescimento tumoral, assim como a sugestdo de sua importancia como
possivel alvo terapéutico, foram inicialmente sugeridos por Judah Folkman
no inicio da década de 1970 (FOLKMAN et al. 1971). EVs secretadas por
progenitores de células endoteliais estimulam a angiogénese em células
endoteliais (dos tipos HMECs e HUVECs), que formam estruturas capilares
in vitro em matrigel ao internalizarem as EVs (DEREGIBUS et al. 2007). As
células endoteliais tratadas com EVs também formam vasos funcionais in
vivo quando implantadas subcutaneamente juntamente com matrigel em
camundongos, sendo visivelmente conectados a vasculatura murina pela
presenca de eritrocitos em seu lumen. A transferéncia de RNAs é necessaria
para a estimulagdo das células endoteliais, pois o tratamento com RNase
inibiu o efeito pro-angiogénico das EVs.

EVs secretadas por células tumorais também estimulam a
angiogénese pela transferéncia do receptor oncogénico EGFR, ativando nas
células endoteliais vias de sinalizacdo MAKT e AKT que levam a expressao
autécrina do fator pro-angiogénico VEGF (AL-NEDAWI et al. 2009). Este
efeito angiogénico é por sua vez inibido pelo bloqueio da interagdo EV-célula
pela anexina-V, demonstrando que a transferéncia de EVs é responsavel

pela ativagao das células endoteliais.

e FEvasédo do sistema imune
Apesar de expressarem moléculas como MHC | e Il, e estarem

envolvidas em apresentacdo de antigeno e ativagdo de resposta imune, as
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EVs também sio capazes de imunossupressao. A evasao do sistema imune
€ 0 processo pelo qual as células tumorais escapam da destruicdo por
células imunolégicas do hospedeiro. EVs secretadas por células tumorais
(da linhagem de carcinoma de prdostata LNCaP) contribuem para a evasao
do sistema imune pela expressdo do ligante FasL na membrana, que por
sua vez se liga ao receptor Fas de linfocitos T citotéxicos CD8, induzindo
sua apoptose (ABUSAMRA et al. 2005). Este efeito € inibido pelo tratamento
das EVs com anticorpos que bloqueiam FasL, sugerindo que uma interagéo
direta entre os ligantes das EVs e o receptores nos linfécitos T seja
necessaria para a indugao da apoptose. A presenca de altas concentragdes
de EVs FasL+ circulantes foi associada com um maior tamanho tumoral em
pacientes com carcinoma oral (KIM et al. 2005).

Também ja foi demonstrado que EVs obtidas a partir das linhagens
OVCARS3, SKOV3 and AD10 de carcinoma de ovario estimulam a expanséao
e a atividade de linfécitos T regulatérios, que promovem a tolerancia
imunoldgica pela secre¢ao de citocinas imunossupressoras, como TGF( e
IL-10 (SZAJNIK et al. 2010). Um outro estudo demonstrou que EVs
derivadas do plasma de pacientes com melanoma avancado alteram a
diferenciagdo normal de mondcitos (que em individuos saudaveis se
transformam em células dendriticas) para células mieldides sem capacidade
fagocitica e com atividade de imunossupressao em células-T mediada por
TGFB (VALENTI et al. 2006).

e Invasdo e metastase

O potencial invasivo in vitro de linhagens tumorais de mama
aparentemente se correlaciona com a quantidade de EVs liberadas, tendo
sido observado que linhagens mais agressivas secretam uma quantidade
maior de vesiculas com maior atividade proteolitica (GINESTRA et al. 1998).
Pacientes com cancer de mama tém maior quantidade de EVs circulantes
(que expressam anexina-V e fator tecidual) em comparagdo com mulheres
saudaveis ou com tumores benignos (LIEBHARDT et al. 2010; TESSELAAR

et al. 2007). A concentracdo de EVs também se correlaciona com o
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estadiamento, aumentando com o tamanho tumoral (T1 vs T2) e sendo
aparentemente maior em pacientes com doenga metastatica (TOTH et al.
2008).

Exossomos secretados in vitro por linhagens tumorais de mama
contém a forma ativa de metaloproteinase (MMP-9), capaz de degradar a
matriz extracelular e promover a migracao e invasao celular (DOLO et al.
1998). Neste estudo também foi detectada a presenca de B integrina na
membrana dos exossomos, que por interagir com diversas macromoléculas
como fibronectina, colageno e laminina, € capaz de atuar como uma
“ancora”, mediando a degradacéao focal da matriz extracelular pelas enzimas
proteoliticas presentes nos exossomos. As EVs também podem carrear
proteinas como Hsp90a e Hsp70, que aumentam a motilidade celular ao
ativarem outras proteinas efetoras, como a metaloproteinase MMP-2 e a
protease plasmina (MCCREADY et al. 2010; SIMS et al. 2011).

Segundo a hipotese de “seed and soil” proposta pelo cirurgido
Stephen Paget em 1889, a formacao de metastases depende das células
tumorais (as sementes) encontrarem condi¢gdes favoraveis no sitio
metastatico (o solo) (FIDLER e POSTE 2008). Neste sentido, foi
demonstrado que EVs podem contribuir para a preparacdo do
microambiente pré-metastatico da médula 6ssea para receber as células
tumorais de melanoma (PEINADO et al. 2012). Camundongos tratados
sistemicamente com exossomos derivados da linhagem agressiva de
melanoma B16F10, antes da inje¢do subcutanea de células tumorais de
melanoma, desenvolvem mais metastases (240X), tanto no pulméo quanto
na medula oOssea, em comparagcdo com camundongos tratados com
exossomos derivados da linhagem menos agressiva B16F1. O efeito pré-
metastatico dos exossomos foi atribuido a transferéncia da oncoproteina
MET para as células progenitoras da medula d&ssea, pois apdés o
silenciamento desta proteina os animais tratados com o0s exossomos
desenvolverem menos metastases. Enfatizando o potencial clinico destes
achados, um aumento da proteina MET em exossomos foi observado em

pacientes com melanoma em estadios mais avangados (3 e 4), em
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comparagao com individuos saudaveis. Também foi detectada, por
citometria de fluxo uma maior quantidade de células progenitoras da médula
Ossea positivas para MET no sangue dos pacientes com estadios mais

avancgados.

e Aquisigdo de fendtipo agressivo

As EVs parecem contribuir para a aquisicao de fendtipo agressivo
pela transferéncia horizontal de RNAs e proteinas derivadas das células
tumorais (VALADI et al. 2007). No caso de gliomas, foi demonstrado in vitro
a transferéncia do receptor mutante EGFRvIII para células U373 que foram
tratadas com EVs derivadas da linhagem U373vlll, positiva para EGFR-vll|
(AL-NEDAWI et al. 2008). A incorporagédo do EGFRVIII nas células U373
tratadas com as EVs levou a ativagao das vias de sinalizacdo MAPK e Akt,
efeito que foi inibido pelo tratamento com anexina-V. As células que
incorporaram EGFRvIII adquiriram um fendtipo transformado, com
morfologia fusiforme e capacidade de crescimento independente de
ancoragem. A transferéncia de EGFRVIIl via EVs pode contribuir para a
transformacdo de células in vivo e a progressdo tumoral, uma vez que o
EGFRUVIIl foi detectado em EVs derivadas do plasma de pacientes com
glioblastoma (SKOG et al. 2008).

e Resisténcia a terapia

EVs secretadas por células tumorais podem contribuir com a
resisténcia a quimioterapicos, radioterapia e terapias-alvo. Estudos
demonstraram que as EVs atuam fazendo um efluxo de quimioterapicos.
Apos o tratamento in vitro com cisplatina, células de carcinoma de ovario
resistentes a cisplatina exportaram, via exossomos, 4,9 vezes mais
cisplatina do que as células sensiveis (SAFAEI et al. 2005). O acumulo de
doxorubicina em EVs também foi observado em células resistentes a este
quimioterapico (SHEDDEN et al. 2003). Utilizando um painel de expresséao
génica de 60 linhagens tumorais da ATCC, os autores deste estudo
mostraram uma relagdo inversa entre a expressédo de genes envolvidos na

secrecao de EVs e o perfil de quimiosensitividade das células.
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Uma interagcdo mediada por exossomos entre células do estroma e
células tumorais de mama do subtipo basal-like ja foi descrita como
importante para a indugéo de resisténcia ao tratamento com quimio- e radio-
terapia (BOELENS et al. 2014). Exossomos secretados por fibroblastos do
estroma sado enriquecidos em RNAs nao-codificantes que contém 5
trifosfatos. Tipicamente encontrados em RNAs virais, os 5’ trifosfatos ativam
o receptor RIG-I e desencadeiam a resposta imune inata, levando a
producdo de interferon e a ativacdo de diversos genes, dentre eles fatores
de transcricdo da familia STAT. Também presente nas células tumorais de
mama, o RIG-1 ativado pelo 5’ trifosfato dos exossomos estromais ativa
STAT1, que regula a expressédo de genes da via NOTCH de sinalizagao. O
resultado é a expansdo de uma populacdo de células com caracteristicas
de células tronco tumorais, que sao mais resistentes a terapia
(CD44'CD24°"*). Em pacientes com tumores do tipo basal-like foi
observada uma correlagao entre a expressdo aumentada de uma assinatura
composta por NOTCH3 e STAT1, dentre outros, e uma menor sobrevida
apos tratamento com quimio- e radio-terapia (BOELENS et al. 2014).

EVs derivadas de células que superexpressam o HER2 contém este
receptor na membrana (KOGA et al. 2005), mostrando que a composi¢ao
protéica de EVs tumorais reflete a célula de origem. Assim, terapias cujos
alvos sejam receptores especificos das células tumorais podem ser menos
eficazes na presenga de EVs que também expressam este mesmo alvo.
Portadores de tumores que superexpressam HER2 podem ser tratados com
trastuzumabe, anticorpo  monoclonal humanizado que se liga
especificamente ao dominio extracelular do receptor HER2. No entanto, ja
foi demonstrado in vitro que o trastuzumabe se liga ao receptor HER2
exposto na superficie das EVs, inibindo o efeito anti-proliferativo desta
terapia (CIRAVOLO et al. 2012). Um dos principios de agédo do
trastuzumabe é a indugdo de apoptose por ADCC (do inglés antibody-
dependent cellular cytotoxicity) mediada por células efetoras com receptores

Fc. Além de reduzirem o efeito ADCC, as EVs HER2+ diminuem a
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concentracdo ativa de trastuzumabe disponivel para se ligar nas células
tumorais (BATTKE et al. 2011).

EVs HER2+ secretadas por células tumorais e circulantes em
pacientes com cancer de mama podem contribuir para a resisténcia a
terapias-alvo como o trastuzumabe. Com o intuito de eliminar EVs tumorais
e diminuir o seu efeito quelante, a empresa Aethlon Medical desenvolveu
uma tecnologia chamada ADAPT (do inglés adaptive dialysis-like affinity
platform technology) para hemofiltragdo (MARLEAU et al. 2012). O sistema
consiste basicamente de cartuchos, que podem ser incorporados em
maquinas de dialise ja existentes na maioria dos hospitais, contendo
agentes de afinidade (tais como anticorpos contra proteinas presentes em
EVs tumorais) imobilizados. Componentes do plasma menores que 200nm
de tamanho passam por filtros porosos e entdo interagem com os agentes
de afinidade. Moléculas com afinidade pelos agentes sao seletivamente
retidas no filtro, enquanto os demais componentes do sangue passam
livremente e podem ser re-introduzidos no paciente por acesso vascular
cirurgicamente implementado. Espera-se que o uso desta tecnologia possa
diminuir especificamente os niveis de EVs tumorais circulantes, contribuindo
com a diminuigdo ndo somente da resisténcia ao tratamento, mas também
de todos os outros efeitos pro-tumorigénicos mediados por EVs discutidos

acima.

1.1.6 EVs em outras doengas humanas

Todos os tipos celulares secretam EVs, que sdo encontradas em
diversos biofluidos como plasma (CABY et al. 2005), urina (PISITKUN et al.
2004), saliva (OGAWA et al. 2008) e leite materno (ADMYRE et al. 2007).
Apesar de serem mais amplamente estudadas no cancer, as EVs também
participam de varios outros processos patoldgicos, dentre eles: doengas
neurodegenerativas como a doenga de Alzheimer (RAJENDRAN et al. 2006)
e a doenca de Parkinson (EMMANOUILIDOU et al. 2010); doengas
infecciosas como HIV (NGUYEN et al. 2003) e doencgas de Prion (FEVRIER
et al. 2004); doencas cardiovasculares (BERNAL-MIZRACHI et al. 2003); e
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doengas metabdlicas como diabetes (SABATIER et al. 2002). Em todas
estas situagdes, o conteudo carreado pelas EVs parece ter um papel
importante no estabelecimento do quadro patolégico. Além de proteinas, as
EVs carregam diversas classes de RNAs, incluindo as que s&o

apresentadas e discutidas a seguir.
1.2 RNAs NAO-CODIFICADORES DE PROTEINAS (ncRNAs)

O genoma humano conttm menos de 2% de sequéncias
codificadoras de proteinas, correspondendo a cerca de 20,000-25,000 genes
(International Human Genome Sequencing Consortium 2004; LANDER et al.
2001; VENTER et al. 2001). Os 98% de sequéncias restantes, nao
codificadoras de proteinas, eram consideradas lixo genémico (“junk DNA”)
até que o projeto ENCODE (do Inglés Encyclopedia of DNA Elements)
determinou que mais de 90% do genoma humano é ativamente transcrito
(BIRNEY et al. 2007) e atribuiu alguma funcéo bioquimica a cerca de 80%
do genoma humano (The Encode Project Consortium 2012). Hoje sabe-se
que os RNAs nao-codificadores de proteina (ncRNAs) desempenham
funcdes estruturais e regulatérias fundamentais para diversos processos
celulares, e que a sua expressao desregulada pode levar a processos
patolégicos (ESTELLER 2011).

Diversas classes de ncRNAs pequenos (<200nt) e longos (>200nt) ja
sdo conhecidas, e com o avango das tecnologias de sequenciamento de
nova geragao, novas moléculas tem sido continuamente descritas.
Recentemente o projeto ENCODE, por exemplo, anotou 8,801 ncRNAs
pequenos e 9,640 ncRNAs longos (THE ENCODE PROJECT
CONSORTIUM 2012). Dentre outras, as principais classes de ncRNAs s&o
0os miRNAs (microRNAs), snoRNAs (small nucleolar RNAs), snRNAs (small
nuclear RNAs), piRNAs (PIWiI-interacting RNAs), e IncRNAs (long noncoding
RNAs). A classe dos miRNAs, a mais estudada entre os ncRNAs, é
detalhadamente descrita abaixo. Os snRNAs desempenham um papel

central no splicing de RNA, processo pelo qual os introns sdo removidos de
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pre-mRNAs, sendo o0 U6 um dos membros mais conhecidos desta classe, e
frequentemente utilizado como controle enddégeno na quantificagdo de
miRNAs (MORRIS e MATTICK 2014). Os snoRNAs sao responsaveis por
modificacdes quimicas - metilagdo e pseudouridilacdo - de nucleotideos dos
rRNAs, tRNAs e snRNAs, que sdo essenciais para a maturacio e fungao de
moléculas destas classes de ncRNAs (MORRIS e MATTICK 2014). Os
piRNAs atuam epigeneticamente no silenciamento pds-transcricional de
transposons presentes nas células germinativas (MORRIS e MATTICK
2014). Os IncRNAs sao descritos em mais detalhe abaixo.

A Tabela 1 resume o conteudo de RNAs de uma tipica célula de
mamifero, indicando o percentual por massa, 0 numero de moléculas e o
tamanho médio das principais classes de RNAs (PALAZZO e LEE 2015). E
sabido que os RNAs ribossomais e transportadores sao os mais abundantes,
mas dentre as demais categorias, € importante ressaltar que alguns RNAs
nao-codificadores de proteinas, dentre eles os snRNAs, snoRNAs e miRNAs,
sdo bastante abundantes, e sdo expressos na mesma ordem de grandeza

em termos de nimero de moléculas (10°) que os RNAs mensageiros.



Tabela 1 — Principais tipos de RNAs descritos em células de mamiferos.

Type Percent of total Molecules Average size
RNA by mass per cell (kb)
rBNAs 80 to 90 3-10 x 108 6.9
(ribosomes)
tRNA 10 to 15 3-10 x 107 <0.1
mRNA 3to7 3-10 x 10° 1.7
hnRMNA 0.06t0 0.2 1-10 % 10° 10*
(pre-mRNA)
Circular ENA  0.002 t0 0.03 3-20 x 10° ~0.5
snRNA 0.02 t0 0.3 1-5 x 108 0.1-0.2
snoRNA 0.04 to 0.2 2-3 x 10° 0.2
miRMNA 0.003 to0 0.02 1-3 x 10° 0.02
7SL 0.01 to 0.2 3-20 x 104 0.3
Xist 0.0003 to 0.02 0.1-2 x 10° 2.8
Other IncBRNA  0.03t0 0.2 3-50 x 10° 1

Fonte: PALAZZO e LEE (2015)
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1.2.1 miRNAs

Os miRNAs sao pequenos RNAs (~22 nt) que regulam pos-
transcricionalmente a expressdo génica. Em 1993 o miRNA lin-4 de
Caenorhabditis elegans foi o primeiro desta classe a ser descrito e foi
demonstrado que ele era complementar a uma regido no 3’-UTR do mRNA
lin-14 e que regulava negativamente o nivel da proteina homénima (LEE et
al. 1993). Em 2000, o segundo miRNA descoberto, let-7, também foi descrito
em C. elegans (REINHART et al. 2000) e observou-se que seu tamanho,
sequéncia e expressao temporal eram altamente conservados entre diversas
espécies (PASQUINELLI et al. 2000). Um ano depois, com a descoberta de
novos mMiRNAs em Drosophila melanogaster e em humanos, os miRNAs
foram oficialmente denominados como uma nova classe de pequenos RNAs
nao-codificantes de proteina, com ampla fungdo regulatéria (LAGOS-
QUINTANA et al. 2001; LAU et al. 2001; LEE e AMBROS 2001). Atualmente
ja sdo conhecidos 2588 miRNAs maduros humanos, segundo a mais
recente atualizagao (release 21) do banco de dados miRBase (GRIFFITHS-
JONES et al. 2006).

Os miRNAs séo transcritos pela enzima RNA polimerase Il a partir de
regides intronicas ou intergénicas do genoma (LEE et al. 2004). Eles
também podem ser policistrénicos, sendo transcritos em clusters contendo
mais de um miRNA. Conforme ilustrado na Figura 4, os transcritos formam
uma estrutura secundaria em grampo (hairpin) caracteristica desta classe de
miRNAs (ROTTIERS e NAAR 2012).
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Figura 4 - Dois principais mecanismos de biogénese dos miRNAs: via

canobnica e via nao-canodnica.
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A biogénese dos miRNAs tem como molécula inicial um miRNA-
primario que, segundo a via candnica de biogénese, € clivado no nucleo pela
Drosha, enzima do tipo RNAselll, gerando os miRNAs precursores com
cerca de 70 nt (LEE et al. 2003). Pela via ndo-canbénica de biogénese,
independente de Drosha, os precursores de miRNAs sao formados a partir
de splicing de introns e entdo denominados mirtrons (RUBY et al. 2007). Os
MiRNAs precursores sdo exportados do nucleo pela proteina Exportina 5
(LUND et al. 2004), e s&o clivados no citoplasma pela enzima Dicer, gerando
duas fitas (5p e 3p) de miRNAs maduros com cerca de 22 nt (BERNSTEIN
et al. 2001). Umas destas fitas € incorporada a um complexo de proteinas
denominado RISC (do inglés RNA-induced silencing complex), que contém
proteinas da familia Argonauta. Este complexo guia o miRNA, que se liga
entdo ao seu mRNA-alvo pela complementaridade de sequéncia das bases
2 a 8 (chamada seed sequence) do miRNA aos sitios de ligagao localizados
principalmente na regido 3-UTR do mRNA. Em geral, a perfeita
complementaridade de sequéncia do miRNA ao seu mRNA-alvo leva a
degradagdo do mRNA, mecanismo comum em plantas (VOINNET 2009).
Em animais a complementariedade é parcial e ocorre a redugado da
estabilidade do mRNA por deadenilagdo (reducdo da cauda poli-A) e a
inibicdo da traducido do mRNA para proteina, sendo que a contribuicdo de
cada um desses processos ainda néo esta totalmente esclarecida. Alguns
trabalhos mostram que ocorre predominantemente a desestabilizagcdo do
MRNA (EICHHORN et al. 2014; GUO et al. 2010), ja outros determinam que
o bloqueio da tradugcdo é o mecanismo inicial de repressao (BAZZINI et al.
2012; DJURANOVIC et al. 2012; JANAS e NOVINA 2012).

Estima-se que mais de 60% dos mRNAs humanos sejam regulados

por miRNAs (FRIEDMAN et al. 2009). Como um unico miRNA tem o
potencial de regular centenas de mRNAs-alvo, alteragdes no nivel de
expressao de miRNAs podem ter um grande efeito na regulagao global de
expressao génica (KREK et al. 2005; LIM et al. 2005). Aberragcbes na
expressdo de miRNAs estdo envolvidas com diversas doengas, sendo a

leucemia mieldide crénica a primeira doenga humana associada a perda de
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expressao de dois miRNAs (miR-15 e miR-16) (CALIN et al. 2002). A baixa
expressao global de miRNAs esta associada a varios tipos tumorais, e
também ao maior grau de indiferenciagao celular (LU et al. 2005). Sabe-se
que mais da metade dos genes codificadores para miRNAs se encontram
em regides cromossomais mais susceptiveis a delegdes e quebras (sitios
frageis), e regides genbmicas que sao frequentemente envolvidas com o
cancer (CALIN et al. 2004). Portanto, a avaliagdo do perfil de expresséo de
miRNAs em diversos biofluidos, tecidos, e também nas EVs, pode ter
aplicagao diagndstica e progndéstica muito importante.

Aplicagbes prognosticas da detecdo de miRNAs derivam
principalmente da correlacdo entre sua expressdo e a agressividade
tumoral. Por exemplo, o nivel de expressdo de miR-10b em céncer de
mama se correlaciona com a progressao da doenga, ocorrendo um
aumento da expressao deste miRNA nos tumores primarios de pacientes
com metastase comparado com sua expressdo em tecido mamario normal
(MA et al. 2007). A superexpressédo de miR-21 também esta associada com
estadiamento clinico avangado, comprometimento linfonodal e pior
sobrevida em pacientes com cancer de mama (YAN et al. 2008) e também
em outros tipos tumorais (WANG et al. 2014b). Ja a baixa expresséo de
miR-335 e miR-126 em tumores primarios de mama foi correlacionada com
maior chance de desenvolvimento de metastases e pior sobrevida
(TAVAZOIE et al. 2008). Similarmente, em outro estudo, a baixa expressao
de miR-31 foi também associada com o desenvolvimento de metastases,
independentemente do grau histolégico ou subtipo molecular do tumor
primario de mama (VALASTYAN et al. 2009b). Neste estudo, a expressao
de miR-31 foi diminuida in vitro pela transfeccao estavel de “esponjas” de
mMiRNA, que sao construtos capazes de adsorver miRNAs especificos por
conterem varios sitios de ligacédo para este dado miRNA, em uma linhagem
celular ndo-invasiva (MCF7-Ras). Quando injetada ortotopicamente em
camundongos imunodeficientes, esta linhagem transformada teve uma
capacidade 10X maior de formar metastases no pulmdo dos animais em

comparagao com a linhagem com expressao endogena de miR-31. Em
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estudo subsequente os autores concluiram que o miR-31 inibe a formacéao
de metastases in vivo pela supressao concomitante da expressado de
somente trés genes alvos efetores, de um repertério com mais de 200 alvos
preditos deste miRNA (VALASTYAN et al. 2009a).

A expressao de miRNAs também é correlacionada com resposta ao
tratamento. A expressao aumentada de miRNAs miR-221 e 222 foi
encontrada em pacientes com tumores de mama HER2" resistentes ao
tratamento com tamoxifeno (MILLER et al. 2008). Em 2012, a alta
expressao de miR-210 no plasma de pacientes com cancer de mama
HER2" foi associada & resisténcia ao tratamento com trastuzumabe (JUNG
et al. 2012). A elevada expressao deste miRNA foi antes correlacionada
com maior grau de hipoxia tumoral e pior sobrevida em pacientes com
cancer de mama (CAMPS et al. 2008).

Além de estarem presentes no interior das EVs, miRNAs
extracelulares circulantes foram recentemente descritos associados a um
complexo contendo a proteina Argonauta 2 (ARROYO et al. 2011), ou
associados a lipoproteina de alta densidade (HDL) (VICKERS et al. 2011).
Nestes trés cenarios, os miRNAs estariam protegidos da degradacgao pelas
RNAses presentes no sangue, possibilitando seu uso como biomarcadores

para diagnostico e progndstico.

1.2.2 Long noncoding RNAs (IncRNAs)

Os IncRNAs participam da regulacdo de expressdao génica por
diversos mecanismos, dentre eles o recrutamento de complexos
remodeladores de cromatina. Um dos primeiros INcRNAs descobertos, o Xist,
€ responsavel pela inativagdo de um dos dois cromossomos X em fémeas
mamiferas, pelo recrutamento do complexo proteico PRC2 que metila as
histonas levando a represséo da transcricdo (BROWN et al. 1992; ZHAO et
al. 2008).

Os IncRNAs mais estudados sdo aqueles transcritos de regides
intergénicas (lincRNAs). Em cancer eles podem atuar como supressores de
tumor ou oncogenes (REIS e VERJOVSKI-ALMEIDA 2012). Um exemplo de
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lincRNA supressor de tumor é o GAS5, que se liga ao receptor
glucocorticoide, e € menos expresso em células tumorais de mama em
comparagdo com o tecido normal adjacente, e cuja superexpressdo em
células MCF-7 leva a apoptose (MOURTADA-MAARABOUNI et al. 2009).
Por outro lado, o lincRNA HOTAIR, que regula a expressdao dos genes
homeobox, atua como um oncogene e sua superexpressao in vitro em
linhagens tumorais de mama foi correlacionada com uma maior capacidade
de invasao in vivo. Sua alta expressédo no tumor primario € um fator preditivo
para o desenvolvimento de metastase e pior sobrevida dos pacientes
(GUPTA et al. 2010).

Estudos apontam a importéancia dos IncRNAs derivados de regides
intrénicas ao sugerirem que para 81% dos genes do banco RefSeq ocorre a
transcricdo de pelo menos um IncRNA totalmente intrénico (LOURO et al.
2008). Alguns dos IncRNAs intrénicos antisensos sao conservados, tém
expressdo tecido-especifica e foram correlacionados com o grau de

diferenciagdo tumoral em cancer de prostata (REIS et al. 2004).

1.2.3 RNAs circulares (circRNAs)

RNAs circulares (circRNAs) sdo transcritos cujos exons encontram-se
em ordem n&o-sequencial em relagdo a isoforma linear (MRNA candnico),
devido a circularizacdo. Apesar dos circRNAs serem transcritos a partir de
genes codificadores de proteinas, ainda nao existem relatos na literatura de
circRNAs que codifiquem proteinas. Desde o final da década de 1970
experimentos de microscopia eletrénica foram capazes de demonstrar que
os RNAs eucaridticos podem existir em forma circular (HSU e COCA-
PRADOS 1979). A partir de 2012, gragas ao avango das tecnologias de
sequenciamento de RNAs em larga escala (RNA-Seq), descobriu-se que
circRNAs sdo abundantes, estaveis, conservados evolutivamente, e
constituem a isoforma predominante para centenas de genes humanos
(SALZMAN et al. 2012; WANG et al. 2014a). A molécula de RNA circular, ao
contrario da linear, é resistente a digestdo pela enzima RNA exonuclease

RNAse R. Deste modo, é possivel enriquecer o RNA inicial para uma
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populacdo de moléculas circulares com um tratamento enzimatico antes da
construcado de bibliotecas (JECK e SHARPLESS 2014). Ao comparar uma
amostra de RNA celular total pré-enriquecida com RNase R com a mesma
amostra nao-enriquecida por este tratamento, foi possivel identificar mais de
25 mil circRNAs distintos em fibroblastos humanos, sendo que do total de
genes expressos nestas células, 14,4% dos genes produziram um circRNA.
Para alguns transcritos detectou-se que as isoformas circulares eram pelo
menos 10 vezes mais abundantes que as lineares (JECK et al. 2013). Os
autores também investigaram se havia caracteristicas especificas da
sequéncia genbmica que poderiam estar associadas com a formagao de
circRNAs e encontraram um enriquecimento em circRNAs de exons longos,
flanqueados por introns longos contendo elementos repetitivos
complementares do tipo ALU (JECK et al. 2013). Dois outros trabalhos
também descreveram a importancia de sequéncias reverso-complementares
nos introns flanqueadores (IVANOV et al. 2014) e a presenga de sitios de
splicing canénicos para o processo de circularizagdo (STARKE et al. 2014).
Apesar destes avangos, o entendimento da biogénese e da fungdo dos
circRNAs ainda é muito incompleto.

Recentemente foi descrito que RNAs circulares podem atuar como
esponjas de miRNAs, impedindo que estes se liguem aos seus mRNAs
alvos. Neste sentido, os circRNAs regulariam a expressdao da proteina
codificada pelo mRNA-alvo do miRNA, pois varias repeticdes dos sitios de
ligacéo presentes no circRNA competiriam com o mRNA-alvo para a ligagao
dos miRNAs. No circRNA ciRS-7/CDR1as foram encontrados 73 repeticdes
do sitio de ligacao (regides complementares a seed sequence do miRNA)
para o miR-7, enquanto que no circRNA Sry foram encontrados 16 sitios de
ligacdo para o miR-138 (HANSEN et al. 2013). Neste mesmo trabalho foi
demonstrado que a regulagdo negativa in vitro da expresséo de trés alvos
endégenos (SNCA, EGFR and IRS2) do miR-7 foi menos eficiente em
células HelLa estavelmente transfectadas com construtos do circRNA ciRS-
7/CDR1as e quantidades crescentes do miR-7, em comparagdo com células

nao-transfectadas. Outros confirmaram esta mesma associagdo circRNA:
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miRNAs por imunoprecipitagdo da proteina Argonauta, seguida de
sequenciamento dos RNAs associados (PAR-CLIP) (MEMCZAK et al. 2013).

Apesar de ja terem sido detectados em um biofluido corporal (saliva
livre de células) (BAHN et al. 2015), RNAs circulares ainda ndo foram
descritos especificamente associados a vesiculas extracelulares. Se
comprovado o papel funcional destes RNAs como esponjas de miRNAs,
podemos imaginar a transferéncia de circRNAs por EVs como um
mecanismo regulatério a distancia de modulagédo da expressao génica de
células que incorporam o conteudo molecular das EVs.

Deste modo, é fascinante a possibilidade de encontrarmos moléculas
regulatorias carreadas por EVs — sejam elas RNAs, DNAs, proteinas ou
outras — associadas a certas doencas, na medida que estudos deste tipo
abrem a possibilidade de avangarmos no entendimento de mecanismos
moleculares alternativos com potencial impacto no diagndstico, prognostico

e na compreensdo das bases moleculares destas doengas.

1.3 CANCER DE MAMA

1.3.1 Incidéncia e mortalidade

O cancer de mama é o tipo de tumor mais comum entre as mulheres
em todo o mundo. No Brasil foram estimados 57,120 novos casos para 2014,
segundo estimativa do INCA (MINISTERIO DA SAUDE 2013). Apesar de
grandes avangos no diagndstico precoce e no tratamento das neoplasias da
mama, incluindo terapias-alvo, a mortalidade continua alta. Mesmo em
regides mais desenvolvidas, o cancer de mama tem a segunda maior taxa de
mortalidade entre as mulheres (15% do total de mortes por cancer), atras
somente do cancer de pulmao, segundo estimativa do GLOBOCAN 2012
(FERLAY et al. 2013).
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1.3.2 Classificagao Histopatologica

O cancer de mama €& uma doenca heterogénea, classificada
morfologicamente pelo padrdo de crescimento e aspectos citologicos das
células tumorais em dois principais tipos: tumores in situ, onde as células
tumorais ndo invadiram a membrana basal, e tumores invasivos, onde ocorre
a infiltracdo da membrana e a disseminagao para o estroma e outros tecidos.
O tipo histologico mais comum no carcinoma da mama € o tipo carcinoma
ductal invasivo ndo-especificado (~80% dos casos), cujo diagnostico é feito
por exclusdo quando o tumor ndo pode ser classificado em um tipo especial
de carcinoma invasivo, como lobular, tubular, mucinoso, medular, entre
outros (BURSTEIN et al. 2011). Os tumores sao também subclassificados de
acordo com a diferenciagdo celular pelo grau histoléogico que leva em
consideracao trés caracteristicas: formacgao tubular, pleomorfismo nuclear, e
atividade mitoética (ELSTON e ELLIS 1991). O grau histolégico € um dos
fatores prognoésticos reconhecidos como sendo importante para predizer a
evolugao clinica da doenga, além do tamanho do tumor, status do linfonodo
axilar e subtipo molecular (FITZGIBBONS et al. 2000).

1.3.3 Classificagao Molecular

A classificagdo molecular baseada na avaliagdo de biomarcadores no
tumor complementa a classificagédo histopatolégica dos carcinomas de mama.
Estudos classicos realizados pelos grupos de Perou e Sorlie caracterizaram
os tumores como tendo diferentes perfis moleculares, que os agrupam em
subclasses com importantes implicagées clinicas (PEROU et al. 2000;
SORLIE et al. 2001). Os achados destes estudos foram traduzidos em
marcadores protéicos que sao avaliados por imunoistoquimica na rotina
diagnostica, sendo eles: os receptores hormonais de estrogénio (ER) e
progesterona (PR), além do receptor do fator de crescimento epidermal 2
(HER2 ou ERBB2). O status de HERZ2 também pode ser avaliado pelo
método de fluorescent in situ hybridization (FISH), capaz de determinar o
grau de amplificagdo génica deste oncogene. A positividade para o marcador

HER2 é definida, segundo a mais atual recomendacgao de 2014 da American
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Society of Clinical Oncology/College of American Pathologists, por
imunistoquimica com >10% das células com marcagdo intensa e
circunferencial de membrana; ou por dual-probe FISH com uma razao de
HERZ2/CEP17 >2.0 (WOLFF et al. 2014). De acordo com a positividade para
os receptors hormonais, o HER2, o marcador de proliferacdo celular ki-67, as
citoqueratinas epiteliais 5/6, e o receptor do fator de crescimento epidermal
(EGFR), os tumores sao subclassificados em 4 principais subtipos: luminal A,
luminal B, HER2, e basal-like, conforme Quadro 1 (HOFSTATTER et al.
2011)

Quadro 1 — Classificagao molecular do cancer de mama.

Subtipo Marcadores

Luminal A ER- e/ou PR-positivo/HER2-negativo

Luminal B ER- e/ou PR-positivo/HER2-positivo ou ki-67 >20%;
HERZ2-positivo ER- e PR-negativo/HER2-positivo

ER-, PR- e HER2-negativo e/ou citokeratina 5/6-
positivo e/ou EGFR-positivo

basal-like

A determinacdo do subtipo molecular € de suma importancia para
definir a conduta terapéutica adjuvante sistémica: somente pacientes com
tumores positivos para o receptor de estrogeno sao tratadas com Tamoxifeno,
enquanto somente pacientes com tumores positivos para o HER2 sao
tratadas com Trastuzumabe (UNTCH et al. 2013). Do mesmo modo, o estudo
de tumores de mama sem um agrupamento por subtipo molecular pode gerar
dados conflitantes e que podem contribuir muito pouco para o avango no

conhecimento desta neoplasia.

1.3.4 HER2

O receptor do fator de crescimento epidermal 2 (HER2/ERBB?2), cujo
gene se localiza no brago longo cromossomo 17 (17912), € um membro da
familia dos receptores tirosina quinase que inclui o EGFR (HER1/ErbB1), o
HERS3/ErbB3 e o HER4/ErbB4. A proteina codificada por este gene possui
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trés dominios principais: a regiao extracellular onde ocorre a interagédo com
ligantes, a regido transmembrana e o dominio citoplasmatico com atividade
tirosina quinase que ativa vias intracelulares de sinalizag&o por cascatas de
fosforilagdo de proteinas. O HER2 heterodimeriza preferencialmente com o
HERS, mas ele também pode formar homodimeros. A ligagao do ligante ao
dominio extracelular induz a dimerizagdo de dois receptores, levando a
ativagdo dos dominios quinases que se trans-fosforilam. A fosforilagdo dos
dimeros do receptor HER2 leva a ativagcdo de duas principais vias de
sinalizagao: ras/ra/MEK/MAPK e PI3K/AKT, ambas levando a transcricdo de
genes envolvidos com proliferagao celular (HOFSTATTER et al. 2011).

A superexpressao de HERZ2, seja por amplificagdo génica ou
superexpressao da proteina, leva a ativagdo constitutiva das vias de
sinalizacdo promovendo o crescimento tumoral por diversos processos. Um
deles é pela desregulagcdo do controle da fase G4/S do ciclo celular, com a
superexpressao das ciclinas D1, E e cdk6, além da degradagdo de p27
(TIMMS et al. 2002). A angiogénese também é estimulada, pois a
superexpressao de HER2 leva a um aumento da expresséo de HIF-1a e de
VEGF (LI et al. 2005).

Desde 1987 é sabido que cerca de 30% dos carcinomas invasivos de
mama superexpressam HER2, e que estes tumores tém uma pior sobrevida
na auséncia de tratamento (SLAMON et al. 1987). Os tumores tipicamente
tem entre 25-50 copias do gene HERZ2, e um aumento de 40-100 vezes na
expressao da proteina HER2, levando a mais de 2 milhdes de receptores
expressos na membrana de uma unica célula (MOASSER 2007).

O trastuzumabe, um anticorpo monoclonal humanizado que se liga a
HER2, é usado para tratar pacientes com tumores que superexpressam
HERZ2. Ele foi inicialmente aprovado pelo FDA em 1998 para tratar pacientes
com tumores metastaticos, mas atualmente é utilizado também em tumores
iniciais, apos a divulgacdo em 2005 do resultado de cinco ensaios clinicos
randomizados que o uso adjuvante de trastuzumabe diminiu a taxa de
recorréncia pela metade e reduziu a mortalidade em 30% (BRAGA et al.
2006).
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A eficacia do trastuzumabe se deve a varios mecanismos: 1) o
bloqueio da heterodimerizacédo do receptor e, portanto, de sua ativacao; 2) a
diminuicdo da angiogénese; 3) maior citotoxicidade celular dependente de
anticorpo  (ADCC) mediada pelo sistema imune. O tratamento com
trastuzumabe tem efeitos colaterais, principalmente a cardiotoxicidade, e
somente um terco das pacientes tem resposta imediata. A resisténcia ao
tratamento € comum e a maioria das pacientes com resposta inicial progride
apdés um ano. Varios possiveis mecanismos de resisténcia ao trastuzumabe
ja foram descritos, dentre eles a superexpresséo de IGF-1R e a perda da
fosfatase PTEN, ambos eventos que levam a ativagao constitutiva de vias de
sinalizagao independentemente do bloqueio do receptor HER2 (BARTSCH
et al. 2007).

Nesta tese buscamos caracterizar o conteudo molecular de EVs
circulantes no plasma de pacientes com cancer de mama HER2+, a fim de
avaliarmos a sua composi¢cao durante a evolucdo da doenca. Os RNAs e
proteinas contidos em EVs sdo protegidos de degradagédo pela camada
lipidica e deste modo podem ser excelentes biomarcadores. A
caracterizagao destas moléculas apresentada aqui é inédita nos grupos de
pacientes avaliados e esperamos que este trabalho contribuia para o melhor
entendimento dos processos bioldgicos envolvidos com a progressdo da

doenca.
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OBJETIVOS

Avaliar, nas linhagens celulares HB4a e C5.2, a existéncia de
alteracbes no conteudo de vesiculas extracelulares (EVSs)

relacionadas a expressao aumentada do oncogene ERBB2/HER2.

Avaliar, nas mesmas linhagens celulares citadas acima, diferengas no

conteudo de EVs em relagéo as células secretoras.

Determinar a quantidade de EVs, assim como o seu conteudo de
RNAs, em amostras de plasma de mulheres portadoras de cancer de
mama ductal invasivo HER2*, alocadas em trés grupos de

estadiamento progressivo da doencga.

Avaliar, nestas mesmas amostras, a variabilidade intra- e inter-grupo

da quantidade de EVs e do conteudo de RNAs derivados de EVs.

Buscar validar a expressdo de moléculas de interesse utilizando uma

segunda abordagem experimental.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 SELEGAO DE PACIENTES E COLETA DE AMOSTRAS

Este estudo prospectivo foi aprovado pelos Comités de Etica em
Pesquisa do AC Camargo Cancer Center (n° 1554/11) e do Hospital de
Cancer de Barretos (n° 689/2013) e também pelo CONEP (n° 16580). As
cartas de aprovacédo constam no Anexos 1 e 2. Recebemos ainda o apoio
financeiro da FAPESP (Projeto Regular 2011/09172-3). Todas as pacientes
foram provenientes do AC Camargo Cancer Center ou do Hospital de
Cancer de Barretos. Os critérios de inclusdo das pacientes foram:
diagnéstico de cancer de mama ductal HER2" (in situ e invasivo), auséncia
de qualquer tratamento prévio a coleta da amostra (cirurgia, quimio- ou
radio-terapia) e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE, Anexo 3). A positividade para o marcador HER2 foi considerada por
escore 3" em imunohistoquimica ou, nos casos com escore 2, pela razéo
HERZ2/CEP17 (centrbmero cromossomo 17) >2.0 em FISH, indicado no
laudo anatomopatolégico da bidpsia. O sangue das pacientes (15ml) foi
coletado em tubos BD contendo &acido citrico, citrato, dextrose (solugéo
ACD) (GYORGY et al. 2014). Imediatamente apds a coleta, o plasma foi
separado por duas centrifugagdes a 2500xg por 15 minutos a temperatura
ambiente (LACROIX et al. 2012). O plasma foi aliquotado em tubos de 1,5ml
e congelado a -80°C até a sua utilizagdo. As pacientes foram divididas em
trés grupos, de modo a mimetizar a progressdao natural da doenca: a)
doenga inicialmente restrita ao tumor primario (ou simplesmente NO, para
Linfonodo Negativo); b) doengca com acometimento linfonodal (simplesmente
N, para Linfonodo) e c) doenga com lesbes metastaticas a distancia (ou M,

para doenca Metastatica). Cada grupo foi composto por 10 pacientes.



34

3.2 CULTURA CELULAR

As linhagens celulares HB4a e C5.2, originalmente cedidas pelo Dr.
Michael O’Hare (Ludwig Institute for Cancer Research, UK) e a nés
transferidas pela Dra. Dirce M. Carraro (AC Camargo Cancer Center), foram
cultivadas a 37°C e 5% CO, em meio RPMI 1640 suplementado com 10%
soro fetal bovino (Invitrogen, California, EUA), 1% antibi6tico-antimicético -
penicilina, estreptomicina, anfoterecina B (Invitrogen, California, EUA), e 5
Mg/ml hidrocortisona (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). Ambas linhagens se
mostraram negativas para teste por PCR que avaliou contaminagdo por
micoplasma. O meio completo foi depletado de EVs provenientes do soro
fetal bovino, por centrifugagdo a 100.000 x g por >16 horas, antes de sua

utilizagao no cultivo das células.

3.3 ISOLAMENTO DAS EVs DERIVADAS DO PLASMA

Uma aliquota de plasma de cada paciente (2,5ml) foi diluida com
9,5ml de PBS para completar o volume de 12ml necessario para preencher
o tubo da ultracentrifuga (Beckman modelo 331372). Para eliminar células e
debris celulares, foram realizadas centrifugag¢des a 2.000xg por 30 minutos e
12.000xg por 45 minutos, descartando os pellets (centrifuga Eppendorf
5810R, rotor de é&ngulo fixo F-34-6-38). O sobrenadante foi entdo
centrifugado em ultracentrifuga Optima L-90K (Beckman Coulter, California,
EUA), rotor swinging SW-41Ti a 110.000xg por 120 minutos. O pellet de EVs
foi lavado em PBS e re-centrifugado (110.000xg por 70 minutos). Todas as
centrifugagdbes foram realizadas a 4°C. Diferentemente do protocolo
empregado para os meios de cultura celulares condicionados, diante da
quantidade limitante de sangue/plasma das pacientes, para estas foi feito
um unico pellet (conteudo equivalente a 20K + 100K). O pellet final de EVs
foi ressuspendido em solucdo de lise do kit de extracdo de RNA, conforme
detalhado abaixo.

Para a etapa de validacdo, as EVs foram isoladas a partir de um
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volume menor de plasma (1,5ml) diluido em 2,5ml de PBS para completar o
volume de 4ml requerido para a ultracentrifugacao (Hitachi tubo S404332A).
Para eliminar células e debris celulares, foram realizadas duas
centrifugagdes (Eppendorf 5810R, rotor de angulo fixo F-34-6-38) a 2.000xg
por 30 minutos e 12.000xg por 45 minutos, descartando os pellets. O
sobrenadante foi entdo ultracentrifugado em ultracentrifuga CS-150GX
(Hitachi, Tokyo, Jap&o) com rotor de angulo fixo ST00AT6 a 110.000xg por
120 minutos. O pellet de EVs foi lavado com PBS e re-centrifugado a
110.000xg por 70 minutos. Todas as centrifugagdes foram realizadas a 4°C.
O pellet final de EVs foi ressuspendido em solugao de lise do kit de extragcao

de RNA, conforme detalhado abaixo.

3.4 ISOLAMENTO DAS EVs DERIVADAS DO MEIO DE CULTURA
CELULAR CONDICIONADO

Inicialmente, o meio condicionado de cultura de células (120ml) de
cada linhagem (HB4a e C5.2) foi centrifugado (centrifuga Eppendorf 5810R,
rotor de angulo fixo F-34-6-38) a 300xg por 10 minutos, 2.000xg por 20
minutos e 10.000xg por 30 minutos para eliminar células e debris celulares.
Apés cada uma destas etapas de centrifugacdo os pellets obtidos foram
descartados. O sobrenadante final foi centrifugado em ultracentrifuga
Optima L-90K (Beckman Coulter, California, EUA) com rotor swinging SW-
28 a 20.000xg por 60 minutos para obtencdo de populagdo de EVs
enriquecida para microvesiculas (denominada 20K), e a 100.000 x g por 60
minutos para populagcdo de EVs enriquecida para exossomos (denominada
100K). Cada um dos pellets de EVs (20K e 100K) foi lavado com PBS e re-
centrifugado a 100.000xg por 60 minutos. Posteriormente, estes pellets
foram ressuspendidos em solucdo de lise do kit de extracdo de RNA, ou
tampao de lise para extracao proteica, conforme detalhado abaixo. Todas as

centrifugagdes foram realizadas a 4°C.
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3.5 CARACTERIZAGAO DAS EVs DERIVADAS DO PLASMA
POR NTA

As EVs foram isoladas por ultracentrifugagdo, conforme descrito
acima, a partir de 100ul de plasma e o pellet foi ressuspendido em 450ul de
PBS filtrado (filtro de 0,2um). As amostras foram avaliadas no equipamento
NanoSight LM10 (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido),
utilizando seringas de 1ml descartaveis, sendo cada amostra lida em
triplicata. Entre cada amostra o leitor foi limpo com PBS filtrado e cada
amostra seguinte s6 foi inserida apds ter sido verificada a auséncia de
particulas. Os parametros utilizados foram: camera shutter — 1495, camera
gain — 512, detection threshold — 10, duracdo de captura do video — 60

segundos.

3.6 CARACTERIZAGAO DAS EVs DERIVADAS DO MEIO DE
CULTURA CELULAR CONDICIONADO POR NTA

Igual descrito acima, sendo que o pellet foi ressuspendido em 1000ul
de PBS filtrado e os seguintes parametros foram utilizados: camera shutter —

414, camera gain — 196, detection threshold — 10.

3.7 CARACTERIZAGAO DAS EVs DERIVADAS DO PLASMA
POR WESTERN BLOT

As EVs foram isoladas por ultracentrifugagao conforme descrito acima,
a partir de cerca de 4ml de plasma e ao final o pellet foi ressuspendido com
100ul de tampao de lise contendo 300mM NaCl, 50mM Tris pH 7,4, 0,5%
NP-40, e coquetel anti-protease (cOmplete Mini - Roche, Indiana, EUA). A
concentragdo de proteinas foi determinada pelo método colorimétrico de
Bradford (Bio-Rad, California, EUA), e 1ug de proteinas foi submetido a

SDS-PAGE (gel 10% poliacrilamida). Apos transferéncia para membrana de
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nitrocelulose (GE Healthcare, Pennsylvania, EUA), foi feito o bloqueio por 1
hora com 5% leite, incubagdo com anticorpo primario (anti-FLOTILLIN
produzido em coelho 1:500 — ab41927 e anti-RAB7 produzido em
camundongo 1:1,000 — ab50533, Abcam, Massachusetts, EUA) overnight a
4°C, e incubagao por 1 hora com anticorpo secundario conjugado com HRP
1:5,000 (GE Healthcare, Pennsylvania, EUA), as membranas foram

reveladas com ECL Prime (GE Healthcare, Pennsylvania, EUA) em filme.

3.8 CARACTERIZAGAO DAS EVs DERIVADAS DO MEIO DE
CULTURA CELULAR CONDICIONADO POR WESTERN BLOT

Igual a descricao do item 3.7 acima, sendo que 0s seguintes anticorpos
primarios foram utilizados: anti-HER2 produzido em coelho 1:10.000 (2165,
Cell Signaling, Massachusetts, EUA), anti-HSP70 produzido em coelho
1:500 (EXOAB-Hsp70A-1, System Biosciences, California, EUA), anti-Flotillin
produzido em coelho 1:1.000 (ab41927, Abcam, Massachusetts, EUA), e
anti-RAB27B produzido em coelho 1:250 (HPA019849, Sigma-Aldrich,
Missouri, EUA).

3.9 CARACTERIZACAO DAS EVs DERIVADAS DO MEIO DE
CULTURA CELULAR CONDICIONADO POR MICROSCOPIA
ELETRONICA

O meio condicionado (~240ml) proveniente da cultura de células foi
centrifugado conforme descrito acima. Os pellets finais (20K e 100K) foram
fixados overnight a 4°C com glutaraldeido e paraformaldeido 2%, lavados
com PBS, seguido de tetroxido de 6smio 1% por 10 minutos, e uranil acetato
1% por 10 minutos. As amostras foram entédo desidratadas por 1 minuto em
solucdes de etanol a 50%, 70%, 90% e 100% (2X). Em seguida as amostras
foram incluidas em resina 812 (EMS, Pennsylvania, EUA) no préprio tubo e
polimerizadas com incubagdo overnight a 60°C. Cortes ultra-finos de 65-75

nm feitos em ultramicrotomo com lamina de diamante foram depositados em
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grades de cobre 200-mesh (EMS, Pennsylvania, EUA), contrastados com
uranil acetato 0,5% por 5 minutos e citrato de chumbo por 4 minutos, e
observados ao microscopio eletronico de transmissdo JEM -1010 (JEOL,
Tokyo, Japédo) operado a 80kV (Depto de Biologia Celular e do
Desenvolvimento, ICB/USP).

3.10 ANALISE PROTEOMICA DE EVs E CELULAS DAS
LINHAGENS HB4a E C5.2

3.10.1 Extracao de proteinas

As proteinas foram extraidas apds ressuspencido dos pellets 20K e
100K de EVs derivadas do meio de cultura celular condicionado em 100ul de
tampéao de lise contendo 300mM NaCl, 50mM Tris pH 7,4, 0,5% NP-40 e
coquetel anti-proteases (Roche, Indiana, EUA). Extratos celulares foram
preparados incubando os pellets de células em 200ul de tampéo de lise por
20 minutos no gelo, e coletando o sobrenadante de centrifugacdo a
20.000xg por 2 minutos. As proteinas foram liofilizadas e enviadas ao
laboratério do Dr. Daniel Martins-de-Souza na Ludwig-Maximilians-University

Munich, Alemanha, para a realizagao da analise protedmica.

3.10.2 Marcagao ICPL e pré-fraccionamento dos proteomas celulares

Na Alemanha, os proteomas das células foram marcados por isotope-
coded protein label (ICPL) 4-plex (SERVA Electrophoresis, Heidelberg,
Alemanha), conforme previamente descrito (MACCARRONE et al. 2010).
Pools de 100ul de proteina total de cada um dos quatro grupos amostrais
(duas linhagens em duplicata) foram reduzidos com ditiotreitol (DTT) por 30
minutos a 60°C e resfriados a temperatura ambiente (TA). Em seguida,
grupos tiol livres foram alquilados no escuro por 30 minutos a TA com 1ml
de 0,4M iodoacetamida, seguido de 1ml de 0,5M N-acetilcisteina. Para
marcagao das proteinas, isotopos estaveis — ICPL 0, ICPL 4, ICPL 6, e ICPL
10 - foram adicionados em um excesso molar de 10X em relacdo as

amostras e incubados por 2 horas a TA. Em seguida, 4ul de 1,5M
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hidroxilamina foi adicionada a cada amostra para inativagdo da marcacgao.
Grupos éster remanescentes foram hidrolisados aumentando o pH a 11-12
por 20 minutos. As quatro amostras (duas replicatas de cada linhagem)
foram unidas e pré-fraccionadas em um mini-gel SDS-PAGE 12%. As
proteinas foram visualizadas com o corante Coomassie brilliant blue. Cada
fileira corada no gel foi cortada em 20 fatias, que foram submetidas a

digestao in-gel com tripsina e liofilizadas ao final.

3.10.3 Digestao em solugao do proteoma de EVs
O proteoma das EVs foi digerido em solugdo usando uma razao 1:50

de tripsina para amostra. As proteinas digeridas foram liofilizadas ao final.

3.10.4 LC-MS/MS

Cada fatia digerida de amostra das células assim como o proteoma
digerido das EVs foi dissolvido em solu¢do aquosa de 0,1% acido formico e
injetadas no sistema nano-LC (Eksigent, California, EUA) em uma coluna
Zorbax-300 SB-C18 (5um, 5x0.3mm id, Agilent Technologies, California,
EUA) e separadas em uma nano-coluna, 75 um id x 15 cm empacotada com
particulas de 3um revestidas por C18. Os peptideos eluidos foram
analisados online em um espectrdbmetro de massas LTQ-Orbitrap XL
(Thermo Scientific, Bremen, Alemanha) equipado com uma fonte nano-ESI
em modo positivo (MACCARRONE et al. 2013). A separagao cromatografica
e a aquisicdo de espectra foram automaticamente realizados pelo programa

Xcalibur (versao 2.0.7, Thermo Scientific, California, EUA).

3.10.5 Andlise de dados

Os dados brutos de espectrometria de massas foram processados
diretamente no programa MASCOT Distiller (Matrix Sciences, Londres,
Reino Unidos) e buscados contra a database Uniprot de proteinas humanas
(release 2013 _09). Os parametros de busca foram: acuracia da massa
ibnica dos peptideos e fragmentos: 10 ppm e 0,6 DA, respectivamente;

tripsina como enzima permitindo no maximo duas clivagens perdidas;
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carbamidometilacdo de cisteina como modificacdo fixa e oxidacdo de
metionina como modificagao variavel. Os experimentos foram realizados em
duplicada e sé foram consideradas proteinas identificadas por pelo menos
dois peptideos distintos com >95% de confianca determinadas pelo
algoritmo do MASCOT. Quantificagbes também foram realizadas no mesmo
programa. Por empregarmos marcagao ICPL para a quantificacdo do
proteoma das células, a intensidade relativa de cada peptideo precursor na
sua forma marcada foi obtida dos cromatogramas i6nicos e razdes foram
calculadas por comparagdes dois a dois. Para as EVs, foi realizada uma
analise spectral counting label-free usando o algoritmo do MASCOT Distiller.
As anadlises de enriquecimento de vias foram realizadas com o programa
MetaCore em colaboragdo com o Dr. Paulo Oliveira do Laboratério Nacional

de Biociéncias (LNBio) em Campinas.
3.11 EXTRACAO DE RNA DAS EVs

Os RNAs das EVs, obtidas a partir do plasma (2,5ml para NGS e
1,5ml para validagdo) ou do meio de cultivo celular condicionado (120ml),
foram extraidos com o Total RNA Purification Kit (Norgen, Ontario, Canada).
Este kit utiliza uma coluna contendo uma resina que permite a purificagao de
RNA de todos os tamanhos, incluindo os pequenos RNAs, com tamanho
inferior a 200nt. O pellet de EVs apo6s a ultracentrifugacédo final foi
ressuspendido em 350ul de Lysis Solution contendo 1% B-mercaptoetanol, e
em seguida foi entdo adicionado 200ul de 100% etanol. Todo o lisado foi
transferido para a coluna, que foi centrifugada a 14.000xg por 1 minuto a TA
e lavada 3 vezes com 400ul de Wash Solution. O RNA foi eluido em 50ul de

Elution Solution.
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3.12 EXTRAGAO DE RNA DAS CELULAS, TRATAMENTO COM
DNASE E DEPLEGAO DE rRNA

Os RNAs obtidos das linhagens celulares HB4a e C5.2 foram
extraidos a partir de 1,2x10” células de cada linhagem (divididas em 4
aliquotas), usando o Total RNA Purification Kit (Norgen, Ontario, Canada) e
eluidos em 50ul conforme descrito acima. Para a quantificagdo foi usado o
aparelho NanoDrop (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA) e as amostras
foram diluidas a 10ug/50ul para tratamento com DNase (TURBO DNA-free
kit - Ambion, California, EUA). Em seguida, 3ug de RNA livre de DNA foram
depletados de rRNA com o Ribo-Zero Magnetic Gold Kit (Human/Mouse/Rat)
(Epicentre, Wisconsin, EUA) que utiliza sondas biotiniladas complementares
ao rRNA, possibilitando a sua captura e remocdo com beads magnéticas
acopladas a estreptavidina. A deplecdo do rRNA foi verificada pelo
equipamento Bioanalyzer (Agilent Technologies, California, EUA), que
realiza uma eletroforese capilar das amostras utilizando reagentes do Agilent
RNA 6000 Pico Kit (Agilent Technologies, California, EUA) e 1ul de RNA.

3.13 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERAGAO

3.13.1 Construgao das bibliotecas
As bibliotecas foram construidas utilizando reagentes do lon Total
RNA-Seq Kit v2 (Life Technologies, California, EUA) nas etapas detalhadas

abaixo.

1) Fragmentacao e purificagado do RNA

O volume total de RNA eluido da coluna (50ul) foi concentrado no
SpeedVac para um volume de 16ul. Todo o RNA obtido foi fragmentado com
a enzima RNase Ill (2pl) e 10X RNase Il Reaction Buffer (2ul) a 37°C por 3
horas, em um volume final de 20ul. Em seguida este RNA foi purificado com

Nucleic Acid Binding Beads, que ligam somente RNA e permitem que restos



42

de tampao e enzima sejam removidos por lavagem utilizando estante

magnética. O RNA foi eluido das beads com 12ul de agua livre de nucleases.

2) Hibridizagao e ligacdo do RNA aos adaptadores

Os adaptadores aqui usados sao oligonucleotideos de sequéncia
degenerada simples fita em uma extremidade, que hibridiza diretamente
com as moléculas de RNA, seguida de uma parte dupla fita contendo
sequéncia complementar aos iniciadores usados para a amplificacdo da
biblioteca e posteriormente para a reagcdo de sequenciamento em si.
Utilizamos um adaptador especifico para cada extremidade da molécula de
RNA, de modo a preservarmos a orientagdo da fita transcrita. O
sequenciamento foi feito sempre a partir da extremidade 5’ da fita senso de
RNA.

Apoés a purificagcdo do RNA fragmentado, o volume total eluido das
beads (12ul) foi concentrado no SpeedVac para um volume de 3ul, ao qual
foi adicionado 3ul de Hybridization Solution e 2ul de lon Adaptor Mix v2 para
um volume final de 8ul, que foi incubado a 65°C por 30 minutos. Em seguida
foi adicionado 10ul de 2X Ligation Buffer e 2l de Ligation Enzyme Mix, para

um volume final de 20ul, que foi incubado a 16°C por 16 horas.

3) Sintese e purificagdo do cDNA

Os RNAs ligados aos adaptadores foram convertidos em cDNA por
transcricdo reversa. Aos 20ul de reacao de ligagao foram adicionados 2ul de
agua livre de nucleases, 4ul de 10X RT Buffer, 2ul de dNTP Mix, e 8ul de lon
RT Primer, para um volume final de 36pul que foi incubado a 75°C por 15
minutos, e transferido para o gelo. Em seguida foram adicionados 4ul de
10X SuperScript Enzyme Mix, para um volume final de 40ul que foi incubado
a 42°C por 30 minutos. O cDNA assim produzido foi purificado com as
Nucleic Acid Binding Beads utilizando estante magnética. O cDNA purificado

foi eluido das beads com 12ul de agua livre de nucleases.
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4) Amplificagao do cDNA e purificacdo dos amplicons

O cDNA purificado foi amplificado por PCR, etapa na qual também
sdo inseridos os barcodes que permitem a atribuicdo da origem das
amostras apos o sequenciamento. A PCR consistiu de 6ul de cDNA
purificado, 45ul de Platinum PCR SuperMix High Fidelity, 1ul de lon Xpress
RNA 3' Barcode Primer e 1ul de lon Xpress RNA-Seq Barcode BC primer,
conforme Quadros 2 e 3, para um volume final de 53ul. O programa
utilizado para a amplificagdo por PCR foi: 94°C por 2 minutos, 2 ciclos de
94°C por 30 segundos e 50°C por 30 segundos, 18 ciclos de 94°C por 30
segundos e 62°C por 30 segundos, e 68°C por 5 minutos. O cDNA
amplificado foi purificado como anteriormente descrito e eluido das beads

com 10ul de agua livre de nucleases.

5) Avaliacao do cDNA amplificado (biblioteca final)

O controle de qualidade das bibliotecas foi feito no equipamento
Bioanalyzer, que realiza uma eletroforese capilar das amostras utilizando
reagentes do High Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies, California,
EUA). Um eletroferograma é gerado a partir de 1ul de amostra, permitindo a
determinagao tanto do tamanho (em pares de bases) das moléculas
presentes na biblioteca, assim como de sua concentracdo (em pM). O
tamanho esperado para miRNAs ligados a adaptadores € de 94-114bp,
segundo protocolo do fabricante (Life Technologies) do kit de preparo de

biblioteca.

3.13.2 PCR em emulséo

A partir da molaridade da biblioteca, determinada pelo Bioanalyzer, foi
feita uma diluicdo de cada biblioteca para uma concentracao final de 11pM
(para as bibliotecas das pacientes, utilizado versédo v2 do kit de preparo de
emulséo; Life Technologies, California, EUA) ou 100pM (para as bibliotecas
das linhagens celulares, utilizado kit versao v3 do kit de preparo de emulsao;
Life Technologies, California, EUA), seguindo recomendacao do fabricante

para a realizacdo da PCR em emulsao, conforme Quadros 2 e 3.



44

Quadro 2 - Concentragcdo molar e fator de diluigdo das bibliotecas
construidas a partir de RNA das EVs e das linhagens celulares que as

originaram.

Molaridade da Fator de diluic3o da
e e biblioteca (pM) |biblioteca para 100pM

C5.2 EVs 20K 1:10 1 10.990,3 109,9
C5.2 EVs 100K 1:10 2 13.614,5 136,1
HB4a EVs 20K 1:10 3 6.042,3 60,4
HB4a EVs 100K 1:10 4 15.302,3 153,0
C5.2 célula 1:10 5 17.564,0 175,6
HB4a célula 1:10 5] 15.691,5 156,9

Legenda: O barcode ¢ uma sequéncia de 10pb especifica para cada amostra, de forma que

elas podem ser

misturadas para o sequenciamento, e os resultados separados
posteriormente por analise bioinformatica.

Quadro 3 - Concentragcdo molar e fator de diluicdo das bibliotecas
construidas a partir de RNA obtidos das EVs derivadas do plasma de

pacientes.

Molaridade da | Fator de diluigdo da
Grupo e S hant biblioteca (pM) | biblioteca para 11pM

Mama 19 1:100 1 1 3.221,0 292,8

Mama 22 1:100 2 1 3.256,1 296,0

Mama 30 1:10 3 1 1.668,4 151,7

Mama 32 1:100 4 1 5.673,3 515,8

Mama 33 1:100 5 1 3.362,3 305,7

NO Mama 44 1:100 6 1 4.000,0 363,6

Mama 26 1:100 7 1 4.277,2 388,8

Mama 34 1:100 8 1 5.658,1 514,4

Mama 36 1:100 9 1 1.848,8 168,1

Mama 31 1:100 14 1 8.895,6 808,7

Mama 18 1:100 10 1 4.315,6 392,3

Mama 25 1:100 11 1 1.497,7 136,2

Mama 38 1:10 12 1 8.528,7 775,3

Mama 6 1:100 15 1 3.081,4 280,1

N Mama 24 1:10 16 2 6.129,9 557,3

Mama 28 1:100 1 2 1.078,0 98,0

Mama 25 1:10 2 2 10.734,5 975,9

Mama 41 3 2 7.463,4 678,5

Mama 42 1:100 4 2 3.091,8 2811

Mama 48 1:100 5 2 3.397,1 308,8

Mama 21 1:100 6 2 4.109,0 373,5

Mama 37 1:100 7 2 4.012,6 364,8

Mama 46 1:100 8 2 6.506,0 591,5

Mama 50 1:100 13 1 6.987,9 635,3

M Mama 51 1:100 9 2 1.148,7 104,2

Mama 52 1:100 10 2 4.430,2 402,7

Mama 53 1:100 11 2 3.230,7 293,7

Mama 54 1:100 12 2 3.278,5 298,0

Mama 55 1:100 13 2 4.141,1 376,5

Mama 56 1:100 14 2 7.022,8 638,4

Legenda: O barcode ¢ uma sequéncia de 10pb especifica para cada amostra, de forma que
elas podem ser misturadas para o0 sequenciamento, e o0s resultados separados
posteriormente por analise bioinformatica. Como s6 existem 16 barcodes para RNA, as
amostras foram analisadas em corridas separadas (indicadas pela coluna chip).
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A PCR em emulsdo tem como objetivo a amplificacdo clonal da
biblioteca em beads, que posteriormente sdo depositadas em pogos do chip
de sequenciamento. Conforme ilustrado na Figura 5, a reacdo ocorre em um
micro-reator, ou micela, formada por moléculas de agua em meio oleoso. As
condicbes de diluicdo devem favorecer a distribuicdo em cada bead de
apenas uma molécula de DNA da biblioteca, que sera entdo amplificada por
PCR. A ciclagem é feita no equipamento OneTouch2, que possui também
uma centrifuga que ao final da reagdo permite a separagdo das beads do

6leo.

(2 microrreator

biblioteca

AV
bead

Iniciadores
dNTPs
Polimerase
MgCl,
Oleo

l_'_J\_Y_J

Fase Aquosa = Emulsio _ PCR
+

Fase Oleosa

Iniciadores
dNTPs
Polimerase
MgCl,

Figura 5 - Desenho esquematico da PCR em emulsdo, onde ocorre a

amplificacdo clonal das moléculas de DNA nas beads.

3.13.3 Enriquecimento

Apos a PCR em emulsdo, é feito um enriquecimento para beads
contendo moléculas de DNA amplificado das bibliotecas, permitindo eliminar
beads vazias, onde nao houve incorporagcdo de moléculas. Este
enriquecimento é possivel pois os adaptadores utilizados na construcédo das
bibliotecas sao biotinilados, permitindo que apenas as beads contendo
moléculas de biblioteca sejam capturadas com estreptavidina acoplada as

beads magnéticas.
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3.13.4 Avaliacao da eficiéncia da PCR em emulsao

Um controle de qualidade desta etapa é feito antes da etapa final de
sequenciamento, para assegurar o prosseguimento apenas dos casos onde
a PCR em emulsdo tenha sido eficiente. Esta etapa é possivel pois os
adaptadores possuem sitios de ligacdo de sondas contendo fluoréforos
especificos. Conforme ilustrado na Figura 6, a sonda que se liga ao
adaptador A (que esta na ponta livre da molécula de biblioteca) fluoresce a
647nm, enquanto que a sonda que se liga ao adaptador P1 (que esta na
extremidade da molécula ligada a bead), e ao oligo B que é complementar
ao adaptador P1 e esta presente em toda a superficie da bead, fluoresce a
488nm. A leitura das fluorescéncias das duas sondas é feita no equipamento
Qubit 2.0 (Life Technologies, California, EUA) e a relacdo entre ambas
permite a determinacdo da quantidade relativa de beads recobertas por
moléculas das bibliotecas, versus beads vazias. O fabricante determina que
a quantidade ideal de beads contendo biblioteca esteja entre 10 e 25%.
Quantidades superiores a isso podem indicar alta frequéncia de beads
policlonais, onde mais de uma molécula diferente de DNA foi incorporada
em cada uma das beads. Beads policlonais geram sinais conflitantes no

sequenciamento, e devem ser evitadas.

AF 488 Prote | - ARGIT.

[spamusnannn [ 0
N inse
B-r1 DNA insert

B primer A' Adapter Sequence

Figura 6 - Desenho esquematico do controle de qualidade feito apds a PCR

em emulsdo. AF 488 ¢ uma sonda que se liga ao adaptador P1 presente nas moléculas
de biblioteca, assim como ao oligo B presente em todas as beads, inclusive as vazias ou
sem biblioteca. AF 647 é uma sonda que se liga ao adaptador A, que esta presente
somente na extremidade das moléculas de biblioteca. A razdo entre as fluorescéncias
emitidas pelas duas sondas permite a determinacdo da quantidade de beads ligadas a
biblioteca. ISP = lon Sphere Particle, ou bead.
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3.13.5 Sequenciamento

As amostras foram depositadas em chips semicondutores P1 para
sequenciamento no equipamento lon Proton (Life Technologies, California,
EUA). O chip é formado por pogos, cujo tamanho permite a deposi¢cado de
uma unica bead por poco. A quantidade de pogos em cada chip determina a
quantidade maxima de sequéncias que se € possivel obter, que é em torno
de 60-80 milhdes para este chip (utilizado em todos os sequenciamentos
descritos nesta tese). Para a determinacéo das sequéncias, o sequenciador
acrescenta sucessivamente na amostra cada um dos 4 nucleotideos
individualmente. Conforme ilustrado na Figura 7, se o nucleotideo oferecido
€ complementar a sequéncia da molécula de DNA molde, a sua
incorporagao ¢é feita pela enzima DNA polimerase, havendo a liberagéo de
um ion de hidrogénio que muda o pH. O chip detecta o sinal quimico da
mudancga de pH e o converte em sinal digital que é interpretado como uma

ou mais bases nitrogenadas.

Molde (molecula da biblioteca)

Figura 7 - Desenho esquematico da quimica de sequenciamento da

plataforma lon Proton. O sequenciador detecta a mudancga de pH gerada pela liberagéo
de um ion de hidrogénio quando ocorre a incorporagéo pela polimerase de um nucleotideo,
ou dNTP, complementar a fita molde.
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3.13.6 Analises de Bioinformatica e Estatistica

As anadlises aqui apresentadas foram realizadas com o auxilio do
grupo de Bioinformatica do AC Camargo Cancer Center. O pipeline
estabelecido incluiu um filtro inicial pelo programa FastQ Screen
(http.//www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastq_screen/), para a
remocao de RNA ribossomal (rRNA), RNA transportador (tRNA), sequéncias
de elementos repetitivos abundantes no genoma humano (satélites, ALU,
LINE) e contaminantes de outras espécies (bactérias, fungos, virus, C.
elegans, etc.). As sequéncias com tamanho entre 12 e 25 bases foram
mapeadas com o programa miRDeep2 (MACKOWIAK 2011) para a
anotacdo dos miRNAs humanos descritos no banco de dados miRBase v20
(KOZOMARA e GRIFFITHS-JONES 2014). As demais sequéncias, assim
como aquelas que nao foram anotadas no passo anterior, foram alinhadas
no genoma humano (montagem Hg19)
(http://hgdownload.soe.ucsc.edu/goldenPath/hg19/bigZips/)  utilizando o
software de mapeamento TopHat2 (KIM et al. 2013a) seguido de Bowtie2
(LANGMEAD e SALZBERG 2012). Para a anotagdo dos transcritos foi
utiizado a base de dados do Ensembl - Homo_ sapiens.GRCh37.73
(http://grch37.ensembl.org/info/data/ftp/index.html). A abundéncia relativa
dos transcritos foi calculada utilizando FPKM (do Inglés, Fragments Per
Kilobase of transcript per Million mapped reads) utilizando o software
Cufflinks (TRAPNELL et al. 2010). Para gerar o numero total de reads por
gene foi utilizado o software HTSeq (ANDERS et al. 2014). A identificagdo
dos transcritos com expressao diferencial foi realizada com o pacote
estatistico DESeq2 (LOVE et al. 2014) do Bioconductor
(http://www.bioconductor.org/). Foram realizadas comparacgdes da expressao
de cada miRNA entre os trés grupos de pacientes, dois a dois (N vs NO, M
vs N, M vs NO) e foram considerados estatisticamente significativos aqueles
miRNAs com p-valor menor ou igual a 0,01. Os heat maps foram gerados
com o pacote gplots (http://cran.fhcrc.org/web/packages/gplots/index.html). A
predicdo de potenciais novos miRNAs foi feita com o programa miRDeep2
(MACKOWIAK 2011), e s6 foram considerados aqueles candidatos com
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FDR=0. A identificacdo de RNAs circulares foi feita utilizando scripts
desenvolvidos por MEMCZAK et al. (2013) (http://circbase.org/cgi-

bin/downloads.cgi).

314 VALIDACAO DOS miRNAs  DIFERENCIALMENTE
REPRESENTADOS POR PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL
(QRT-PCR)

Os miRNAs com expressao diferencial nas EVs derivadas dos trés
grupos de pacientes sdo potenciais candidatos a biomarcadores de
progressao tumoral, podendo estar envolvidos com a invaséo linfonodal ou o
surgimento de lesdo metastatica a distancia. Neste sentido, todos os
transcritos identificados como diferencialmente representados sao potenciais
biomarcadores de interesse. Focamos inicialmente nos miRNAs por eles
serem importantes reguladores de expressao génica, e por ja haverem
diversos trabalhos na literatura demonstrando que EVs sao enriquecidas em
miRNAs que podem ser transferidos entre células (CHENG et al. 2014;
MONTECALVO et al. 2012; MORELLO et al. 2013; VALADI et al. 2007).
Para a confirmacao da expressao diferencial dos miRNAs utilizamos ensaios
individuais para cada um dos miRNAs selecionados, que foram entao
avaliados por qRT-PCR utilizando as mesmas amostras utilizadas no
sequenciamento. Na auséncia de controles enddgenos descritos para EVs,
utilizamos na normalizagao ensaios especificos para 5 miRNAs (miR-26a-5p,
miR-30c-5p, let-7g-5p, mIiR-101-3p, e miR-20a-5p) que mostraram
expressdo homogénea entre os trés grupos por NGS, e que foram
considerados como 0s mais estaveis segundo analise no programa geNorm
(VANDESOMPELE et al. 2002).

3.14.1 Sintese do cDNA por transcrigao reversa
Apds a extragdo do RNA (Total RNA Purification Kit - Norgen, Ontario,
Canada) conforme descrito acima, obteve-se 12ul do total de 50uL para a

sintese do cDNA utilizando o miScript II RT (Qiagen, California, EUA), em
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reagcao de 20ul contendo 4ul de 5X miScript HiSpec Buffer, 2ul de 10X
miScript Nucleics Mix e 2ul de miScript Reverse Transcriptase Mix, que foi

incubada a 37°C por 60 minutos e 95°C por 5 minutos.

3.14.2 Pré-amplificacdo do cDNA

Como a quantidade de RNA inicial derivada das EVs das amostras de
pacientes era limitante, realizamos um passo de pré-amplificacdo do cDNA
utilizando um mix equimolar contendo todos os 16 ensaios de miRNAs (11
candidatos e 5 enddgenos, listados na Quadro 4) e o miScript PreAMP PCR
Kit (Qiagen, California, EUA). Para a pré-amplificacdo foi preparada para
cada amostra uma reacédo de 25ul contendo 5ul de 5X miScript PreAMP
Buffer, 2ul de HotStarTaq DNA Polymerase, 5ul de mix customizado com os
16 ensaios de interesse, 7ul de agua livre de nucleases, 1ul de miScript
PreAMP Universal Primer e 5ul de cDNA diluido 1:5. As reacgbes foram
incubadas no termociclador a 95°C por 15 minutos para ativagdo da
polimerase, seguido de 12 ciclos de: desnaturagdo a 94°C por 30 segundos

e anelamento/extensao a 60°C por 3 minutos.

Quadro 4 - Ensaios de qRT-PCR usados na avaliagdo dos miRNAs.

miRNA N® de-catalogo Sequéncia
Qiagen

hsa-miR-130a-3p MS00003444 5'CAGUGCAAUGUUAAAAGGGCAU
hsa-miR-128-3p MS00008582 5'UCACAGUGAACCGGUCUCUUU
hsa-miR-223-3p MS00003871 5'UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA
hsa-miR-142-3p MS00031451 5'UGUAGUGUUUCCUACUUUAUGGA
hsa-miR-144-5p MS00008701 5'GGAUAUCAUCAUAUACUGUAAG
hsa-miR-191-5p MS00003682 5'CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG
hsa-miR-23a-3p MS00031633 5'AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC
hsa-miR-23b-3p MS00031647 5'AUCACAUUGCCAGGGAUUACC
hsa-miR-301a-3p MS00009317 5'CAGUGCAAUAGUAUUGUCAAAGC
hsa-miR-584-5p MS00037198 5'UUAUGGUUUGCCUGGGACUGAG
hsa-miR-92a-3p MS00006594 5'UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU
hsa-miR-26a-5p MS00029239 5'UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU
hsa-miR-30c-5p MS00009366 5'UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC

hsa-let-7g-5p MS00008337 5'UGAGGUAGUAGUUUGUACAGUU
hsa-miR-101-3p MS00008372 5'UACAGUACUGUGAUAACUGAA
hsa-miR-20a-5p MS00003199 5'UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG
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3.14.3 Avaliacao da expressao dos miRNAs por qRT-PCR

A avaliagcdo da expressdo dos miRNAs foi realizada por PCR
quantitativa em tempo real (QRT-PCR) no equipamento 7500 Fast Real-Time
PCR System (Life Technologies, California, EUA) utilizando o miScript SYBR
Green PCR Kit (Qiagen, California, EUA), em reacédo de 10ul contendo 5yl
de 2X QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 1ul de 10X miScript
Universal Primer, 1ul de 10X miScript Primer Assay (para cada um dos
ensaios de interesse), 2ul de agua livre de nucleases, e 1ul de cDNA pré-
amplificado diluido 1:20. As condigbes de ciclagem foram: 95°C por 15
minutos para ativacdo da polimerase e 40 ciclos de: desnaturagdo a 94°C
por 15 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos e extensdo a 70°C
por 30 segundos. As curvas de desnaturagcdo foram geradas para a
verificagdo da especificidade da reagdo por incubagédo a: 95°C por 15
segundos, 60°C por 1 minuto, 95°C por 30 segundos, e 60°C por 15
segundos. Todas as reacgbes foram realizadas em triplicata. A analise foi
realizada pelo método de AACt, considerando a média dos dois endégenos
mais estaveis (miR-26a-5p e mIiR-30c-5p) e a normalizagcdo foi feita

adotando o grupo NO como referéncia.
3.15 VALIDAGAO DOS RNAs CIRCULARES (circRNAs)

3.15.1 Sintese do cDNA por transcrigao reversa

Apos a extragcao do RNA (Total RNA Purification Kit - Norgen, Ontario,
Canada) conforme descrito acima, utilizamos 8ul (pacientes) ou 1pl
(linhagem) do total de 50uL para a sintese do cDNA utilizando o SuperScript
Ill First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, California, EUA). O
cDNA foi feito em reagao de 20ul contendo 1ul 50ng/ul Random hexamers,
1ul 70mM dNTP mix, 7ul agua-DEPC (somente linhagem), 2ul 10X RT buffer,
4ul 26mM MgCls, 2ul 0.1M DTT, 1ul RNaseOUT (40U/ul), 1ul SuperScript 111
RT (200U/ul) que foi incubada a 65°C por 5 minutos, 4°C por 1 minuto, 25°C

por 10 minutos, 50°C por 50 minutos, 85°C por 5 minutos, 4°C por 1 minuto.
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Foi entédo adicionado 1ul de RNase H a reagéo, que foi incubada a 37°C por

20 minutos.

3.15.2 Desenho dos iniciadores e PCR
Os pares de iniciadores foram desenhados de forma a amplificar a
isoforma linear (L) ou circular (C) do transcrito UBXN7, conforme ilustrado na

Figura 8. As sequéncias dos iniciadores estao listadas no Quadro 5.

O €— —> R
F—=> < 'R
| 4 5 |
Transcrito linear Transcrito circular

Figura 8 — Desenho esquematico dos pares de iniciadores utilizados para

amplificar as isoformas linear (L) e circular (C) de UBXN7. Os pares de
iniciadores estao representados como setas.

Quadro 5 - Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificacdo do
transcrito UBXN? isoforma linear (L) e circular (C).

Iniciador Sequéncia (5’ - 3’)
CF GAATTGGGGCACGAACTTC
CR GCCACCCATTGATTTGATGC
LF CAAGAAGAAGTTCGTGCCC
LR GCATCAAATCAATGGGTGGC

A PCR foi realizada em volume final de 15ul contendo: 7.5ul de 2X
GoTaq Green Master Mix (Promega, Wisconsin, EUA), 1ul de iniciador F a
2,5pmol/ul, 1ul de iniciador R a 2,5pmol/ul, 4,5ul de agua livre de nucleases,
e 1ul de cDNA (sem diluir para pacientes, e 1:10 para linhagem). As

condigbes de ciclagem foram: 95°C por 2 minutos para ativagdo da
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polimerase e 40 ciclos (35 ciclos para linhagem) de: desnaturagédo a 95°C
por 1 minuto, anelamento a 58°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30
segundos, seguido de uma extensdo final a 72°C por 5 minutos.
Posteriormente 10ul de cada produto de PCR foram avaliados em géis de
poliacrilamida 8% corados com prata (SANGUINETTI et al. 1994).

3.15.3 Sequenciamento pelo método de Sanger

Os produtos de PCR foram purificados por degradacdo e
desfosforilagdo do excesso de iniciadores e dNTPs em reacdao de 10ul
contendo 5ul de amplicon, 0,3ul de enzima Exonuclease | (Affymetrix,
California, EUA) 1ul de enzima Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)
(Affymetrix, California, EUA), 1ul de 10X SAP Reaction Buffer (Affymetrix,
California, EUA), e 2,7ul de agua, que foi incubada a 37°C por 30 minutos e
80°C por 15 minutos.

O sequenciamento dos amplicons foi realizado pelo método de
terminacdo de cadeia (método de Sanger). A incorporagdo dos
dideoxinucleotideos fluorescentes foi feita em reagédo de 10ul contendo 2,5l
de produtos de PCR purificados, 1,6l de iniciador F ou R a 2,5pmol/ul, 0,7ul
de BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix (Life Technologies,
California, EUA), 2ul de 5X Sequencing Buffer (Life Technologies, California,
EUA), e 3,2ul de agua livre de nucleases, que foi incubada a 95 °C por 2
minutos para ativagdo da polimerase e 40 ciclos de: desnaturagédo a 95°C
por 18 segundos, anelamento a 55°C por 18 segundos e extensdo a 60°C
por 4 minutos.

Apds a reagao de sequenciamento, os produtos foram precipitados
com 1ul de acetato de sodio 3M pH 5,2, 1ul de EDTA 125mM pH 8,0 e 25ul
de etanol 100%, e incubacgao a temperatura ambiente por 15 minutos. Apds
centrifugagéo a 4000rpm por 30 minutos a 4°C (centrifuga Eppendorf 5810R,
rotor A-4-62), o sobrenadante foi descartado (placa foi centrifugada invertida
a 650 rpm por 1 minuto), e o pellet foi lavado com 35ul de etanol 70% gelado.
Apoés centrifugagdo a 4000 rpm por 20 minutos, o sobrenadante foi
descartado (placa foi centrifugada invertida a 650 rpm por 4 minutos), e o
pellet foi seco a 95°C por 20 minutos. Apds a secagem, o pellet foi
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ressuspendido com 13ul de formamida Hi-Di (Life Technologies, California,
EUA) e desnaturado a 95°C por 3 minutos, seguido de 3 minutos no gelo.

A detecgdo dos produtos marcados com fluorescéncia foi realizada
por eletroforese em sequenciador capilar automatico 37130x/I Genetic
Analyzer (Life Technologies, California, EUA). As sequéncias geradas foram
verificadas no programa CLC Genomics Workbench 6.0.3, apés alinhamento
contra a sequéncia referéncia do transcrito UBXN7 (NCBI NM_015562).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZAGAO DE EVs DERIVADAS DE HB4a E C5.2

4.1.1 Caracterizagao do proteoma de EVs derivadas de HB4a e C5.2

A caracterizagdo do proteoma de EVs derivadas das linhagens
celulares HB4a e C5.2 foi realizada durante a fase inicial de avaliacdo dos
protocolos de isolamento e caracterizacdo de EVs. Por dispormos de
quantidade limitada de plasma de pacientes, optamos por realizar as
padronizagdes iniciais com meio de cultura celular condicionado, que é de
facil obtencdo. O modelo celular escolhido permite avaliar os efeitos da
superexpressao de um unico oncogene, usando as linhagens celulares
HB4a - derivada de tecido luminal epitelial de mama normal humana
imortalizada com o virus SV-40 e C5.2 — um clone de HB4a transformado
que superexpressa ERBB2/HER2 (HARRIS et al. 1999; STAMPS et al.
1994). Os resultados iniciais se mostraram promissores e por fim se
tornaram um projeto paralelo de caracterizagdo completa das EVs
secretadas por estas duas linhagens celulares, que serdo apresentados
nesta tese em conjunto com os dados das amostras de pacientes. Os
resultados das analises protedbmicas, feitos em colaboracdo com o Dr.
Daniel Martins-de-Souza, foram publicados na revista Proteomics (Anexo 4)
onde demonstramos que a superexpressao do oncogene ERBB2/HER2 na
linhagem C5.2 altera o perfil proted6mico das EVs (AMORIM et al. 2014).

Isolamos por ultracentrifugacdo duas populacbes de EVs (20K e
100K) a partir do meio de cultura celular condicionado. A microscopia
eletrbnica (Figura 9A) revelou que ambas populagdes de EVs séo
morfologicamente distintas; a fracdo 20K é enriquecida em vesiculas
maiores e mais heterogéneas enquanto as EVs de 100K demonstram a
morfologia cup-shaped tipica de exossomos (THERY et al. 2006). Estes
achados foram confirmados por nanopatrticle tracking analysis (Figura 9B)
que mostrou que as EVs 20K sdo maiores que as EVs 100K para ambas
linhagens (teste Wilcoxon rank: W: 627, p-valor: 0,04 para HB4a; W: 618, p-
valor: 0,05 para C5.2).
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Analises por Western Blot (Figura 9C) usando marcadores
associados a vesiculas demostraram a presenga de Flotilina nas duas
populagdes de ambas linhagens, enquanto HSP70 pareceu ser mais
abundante em C5.2 (células e ambos sets de vesiculas), quando comparada
com HB4a. Por outro lado, RAB27B estava superexpressa em ambas 20K e
100K subpopulagdes de HB4a em comparagdo com C5.2. Como esperado,
observamos alta expressdo de HER2 em C5.2 e ausente ou muito pouco
expressa em HB4a e as suas EVs derivadas, achado também confirmado
por qRT-PCR (dado ndao mostrado) e por proteébmica. Western Blot (Figura
9C) usando a mesma massa de proteina mostrou HER2 muito mais
abundante nas EVs de C5.2, em relacao as células C5.2.

As andlises protedmicas (Figura 9D) permitiram a identificacdo de
1.753 proteinas unicas; 83,6% (1466) foram encontradas nas células, 33,5%
(588) foram identificadas em EVs 20K e 23,8% (417) foram encontradas nas
EVs 100K. O componente exclusivo das células era composto por 1.086
(61,9%) proteinas, enquanto 287 (16,4%) foram encontradas somente em
EVs e 232 (13,2%) estavam presentes em ambas populagbes de EVs e nas
células. Os processos bioldgicos preditos e as localizagdes subcelulares de
proteinas exclusivas de cada populagdo de EVs de ambas linhagens
encontram-se na Figura 10. Das 667 proteinas unicas identificadas por pelo
menos dois peptideos nos dois subsets de EVs de ambas linhagens, 650
(97%) ja foram previamente descritas em EVs na EVpedia (KIM et al. 2013b),
sugerindo o sucesso do nosso protocolo de isolamento das EVs. A maioria
das proteinas encontradas e nao descritas na EVpedia (12/17) eram
exclusivas das EVs 20K, achado que provavelmente reflete a maior
diversidade de particulas desta fragdo, assim como a exclusdo de vesiculas
maiores pelos protocolos de isolamento de exossomos baseados em
filtracdo (RAPOSO e STOORVOGEL 2013).



57

Comimt Swn | o 30 Swrbomees |

HEB4a MPs a0

ik

| “ lhllu.....,.-_-_:_:

¥

¥

L]

Fonte: AMORIM et al. (2014)

PREICRZEZIREINLEZINL GRS ELY
Purtyie v ke ey ey
5.2 MPs
cell 20K 100K cell 20K 100K
HER2
(185 kDa) wn
> . =
- -
HSP70 =
(70kDa) ‘
. L "5 Ry
FLOTILUN . e
(47 kDa) & i ll
MBZ’B "'-.'- - T lll:'.ll;l;»:‘
(25I|Da|“ g FRELCRETIOIERG ¢ F
. Furnsr war e reeb (v
D
20 p— e — 100K HB4a 20K+ 100K _— = . (C5.220K+100K
/1- // : 2‘\- \\\
/ Vs N\ N\
/ ."’r "': \
[ 1 [ a2 | s |
| (183%) t (581%) | (23.6%) ‘
\ ‘|‘ | /
\ '\\ },‘ /I
N ke i
b - S \
b4a 20K WB4a 100K C5220K €5.2 100K
/ a ~ / N N
// ' \\\ N f/ r/ \\
’ { \ \ |/ /' \ \
| 82 | mu | a0 | “ 18 ‘ 0 | w ]
| (60.3%) |I (10.3%) \ (29.4%) | (674%) | (17.1%) | {15.4%)
\ \ /
\ \ /x / \ \ /
N\ N e N ¥ 4
cells N - N L

Figura 9 - Caracterizagdo das EVs 20K e 100K. (A) Microscopia eletronica de
transmissao mostrando a heterogeneidade das populagbes de EVs: as EVs 20K sao
maiores € mais heterogéneas que as EVs 100K, que demonstram a morfologia cup-shaped
tipica de exossomos. (B) Analise por Nanosight mostrando o deslocamento de tamanho
entre as fragbes 20K (barras pretas) e 100K (barras laranjas) de ambas linhagens. (C)
Western Blots mostrando a superexpressao de HER2 na linhagem C5.2 e subsets de EVs,
assim como os marcadores de vesiculas Flotillin, RAB27B, e HSP-70. (D) Diagrama de
Venn mostrando o overlap de proteinas derivadas das linhagens e suas fragdes de EVs. (E)
Diagramas de Venn demonstrando a distribui¢do de proteinas exclusivas as EVs de cada

linhagem.
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Para minimizar o stress celular conhecidamente causado pela
caréncia de soro fetal bovino (FBS) (WITWER et al. 2013) e focar o nosso
estudo nos efeitos induzidos por HER2, as células HB4a e C5.2 foram
crescidas em meio contendo FBS previamente depletado de EVs. Porém,
como proteinas derivadas do FBS podem potencialmente ter sido co-
purificadas junto com as EVs nos colocamos um flag nas proteinas mais
abundantes do FBS (BUNKENBORG et al. 2010) que também foram
identificadas aqui. Queratinas, abundantemente encontradas no FBS,
também foram encontradas em ambos subsets de EVs. Interessantemente,
alguns estudos apontam para o papel funcional destas proteinas no
remodelamento de citoesqueleto, invasdo celular e metastase
(OBERMAJER et al. 2009), assim é possivel que a presenca de queratinas
em EVs indique mais que contaminacao da amostra.

A anadlise protebmica de HB4a e C5.2 indicou 1.466 proteinas
compartilhadas entre as duas linhagens (Figura 9D). Interessantemente,
74% destas proteinas ndo foram encontradas nas EVs. Por outro lado, das
667 proteinas consistentemente encontradas em todas as EVs, 43% néo
foram detectadas nas células secretoras. Ambos achados reforcam o
conceito que EVs servem como shuttles de sets especificos de proteinas
(NOLTE-T HOEN et al. 2012; SKOG et al. 2008; VALADI et al. 2007).

Nés comparamos os proteomas de EVs derivadas das duas linhagens
para investigar proteinas direta ou indiretamente afetadas pelo
superexpressdao de HER2. Um total de 136 (18,3%) de proteinas foram
exclusivamente encontradas nas EVs derivadas de HB4a, enquanto 175
(23,6%) proteinas foram encontradas somente nas EVs derivadas de C5.2,
considerando ambas populagdes de EVs (Figura 9E). Alteragdes
protedmicas direta ou indiretamente correlacionadas com a superexpressao
de HER2 estavam presentes em ambas populacbes de EVs, e suas
atividades biologicas estavam principalmente relacionadas a processos
como migracao celular, transformagao maligna, angiogénese, metastase e
remodelamento de citoesqueleto. Notavelmente, apesar do agrupamento

das 10 top proteinas das subpopulacdes 20K e 100K de EVs nos mesmos
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processos biologicos, elas ndo se sobrepdem (Tabela 2). Este achado
reforca que o shuttling de proteinas nao € arbitrariamente definido e sugere
que as proteinas carreadas pelos sets distintos de vesiculas podem ter
papéis complementares ao menos para algumas vias biologicas.

Proteinas capazes de induzir transformagdo maligna foram
encontradas super-representadas em EVs da linhagem HER2+ (C5.2),
incluindo as top proteinas das subpopulacbées 20K e 100K, ambas
aumentadas >90X: cofilina-1 e CD44 (Tabela 2), as duas envolvidas em
adesao celular, motilidade e invasédo, e remodelamento de citoesqueleto.
HER2 regula a via de cofilina por ativar PLCy para hidrolisar PIP2 que
mantém cofilina presa a membrana celular. Cofilina livre leva ao
remodelamento de actina, essencial para a motilidade e invasdo celular
(WANG et al. 2007). A inibicdo de cofilina foi descrita como envolvida na
formacgao de EVs, quando a proteina quinase associada a Rho (ROCK) leva
a fosforilagdo da quinase LIM (LIMK), que por fim fosforila cofilina que é
entdo impedida de clivar actina, resultando em fibras de actina estendidas
(LI et al. 2012). A ligagao de acido hialurénico a CD44 modula a interagao
CD44-HER2 (BOURGUIGNON 1997), que afeta o crescimento, a
sobrevivéncia e a diferenciagéo celular (GUNTHERT et al. 1991; PONTA et
al. 2003). CD44 clivada por ADAM10 também foi reportada em exossomos,
como uma via de secrecédo da forma soluvel deste receptor (STOECK et al.
2006). Também notavel foi a superexpressao de fibronectina-1 no subset
20K das células C5.2, ja que foi demonstrado que quando essa proteina é
carreada em EVs derivadas de células tumorais ela é capaz de transformar
células nao-tumorais (ANTONYAK et al. 2011). Devemos mencionar que
fibronectina-1 é abundante em FBS (BUNKENBORG et al. 2010). Porém a
sua descrigao prévia em EVs de células carenciadas (ANTONYAK et al.
2011) e o seu papel no remodelamento de citoesqueleto, migragdo celular e
metastase (RUOSLAHTI 1984) podem ser indicativos do seu papel bioldgico
em EVs e ndo uma simples contaminacdo do soro. Dentre as top 10
proteinas superexpressas em EVs de C5.2 (Tabela 2), algumas foram

descritas por interagirem entre si, como a proteina 14-3-3 zeta/delta e
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cofilina-1 (BIRKENFELD et al. 2003), ou CAP-1 e cofilina-1 (NORMOYLE e
BRIEHER 2012), ambas associacdes sendo relacionadas a reciclagem e

reorganizagao de actina.
Tabela 2 - Dez proteinas mais superexpressas nas EVs 20K e 100K das
linhagens C5.2 (cinza claro) e HB4a (cinza escuro).

Accession Ratio MNumber of Description EVs subset
C5.2/Hbda Peptides

COF1_HUMAN? 95.96 3 Cofilin-1 20K
EF1A1_HUMAN 33.63 6 Elongation factor 1 alpha 1

FINC_HUMAN® 26.83 7 Fibronectin

EPSB_HUMAN 21.88 2 Epidermal growth factor receptor kinase substrate 8
1433Z_HUMAN®! 20.38 (i 14-3-3 protein zeta/delta

RL31_HUMAN 19.62 2 B0S ribosomal protein L31

NUCL_HUMAN 18.83 4 MNucleolin

THIL_HUMAN 18.30 7 Acetyl-CoA acetyltransferaze, mitochondrial

EF1D_HUMAN 16.11 5 Elongation factor 1 delta

CAP1_HUMAN?! 15.89 4 Adenylyl eyclase associated protein 1

CD44 HUMARN 90.09 2 CD44 antigen 100 K
RRAS_HUMAN 31,51 2 Ras-related protein R-Ras

IF4A3_HUMAN 25.81 2 Eukaryotic initiation factor 4A-111

AKA1Z_ HUMAN 22.26 2 A-kinase anchor protein 12

CYBP_HUMAN 21.48 2 Caleyelin-binding protein

HIBCH_HUMAN 19.76 2 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, mitochondrial
ERBB2_HUMAN 18.33 18 Receptor tyrosine-protein kinase erbB-2

H3L_HUMAN 18.14 2 Histone H3-like

RLS_HUMAN 16.60 2 605 ribosomal protein LS

YBOX1_HUMAN 16.51 3 Nuclease-sensitive element-binding protein 1

al This protein was also found in FBS [21],
Fonte: AMORIM et al. (2014)
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Ao avaliarmos as proteinas derivadas de HB4a e C5.2 por MetaCore,
foi confirmado o enriquecimento de proteinas envolvidas com adesao celular
e remodelamento de citoesqueleto, assim como proteinas agrupadas em
vias distintas relacionadas ao desenvolvimento. Estas vias corresponderam
a 32 de 80 vias metabdlicas e de sinalizagdo encontradas enriquecidas pelo
MetaCore (p<0,01) (Tabela 3). A via mais enriquecida, LRRK2 em neurdnios,
foi consistente em todas as fragcdes de EVs (p<1,7e-12) e pode ser sugestivo
do seu envolvimento na via de biogénese de EVs. A Tabela 3 também
demonstra vias enriquecidas exclusivamente em EVs 20K ou 100K, assim
como vias que aparentam ser induzidas pela superexpressao de HERZ2, tais
como processos relacionados a invasdo tumoral e migragao celular, que
podem ser relevante para a biologia dos tumores HER2+. Um exemplo é o
enriquecimento de sinalizagdo por sphingosine-1-phosphate (S1P) em
ambos sets de EVs derivadas de C5.2. Interessantemente, dentre outras
vias relacionadas ao cancer afetadas por S1P, ele parece regular a
angiogénese e a fungéo de células endoteliais vasculares pelo seu receptor
SIP3 (HLA et al. 2000). Junto com HER2 e o seu receptor S1P4, S1P é
capaz de ativar a via de ERK-1/2 na linhagem de mama MDA-MB-453, um
evento que é provavelmente relacionado a progresséo tumoral (LONG et al.
2010). Curiosamente, proteinas relacionadas a via de S1P3 foram
encontradas somente nas EVs 20K, enquanto proteinas relacionadas a via
de S1P4 foram encontradas exclusivamente nas EVs 100K, reforcando de
novo a natureza complementar do sets de proteinas das EVs 20K e 100K.

Nossos achados indicam que a superexpressao de HER2 modifica o
conteudo proteico da linhagem C5.2 e de suas EVs. O conteudo proteico
alterado das EVs inclui sets de proteinas complementares, que é reafirmado
pela presencga de proteinas distintas da mesma via, relacionadas a fenotipos
tumor-relevantes principalmente associados a invasdao tumoral. A
investigacdo destas proteinas em EVs derivadas do plasma de pacientes
com tumores HER2+ pode revelar potenciais biomarcadores que podem ser
uteis para diagndstico ou progndstico de forma nao-invasiva. Deve ser

ressaltado também que os niveis aumentados de HER?2 vistos em C5.2 ndo
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s6 sao refletidos nas EVs correspondentes, mas as EVs derivadas de C5.2
carream uma quantidade ainda mais aumentada deste oncogene. Se este
achado for confirmado em tumores, as EVs podem potencialmente agir
como agentes de shuttling de HERZ2, transferindo-o para sitios distantes, ou
mesmo para outras células tumorais ndo-HER2+ — uma questao relevante
dado que >20% dos pacientes com tumores de mama HER2+ demonstram
heterogeneidade de HERZ2, com entre 5 e 50% das células tumorais tendo
amplificagdo deste oncogene (ALLISON et al. 2011). Um excesso de HER2
em vesiculas poderia também atuar sequestrando a droga trastuzumab de
seu alvo original (as células tumorais) (CIRAVOLO et al. 2012), de modo que
uma menor quantidade desta droga estivesse disponivel para atuar nas
células tumorais. Cabe notar, de modo relevante, que estes modos de
atuacado nao sao mutuamente exclusivos e sua ocorréncia poderia contribuir
de modo muito relevante para a malignidade destes tumores e

refratariedade ao tratamento.



Tabela 3 - Analise por MetaCore de enriquecimento de vias de sinalizagao
nas EVs derivadas de HB4a e C5.2.

Signaling and metabolic pathways 20K 100 K
HB4a C5.2 HB4a Ch.2
p-value PP p-value PP pvalue PP pvalue PP

Cytoskeleton remodeling_Cytoskeleton 3.07e-08 17102 7.90e-13 3.40e-10
remodeling
Cytoskeleton remodeling_FAK signaling p=001 657 6.75e-08 1057 - o/e7 0/s7

Cytoskeleton remodeling_Fibronectin-binding 4.33e-07 93 2.54e-12 14/ 1.6d4e-06 837 3.48e-10 113
integrins in cell maotility

Cytoskeleton remodeling_Integrin outside-in 1.76e-04 B/49 3.10e-10 15/48 - 0/49 — 0/49
signaling

Cytoskeleton remodeling_Keratin filaments - 0/36 - 0/36 5.60e-06 7/36 4.50e-07 936

Cytoskeleton remodeling_Neurofilaments 1.16e-03 525 2.49e-07 9/25 - 0/25 - 0/25

Cytoskeleton remodeling_RalA regulation p= 001 4030 1.32e-04  7/30 9.60e-03  4/30 1.6de-04  6/30
pathway

Cytoskeleton remodeling_Regulation of actin 4.04e-07  B23 5.594e-092 10723 221e-06 723 1.16e-07 8/23
cytoskeleton by Rho GTPases

Cytoskeleton remodeling TGF WNT and 1.55e-06 14111 2.97e-07 181711 1.15e-03 101711 1.26e-06 13111

cytoskeletal remodeling

Glycolysis and gluconeogenesis {short map) - 0/66 - 0/66 2.86e-10 16/66  2.32e-07 12/66
Glycolysis and gluconeogenesis p.3 / Human 9.56e-04 524 2.75e-08  7/24 - 0/24 - 0/24
varsion

Mote: PP indicates the proteins identified over the total proteins in the pathway. Rows of the same colors were used to group the main
MetaCore™ pathways.

Fonte: AMORIM et al. (2014)
Legenda: PP indica o numero de proteinas identificadas em relacdo ao total de proteinas

presentes na via. Fileiras da mesma cor foram usadas para agrupar as principais vias.
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Figura 10 — Analise das proteinas exclusivas das EVs 20K e 100K de C5.2 e

HB4a. A) Processos bioldgicos GO das proteinas identificadas conforme classificagéo pela
database PANTHER. B) Localizagdo subcelular primaria das proteinas identificadas

conforme classificagao pelo banco HPRD.
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4.1.2 Caracterizagao do conjunto de RNAs de EVs derivadas de HB4a
e C5.2 por NGS

De modo similar as analises protedmicas, utilizamos meio de cultura
celular condicionado das linhagens C5.2 e HB4a para padronizar a
caracterizagao do conjunto de RNAs contidos em EVs de 20K e 100K. Além
de possibilitar o estudo dos efeitos transcricionais da superexpressao de
ERBB2/HER?Z?, este modelo também permite uma maior investigacdo das
diferencas entre os RNAs carreados pelas EVs em relagdo aqueles RNAs
contidos nas células secretoras, pois ndo contem EVs derivadas de outras
fontes, como ocorre nas EVs derivadas de plasma de pacientes. Tais
analises contribuem para o entendimento da diversidade de conteudo das
EVs e também dos mecanismos que determinam a secrecao vesicular de
determinadas moléculas.

Logo que iniciamos estes estudos nos deparamos com a baixissima
quantidade de RNAs que poderia ser obtida das vesiculas, algo muito
desfavoravel principalmente para o estudo de EVs obtidas do plasma de
pacientes. Como exemplo, enquanto os protocolos usuais de construcido de
bibliotecas para o sequenciamento de nova geracdo (NGS) requerem 100-
500ng de RNA, a quantidade de RNA que conseguiamos obter a partir de
120ml de meio de cultivo era indetectavel por fluorometria (método de
quantificacdo mais especifico que o baseado em absorbancia). Durante
meses de padronizagdo a pequena quantidade de RNA levava a um
excesso de dimeros de adaptadores formados (chegando a 82% das
sequéncias geradas), devido a pequena quantidade de RNA total obtido das
EVs. Apesar da grande diminuicdo dos dimeros alcangada com o protocolo
otimizado, mesmo assim ainda perdemos de 21 a 35% das sequéncias
geradas das amostras de pacientes por serem dimeros de adaptadores.

Diante disto, partimos entdo para um protocolo de fragmentagédo do
RNA total com a intencdo de aumentar o numero de moléculas disponiveis
para ligacéo aos adaptadores, sem haver o aumento da massa total do RNA,
de modo que estas moléculas competissem pela ligacdo dos adaptadores.

Este procedimento é normalmente realizado no protocolo de constru¢ao de
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biblioteca para transcriptoma (que utiliza RNAs longos), com intuito diferente,
mas nao € usado na construgcdo de bibliotecas de pequenos RNAs. Ao
fragmentar o RNA total derivado das EVs conseguimos reduzir
significativamente a quantidade de dimeros de adaptadores formados e
também possibilitamos a analise simultanea de todos os transcritos incluindo
RNAs pequenos e longos, a partir de uma unica biblioteca. Essa otimizagao
foi muito importante nas etapas posteriores quando teriamos que lidar com
quantidades infimas de RNA obtidas a partir de EVs extraidas de uma
quantidade limitada de plasma.

Apos uma série de padronizacbes do preparo de biblioteca,
obtivemos sucesso na caracterizagdo do conjunto de RNAs (todas as
classes de pequenos RNAs e RNAs longos, incluido classes de RNAs né&o
codificantes e mMRNAs) de EVs utilizando a plataforma lon Proton (Life
Technologies). Nesta etapa trabalhamos com 120ml de meio condicionado
obtido de células das linhagens HB4a e C5.2 cultivadas em meio
complementado com soro fetal bovino previamente depletado de EVs.
Isolamos as EVs por ultracentrifugacdo, extraimos o RNA total, e
construimos bibliotecas para a avaliagao de todo o transcriptoma. Extraimos
RNA também a partir do pellet celular para podermos fazer a caracterizagao
transcricional de todos os componentes, incluindo as duas células e os dois
grupos de vesiculas (20K e 100K). A verificagdo do tamanho final das
bibliotecas foi feita no equipamento Bioanalyzer utilizando o High Sensitivity
DNA Kit (Agilent Technologies, California, EUA), confirmando que o maior
pico tinha tamanho de 104pb, que esta dentro da faixa de tamanho esperado
de 94-114pb para fragmentos do tamanho de miRNAs ligados aos
adaptadores, segundo o fabricante do kit de preparo de biblioteca (exemplo
apresentado na Figura 11 e os demais no Anexo 5, onde vemos que o

tamanho do maior pico variou de 97 a 104pb entre as 6 bibliotecas).
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Figura 11 - Perfil representativo do Bioanalyzer de biblioteca (C5.2 20K)

para sequenciamento. As setas azuis correspondem a marcadores de tamanho
(conforme eixo X), e a seta laranja indica o pico obtido que corresponde ao tamanho
esperado (104pb) apos a ligagao de adaptadores aos RNAs, seguido de PCR com a adigéo
dos barcodes.

No sequenciamento geramos no total 94,796,201 reads, com
distribuicdo de tamanhos com média 32,5nt, desvio padrao 20,6nt e variando
entre 8-371nt considerando as 4 populagdes de EVs e de tamanho médio
27,7nt, desvio padrao 16,9nt e variando entre 8-370nt considerando as 2
células. As sequéncias geradas foram inicialmente filtradas com o programa
FastQ Screen para a remocdo de RNAs ribossomais (rRNA), RNAs
transportadores (tRNA), sequéncias de elementos repetitivos abundantes no
genoma humano (satélites, ALU, LINE) e contaminantes de outras espécies
(bactérias, fungos, virus, C. elegans, etc.) (Tabela 4). Neste passo em
média 82% das sequéncias geradas para as quatro bibliotecas de EVs (C5.2
20K e 100K; HB4a 20K e 100K) e em média 55% das sequéncias geradas
para as duas bibliotecas de células (C5.2 e HB4a) foram filtradas. Dentre
todos os reads filtrados, as duas categorias mais representadas foram: 1)
rRNA para as bibliotecas de EVs - com em média 72,9% de reads filtrados,
enquanto que nas bibliotecas de células, que passaram por deplecdo de
rRNA, somente 4,0% em média foi filtrado nesta categoria e 2) elementos
repetitivos para as bibliotecas de células - com em média 28,8% de reads

filtrados, enquanto que nas bibliotecas de EVs somente 2,7% foi filtrado
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nesta categoria. O resultado que apontou uma média de 72,9% de rRNA nas
bibliotecas de EVs foi de certo modo inesperado. A literatura é controversa
em relagdo a este aspecto, com os primeiros trabalhos que caracterizaram
RNAs de EVs relatando a auséncia de picos caracteristicos de rRNA em
eletroferogramas gerados pelo Bioanalyzer (SKOG et al. 2008; VALADI et al.
2007). Os trabalhos mais recentes que utilizaram NGS para caracterizar os
RNAs de EVs mostram resultados discrepantes: em alguns trabalhos é
encontrado relativamente pouco rRNA, cerca de 9% (HUANG et al. 2013), ja
em outros trabalhos é identificada uma quantidade de rRNA ainda superior a
que detectamos, chegando a 97% de rRNA do total de sequéncias geradas
(JENJAROENPUN et al. 2013). Deste modo, nossos dados encontram
respaldo na literatura e de maneira importante, acreditamos que a
metodologia utilizada na construgdo das bibliotecas nos permitiu descrever
precisamente o real conteudo de todo o transcriptoma das EVs. Devido a
pequena quantidade de RNA obtida das EVs, nao foi possivel realizarmos
uma deplecdo de rRNA como fizemos para o RNA derivado do extrato
celular, pois era necessario 3ug de RNA para a deplecdo com o Ribo-Zero
Magnetic Gold Kit (Human/Mouse/Rat) (Epicentre, Wisconsin, EUA), e
mesmo usando 120ml de meio condicionado, n&do conseguimos obter sequer
uma quantidade minima que permitisse a dosagem dos RNAs derivados das
EVs, pois a concentracdo de RNA encontrava-se abaixo do limite minimo de
deteccdo do fluorimetro Qubit (Life Technologies, California, EUA), que é de
20pg/ul. Apesar da maioria das sequéncias terem sido filtradas, ainda
obtivemos em média 947,944 sequéncias maiores que 12nt para cada
biblioteca das EVs. Para a anotagao destas sequencias usamos inicialmente
o programa miRDeep2 (MACKOWIAK 2011) para a anotagdo dos miRNAs
humanos descritos no banco de dados miRBase v20, e em seguida as
sequéncias que nao anotaram foram alinhadas no genoma humano para a
anotagcdo dos transcritos contidos no banco Ensembl. Conseguimos
identificar um grande numero de miRNAs e outras categorias de RNAs nas

EVs e nas células, conforme Tabelas 4 e 6.
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Tabela 4 — Analise dos dados de sequenciamento em larga escala de
miRNAs de EVs derivadas das linhagens C5.2 e HB4a.

# reads apds filtro # reads usados # reads mapeados # miRNAs

Sl Total reads . tQ Screen (%) miRDeep2 (212nt) miRBase identificados
C5.2 20K 9.167.123 2.026.337 (22,1%) 1.252.427 683 108
C5.2 100K 6.741.573 1.232.651 (18,3%) 654.397 1.350 125
C5.2 célula 25.114.667 10.929.299 (43,5%) 8.806.324 10.575 338
HB4a 20K 6.857.816 1.087.932 (16,0%) 820.854 1.202 128
HB4a 100K 9.996.981 1.480.507 (14,9%) 1.064.096 3.896 209
HB4a célula 36.918.041 17.276.874 (46,8%) 14.160.581 10.689 466
# miRNAs # miRNAs # miRNAs # miRNAs # miRNAs
Amostra maduros maduros maduros maduros maduros
21 read 2 2 reads 2 3 reads 2 4 reads 2 5 reads
C5.2 20K 76 47 35 32 23
C5.2 100K 98 66 48 42 37
C5.2 célula 132 88 64 59 56
HB4a 20K 108 71 58 44 36
HB4a 100K 172 117 100 84 74
HB4a célula 194 123 98 87 74
# miRNAs # miRNAs # miRNAs # miRNAs # miRNAs
Amostra precursores precursores precursores precursores precursores
21 read 2 2 reads 2 3 reads 2 4 reads 2 5 reads
C5.2 20K 32 14 7 3 2
C5.2 100K 27 5 3 2 2
C5.2 célula 206 112 86 72 56
HB4a 20K 20 11 ] 3 3
HB4a 100K 37 15 11 8 5
HB4a célula 272 153 106 89 76

A quantidade de miRNAs aqui identificados nas EVs esta na ordem
de grandeza de outros estudos (CHENG et al. 2014; HUANG et al. 2013;
JENJAROENPUN et al. 2013; JI et al. 2014; LI et al. 2013). JI et al. (2014)
por exemplo, utilizaram a linhagem celular LIM1863 de carcinoma de cdlon
humano, que formam esferas multicelulares (organdides) in vitro que se
assemelham as criptas do colon onde as células sao altamente polarizadas,
e caracterizaram trés populagdes diferentes de EVs secretadas em cultura:
microvesiculas, exossomos EpCAM-positivos que sao secretados por
células na superficie apical (voltada para o lumen), e exossomos A33-
positivos que sdo secretados por células na superficie basolateral. Eles
identificaram um total de 254 miRNAs com pelo menos 5 reads em cada
populacdo de EVs. Vale aqui ressaltar dois aspectos metodologicos
importantes que diferem entre o nosso trabalho e este mencionado: eles
utilizaram a plataforma lllumina HiSeq de maior throughput, obtendo mais de

57 milhdes de sequéncias de boa qualidade para as bibliotecas de EVs,
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enquanto nos obtivemos ~1 milhdo de sequéncias por biblioteca/EV. Eles
também utilizaram um sistema de cultura de células continua em bioreatores
que os possibilitou a obtencdo de um volume inicial de 2L de meio
condicionado para o isolamento das EVs, enquanto nds partimos de 120mi
(~16X menos). Em nosso trabalho optamos por fragmentar o RNA total a fim
de caracterizar o transcriptoma total das EVs, incluindo miRNAs e outros
RNAs longos como mRNAs e IlincRNAs. A maioria dos estudos foca
somente na populagao de pequenos RNAs — no estudo acima mencionado,
por exemplo, eles fracionaram o RNA total em gel de poliacrilamida e
selecionaram somente os fragmentos de 18 a 30nt para a construgcao das
bibliotecas — nds fizemos uma analise sem viés de todos os RNAs contidos
nas EVs, e acreditamos que esta seja uma representacdo mais fiel do
transcriptoma vesicular.

Uma comparagao do numero de miRNAs maduros em relacdo ao
numero de precursores de miRNAs identificados revelou uma diferencga
interessante entre EVs e células. Conforme Tabela 5, quando comparamos
a porcentagem de precursores em relagao ao total de miRNAs mapeados,
vemos que as EVs tem de 15,6% (na HB4a 20K) a 29,6% (na C5.2 20K) de
precursores, enquanto as células tem de 58,4% (HB4a célula) a 60,9% (C5.2
célula) de precursores. Se ordernamos os 50 miRNAs mais abundantes em
termos de quantidade de reads, vemos que as EVs tem apenas entre 6,0%
(C5.2 100K, HB4a 20K e HB4a 100K) a 22,0% (na C5.2 20K) de precursores,
enquanto as células tem de 48,0% (HB4a célula) a 54,0% (C5.2 célula) de
precursores dentre os 50 miRNAs mais abundantes. Estes achados
sugerem que as EVs carreiam preferencialmente miRNAs ja maduros, que
de fato sdo as moléculas funcionais com maior potencial regulatério ao
serem transferidas para a célula receptora, ao invés da transferéncia de
moléculas precursoras que ainda teriam que ser processadas.
Recentemente, um estudo analisou exossomos secretados pela linhagem
tumoral de mama MDA-MB-231 ao longo de 7 diferentes pontos de coleta
(os exossomos foram mantidos em meio de cultura livre de células por 6, 12,

24, 36, 48, 72 e 96h), e foi observado uma relagao inversa entre a expressao
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de miRNAs maduros e precursores ao longo do tempo: apés 24h houve uma
queda significativa da expressdao dos precursores € um aumento
proporcional da expressdo dos miRNAs maduros, atingindo um plateau apés
72h (MELO et al. 2014). Os autores demonstram que 0s exossomos contém
proteinas do complexo RISC (DICER e AGO2), que sdo fundamentais para
o processamento dos miRNAs precursores, e propdem que a biogénese de
miRNAs pode ocorrer em exossomos independentemente de células.
Apesar de nao termos avaliado EVs coletadas em outros pontos de tempo,
ja que isolamos EVs do meio de cultura celular condicionado apenas apos
aproximadamente 24 horas de cultivo das células, o nosso achado da baixa
quantidade de miRNAs precursores nas EVs em relacdo as células
secretoras é concordante com o trabalho acima mencionado. Também é
importante ressaltar que nao identificamos por protedmica as proteinas
DROSHA, DICER, ou AGO2, importantes na biogénese de miRNAs, em
nenhuma das EVs de C5.2 ou de HB4a.

Tabela 5 - Comparacido do numero de precursores de miRNAs identificados
nas EVs em relagao as células.

Amostra # precursores (%) i precursores

top-50 (%)
C5.2 20K 32 (29,6%) 11 (22,0%)
C5.2 100K 27 (21,6%) 3 (6,0%)
C5.2 célula 206 (60,9%) 27 (54,0%)
HB4a 20K 20 (15,6%) 3 (6,0%)
HB4a 100K 37 (17,7%) 3 (6,0%)
HB4a célula 272 (58,4%) 24 (48,0%)

Legenda: Top-50 refere-se aos 50 miRNAs (precursores e maduros) mais abundantes

(maior nimero de reads) identificados em cada amostra.

Em relacdo aos demais RNAs anotados, a Tabela 6 indica a
quantidade de transcritos que foram identificados nas principais categorias.
Em meédia nas quatro bibliotecas de EVs identificamos 10,120 RNAs
codificadores de proteinas (mMRNAs), 149 snoRNAs, 60 snRNAs, 318
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lincRNAs, e 268 outros transcritos classificados na categoria miscelanea
(misc), considerando todos os transcritos com FPKM >0. Os RNAs nao-
codificadores de proteinas agrupados na categoria misc (uma das categorias
do Ensembl) incluem dentre outros os SRP-RNAs, Vault RNAs, e Y-RNAs,
que sdo RNAs que tem associacdo com proteinas citoplasmaticas, e que
foram descritos como sendo enriquecidos em EVs, em relagdo ao RNA
celular (NOLTE-"T HOEN et al. 2012). Apesar de n6s n&o termos encontrado
um enriquecimento desta classe de RNAs em EVs em relagdo as células
guando consideramos o numero total de transcritos identificados (Tabela 8),
nas analises de expressao diferencial vemos muitos miscRNAs com
expressdo significativamente aumentada nas EVs em relacdo as células
secretoras (Figura 16). Em média nas duas bibliotecas de células foram
identificados 17,411 mRNAs, 463 snoRNAs, 544 snRNAs, 3,154 lincRNAs, e

1,219 miscRNAs, considerando todos os transcritos com FPKM >0.

Tabela 6 - Analise dos dados de sequenciamento em larga escala de outros
RNAs de EVs derivadas das linhagens C5.2 e HB4a.

# reads ndo  # reads 4 reads

anotados usados #transcritos  #transcritos #transcritos #transcritos # transcritos
LU Ensembl ~ MaPeados o inrot snoRNA SnRNA lincRNA  misc_RNA
miRDeep2  (220nt)  Cneembl
C5220K 2.025.654 1.227.032 471.350 11.198 105 37 370 203
C5.2 100K 1.231.301 637.557 258.019 9.977 71 27 265 198
C5.2célula 10.918.724 8522184  7.209.540 16.915 438 531 2.802 1.140
HB4a 20K  1.096.730 806.559 498.817 8.485 206 77 241 254
HB4a 100K 1.486.611 1.040.703 467.821 10.820 214 101 397 417
HB4a célula 17.266.185 13.743.431  11.952.924 17.907 488 557 3.507 1.298

Uma analise global das categorias de RNAs contidos nas EVs em
relacdo aos RNAs presentes nas células revelou diferengas marcantes entre
o transcriptoma vesicular e o transcriptoma celular (Figuras 12 e 13).
Considerando a média das quatro populacdes de EVs em relagdo a média
das duas populagdes de células para teste t ndo-pareado (Tabelas 7 e 8),
vemos um aumento significativo nas EVs de transcritos codificantes de
proteina (com 82,64% de RNAs codificantes em EVs versus 53,91% em

células). O enriquecimento de transcritos codificantes de proteinas em EVs
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ainda nao foi reportado na literatura, possivelmente porque a maioria dos
estudos de NGS de EVs analisa somente pequenos RNAs, mas deve estar
relacionado a alguma fungédo biolégica ainda ndo compreendida. Dentre
outras diferencas, observamos um aumento significativo em EVs de miRNAs
maduros (com 14,93% em EVs versus 5,45% em células) e uma diminuicéo
significativa de miRNAs precursores (com 4,04% em EVs versus 8,03% em
células).

C5.2 100K C5.2 célula

SNC
INC 49

Psdg 7%

HB4a 100K HB4a célula
SNC

inc 8%
9%
Psdg
3%

& CodProt “ Psdg LNC W SNC

Figura 12 - Distribuicdo dos transcritos identificados em EVs e células nas

diversas categorias de RNAs. CodProt = transcritos codificadores de proteina; Psdg =
Pseudogenes; LNC = transcritos nao-codificadores de proteinas longos (long noncoding);
SNC = transcritos ndo-codificadores de proteinas curtos (short noncoding).

Tabela 7 - Analise estatistica da distribuicdo dos transcritos identificados em
EVs e células nas diversas categorias de RNAs.

Categoria Média EVs |Média Células| p-valor
CodProt 82,64% 53,91% 0,0074
Long noncoding 7,99% 22,63% 0,0094
Short noncoding 6,28% 9,12% 0,0680
Pseudogene 3,09% 14,34% 0,0404

Legenda — Média EVs = média de distribuicdes das 4 bibliotecas de EVs; Média Células =
média das 2 bibliotecas de células; p-valor = resultado de teste t ndo-pareado comparando
as médias de EVs e células. CodProt = transcritos codificadores de proteina.
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Figura 13 - Distribuigdo dos transcritos identificados em EVs e células na categoria short noncoding RNAS. miRNA (Ensembl)

= miRNAs que escaparam da anotagéo feita pelo miRBase mas foram anotados pelo Ensembl, ou possivelmente a transcritos que estédo

indevidamente anotados como miRNAs no Ensembl.
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Tabela 8 - Analise estatistica da distribuicdo dos transcritos identificados em
EVs e células na categoria short noncoding RNASs.

Categoria Média EVs |Média Células| p-valor

miRNAs maduros (miRBase) 14,93% 5,45% 0,0031
miRNAs precursores (miRBase) 4,04% 8,03% 0,0089
miRNAs (Ensembl) 10,74% 8,85% 0,2655
misc_RNA 34,86% 41,22% 0,0147

snoRNA 18,84% 15,67% 0,3046

snRNA 7.43% 18,46% 0,0050

rRNA 6,24% 1,50% 0,0244

Mt_tRNA 2,64% 0,75% 0,0067

Mt_rRNA 0,28% 0,07% 0,0158

Legenda — Média EVs = média de distribuicdes das 4 bibliotecas de EVs; Média Células =
média das 2 bibliotecas de células; p-valor = resultado de teste t ndo-pareado comparando
as médias de EVs e células. miRNA (Ensembl) = miRNAs que escaparam da anotacgao feita
pelo miRBase mas foram anotados pelo Ensembl, ou possivelmente a transcritos que estao

indevidamente anotados como miRNAs no Ensembl.

Apds a anotagdo em todos os bancos, ainda restaram em média 70%
de reads nao anotados nas quatro bibliotecas de EVs, e 32% de reads néao
anotados nas duas bibliotecas de células, em relagdo ao total de reads uteis
apos o filtro FastQ Screen (Tabela 9). Ao avaliarmos especificamente as
sequéncias nao anotadas, obtivemos indicios por analise manual de BLAST
de que as mesmas poderiam ser derivadas de rRNAs, e resolvemos re-
mapear contra as sequéncias de rRNA do FastQ Screen com o mesmo
alinhador que utilizado inicialmente (Bowtie2), mas reduzindo a estringéncia.
Com esta modificagdo, conseguimos mapear uma grande quantidade de
reads que eram de fato rRNA mas que haviam passado pelo filtro inicial.
Apos verificarmos do total de reads que ainda assim n&o anotaram quantos
eram de boa qualidade (=Q20), chegamos a uma porcentagem final de em
média 15,2% de reads que ndo anotam e tem qualidade nas quatro
bibliotecas de EVs e de em média 22,4% nas duas bibliotecas de células.
Estas quantidades estao dentro do esperado para NGS, de acordo com a

nossa experiéncia para outras bibliotecas sequenciadas no laboratério.
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Tabela 9 - Anadlise dos reads de C5.2 e HB4a que ndo anotaram apos
alinhamento contra miRBase e hg19/Ensembl.

# reads que % reads que

¥ rescis nfio |3 reads no ¥ reads # reads que ndo % reads que ndo anotame ndo anotame

Amostra anotados anotados no mapeados

anotam nao anotam tem qualidade tem qualidade
no Ensembl Ensembl rRNA (2Q20) (2Q20)
C5.220K  1.554.304 76,7 786.819 767.485 494 214.711 13,8
C5.2100K  972.282 78,9 617.442 354.840 36,5 138.293 14,2
C5.2 célula 3.709.184 33,9 1.276.464 2.432.720 65,6 821.334 221
HB4a 20K 597.913 54,5 316.331 281.582 471 103.854 17,4
HB4a 100K 1.018.790 68,4 470.837 547.953 53,8 156.380 15,3
HB4a célula 5.313.261 30,8 1.892.543 3.420.718 64,4 1.205.177 22,7

Legenda: Q20 é um escore de qualidade baseado em Phred que indica uma acuracia de

chamada de base de 99% (ou seja, a probabilidade de erro é de 1 em 100).

A Expressao diferencial dos transcritos entre células e EVs

A anadlise de expressao diferencial dos miRNAs e outros RNAs
identificados foi realizada com o pacote DESeq2 do Bioconductor (LOVE et
al. 2014). Inicialmente avaliamos os transcritos contidos nas EVs em relagéo
as ceélulas secretoras, que poderiam indicar moléculas que sao
preferencialmente exportadas via EVs. Ao agruparmos as quatro populagdes
de EVs (C5.2 20K, C5.2 100K, HB4a 20K, e HB4a 100K) e compararmos
com as duas células (C5.2 e HB4a), encontramos 100 miRNAs e 3.190
outros RNAs diferencialmente representados com p-valor <0,05. Dos 100
miRNAs diferencialmente representados, 9 (9,0%) estdo enriquecidos nas
EVs e 91 (91,0%) estado enriquecidos nas células (Figura 14). Todos os 9
miRNAs (miR-451a, miR-142-3p, miR-223-3p, miR-126-3p, miR-27b-3p/miR-
27a-3p, miR-21-5p, miR-26a-5p, miR-23a-3p/miR-23b-3p, miR-29b-3p)
preferencialmente representados nas EVs ja foram descritos no banco
EVpedia (http://evpedia.info) em outros estudos que analisaram o
transcriptoma de EVs de eucariotos, sendo que o miR-23a-3p/miR-23b-3p
foi descrito em 29 datasets diferentes (numero maximo de estudos
compilados nesta mesma database), e o hsa-miR-142-3p (menos prevalente

dos 9) em pelo menos 6 estudos.
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Dos 3.190 outros RNAs diferencialmente representados, 1.928
(60,4%) estao enriquecidos nas EVs e 1.262 (39,6%) estao enriquecidos nas
células (Figura 15). A distribuicdo de categorias destes 3.190 transcritos
diferencialmente representados esta representada na Figura 16: 81% sé&o
codificadores de proteina, 10% sao short noncoding, 6% sao long noncoding
e 3% foram anotados como pseudogenes. Dentre as classes que compdem
a categoria short noncoding, a mais representada é miscRNA, com 39% dos
transcritos. Interessantemente, dos 128 miscRNAs diferencialmente
representados, 114 (89,0%) estdo enriquecidos nas EVs e somente 14
(10,9%) estao enriquecidos nas células, corroborando o dado da literatura
que miscRNAs sdo enriquecidos em EVs em comparagcdo com o RNA
celular (NOLTE-T HOEN et al. 2012). Interessantemente, entre os
miscRNAs diferencialmente representados, 71,1% sé&o Y-RNAs. Os Y-RNAs
também estdo significativamente representados dentre os transcritos
encontrados diferencialmente representados nas EVs derivadas do plasma

de pacientes, e serdo discutidos em mais detalhe abaixo.
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Figura 15 - Heat map dos 3.190 outros RNAs diferencialmente representados entre as
EVs (20K e 100K) e células das C5.2 e HB4a.
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7% (Ensembl)
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Figura 16 - Categorias dos 3.190 outros RNAs diferencialmente

representados entre as EVs (20K e 100K) e células C5.2 e HB4a. A)
Distribuicdo de todos os transcritos diferencialmente representados. CodProt = transcritos
codificadores de proteina; Psdg = Pseudogenes; LNC = transcritos nao-codificadores de
proteinas longos (long noncoding); SNC = transcritos ndo-codificadores de proteinas curtos
(short noncoding); ND = nédo definido. B) Distribuicdo dos transcritos na categoria short
noncoding.
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B Expressao diferencial do transcriptoma de vesiculas e células
entre C5.2 e HB4a

Em seguida comparamos o conteudo de RNAs nas EVs (20K + 100K)
de C5.2 em relagao a HB4a, buscando possiveis transcritos diferencialmente
representados associados com a superexpressao de ERBB2 e que
poderiam contribuir para o fendtipo das células. No que se refere ao
conjunto de miRNAs, dentre os 16 miRNAs diferencialmente representados
com (p <0,05), 9 (56,2%) estao enriquecidos nas EVs de C5.2 e 7 (43,8%)
estdo enriquecidos nas EVs de HB4a (Figura 17). Dentre os miRNAs
aumentados nas EVs de C5.2, destaca-se o miR-31-5p que ja foi descrito
com expressao reduzida in vitro em células invasivas em relagao a células
nao-invasivas, e in vivo a expressdo de miR-31 em tumores primarios de
mama é inversamente correlacionada com o desenvolvimento de
metastases (VALASTYAN et al. 2009b). A alta expressao de miR-31 em EVs
da linhagem C5.2 pode ser um mecanismo de redugdo da concentragéo
intracelular deste miRNA que é exportado através das EVs, e assim talvez
contribuia com o fenétipo mais agressivo das células.

Para os demais 644 RNAs diferencialmente representados (p <0,05),
164 (25,4%) encontram-se aumentados e 480 (74,6%) reduzidos em EVs de
C5.2 quando comparadas as EVs de HB4a (Figura 18). A distribuicdo de
categorias destes 644 transcritos diferencialmente representados encontra-
se na Figura 19: 64% sao codificadores de proteina, 28% sao short
noncoding. 6% long noncoding e 2% foram anotados como pseudogenes.
Assim observamos que também dentre os transcritos diferencialmente
representados temos a predominancia de RNAs codificadores de proteina

nas EVs, quando comparadas com as células de origem.
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Figura 17 - Heat map dos 16 miRNAs diferencialmente representados entre as EVs
(20K e 100K) das células C5.2 e HB4a.
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Figura 18 - Heat map dos 644 miRNAs diferencialmente representados entre as EVs
(20K e 100K) das células C5.2 e HB4a.
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Figura 19 - Categorias dos 644 outros RNAs diferencialmente

representados entre as EVs (20K e 100K) das células C5.2 e HB4a. A)
Distribuicdo de todos os transcritos diferencialmente representados. CodProt = transcritos
codificadores de proteina; Psdg = Pseudogenes; LNC = transcritos n&o-codificadores de
proteinas longos (long noncoding); SNC = transcritos ndo-codificadores de proteinas curtos
(short noncoding). B) Distribuigdo dos transcritos na categoria short noncoding.
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Dentre as classes que compdem a categoria short noncoding, a mais
representada foi a snoRNAs, com 42% dos transcritos. Dos 75 snoRNAs
diferencialmente representados, todos (100%) estavam reduzidos nas EVs
de C5.2 em relagao as EVs de HB4a.

Os pequenos RNAs nucleolares (snoRNAs) atuam principalmente na
modificagao pés-transcricional de rRNAs e snRNAs. Estas modificagbes sao
de dois tipos: metilagdo 2’-O-ribose e pseudouridilacdo, e sdo importantes
para a formacdo correta dos ribossomos, onde ocorre a traducdo de
proteinas. Além de seu conhecido papel no processo de sintese proteica,
funcdo housekeeping essencial para o funcionamento celular, recentemente
os snoRNAs foram implicados na tumorigénese (MANNOOR et al. 2012;
WILLIAMS e FARZANEH 2012).

A maioria dos snoRNAs sao transcritos a partir de introns de “genes
hospedeiros” codificadores de proteinas e nao-codificadores de proteinas. O
INcRNA GASS5, por exemplo, codifica 10 snoRNAs diferentes que estao
localizados dentro de seus introns (SMITH e STEITZ 1998). A expresséo de
GASS5 encontra-se frequentemente reduzida em tumores primarios de mama
em relacdo ao tecido normal adjacente (MOURTADA-MAARABOUNI et al.
2009), provavelmente levando a uma menor expressdo dos snoRNAs
contidos em seus introns; sendo que a expressao diminuida de um deles (o
SNORDA44) no tumor ja foi correlacionada com pior sobrevida em uma série
de 219 pacientes com cancer de mama (GEE et al. 2011). Um outro snoRNA
independente, o SNORDS50, também foi encontrado com expressao reduzida
em cancer de mama (DONG et al. 2009). Similarmente, uma redugao global
no perfil de expressao de snoRNAs foi detectada em pacientes com mieloma
multiplo (RONCHETTI et al. 2012). Recentemente, a alta expresséo de uma
assinatura de 6 snoRNAs (SNORA47, SNORAG8, SNORA78, SNORAZ21,
SNORD28 e SNORDG66) foi associada com uma pior sobrevida em pacientes
com cancer de pulméo de células ndo-pequenas estadio | (GAO et al. 2015).

Pouco ainda se sabe sobre o significado funcional de snoRNAs em
EVs. JENJAROENPUN et al. (2013) analisaram por NGS o transcriptoma de
duas linhagens celulares de cancer de mama, MDA-MB-231 e MDA-MB-436,
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e encontraram os snoRNAs como a classe mais abundante de transcritos
nao-codificadores de proteina em EVs secretadas por ambas linhagens. O
nosso achado de 75 snoRNAs diferencialmente representados entre as EVs
da linhagem C5.2 em relagdo as EVs de HB4a, sendo todos reduzidos nas
EVs de C5.2, pode estar relacionado ao processo de transformacao maligna
das células secretoras, induzida pela super-expressao de HERZ2.

Comparamos ainda o conteudo de miRNAs entre as duas linhagens.
Somente dois miRNAs foram encontrados diferencialmente expressos com
p-valor <0,05 entre as células C5.2 e HB4a, sendo que ambos estdo
superexpressos em HB4a. Interessantemente, um deles, o miR-205-5p, foi
descrito como sendo reduzido por ERBB2 e pouco expresso em células que
passam por transicdo epitélio-mesénquima (EMT) (ADACHI et al. 2011;
GREGORY et al. 2008). A analise dos demais RNAs indicou outros 592
RNAs diferencialmente expressos com p-valor <0,05 entre as duas
linhagens, sendo 184 (31,1%) deles superexpressos em C5.2 e 408 (68,9%)
superexpressos em HB4a. A distribuicdo de categorias destes 592
transcritos diferencialmente expressos encontra-se na Figura 20: 92% séo
genes codificadores de proteina, 4% sao short noncoding, 3% sao long
noncoding e 1% sao pseudogenes. Dentre as classes que compdem a
categoria short noncoding, a mais representada foi a de snRNAs, com 52%
dos transcritos. Dos 12 snRNAs diferencialmente expressos, todos (100%)
se mostraram superexpressos na célula C5.2 em relagao a célula HB4a.

Os pequenos RNAs nucleares (snRNAs) formam parte do complexo
denominado spliceossoma que reconhece e remove o0s introns de
precursores de mRNAs, durante o processo de splicing (MATERA e WANG
2014). O spliceossoma €& formado por mais de 200 proteinas e cinco
snRNAs conhecidos como U1, U2, U4, U5 e U6 (WRIGHT e BRUFORD
2011). Sabe-se que o splicing alternativo de transcritos pode estar envolvido
com a carcinogénese pois determinadas isoformas de varios transcritos séo
associadas com a progressao tumoral (OLTEAN e BATES 2014). Porém
pouco foi investigado sobre o perfil de expressdo dos snRNAs em células

tumorais. Neste sentido, um estudo detectou um aumento significativo do
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snRNA U6 em soro de pacientes com cancer de mama metastatico, ou
pacientes que tiveram cancer de mama mas que no momento da coleta ndo
tinham doenca clinicamente detectavel, em relagdo a individuos saudaveis
(APPAIAH et al. 2011). Os autores concluem que os niveis elevados de U6
no soro de pacientes que nao tinham doenca ativa pode refletir mudancgas
sistémicas persistentes causadas pelo tumor. Interessantemente, noés
detectamos 12 snRNAs diferencialmente expressos entre as células C5.2 e
HB4a, sendo todos aumentados na célula C5.2. O snRNA U6, por exemplo,
foi encontrado mais de 5X aumentado na célula C5.2 em relacdo a HB4a,
sugerindo que ele pode estar envolvido com o processo de transformacéao

destas células via HER2.
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Figura 20 - Categorias dos 592 outros RNAs diferencialmente

representados entre as células C5.2 e HB4a. A) Distribuicdo de todos os
transcritos diferencialmente representados. CodProt = transcritos codificadores de proteina;
Psdg = Pseudogenes; LNC = ftranscritos n&o-codificadores de proteinas longos (long
noncoding); SNC = transcritos nao-codificadores de proteinas curtos (short noncoding). B)

Distribuigdo dos transcritos na categoria short noncoding.
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4.1.3 Analise de enriquecimento de motivos

Estudos recentes tem buscado identificar possiveis motivos de
sequéncias presentes nas moléculas que sao enriquecidas em EVs em
relacdo as células secretoras (BATAGOV et al. 2011; BOLUKBASI et al.
2012; KOPPERS-LALIC et al. 2014; SZOSTAK et al. 2014; VILLARROYA-
BELTRI et al. 2013). Tais motivos podem funcionar como “cédigos postais”
que enderecam as moléculas que os contém para serem exportadas da
célula via EVs, possivelmente por favorecerem que estes RNAs se liguem a
proteinas ligantes de RNA especificas. VILLARROYA-BELTRI et al. (2013)
descreveram o enriquecimento em miRNAs de motivos de 4 bases que sao
reconhecidos pela ribonucleoproteina hnRNPA2B1 sumoilada, que controla
o carreamento destes miRNAs para os exossomos. Em relagdo ao trabalho
citado, buscamos os motivos de sequéncias descritos e ndo observamos os
mesmos enriquecidos nos MiRNAs derivados de nenhuma das populagdes
de EVs, nem mesmo na fracdo 100K que é enriquecida em exossomos.
Buscamos entdo a ocorréncia de algum motivo predominante em nossos
dados, que pudesse indicar outros possiveis motivos envolvidos no
mecanismo de selecao preferencial dos miRNAs para as duas populacdes
distintas de EVs (20K e 100K) secretadas pelas células C5.2 e HB4a. Para
isto, investigamos a frequéncia de todos os 256 (4*) possiveis motivos de 4
bases em cada populagao (20K, 100K e células).

Apos verificarmos para cada uma das quatro populacbes de EVs
analisadas (C5.2 20K, C5.2 100K, HB4a 20K, HB4a 100K) que as
frequéncias dos motivos seguem  distribuigbes aproximadamente
Gaussianas (normais), nds selecionamos para cada populagdo os motivos
cujas frequéncias nas EVs estdo acima/abaixo da média +/- 1,64(desvio
padrdo), e que portanto correspondem aos motivos 5% mais/menos
frequentes, respectivamente. Interessantemente, os motivos mais/menos
frequentes nas EVs se mostraram com tendéncia oposta nas células.
Conforme Tabela 10 e Figura 21, na populagdo C5.2 20K, os motivos 5%
mais frequentes (n=12) tem frequéncias acima de 26,6%, e os motivos 5%

menos frequentes (n=13) tem frequéncias abaixo de 7,64%.
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Tabela 10 — Frequéncias de motivos enriquecidos e nao-enriquecidos
ordenados por sua frequéncia nas EVs 20K da linhagem C5.2.

100%

90% |

an%

Frequéncia
g

ATAA

ATAT

AATA

ATAC

Motivo % Ch.2 20K % C5.2 100K % C5.2 célula
ATAA 34,38 15,63 50,00
ATAT 34,29 31,43 34,29
AATA 32,00 36,00 32,00
ATAC 30,77 19,23 50,00
TAAT 30,00 23,33 46,67
CGTA 2963 25,93 44 44
TAAA 2955 29,55 40,81
CATA 29 41 20,59 50,00
TATA 2821 23,08 4872
TAAG 2813 938 62,50
TCAT 27,91 20,93 51,16
CGAA 2667 20,00 53,33
CGCT 6,80 17.24 75,86
GATG 6,78 13,56 79,66
GAGC 6,74 17,98 75,28
CGGG 6,67 6,67 86,67
GCCC 6,35 1,11 82,54
AGCC 6,15 10,77 83,08
ccee 6,12 26,53 67,35
CGCA 5,56 11,11 83,33
ACGG 4,76 28,57 66,67
CGCG 4,76 4582 85,71
GGGG 3,66 4 B8 91,46
ACGC 0,00 25,00 75,00
CGTC 0,00 7,14 92,86
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Figura 21 - Representacéao grafica de frequéncias de motivos enriquecidos e
nao-enriquecidos em C5.2 20K.
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Conforme Tabela 11 e Figura 22, na populagdo C5.2 100K os
motivos 5% mais frequentes (n=13) tem frequéncias acima de 30,3%, e os

motivos 5% menos frequentes (n=14) tem frequéncias abaixo de 9.1%.

Tabela 11 - Frequéncias de motivos enriquecidos e nao-enriquecidos
ordenados por sua frequéncia nas EVs 100K da linhagem C5.2.

Motivo % C5.2 20K % C5.2 100K % C5.2 célula

TATC 16,67 38,89 44,44
TCAA 15,15 36,36 48,48
AATA 32,00 36,00 32,00
TTAC 25,00 33,33 41,67
TACG 16,67 33,33 50,00
AAAT 22,50 32,50 45,00
TTAT 17,86 32,14 50,00
TTTA 20,00 32,00 48,00
ATCA 22,81 31,58 4561
ATAT 34,29 31,43 34,29
AACC 20,00 31,43 48,57
ATCT 17,14 31,43 51,43
TCAG 21,79 30,77 47,44
GGAG 16,83 B,01 74,26
GCGC 8,33 8,33 83,33
CGAG 16,22 8,11 75,68
GCCG 7.89 7.89 84,21
cTTC 17,85 7,69 74,36
CGTC 0,00 7,14 92,86
CGGG 6,67 6,67 86,67
GAGA 14,06 6,25 79,69
ABAG 9,26 5,56 85,19
GAGG 21,05 526 73,68
TTCT 7,89 5,26 86,84
CCGC 10,26 513 84,62
GGGG 3,66 4,88 91,46
CGCC 14,29 0,00 85,71
100%:
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Figura 22 - Representacao grafica de frequéncias de motivos enriquecidos e
nao-enriquecidos em C5.2 100K.
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Conforme Tabela 12 e Figura 23, na populacdo HB4a 20K os
motivos 5% mais frequentes (n=9) tem frequéncias acima de 21,7%, e os

motivos 5% menos frequentes (n=10) tem frequéncias abaixo de 7,0%.

Tabela 12 - Frequéncias de motivos enriquecidos e n&o-enriquecidos
ordenados por sua frequéncia nas EVs 20K da linhagem HB4a.

Motivo % HE4a 20K % HB4a 100K % HB4a célula

AAAT 25,40 33,33 41,27

TAAA 2419 32,26 43.56

TAAT 23.: 30,43 45,65

ACAT 23,75 31,25 45,00

AATT 23.08 20.51 56,41

CAAR 22,97 25,68 51,36

AACH 22,94 30,28 46,79

ARAG 22.89 26,51 50,60

CTAA 21,74 28,26 50,00

GTCC 6,76 20,27 7297

TTCG 6,67 13,33 80,00

GCCT 5,95 13,10 80,95

GGCG 545 12,73 81,82

GGGA 4,85 20,39 74,76

CGTC 4,35 26,09 69,57

CGCG 4,00 16,00 80,00

GCGC 3,87 10,71 85,71

GGGG 2,75 13,76 83,49

CGCC 0,00 12,50 87,50
100%
90
0%
0%

60%

50
% HB4a célula

“9% HB4a 100K

MIIHI'I.IH 9% HB4a 20K

a0k

Frequéncia
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Figura 23 - Representacao grafica de frequéncias de motivos enriquecidos e
nao-enriquecidos em HB4a 20K.
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Conforme Tabela 13 e Figura 24, na populacdo HB4a 100K os
motivos 5% mais frequentes (n=11) tem frequéncias acima de 33,1%, e os

motivos 5% menos frequentes (n=16) tem frequéncias abaixo de 14,7%.

Tabela 13 - Frequéncias de motivos enriquecidos e nao-enriquecidos
ordenados por sua frequéncia nas EVs 100K da linhagem HB4a.

Motiva % HB4a 20K % HB4a 100K % HB4a célula

CGAA 10,00 40,00 50,00
AATC 21,62 39,19 39,19
ATCG 20,83 37,50 41,67
AACC 21,28 36,17 42,55
AAAA 19,40 35,82 44,78
CGTA 14,29 35,71 50,00
ATAG 16,36 34,55 49,09
CATA 16,36 34,55 49,09
TAGT 18,39 34,48 47,13
TACC 16,00 34,00 50,00
AAAT 25,40 33,33 41,27
AGCC 7,69 14,29 78,02
CGGG 7,14 14,29 78,57
GGGC 10,83 14,01 75,16
GGCC 9,68 13,98 76,34
GCCG 1M 13,89 75,00
GGGG 2,75 13,76 83,49
TTCG 6,67 13,33 80,00
CGAG 10,53 13,16 76,32
GCCT 5,95 13,10 80,95
AGCG 16,13 12,90 70,97
GGCG 5,45 12,73 81,82
TACG 12,50 12,50 75,00
CcGCC 0,00 12,50 87,50
GACG 8,00 12,00 80,00
GCGC 3,57 10,71 85,71
GCGG 9,09 7,58 83,33
1003
S0%
0% |
0%
-E 0%
c
@ sox -
g ' % HBda célula
e RERARNNNNLE =% HB4a 20K
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Figura 24 - Representacéao grafica de frequéncias de motivos enriquecidos e
nao-enriquecidos em HB4a 100K.
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Ao compararmos qualitativamente os motivos mais frequentes nas
EVs com os motivos mais frequentes nas células, notamos uma clara
tendéncia para enriquecimento nas EVs de motivos ricos em AT e os
motivos mais frequentes nas células ricos em GC. Realizamos entdo uma
analise quantitativa da frequéncia de cada base (A, T, C, G) no conjunto de
mMiRNAs anotados em cada biblioteca de EVs e células, separadamente.
Conforme Figura 25, observamos uma diferengca estatisticamente
significativa (p=0,0167) no % de bases AT/CG dos miRNAs encontrados nas
células e nas EVs. Considerando as duas linhagens, temos em média 50,1%
de bases AT nas EVs 20K e 48,8% de bases AT nas EVs 100K, comparado
com 44,7% de bases AT nas células C5.2 e HB4a.
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Figura 25 - Comparacédo do percentual de AT dos miRNAs contidos em EVs

e células. A) Representacéo grafica da porcentagem de bases AT dos miRNAs contidos
em cada populagdo indicada. B) Em relagdo ao grafico A) as 7 primeiras barras foram
agrupadas como “EVs” e as trés ultimas como “célula” para teste estatistico Mann Whitney
no programa Prism 6.
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Se um dado motivo for mesmo importante para o mecanismo de
enderecamento de miRNAs para as EVs, deveriamos encontra-lo
enriquecido tanto nas EVs de C5.2 quanto HB4a, pois este enderegamento
nao dependeria do tipo de célula e sim do tipo de vesicula analisada. Com o
intuito de buscar estes motivos enriquecidos compartilhados entre as duas
linhagens, geramos um diagrama de Venn com os motivos 5% mais
frequentes nas EVs encontrados na analise descrita acima. Conforme
Figura 26, podemos dizer que o motivo TAA(T/A) é enriquecido nas EVs
20K (C5.2 e HB4a) enquanto que o motivo AACC estava enriquecido nas
EVs 100K de ambas células.

C5.2 100K HB4a 20K

C5.2 20K HB4a 100K
0 6
\
AATA \
ATAT ; AAAT

CGTA
CATA
CGAA

Figura 26 - Diagrama de Venn dos motivos enriquecidos em EVs. Em

vermelho estdo indicados os motivos enriquecidos em ambas C5.2 e HB4a: 20K
(TAAT,TAAA) e 100K (AACC).

4.1.4 Analise de distribuicao posicional

BATAGOV e KUROCHKIN (2013) observaram em exossomos um
enriqguecimento de fragmentos de mRNAs contendo regides 3'-UTR. Desta
forma, fizemos uma analise comparativa da distribuicdo posicional dos reads
ao longo dos transcritos expressos nas EVs em relagao a aqueles expressos
nas células. No trabalho citado acima, os autores fizeram uma analise
detalhada dos transcritos expressos em exossomos secretados por células

derivadas de culturas primarias de glioblastoma utilizando dados de micro-
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arranjo previamente publicados (plataforma Agilent 44K whole genome). Os
autores analisaram a distribuicdo das sondas (de 60 oligonucleotideos) ao
longo dos transcritos que tiveram expressdo aumentada nos exossomos em
relacdo as células secretoras. Eles detectaram que os transcritos
enriquecidos nos exossomos eram significativamente mais representados
por sondas localizadas mais préximas da regido 3’ dos transcritos. Os
achados foram validados por qRT-PCR para trés transcritos. A regiao 3'-
UTR de mRNAs é rica em sequéncias regulatorias, tais como sitios de
ligacdo de miRNAs e de proteinas ligantes de RNA. Estas interagdes afetam
a estabilidade e a eficiéncia de tradugdo dos mRNAs. Os autores concluiram
que a transferéncia via exossomos de fragmentos de mRNAs contendo
regides 3’-UTR pode ser um importante mecanismo regulatério a distancia,
pois se estes fragmentos sao internalizados na célula receptora eles podem
competir para a ligacdo de miRNAs. A ligagdo de miRNAs a estes
fragmentos levaria a diminuigdo dos niveis destas moléculas efetivamente
disponiveis para ligacdo aos seus alvos enddgenos, levando a uma
desregulacédo da inibicdo de expressédo génica. Dado que a regiao 3’-UTR
dos transcritos contém sitios de ligagdo para varios miRNAs diferentes,
pode-se imaginar que a transferéncia destas regides tem o potencial de
afetar a capacidade regulatéria de certos alvos, de modo simultaneo para
varios miRNAs. Experimentalmente ja foi demonstrado, por exemplo, que a
transfeccdo da 3’-UTR de CD44 em células da linhagem tumoral de mama
MDA-MD-231 levou ao aumento sinergético de trés proteinas (CD44, Col1a1
e FN1) que sao reguladas por miRNAs que tém sitios de ligacdo na mesma
regiao do transcrito, resultando em uma maior motilidade, invasao e adesao
celular nas células transfectadas, que quando injetadas em camundongos
nude também possuiam maior capacidade de formacdo de metastases
pulmonares em comparagdo com células néao-transfectadas (YANG e
RUTNAM 2012).

De maneira similar, mas utilizando o sequenciamento em larga escala,
que é muito mais informativo que a metodologia de micro-arranjo, NOLTE-t

HOEN et al. (2012) também observaram um enriquecimento em EVs de
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sequéncias que alinham nas regides nao traduzidas 5 e 3’ de genes
codificadores de proteina, em comparagdo com a célula secretora (no caso
células dendriticas associadas a linfocitos T).

Nas nossas analises, avaliamos inicialmente a distribuicdo de bases
ao longo de todos os transcritos anotados nas linhagens celulares HB4a e
C5.2. Independentemente do tamanho, cada transcrito foi dividido em 5
blocos iguais, sendo o bloco 1 localizado na extremidade 5’ do transcrito e o
bloco 5 na extremidade 3'. A porcentagem de bases mapeadas em cada
bloco foi calculada em relacdo ao total de bases mapeadas no transcrito
todo (soma dos 5 blocos), possibilitando a visualizagdo da distribuicdo
posicional de bases ao longo de cada transcrito. Conforme Figura 27,
quando avaliamos o conjunto total de transcritos codificadores de proteina
anotados em cada biblioteca, vemos uma distribuicdo uniforme ao longo de
todo o transcrito, sendo que cada bloco contém aproximadamente 20% das

bases como esperado.



98

A
Todos os transcritos
30
25 =
@  —
o 21 L —_— A
] - - -
8 15
Ad
w2 10
= 1C
&
0
1 2 3 4 5
[ =1 L™
=S 2 20K -n=10476/3,7968 32901
el E 1 AANY _ m=0 227 ETT 4T
= ORend L IWWVIN T IO I TP L LT
Tl e L PFLEY me=mdE OCO 1443 O TE Ded
Nl e WEAUITT II7 I wd nd W 1 W W WP T
Todos os transcritos
30
2 20 = —— k|
8 - - - -
B1s
=2 10
9
0
1 2 3 4 5
Bloco

==HB4a 20K - n=7,769/2,250,321n!
=&=HB4a 100K - n=10.075/3.671.527nt
HB4a celula - n=16,947/232,960 888nt

Figura 27 - Distribuicdo posicional de todos os transcritos. n: ndmero de
transcritos avaliados/ nt: nimero de bases totais avaliadas.

Partimos entdo para uma avaliagdo de conjuntos especificos de
transcritos, considerando separadamente oncogenes ou genes supressores
tumorais, conforme lista previamente publicada (VOGELSTEIN et al. 2013).
Novamente observamos uma distribuicdo relativamente homogénea das
bases ao longo dos transcritos, com poucas variagdes da frequéncia de 20%

esperada para cada bloco (Figura 28).
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Figura 28 - Distribuigcdo posicional de oncogenes e genes supressores tumorais.
n: numero de transcritos avaliados/ nt: numero de bases totais avaliadas.

Avaliamos ent&do, dentre o conjunto de todos os oncogenes e supressores
tumorais, somente aqueles descritos como sendo de relevancia clinica para o cancer de
mama (OSBORNE et al. 2004). Conforme Figura 29, observamos um enriquecimento da
porcdo 3’ dos oncogenes importantes para a carcinogénese de mama nas EVs 20K
derivadas da linhagem C5.2 em relagcdo a célula secretora. Vemos também um
enriquecimento da por¢cao 5 dos supressores tumorais nas EVs 100K de C5.2. O
possivel significado funcional destes achados deve ser confirmado experimentalmente no
futuro, mas podemos especular que o enriquecimento de regides 3'-UTR de oncogenes
em EVs de C5.2 possa contribuir para a transformacéo das células que internalizarem as
EVs, uma vez que estas regides ricas em sitios regulatérios competiriam para a ligagéo
de miRNAs nas células receptoras. Tal ligagao levaria a uma diminuigdo dos niveis de
miRNAs livres para reprimir os seus alvos endogenos, efetivamente aumentado a

expressao proteica destes oncogenes nas células receptoras.



100

Oncogenes cancer de mama Oncogenes cancer de mama

1 2 3 4 5
Bloco

—*—HB4a 20K - n=6/2,181nt —#-HB4a 100K - n=6/4,783nt

—4—(C5.2 20K - n=9/23,684nt ~#-C5.2 100K - n=7/15,737nt
HB4a célula - n=9/314,993nt

C5.2 célula - n=9/1,740 500nt

C D
Supressores cancer de mama Supressores cancer de mama
40 40
230 | g 30 /\"\t.
] . ]
E 20 M 3 20 /\
ES 5 ES
10 10
0 0
1 2 3 - 5 1 2 3 B 5
Bloco Bloco

—4—HB4a 20K n=3/5,365nt -#-HB4a 100K n=4/7,181nt
HB4a célula n=8/143,745nt

==(5.2 20K n=5/5,767nt =E=C5.2 100K n=4/5,236nt
C5.2 célula n=8/65,405nt

Figura 29 - Distribuicdo posicional de oncogenes e genes supressores tumorais de
relevancia clinica para o cancer de mama. n: numero de transcritos avaliados/ nt: numero de
bases totais avaliadas.
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4.2 CARACTERIZAGAO DE EVS DERIVADAS DO PLASMA DE
PACIENTES

4.2.1 Pacientes e amostras

Recrutamos um total de 59 pacientes neste estudo prospectivo,
sendo 49 pacientes do A.C. Camargo Cancer Center e 10 pacientes do
Hospital de Cancer de Barretos. As pacientes foram divididas em trés
grupos de modo a refletir a evolugdo da doenga de inicialmente restrita ao
tumor primario (Grupo “NO”), avangando para comprometimento linfonodal
(Grupo “N”), e finalmente evoluindo para metastases a distancia (Grupo
“M”). Dez pacientes de cada grupo foram incluidas no sequenciamento em
larga escala, de acordo com a quantidade e a qualidade (auséncia de
hemolise) do plasma disponivel. Os dados gerais destas pacientes s&o
apresentados nas Tabelas 14 e 15. Em relacdo ao estadiamento das
pacientes, 20,0% eram estadio |, 13,3% estadio IIA, 13,3% estadio IIB,
10,0% estadio llIA, 10,0% estadio 1lIB, e 33,3% estadio IV. Em relagao ao
subtipo molecular do tumor primario, 20,0% eram subtipo Her2 e 80,0%
subtipo Luminal B. Em relagao a idade, 60,0% das pacientes tinham menos
de 50 anos. Usando uma analise de variancia (ANOVA), ndo observamos
diferenca estatistica na idade média das pacientes entre os trés grupos (p-
valor = 0,7635). Os dados clinicos de todas as pacientes recrutadas para
este estudo encontram-se no Anexo 6, sendo indicadas em negrito as

pacientes incluidas no sequenciamento.
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Tabela 14 - Resumo dos dados gerais das pacientes do estudo incluidas
no sequenciamento em larga escala.

N %
Estadio
I 6 20,0
A 4 133
1=] 4 133
A 3 10,0
nB 3 10,0
nc 0 0,0
v 10 33,3
Subtipo
Her2 6 20,0
LuminalB 24 80,0
Idade
<50anos 18 60,0
> 50 anos 12 40,0

Tabela 15 - Pacientes incluidas no sequenciamento em larga escala.

Grupo Amostra Idade Idademédia RE RP ki67 HER2 {HE;IZSF::ﬁ?) Subtipo Estadiamento
Mama 19 54 95% 40% 30% 3+ - lumB |
Mama 22 40 100% 90% 15% 2+ 4 lumB |
Mama 30 48 5% 5% 20% 3+ - lumB |
Mama 31 48 90% 80% 2% 3+ - lumB |

NO Mama 32 44 90% 80% 60% 3+ - lumB |
Mama 44 54 neg 30% 30% 3+ - lumB |
Mama 33 36 90% 90% 30% 3+ - lumB A
Mama 34 65 neg neg 50% 3+ - Her2 1A
Mama 36 28 95% 20% 60% 3+ - lumB 1A
Mama 26 66 48.3 neg 10% 70% 3+ - lumB A
Mama 38 40 90% 70% 60% 3+ - lumB B
Mama 18 56 neg 30% 60% 3+ - lumB 1B
Mama 25 64 5% neg 30% 3+ - lumB 1=
Mama 42 ar 80% 10% 70% 3+ - lumB B

N Mama 24 66 neg neg 50% 3+ - Her2 1A
Mama 28 46 70% 5% 40% 3+ - lumB A
Mama 29 42 95% 95% 40% 3+ - lumB A
Mama 6 45 90% 5% 30% 3+ - lumB ne
Mama 41 42 50% neg 20% 3+ - lumB 1B
Mama 48 53 491 60% 60% 80% 3+ - lumB ne
Mama 21 42 70% 70% 50% 3+ - lumB v
Mama 37 53 neg neg 60% 3+ - Her2 v
Mama 46 49 2% 20% 80% 3+ - lumB 1\
Mama 50 34 60% 30% 90% 3+ - lumB v

M Mama 51 42 100% neg pos 3+ 3.5 lumB v
Mama 52 34 neg neg 80% 3+ - Her2 v
Mama 53 51 neg neg pos 3+ - Her2 v
Mama 54 51 neg 40% 85% 3+ - lumB 1\
Mama 55 55 neg neg 90% 3+ - Her2 v
Mama 56 48 45.9 pos pos 80% 3+ - lumB v

Legenda — Estadiamento de acordo com TNM.
Fonte: SOBIN et al. (2012)

Todas as pacientes sdao HER2+, subtipo Her2: ER/PR- e subtipo lumB: ER+ e/ou PR+.
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4.2.2 Caracterizagao das EVs derivadas do plasma de pacientes por
NTA e Western Blot

Utilizamos Nanotracking Particle Analysis (NTA) para investigar se
havia diferenca na concentracdo de EVs circulantes no plasma das
pacientes dos trés grupos. Isolamos as EVs por ultracentrifugagédo a partir
de 100yl de plasma, ressuspendendo o pellet em PBS filtrado, e
realizamos leituras (de 60 segundos cada) em triplicata para cada amostra
no equipamento NanoSight LM-10. Os parametros da cémera foram
mantidos iguais para todas as amostras analisadas. Usando uma analise
de varidncia (ANOVA), nao observamos diferenca estatistica nas
concentragbes de EVs entres os grupos (p-valor = 0,1394), ressaltando a
importancia do conteudo das EVs e ndo necessariamente da sua
quantidade (Figura 30).
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Figura 30 - Avaliacdo por Nanotracking Particle Analysis (NTA) da
concentragédo de EVs isoladas do plasma de pacientes dos trés grupos de
agressividade tumoral.
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Devido ao grande numero de pacientes que compdem 0s grupos € a
quantidade limitante de plasma disponivel para a realizagdo de todos os
experimentos deste trabalho, optamos por fazer as analises de Western
Blot utilizando pools de amostras de plasma de trés pacientes dentro de
cada grupo de estadiamento tumoral. As EVs foram isoladas a partir de
4,5ml de plasma de trés pacientes (1,5ml de cada) e dois marcadores
classicos de EVs, RAB7 e Flotilina, tiveram sua expressao avaliada. Apesar
de algumas variagbes quantitativas, podemos observar a expressao de
ambos marcadores em todos os conjuntos de amostras testadas,
comprovando a eficacia do protocolo de isolamento utilizado para o

enriqguecimento de EVs (Figura 31).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
RAB7 (23kDa) 4 D S 4D S0 --W
FLOTILLIN (47kDa)| .- ’ “;“m -

Figura 31 - Imunodetecgdo por Western Blot dos marcadores de EVs

RAB?7 e Flotilina em EVs derivadas de pools de plasma de pacientes. 1: Pool
de pacientes com tumores in situ, 2 a 7: Pools de pacientes do grupo NO, 8 a 13: Pools de

pacientes do grupo N, 14: Pool de pacientes do grupo M. n=3 em cada pool.

4.2.3 Caracterizagcao do conjunto de RNAs de EVs derivadas do
plasma de pacientes por NGS

Semelhante ao descrito acima para a analise das EVs derivadas do
meio de cultura celular condicionado, isolamos as EVs por
ultracentrifugacao a partir de 2,5ml de plasma de cada paciente (n=10 para
cada grupo), extraimos o RNA total, e construimos bibliotecas para a
avaliacdo de todo o transcriptoma. A verificagdo do tamanho final das
bibliotecas foi feita no equipamento Bioanalyzer utilizando o High Sensitivity
DNA Kit (Agilent Technologies, California, EUA), que confirmou o tamanho

de 107pb para o maior pico, que esta dentro da faixa de tamanho esperado
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de 94-114pb para fragmentos do tamanho de miRNAs ligados aos
adaptadores (perfil representativo apresentado na Figura 32 e os demais
no Anexo 7, onde vemos que o tamanho do maior pico variou de 104 a
108pb nas 30 bibliotecas). Para as bibliotecas de pacientes observamos
um pico de 90pb que corresponde a dimeros de adaptadores,
possivelmente devido a quantidade ainda mais limitante de RNA que
conseguimos isolar das EVs provenientes do plasma, em relagdo as EVs

das linhagens.
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Figura 32 - Perfil representativo do Bioanalyzer de biblioteca para
sequenciamento, obtido a partir de RNAs em EVs derivadas do plasma de

paciente. As setas azuis correspondem a marcadores de tamanho (conforme eixo X), a
seta laranja indica o pico obtido que corresponde ao tamanho esperado (107pb) apds a
ligacdo de adaptadores aos RNAs, seguido de PCR com a adigdo dos barcodes, e a seta
roxa indica o pico obtido que corresponde ao tamanho esperado (90pb) de dimeros de
adaptadores (que ndo contém fragmentos de RNA de interesse). Paciente = Mama 32
(Grupo NO).

A seguir, construimos e sequenciamos na plataforma lon Proton
trinta bibliotecas, gerando no total cerca de 173 milhdes de sequéncias (em
média 5,7 milhdes de sequéncias por paciente), com tamanho médio de
36,6nt, desvio padrao 22,6nt e variando entre 8-354nt. Conforme Tabela 16,
em média 85% das sequéncias foram filtradas pelo FastQ Screen, sendo a
maioria (51,9%) excluida por representarem rRNAs, de modo semelhante
ao encontrado em EVs das linhagens celulares. Deste modo obtivemos

uma média de 868,615 sequéncias para cada paciente, o que talvez seja
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suficiente para representar pelo menos os transcritos mais abundantes
desta fracao.

Para a anotacdo dos transcriptoma, iniciamos avaliando os miRNAs
maduros com o programa miRDeep2, utilizando para isto somente as
sequéncias com tamanho entre 12 e 25 bases, 0 que corresponde a
232.590 sequéncias por paciente. Obtivemos uma média de 14.847
sequéncias por paciente anotando no miRBase e representando em média
167 miRNAs diferentes. Ao adotarmos um critério de pelo menos 5 reads
comprovando um dado miRNA, temos entdo uma média de 93 miRNAs
diferentes por paciente.

Esta quantidade de miRNAs identificados (93 a 167
miRNAs/paciente, conforme o critério de cobertura minima adotado) esta
na mesma ordem de grandeza descrita na literatura. Os dois trabalhos
principais de sequenciamento de miRNAs de EVs derivadas do plasma de
individuos saudaveis identificaram aproximadamente 300 miRNAs,
adotando um critério de no minimo 5 reads por milhdo (CHENG et al. 2014,
HUANG et al. 2013). Variagdes na metodologia empregada podem explicar
a diferenga encontrada entre os nossos achados e os artigos mencionados.
Por exemplo, um dos artigos utiliza uma resina comercial (ExoQuick) e n&o
ultracentrifugacdo para isolar as EVs, possivelmente co-precipitando

miRNAs livres, nao-associados a EVs.
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Tabela 16 - Analise dos dados de sequenciamento em larga escala de miRNAs de
EVs derivadas do plasma de pacientes.

# reads

Total #reads apés filtro  usados ¥ 7°395 4 oNAs #miRNAs #miRNAs #miRNAs # miRNAs
LI AR reads FastQ Screen (%) miRDeep2 M2P83d0S ' 4 oad 22 reads 23 reads 24 reads 25 reads
(12-25nt) miRBase

Mama_19  5.429.152 756.132 (13,9%)  212.785  7.630 145 115 98 30 82
Mama_22  7.297.514 898.097 (12,3%)  249.614  12.566 153 122 104 93 85
Mama_30  8.166.615 980.806 (12,0%) 292643  15.900 146 128 17 99 93
Mama_32  7.483.101 843.234 (11,3%)  232.822  11.429 153 122 105 95 90
Mama_33  7.425.578 806.140 (10,9%) 181755  7.844 133 104 85 76 70

NO  Mama 44  6.647.837 876.841 (13,2%) 225598  13.508 195 150 127 113 101
Mama_26  6.618.094 902.057 (13,6%)  260.494 25888 179 141 121 109 100
Mama_34  5.880.692 1.004.346 (17,1%)  266.203  9.206 150 124 108 95 85
Mama_36  7.417.349 894.304 (12,1%)  244.235  11.484 148 11 98 88 81
Mama_31  4.926.499 731592 (14,9%)  229.166  19.047 200 162 141 123 11

média 6.729.243 869.355 (12,9%)  239.532  13.450 160 128 10 98 90
Mama_18  4.990.888 783.360 (15,7%) 215936  11.414 129 108 a7 86 78

Mama 25  6.358.811 770107 (121%) 214745  16.375 164 128 112 98 92
Mama_38  8.355.382 917.173 (11,0%) 225553  10.454 162 129 106 95 89
Mama_6 4.949.083 1.016.536 (20,5%) 238215  26.248 244 192 157 140 133
Mama_28  6.214.640 945230 (15,2%)  244.015  11.914 157 125 107 99 88

N  Mama 29  7.512.571 1.099.436 (14,6%) 286987  18.198 183 143 122 106 91
Mama 41  7.365.086 1.066.597 (14,5%)  290.766  18.350 151 130 114 106 94
Mama_42  4.947.052 757.784 (153%)  211.188  10.186 164 128 106 93 88
Mama_48  4.112.776 711702 (17,3%) 209469  5.689 134 104 85 80 73
Mama_24  6.162.086 926,697 (15,0%)  249.329  11.621 151 120 102 90 82

média 6.096.838 899464 (14,8%) 238620  14.045 164 131 111 99 91
Mama_21  4.669.306 772.408 (16,5%)  207.189  6.957 131 104 94 85 79
Mama_37  5.387.916 1.046.234 (19,4%)  269.479  11.125 165 127 110 99 91

Mama 46  3.981.004 680.919 (17,1%)  172.802  3.946 126 98 83 72 84
Mama_50  5.967.079 895.349 (15,0%)  240.578  21.897 192 144 126 110 99
Mama_51 5.209.320 1.137.648 (21,8%)  303.305  58.955 264 217 182 167 158

M  Mama 52  4.141.561 819.962 (19,8%)  213.082  9.573 183 143 19 102 96
Mama_53  4.383.627 805.556 (18,4%) 221387  9.990 170 131 14 101 98
Mama_54  3.679.994 750.821 (20,4%) 176408  14.092 191 143 17 107 99
Mama_55  2.333.196 473705 (20,3%)  120.876  19.497 163 132 114 95 85

Mama 56  5.087.252 987.675 (19,4%) 271073  14.425 194 157 129 113 102

média 4.484.026 837.028 (18,7%)  219.618  17.046 178 140 19 105 97

média geral 5.770.035 868615 (15,1%) 232500  14.847 167 133 113 101 93

Em relagdo a anotacédo dos demais transcritos (Tabela 17), de 853.768 sequéncias
obtidas em média por paciente, 268.320 anotaram no banco de dados Ensembl,
correspondendo em média a 6.787 transcritos codificadores de proteinas, 20 snoRNAs,
14 snRNAs, 151 lincRNAs e 213 outros transcritos classificados na categoria

miscelanea (misc), considerando todos os transcritos com FPKM >0.



108

Tabela 17 - Analise dos dados de sequenciamento em larga escala de outros RNAs de
EVs derivadas do plasma de pacientes.

# reads nio R # reads
Grupo Amostra anotados no usados mapeados #transcritos #transcritos #transcritos # transcritos # transcritos
Ensembl CodProt snoRNA snRNA lincRNA misc_RNA
miRDeep2 (220nt) Ensembl =
Mama_19 748.502 600.506 300.692 6.501 12 10 147 198
Mama_22 885.531 696.881 300.007 7.626 38 15 148 190
Mama_30 964.906 758.671 294.704 7.170 19 14 159 190
Mama_32 831.805 688.804 250.930 7.324 25 22 145 194
Mama_33 798.296 703.003 287.132 7.838 17 16 151 185
NO Mama_44 863.333 713.226 293.553 7.714 26 15 169 242
Mama_26 876.169 630.722 241.890 7.726 16 12 173 212
Mama_34 895.140 776.979 303.444 7.975 1 14 185 235
Mama_386 882.820 684.155 230.008 6.884 16 18 137 203
Mama_31 712.545 488.540 193.031 5.903 22 8 128 179
media 855.905 674.149 269.539 7.266 20 14 154 203
Mama_18 771.946 554.082 205.125 6.698 19 17 136 175
Mama_25 753.732 585.537 224111 7.147 25 10 148 194
Mama_38 906.719 779.403 304.850 7.784 19 22 158 210
Mama_6 990.288 816.517 528.185 5.851 19 " 126 278
Mama_28 933.316 613.461 226.951 6.847 13 16 159 181
N Mama_29 1.081.238 726.492 283.287 7.434 22 18 176 205
Mama_41 1.048.247 642.146 230.872 5.720 " " 133 201
Mama_42 747.598 512.687 214.888 6.534 18 16 153 183
Mama_48 706.013 462.359 147.759 4.965 9 7 129 150
Mama_24 915.076 573.623 201.708 6.076 20 9 135 192
media 885.417 626.631 256.775 6.506 18 14 145 198
Mama_21 765.451 468.166 150.342 5.434 10 6 120 162
Mama_37 1.035.109 777372 371.891 7.519 29 14 166 241
Mama_46 676.973 515.888 158.143 6.020 16 9 125 180
Mama_50 873.452 665.502 235618 6.712 20 15 164 195
Mama_51 1.078.693 968.963 655.501 7.480 56 28 216 475
M Mama_52 810.389 596.877 259.411 8.417 21 16 205 223
Mama_53 795.566 500.370 157.391 5.881 13 18 135 221
Mama_54 736.729 577.605 354.885 6.432 16 15 136 266
Mama_55 454.208 360.387 193.520 4.926 22 8 93 182
Mama_56 873.250 651.913 248.767 7.065 25 17 184 252
media 819.982 608.304 278.647 6.589 23 15 154 240
média geral 853.768 636.361 268.320 B6.787 20 14 151 213

Apoés analise detalhada dos reads que ndao anotaram em nenhum banco e re-

mapeamento contra rRNAs, vemos que em média 29% dos reads das bibliotecas de

pacientes com qualidade (=Q20) permanecem ao final do pipeline sem anotagéo

(Tabela 18).



Tabela 18 - Analise dos reads de EVs derivadas do plasma de pacientes que nao
anotaram apos alinhamento contra miRBase e hg19/Ensembl.
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# reads ndo

# reads

# reads

# reads que % reads que
ndo anotam ndo anotam

Grupo Amostra anotados no mapeados gque ndo ﬁ:ﬁ::::g': e tem e tem
Ensembl rRNA anotam qualidade gualidade

(2Q20) (2Q20)
Mama_19 447.810 148.249 299.561 66,9 144.916 324
Mama_22 585.524 182.010 403.514 68,9 192.039 32,8
Mama_30 670.202 176.197 494 005 73,7 266.653 39,8
Mama_32 580.875 145.739 435.136 74,9 223.104 38,4
Mama_33 511.164 116.076 395.088 77,3 171.353 33,5
MO  Mama_44 568.780 148.764 421.016 73,9 175.801 30,8
Mama_26 634.279 218.557 415.722 65,5 177.546 28,0
Mama_34 691.696 216.589 475107 68,7 139.322 20,1
Mama_36 652.812 176.612 476.200 729 225179 34,5
Mama_31 519.514 173.682 345.832 66,6 160.774 30,9
media 586.366 170.248 416.118 70,9 187.669 32,1
Mama_18 566.821 189.643 377.178 66,5 178.983 31,6
Mama_25 529.621 153.308 376.312 71,1 178.516 33,7
Mama_38 601.869 146.410 455.459 75,7 210.453 35,0
Mama_B 462.093 151.151 310.942 67,3 125.326 27,1
Mama_28 T706.365 268.636 437.729 62,0 181.805 25,7
N Mama_29 T797.951 319.878 478.073 59,9 217.671 27,3
Mama_41 817.375 312.082 505.283 61,8 266.571 32,6
Mama_42 532.710 208.233 323.477 60,7 138.284 26,0
Mama_48 558.254 186.701 371.553 66,6 160.976 28,8
Mama_24 713.368 269.909 443.459 62,2 198.942 27,9
media B628.643 220696 407 947 65,4 185.733 29,86
Mama_21 615.109 218.941 396.168 64,4 163.718 26,6
Mama_37 663.218 218.452 444 766 67,1 136.248 20,5
Mama_46 517.830 128.996 388.834 75,1 129.176 24,9
Mama_50 637.834 186.433 451.401 70,8 202.815 31,8
Mama_51 423.192 103.712 318.480 75,5 102.293 24,2
M Mama_52 550.978 200.844 350.134 63,5 102.205 18,5
Mama_53 638.175 218.481 419.694 65,8 157.989 24,8
Mama_54 381.844 132.108 2438.736 65,4 101.720 26,6
Mama_55 260.688 79.584 181.104 69,5 63.025 24,2
Mama_56 724.483 265.992 458.491 63,3 143.845 19,9
media 541.335 175.354 365.981 68,0 130.283 24,2
media geral 585.448 188.766 396.682 68,1 167.885 28,6
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A Analise de expressao diferencial dos transcritos identificados

Para identificar um potencial biomarcador de estadiamento tumoral,
realizamos a analise de expressdo diferencial de todos os transcritos
(miRNAs e outros RNAs) entre os trés grupos de pacientes, comparando
dois a dois, utilizando o pacote estatistico DESeq2 do Bioconductor (LOVE
et al. 2014).

Transcritos diferencialmente representados entre NOe N

Na primeira comparagao, entre os grupos NO e N, encontramos 7
miRNAs diferencialmente representados com p-valor <0,05, sendo 3 (42,9%)
enriquecidos em pacientes do grupo NO e 4 (57,1%) em pacientes do grupo
N (Figura 33), porém os niveis de expressao destes 7 miRNAs ndao agrupam
adequadamente os dois grupos no heat map. Dentre os 593 outros RNAs
encontrados diferencialmente representados com p-valor <0,05, 302 (50,9%)
encontram-se enriquecidos em pacientes do grupo NO e 291 (49,1%) em
pacientes do grupo N (Figura 34). A distribuicdo de categorias destes 593
transcritos diferencialmente representados encontra-se na Figura 35: 86%
sdo codificadores de proteina, 7% sao short noncoding, 4% sao long

noncoding e 3% sao pseudogenes.
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Figura 33 - Heat map dos 7 miRNAs diferencialmente representados entre os grupos de

pacientes NO e N.
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Figura 34 - Heat map dos 593 outros RNAs diferencialmente representados entre os

grupos de pacientes NO e N.
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Figura 35 - Categorias dos 593 outros RNAs diferencialmente

representados entre os grupos de pacientes NO e N. A) Distribui¢do de todos os
transcritos diferencialmente representados. CodProt = transcritos codificadores de proteina;
Psdg = Pseudogenes; LNC = ftranscritos n&o-codificadores de proteinas longos (long
noncoding); SNC = transcritos nao-codificadores de proteinas curtos (short noncoding); ND
= nao definido. B) Distribuicdo dos transcritos na categoria short noncoding.
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Dentre as classes que compdem a categoria short noncoding, a mais
representada € miscRNA, com 52% dos transcritos. Interessantemente, dos
22 miscRNAs diferencialmente representados, 20 (90,9%) estéo
enriquecidos no grupo N e somente 2 (9,1%) estdo enriquecidos no grupo
NO. Dentre os miscRNAs diferencialmente representados, 77,3% sao Y-RNA.

Os YRNAs foram primeiro descritos na década de 80, sdo altamente
conservados e em humanos s&o transcritos pela RNA polimerase Ill a partir
de quatro genes especificos e de quase mil pseudogenes (KOHN et al.
2013; PERREAULT et al. 2005, 2007; WOLIN e STEITZ 1983).

As funcgbes bioldgicas dos YRNAs ainda n&o foram inteiramente
elucidadas, mas sabe-se que eles sdo essenciais para a replicacao de DNA
cromossomal (CHRISTOV et al. 2006) e tem significAncia clinica por
fazerem parte do complexo ribonucleoproteico Ro, que é reconhecido por
anticorpos em pacientes com doencas autoimunes como lupus (LERNER et
al. 1981).

Também sabe-se que os YRNAs sao superexpressos em tumores
sélidos em relagédo ao tecido normal correspondente (como em bexiga, colo
do utero, colon, rim, pulmao e préstata) e que eles sao necessarios para a
proliferacdo celular, pois o silenciamento dos quatro YRNAs humanos por
RNAI levou a inibigao da proliferagcdo das linhagens celulares HeLa e ME180
de carcinoma cervical, EJ30 de carcinoma de bexiga, DU145 de carcinoma
de prostata, e WI38 de fibroblastos de pulmao (CHRISTOV et al. 2008).

DHAHBI et al. (2013) descreveram que fragmentos 5 de YRNA séao
abundantes no soro e plasma de individuos saudaveis. Usando NGS de
bibliotecas de pequenos RNAs estes autores detectaram os YRNAs como a
segunda classe mais abundante de transcritos identificados,
correspondendo a 33% de todos os reads anotados, atras somente de
miRNAs com 44% dos reads. Por analise de Northern Blot a partir do pellet e
sobrenadante de ultracentrifugacao (110.000xg por 2 horas) do soro eles
concluem que os YRNAs ndo estdo associados a exossomos ou
microvesiculas, porém eles utilizaram sondas para um unico YRNA
especifico (RNY4). J& no estudo de NOLTE-T HOEN et al. (2012), foi
identificado, também por NGS, um enriquecimento de YRNAs nos
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exossomos derivados do meio de cultura condicionado de células
dendriticas em relacdo as células secretoras.

Em um outro estudo de DHAHBI et al. (2014) os autores descreveram
a expressao diferencial de fragmentos de 25 YRNAs entre cinco pacientes
com cancer de mama e cinco controles. Eles entdo analisaram dados
publicos de pequenos RNAs contidos no soro de 42 pacientes
diagnosticados com cancer de mama, e com acompanhamento clinico.
Estas analises encontraram 36 YRNAs diferencialmente representados entre
os pacientes de diferentes subtipos de cancer de mama (ER/PR/HER2). Os
pacientes que tiveram relapso da doenca, por exemplo, tinham expressao
aumentada de 31 YRNAs em relagédo aos pacientes que n&o tiveram relapso.
Ao compararmos a lista deste estudo mencionado com os YRNAs
encontrados diferencialmente representados entre os trés grupos de
pacientes do nosso trabalho encontramos 9 transcritos em comum.

Transcritos diferencialmente representados entre NO e M

Na segunda comparagao, entre os grupos NO e M, encontramos 19
miRNAs diferencialmente representados com p-valor <0,05, sendo 8 (42,1%)
enriquecidos em pacientes do grupo NO e 11 (57,9%) em pacientes do grupo
M (Figura 36). Dentre os 1.016 outros RNAs encontrados diferencialmente
representados com p-valor 0,05, 324 (31,9%) encontram-se enriquecidos
em pacientes do grupo NO e 692 (68,1%) em pacientes do grupo M (Figura
37). A distribuicdo de categorias destes 1.016 transcritos diferencialmente
representados encontra-se na Figura 38: 79% sao codificadores de proteina,
16% sé&o short noncoding, 3% sao long noncoding e 2% sao pseudogene.
Dentre as classes que compdem a categoria short noncoding, a mais
representada € miscRNA, com 63% dos transcritos. Interessantemente, dos
105 miscRNAs diferencialmente representados, 103 (98,1%) estédo
enriquecidos no grupo M e somente 2 (1,9%) estdo enriquecidos no grupo
NO. Mais uma vez, dentre os miscRNAs diferencialmente representados,
87,6% séo Y-RNAs.
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Figura 36 - Heat map dos 19 miRNAs diferencialmente representados entre os grupos

de pacientes NO e M.
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Figura 37 - Heat map dos 1.016 outros RNAs diferencialmente representados entre os

grupos de pacientes NO e M.
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Figura 38 - Categorias dos 1.016 outros RNAs diferencialmente

representados entre os grupos de pacientes NO e M. A) Distribuigao de todos os
transcritos diferencialmente representados. CodProt = transcritos codificadores de proteina;
Psdg = Pseudogenes; LNC = ftranscritos nao-codificadores de proteinas longos (long
noncoding); SNC = transcritos ndo-codificadores de proteinas curtos (short noncoding). B)
Distribui¢do dos transcritos na categoria short noncoding.
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Transcritos diferencialmente representados entre N e M

Na terceira e ultima comparagao, entre os grupos N e M, encontramos
20 miRNAs diferencialmente representados com p-valor <0,05, sendo 5
(25,0%) enriquecidos em pacientes do grupo N e 15 (75,0%) em pacientes
do grupo M (Figura 39). Dentre os 708 outros RNAs encontrados
diferencialmente representados com p-valor 0,05, 216 (30,5%) encontram-
se enriquecidos em pacientes do grupo N e 492 (69,5%) em pacientes do
grupo M (Figura 40). A distribuicdo de categorias destes 708 transcritos
diferencialmente representados encontra-se na Figura 41: 88% s&o
codificadores de proteina, 7% sao short noncoding, 3% long noncoding e 2%
sdo pseudogene. Dentre as classes que compdem a categoria short
noncoding, a mais representada € miscRNA, com 80% dos transcritos.
Interessantemente, dos 41 miscRNAs diferencialmente representados, 40
(97,6%) estao enriquecidos no grupo M e somente 1 (2,4%) esta enriquecido
no grupo N. Novamente, dentre os miscRNAs diferencialmente
representados, 80,5% sao Y-RNAs.
Apesar do entendimento sobre a significancia fisiolégica dos YRNAs
ainda ser escasso, eles parecem ser promissores candidatos a
biomarcadores tumorais, uma vez que foram encontrados superexpressos
em diversos tumores epiteliais (CHRISTOV et al. 2008), e potencialmente a
biomarcadores de estadiamento tumoral, uma vez que nossas analises
indicaram que eles estdo enriquecidos nos grupos N e M em relagado ao
grupo NO. Se confirmado o papel potencial de YRNAs como biomarcadores
tumorais de diagndstico e prognostico, a alta abundéncia no plasma
facilitaria o seu uso na rotina clinica, uma vez que nio seria necessario o
uso de material tumoral e a sua detecgcao poderia ser feita a partir de uma

simples coleta de sangue.
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Figura 39 - Heat map dos 20 miRNAs diferencialmente representados entre os
grupos de pacientes N e M.
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Figura 40 - Heat map dos 708 outros RNAs diferencialmente representados entre os
grupos de pacientes N e M.
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Figura 41 - Categorias dos 708 outros RNAs diferencialmente

representados entre os grupos de pacientes N e M. A) Distribuicdo de todos os
transcritos diferencialmente representados. CodProt = transcritos codificadores de proteina;
Psdg = Pseudogenes; LNC = ftranscritos n&o-codificadores de proteinas longos (long
noncoding); SNC = transcritos ndo-codificadores de proteinas curtos (short noncoding). B)
Distribuigdo dos transcritos na categoria short noncoding.
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Analisamos a expressao de ERBBZ2 nas amostras dos trés grupos
(Figura 42), com o intuito de avaliarmos a nossa sensibilidade de deteccao
de EVs derivadas das células tumorais. A expressdao de ERBBZ2 foi
detectada em 7 pacientes do grupo NO, 3 pacientes do grupo N e 5
pacientes do grupo M. Apesar de haver uma tendéncia de maior expressao
no grupo M, segundo uma analise de variancia (ANOVA) nao ha diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p-valor = 0,5229).
Considerando que a presenga ou ndo da molécula de mRNA nas EVs nao
se correlaciona necessariamente com a presenca ou nao da proteina deste
oncogene, nao podemos concluir sobre a sensibilidade de detecgao de EVs
tumorais, uma vez que a molécula efetora € a proteina e ndo temos como

avalia-la no momento.
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Figura 42 - Expressao do mRNA de ERBBZ2 entre os grupos de pacientes.
FPKM = Fragments Per Kilobase of transcript per Million mapped reads.
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4.2.4 Validagao dos miRNAs diferencialmente representados em EVs
derivadas do plasma de pacientes

Na etapa de validacdo decidimos focar inicialmente nos miRNAs.
Considerando um p-valor 0,01 para significancia estatistica, mais rigoroso
que o adotado para gerar os heat maps, temos 1 miRNA diferencialmente
representado entre os grupos N e NO (Figura 43), 4 miRNAs
diferencialmente representados entre os grupos M e N (Figura 44), e 6
miRNAs diferencialmente representados entre os grupos M e NO (Figura 45).
Nos volcano plots abaixo, os miRNAs com significado estatistico entre os

grupos estao marcados em vermelho.
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Figura 43 - Andlise de miRNAs diferencialmente representados entre os
grupos de pacientes N e NO.



125

p-valle <= 0,01 miR-128-3p
L miR-223-3p
. miR-584-5p
miR-92a-3p
3
:? - °‘:' Not Sig.
g o
) . .. .
w ] - - " . .
1 = « "% o : — < -.0
'.- - ‘. e '..::'I'
‘§ ..; .

log2FoldChange

Figura 44 - Analise de miRNAs diferencialmente representados entre os
grupos de pacientes M e N.
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Figura 45 - Andlise de miRNAs diferencialmente representados entre os
grupos de pacientes M e NO.

A expressao diferencial entre os grupos dos 10 miRNAs
encontrados diferencialmente representados foi representada por boxplots
(Figura 46).
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Figura 46 - Boxplots dos miRNAs diferencialmente representados entre os grupos de

pacientes. A expresséo normalizada foi calculada a partir dos reads brutos pelo programa estatistico

DESeq2, que leva em consideracdo a profundidade de sequenciamento de cada amostra para calcular

fatores de normalizagéo especificos.

Para validarmos os achados de NGS utilizamos uma abordagem de PCR

quantitativo em tempo real (QRT-PCR), com ensaios especificos para cada miRNA

indicado como diferencialmente expresso pelas analises de NGS e usando controles

endogenos conforme descrito na sessdo de Materiais e Métodos. A express&o dos 5
miRNAs (miR-26a-5p, miR-30c-5p, let-7g-5p, miR-101-3p, e miR-20a-5p) que tiveram
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expressao pouco variavel entre os trés grupos, € que foram considerados mais

estaveis segundo analise da expressao de NGS

no programa geNorm

(VANDESOMPELE et al. 2002) € mostrada na Figura 47. Todas as amostras foram

sempre avaliadas em triplicata e fizemos novamente uma analise no geNorm com os

dados de expressao obtidos no qRT-PCR (Figura 48) e obtivemos dois dos controles

endégenos mais robustos (miR-26a-5p, miR-30c-5p) (M<1,5 - conforme definicdo do

programa). Utilizamos entdo a média da expressao destes dois enddégenos para a

normalizacdo pelo método de delta delta Ct, considerando o grupo NO como

referéncia.
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Figura 47 - Boxplots dos miRNAs selecionados como controles endogenos a partir dos

dados de NGS. A expressdo normalizada foi calculada a partir dos reads brutos pelo programa

estatistico DESeq2, que leva em consideragéo a profundidade de sequenciamento de cada amostra para

calcular fatores de normalizagéo especificos.
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Figura 48 - Boxplots dos valores de Ct dos miRNAs inicialmente selecionados como

controles endégenos.

2-de|ta delta Ct

O fold-change (definido como ) por grupo dos 11 miRNAs avaliados foi

representado por boxplots (Figura 49). A Tabela 19 compara as diferengcas de

expresséo (fold-change) obtidas no sequenciamento (NGS) e na validagado (QRT-PCR).

Para a maioria dos ensaios avaliados (8/12) obtivemos resultados concordantes no NGS

e qRT-PCR. Se considerarmos um p-valor<0,01, temos um candidato (miR-223-3p) com

fold change estatisticamente significativo pelo gRT-PCR, com expressao aumentada no

grupo M em comparacéo com o grupo N, efetivamente validando o resultado de NGS.
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Tabela 19 - Comparacdo dos fold-changes obtidos por sequenciamento
(NGS) e na validagao por gRT-PCR.

. Fold chan
Grupos comparados miRNA M“'i‘g;{:ﬁ;:?ﬁ:;:n"t::;'zada NGS qg‘;— PCR
N x NO hsa-miR-130a-3p 39,09 2,36 1,32
hsa-miR-130a-3p 39,09 2,61 1,45
hsa-miR-142-3p 267,13 0,68 1,70
hsa-miR-144-5p 28,57 0,51 0,54
M x NO hsa-miR-191-5p 196,13 1,65 1,53
hsa-miR-23a-3p 1,23
hsa-miR-23b-3p 330,12 1,38 0,79
hsa-miR-301a-3p 4,53 2,74 0,35
hsa-miR-128-3p 2,80 4,82 1,59
Mx N hsa-miR-223-3p 895,69 2,04 2,72
hsa-miR-584-5p 4,43 2,74 1,57
hsa-miR-92a-3p 23,25 1,62 0,91

Dentre todos os miRNAs que identificamos por NGS, miR-223-3p foi o
segundo mais abundante, tendo sido identificado em todas as trinta
pacientes por 1.180 reads em meédia para cada paciente. A alta abundéancia
deste miRNA em EVs ja foi relatada em varios artigos, independentemente
da metodologia de analise de expressdo empregada. Utilizando microarranjo
de PCR em tempo real, CHEVILLET et al. (2014) identificaram miR-223
como sendo o miRNA mais abundante em exossomos derivados de plasma
de individuos controles e de individuos com cancer de prostata metastatico.
Os autores também quantificaram a expressao deste miRNA por Droplet
Digital PCR (ddPCR), uma técnica bastante sensivel que permite a
determinagdo do numero absoluto de copias sem 0 uso de curva padrao,
obtendo valores muito semelhantes (variagdo menor que 1%) aos obtidos
por PCR em tempo real (CHEVILLET et al. 2014). Outro grupo obteve
resultados concordantes utilizando sequenciamento em larga escala na
plataforma lon. Eles identificaram miR-223-3p como sendo o miRNA mais
abundante em exossomos derivados de plasma de individuos-controle
isolados com um kit comercial da Norgen baseado em separagé&o por coluna,
e 0 segundo mais abundante em exossomos isolados por ultracentrifugagéo
(CHENG et al. 2014). Além de abundante em EVs provenientes do plasma,
miR-223-3p também foi identificado por RNA-Seq como sendo o miRNA
mais abundante na saliva de individuos controles (BAHN et al. 2015).
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O papel do miR-223-3p em cancer de mama ja foi investigado em
diversos trabalhos. PINATEL et al. (2014) utilizaram dados de quatro
datasets publicos contendo dados de expressdo génica e informacgdes
clinicas de mais de 900 amostras. A partir de uma lista dos genes
diferencialmente expressos entre os pacientes livres de doenga em 5 anos e
os pacientes onde houve relapso da doencga, foi feita uma analise in silico
para predizer sitios de ligagdo de miRNAs enriquecidos no 3’-UTR dos
genes downregulados nos pacientes com pior prognostico (PINATEL et al.
2014). Eles entdo chegaram a uma lista com 6 miRNAs (miR-19ab-3p, miR-
200bc, miR-203a, miR-223-3p, miR-21-5p, miR-340-5p), e decidiram focar
no miR-223-3p para avaliacédo funcional. A superexpressao deste miRNA em
células MDA-MB-231 resultou em uma diminuicdo na capacidade de
migragdo e invasao das células, além de um aumento na morte celular
induzida por perda de adesao (anoikis) e por tratamento com paclitaxel. A
expressao proteica de 3 potenciais alvos de miR-223-3p, ITGA3, NRAS e
STAT5A, foi encontrada diminuida nas células com superexpressdo deste
mMiRNA, e foi comprovada uma interacao direta do miRNA com o 3’-UTR do
gene STAT5A por ensaio de luciferase. Uma redugao na invasao e migragao
e um aumento de morte celular também foram constatados em células com
silenciamento de STATS5A, sugerindo que os efeitos bioldgicos do miR-223-
3p sdo em grande parte devido a supressdo do seu alvo STAT5A. Em
termos do seu papel na progressao tumoral do cancer de mama, os autores
concluem que o miR-223-3p atua como supressor tumoral. Este achado é
apoiado pelos dados de GONG et al. (2013) que detectaram uma diminuigéo
na expressao de miR-223 conforme a capacidade proliferativa e invasiva de
linhagens celulares, sendo este miRNA altamente expresso na linhagem
ndo-tumoral MCF-10A, moderadamente expresso nas linhagens tumorais
MCF-7 e T-47D, e pouco expresso na linhagem tumoral MDA-MB-231, que é
a mais agressiva. (GONG et al. 2013) Em leucemia linféide cronica, foi
observada uma relagdo entre a baixa expressao de miR-223 e uma maior
agressividade da doenca e pior sobrevida (STAMATOPOULOQOS et al. 2009).
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A menor expressao de miR-223-3p nas células de um tumor pode ser
ocasionada por diversos mecanismos, mas uma possibilidade é a eliminagao
deste miRNA das células tumorais pela sua secrecdo em EVs. Neste sentido,
nds encontramos um aumento significativo deste miRNA em EVs circulantes
em pacientes com doenca metastatica (Grupo M) em comparagdo com
pacientes sem doenca sistémica (Grupo N), reforcando a hipétese que este
miRNA possa ser exportado das células tumorais via EVs, gerando entao
uma diminuicdo da sua expressdo intratumoral, evento biologicamente
relevante para a progressao tumoral. Alternativamente, a quantidade
elevada de miR-223-3p encontrada em EVs circulantes pode estar vindo de
outras células ndo-tumorais, uma vez que isolamos do plasma uma
populacao heterogénea de vesiculas secretadas por diversos tipos celulares,
incluindo plaquetas, células endoteliais e uma diversa gama de outras
células e tecidos. Neste sentido, ja foi demonstrado que exossomos
secretados por macréfagos ativados por IL-4 contém miR-223 (YANG et al.
2011). Em um sistema de co-cultura em camara de Boyden de macrofagos
(derivados de cultura primaria de monécitos humanos) com as linhagens
tumorais de mama SKBR3 e MDA-MD-231, que mimetiza o microambiente
de macrofagos associados ao tumor, foi demonstrada a transferéncia de
miR-223 dos macrofagos para as células tumorais. Curiosamente,
diferentemente do encontrado nos dois trabalhos discutidos acima, a
superexpressao de miR-223 aumentou a capacidade de invasao das células
MDA-MB-231.

Acreditamos que os demais miRNAs encontrados diferencialmente
representados no NGS ndo foram validados com significancia estatistica
pelo qRT-PCR devido a sua baixa expressdao e/ou pequeno fold change.
Apesar de ser a metodologia padrao utilizada para a validagdo de dados de
NGS, é sabido que o qRT-PCR néo € indicado para analisar variagbes com
fold change <2, j& que um aumento/diminuicdo de um Ct corresponde a
metade/dobro de quantidade, respectivamente. O miRNA diferencialmente
expresso com maior fold change no NGS foi o miR-128-3p, com um

aumento de 4,82 vezes no grupo M em relagdo ao grupo N, porém ele foi o
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menos abundante dentre todos os candidatos, sendo que a amostra com
maior expressao teve menos de 10 reads normalizados (DESeq2). Sabemos
que a sensibilidade e o intervalo dindmico do gRT-PCR sao muito menores
que do NGS, por isso tivemos que realizar uma pré-amplificacdo do cDNA
utilizando um pool de todos os 16 ensaios antes do gRT-PCR. Selecionamos
candidatos diferencialmente representados mas com baixa expressao pois
foi descrito recentemente que a maioria dos exossomos contém menos de
uma molécula de miRNA. Em uma analise estequiométrica entre o numero
de moléculas de miRNAs e a concentragdo de exossomos isolados de cinco
diferentes fontes (plasma de individuos saudaveis e de pacientes com
cancer de prostata, fluido seminal, e meio de cultura condicionado de células
dendriticas, mastocitos e carcinoma de ovario), CHEVILLET et al. (2014)
determinaram que em média ha 0,00825 moléculas de miRNAs/exossomo.
A baixa expressdo de uma molécula ndo necessariamente se correlaciona
com auséncia de funcéo bioldgica, pois devemos sempre pensar no contexto
da transferéncia de moléculas da vesicula internalizada para a célula
receptora, e ndo no contexto de uma vesicula em meio a milhdes de outras
vesiculas, que € o caso quando analisamos a populagdo total de EVs
circulantes no plasma das pacientes.

Neste sentido, quando consideramos que a metodologia de
descoberta (NGS) é mais sensivel que a metodologia padréo de validagéo
(QRT-PCR), percebemos que este ndo é o cenario ideal para identificar e
comprovar potenciais biomarcadores a partir de moléculas contidas em EVs.
Uma possibilidade seria validar os dados de NGS a partir do
sequenciamento NGS de outra biblioteca construida da mesma amostra
inicial, porém isso seria economicamente inviavel. Talvez um possivel
método de validagéo alternativo seja a PCR digital, que vem sendo cada vez
mais utilizada para este propdsito, pois teria, teoricamente, capacidade de

detectar de forma absoluta alvos expressos desde uma unica molécula.
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4.3 PREDIGAO DE NOVOS miRNAs

O sequenciamento de nova geragdao é vantajoso em relagdo as
plataformas fechadas (microarranjos) pois possibilita, além da identificagcao
de alteragcdes quantitativas, a observagdo de mutagbes e edicbes nos
diversos transcritos, permitindo ainda a predicdo de novos miRNAs. Para
este fim, o programa mais utilizado € o miRDeep2 (MACKOWIAK 2011), que
contém um algoritmo que avalia o enquadramento dos RNAs sequenciados
baseado na biogénese dos miRNAs. O programa descreve a localizagao
genbmica do potencial novo precursor, apresenta a estrutura predita e
demonstra o alinhamento das nossas sequéncias nas duas fitas (5p e 3p) do
maduro (Figura 50). Neste projeto, avaliamos todas as sequéncias geradas
usando o miRDeep2, realizando um estudo de potenciais miRNAs novos
dentre os transcritos aqui sequenciados. Quando consideramos uma false-
discovery rate (FDR) igual a zero, foi possivel prevermos 3 potenciais novos
mMiRNAs a partir dos RNAs contidos nas EVs isoladas do meio de cultura
celular condicionado das linhagens C5.2 e HB4a (Tabela 20) e 11 potenciais
novos MiRNAs a partir dos RNAs contidos nas EVs isoladas do sangue
periférico das pacientes (Tabela 21). A maioria dos candidatos foram
identificados em amostras unicas, 0 que sugere sua baixa expressao e de
certo modo ajuda a justificar o ineditismo dos mesmos. Todavia, um dos
candidatos (mapeado no cromossomo 12 de Homo sapiens) foi identificado
de forma recorrente em 5 pacientes distintas, sendo 3 do grupo NO e 2 do
grupo N, sugerindo a sua expressao ubiqua no sangue periférico destas
mulheres. As sequéncias aqui geradas, incluindo-se os potenciais novos
mMiRNAs, serdo depositadas em bancos de dados publicos, permitindo

acesso da comunidade cientifica internacional.
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Tabela 20 - Potenciais novos miRNAs preditos pelo programa miRDeep2 em EVs
derivadas das linhagens C5.2 e HB4a.

Probabilidade do
Nome miRDeep2  candidato ser Total N°reads N°reads N°reads

e provisdrio score verdadeiro reads maduro loop star Looalizaglo do procursor
positivo
C5.2 100K chr13_27225 6,6 0,85+ 0,26 3 2 0 1 chr13:113877112..113977182:+
HB4a 100K chr19_33656 2,10E+01 0,69 + 0,46 47 41 2 4 chr19:24183657..24183723:-
HB4a 100K chr11_20546 6,3 0,76 £ 0,32 4 2 1 1 chr11:65269487..65269555:+

Tabela 21 - Potenciais novos miRNAs preditos pelo programa miRDeep2 em EVs
derivadas do plasma de pacientes.

Probabilidade do
Nome  miRDeep2  candidatoser ~ Total N°reads N°reads N° reads

L provisério score verdadeiro reads maduro  loop star LOGRSZAGHO 0 proalrsor
positivo

NO Mamad0 chr12_7489  1,70E+01 0,74 £ 0,44 24 22 0 2
NO Mama31 chr12_5074 6.9 0,73+045 4 2 0 2
NO Mamad4 chri2_10025 94 0,74 £ 0,44 9 5 0 4 chr12:92539495..92539561:-
N Mama41 chr12_5854 5,3 0,59 £0,49 8 I 0 1
N Mama6 chr12_6908 6.4 0,67 £ 0,47 3 1 1 1
NO Mama34 chr19_13685 68 0,87+0,20 4 3 0 1 chr19:24185390..24185474:-
NO Mama3d4 chr19_13674 6,2 0,870,220 18 12 0 6 chr19:24183657..24183723:
N0 Mama34 chri_744 5,1 089017 50 47 3 0  chr1:153549489..153549581:+
N0 Mama3d6 chri7_8780 53 0,77+ 0,42 12 5 0 l chr17:67352297..67352355:+
N Mama28 chr3 2296 5,7 0,67 £0,47 3 2 0 1 chr3:183408907..183408957:+
N Mama18 chr17_9473 5,5 0,72£0,45 14 14 0 0 chr17:73836822..73836896:-
N Mama42 chr19_9781 5,1 0,75+0,36 16 16 0 0 chr19:6589051..6589124.+
M Mama51 chr3_4060 [ 0,61+049 12 11 0 1 chr3:49058066..49058131:+
M Mama21 chr20 7268 7 0,70 £ 0,46 6 2 0 4 chr20:17497699..17497765:+
M Mama52 chr15 12483 5 0,68 + 0,47 4 2 0 2 chr15:83424761..83424821:+
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................................................................ WCQUCTCUICCUCUCTCCUGCC 2 v s s s s sasnssasnsasnnnnnns 2 o seq

Figura 50 — Estrutura predita e numero de reads de um dos potenciais
precursores de novos miRNAs, mostrando alinhamento das sequéncias aqui

obtidas para os miRNAs 5p e 3p a partir do precursor predito.
4.4 IDENTIFICACAO DE RNAs CIRCULARES EM EVs

Milhares de RNAs circulares (circRNAs) foram recentemente
descritos como sendo expressos em células eucarioticas, e em centenas de
transcritos os circRNAs parecem ser a isoforma predominante (JECK et al.
2013; MEMCZAK et al. 2013; SALZMAN et al. 2012). Por requerem
algoritmos de analise de dados que permitam o alinhamento dos reads de
forma invertida no genoma humano (exons em sequéncia ndo-candnica), 0s
circRNAs passaram despercebidos por muito tempo, sendo que a primeira
descricao deles em um biofluido humano (saliva) ocorreu somente no final
de 2014 (BAHN et al. 2015).

A identificagdo de circRNAs nos nossos dados de NGS foi feita
utiizando  scripts desenvolvidos por MEMCZAK et al. (2013)
(http://circbase.org/cgi-bin/downloads.cgi). Obtivemos 1.030 reads que
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anotaram como RNAs circulares nas EVs derivadas do plasma de pacientes,
com tamanho médio de 68,6nt, desvio padrao 20,2nt, e variando entre 36-
160nt. Encontramos 513 circRNAs diferentes, dos quais 6 (1,2%) estavam
representados por mais de 10 reads (Tabela 22). Destes 6 circRNAs mais
abundantes, um (gene UBXN?7) foi identificado em 8 amostras, um (gene
CORO1C) em 6 amostras, um (gene VAMP3) em 4 amostras e trés (genes
MTRF1, MTR, ATP9B) em somente uma amostra cada (Quadro 6).

Tabela 22 - Distribuicdo do numero de reads dos 513 RNAs circulares
(circRNAs) identificados nas EVs derivadas do plasma de pacientes.

#circRNAs % #reads

1 0.2 24
1 0.2 13
2 0.4 12
1 0.2 1
1 0.2 10
1 0.2 9
5 1,0 8
4 08 7
10 1.9 6
11 21 5
31 6,0 4
37 7.2 3
113 22,0 2
295 57,5 1
513 100 1.030

Quadro 6 - Distribuicdo dos seis RNAs circulares (circRNAs) mais
abundantes no sequenciamento das EVs derivadas do plasma de pacientes.

Gene Amostra # Reads Grupo
CORO1C Mama 18 1 NO
Mama 32 3 NO
Mama 44 3 NO
Mama 25 3 N
Mama 38 1 N
Mama 51 13 M
total 24
MTRF1 Mama 56 13 M
VAMP3 Mama 37 1 M
Mama 51 8 M
Mama 52 1 M
Mama 53 2 M
total 12
UBXN7 Mama 33 2 NO
Mama 44 3 NO
Mama 25 1 N
Mama 29 1 N
Mama 37 1 M
Mama 46 1 M
Mama 50 2 M
Mama 54 1 M
total 12
MTR Mama 28 11 N
ATPSB Mama 30 10 NO
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Também investigamos a presenca de circRNAs no dados de
sequenciamento de EVs e células das linhagens C5.2 e HB4a. Obtivemos
444 reads anotados como circRNAs, com tamanho médio 58,6nt, desvio
padrao 16,1nt e variando entre 36-126nt, identificando um total de 365
circRNAs diferentes nestas bibliotecas. Destes, 15 (4,1%) estavam
representados por mais de 3 reads (Tabela 23), sendo a grande maioria

expressos somente nas células e ndo nas EVs (Quadro 7).

Tabela 23 - Distribuicdo dos reads dos 365 RNAs circulares (circRNAs)
identificados em C5.2 e HB4a e EVs derivadas do meio condicionado.

# circRNAs %  # reads

1 0,3 8
2 05 7
1 03 5
4 1.1 4
7 1,9 3
30 8,2 2
320 8r.7 1
365 100 444

Quadro 7 - Distribuicdo dos quinze RNAs circulares (circRNAs) mais
abundantes em C5.2 e HB4a e nas EVs do meio condicionado.

Gene Amostra # Reads
HIPK3 C5.2 célula
HB4a célula

fotal
ARHGAP12 (5.2 célula
HB4a célula

total
ITGAV C5.2 célula
HB4a célula

total
UBXN7 C5.2 célula
HB4a célula

total
SEPSECS  C5.2 célula
HB4a célula

fotal
ZZEF1 HB4a 100K
NAB1 C5.2 célula
HB4a célula

fotal
PMST1 C5.2 célula
HB4a célula
HB4a 100K

total
UBR2/TRERF1 C5.2 célula
HB4a célula

total
EHMT1 C5.2 célula
GSK3B HB4a 20K
LARP4B C5.2 célula
ARFGEF1 C5.2 célula
MPP6 HB4a célula
HB4a 100K

fotal
EGFR HB4a célula

wwha|wwwwlwans s abonEslERoROLS SlvNa oy oo
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Selecionamos o circRNA UBXN?7, que foi identificado em 8 amostras
de pacientes e também nas células C5.2 e HB4a, para validacao
experimental. Desenhamos dois pares de iniciadores, um que amplifica
somente a isoforma circular e o outro especifico para a isoforma linear. A
analise dos amplicons em gel de poliacrilamida 8% corado com prata
confirmou a banda do tamanho esperado de 63 pb para a isoforma circular
em cDNA proveniente da linhagem HB4a (Figura 51) e em 5/8 (62%) das
pacientes (Figura 52), e a banda do tamanho esperado de 228pb para a

isoforma linear (Figura 53).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

300pb
200pb

100pb

«—63pb

Figura 51 - Visualizagdo em gel de poliacrilamida dos produtos de

amplificagdo do transcrito UBXN7 em cDNA de célula HB4a. 1: Ladder 100pb;
9: Ladder 100kb; 2 a 6: iniciadores que amplificam a isoforma linear; 10 a 14: iniciadores
que amplificam a isoforma circular; 2 e 10: cDNA Superscript sem diluir; 3 e 11: cDNA
Superscript 1:10; 4 e 12: cDNA biblioteca sem diluir; 5 e 13: cDNA biblioteca 1:10; 6 e 14:
controles negativos. A banda esperada para o circRNA é de 63pb, e esta indicada por seta
no gel.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

300pb
200pb

100pb

< 63pb

Figura 52 - Visualizacdo em gel de poliacrilamida dos produtos de
amplificacdo de UBXN?7 (isoforma circular) em cDNA de EVs derivadas do
plasma de pacientes. 1: Ladder 100pb; 2: Mama 33; 3: Mama 44; 4: Mama 25; 5: Mama
29; 6: Mama 37; 7: Mama 46; 8: Mama 50; 9: Mama 54; 10: controle positivo (cDNA célula
HB4a); 11: controle negativo. A banda esperada para o circRNA é de 63pb, e esta indicada
por seta no gel.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011

228pb

Figura 53 - Visualizagdo em gel de poliacrilamida dos produtos de
amplificagcdo de UBXN7 (isoforma linear) em cDNA de EVs derivadas do
plasma de pacientes. 1: Ladder 100pb; 2: Mama 33; 3: Mama 44; 4: Mama 25; 5:
Mama 29; 6: Mama 37; 7: Mama 46; 8: Mama 50; 9: Mama 54; 10: controle positivo (cDNA
célula HB4a); 11: controle negativo. A banda esperada para a isoforma linear é de 228pb, e
esta indicada por seta no gel.
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Sequenciamos o produto de PCR pelo método de Sanger e a analise dos
cromatogramas validou a expressdao do circRNA UBXN7, confirmando a jungao
observada no NGS (Figura 54) do comego do exon 3 se unindo ao final do exon 5, em
orientacdo que so € possivel na isoforma circular (Figura 55).

A identificacdo de circRNAs em EVs é inédita, e a confirmagao experimental da
expressao de um circRNA em EVs foi feita tanto em vesiculas provenientes do meio de
cultura celular condicionado, quanto derivadas do plasma de pacientes. A definicdo das
fungdes bioldgicas destas moléculas ainda requer investigagdo, mas existem evidéncias
que os circRNAs possam atuar como esponjas de miRNAs, por competirem com os
alvos endogenos para a ligagdao de miRNAs (HANSEN et al. 2013). A transferéncia de
circRNAs entre células via EVs pode ser um novo mecanismo importante para a
regulacdo de expressdao génica. Realizamos uma andlise de predigdo de sitios de
ligacdo de miRNAs no circRNA UBXN7 e identificamos 67 potenciais sitios de ligagao

para diferentes miRNAs.

UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly
MOVE (cce ) <c e J > N o» N2> ) Z0OOM N (1.5 ) 3 1 10w ) base ) ZOOM OUE (155 ) 3x 1 100 ) 100

chr3:196,103,761-196,171,073 67,313 bp. | enter position, gene symbal or search terms 90

Soaie 20 kb| | hgag
I 1
chrd: | 196,110, aa8| 196, 115, aen| 196,120, peel 198, 125, deal 196, 130, 08| 196, 135, 000 196, 140, @8] 196, 145, 099 196, 150, eaa| 195, 155, bael 196, 168, 208|
Ll T L1 Your Fequence from BIat Search

-, — -
'\_'-'l:“.ll"aenl__; '\_'-'D'.-I'Tenl,_)
InmmH UCIT Gepes (Refieq, GenDank, CCDS, RFan, TRHAS § CORDArst ive Genomice)

UBANT } }
\.hNITgr:
BT Rt T L T L o Bt L e B e |

Figura 54 - Analise de um dos reads do circRNA UBXN7 no UCSC Genome Browser.
Em vermelho estd indicado o mapeamento de um dos reads obtidos por NGS
(GGAATTGGGGCACGAACTTCTTCTTGTTTCAAAGCTGCCTTTATGCATCAAATCAATGGGTGGCCGGA
ATAGATCTGCAAGGGTAGTTAATTTCTTATCGATAGCT) em dois pedagos: nos exons 3 e 5
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A
Transcrito linear Transcrito circular
| 3] 4 5 |
Comego exon 3 Final exon 5
B

Iniciador forward
AGGCAGCTTTGAAACAAGAAGAAGTTCGTG

Iniciador reverso
AGGCAGCTTTGAAACAAGAAGAAGTTCGTG

Figura 55 - Resultado da andlise por sequenciamento Sanger do RNA

circular do transcrito UBXN7 em cDNA de célula HB4a. A: Diagramas ilustrando
0 posicionamento esperado dos exons nos transcritos linear e circular. B: Cromatogramas
demonstrando que amplificamos o transcrito circular, pois a jungao do comego do exon 3
com o final do exon 5 (detectada no NGS e confirmada aqui pelo Sanger) s6 é possivel no

RNA circular.
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CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados nesta tese concluimos que:

A superexpressao de ERBB2/HER2 na linhagem C5.2 altera o perfil
protedbmico de duas populagcdes de EVs (20K — enriquecida para
microvesiculas e 100K — enriquecida para exossomos). Proteinas
com capacidade demonstrada de induzir transformacdo maligna
foram encontradas superexpressas nas duas populagcdes de EVs da
linhagem C5.2, quando comparadas com as EVs da linhagem HB4a.
Para estas linhagens o oncogene HERZ2 foi predominantemente
encontrado nas EVs, quando comparado as células secretoras.
Padronizamos uma metodologia de construgdo de bibliotecas para
NGS que possibilita a avaliagdo simultdnea de todo o transcriptoma
(pequenos e longos RNAs) derivado de EVs.

Analises do conteudo de acidos nucléicos determinados por NGS nas
EVs de C5.2 em relagdo as EVs de HB4a, permitiram encontrar 16
mMiRNAs e 644 outros RNAs diferencialmente representados, que
podem estar direta ou indiretamente sendo afetados pela
superexpressao de ERBB2/HER2.

Demonstramos que existe uma incorporagdo preferencial de
determinadas proteinas e acidos nucléicos nas EVs em relagdo as
células secretoras. Na analise protebmica, vimos que 74% das
proteinas identificadas nas células de ambas linhagens n&o puderam
ser encontradas nas EVs, e que 43% das proteinas identificadas nas
duas populagdes de EVs de ambas linhagens nao foram encontradas
nas celulas.

Ao compararmos o conteudo de acidos nucléicos encontrados por
NGS nas duas populagbes de EVs de ambas linhagens, com o
encontrado nas duas linhagens celulares, vimos 100 miRNAs e 3.190
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outros RNAs diferencialmente representados, demonstrando que o
conteudo vesicular é diferente do celular.

Identificamos diversos motivos de sequéncias enriquecidos nos
mMiRNAs contidos nas EVs em relagcdo a aqueles presentes nas
células de origem, que podem estar potencialmente envolvidos com o
mecanismo de enderegamento de miRNAs para as EVs.

Observamos uma distribuicdo posicional preferencial de transcritos
contendo preferencialmente a porgdo 3’ de oncogenes relacionados
ao cancer de mama em EVs da linhagem C5.2, sendo este um
mecanismo potencial para a regulagao destes oncogenes nas células-
alvo.

Analises por Nanoparticle Tracking Analysis ndo revelaram diferencas
quantitativas significantes nas EVs derivadas de grupos de pacientes,
que pudessem refletir um estadiamento progressivo da doenca.
Diversos transcritos obtidos a partir de EVs derivadas do plasma das
pacientes sugeriram possivel correlagdo com o0s grupos de
progressao tumoral.

Validamos experimentalmente um miRNA (miR-223-3p) que pode
estar envolvido com o desenvolvimento de metastase. Encontramos
1.808 outros RNAs unicos diferencialmente representados entre os
trés grupos de pacientes, e que podem ser potenciais marcadores de
estadiamento tumoral.

Identificamos, pela primeira vez em EVs, a presenca de centenas de
RNAs circulares (circRNAs).

Descobrimos 14 possiveis novos miRNAs humanos derivados das

amostras estudadas nesta tese.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Este estudo revelou alguns achados de interesse e abriu diversas
novas perspectivas de estudo. A seguir relacionamos algumas das analises
que faremos para complementar o estudo atual e para prosseguirmos com
experimentos que talvez demonstrem a importancia de alguns dos achados

desta tese:

o Realizar analise protebmica de EVs derivadas do plasma das
pacientes em colaboragcdo com o Dr. Daniel Martins-de-Souza,
atualmente docente na UNICAMP, a partir de fragbes especificas
obtidas pela ultracentrifugagdo das EVs em gradiente de densidade
de iodixanol, processo que elimina proteinas plasmaticas abundantes
e ja foi padronizado no laboratorio.

o Coletar sangue periférico de um grupo de pelo menos 10 mulheres
saudaveis, avaliadas pelo servico de prevencdao do AC Camargo
Cancer Center (adendo ao projeto ja foi aprovado pelo CEP)
pareadas em idade com as pacientes do estudo, para a avaliagao por
NGS das EVs derivadas do plasma de individuos sem cancer.

o Validagao técnica por gRT-PCR do miRNA miR-223-3p — encontrado
aumentado por NGS nas EVs do grupo M em relagdo ao grupo N e
subsequentemente validado por qRT-PCR nas mesmas amostras —
em um grupo independente de amostras. Tais amostras incluirdo EVs
derivadas do plasma de mulheres saudaveis, EVs derivadas do
plasma de pacientes com céncer de mama com as mesmas
caracteristicas  clinico-patolégicas das pacientes que foram
sequenciadas, assim como amostras provenientes do tumor primario
das mesmas pacientes.

o Buscar genes-alvos regulados pelo miR-223-3p através de analises in

silico e in vitro.
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Validagdo técnica por PCR digital dos outros miRNAs encontrados
diferencialmente representados pelo NGS, mas que nao foram
validados com significancia estatistica pelo qRT-PCR, provavelmente
por serem pouco expressos ou terem fold changes baixos.

Analise por Ingenuity Pathway Analysis (IPA) de enriquecimento de
vias metabdlicas representadas pelos transcritos encontrados
diferencialmente representados entre os trés grupos de pacientes
pelo NGS, com o intuito de selecionar os melhores candidatos a
biomarcadores.

Validagao técnica por gRT-PCR dos transcritos selecionados no item
acima, nas mesmas amostras ja sequenciadas e em um grupo
independente de amostras.

Validagdo técnica por sequenciamento Sanger de outros circRNAs
identificados por NGS, assim como analise de sitios de ligacado de
mMiRNAs nos circRNAs validados. Caso algum circRNA apresente um
enriquecimento de sitios de ligagao, avaliar o seu potencial para atuar
como esponja de miRNAs por ensaios de gene reporter.

Validagao por Northern Blot ou qRT-PCR da distribuicao posicional
preferencial em EVs do 3'-UTR de oncogenes relacionados ao cancer
de mama.

Buscar possiveis proteinas ligantes de RNA que reconhegam os
motivos de sequéncia encontrados enriquecidos em miRNAs contidos
em EVs, em relagcédo a aqueles contidos nas células secretoras.
Realizar analises com as sequéncias geradas de boa qualidade que
ndo foram anotadas em nenhum banco de referéncia, visando a
descoberta e anotagao de novas moléculas.

Deposicdo das sequéncias dos potenciais novos miRNAs

identificados neste estudo em bancos de dados publicos.
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Anexo 1 — Carta de aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa do Hospital

A.C. Camargo

Hosnital
—IHI LAl

o
Comité de Etica em
A.C.Camargo Pesquisa - CEP

Centro de Trat , Ensino e Pesquisa em Céncer

Ao
Dr. Emmanuel Dias Neto.

Ref.: Projeto de Pesquisa n®. 1554/11
“Avalia¢io de Microparticulas Circulantes em Pacientes com Cancer de Mama Ductal
Invasivo Her2+ e sua Possivel Relagfio com a Agressividade Tumoral”.

,0Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagio Antonio
Prudente - Hospital do Cancer - A.C. Camargo/SP, em sua tltima reunifio de 14/08/2012, apos
analisarem as respostas aos questionamentos realizados em reunido de 29/05/2012, tomaram

conhecimento e aprovaram a seguinte documentagéo:

~ Emenda ao projeto — verséio 4, datada de 30 de julho de 2012;
» Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — versdo 6.0.

f-\\

1l
\

Atenciosamente,

TR TA
| i
AN
i. Y | '{I' 1Y
AN
Dr. Ant6nio Hugo Jos¢ Frées Marques Campos
2° Vice-Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

m

Fundagdo Antonio Prudento - CNPI/ME N, 60.961.968/0003-06

i 40 Paulo, SF - (1509-300

tua Prof. Anténio Prud



Anexo 2 — Carta de aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa do Hospital

de Cancer de Barretos

HOSPITAL
{ L ") Comité de Etica em Pesquisa

VG2 CEP

| Para: José Humberto Tavares Guerreiro Fregnani

De: Ednise Woyciechowskl
| Vice Coordenadora do Comité de Etica em Pesguisa

[
| Data: 14/02/2013

| Projeto de Pesquisa: 6892013

Prezado [a) Senhor (a),

Vimos, per melo desta, informar que o Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Pio Xil -
Hospital de Cincer de Barretos analisou em reunido ordindria de 14/02/2013 o projeto de
pesquisa 689/2013 "Avaliagio de Microparticulas Circulantes em Pacientes com Cincer de
Mama Ductal Her2+ e sua Possivel Relacdo com a Agresividade Tumoral.”, decidindo que o

mesmo encontra-se: "&E!_‘gﬂgﬂﬂ”.

Solicitamos que sejom encominkodos oo CEP relatdrios semestrol e final, bem como
possivels emendas  novos termos de consentiments livre e esclarecido. Notifigue qualquer evento
odverso sério ocarrida no centro e novas informogdes sobre o segurango do estudo o fim de se
fazer o devido acompanhamento. Os dados individuals de todas os etapas do pesguisa devem ser
mantidos em local seguro por 5 onos, opds o conclusdo do pesquisa, paro possivel auditorio dos

grgdos competentes.

Atenciosamente,

Ednise Woyciechowski
Vice Coordenadora do Colnité de Etica em Pesquisa
Fundagdo Pio XII - HospiYal de Cincer de Barretos

Fundagdo Pio XIi - Hospital de Cincer de Barretos
Aua Antenar Duarte Villela, 1331 - B. Or. Paulo Prata — Barretos — 5P CEF 14784-400 - CNPJ 49.150.352/0001-12
Tel. 17 33216600 R. 6894 - cep@hcancerbarretos. com. b




Anexo 3 - Termo de consentimento assinado pelas pacientes incluidas neste estudo

Hospital
A.C.Camargo

Centro de Tratamento, Ensino e Pesquisa em Cancer

Centro de Tratamento e Pesquisa Hospital do Cancer A. C. Camargo

Fundagao Antonio Prudente - Departamento de Mastologia

Rua Professor Antonio Prudente, 211 - 01509-900 - S3o Paulo — SP - Fone: 2189-5150

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO PACIENTE OU RESPONSAVEL LEGAL

Nome do Paciente:

Documento de identidade ne: Sexo: M/F Nascimento:__ / /
Endereco: ne Compl. CEP
Cidade: Estado: Telefone:

DADOS SOBRE O ESTUDO

O presente estudo, intitulado “Avaliacdo de Microparticulas Circulantes em Pacientes com Cancer
de Mama Ductal (/In situ e Invasivo) Her2+ e sua Possivel Relagdo com a Agressividade Tumoral”, é
um projeto de pesquisas do Centro Internacional de Pesquisas e Ensino do Hospital AC Camargo e
do Departamento de Mastologia deste mesmo Hospital.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagdo
Antoénio Prudente — Hospital do Cancer — AC Camargo — SP.

EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU REPRESENTANTE LEGAL
Justificativas da pesquisa

Microparticulas sdo pequenas estruturas produzidas pelas células das pessoas, sejam elas
saudaveis ou acometidas por alguma doenca. Estudos iniciais sugerem que estas microparticulas
possam ter algum papel no desenvolvimento do cancer. No entanto, mais estudos devem ser
feitos para que o papel destas microparticulas seja melhor compreendido. Neste projeto,
investigaremos as microparticulas em amostras de sangue de pacientes com tumores de mama,
com o objetivo de conhecer melhor a sua fun¢do nesta doenga. Os resultados deste estudo nao
trardo beneficios diretos a vocé, mas talvez sejam Uteis no futuro, permitindo um diagndstico mais
informativo e um maior conhecimento a respeito desta doenca.

Objetivos da pesquisa

Avaliar se microparticulas encontradas no sangue de pacientes com cancer de mama tem algum
papel durante a evolugao da doenga.
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Procedimentos que serdo utilizados e propdsitos

Para participar do estudo vocé (a paciente) devera ter:
- Diagnostico de cancer de mama do tipo ductal (in situ ou invasivo) Her2+.
- Nao ter recebido qualquer tratamento prévio (cirurgia, radioterapia ou quimioterapia).

Caso vocé concorde em participar deste estudo, serd feita uma coleta de quinze millilitros (15mL)
de sangue por um profissional treinado. Esta coleta devera ocorrer quando vocé for fazer coleta
de sangue para outros exames solicitados pelo seu médico, portanto vocé ndo terd despesas
adicionais decorrentes da participagao nesta pesquisa, e deste modo nao serd ressarcida de gastos
com transporte ou alimentacdo no dia da coleta de sangue. Este serd um procedimento
absolutamente normal de coleta de sangue, geralmente tem uma dura¢do de menos de 3 minutos
e ndo hd necessidade de uso de qualquer tipo de anestesia. O sangue coletado serd processado
para a separacdo de plasma e de células brancas. O plasma ficard armazenado até a sua utilizacao,
em freezers apropriados, localizados no Centro de Pesquisas (sob responsabilidade do Dr.
Emmanuel Dias-Neto, PhD). As células brancas vdo ficar armazenadas no banco de tumores do
Hospital AC Camargo (sob a responsabilidade do Dr. Anténio Hugo JFM Campos, MD, PhD).
Havendo sobra de material, este podera ser utilizado para outros estudos futuros visando a maior
compreensdao do cancer humano. Vocé pode optar, neste momento, pelo direito de ser
contactado para fornecer autorizacdo para cada nova pesquisa que venha a fazer uso do seu
material bioldgico ou autorizar o uso futuro do mesmo sem a necessidade de um novo contato.

Vocé tem a absoluta liberdade de participar ou ndo deste estudo sem que isto acarrete qualquer
comprometimento ou alteragdo em seu tratamento. Caso vocé concorde em participar, ndo
haverd nenhum gasto extra para vocé ou para a sua seguradora de saude. Do mesmo modo, a sua
participacdo é uma colaboracdo voluntaria, e ndo havera nenhuma forma de remuneragdo. Vocé
pode desistir de participar deste estudo em qualquer momento, mesmo que vocé ja tenha
assinado este termo. Sua desisténcia em participar do estudo, assim como seu pedido de retirada
de qualquer material armazenado, podem ser feitos a qualquer momento, e ndo irdo trazer
qualquer prejuizo ao seu tratamento. Todas as informacdes obtidas sdo sigilosas e ndo serdo
usadas para nenhum outro fim que ndo os objetivos desta pesquisa. Sua identidade serd sempre
preservada.

Se vocé concordar em participar, este Termo de Consentimento devera ser assinado em 2 vias,
sendo que uma via permanecerda com vocé e a outra com o pesquisador responsavel.

Complicagdes e riscos esperados

Os riscos e complicagdes fisicas associadas com a participacdo neste estudo sdo decorrentes da
coleta de sangue, que sera feita por profissional treinado seguindo procedimento padrdo. E pouco
provavel que a coleta de sangue cause desconforto prolongado. Porém, se isto ocorrer, este deve
ser bastante leve conseqiliente apenas de uma picada de uma agulha. Todas as perguntas aqui
feitas, e também o método de coleta que serd utilizado neste estudo foram previamente
empregados em outros projetos feitos neste e em outros hospitais do Brasil e do exterior. Todos
os dados aqui levantados serdo usados apenas para pesquisa cientifica, visando a melhor
compreensdo do cancer de mama. Todos os dados serdo mantidos confidenciais e sua identidade
serd preservada em qualquer forma de divulgacdo cientifica dos mesmos.
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Beneficios que poderdo ser obtidos

A sua participacdo neste estudo ndo ira te trazer nenhum beneficio pessoal direto. Contudo, os
resultados podem contribuir para o maior entendimento dos fatores que determinam o avango e a
agressividade do cancer de mama, e desta forma podem ajudar outras pessoas no futuro.

Por favor, responda sim ou ndo as questoes a seguir:

Foi garantido a vocé o direito de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento acerca
dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa e o
tratamento?

SIm NAO

Ficou esclarecida a vocé a liberdade de retirar o seu consentimento a qualquer momento, sem que
isso traga prejuizo quanto a continuidade do seu tratamento neste hospital?
SIM NAO

Ficou esclarecido que ndo havera ressarcimento ou qualquer tipo de pagamento referente a
realizacdo deste estudo?
SIm NAO

Ficou esclarecido que ndo havera indenizacdo além das previstas pela lei, em reparagdo a dano
imediato ou tardio, causado pela pesquisa em questdo?
SIm NAO

Ficou esclarecido que a sua identidade serd preservada, mantendo-se todas as informagdes em
carater confidencial, sob guarda do pesquisador principal, e que os dados serdo utilizados somente
para andlises estatisticas e posteriormente para publicacdes cientificas, sem qualquer informacao
que possa identificar o participante?

SIm NAO

Ficou esclarecido a vocé os possiveis riscos e complicagdes associadas com a participacdo neste
estudo, decorrentes da coleta de sangue?
SIm NAO
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CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

“”

De acordo com a Resolucdo n° 441/2011 do Conselho Nacional de Saude, item 5: “o
consentimento livre e esclarecido referente a coleta, depdsito, armazenamento e utilizagdo de
material bioldgico humano em Biobanco é formalizado através de TCLE, por meio do qual o sujeito
da pesquisa deve se manifestar expressamente quanto as seguintes alternativas, excludentes entre
si: I - necessidade de novo consentimento a cada pesquisa; e Il - dispensa de novo consentimento a
cada pesquisa”.

Declaro que, ap0ds ter sido convenientemente esclarecida dos riscos e beneficios deste estudo,
consinto em participar, na qualidade de paciente, deste projeto de pesquisa, e opto pela
alternativa marcada abaixo:

() Quero ser contactada para fornecer novo consentimento a cada pesquisa futura que venha a
fazer uso do meu material biolégico.

( ) Dispenso ser contactada para fornecer novo consentimento a cada pesquisa futura que venha
a fazer uso do meu material bioldgico .

Ainda de acordo com esta mesma resolucdo, item 5b: “o TCLE deve conter a garantia expressa da
possibilidade de acesso pelo sujeito da pesquisa, inclusive a(s) forma(s) de contato para tal, ao
conhecimento dos resultados obtidos com a utilizagdo do seu material biolégico e as orientagées
quanto as suas implicagbes, incluindo aconselhamento genético quando aplicdavel, a qualquer
tempo”.

Deste modo, garantimos que voce terd acesso, a qualquer momento, a todos os resultados
gerados a partir das analises de sua amostra de sangue. Do mesmo modo é seu direito obter
orientagdo, quando cabivel, incluindo aconselhamento genético, se achados aplicaveis forem
obtidos a partir da sua amostra.

Em casos de duvidas e para ter acesso aos resultados da pesquisa, assim como as orienta¢des
quanto as implicagdes dos resultados obtidos, contatar o pesquisador principal, Dr. Emmanuel
Dias-Neto no Centro de Pesquisas do Hospital do Cancer A.C. Camargo pelo telefone 2189-5000
(ramal 5023). Se o pesquisador principal ndo fornecer as informacdes e/ou esclarecimentos
suficientes, por favor, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Fundacdo Antbnio Prudente — Hospital do Céncer - AC Camargo/SP pelo telefone 2189-5000
(ramais 2069 ou 5020), de segunda-feira a quinta-feira das 7 horas as 18 horas e sexta-feira das 7
horas as 16 horas.

S3o Paulo, de de 201

Assinatura do paciente ou responsavel legal Assinatura do pesquisador
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The overexpression of a single oncogene (ERBB2/HER2)
alters the proteomic landscape of extracellular vesicles

Maria Amorim'2, Gustavo Fernandes', Paulo Oliveira®, Daniel Martins-de-Souza

Emmanuel Dias-Neto”** and Diana Nunes'

" Laboratory of Medical Genomics, AC Camargo Cancer Center, Sdo Paulo, SP, Brazil
2 P4s-graduacao em Oncologia, Fundagdo Anténio Prudente, Sao Paulo, SP, Brazil
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4 Laboratério de Neurociéncias Alzira Denise Hertzog Silva (LIM27), Instituto de Psiquiatria, FMUSP, Sdo Paulo, SP,

Brazil
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ERBB2/HER2 amplification activates signaling cascades that lead to a tumor cell phenotype.
However, despite its remarkable importance in oncology, the consequences of HER2 ampli-
fication over the extracellular vesicles (EVs) content have not yet been investigated. Here, we
isolated EVs secreted by HB4a, a mammary luminal epithelial cell line and C5.2, its HER2-
overexpressing clone. We isolated two EV sets (20 and 100 K) by ultracentrifugation and used
electron microscopy and nanoparticle tracking analysis for their morphological characteriza-
tion. We employed GeLC-MS/MS combined with isotope-coded protein labeling to evaluate
cell-derived proteins and LC-MS/MS label free spectral counting to quantify the EVs proteome.
We found higher HER2 levels in both C5.2-derived EVs when compared with C5.2 cells, sug-
gesting its preferential shuttling. Proteins capable of inducing malignant transformation are
enriched in both C5.2 EV subsets, including two HER2-related proteins involved in cell motility
and invasion, cofilin and CD44. MetaCore™ analysis indicated an enrichment of cell adhesion
and cytoskeleton-remodeling pathways in C5.2 EVs, as well as proteins related to HER?2 sig-
naling, such as sphingosine-1-phosphate pathway. Together, our data indicate that in terms
of protein content, distinct vesicle sets reinforce and complement each other. Our results also
suggest that HER2-upregulated proteins from EVs may be relevant for cellular malignancy and
can be potential biomarkers for HER2" cancer patients.

Keywords:
Cell biology / Exosomes / Extracellular vesicles / HER2 / Microvesicles

Additional supporting information may be found in the online version of this article at
the publisher’s web-site

1 Introduction
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studied populations are generated through fundamentally

Extracellular vesicles (EVs) secreted by cells are important
mediators of cell-cell communication [1]. EVs are diverse in
terms of size and intracellular origin and their two most
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Abbreviations: EV, extracellular vesicle; EX, exosome; ICPL, iso-
topecoded protein label; MV, microvesicle; S1P, sphingosine-1-
phosphate; RT, room temperature
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different mechanisms of cellular vesiculation [2]: microvesi-
cles (MVs) are formed through the outward blebbing of the
plasma membrane, and exosomes (EXs) are derived from the
inward budding of the plasma membrane in a process coor-
dinated by the endosomal-sorting complex required for trans-
port machinery [3]. MVs are between 0.1 and 1pm in size and
EXs are smaller (50—100 nm), but both have been shown to
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E-mail: danms90@gmail.com; emmanuel @cipe.accamargo.org.br

Colour Online: See the article online to view Fig. 1 in colour.
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transport RNAs and proteins that are functionally exchanged
between cells [4, 5]. Importantly, comparisons between EVs
and their originating cells have shown that the incorporation
of mRNAs, microRNAs, and proteins into these organelles
appears to happen in a selective manner [6-8]. Tumor-derived
EVs carry molecules that are relevant to cancer biology aspects
including angiogenesis [9, 10], extracellular matrix remodel-
ing [11], and oncogene transfer [4].

Here, we studied the EVs derived from the immortal-
ized human mammary luminal epithelial cell-line HB4a and
its derived clone, C5.2, which overexpresses HER2/ERBB2
[12,13], with the aim of evaluating if the overexpression of a
single oncogene affects the EVs proteome. Given that these
two cell lines primarily differ only by the expression level of
this oncogene, this is a suitable model to determine a set
of EVs-contained, HER2-mediated proteins, which may be
related to the biology of HER2" tumors.

2 Materials and methods
2.1 Cell lines

HB4a and C5.2 cell lines were cultivated at 37°C and 5%
CO, in RPMI 1640 medium (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA)
supplemented with 10% FBS (Invitrogen), 1% antibiotic—
antimycotic (penicillin/streptomycin/amphotericin B; In-
vitrogen) and 5 pg/mL hydrocortisone (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) as described before [14]. Complete
medium was depleted of serum-derived EVs by overnight
centrifugation at 100 000 x g.

2.2 lIsolation of EVs

EVs were isolated from cell-conditioned medium as described
[15]. Briefly, the medium was cleared of cells and debris by the
following centrifugations steps: 300 x g for 10 min, 2000 x
g for 20 min, 10 000 x g for 30 min; followed by final cen-
trifugations at 20 000 x g (20 K EVs) and 100 000 x g (100 K
EVs) for 60 min each.

2.3 Protein extraction

Proteins were extracted by resuspending the 20 and 100 K
pellets in 100 p.L1ysis buffer containing 300 mM NaCl, 50 mM
Tris pH 7.4, 0.5% NP-40 and antiproteases cocktail (Roche,
Indianapolis, IN, USA). Cellular extracts were prepared by
incubating cell pellets with 200 L lysis buffer for 20 min
on ice, and then collecting the supernatant of 20 000 x g
centrifugation for 20 min.

2.4 Western blot
Protein concentrations were determined by Bradford as-

say (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), and 1 pg total pro-
tein was submitted to SDS-PAGE. Primary antibodies used

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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were: HER2 1:10,000 (2165, Cell Signaling, Danvers, MA,
USA), HSP70 1:500 (EXOAB-Hsp70A-1, System Biosciences,
Mountain View, CA, USA), Flotillin 1:1,000 (ab41927, Abcam,
Cambridge, MA, USA), and RAB27B 1:250 (HPA019849,
Sigma-Aldrich).

2.5 Nanosight analysis

EV pellets were resuspended in 100 pL of PBS, diluted 1:10,
and introduced into the NanoSight LM10 (NanoSight Ltd.,
Amesbury, UK) instrument’s viewing unit with a disposable
syringe. Images were acquired for 60 s (in triplicates for each
sample) with the following parameters: camera shutter, 414;
camera gain, 196; detection threshold, 10; min expected par-
ticle size, 30 nm.

2.6 Transmission electron microscopy

The ultracentrifugation pellets (20 and 100 K) were fixed
overnight with 2% glutaraldehyde /paraformaldehyde at 4°C,
washed with PBS, postfixed with 1% osmium tetroxide and
1% uranyl acetate for 10 min each, and dehydrated succes-
sively with 50, 70, 90, and 100% ethanol for 1 min each.
Samples were then embedded in Hard Plus Resin 812 (EMS,
Halfield, PA, USA), which polymerized overnight at 60°C. Ul-
trathin sections were cut and deposited on 200-mesh copper
grids, stained with 0.5% uranyl acetate for 5 min, followed
by lead for 4 min and analyzed with a JEM-1010 electron
microscope (JEOL, Tokyo, Japan) at 80 kV.

2.7 ICPL labeling and prefractionation of cellular
proteomes

Proteomes of the cells were labeled with isotope-coded pro-
tein label (ICPL) 4-plex (SERVA Electrophoresis, Heidel-
berg, Germany), as previously described [16]. Briefly, pools of
100 g of total protein from each of the four sample groups
(two cell lines in duplicate) were reduced for 30 min at 60°C
and cooled to room temperature (RT). Next, free thiol groups
were alkylated in the dark for 30 min at RT with 1 mL of
0.4 M iodoacetamide, quenched with 1 mL of 0.5 M N-
acetylcysteine. For protein labeling, stable isotope tags—ICPL
0, ICPL 4, ICPL 6, and ICPL 10—were added with a tenfold
molar excess to each of the cell samples and left to react for 2 h
at RT. Four microliters of 1.5 M hydroxylamine was added to
each sample for labeling inactivation. Remaining esters were
hydrolyzed by raising the pH to 11-12 for 20 min. All four
samples (two replicates of each cell line) were combined and
prefractioned on a 12% SDS-PAGE mini-gel. Proteins were
visualized using standard Coomassie brilliant blue staining.
Each stained gel lane was sliced in 20 pieces, and subjected
to trypsin in-gel digestion and lyophilized for further use.

www.proteomics-journal.com
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2.8 In-solution digestion of EVs proteomes

EVs proteomes were digested in solution using 1:50 of a
trypsin to sample ratio. Digested proteins were lyophilized
for further use.

29 LC-MS/MS

Each digested gel slice from the cells as well as each EVs di-
gested proteome were dissolved in aqueous 0.1% formic acid
solution and injected in a nano-LC system (Eksigent, Dublin,
CA, USA) onto a Zorbax-300 SB-C18 trapping column (5 pm,
5 x 0.3 mm id, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
and separated in a nano-column, 75 pm id x 15 cm packed
in house with 3 wm C18 coated particles. The eluted pep-
tides were analyzed online in an LTQ-Orbitrap XL mass spec-
trometer (Thermo Scientific, Bremen, Germany) equipped
with a nano-ESI source in positive mode [17]. The chromato-
graphic separation and spectra acquisition were automatically
performed through Xcalibur software (version 2.0.7, Thermo
Scientific, San José, CA, USA).

2.10 Data analysis

MS raw data were processed directly in MASCOT Distiller
(Matrix Sciences, London, UK) and searched against a decoy
Uniprot human protein database (release 2013_09). Search
parameters were set as: peptide and fragment ion mass ac-
curacy: 10 ppm and 0.6 Da, respectively; trypsin as enzyme
allowing two missed cleavages; cysteine carbamidomethyla-
tion (fixed) and oxidized methionine (variable) as modifica-
tions. Experiments were performed in duplicates and only
proteins identified by at least two distinct peptides with >95%
confidence determined by MASCOT’s algorithm were con-
sidered. Quantifications were also performed in MASCOT
Distiller. By employing ICPL labeling for the quantitation of
cells proteomes, the relative intensity of each precursor pep-
tide in each labeled form was obtained from the extracted
ion chromatograms and ratios were calculated by pairwise
comparisons. For EVs, a spectral counting label-free analysis
was performed using MASCOT Distiller’s algorithm. Path-
way analysis were performed using MetaCore™.

3 Results and discussion

3.1 Characterization of EVs from HB4a and C5.2 cell
lines

Electron microscopy revealed that both EV populations are
morphologically distinct, with the 20 K fraction enriched
for larger and more heterogeneous vesicles when compared
to 100 K derived EVs, which displayed the EXs character-
istic cup-shaped morphology [15] (Fig. 1A). These findings
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were confirmed by nanoparticle tracking analysis that showed
20 K vesicles to be larger than 100 K vesicles for both cell
lines (Wilcoxon rank test: W: 627, p-value: 0.04 for Hb4a; W:
618, p-value: 0.05 for C5.2; Fig. 1B). The Western blot eval-
uation of vesicle-associated markers showed Flotillin to be
presentin all EV subpopulations from both cell lines, whereas
HSP70 appeared to be more abundant in C5.2 (cells and both
vesicle sets), when contrasted to HB4a. On the other hand,
RAB27B was overexpressed in both 20 and 100 K subpopula-
tions from HB4a when compared with C5.2 (Fig. 1C). HER2
was highly expressed in C5.2 cells, but appeared to be absent
or very low in HB4a and its derived EVs (Fig. 1C), a finding
also confirmed by real-time PCR (data not shown) and pro-
teomics. Western blot analysis using normalized amounts of
protein/well, showed HER2 to be much more abundant in
both C5.2-derived EVs subpopulations, when compared with
C5.2 cells (Fig. 1C).

3.2 Proteome analysis

Our analyses allowed the reliable identification of 1753
unique proteins; 83.6% of these (1466) were found in the
cells (Supporting Information Tables 1 and 5), whereas 33.5%
(588) could be identified in the 20 K (Supporting Information
Table 2) and 23.8% (417) were found in the 100 K EVs (Sup-
porting Information Table 3). The cell-exclusive component
was comprised of 1086 proteins (61.9%), whereas 287 pro-
teins (16.4%) were found only in EVs and 232 (13.2%) were
present in both EVs subpopulations, as well as in the cells
(Fig. 1D). The predicted biological processes and subcellu-
lar localizations of proteins exclusive of each EVs population
from both cell lines are depicted in Supporting Information
Fig. 1. Out of the 667 unique proteins identified by at least
two peptides in both EVs subsets from both cell lines, 650
(97%) were already described as EVs components in EVpedia
[18], suggesting that our EVs isolation protocol was well suc-
ceeded. Most of the non-EVpedia proteins (12/17) were exclu-
sively found in 20 K derived vesicles, a finding likely to reflect
the broader diversity of particles present in this fraction, as
well as the exclusion of larger vesicles by filtering-based EXs
isolation protocols [19].

In order to minimize the previously described serum-
starvation stress [20] and focus our study on HER2-induced
effects, HB4a and C5.2 cells were grown in FBS-containing
medium, previously depleted of EVs. However, as proteins
derived from FBS could potentially have been copurified to-
gether with the EVs we have flagged the most abundant pro-
teins from FBS [21] that were also identified here (Table 1,
Supporting Information Tables 1-6). Keratins, which were
abundantly found in FBS, were also present in both EVs
subsets. Interestingly, some studies have pointed to the func-
tional role of these proteins in cytoskeleton remodeling, cell
invasion, and metastasis [22]. In this sense, it is possible that
the presence of keratins in EVs could indicate more than
sample contamination.

www.proteomics-journal.com



Proteomics 2014, 14, 1472-1479

1475

Comiwt @y | « 3% purtoies/ve |
BN I B

5.2
cell 20K 100K cell

20K 100K o

HER2
(185 kDa)

s

HSP70
(70 kDa)

Camomrrarne | L F perticebe |
N

FLOTILLIN
(47 kDa) | S

RAB27B
(25 kDa)

I“m“lllm ...........

PXECIGIESHERINERFTEIT TGRS EFIESNG

|||"m|“llm

CRACRGITTRTERESRFTELIEOET RO IZ

L

LR H 3

PBarse vioe bw tewre dned
C5.2 MPs

Puriir var i aetw (o=

HB4a 20K
—

HB4a 20K + 100K

e
HB4a 100K (5.2 20K - C5.2 100K
-~ - — e
82 |/ 14 \ 40 \! 118 30 27
(603%) | (10.3%) 67.4% | (17.0% | (15.4%)

NN

Figure 1. Characterization of 20 and 100 K EVs. (A) Transmission electron microscopy showing the morphological heterogeneity of the
EV populations; 20 K EVs are larger and more heterogeneous than 100 K EVs, which display the typical EX cup-shaped morphology. (B)
Nanosight evaluation showing the size-shift between 20 K/100 K fractions for both cell lines. (C) Western blots showing the overexpression
of HER2 in C5.2 cell line and EV subsets as well as the vesicle-associated markers Flotillin, RAB27B, and HSP-70. (D) Venn-diagram showing
the overlap of proteins derived from the cell lines and their distinct EV fractions. (E) Venn diagrams showing the distribution of proteins

exclusive to the EVs of each cell-line.

The proteome analysis of HB4a and C5.2 indicated 1466
proteins shared between both cell lines (Supporting Infor-
mation Table 1). Interestingly, 74% of these proteins were
not found in the EVs. On the other hand, of the 667 proteins

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

consistently found in all EVs sets (Supporting Information
Tables 2 and 3), 43% were not identified in the original cells.
Both findings reinforce the concept that EVs serve as shuttles
of specific protein sets [6-8].
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Table 1. Top 10 upregulated proteins of the 20 and 100 K EVs subsets in C5.2 (light gray) and HB4a (dark gray) cells

Accession Ratio Number of Description EVs subset
C5.2/Hb4a Peptides

COF1_HUMAN?) 95.96 3 Cofilin-1 20 K

EF1A1_HUMAN 33.63 6 Elongation factor 1 alpha 1

FINC_HUMAN?) 26.83 71 Fibronectin

EPS8_HUMAN 21.98 2 Epidermal growth factor receptor kinase substrate 8

1433Z_HUMAN? 20.38 6 14-3-3 protein zeta/delta

RL31_HUMAN 19.62 2 60S ribosomal protein L31

NUCL_HUMAN 18.83 4 Nucleolin

THIL_HUMAN 18.30 7 Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial

EF1D_HUMAN 16.11 5 Elongation factor 1 delta

CAP1_HUMAN? 15.89 4 Adenylyl cyclase associated protein 1

CD44_HUMAN 90.09 2 CD44 antigen 100 K

RRAS_HUMAN 31.51 2 Ras-related protein R-Ras

IFAA3_HUMAN 25.81 2 Eukaryotic initiation factor 4A-lll

AKA12_HUMAN 22.26 2 A-kinase anchor protein 12

CYBP_HUMAN 21.48 2 Calcyclin-binding protein

HIBCH_HUMAN 19.76 2 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, mitochondrial

ERBB2_HUMAN 18.33 18 Receptor tyrosine-protein kinase erbB-2

H3L_HUMAN 18.14 2 Histone H3-like

RL5_HUMAN 16.60 2 60S ribosomal protein L5

YBOX1_HUMAN 16.51 g Nuclease-sensitive element-binding protein 1

a) This protein was also found in FBS [21].

We compared the proteomes of EVs derived from the two
cell lines to uncover proteins directly or indirectly affected by
HER?2 overexpression. A total of 136 (18.3%) proteins were
exclusively found in HB4a-derived EVs, while 175 (23.6%)
proteins were only found in C5.2-derived EVs, considering
both 20 and 100 K subpopulations (Fig. 1E and Supporting
Information Table 4). Proteomic alterations directly or indi-
rectly correlated with HER2 overexpression were present in
both 20 and 100 K vesicle populations, and their biological ac-
tivities are mainly related to processes such as cell migration,
malignant transformation, angiogenesis, metastasis, and cy-
toskeleton remodeling. Remarkably, despite the grouping of
the top ten proteins from 20 and 100 K subpopulations in
the same biological processes, they do not overlap (Table 1

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

and Supporting Information Table 6). This reinforces that the
shuttling of proteins is not arbitrarily defined and suggests
that the proteins carried by distinct vesicle-sets may have
complementary roles at least for some biological pathways.
Proteins capable of inducing malignant transformation
were found to be overrepresented in EVs from the HER2*
cell line (C5.2), including the top proteins from 20 and
100 K subpopulations, both increased >90x: cofilin-1 and
CD44, both involved in cell adhesion, motility and inva-
sion, and cytoskeleton remodeling. HER2 regulates the cofilin
pathway by activating PLCy to hydrolyze the PIP2-tethering
cofilin to the cell membrane. Free cofilin leads to actin re-
modeling, which is essential for cell motility and invasion
[23]. Cofilin inhibition was described to be involved in MVs

www.proteomics-journal.com
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Table 2. Most represented pathways from HB4a and C5.2-derived EVs determined by MetaCore™ analysis

Signaling and metabolic pathways 20K 100 K
HB4a C5.2 HB4a C5.2
p-value PP p-value PP p-value PP p-value PP

Cytoskeleton remodeling_Cytoskeleton 3.07e-08 17/102 7.90e-13 24/102 1.50e-07 15/102 3.40e-10 18/102
remodeling
Cytoskeleton remodeling_FAK signaling p>0.01 6/57 6.75e-05 10/57 - 0/57 - 0/57

Cytoskeleton remodeling_Fibronectin-binding 4.33e-07 9/31 2.54e-12  14/31 1.64e-06 8/31 3.48e-10 11/31
integrins in cell motility

Cytoskeleton remodeling_Integrin outside-in 1.76e-04 8/49 3.10e-10 15/49 - 0/49 — 0/49
signaling

Cytoskeleton remodeling_Keratin filaments — 0/36 — 0/36 5.50e-05 7/36 4.50e-07 9/36

Cytoskeleton remodeling_Neurofilaments 1.16e-03 5/25 2.49e-07 9/25 — 0/25 — 0/25

Cytoskeleton remodeling_RalA regulation p>0.01 4/30 1.32e-04 7/30 9.60e-03  4/30 1.54e-04 6/30
pathway

Cytoskeleton remodeling_Regulation of actin 4.04e-07 8/23 5.94e-09 10/23 2.21e-06 7/23 1.16e-07 8/23
cytoskeleton by Rho GTPases

Cytoskeleton remodeling_TGF, WNT and 1.65e-05 14/111 2.97e-07 18/111 1.15e-03 10/111 1.26e-05

cytoskeletal remodeling

-
w
=
iy
-
-

Glycolysis and gluconeogenesis (short map) 0/66 0/66 2.86e-10 15/66  2.32e-07 12/66
Glycolysis and gluconeogenesis p.3/Human 9.56e-04 5/24 2.75e-05 7/24 - 0/24 — 0/24
version

Note: PP indicates the proteins identified over the total proteins in the pathway. Rows of the same colors were used to group the main
MetaCore™ pathways.
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formation, when activated Rho-associated protein kinase
(ROCK) leads to LIM kinase (LIMK) phosphorylation, which
ultimately phosphorylates cofilin that is prevented from sever-
ing actin, resulting in extended actin fibers [24]. The binding
of hyaluronic acid to CD44 modulates CD44-HER?2 interac-
tion [25], which affects cell growth, survival, and differentia-
tion [26, 27]. CD44 cleaved by ADAM10 was also reported to
be shuttled in EXs, as a pathway to release a soluble form of
this receptor [28]. Also noteworthy was the overexpression of
fibronectin-1 in the 20 K subset of C5.2 cells, as it has been
shown that when this protein is carried in tumor-derived MVs
itis capable to transform nontumor cells [29]. We should note
that fibronectin-1 is abundant in FBS [21]. However, its pre-
vious description in EVs from serum-starved cells [29] and its
roles in cytoskeleton remodeling, cell migration, and metas-
tasis [30] may be indicative of its biological role in this set of
EVs and not a simple FBS contamination. From the top ten
overexpressed proteins in C5.2 EVs (Table 1 and Supporting
Information Table 6), some were described to interact with
each other, such as 14-3-3 protein zeta/delta and cofilin-1
[31], or CAP-1 and cofilin [32], both associations being related
to actin recycling and reorganization.

When HB4a- and C5.2-derived proteins were evaluated
by MetaCore™ (Thomson-Reuters) the enrichment of cell
adhesion and cytoskeleton remodeling proteins, as well as
proteins grouped as distinct development-related pathways,
was confirmed. These pathways corresponded to 32 of the
80 MetaCore-enriched signaling and metabolic pathways
(p < 0.01) (Table 2 and Supporting Information Table 7).
The most enriched pathway, LRRK2 in neurons, was consis-
tent in all EV fractions from both cells (p < 1.7e-12) and may
be suggestive of its involvement in the EV synthesis pathway.
Table 2 also shows pathways exclusively enriched in 20 or
100 K vesicles, as well as pathways that appear to be induced
by HER2 overexpression, such as processes related to tumor
invasion and cell migration, which may be relevant for the
biology of HER2" tumors. An example is the enrichment
of sphingosine-1-phosphate (S1P) signaling for both C5.2-
derived EVs sets. Interestingly, among other cancer-related
pathways affected by S1P, it appears to regulate angiogenesis
and vascular endothelial cell function through its S1P3 re-
ceptor [33]. Together with HER2 and its S1P4 receptor, S1P
is capable to activate the ERK-1/2 pathway in the MDA-MB-
453 breast cancer cell, an event that is possibly related to
tumor progression [34]. Curiously S1P3-pathway related pro-
teins were only found in 20 K EVs, whereas S1P4-proteins
were exclusively found in the 100 K set, reinforcing again the
complementary nature of the 20 K and the 100 K EVs protein
sets.

4 Concluding remarks
Our results indicate that HER2 overexpression modifies the

protein content of C5.2 cell line and of its EVs. The altered pro-
tein content of the EVs includes complementary protein sets,
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which is reaffirmed by the presence of distinct proteins of
the same pathway, linked to tumor-relevant phenotypes espe-
cially associated to tumor invasion. The investigation of these
proteins in plasma-derived EVs from HER2 overexpressing
tumors may reveal potential biomarkers that may be useful
for diagnostic or prognostication purposes in a noninvasive
fashion. It should also be noted that the higher levels of HER2
seen in C5.2 not only are reflected in its derived EVs but the
C5.2-derived EVs shuttle even higher amounts of this onco-
gene. If this holds true for tumors, EVs may potentially act
as HER2-shuttling agents, delivering it to distant sites, or
even to other non-HER2 amplified tumor cells—a relevant
issue as >20% of HER2™" breast cancer patients show HER2
heterogeneity—i.e. only between 5 and 50% of the tumor cells
carry the amplification of this oncogene [35].
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Anexo 5 — Perfil do Bioanalyzer de bibliotecas para sequenciamento, obtido a partir de RNAs de EVs e células das
linhagens C5.2 e HB4a.
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Anexo 6 — Dados clinicos de todas as pacientes recrutadas para este estudo.

Grupo Casoc  Nome RGH dade RE RP kis7 HER2 FISH (HERZicri7) Subtipo “ﬁm:ﬂl THM Estadiamento  Local metdstase
1 Mama4  ACCC 10709330 59 pos  pos - E - lumB w2 pTispMOMD [1] -
2  Mama3ds ACCC 11508850 3 neg neg - 3+ - Her2 1] pTispMOMO [+] -
3  Mama3dd ACCC 11844780 54 neg 10% - 3+ - lumB - pTispMOMD [1] -
insfy 4 Mama40 ACCC 11853880 55 Gl 40% - e - lumB - pTispMOMO 1] -
5  Mama43 ACCC 11824830 41 0% neg - I+ - lumB - pTispMOMO [1] -
& Mama45 ACCC 11713820 47 B TOW - I+ - lumB - pTispMOMD [1] -
T Mama47 ACCC 11843580 52 neg 1% - e - lumB - pTispMOMD 1] -
1 Mama2 ACCC 10688950 &1 neg neg 90% 3+ - Her2 1 pT1cpNOMO | -
2  Mama3d ACCC 10719080 38 4% TOW 0% 2+ 3 lumB w2 pT1cpNOMO | -
3  Mama% ACCC 10764360 2] neg neg 20% 3+ - Her2 w2 pT1bphNOMO | -
4  Mama13 ACCC 10868820 60 85% 30% 25% 2+ 1.90 biopsia’ 2.4 pega lumB w2 PT1bphOMO | -
5 Mama1% ACCC 10383670 54 85%  40% W% 3+ - lumB [14] pTibpMNOMO I -
& Mama2z ACCC 11130060 40 100% 80% 15% 2+ 4 lumB [ pTicpNOMD I -
T  Mama30 ACCC 11230500 48 %% 5% 0% 3+ - lumB w3 pTimicpMOMO I -
8 Mama31 ACCC 10715110 48 80 BOW I 3+ - lumB w2 pTibpMNOMO I -
% Mama32z ACCC 11221460 44 8% B0% B0% 3+ - lumB [ pTicpNOMD I -
10 Mamadd ACCC 11746820 54 neg 3% 30% 3+ - lumB {2 ] pTicpNOMD I -
NO 11 Mama4d ACCC 11808350 ™ 8% S50% 3% 3+ - lumB w2 pT1cpNOMO | -
12 Mama33 ACCC 11343070 36 8% 80% % 3+ - lumB [E] pT2ZpNOMD 1A -
13 Mama 17 ACCC 11041380 30 neg 5% B0 3+ - Her2 -
ACCC 11041380 80% 60% oW 3+ . lumB b2 PT2pNOMO 1A .
14 Mama14 ACCC 5013518 46 B0 30% 40% 3+ - lumB o pT2pNOMO A -
15  Mama 15 ACCC 10377280 41 5% neg 40% 3+ - lumB A0 pT2pNOMO A -
16 Mama 27 ACCC 11157780 a7 8% 85% TOW 3+ - lumB w2 pT2pNOMO [ -
17  Mama 34 ACCC 10126230 &5 neg neg S0% 3+ - Herd w4 pTZ2pNOMD A -
18 Mama36 ACCC 11575030 . 85% % B0% 3+ - lumB w3 pT2pNOMD 1A -
1% Mama?7 ACCC 10808430 50 3% TOW A% 3+ - lumB Ma* cT2cNOMO* [ -
20 Mama26 ACCC 11172570 [ neg 10% T0% 3+ - lumB 0] cTZpNoMo* 1A -
1 Mama% ACCC 10637770 58 10%  10% 20% 3+ - lumB 2z pT1aph1ahdd A -
2  Mama20 ACCC 108948680 62 100% 100% 10% 2+ 237 lumB 172 pTicpM1aMO ll& -
3 Mama10 ACCC 10812900 40 neg S50% TOW 3+ - lumB 113 pT2ph1aM0 e -
4 Mama 18 ACCC 108950140 46 neg mneg 20% 3+ - Har2 24 pT2ph1amM0 e -
&  Mamai12 ACCC 10863400 a7 85% B0%W 2% 3+ - lumB 222 pT2ph1ahMi e -
& Mama3g ACCC 11579820 40 80%  TOW 6% 3+ - lumB e pT2pN1aMo e -
T Mamai8 ACCC 10073830 56 neg 3% 60% 3+ - lumB N1 cT2pM1iMo* e -
B Mama25 ACCC 11174050 B4 5% neg 30% 3+ - lumB W1* cT2ZcN1MO* e -
% Mamad2 ACCC 11774870 kT BO% 0% TO% 3+ - lumB M1® cTZcN1MO* e -
N 10 Mama24 ACCC 11133010 66 neg neg 50% 3+ - Her2 M1* cTIcH1MO* 1A -
11 Mama2B ACCC 10868320 46 0% 5% 40% 3+ - lumB W1* cTIacN1MO* (1[F3 -
12 Mama2® ACCC 11260750 43 85%  85% 40% 3+ - lumB Mz* cTIcNzmMO* A -
13 Mama 23 ACCC 11076580 3 B0 B0% BDW% 3+ - lumB . -
ACCC 11076880 5% 5% Gl 3+ - lumB i iR L= -
14  Mama6 ACCC 10513430 45 8% 5% % 3+ - lumB M1® cTddcMiMo* lig -
15 Mamai1 ACCC 10679750 58 neg neg &0% 3+ - Har2 N1* cTdboN1MO* 1=} -
16 Mamad ACCC 10807150 54 neg neg 90% 3+ - Har2 M1* cTdboH1MO* g -
17 Mamad1 ACCC 11652310 42 50% neg 20% 3+ - lumB M1® cTacN1mO* lig -
18 MamadB ACCC 11826250 53 B0% 60% B0% 3+ - lumB 532 pTdbpM2MO 1113 -
1% Mama 11 ACCC 8039510 T4 100% 100% 40% 2+ lumB 18720 pT2ph3ami mc -
1  Mamazi ACCC 11070740 42 T0% T S50% 3+ - lumB M1® cTabcM1M1® IV medula dssea, figado
2  Mama 3T ACCC 11583020 53 neg neg 6&0% 3+ - Her2 M1* cTdcN1M1* I medula dssea, pulmio
3 Mamadf ACCC 11856720 49 W % B0% 3+ - lumB Wa* cTdbcM2M * IV pulméo
4 MamaS50 Barretos 134813 34 60%  30% $0% 3+ - lumB Mz* cTabcM2M1* IV mediastine, T12. figado
5 MamaS51 Barretos 136366 42 100% neg pos 3+ a5 lumB M1* cTdbcMHiM1* I pulmio
& Mama52 Barretos 13.7703 34 neg neg B0% 3+ - Her2 MN3* cTdcN3IM1* I figado
M T Mama53 Barretos 13.71248 51 neg neg pos 3+ - Herd M2 cTdbocN2ZM1* v pulmio, figado
& Mama 54 Barretos 04.14380 51 neg  40% B5% 3+ - lumB M1* cTIcN1Mi* I medula dssea
4 Mama55 Barretos 13.7974 55 neg neg 0% 3+ - Her2 MN3* cTdcN3IM1* I cérabro, madula dssea
10 Mama 56 Barretos 13.8819 48 pes  pos B0 3+ - lumiB MO cTZcNOM1* v medula d5588
11 Mama 57 Bametos 14.1833 35 B0 BOW THW 3+ - lumB Wa* cTdboNOMT* I pulmio
12 Mama 58 Bametos 14.1150 47 neg nmeg 20% 3+ - Her2 M1+ cTddcH1MT* I pulmio, figado
13 Mama 55 Bametos 14.4466 56 - - - - - - W3* cT4bcHIM1* IV -

Legenda — As pacientes incluidas no sequenciamento estao indicadas em negrito. Estadiamento de

acordo com TNM — Classificagdo dos Tumores Malignos — INCA, 7° Edigdo. Todas as pacientes sdo

HER2+, subtipo Her2: ER/PR- e subtipo lumB: ER+ e/ou PR+.




Anexo 7 — Perfil do Bioanalyzer de bibliotecas para sequenciamento, obtido a partir
de RNAs de EVs derivadas do plasma de pacientes
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