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RESUMO

Cassinela EK. Papel das Vesiculas Extracelulares secretadas por
adenocarcinomas gastricos na resposta ao tratamento quimioterapico.

Sao Paulo; 2018. [Tese de Doutorado-Fundacéo Antbénio Prudente].

O adenocarcinoma gastrico (AdG) € a terceira causa mais comum de morte
por cancer no mundo e um dos tumores com maior indice de mortalidade no
Brasil. Estes tumores aparecem em terceiro lugar na incidéncia entre
homens e em quinto nas mulheres. A quimioterapia neoadjuvante (QT) com
5-fluorouracil (5-FU) pode melhorar a ressecabilidade e a sobrevida dos
pacientes com AdG, porém sua eficacia esta limitada pela resisténcia a
droga. Apenas pacientes que respondem a esta terapia com toxicidade
toleravel sao potencialmente beneficiados, entretanto ndo é possivel
identificar e separar clinicamente estes individuos. Assim, identificar
marcadores preditivos de resposta para selecionar os pacientes que se
beneficiariam deste tratamento é relevante. Vesiculas extracelulares (VEs)
sdo componentes secretados pelas células incluindo células tumorais, cujo
conteudo é regulado e composto por moléculas que podem ter uma miriade
de fungdes locais e a distancia. Muitas destas moléculas podem ser também
usadas como biomarcadores séricos por conterem informagdes importantes
sobre o tumor. Desta forma, este trabalho tem como objetivo identificar
marcadores de resisténcia a 5-FU em VEs secretadas por linhagens
celulares humanas de céncer gastrico e avaliar o papel das VEs na
quimioresisténcia. Para tanto, foram geradas células de AdG derivadas da
linhagem AGS, resistentes a 5-FU (rAGS_FU) de onde foram isoladas,
quantificadas e caracterizadas VEs. Células rAGS-FU secretam cerca de 2
vezes mais VEs que as células parentais (AGS), entretanto a distribuigdo
destas por tamanho é semelhante. As células rAGS_FU apresentaram maior
proliferacdo, capacidade de formacédo de colénias e invasdo que as células
AGS. Interessantemente, as VEs provenientes de células resistentes a 5-FU,
rAGS_FU, sdo capazes de transferir a células AGS os fendtipos de



resisténcia ao quimioterapico bem como um aumento na capacidade de
formacéo de colbnias e invasdo. As células AGS que se tornam resistentes
ao tratamento ndo tém este fendtipo revertido pela remogao das VEs da
células resistentes nem pelo tratamento com VEs de células AGS parental,
indicando que o fendtipo de resisténcia adquirido apds o tratamento é
irreversivel, pelo menos pelo periodo estudado. O conteudo proteico das
VEs das células AGS e rAGS_FU e suas respectivas VEs foi comparado por
protedbmica. Nessa abordagem foram identificadas 1.915 proteinas nas
células e 1.638 proteinas em VEs das quais 309 proteinas eram
diferencialmente expressas em células e 66 em VEs. Entre as proteinas com
expressao diferencial entre as duas células e também nas suas respectivas
VEs, selecionamos e validamos por western blotting a proteina fascina. Esta
parece ser um potencial candidato a biomarcador de resisténcia a 5-FU uma
vez que sua expressao € indetectavel na célula AGS e suas VEs e
altamente expressa nas células rAGS_FU e suas vesiculas. A fascina € uma
proteina do citoesqueleto com um papel chave nas interagcdes célula-célula,
adesao e motilidade celulares e é associada a agressividade tumoral. Estes
dados apontam o papel das VEs nos mecanismos relacionados a resisténcia
a 5-FU em células de AdG e sugerem que fascina possa estar associada ao
mecanismo de resisténcia a este quimioterapico e que também seja um

potencial biomarcador deste fendtipo.



SUMMARY

Cassinela EK. [Role of Extracellular vesicles secreted by gastric
adenocarcinomas in response to chemotherapy]. Sdo Paulo; 2018. [Tese
de Doutorado-Fundagdo Anténio Prudente].

Gastric adenocarcinoma (GAd) is the third most common cause of cancer
related death worldwide, and one of the tumors with the highest mortality
rates in Brazil. In men, this cancer ranks the third most common cancer,
while in women, it ranks fifth. 5-fluorouracil (5-FU) based neoadjuvant
chemotherapy can improve tumor resectability and patient’s survival rates. Its
effectiveness however, is limited by drug resistance. Thus, an effort to
identify predictive markers of response to neoadjuvant therapy and select
patients who could benefit from this treatment is relevant. One such
approach could be to use contents of extracellular vesicles (EVs). EVs are
components secreted by cells including tumor cells, whose contents are
composed of molecules that can have a myriad of local and distance
functions and many of these molecules can also be used as serum
biomarkers since they contain important information about the tumor. This
work aims to identify 5-FU resistance markers in EVs secreted by human
gastric cancer cell line and to evaluate the role of EVs in chemoresistance.
GAd cells resistant to 5-FU (rAGS_FU) were generated from the AGS cell
line and EVs secreted by rAGS_FU cells and parental AGS cells were
isolated, quantified and characterized. Our results showed that AGS_FU
cells secrete about 2 times more EVs than parental AGS cells, however their
size distribution is similar. The resistant rAGS_FU cells showed higher
proliferation rates, capacity of colony formation and invasion properties.
Interestingly, EVs from 5-FU resistant cells, rAGS_FU, are able to transfer to
the AGS cells the phenotypes of resistance to chemotherapy as well as an
increase in the capacity of colony formation and invasion. AGS cells that
become resistant to treatment do not have this phenotype reversed by
removal of the EVs from the resistant cells or by treatment with EVs from



parental AGS cells, indicating that the resistance phenotype acquired after
treatment is irreversible, at least for the period studied. The protein content of
the AGS and rAGS_FU cells and their respective EVs was compared by
proteomics. In this approach, 1,915 proteins were identified in cells and
1,638 proteins in EVs of which 309 proteins were differentially expressed in
cells and 66 in EVs. Among the proteins with differential expression between
the two cells and also in their respective EVs, we selected and validated by
western blotting the protein fascin. Fascin protein appears to be a potential
candidate for biomarker of 5-FU resistance since its expression is
undetectable in AGS cells and their EVs and highly expressed in rAGS_FU
cells and their vesicles. Fascin is a cytoskeletal protein with a key role in cell-
cell interactions, cell adhesion and motility and is associated with tumor
aggressiveness. These data point to the role of EVs in the mechanisms
related to 5-FU resistance in GAd cells and suggest that fascin may be
associated with the mechanism of resistance to this chemotherapeutic agent
and that it is also a potential biomarker of this phenotype.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

LISTA DE FIGURA S

Caracteristicas moleculares dos subtipos de cancer gastrico 5

Principios gerais de resisténcia a drogas...........cccccceeeeieeeneennn. 13

Fatores que influenciam a resisténcia a quimioterapicos

citotoxicos e a terapia alvo ........cooeeevviiiiiiiiie 14
Tamanho médio das vesiculas extracelulares ........................ 19
Biogénese de VES ......oooiiiiiiiiiiii e 21
Figura Composi¢ao das vesiculas extracelulares.................... 25
Mecanismos de resisténcia mediada por exossomos............. 34
Transferéncia de quimioresisténcia mediada por VEs............. 36

Geragcao de uma linhagem celular de adenocarcinoma

gastrico quimiorresistente ..o 59
Imunofluorescéncia para timidilato sintase (TS) ............o....... 60
Proliferacéo celular de células AGS e rAGS_FU .................... 62

Eficiéncia de plagueamento das linhagens AGS e rAGS_FU. 64

Perfil das VEs secretadas pelas células AGS e rAGS_FU ..... 66

Esquema mostrando o desenho experimental do ensaio ....... 67



Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

VEs secretadas por células resistentes a 5-FU transferem
este fendtipo a células parentais sensiveis a este

(o 18] 1 g g1 o] (=T = o] oo LR

Ensaio de invasado a matrigel por células AGS e rAGS_FU

tratadas oU N0 COM VES ..o

Desenho experimental: apds 48 horas de carenciamento......

Analise protedmica de células AGS e rAGS_FU de tumores

gastricos e VEs secretadas por estas células..........cccccc........
Rede de interacao proteina-proteina em células ....................
Enriguecimento em vias canlnicas das proteinas com
aumento e diminuicdo da expressdo em células e VEs de
células AGS em relagéo as células e VEs rAGS_FU...............
Validagdo da Expressdo das proteinas identificadas na
andlise protebmica com diferente expressdo em células

AGS € TAGS_FU ..o

Validagdo da Expressao da proteina Fascina em células e



Tabela 1

Tabela 2

Quadro 1

LISTA DE TABELAS E QUADRO

Top 68 proteinas com maior diferenga de expressao apods
comparagdo entre as células rAGS_FU e AGS (34
proteinas com expressdao aumentada e 34 proteinas com

expressao diminuUida) .............eeeiiiii e

66 proteinas com maior diferenca de expressao apds
comparagao entre as VEs das células rAGS_FU e AGS (26
proteinas com expressdao aumentada e 40 proteinas com

expressao diminuUida) ............eeeeiii e

Proteinas diferenciamente expressas nas condi¢cdes de

resisténcia x sensibilidade a 5-FU e comuns entre células e



5-FU
AdG
ATCC
CDH1
CG
CO;
DNA
EBV
EDTA

EGFR

ENCODE
ESCRT

VEs
EVs
FDA
FOLFOX
HP
ILVs
INCA
JAK
IncRNA
miRNA
mRNA
MVBs
OMS

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

5-fluorouracil

Adenocarcinoma gastrico

(do inlgés, American Type Culture Collection)

Caderina-1

Cancer Gastrico

Dioxido de carbono

Acido desoxirribonucleico (do inglés, Deoxyribonucleic acid)
Virus Espstein bar

Acido etilenodiamino tetra-acético (do inglés, Ethylenediamine
tetraacetic acid

Receptor do fator de crescimento epidérmico (do inglés,
Epidermal growth factor receptor)

Encyclopedia of DNA Elements

Complexo de classificagdo endossomal requerida para
transporte (do inglés, endosomal sorting complex required for
transport)

Vesiculas extracelulares

Extracellular vesicles — Vesiculas extracelulares

Food and Drug Administration

(fluorouracil mais leucovorin e oxaliplatina)

Helicobacter pylori

Vesiculas intraluminais (do inglés, infraluminal vesicles)
Instituto Nacional do Céancer

gene janus cinase 2

Long noncoding RNA

microRNA

RNA mensageiro

Corpos multivesiculares (do inglés, multivesicular bodies)

Organizagao Mundial da Saude



PBS
PD-L1

PD-L2

PIK3CA

PrP¢
RIPA

RNA
RNA-Seq
SDS-PAGE
SFB

TCGA

VBs

Tampao salina-fosfato (do inglés, phosphate-buffered saline
Ligante de morte programada 1(do inglés, Programmed
death-ligand 1)

Ligante de morte programada (do inglés, Programmed death-
ligand 2)

Fosfatidilinositol 3-cinases subunidade alfa catalitica (do
inglés, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase
catalytic subunit alpha)

Proteina prion celular

Tampao de radio-imuno-precipitagcéo (do inglés,
Radioimmunoprecipitation assay buffer)

Ribonucleic Acid - Acido Ribonucléico

Sequenciamento de RNAs em larga escala

Sodium dodecy! sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
Soro fetal bovino

The Cancer Genome Atlas

Corpos multivesiculares (do inglés, multivesicular bodies)



1.1
1.2
1.2.1
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.7.1
1.7.2
1.7.3

2.1
2.2

3.1
3.2
3.3

3.4
3.5
3.6
3.7
3.8

INDICE

INTRODUGAOQ ...t sese s e ssessesssssssessessessssssssssessessessssassssnes 1
CANCEI GASIIICO...ceeiiiiiiiie e 1
Classificag8o dO AdG ..o 3
Classificagdo molecular do AdG.........cooo i 4

Associacao da helicobater pylori e do virus de epstein barr com AdG 6

Principais modalidades terapéuticas ...........cccooeevieiiiiiiiiiiiiiii, 7
Resposta a quimioterapia neoadjuvante .............ccccooeiiiiiiiiiiien. 9
Mecanismos de resisténcia ao tratamento quimioterapico................. 10
Vesiculas extracelulares..............ooooiiiiiiiiiiii e, 17
Biogénese e secregdo de VES.........oooiiii 17
Papel das vesiculas extracelulares no cancer..............ccccccceeeeeeeeennnn. 26

Mecanismos de quimioresisténcia associados a VEs em tumores

[0 = 1] (T o 1 SRS 37
(0= 1 I Y0 38
ODjJEtiVO Gral.....eeeeiiiiiiiieeee e 38
Obetivos eSPECIfICOS .......uuiiiiiiiiiie e 38
MATERIAL E METODOS.......c.coeiiecetcesensesssessssessssesssssssssssssasens 39
Linhagens celulares e quImMioterapiCo ...........ccoovvveiiiiiiiiiiiiieie e 39
Padronizagdo das doses de quimioterapico ...........ccovvvveeeeeeiiiennnnnnnnnn. 40

Geragao de linhagens de células AGS resistentes aos

quimioterapicos 5-fluorouracil (5-FU) ...........ouuiiiiiiiiiie 40
Avaliagdo da viabilidade celular..............oeiiiiiiiiiiiin 41
Proliferac@o celular................oiii i, 42
Quantificacdo da proliferagcao celular ............cccccooeeiiiiiiiie e, 43
Formacgao de colOnia ...........ouuiiiiiiiiiiiiec e 44

Isolamento e quantificacdo das vesiculas extracelulares................... 44



3.9 Transferéncia do fendtipo de resisténcia a quimioterapia por

vesiculas extracelulares ... 45
3.10 Inibigao da transferéncia do fendtipo de resisténcia a quimioterapia .46
3.11  Quantificagdo da invasao celular...............oooouiiiiiiiii e 46
3.12 Formacéo de colbnias mediada por VES..........cceeiiiiiiiiiiiiiieee 47
3.13 Avalicao da transferéncia do fenétipo de resisténcia apos 14 dias

de tratamento COM VES ........iiiiiee e 48

3.14 Reversao do fenotipo de resisténcia mediado por VEs de célula

SENSIVEL ... 49
3.15 Ensaio de western DIOTHNG.............ooooiiieeieieeeeeee e 49
3.16  IMUNOflOreSCENCIA. ......eeiiiiiiiie e 52
3.17  ANAliSe ProteOMICA .......uvueiiiiiie e e e 53
3.17.1 EXtrag8o de ProteiNas. ........ ccooeie e e e e e 53
3.17.2 Digestao das @amoOStras ............uuuuuieiiiiiiiiiiiiiiee e 54
3.17.3Nanoflow NLC—MS/MS ... 55
3.17.4 |dentificacdo de proteinas.........cooeee e i 55
3.17.5 Analise de Bioinformatica para identificacdo de proteinas

significativas e enriquecimento de vias bioldgicas .................ococeee 56
5 RESULTADOS .....coooiiiccceerrerrssssssssses e s ssssssssnss e s sssssssssssssssssssssnnssssssnnas 57
5.1  Geracgao das linhagens resistentes a 5-fluororacil............................. 57

5.2  Caracterizacdo do numero, tamanho e concentracao de VEs
secretadas pelas células AGS e rAGS_FU ..., 65
5.3 Vesiculas extracelulares secretadas por células rAGS_FU
transferem o fénotipo de resisténcia a 5-FU para células AGS.......... 67
5.4  Vesiculas extracelulares secretadas por células rAGS_FU

transferem o fénotipo de capacidade de formacao de colbnias e

de invasao para células AGS ... 69
5.5 Analise protedmica de células € VES ........c.cooovvviiiiiiiiiiiiee e, 73
5.5.1 Enriquecimento das proteinas selecionadas em vias candnicas ....... 81

5.5.2 Ensaios de western blot para validagao da expressio de proteinas

selecionadas em Vias CaNONICAS .. .cuvenee e 83



6.1
6.2

6.3

[0 ST 0d 1 ES157- Yo 2 88
Geragao de um modelo celular de cancer gastrico resistente a 5-FU 88
Vesiculas extracelulares secretadas por células de adenocarcinoma
gastrico e seu papél na resisténcia a 5-FU ..., 91
Fascina em adenocarcinoma gastrico e seu papel na resisténcia a

O e 95

CONCLUSOES .......coirirrctrereeress e e e e e sss s ssssssesesssassssssssanaes 99

PERSPECTIVAS FUTURAS. ...t sssn e 100

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..........ccccoeeerirerererseeeseneresenanans 101
ANEXOS

Anexo 1 Carta de aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa-CEP
Anexo 2 Artigo cientifico: “Rab5C increases resistance to ionizing

radiation in rectal cancer”

APENDICE
Apéndice 1 Lista de proteinas diferentemente expressas na

protebmica de células



1 INTRODUGAO

1.1 CANCER GASTRICO

O cancer gastrico (CG) € o quinto do ranking na taxa de incidéncia e o
terceiro na mortalidade em todo mundo sendo que mais de 70% dos casos
de CG ocorrem em paises em desevolvimento, e metade do total mundial
ocorre na populagdo asiatica (principalmente na China) (FERLAY et al.
2016). As estimativas para novos casos nos Estados Unidos sdo de 26.240
e mais de 10.800 mortes pela doencga (SIEGEL et al. 2018). No Brasil, em
2013, as mortes em decorréncia do cancer de estbmago foram de 14.182 e
a estimativa de novos casos para 2018 € de 21.290 (Ministério da Saude
2018). O pico de incidéncia ocorre em sua maioria em homens por volta dos
70 anos de idade, sendo que aproximadamente 65% dos pacientes
diagnosticados com céncer de estdmago tém mais de 50 anos. A taxa de
sobrevida dos pacientes € significativamente influenciada pela presenca de
metastases, sendo que mais de 50% dos pacientes apresentam metastases
linfonodais ao diagnéstico. Os principais sitios de metastases s&o o figado e
o peritbnio, mas em estagios avancados pode haver metastases para
qualquer regido do corpo (DENG e LIANG 2014). Mais de 17% de todos os
pacientes com CG sao diagnosticados com metastase peritonial (BRANDL et
al. 2018) e metastases de medula 6ssea sdo geralmente observadas em

pacientes jovens e em tumores pouco diferenciados (EKINCI et al. 2014). Ja



as metastases pulmonares sdo pouco frequentes (KONG et al. 2012), assim
como metastases no sistema nervoso central que ocorrem entre 0,16% a
0,69% dos pacientes com CG ou carcinoma da jungao esbéfago-gastrica
(CAVANNA et al. 2018).

O adenocarcinoma representa o tipo histolégico responsavel por 95%
dos tumores gastricos (DENG e LIANG 2014). Na maioria das vezes o
adenocarcinoma gastrico (AdG) é assintomatico, de forma que 50% dos
pacientes podem apresentar alguns problemas gastrointestinais nao
especificos, podendo atrasar o diagnodstico (STEWART e KLEIHUES 2003).
O AdG inicia-se em células glandulares que envolvem a camada interna do
estbmago e que desempenham a fungao de preservar a mucosa do 6rgéo
da agado dos sucos acidos gastricos. Sua causa € multivariada, porém os
componentes de risco conhecidos podem ser de origem infecciosa, como a
infeccdo gastrica pelo Helicobacter pylori (HP) e pelo virus de Epstein-Barr
(EBV) (MATSUSAKA et al. 2014). Fatores nao infecciosos como idade
avangada, dieta pobre em produtos de origem vegetal e rica em sal,
consumo excessivo de alimentos com conservantes, tabagismo e
associagdo com doengas como gastrite crénica atréfica, metaplasia intestinal
da mucosa gastrica, anemia perniciosa, polipo adenomatoso do estbmago,
gastrite hipertrofica e histéria familiar da doenga também estao relacionados
com o desenvolvimento da doenga (SICHIERI et al. 1996; NISHIMOTO et al.
2002; PARK et al. 2011; TABORDA e PROLLA 2012; ZILBERSTEIN et al.

2013).



1.2 CLASSIFICAGAO DO AdG

Apesar de nao haver um consenso quanto a classificacdo
histopatologica de AdG a mais tradicional e bastante usada é a descrita por
Laurén em 1965 que divide o AdG em trés tipos histolégicos principais:
intestinal, difuso e misto, sendo que estes Ultimos apresentam
caracteristicas dos dois primeiros (LAUREN 1965; NAGINI 2012).

As lesbes do tipo intestinal sdo caracterizadas pela formacao de
glandulas com diferentes graus de diferenciagdo que podem produzir ou n&o
mucina. Grande parte desses tumores segue 0O mecanismo de
carcinogénese descrito por CORREA (1988), que se caracteriza pela
sequéncia: gastrite atréfica — metaplasia intestinal — displasia de baixo
grau — displasia de auto grau e adenocarcinoma. Nesse mecanismo, a
progresséo da displasia pode seguir padrdes diferentes, podendo ocorrer um
numero significativo de pequenas lesdes com displasias de baixo grau que
podem regredir, assim como lesbes com displasia de alto grau que podem
permanecer estaveis e ndo progrediem para adenocarcinomas
(YAKIREVICH e RESNICK 2013).

Os tumores do tipo difuso sé&o caracterizados pela perda de adeséao
celular ao epitélio, com presencga de células pouco coesas sem formacgao de
glandulas. Nestas lesbes é bastante frequente observar a presenga de
células em anel de sinete, com nucleos periféricos € mucina intracelular. A
carcinogénese dos tumores de tipo difuso tem um mecanismo pouco

conhecido, provavelmente relacionado ao H. pylori e fatores genéticos.



Existe a hipétese de que lesbes precursoras originam-se de displasia de
glandulas oxinticas e carcinomas in situ de células em anel de sinete
(GHANDUR-MNAYMNEH et al. 1988). Estes tumores tendem a acometer
pacientes jovens, distribuem-se de uma maneira uniforme entre os géneros
e apresentam disseminacao de células tumorais na camada submucosa do
estdbmago. Ainda, a lesédo ulcerada pode se manifestar como uma infiltragéo
difusa que caracteriza a linite plastica (MAEHARA et al. 1992).

Os tumores difusos estao frequentemente associados com alteragcdes
genéticas hereditarias, surgindo apoés inflamagao crénica, especialmente na
cardia. A mutagao germinativa no gene CDH1, codificador de E-caderina, € a
alteracdo mais conhecida associada a estes tumores representando um
passo crucial no processo de ativagdo de genes que causam um aumento
na proliferacdo e com consequéncias no desenvolvimento do cancer

(BOSMAN et al. 2010).

1.2.1 Classificagao molecular do AdG

Em 2014 o consorcio The Cancer Genome Atlas (TCGA) propés uma
classificagdo molecular dividindo o cancer gastrico em quatro subtipos
principais, sendo o primeiro composto por tumores positivos para o virus
Epstein-Barr e que apresentam mutacbes recorrentes de PIK3CA,
hipermetilagdo do DNA, amplificagdo de JAKZ2, PD-L1 e PD-L2. O segundo
grupo é formado por tumores com instabilidade de microssatélites, taxas de
mutacgdo elevadas, incluindo mutagdes em genes que codificam proteinas de

sinalizagdo oncogénica. O terceiro grupo abrange tumores genomicamente



estaveis, enriquecidos para o tipo histélogico difuso e apresentam mutagdes
em RHOA ou fusdes envolvendo proteinas ativadoras de GTPase da familia
RHO. O quarto e dultimo grupo sdo os tumores com instabilidade
cromossémica, que mostram uma aneuploidia marcada e amplificagéo focal
de receptores de tirosina quinase. Apesar dessa classificacdo ainda nao ser
utilizada na pratica clinica dos tumores gastricos, a identificagdo desses
subtipos possibilita a estratificagdo dos pacientes para terapia direcionada. A
Figura 1 ilustra resumidamente as principais caracteristicas dos subtipos de

cancer gastrico de acordo a essa classificagdo (BASS et al. 2014).
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Fonte: Adaptado de BASS et al. (2014).
Figura 1 - Caracteristicas moleculares dos subtipos de cancer gastrico



1.3 ASSOCIAGAO DA HELICOBATER PYLORI E DO ViRUS DE

EPSTEIN BARR COM AdG

Helicobater pylori (HP) € um agente patogénico gastrico que provoca
inflamagé&o gastrica cronica além de aumentar significativamente o risco de
desenvolver ulcera duodenal e gastrica, linfoma gastrico e carcinoma
gastrico distal (CAVALCANTE et al. 2012). O primeiro isolamento da HP na
decada de 1980 por MARSHALL trouxe para as comunidades médica e
cientifica um novo entendimento da patogénese de doengas que afetam o
trato digestivo. Desde entdo, a infecgdo pela HP tem sido associada ao
desenvolvimento de gastrite aguda e crbnica, gastrite atrofica, ulceras
pépticas e ao AdG. O CG envolve a interacdo de trés fatores principais: o
agente (na grande parte dos casos o HP) e sua patogenicidade, as
caracteristicas do hospedeiro e o ambiente externo. Muitos genes de
viruléncia do HP foram relatados entre aqueles de potencial importancia no
CG (ROESLER et al. 2012). A infe¢do pela HP com positividade para os
genes vacA s1m1 e cagA aumentam o risco do CG (PORMOHAMMAD et al.
2018).

Além dos fatores genéticos e ambientais, alteragdes que provocam
estresse nas células gastricas e mecanismos adaptativos devidos a
presenga do H. pylori parecem ser cruciais durante a infec¢cado crénica e
progressdo da doenga gastrica. Em primeiro lugar, a infecgdo por H. pylori
promove morte celular gastrica, resultando em lesdes teciduais associadas a

uma resposta inflamatéria inicial (DIAZ et al. 2018).



Além do HP na patogénese de CG, o virus Epstein Barr (EBV) também
estd associado a pelo menos 10% dos AdG (TAKADA 2000). O CG
associado ao EBV é definido como uma neoplasia onde ha proliferagao
monoclonal de células epiteliais gastricas infectadas com EBV. Esta
associagdao mostra algumas caracteristicas clinico-patologicas distintas, tais
como a predominancia no sexo masculino, a predisposi¢ao para o estbmago
proximal, e uma propor¢ao elevada do AdG tipo difuso (LIMA et al. 2008). O
EBV é geralmente adquirido na infancia e transmitido pela saliva podendo
estabelecer infeccdo persistente em mais de 90% da populacdo mundial
adulta (CHEN et al. 2012). Além disso, como descrito anteriormente varios
fatores nado infecciosos estdo associados ao AdG como ingestdo de
alimentos salgados, consumo de alimentos mal conservados, defumados,
alimentos contaminados com aflatoxina, nitrato e fungos, anemina perniciosa

e tabagismo (AJANI et al. 2017).

1.4 PRINCIPAIS MODALIDADES TERAPEUTICAS

Os tumores gastricos sao tratados por abordagem cirurgica na qual se
deve considerar a localizacdo, tamanho, padrdo e extensdo da
disseminagao e tipo histolégico do tumor. Tratamentos complementares a
cirurgia como a radioterapia (RT) e a quimioterapia (QT) podem determinar
melhor resposta da cirurgia. Assim, devido ao mau progndstico, novas
estratégias terapéuticas tém sido implementadas, como por exemplo, a

utilizacdo de QT neoadjuvante (AGBOOLA 1994). Em 1989 WILKE et al.



fizeram pela primeira vez um relato sobre a aplicagdo da QT neoadjuvante
para o tratamento do AdG, abordando pacientes com tumores localmente
avancgados e irressecaveis. A QT neoadjuvante pode melhorar a sobrevida
dos pacientes com AdG, apresentando resposta completa de 5,8% e uma
resposta parcial de 30,4% resultando em uma taxa de resposta geral de
36,2% (PROSERPIO et al. 2014).

Uma das formas de tratamento padrdo para o CG é QT perioperatéria
seguida de cirurgia utilizando as drogas fluoropirimidina e oxaliplatina
seguida de gastrectomia, além do esvaziamento dos nodulos linfaticos
proximos, sendo a principal alternativa terapéutica e unica chance de cura
(COSTA et al. 2012). A QT perioperatoria aumenta significativamente a taxa
de ressecgdo curativa, sobrevida livre de doenga e sobrevida global em
pacientes com adenocarcinomas gastricos localmente avangados
(CUNNINGHAM et al. 2006; YCHOU et al. 2011; CATENACCI et al. 2017).
Acompanhado as atualizagbes dos estudos citados acima, em nossa
instituicdo o tratamento € feito a base de FLOT (5-fluorouracil, leucovorina,
oxaliplatina e docetaxel).

Em casos avancados, a terapia alvo disponivel é restrita ao uso de
trastuzumabe em combinacdo com QT. Em setembro de 2017 o
Pembrolizumab, um inibidor de PD-1 (Programed Cell Death-1), foi aprovado
pelo FDA (US Food and Drug Administration) para uso no AdG avangado
com resultados promissores. Este inibidor de “check point” foi recentemente
aprovado pela ANVISA no Brasil. No momento esta em curso um ensaio

clinico fase 3 com Nivolumab, uma IgG4 também inibidora de PD-1



mostrando que a abordagem terapéutica do CG com imunoterapia continua

sendo bastante investigada (KANG et al. 2017).

1.5 RESPOSTA A QUIMIOTERAPIA NEOADJUVANTE

O CG é geralmente diagnosticado em estagios avangados, devido a
inespecificidade dos sintomas. Dentre as vantagens da QT neoadjuvante
estdo a melhora na ressecabilidade e o fato de constituir-se em uma terapia
sistémica na qual o tratamento pode ser administrado ao mesmo tempo em
gue a resposta a neoplasia € avaliada, permitindo desse modo que a terapia
possa continuar somente em pacientes com maior probabilidade de resposta
benéfica em AdG com progressao rapida.

A QT neoadjuvante permite avaliar a sensibilidade do tumor a quimio
in vivo, a eventual terapia pds-operatéria final pode ser adaptada a resposta
individual ao tratamento pré-operatorio (SCHUHMACHER et al. 2013).
Entretanto, alguns estudos sugerem que apenas o0s pacientes que
respondem a QT neoadjuvante com toxicidade toleravel sdo potencialmente
beneficiados, ao contrario dos ndo respondedores ou sem progresso durante
a terapia. Portanto, a procura por marcadores preditivos para identificar os
pacientes que poderiam se beneficiar da QT neoadjuvante sdo de extrema

importancia para prever a resposta ao tratamento.



10

1.6 MECANISMOS DE RESISTENCIA AO TRATAMENTO

QUIMIOTERAPICO

O 5-fluorouracil (5-FU) € um potente agente antineoplasico utilizado
para o tratamento de varias neoplasias malignas devido a sua ampla
atividade antitumoral e a agdo sinérgica com outras drogas (LIU et al. 2018).
O 5-FU é um antimetabolito que atua inibindo processos biossintéticos
essenciais, ou incorporado em macromoléculas, tais como DNA e RNA,
inibindo a sua fungdo normal. 5-FU é um derivado de Uracil e um analogo
da Timina, sua eficiéncia em reduzir tumores foi atribuida principalmente
pela incorporagao erronea de fluoronucleétidos no RNA e DNA e a inibigao
da enzima timidilato sintase (TS) (LONGLEY et al. 2003).

O 5-FU é um analogo do uracil com um atomo de fluor na posi¢céo C-5
no lugar do hidrogénio. Ele entra rapidamente na célula utilizando o mesmo
mecanismo de transporte facilitado como o Uracil (WOHLHUETER et al.
1980). No entanto, o 5-FU é convertido intracelularmente em varios
metabdlitos ativos tais como: fluorodesoxiuridina monofosfato (FAUMP),
trifosfato de fluorodesoxiuridina (FAUTP) e fluorouridina trifosfato (FUTP)
esses metabdlitos ativos interrompem a sintese de RNA e a acao de TS
(DIASIO e HARRIS 1989)

A QT é uma das principais formas de tratamento do cancer, porém
sua eficacia & extremamente limitada devido a resisténcia a droga. A falha
de resposta a terapia em pacientes com cancer pode estar relacionado a

diversos fatores, como por exemplo, alteragbes genéticas e/ou epigenéticas
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nas células tumorais que afetam a sensibilidade a droga. Os fatores ligados
ao paciente incluem a ma absor¢ao ou metabolismo acelerado, ou ainda, a
excregcdo da droga, resultando em baixos niveis séricos e baixa tolerancia
aos efeitos da droga. Isso acontece especialmente em pacientes idosos
resultando em uma necessidade de reduzir a dose abaixo dos niveis ideais,
e incapacidade de direcionar o farmaco para o local do tumor (GOTTESMAN
2002).

Buscando por novas abordagens terapéuticas cada vez mais
especificas e eficientes no tratamento do cancer, houve um avanco,
surgindo assim nas ultimas décadas uma vasta gama de novos tratamentos,
assim a terapia-alvo e drogas mais modernas tém sido destacadas. Porém,
ainda existe uma grande limitagdo para cura de muitos tumores devido,
principalmente, a resisténcia de células tumorais as tais terapias. Ha mais ou
menos meio século, a resisténcia a terapia tem sido amplamente estudada
com objetivo de entender quais fatores e mecanismos estdo envolvidos
nesse fenbmeno, mas até hoje, na era da terapia alvo molecular e da
medicina personalizada, alguns pacientes respondem a determinada terapia
e outros apresentam apenas uma resposta parcial ou transitoria a essa
mesma terapia (GOTTESMAN 2002; KUCZYNSKI et al. 2013).

Dois tipos de resisténcia a terapia antitumoral podem ser destacadas:
a intrinseca e a adquirida. A resisténcia intrinseca, também chamada de
resisténcia inata ou primaria, € preexistente nas células tumorais antes de
receber o tratamento, podendo estar relacionada a alteragbes genéticas ou

epigenéticas do proprio paciente, do tumor ou do microambiente tumoral. A
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resisténcia adquirida, também chamada de evasiva, adaptavel, ou
secundaria, pode ser desenvolvida durante o tratamento devido as mutacdes
causadas pelo mesmo.

Diferentes mecanismos de resisténcia estdo envolvidos nas diferentes
terapias anticancer. Esse fato é evidenciado pelas diferengas existentes nos
mecanismos moleculares de resisténcia a QT, entre esses mecanismos o
aumento do efluxo de drogas, mutagdes nos alvos da droga, alteragdes no
metabolismo das drogas, inativacdo de mecanismos de morte celular,
ativacdo de mecanismos de sobrevivéncia celular, alteragdes epigenéticas,
influéncia do microambiente e presenca de células tronco tumorais (CSCs —
Cancer Stem Cells), que s&o potencialmente resistentes a maioria das
terapias oferecidas atualmente (HOLOHAN et al. 2013). Alguns fatores
importantes que podem de certa maneira limitar a quantidade de droga que
atinge o tumor, a toxicidade para os tecidos normais e os efeitos
farmacocinéticos, como a solubilidade do farmaco, a distribuicdo sistémica,

metabolismo e eliminagdo sdo apresentados na Figura 2.
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Figura 2 - Principios gerais de resisténcia a drogas. Fatores farmacocinéticos
(PK), tais como a absor¢do da droga, distribuicdo, metabolismo e eliminagdo, limitam a
quantidade de droga administrada sistemicamente que atinge o tumor. No tumor, os efeitos
da droga sobre as células tumoraiss sdo designados coletivamente por suas propriedades
farmacodinamicas (PD).

A inativagdo ou a falta de ativagdo de drogas sao também
mecanismos relevantes para a resisténcia a quimioterapicos (HOLOHAN et
al. 2013). Tais mecanismos sao altamente especificos para cada classe de
drogas, por exemplo, compostos de platina podem ser inativados pela L-
Glutationa, e a conversao de anti-metabdlitos que sdo drogas que inibem a
biossintese de processos essenciais, ou por serem incorporadas a
macromoléculas como DNA e RNA, inibindo as fun¢gdes normais das células.
Anti-metabdlitos tais como 5-fluorouracil (5-FU) e metotrexatos nas suas
formas mais ativas ndo ocorrem na auséncia de atividades enzimaticas
(HOUGHTON e HOUGHTON 1983; SCHWARTZ et al. 1985). Portanto,

podemos ressaltar que compreender os mecanismos de resisténcia as
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drogas citotdxicas podem ajudar a entender os principais mecanismos de
resisténcia as mais recentes terapias alvo moleculares (Figura 3).

Apesar da QT com 5-fluorouracil (5-FU) ser a primeira escolha para o
tratamento de cancer gastrico avangado, sua eficacia esta limitada pela
resisténcia a droga como descrito acima. Foi demostrado in vivo e in vitro
que células residuais de cancer gastrico resistentes ao 5-FU apresentam
algumas caracteristicas de célula-tronco tumoral, tais como: alta
percentagem de células quiescentes, aumento da capacidade de auto-
renovagao e tumorigenicidade (XU et al. 2015), sugerindo que a existéncia

de células-tronco tumorais contribuem para quimioresisténcia.
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As alteracbes de metilacdo do DNA adquiridas no processo de
indugao de resistencia a drogas podem causar diferengas transcricionais em
alguns grupos de genes entre uma célula resistente e sua célula parental
ap6s o tratamento. Foi demostrado que a hipermetilacdo mediada por
desregulacdo de genes em células resistentes poderia levar a resisténcia
adquirida ao 5-FU (SHEN et al. 2018). Portanto, a procura de marcadores
preditivos para identificar os pacientes que poderiam se beneficiar da QT
neoadjuvante sdo de extrema importancia para prever a resposta ao
tratamento (XU et al. 2014).

Nos ultimos anos muitos estudos tém buscado técnicas mais seguras
e precisas para identificar biomarcadores preditivos da resposta a terapia e a
bidpsia liquida tem sido apontada como uma grande inovagdo no campo da
medicina de precisdo (SIRAVEGNA et al. 2017). Esta tem sido usada para
determinar, em tempo real, o perfil genbmico de pacientes com cancer,
monitorar a resposta ao tratamento, quantificar a doenga residual e além
disso para avaliar o surgimento da resisténcia a terapia, sendo uma
ferramenta ndo invasiva para a descoberta de biomarcadores. Estas podem
refletir melhor o perfil genético de todos os subclones de tumor, ao contrario
das bidpsias de tecido que s&o obtidas de apenas uma regido tumoral
(CHENG et al. 2016).

As biopsias liquidas baseiam-se na analise de células tumorais
circulantes (CTCs), DNA tumoral circulante (ctDNA) ou vesiculas
extracelulares (VEs) derivadas de tumor que podem ser langadas para a

corrente sanguinea (HEITZER et al. 2017). Portanto, muito tem sido
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explorado no contexto de biomarcadores circulantes como o ctDNA e a
célula tumoral circulante neste contexto (WAN et al. 2017) e particularmente
em tumores gastricos (ZHOU et al. 2017; NORDGARD et al. 2018).

Por outro lado, um elemento importante da bidpsia liquida sao as
vesiculas extracelulares liberadas por células e presentes em liquidos
corporeos. Seu uso para propoésitos diagnosticos e como agentes
terapéuticos tem sido amplamente discutido mas desafios tecnologicos
ainda precisam ser resolvidos para que estas se tornem eficentes nestes
contextos (STAHL e RAPOSO 2018).

As VEs tém um papel fundamental como agentes de communicagéo
entre células e tecidos tanto no contexto fisiolégico como patologico (STAHL
e RAPOSO 2018). Especificamente no processo tumoral as VEs estdo
envolvidas com o remodelamento do microambiente tumoral, regulagdo da
resposta imune, resposta a terapia e na formagao da metastase (BECKER et
al. 2016) e em todos os processos envolvidos na resisténcia a terapia,
apontados na Figura 3 (KANADA et al. 2016). Portanto, o entendimento do
potencial de VEs como biomarcadores de varias etapas do processo tumoral
inclusive na resisténcia a QT apresenta um desafio cientifico de grande

relevancia clinica.
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1.7 VESICULAS EXTRACELULARES

Em 1946 foram apontadas as primeiras observacbdes de Vesiculas
Extracelulares (VEs) descritas como particulas procoagulantes derivadas de
plaquetas plasmaticas (CHARGAFF e WEST 1946). Em 1967, WOLF
forneceu evidéncias de que plasmas depletados de plaquetas sedimentadas
por centrifugacdo de alta velocidade contém um material em forma de
microparticulas, mas diferenciadas das plaquetas intactas. Sugeriu-se entao
que este material, doravante seria denominado "p6 de plaquetas" do inglés
“‘platelet dust”. Estas foram descritas como sendo abundantes em
fosfolipideos e apresentavam propriedades coagulantes, porém, até aquela
data eram desconhecidas suas fungdes fisiolégicas. Com a retomada dos
estudos moleculares sobre estas particulas, elas batizadas de “exossomo”
em 1987, porém além sua participagdo na exocitose nada mais se sabia a
cerca de suas func¢des (JOHNSTONE et al. 1987).

Com a descoberta de que as VEs contém RNA, incluindo microRNA,
estas ganharam uma atencgéo especial como mediadores de comunicagéo
célula-célula facilitando processos biolégicos importantes (RATAJCZAK et

al. 2006; VALADI et al. 2007).

1.7.1 Biogénese e secrecao de VEs
As VEs foram inicialmente classificadas em duas populagdes
principais: exossomos e microvesiculas (HEIJNEN et al. 1999). Os

exosomos s&o derivados de vesiculas intraluminais (VILs) presentes no
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interior de corpos multivesiculares localizados no citoplasma de diferentes
tipos celulares e seu tamanho varia entre 30-100nm de didmetro. Eles s&o
liberados para o espago extracelular a medida que os MVBs (do ingles
Multivesicular Bodies) se fundem com a membrana plasmatica (FOLKMAN
et al. 1971; THERY et al. 2002). Um conjunto especifico de proteinas,
lipidios, e acidos nucleicos esta presente nestas particulas (OHNO et al.
2013) e estes podem ser secretados por varias linhagens e tipos celulares in
vitro e in vivo (HENDERSON e AZORSA 2012). Nos exossomos encontram-
se ainda proteinas envolvidas no transporte celular e na fusdo de
membranas (flotilinas e anexinas), componentes da biogénese dos MVBs
(TSG101 e Allix), integrinas e tetraspaninas (CD9, CD63, CD8 e CD82),
proteinas de choque térmico - heat shock proteins (Hsp70 e Hsp90) e
proteinas modificadas pods-traducionalmente (cinases, fosfatases, e
glicosiltransferases) (HENDERSON e AZORSA 2012). Entre as células
secretoras de exossomos encontram-se as células dendriticas (THERY et al.
2002; SIMPSON et al. 2008), as células-tronco (CHAPUT 2006), os linfocitos
B (RAPOSO et al. 1996), mastocitos (DIMITRIS et al. 2002), queratindcitos
(CHAVEZ-MUNOZ et al. 2009) e adipécitos (MULLER et al. 2011) (Figura 2).

Por outro lado, as microvesiculas foram descritas como provenientes
da membrana plasmatica, apresentando tamanho maior em relagdo aos

exossomos — 100 a 1000nm (Figura 4).
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Figura 4 - Tamanho médio das vesiculas extracelulares: Figura esquematica

diferenciando os diferentes tamanhos das vesiculas extracelulares.

A biogénese, composicéo proteica e a secregao de microvesiculas e
€xossomos passam por mecanismos diferentes e apesar de ambas as
populagdes serem secretadas por células elas podem ter fungdes distintas
(HEIJNEN et al. 1999). As microvesiculas originam-se pelo brotamento de
protusdes citoplasmaticas diretamente na membrana celular, seguido de sua
liberacdo no espago extracelular (COCUCCI et al. 2009), e tém a
composicao de seus marcadores de superficie dependente da composi¢ao
da membrana de origem (LEE et al. 2012). Os exossomos sado formados a
partir de invaginagées da membrana que formam os endossomos e corpos
multivesiculares que podem se fundir a membrana celular liberando o seu
conteudo (exossomos) no meio extracelular (RAPOSO e STOORVOGEL
2013). Os endossomos primarios (early endosomes), depois de maturados,

dao origem aos endossomos tardios (late endossemos), sendo que durante
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esse processo passam a acumular vesiculas intraluminais (ILVs -
Intraluminal vesicles) no seu lumen. O processo de biogénese de
exossomos € coordenado por proteinas do complexo ESCRT (endosomal
sorting complex required for transport) que consiste de aproximadamente
trinta proteinas organizadas em quatro complexos, em conjunto com outras
proteinas como VPS4, VTA1 e ALIX (COLOMBO et al. 2014) além de uma
série de outras proteinas que tém sido descritas (DE GASSART et al. 2004;
HANSON et al. 2009; RAIBORG e STENMARK 2009; TAMAI et al. 2010;
MAYERS e AUDHYA 2012; PANT et al. 2012).

Mecanismos de sorting estdo envolvidos em diferentes etapas da
biogénese de exossomos e microvesiculas. Cargos programados para a
secregao devem ser direcionados para o local de producdo, sendo este na
membrana plasmatica (para microvesiculas) ou na membrana limitante dos
MVBs (para exossomos). Por outro lado, os cargos s&o enriquecidos nas
vesiculas por um mecanismo escalonado de aglomeragdo e brotamento
seguido por fissao e liberagdo de vesiculas. A Figura 5 ilustra a biogénese
das VEs onde diversas maquinarias de sorting estdo envolvidas em
diferentes etapas do processo. Em microvesiculas, os lipideos e proteinas
associados a membrana sdo agrupados em microdominios na membrana
plasmatica (no topo) e na membrana limitante do MVB em exossomos (parte
inferior) (etapa 1). Tais microdominios certamente participam no
recrutamento de componentes soluveis, tais como proteinas citosolicas e
RNA, destinadas ao sorting (etapa 2). Em conjunto, as formag¢des destes

microdominios agrupados juntamente com maquinarias adicionais
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promovem a formagdo de membranas, seguida por um processo de fissdo
na membrana plasmatica em dire¢do ao meio extracelular ou na membrana
limitadora do MVB em diregdo ao lumen do MVB (etapa 3). Mecanismos de
biogénese do exossomo envolvem subunidades do complexo endossémico
de sorting necessario para o transporte (ESCRT), ESCRT-Ill € necessario
para a cisdo das vesiculas intraluminais (ILVs) no lumem do MVB, mas o
cargo e brotamento por membrana podem ocorrer por mecanismos

dependentes ou independentes de ESCRT (VAN NIEL et al. 2018).
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O complexo ESCRT-0, formado pela proteina HRS (hepatocyte
growth factor), que associado a STAM (Signal Transducing Adaptor
Molecule) reconhece a ubiquitina presente em determinadas proteinas (DE
GASSART et al. 2003; LEE et al. 2011; NICKEL e RABOUILLE 2009;
BAIETTI et al. 2012), recrutando TSG101 do complexo ESCRT-I, que por
sua vez recruta o complexo ESCRT-III por meio de ESCRT-Il ou ALIX. Os
complexos ESCRT-I e Il sdo responsaveis pela deformagdo da membrana,
com cargo proteico selecionado, além disso o complexo ESCRT-I também
participa do recrutamento do ESCRT-IIl e os componentes desse complexo
conduzem a cisdo das vesiculas. Finalmente, a ATPase VPS4 é recrutada
para dissociar os oligbmeros, que sao entdo reciclados (RUSTEN et al.
2012; HANSON e CASHIKAR 2012). Existem evidéncias de que ocorre a
formagdo de MVBs e ILVs mesmo sem o funcionamento dos ESCRTs,
sugerindo que os MVBs e suas ILVs podem ser originadas de forma
dependente e independentemente dos ESCRTs (THEOS et al. 2006;
STUFFERS et al. 2009; CARAYON et al. 2011; EDGAR et al. 2014). A fusdo
dos MVBs com a membrana plasmatica para liberagao dos exossomos no o
espaco extracelular € subordinada a atividade de proteinas da familia Rab
como a Rab27A, Rab27B e também de GTPases (OSTROWSKI et al. 2010).

Em humanos existem cerca de 70 proteinas da familia Rab, muitas
das quais sdo importantes participantes na regulacdo do transporte
intracelular das vesiculas, estando envolvidas no brotamento e mobilidade
pela interagcdo com o citoesqueleto, até a fusdo das vesiculas a membrana

(STENMARK e OLKKONEN 2001; OSTROWSKI et al. 2010). A Rab 11 foi a
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primeira proteina da familia Rab descrita como importante na secregédo de
VEs. Seu papel de destaque nessa atividade foi observado por SAVINA et
al. (2003) em um estudo mostrando que a inibicdo dessa proteina levou a
diminuigdo da secrecdo de exossomos. A secrecao de exossomos também
ja foi associada a dependéncia de Ca®" intracelular (SAVINA et al. 2003) e
outros fatores fisiolégicos como pH e hipoxia poderiam afetar a produgao de
VEs (PAROLINI et al. 2009).

MATHIVANAN e SIMPSON (2009) criaram o primeiro banco de dados
denominado de ExoCarta (http://exocarta.org) que armazena o conteudo de
exossomos identificados em mamiferos. Posteriormente o ExoCarta foi
incorporado a um novo banco  denominado  Vesiclepedia
(http://microvesicles.org) (KALRA et al. 2012), este reuniu dados obtidos de
varios tipos de VEs. KIM et al. (2013) criaram o Evpedia (http://evpedia.info),
em 2017 este foi atualizado e apresenta o conteudo de 443 estudos e mais
de 592.870 moléculas catalogadas. Esses bancos tém extrema relevancia
por reunir diferentes achados para melhor compreenséo do vasto campo de
VEs.

Na Figura 6 podemos observar que 0s exossomos carregam um
conteudo rico e diversificado que pode ser usado como marcador de
exossomos: as chaperonas, Rabs, enzimas metabdlicas e a proteina prion
celular (PrP®) (FEVRIER e RAPOSO 2004; VELLA et al. 2007; ALAIS et al.
2008; SIMONS e RAPOSO 2009). As integrinas destacam-se no processo
de adesao celular, actina e cofilina proteinas de citoesqueleto, flotilina

conhecidas como proteinas de lipid-rafts, as proteinas transmembrana da



24

familia de tetraespaninas, como CD9, CD63, CD81 e CD82, as protéinas
Alix, TSG101 que s&o proteinas componentes da biogénes dos MVBs e
clatrina envolvidas com a biogénese das VEs, e as proteinas de
apresentacado de antigeno, como MHC | e Il além disso as proteinas de
choque térmico (Hsp70 e Hsp90), proteinas modificadoras pos translacional
(cinases, fosfatases e  (glicosiltransferases) colesterol, lipideos,
esfingolipideos e ceramidas (MATHIVANAN et al. 2012).

VALADI et al. (2007) identificaram os primeiros acidos nucleicos em
VEs demonstrando que os mRNAs presentes nos exossomos eram
funcionais. O grupo também observou que um destes mRNAs foi transferido
de células de camundongo para uma linhagem de células humanas. Ainda,
foi demonstrado que este mRNA foi passivel de ser traduzido in vitro,
produzindo assim uma proteina murina na célula receptora. Foram
identificadas diferengas no conteudo transcricional entre os exossomos e as
células secretoras, sendo que foram detectados exclusivamente nos
exossomos 270 a 1.300 transcritos em comparagdo com as células que os
secretaram. Em estudo com cultura primaria de glioblastoma, 4.700 a 27.000
transcritos foram encontrados exclusivamente nas VEs (SKOG et al. 2008).

O DNA gendmico em VEs foi descrito pela primeira vez por BALAJ et
al. (2011). Nesse trabalho foi identificada a presenca do DNA dupla fita em
VEs derivadas de linhagens tumorais de meduloblastoma, onde foi
demonstrado a amplificagdo do oncogene c-Myc (BALAJ et al. 2011). Em
outro estudo desenvolvido por este grupo foi avaliado um painel de

linhagens tumorais onde se demonstrou que o DNA contido em VEs é
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predominantemente dupla fita, representando sem viés todo genoma. Este

DNA reflete ainda o perfil mutacional da célula secretora e foi possivel a

detecgao de mutacbes em BRAF e EGFR nas VEs derivadas de melanoma

e tumor de pulmao (THAKUR et al. 2014). Também ja foram identificadas

mutagdes em KRAS e TP53 no DNA contido em VEs derivadas do soro de

pacientes com adenocarcinoma de pancreas (KAHLERT et al. 2014).
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Entre as diferentes fungdes das VEs a comunicacao celular tem sido
destacada como a principal. A interagdo das VEs com receptores de
membrana de células alvo pode modular sinais intracelulares nessas
células. Além disso, diferentes moléculas intravesiculares, como os miRNAs,
podem ser transferidos para células alvo ou receptoras e modular o perfil
proteico dessas células, além de interferir na sinalizagcdo celular. Essas
caracteristicas moleculares e estruturais das VEs conferem a elas a
capacidade de atuar como plataformas para sinalizagdo intercelular

altamente eficiente (RATAJCZAK et al. 2006; MARTINS et al. 2013).

1.7.2 Papel das vesiculas extracelulares no cancer

As VEs podem carrear oncoproteinas, que quando incorporadas nas
células vizinhas levam a transigdo neoplasica (RAJAGOPAL e HARIKUMAR
2018). Os processos de invasao e metastase podem ser modulados por
vesiculas derivadas de células tumorais, que agem no microambiente
tumoral ou entdo serem langadas para a circulagado sanguinea (RATAJCZAK
et al. 2006; LOGOZZI et al. 2009). Nosso grupo participou em um estudo
onde foi descrita a relacdo entre VEs secretadas por melanoma e a
formagao do nicho pré-metastatico (PEINADO et al. 2012). Estas vesiculas
foram capazes de educar progenitores da medula 6ssea para um fenotipo
pré-angiogénico e pro-metastatico, através do receptor de tirosina quinase
MET. A migracdo destes progenitores “educados” ao pulm&o gerou um
ambiente pro-inflamatoério que propicia a formagao da metastase (PEINADO

et al. 2012).
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VEs podem modular nas células alvo sinais envolvidos em processos
de adeséao celular, proliferacdo, sobrevivéncia, inflamacéo, resposta imune
inata e adaptativa, coagulagdo sanguinea, trombose e angiogénese
(GRAVES et al. 2004; JANOWSKA-WIECZOREK et al. 2005; AL-NEDAWI et
al. 2008; SKOG et al. 2008; GRANER et al. 2009; HOOD et al. 2009;
RISTORCELLI et al. 2009; GHOSH et al. 2010; MCCREADY et al. 2010;
SHELDON et al. 2010; ANTONYAK et al. 2011; PEINADO et al. 2012). VEs
derivadas de células tumorais tém sido amplamente estudadas e destacadas
no campo de biomarcadores tumorais (KATSUDA et al. 2014). Atualmente
encontram-se sob intensa investigacdo por sua composigcdo, fungdes
bioldgicas e distribuicdo, assim como seu potencial diagnostico e terapéutico
(SZATANEK et al. 2017). No entanto, em CG existem poucos estudos
centrados em VEs. Sabe-se que pacientes com CG estadios 2 a 4
apresentam um numero signficantemente maior de VEs circulantes que
aqueles de estadio 1 ou ainda que individuos controle saudaveis (BARAN et
al. 2010). Foi possivel observar em outro estudo com linhagens celulares de
CG, que CD44H e CD44v6 (receptores hialurénicos) e CCR6 (receptor de
quimiocina) podem desempenhar um papel na ligagado de VEs derivadas do
tumor as células autdlogas, enquanto HER-2 associado a CD24 esta
envolvido na promogao do crescimento das células tumorais. A pré-
exposicao de células as VEs derivadas de células tumorais resultou no
aumento do crescimento do tumor e indugdo da angiogénese em modelos
animais (STEC et al. 2015). Em um estudo recente foi demonstrado que

exossomos de ceélulas tumorais associados a fibroblastos CD9 positivos
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foram capazes de estimular o processo de migragdo em linhagens celulares

de CG (MIKI et al. 2018).

1. VEs derivadas de células tumorais no microambiente tumoral

As VEs estdo emergindo como mediadores de comunicagdo no
microambiente tumoral (SAMUEL et al. 2018). A progressao tumoral envolve
a capacidade das células tumorais de comunicarem-se com as ceélulas
normais no seu microambiente. As VEs derivadas células tumorais
desempenham papel importante e tém sido bastante estudadas devido ao
potencial de participar na transferéncia horizontal de proteinas de
sinalizagcao entre células. VEs secretadas por células tumorais podem afetar
o0 microambiente tumoral ao induzirem a transformacao de células normais
do estroma. Esta transformagédo contribui para a progressdo do céncer
(expansdo da massa tumoral) de maneira que ndo depende somente da
proliferagdo das células tumorais em si (ANTONYAK et al. 2011). Em
glioblastomas e CG, por exemplo, os exossomos tém papel importante
sinalizando para o aumento da proliferacédo de forma autdcrina e paracrina
(SKOG et al. 2008; QU et al. 2009).

Fibroblastos associados ao tumor sao importantes componentes
celulares do microambiente tumoral na maioria dos canceres sélidos. Os
exossomos derivados de fibroblastos associados ao cancer inibem a
fosforilagdo oxidativa mitocondrial aumentando assim a glicolise e a
carboxilagéo redutora dependente da glutamina em células tumorais (ZHAO

et al. 2016b). VEs secretadas por células de céncer de prostata com
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aumento de expressdao de EBAG9 carregam esta ultima proteina que é
transferida para o microambiente facilitando o escape de tumores do sistema
imune através da inibicdo da citotoxicidade das células T e modulagao da
expressado génica. Nesse estudo foi demostrado ainda que um anticorpo
neutralizante para EBAG9 poderia resgatar a supressao imune mediada por
VEs pela recuperagdo da citotoxicidade das células T (MIYAZAKI et al.

2018).

2. VEs derivadas de células tumorais na angiogénese

O papel da angiogénese no crescimento tumoral foi sugerido como
alvo terapéutico desde a década de 70 (FOLKMAN et al. 1971). VEs podem
mediar a angiogénese estimulando-a ou inibindo-a e esses efeitos s&o
altamente dependentes do conteudo e da expressdo de molécula de
superficie que podem ser altamente moduladas pelo estimulo usado para
induzir a produgédo de VEs (TODOROVA et al. 2017). VEs tém o potencial de
fornecer informagdes complexas para células endoteliais e induzir
sinalizagao pro ou anti-angiogénica. Como sistemas dinamicos em resposta
a mudangas no microambiente, as VEs adaptam sua composigao de carga
para modular o processo de angiogénese (TODOROVA et al. 2017).

Os principais mecanismos envolvidos na modulagdo da estimulagéo
da angiogénese por VEs sdo a transferéncia de miRNAs (miR-126, miR-214,
miR-296, miR125a, miR-31 e miR-150), transferéncia de proteinas (VEGF,
FGF-2, PDGF, c-kit, SCF, RANTES, CD40L, CRP e metaloproteases),

transferéncia de lipideos (S1P), ativagdo de vias de sinalizagdo (PI3K,
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ERK1/2, Wnt4/3- catenin e NF-kB), transferéncia de fatores de transcrigao
(STAT3 e STATYS) e inibigdo da angiogénese, indugédo de estresse oxidativo
e endocitose mediada pelo receptor LDL (TODOROVA et al. 2017).
DEREGIBUS et al. (2007) demostraram que as VEs secretadas por
progenitores de ceélulas endoteliais estimulam a angiogénese, células
endoteliais HMECs e HUVECs, quando internalizaram VEs foram capazes
de formar estruturas capilares in vitro em matrigel (DEREGIBUS et al. 2007).
Além disso células endoteliais tratadas com VEs também foram capazes de
formar vasos funcionais in vivo em camundongos e o tratamento com
RNAse inibiu efeitos pro-angiogénicos de VEs sugerindo assim que é
necessaria a transferéncia de RNAs para estimular as células endoteliais.
VEs podem também estimular angiogénese pela transferéncia do
receptor oncogénico EGFR, ativando nas células endoteliais as vias de
sinalizacdo MAKT e AKT que levam a expressao autocrina do fator pré-
angiogénico VEGF (AL-NEDAWI et al. 2009). Este efeito angiogénico é
inibido pelo bloqueio da interacdo VEs-célula pela anexina-V, demonstrando
que a transferéncia de VEs é responsavel pela ativagdo das células

endoteliais.

3. VEs derivadas de células tumorais na evasao do sistema imune
A evasdo do sistema imune é um processo no qual as células

tumorais escapam da destruicdo por células imunolégicas do hospedeiro.

VEs secretadas por células tumorais (da linhagem de carcinoma de prostata

LNCaP) contribuem para a evasdo do sistema imune pela presenga do
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ligante FasL na membrana, que por sua vez se liga ao receptor Fas de
linfocitos T citotoxicos CD8, induzindo sua apoptose (ABUSAMRA et al.
2005). Este efeito € inibido pelo tratamento das VEs com anticorpos que
bloqueiam FasL, sugerindo que uma interagao direta entre os ligantes das
VEs e o receptores nos linfécitos T seja necessaria para a indugéo da
apoptose.

Recentemente foi demonstrado que a alta expressdo de PD-L1 em
mondacitos tratados com exossomos derivados de células tronco e células
CD14" infiltrantes ambas de glioblastoma correlaciona-se
predominantemente com o aumento da fosforilagdo de STAT3 e, em alguns
casos, com p70S6 quinase fosforilada e Erk1/2. Os exossomos derivados de
GBM sdo segregados por fatores de liberagdo que sdo potentes
moduladores do microambiente imunossupressor associado ao GBM,
elucidando assim um novo mecanismo de modulagdo de exossomos
derivados de células tronco tumoral, de polarizacdo de macrofagos M2 e
indugao imunossupressiva de PD-L1 (GABRUSIEWICZ et al. 2018).

Também ja foi demonstrado que VEs secretadas por linhagens de
carcinoma de ovario (OVCAR3, SKOV3 e AD10) estimulam a expanséo e a
atividade de linfocitos T regulatorios, que promovem a tolerancia
imunologica pela secregdo de citocinas imunossupressoras, como TGF( e
IL-10 (SZAJNIK et al. 2010). Outro estudo demonstrou que VEs derivadas
do plasma de pacientes com melanoma avangado alteram a diferenciagéo
normal de mondcitos que em individuos saudaveis se transformam de

células dendriticas para células mieldides sem capacidade fagocitica e com
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atividade imunossupressora em células T mediada por TGF (VALENTI et
al. 2006).

Resultados bastante interessantes mostram que as VEs podem
induzir imunidade tumoral especifica, revertendo o crescimento tumoral, o
que representa um potencial alvo terapéutico para o desenvolvimento de

vacinas antitumorais (CASTELLANA et al. 2009; LIU et al. 2015).

4. VEs derivadas de células tumorais em invasao e metastase

Além de evasédo da vigilancia imune, as células tumorais necessitam
vias alternativas para crescer e colonizar outros 6rgéos ou tecidos. Essas
VEs carregam importantes informagées moleculares necessarias para
modulagdo do processo metastatico, por induzir mudangas no estroma
tumoral, promovendo a angiogénese e favorecendo a transi¢do epitelio-
mesenquima (O’LOGHLEN 2018). Uma vez que VEs contém miRNAs,
proteinas, metabdlitos livres e outras moléculas, portanto, parece que o
estudo de um unico componente € insuficiente para justificar os efeitos das
VEs em metastases. Entretanto sabe-se por exemplo que VEs derivadas de
células de adenocarcinoma ductal de pancreas carregam uma proteina
denominada MIF até ao figado, a qual é responsavel pelo preparo do nicho
pré-metastatico nesse o6rgdo (COSTA-SILVA et al. 2015). Se forem
entendidos os mecanismos moleculares relacionados aos componentes
funcionais das VEs estas poderiam ser projetados para que carregassem
componentes de interesse farmacologico (ZHAO et al. 2018).

Os mecanismos relacionados ao papel das VEs no processo
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metastatico € bastante complexo e a literatura ja apresenta uma quantidade
bastante relevante de evidéncias neste sentido. Os resultados de forma
geral apontam que ao transferir o conteudo das células tumorais para
células ndo tumorais as VEs influenciam o comportamento das células
receptoras e promovem o desenvolvimento de um ambiente favoravel para o

crescimento, invasdo e metastase (revisado por BECKER et al. 2016).

5. VEs derivadas de células tumorais na resisténcia a terapia

A absorgdo de drogas pelas células € um assunto amplamente
discutido, pois carece de consenso sobre como os farmacos sdo captados
pela célula, seja por acumulo intracelular mediado por bombas de transporte
ou pela bicamada lipidica (KELL e OLIVER 2014; MATEUS et al. 2017). Em
2003, um dos primeiros relatos na literatura mostrou que varias drogas eram
exportadas para vesiculas ou exossomos implicando a secregdo de VEs
como potencial mecanismo de efluxo a drogas e na resisténcia a terapia
(SHEDDEN et al. 2003).

Foi proposto por SHARMA (2017) pelo menos quatro possiveis
mecanismos de resisténcia a QT poderiam ser mediados por VEs (Figura 7)
0S exossomos aumentam a quimioresisténcia agindo pela retirada da droga
da célula (excluding out drugs). De fato, um estudo mostrou que apds 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 2005). Também foi observado que o acumulo de

doxorrubicina em VEs de células resistentes (SHEDDEN et al. 2003). De
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acordo com a hipotese em A (Figura 7) foi mostrado ainda que as VEs
podem mediar a resisténcia a QT interagindo como vias para o sequestro de
drogas citotdxicas, reduzindo a concentragdo nos sitios alvo. Mas além
disso, as VEs também atuam como iscas transportando proteinas de
membrana e capturando anticorpos monoclonais destinados a atingir
receptores na superficie celular (SAMUEL et al. 2017).

Um segundo mecanismo (B) apoia que a transferéncia horizontal de
bombas de efluxo de drogas para células vizinhas pode propagar a
resisténcia dentro de um pool celular. Além, disso, 0s exossomos sao
capazes de transferir diferentes moléculas para as células alvo usando pelo
menos de trés formas diferentes: a adesao mediada por receptores, a fusdo

direta com a membrana plasmatica e a endocitose (COCUCCI et al. 2009).
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esquematica mostrando os possiveis mecanismos de resisténcia a drogas e heterogenidade
tumoral mediada por exossomos.
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Recentemente, foi demostrado que em células de cancer de ovario,
VEs liberadas apods o tratamento com cisplatina foram capazes e induzir
diversos efeitos nas células receptoras incluindo uma resposta adaptativa
que produz maior resisténcia ao tratamento ao quimioterapico e maior
capacidade de invasdo (SAMUEL et al. 2018).

O terceiro mecanismo de transferéncia de resisténcia (C) pode
envolver a interagdo de VEs do tumor com células estromais modificando-as
de tal forma que o microambiente é alterado para um fendétipo de resisténcia
(SHARMA 2017). Interagbes células tumorais - microambiente tumoral sao
cruciais na progressao tumoral contribuindo para alteragdes no metabolismo,
proliferagdo, metastases e imunidade associada ao tumor (ALLINEN et al.
2004; WHITESIDE 2008; FIASCHI e CHIARUGI 2012; ZHAO et al. 2016b;
BRAUER et al. 2013), essas intera¢gdes sdo mediadas por VEs (QIU et al.
2018)

Em 2007 foi descrito pela primeira vez que a transferéncia de diversos
RNAs tais como mRNA, long noncoding RNA (IncRNA), e microRNA
(miRNA) de uma célula para outra pode ser mediada por VEs (VALADI et al.
2007). Estes RNAs s&do mediadores importantes na transferéncia de
resisténcia a drogas a células sensiveis. Exossomos secretados por células
de leucemia mieldide cronica resistentes ao imatinib mediaram a
transferéncia horizontal de resisténcia a drogas através do miR-365 (MIN et
al. 2017). Em células de sarcoma sinovial a transferéncia do miR-761

mediada por VEs de células resistentes a pazopanibe para célula sensiveis
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sugere que o miR-761 esteja relacionado a quimiorresisténcia (SHIOZAWA
et al. 2018).

Desta forma, considera-se o potencial de transferéncia horizontal de
mediadores de quimioresisténcia de células resistentes (células doadoras)
para células sensiveis (células receptoras) como um mecanismo importante

de aquisicdo do fendtipo de quimioresisténcia (SOUSA et al. 2015) (Figura

8).
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Fonte: SOUSA et al. (2015)
Figura 8 - Transferéncia de quimioresisténcia mediada por VES: Principais

mecanismos de transferéncia intercelular de resisténcia a quimioterapicos mediada por VEs.
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1.7.3 Mecanismos de quimioresisténcia associados a VEs em tumores
gastricos

A presenca de marcadores de resposta a QT em VEs de tumores
gastricos ainda é pouco explorada. Um estudo mostrou que VEs liberadas
de células tronco mesenquimais aumentam a resisténcia de células de
tumores gastricos a 5-FU, um efeito mediado pela sinalizagdo da via CaMKs
/Raf/MEK/ERK por estas vesiculas (JI et al. 2015). Por sua vez, a proteina
CD97 presente em exossomos promove proliferagdo e invasao de células
gastricas (LI C et al. 2015). Além disso, exosomos secretados de tumores
gastricos contem o RNA ndo codificador LINC00152 que pode representar
um potencial marcador para diagnéstico precoce nestes tumores (LI Q et al.
2015). Finalmente, miRNAs presentes em exosomos do fluido de lavagens
do peritbnio foram ainda apontados como biomarcadores de prognostico
para metastase peritonial (TOKUHISA et al. 2015).

Pacientes com tumores gastricos tratados com 5-FU em esquema de
neoadjuvancia ou de adjuvéncia podem apresentar, em algum momento,
resisténcia a QT mesmo que tenham apresentado inicialmente resposta a
droga. Portanto, a identificagdo de mecanismos associados a
quimioresisténcia a 5-FU bem como de biomarcadores presentes em VEs
para esta condi¢cao, sdo de potencial importancia para a conduta terapéutica

a ser tomada para estes pacientes.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Identificar marcadores moleculares de resisténcia a QT presentes em
vesiculas extracelulares secretadas por linhagens humanas de céncer

gastrico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Gerar linhagens de células de tumor gastrico humano resistentes ao
tratamento com o quimioterapico 5-fluorouracil derivadas da linhagem
AGS;

. Isolar, quantificar e caracterizar VEs secretadas pela linhagem celular
AGS resistente a 5-FU e compara-las com as parentais AGS
sensiveis a este quimioterapico.

. Avaliar a capacidade das VEs derivadas de células de tumor gastrico
resistentes a QT em transferir esse fendtipo a células parentais.

. Comparar o conteudo proteico das VEs de células parentais e
resistentes a 5-FU usando técnica de protedmica e identificar

possiveis candidatos a biomarcadores de resisténcia a 5-FU.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LINHAGENS CELULARES E QUIMIOTERAPICO

Para o desenvolvimento dos experimentos in vifro deste projeto,
foram utilizadas células da linhagem de cancer gastrico humano AGS
(ATCC® CRL-1739™), adquirida junto ao centro de recursos biolégicos
ATCC® (American Type Culture Collection). Essas células foram cultivadas
em meio de cultura F-12K Nutrient Mixture, Kaighn's Modification (1x), liquid
(Thermo Fisher Scientific n° de catalogo: 21127022), na presencga de 10% de
Soro Fetal Bovino (SFB) (Invitrogen — Life Technologies - n° de catalogo:
12657029). O meio de cultura utilizado recebeu a adicdo de 0,2mg/mL de
Garamicina (Hipolabor). As culturas celulares foram mantidas em estufa a
37°C e 5% de CO, em garrafas de cultura celular da marca Corning® de
25cm? (n° de catalogo: 3055), 75cm? (n° de catalogo: 3275), ou 162cm? (n°
de catalogo: 3150). O meio de cultura era renovado de trés em trés dias, as
células eram repicadas sempre que a confluéncia alcangcava os 90%, sendo
que, para isso, foi usado PBS (Phosphate-buffered saline) (PBS 1x= NaCl
137mM, KCI 2,7mM, NazHPO4 10mM, KH,PO4 1,8mM e H,O MiliQ) ou PBS
contendo EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) (0,2g de EDTA para 1L
de PBS 1x) para lavar as células e tripsina 0,2% (Instituto Adolfo Lutz) para

desprender as células do recipiente de cultivo.
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O quimioterapico 5-fluorouracil (Sigma, n° de catalogo 51-21-8) foi

usado para gerar as linhagens celulares resistentes.

3.2 PADRONIZAGAO DAS DOSES DE QUIMIOTERAPICO

Células AGS foram plaqueadas na densidade de 2,5x10* células em 6
(seis) placas p35, mantidas em cultura com o meio de cultivo completo
descrito acima. Ao atingirem 75-80% de confluéncia, as células foram
tratadas com 5-FU nas doses de 10uM, 50uM, 100uM e 200uM. Ainda, uma
placa controle foi mantida somente com meio completo e outra foi tratada
com o diluente do quimioterapico [DMSO (Sigma; 1:400)]. As células foram
mantidas nas mesmas condi¢cdes descritas por seis dias, de forma que o
meio foi apenas renovado na metade deste periodo. Ao final deste periodo,

as células foram contadas na camara de Neubauer.

3.3 GERAGAO DE LINHAGENS DE CELULAS AGS

RESISTENTES AOS QUIMIOTERAPICOS 5-FLUOROURACIL (5-FU)

O experimento de padronizagcao das doses de quimioterapico 5-FU
permitiu selecionar a dose de 10uM para iniciar o processo para gerar uma
célula resistente. As células foram plaqueadas na densidade de 1,8x10°
células em trés placas de 100 mm (p100) e mantidas com 5mL de meio
completo até atingirem 80% de confluéncia. Apds confluir, as placas foram

lavadas trés vezes com PBS e foram adicionados 5mL de meio completo
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contendo 10uM de 5-FU, 5SmL de meio completo contendo DMSO ou
somente 5SmL de meio completo (controles). As células foram mantidas nas
mesmas condigdes descritas por seis dias, o0 meio de cultivo celular
contendo o quimioterapico foi entdo substituido no terceiro dia. Apds este
periodo de seis dias em que as células foram mantidas em 10uM de 5-FU, a
concentracdo de 5-FU foi aumentada para 20uM na condi¢cdo tratamento
seguindo os mesmos procedimentos citados anteriormente. Uma vez que as
condi¢des, controle e DMSO, possuem uma taxa de proliferagcdo normal,
sempre que necessario ao atingirem a confluéncia, as células destes grupos
foram passadas para placas novas, de forma que a concentragcdo de DMSO
foi sempre a mesma que a presente na condicdo contendo quimioterapico. A
partir desta periodo, a concentracédo de 5-FU foi aumentada a cada 48 horas
para 30uM, 40uM e 50uM. O esquema ilustrando o protocolo experimental
pode ser encontrado na Figura 9A. Depois de 24 horas as células foram
coradas com Trypan Blue e contadas na camara de Neubauer. De modo a
manter a pressao seletiva, as células que resistiram ao tratamento foram
selecionadas e mantidas em cultura por 6 meses na presenca de

quimioterapico.

3.4 AVALIAGAO DA VIABILIDADE CELULAR

Para avaliar a viabilidade celular das linhagens AGS e rAGS_FU foi
utilizado o ensaio de MTT. As linhagens foram plagueadas em placas de 96

wells na densidade de 7,5x10° overnight e no dia seguinte foram tratadas
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com diferentes concentracdes de 5-FU. No 5° dia o meio com quimioterapico
foi removido, 20uL de 5mg/mL de MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide) (Sigma, catalogo M5655) diluido em meio
de cultura foram adicionados em cada well, incluindo uma condigcdo com
MTT sem células (controle). Todo procedimento foi feito assepticamente.
Apos incubacgao por 3,5 horas em estufa a 37°C e 5% de CO2, o meio foi
cuidadosamente coletado e 150uL de MTT solvente (4mM HCI, 0.1% Nondet
P-40 (NP40) em isopropanol) foram adicionados. A placa foi, entdo, coberta
com papel aluminio e as células foram agitadas no shaker por 15 min, a
absorbancia foi lida a 590nM com filtro de referéncia de 620nm no
equipamento POLARIS/Modelo: EE — Leitor de microplacas. Foi calculada a
média de absorbancia de todos os testes, inclusive do branco e dos
controles e, posteriormente, foi subtraida a média da absorbancia do branco
de todos os testes, inclusive do controle. O valor obtido pela subtragcdo da
meédia dos controles pela média dos brancos foi considerado como 100% de
células viaveis. Para os demais testes, foi feito uma regra de trés (utilizar o
valor obtido pela subtragdo da média dos testes pela média do controle)

para obter o percentual de células viaveis.

3.5 PROLIFERAGAO CELULAR

Para avaliar a capacidade de proliferacdo da célula AGS e rAGS_FU,
em 12 dias, foram plaqueadas 2,5x10* em placas de 35mm em duplicatas.

No segundo dia, carenciadas por 24 horas e mantidas em 10uM de 5-FU. O
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meio com quimioterapico foi trocado de trés em 3 dias e as células foram
tripsinizadas, coradas com Trypan blue e contadas em camara de Neubauer

a cada 48 horas.

3.6 QUANTIFICAGAO DA PROLIFERAGAO CELULAR

Foram plaqueadas 10* células de cada condicdo por poco de uma
placa de 96-wells em ftriplicatas. Apds o tempo para as células aderirem
(overnight), as mesmas foram carenciadas por 32 horas. O ensaio seguiu 0
protocolo do BrdU Cell Proliferation Assay kit (Cell Signaling - catalogo
6813S) conforme descrito a seguir. Foi adicionado aos pogos com células
solugédo de BrdU 10x em uma concentragao final de 1x, e entdo as células
foram incubadas por 12 horas na estufa. As células foram fixadas por 30
minutos, depois foi adicionado o anticorpo primario (anti-BrdU) por uma hora
em TA. ApOs trés lavagens com wash buffer, foi adicionado o anticorpo
secundario (HRP-conjugated secondary antibody) e as células incubadas
por 30 minutos, sendo na sequéncia lavadas por mais trés vezes. Foi entdo
adicionado 100uL da solugdo TMB e apdés 30 minutos adicionado a Stop
Solution. A absorbéncia foi lida a 450nm no equipamento iMarkTM

Microplate Reader (Bio-Rad®).
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3.7 FORMAGAO DE COLONIA

Para avaliar a capacidade de formac&o de coldnias, 3,5x10% células
AGS e rAGS_FU foram plaqueadas em placas de 35 mm em duplicatas. Na
presenga ou auséncia do quimioterapico o meio com quimioterapico (10uM)
foi trocado de trés em trés dias. Depois de 10 dias as coldnias foram fixadas
por 15 minutos com metanol e coradas com hematoxilina por 1 hora a

temperatura ambiente, posteriormente as col6nias foram contadas.

3.8 ISOLAMENTO E QUANTIFICAGAO DAS VESICULAS

EXTRACELULARES

Células AGS e rAGS_FU, quando confluentes, foram lavadas trés
vezes com PBS e cultivadas por 48 horas em meio sem SFB. O meio
condicionado total (MCT) foi coletado e pré-centrifugado trés vezes para
remogado de debris celulares (300x g por 10 minutos, 2.000x g por 10
minutos e 10.000x g por 30 minutos, a 4°C) (Centrifuge 5804R -
Eppendorf®). A obtengdo das VEs se deu por ultracentrifugagdo a
100.000xg por 2 horas com o rotor SW28 a 4°C, ultracentrifuga (Optima XE-
90 Ultracentrifuge - Beckman-Coulter). O pellet foi ressuspendido em DPBS
(Dulbecco's phosphate-buffered saline) (1X) (Gibco catalogo 14190-144)
para ser lavado, e na sequéncia centrifugado novamente a 100.000x g por 2
horas, a 4°C (THERY et al. 2006). Para avaliar a concentragdo e o tamanho

das particulas isoladas, o pellet de VEs foi ressuspendido em 1000uL de
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PBS filtrado e estéril, o qual foi analisado usando o equipamento
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) (Nanosight LM10, acoplado a uma
camera CCD e um laser emitindo um raio de 60-mW com comprimento de
onda de 405-nm - Nanosight Ltda., Wiltshire, Inglaterra). A aquisicdo foi
realizada em trés videos de 60 segundos cada. A quantificagdo do numero
de VEs secretadas por cada tipo celular avaliado foi feita de forma relativa
ao numero de células presentes em cultura no momento da coleta do meio

condicionado total.

3.9 TRANSFERENCIA DO FENOTIPO DE RESISTENCIA A

QUIMIOTERAPIA POR VESICULAS EXTRACELULARES

Foram cultivadas 5x10° células de cada linhagem AGS e rAGS_FU
em frascos de cultura de 162 cm? até atingirem confluéncia de 70-80%,
qgquando foram carenciadas por 48 horas e em paralelo foram plaqueadas
2,5x10° células AGS em placas de 60 mm (Corning® - n° de catalogo:
430166). Apos esse periodo de 48h de carenciameto o meio condicionado
total foi extraido e as VEs isoladas por ultracentrifugagado conforme protocolo
previamente descrito. O pellet de VEs foi ressuspendido em 100uL de DPBS
estéril, e uma aliquota de 10% foi utilizada para quantificagdo no NTA. A
mesma quantidade de VEs (1,15x10° vesiculas) das células AGS e
rAGS_FU, foram usadas para tratar as células AGS aderidas em placas de

60 mm. Apos 36 horas de tratamento com VEs, as células foram tratadas
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por 72 horas com 5-FU. Apds esse tratamento as células foram

tripsinizadas, coradas com Trypan blue e contadas em cadmara de Neubauer.

3.10 INIBIGAO DA TRANSFERENCIA DO FENOTIPO DE

RESISTENCIA A QUIMIOTERAPIA

O experimento descrito no item anterior foi repetido para inclusao de
um grupo experimental em que a heparina foi utilizada para bloquear a
captagao de vesiculas extracelulares pela célula AGS. Uma condi¢gao das
células AGS aderidas em placas 60 mm foi tratada com 20ug/mL de
heparina por 30 minutos antes do tratamento com VEs (ATAI et al. 2013), a
mesma quantidade de VEs (1,15x10° vesiculas) das células AGS e
rAGS_FU, foram usadas para tratar as células AGS aderidas em placas 60
mm. Apos 36 horas de pré-tratamento com VEs, as células foram
submetidas a um novo tratamento por 72 horas com 5-FU. Apds esse
tratamento as células foram tripsinizadas, coradas com Trypan blue e

contadas em camara de Neubauer.

3.11 QUANTIFICAGAO DA INVASAO CELULAR

Para avaliar o efeito de VEs na invasao celular, VEs foram isoladas
de acordo com o protocolo descrito acima. Foram plaqueadas 5x10* células
de cada linhagem que apds confluirem foram tratadas com 1,15x10°

vesiculas por 36 horas. Camara transwell (Corning® - n° de catalogo: 3422)
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com 6,5 mm de didmetro e poros de 8 DPBS foram tratadas com matrigel
(200ug/ml; BD Matrigel Matrix High Concentration - BD Biosciences). Células
AGS e rAGS_FU foram carenciadas por 24 horas e posteriormente 5x10*
células AGS e rAGS_FU foram incubadas na parte superior da camara por
12 horas, sendo que depois desse tempo as mesmas invadiram o matrigel
em duas condi¢gdes com e sem adicdo de 10% de SFB na parte inferior da
camara, como atrativo para a invasao celular. Depois as células foram
fixadas com PFA 4% e coradas com DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride - Sigma n° de catalogo: 32670), diluido 1:500. As células
localizadas na parte de cima da camara foram removidas com cotonetes.
Imagens das células que invadiram a membrana porosa foram capturadas
no microscopio Nikon Eclipse (TE2000-U) com a objetiva 10X, e analisadas

no programa ImageJ.

3.12 FORMAGAO DE COLONIAS MEDIADA POR VES

Para avaliar a capacidade de formacéo de col6nias foram plaqueadas
em placas de 35mm 3,5x10? células AGS previamente tratadas por 36 horas
com 1,15x10° vesiculas dela mesma e da célula resistente. O meio foi
trocado de trés em trés dias. Depois de 10 dias as colbnias foram fixadas
por 15 minutos com metanol, coradas com hematoxilina por 1 hora a

temperatura ambiente e posteriormente as colénias foram contadas.
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3.13 AVALICAO DA TRANSFERENCIA DO FENOTIPO DE

RESISTENCIA APOS 14 DIAS DE TRATAMENTO COM VEs

Para avaliar a viabilidade celular das linhagens foi utilizado o método
de MTT. Células AGS aderidas em placas de 60 mm foram tratadas com
1,15 x 10° vesiculas dela mesma e com VEs secretadas pela célula
resistente. Apds 36 horas de tratamento com VEs, as células foram entao
lavadas com PBS e mantidas em cultura por 14 dias. Em seguida as
linhagens foram plaqueadas em placas de 96 wells na densidade de 7,5x10°
overnight, no dia seguinte foram tratadas com a concetragdo de 200uM de 5-
FU por 72h; em seguida o meio com quimioterapico foi removido, 20uL de
5mg/mL de MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
bromide) (Sigma, catalogo M5655) diluido em meio de cultura foram
adicionados em cada poc¢o incluindo uma condicdo com MTT sem células
(controle) todo procedimento foi feito assepticamente. Apds incubagéo por
3,5 horas em estufa a 37°C e 5% de CO,, o meio foi cuidadosamente
coletado e 150uL de MTT solvente (4 mM HCI, 0.1% Nondet P-40 (NP40)
em isopropanol) foram adicionados. A placa foi, entdo, coberta com papel
aluminio e as células foram agitadas no shaker por 15 minutos, a
absorbancia foi lida a 590nM com filtro de referéncia de 620nm no
equipamento POLARIS/Modelo: EE — Leitor de microplacas. Foi calculada a
média de absorbancia de todos os testes, inclusive do branco e dos
controles e posteriormente, foi subtraida a média da absorbancia do branco

de todos os testes, inclusive do controle. O valor obtido pela subtragcdo da
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meédia dos controles pela média dos brancos foi considerado como 100% de
células viaveis. Para os demais testes, foi feito uma regra de trés (utilizar o
valor obtido pela subtragdo da média dos testes pela média do controle)

para obtencio do percentual de células viaveis.

3.14 REVERSAO DO FENOTIPO DE RESISTENCIA MEDIADO

POR VEs DE CELULA SENSIVEL

Para avaliar se VEs derivadas de células sensiveis sdo capazes de
reverter o fendtipo de resisténcia, foi avaliada a viabilidade celular das
linhagens rAGS_FU previamente tratadas com VEs derivadas da linhagem
sensivel, utilizando o método de MTT. Células rAGS_FU aderidas em placas
de 60mm foram tratadas com 1,15x10° vesiculas secretadas pelas células
AGS. Apo6s 36 horas de tratamento com VEs, as células foram entdo lavadas
com PBS, em seguida as linhagens foram plaqueadas em placas de 96 wells
na densidade de 7,5x10° overnight, no dia seguinte foram tratadas com a

concetracédo de 200uM de 5-FU por 72h.

3.15 ENSAIO DE WESTERN BLOTTING

Os extratos celulares foram feitos usando o tampdo RIPA
(Radioimmunoprecipitation assay buffer) (50mM Tris-HCL [pH 7,4], 150mM
NaCl, 1% NP40, 0,5% deoxicolato de sédio, e 1mM de EDTA) com inibidor

de protease [10x] - (Halt™ Protease Inhibitor Cocktail- [100X] - Thermo
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ScientificTM - n° de catalogo: 78430). A quantificacdo de proteina das
amostras foi realizada usando o método de Bradford (colorimetric protein
assay). Em uma placa 96-wells, flat bottom (Corning® - n° de catalogo:
CLS3997) foi preparada uma curva de diluicdo da proteina BSA (Bovine
serum albumin) com 0,5; 1; 1,5; 2; e 2,5 ug/pL em 200uL do corante (Protein
Assay Dye Reagent Concentrate - n° de catalogo:500-0006 - Bio-Rad®)
diluido 1:4. Cada amostra foi quantificada em duplicata, sendo utilizado 1uL
de cada amostra por pogo. A absorbancia foi lida em comprimento de onda
de 595nm no equipamento iMarkTM Microplate Reader (Bio-Rad®). Apos
quantificacdo, as amostras foram preparadas com tampao redutor 4x
(2,46mL de H20 MiliQ, 2,5mL de TrisHCI 1M pH 6,8, 10mL de SDS [sodium
dodecyl sulfate] 10%, 4,6mL de glicerol, 40uL de EDTA 0,5M pH 8,5, 1mL de
B-mercapto etanol, e 4 mg de bromofenol blue [preparado em capela]). A
eletroforese foi realizada em gel de acrilamida, 8%, 10% ou 14%,
dependendo do tamanho da proteina a ser analisada (gel 8%: 3,6mL de
dH20, 3mL de lower buffer [Tris 181,5g, SDS 4g, pH 8,8 acertado com HCI
ou NaOH], 2,4mL de acrilamida 30% [300g acrilamida, 8,2g NN Metileno, 1L
H.O MiliQ], 50uL de APS 10% [Ammonium persulfate][5g APS em 50mL
H,O MiliQ], e 25uL de Temed [N, N, N',N'-Tetrametiletiienodiamina - n° de
catalogo: T9281 - Sigma); gel 10%: 3mL de dH,O, 3mL de lower buffer, 3mL
de acrilamida, 50uL de APS, e 25uL de Temed; e gel 14%: 1,8mL de dH-0,
3mL de lower buffer, 4,2mL de acrilamida, 50uL de APS, e 25uL de Temed).
O gel stacking contém 3mL de dH>0, 1,25mL de upper buffer (Tris 60,5g,

SDS 4q, pH 6,8 acertado com HCI ou NaOH), 625uL de acrilamida, 25uL de
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APS e 10pL de Temed). O tampé&o utilizado para a eletroforese foi o running
buffer 1x (Diluir o Stock 10x em H,O MiliQ para 1x [running buffer 10x: Tris
30,349, glicina 144g, SDS 10g, em 1L de H>O MiliQ]). Foi aplicado no gel 3uL
de peso molecular (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards n° de
1610374). A eletroforese foi realizada por 20 minutos com 75V, e depois até
o final com 120V (Fonte utilizada: PowerPac™ HC High-Current Power
Supply - Bio-Rad®). A transferéncia utilizou a mesma fonte, por 1 hora a
100V, utilizando membrana de nitricelulose 0,45um (Nitrocellulose Blotting
Membrane, n° de catalogo: 10600016 - AmershamTM ProtranTM - GE
Healthcare, Life Science). O tampdo de transferéncia utilizado contém
700mL de dH20, 200mL de Metanol (n°® de catalogo: 32213 - Sigma) e
100mL de running buffer 10x. Os anticorpos usados nos ensaios de Western
Blotting foram: anti-p44/42 MAPK (Erk1/2) - Rabbit Polyclonal [n°® de
catalogo: 9102 - Cell Signaling®], na concentragcado de 1:1000; anti-Fscn1 -
Rabbit [n°® de catalogo: HPA005723 - Sigma Aldrich] na concentragdo de
1:1000, anti-PDIA3- Rabbit [n° de catalogo: HPA003230 - Sigma Aldrich] na
concentracédo de 1:1000, anti-SOD1 - Rabbit [n°® de catalogo: SAB5200083 -
Sigma Aldrich] na concentragdo de 1:1000, anti-elF2a - Rabbit [n° de
catalogo: 9722S - Cell Signaling] na concentracdo de 1:1000. anti-Flotillin
antibody [n°® de catalogo: AB9292 - Millipore®] na diluicdo de 1:2000. Os
anticorpos foram diluidos em leite (Molico®) 5% com TBST (Tris-buffered
saline + Tween 20), ou em BSA 5% (Bovine Serum Albumin) com TBST, e
incubados overnight a 4°C. Os anticorpos secundarios utilizados foram:

Mouse IgG HRP Linked Whole Ab (GE Healthcare - n° de catalogo: NA931)
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and Rabbit IgG HRP Linked Whole Ab (GE Healthcare - n° de catalogo:
NA934), ambos na concentragdo de 1:2000 e incubados por 1 hora em
temperatura ambiente. As membranas foram reveladas usando o kit de
substrato de peroxidase ECL (Enhanced chemiluminescence) (Pierce™ ECL
Western Blotting Substrate - Thermo Scientific - n°® de catalogo: 32209), e as
imagens  adquiridas no  equipamento de  documentagdo de
quimiluminescéncia UVITEC (Imaging System: Alliance Mini 4 16.08a -

Cambridge - UK).

3.16 IMUNOFLORESCENCIA

As células AGS e rAGS_FU foram submetidas a marcagéo por
imunofluorescéncia para timidilato sintase. As células foram plagueadas em
laminulas de vidro na densidade de 3,5x10%. Apds confluirem, foram entdo
lavadas trés vezes com PBS, fixadas com paraformaldeido 4% sem metanol
por 20 minutos, lavadas novamente trés vezes com PBS e permeabilizadas
com Triton 0,5% por 5 minutos, e bloqueadas com BSA 5% (em PBS)
durante 1 hora em temperatura ambiente. As células foram entdo incubadas
com os anticorpos Anti-Thymidylate Synthase antibody (n° de catalogo:
SAB5500186 - Sigma, overnight a 4°C. Apds este periodo, as células foram
lavadas trés vezes com PBS e incubadas com o anticorpo secundario Alexa
Fluor 488 anti-camundongo e com o marcador nuclear Drag5 (n° de catalogo

4084 - Cell Signaling) por uma hora a temperatura ambiente e no escuro.
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Apos lavar trés vezes com PBS, as laminulas foram montadas em Iaminas e

analisadas em microscopio confocal TCS SP5 Il (Leica).

3.17 ANALISE PROTEOMICA

A analise protedmica foi realizada por espectrometria de massa, na
Universidade de Campinas (UNICAMP, Campinas-SP-Brasil), sob
coordenagcdo do Dr. Daniel Martins, através de uma colaboragéo
institucional. Foram realizadas analises das linhagens celulares AGS,

rAGS_FU e as VEs que elas secretam.

3.17.1 Extracao de proteinas

As proteinas foram extraidas apds ressuspencado dos pellets de
células e VEs em 50ul de tampéo de lise contendo: 6M de ureia (PlusOne
Urea; GE, n° de catalogo: 17-1319-01), 2 M tiorea (PlusOne Thiourea; GE, n°
de catalogo: RPN6301, 10 mM de ditiotreitol (DTT) (PlusOne DTT; GE, n° de
catalogo: 17-1318-02), inibidores de protease e fosfatase (cOmplete ULTRA,;
Roche, n° de catalogo: 05 892 970 001) (c-Omplet e Phostop — Roche), 0.1
mM pervanadato de sodio (Sigma, n°® de catalogo:S6508) — contendo ou nao
0.4 AU ou 1:100 de LYs-C. As amostras foram vortexadas cuidadosamente
e incubadas por 2h a 37°C. Apds incubagao, a amostra foi diluida dez vezes
com 20mM de TEAB (Triethylammonium bicarbonato buffer) (Sigma, ¢ n° de
catdlogo: T7408), pH 7.5 e sonicadas. Em seguida, as amostras foram

alquiladas com 20mM de iodoacetamida (GE catalogo RPN6302) (50uL de
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200mM de iodoacetamida em 20mM de TEAB) e incubadas 20min no escuro

em temperatura ambiente.

3.17.2 Digestao das amostras

As amostras foram digeridas em 10uL de tripsina kit Sequencing
Grade Modified Trypsin ( n° de catalogo: V5117, Promega) para VEs e 20uL
para células (enzima para razédo do substrato 1:50 — 2% de tripsina; 1 ou 2
ug de enzima) por 16horas a 37°C. Apds incubagao, adicionamos 5% de
acido formico as amostras por 5 minutos em temperatura ambiente para
parar a reagao da tripsina. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas

por 45min a 14.000xg para remover a camada de lipideos.

v' Dessalinizagdao/Concentracao dos peptideos

A dessalinizagéo foi feita em coluna HLB/RP, foi adicionado 0.1% TFA
[Acido trifluoroacético (Sigma, n° de catalogo: 3020310)] para diluir os
peptideos para aproximadamente 1mL de volume final em pH acido
(ajustado abaixo de 2.0). A coluna foi ativada com 1mL de metanol 100%,
posteriormente 1mL de 100% de acetonitrila. A coluna foi equilibrada 2X
com 20mL de 0,1% de TFA. A amostra foi carregada na coluna lentamente e
a porgao coletada foi injetada novamente na coluna. A coluna foi lavada 2X
com 2mL de 0.1% TFA. Os peptideos foram eluidos os com 1mL de 70%
ACN / 0,1% TFA. ApoOs secar as amostras no speed vacum, as mesmas
foram reconstituidas em 20mM de formiato de amonio. A concentracdo dos

peptideos foi quantificada no Qubit.
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3.17.3 Nanoflow nLC-MS/MS

As amostras foram previamente quantificadas usando o sistema de
quantificacédo fluorométrica Qubit (Thermo Fisher Scientific) e preparadas de
modo que a concentracéo final seja 0,5 ug / uL. As amostras foram injetadas
em duplicata num sistema ACQUITY UPLC M-Class (Waters Co) acoplado a
um espectrometro de massa Synapt G2-Si. Foram injetadas 0,5 ug de
amostra numa coluna HSST3 de 1,8 ym na qual um gradiente de 7% a 40%
de acetonitrila / agua contendo 0,1% de acido formico correu durante 95
minutos (células e VEs). A aquisicdo no espectrobmetro de massas foi
realizada com ionizagdo nanoESI em modo positivo, com aquisicdo do
HDMSE. A aquisicdo dos espectros de ions produtos foi feita na faixa de 50

a 2000 m/z.

3.17.4 Identificagcao de proteinas

A identificacdo e quantificacdo das amostras foram realizadas
utilizando o software Progenesis for Proteomics (Waters Co). Pesquisamos
no banco de dados ndo revisado Homo sapiens do UniProt (versdo
dezembro 2017). Os parametros de busca foram: Modificagdo fixa de
carboamidometilcisteina; Modificacdo variavel da oxidacdo da metionina;
Taxa de falsos positivos de 4% (FDR); para parédmetros de ion match
utilizamos minimo de 1 ion fragmento por peptideo, 3 ions fragmentos por
proteina € minimo de 1 peptideo por proteina; maximo de 2 erros de

clivagem.
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3.17.5 Analise de Bioinformatica para identificacdo de proteinas
significativas e enriquecimento de vias biolégicas

As analises aqui apresentadas foram realizadas com o auxilio do Dr.
Fabio Marchi. Os critérios estatisticos utilizados para a selegao de proteinas
significativas apdés a comparagao entre os grupos avaliados foi P < 0.05
(teste t de Student) e fold-change (FC) = 2 e < -2. Todos os p-valores
apresentados na analise foram corrigidos por Benjamini and Hochberg (BH)
para multiplos testes.

Todas as analises foram feitas utilizando o R (verséo 3.4.4, disponivel
em https://cran.r-project.org). O programa Ingenuity Pathway Analysis
(Ingenuity Systems Inc, Redwood City, CA, EUA) foi utilizado para a analise
in silico do enriquecimento biolégico das proteinas. Para isso sera utilizado o
Knowledge Base, que € o banco de dados proprio da empresa e possui
informagdes constantemente atualizadas. Esse banco de dados inclui
proteinas, substéncias endogenas, informagdes sobre diferentes espécies,
linhagens celulares e doengas. O enriquecimento € calculado pelo teste
exato de Fisher para determinar a probabilidade de que a associacido entre

0s genes e as fungdes bioldgicas ndo seja obtida ao acaso.
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5 RESULTADOS

51 GERAGAO DAS LINHAGENS RESISTENTES A 5-

FLUORORACIL

O primeiro objetivo desse trabalho gerar uma linhagem de células de
adenocarcinoma gastrico humano que fosse resistente ao tratamento
quimioterapico com 5-fluorouracil (5-FU). Assim, a partir da célula AGS
(ATCC® CRL-1739™) estabelecemos uma linhagem de tumor gastrico
resistente a 5-FU, submetendo a célula parental a um tratamento com
concentracdes crescentes de 10uM a 50uM por um periodo de 6 meses.
Este protocolo foi definido a partir de artigos da literatura e discussées com o
Dr. Bruce Zetter, da Universidade de Harvard, o qual tem larga experiéncia
com este tipo de abordagem experimental (PATEL et al. 2010).

Na Figura 9A esta um desenho esquematico do processo pelo qual foi
gerado a célula resistente denominada aqui rAGS_FU. As células AGS
foram plaqueadas na concentracdo 1,8x10° em placas de 100mm de
didametro, tratadas com aumento gradual da concentragdo de 5-FU de 10
MM a 50uM. As células que sobreviveram a este protocolo de tratamento
foram entdo mantidas em cultura com pressao seletiva em quimioterapico na
concentracdo de 10uM durante seis meses.

ApoOs os seis meses de tratamento, para confirmar a resisténcia da

célula gerada ao tratamento com 5-FU foi realizado um experimento de
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quimiossensibilidade dessas células. As células parental e resistente foram
entdo submetidas a diferentes concetracdes de 5-FU e sua viabilidade foi
avaliada depois de cinco dias de tratameto utilizando o ensaio de MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazio). Na Figura 9B temos a
representacao grafica de trés experimentos independentes com as amostras
em triplicata. Os resultados mostram que a linhagem gerada apresenta uma
resisténcia aumentada ao 5-FU quando comparada a linhagem parental

AGS quando submetidas a concentragdes até 800uM de 5-FU.
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Figura 9 - Geragdo de uma linhagem celular de adenocarcinoma gastrico

quimiorresistente. (A) Esquema mostrando o desenho experimental do ensaio de
geracdo da linhagem celular rAGS_FU onde 1,8x10° células AGS foram plaqueadas em
placas de 100mm de didmetro, tratadas com concentragbes crescentes de 5-FU (10uM,
20uM, 30uM, 40uM e 50uM). As células que sobreviveram ao tratamento foram mantidas
com 10uM do quimioterapico para manter a pressao seletiva. Este processo foi continuo por
aproximadamente seis meses e as células resistentes isoladas a partir deste tratamento
foram nomeadas rAGS_FU. (B) A viabilidade celular & um novo tratamento com 5-FU foi
determinada pelo ensaio de MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazio). As células
foram plaqueadas em placas de 96 Wells e tratadas com concentragbes crescentes de 5-FU
durante cinco dias. O grafico representa a percentagem de células viaveis normalizadas
pelo valor de absorbancia das células sem tratamento ajustado para 100%. Valores de
absorbancia obtidos apds o tratamento de cada linhagem com 5-FU representam valores
relativos comparados a linhagem equivalente sem tratamento. Os valores representaram a
média + SD da percentagem normalizada de células viaveis obtidas a partir de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. 400uM, 800uM *P < 0,05, Two-way
ANOVA (comparagdes multiplas de Sidak).
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Sabe-se que células resistentes a 5-FU apresentam expresséao
aumentada de timidilato sintase (TS), enzima alvo de inibicdo por 5-FU
(PETERS et al. 1995). A expressdo de TS foi analiada por
imunofluorescéncia em AGS e rAGS_FU. Na Figura 10 mostra uma
expressdo muito maior de TS nas células resistentes a 5-FU (Figura 10B) do
que nas células controle parentais (Figura 10A). Este resultado é mais uma
evidéncia da resisténcia a 5-FU das células rAGS-5-FU geradas a partir do

experimentos anteriores.

AGS rAGS_FU

Figura 10 - Imunofluorescéncia para timidilato sintase (TS). Células AGS (A)
e rAGS_FU (B) coradas com anticorpos anti-Thimidilato Sintase (verde), nucleos marcados
com Dragb (azul) e F-actina marcada com Rodamina-faloidina (vermelho). As imagens
foram obtidas com microscopio confocal TCS SP5 Il (Leica). (barra de escala = 50 ym).
Para avaliar o potencial proliferativo das duas linhagens celulares
AGS e rAGS_FU, estas foram plagueadas e mantidas por 12 dias na

presenca de 10uM de 5-FU. Na Figura 11A as células foram contadas a

cada 2 dias e o grafico representa a média de 3 experimentos
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independentes. Com esse resultado pudemos verificar que as células
resistentes rAGS_FU adquiriram um fendtipo mais proliferativo, com um
crescimento celular aumentado quando comparadas com as celulas
parentais mesmo na presenca do 5-FU. Ensaios de incorporagao de BrdU
mostrados na Figura 11B confirmam este dado. Células AGS e rAGS_FU
crescidas na auséncia ou na presenca de 200uM de 5-FU apresentam uma

maior proliferacdo quando comparadas as células parentais.
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Figura 11 - Proliferacdo celular de células AGS e rAGS_FU. A) O potencial
proliferativo das linhagens AGS e rAGS_FU foi avaliado na presenca de 10uM 5-FU durante
12 dias. O grafico representa a média + SEM normalizada da contagem de células,
determinada por trés experimentos independentes realizados em duplicata (*P <0,05), Two
way ANOVA. B) Incorporacao de BrdU em células AGS e rAGS_FU tratadas com 200uM de
5-FU. A média da absorbancia em células rAGS_FU esta representada por valores relativos
comparandos as células AGS. As barras de erro indicam a média da incorporagao de BrDU

+ SEM determinada por trés experimentos independentes; (P <0,05), One way ANOVA.
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Além de maior potencial proliferativo essas células foram capazes de
formar maior numero de colbnias em ensaios de eficiéncia de plaqueamento
(Figura 12). Na auséncia do quimioterapico as células rAGS_FU ja
apresentam uma maior eficiéncia de clonagem do que as AGS (Figura 12 A-
C), o que é exacerbado na presenga de 5-FU,onde a eficiéncia de clonagem
da célula AGS cai de 27% para 1%, e permanece inalterada para as células
rAGS_FU (Figura 12D). Além disso, as colbnias formadas pela célula
rAGS_FU s&o maiores do que aquelas das ceélulas AGS (Figura 12E). No
conjunto, estes dados confirmam a maior resisténcia a 5-FU da célula

rAGS_FU bem como sua maior capacidade proliferativa.
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Figura 12 - Eficiéncia de plaqueamento das linhagens AGS e rAGS_FU. As
células foram cultivadas em placas de 35mm de didmetro e tratadas ou ndo com com 5-FU
(10uM). (A) Imagem representativa das colbnias formadas por células AGS e rAGS_FU
apos fixagéo e coloragdo com hematoxilina. (B) contagem do numero de colénias de ambas
as células plaqueadas na auséncia e presenca de 5-FU (média + SD de 3 experimentos
independentes) (*P <0,05), One way ANOVA. (C) Eficiéncia de plaqgueamento (nimero de
células plaqueadas/numero de clones formados) para ambas as células na presenca e
auséncia de 5-FU. (D) Fotomicrografia em contraste de fase das células AGS e rAGS_FU.
Um total de 3,5x10° células foram plaqueadas e apds aderirem foram tratadas com o
quimioterapico (10uM). Imagens das mesmas coldnias foram adquiridas entre os dias 4 e 10
apés plaqueamento. No 10° dia foram fixadas e coradas com hematoxilina e em seguida

contadas. Barra de escala 20um, microscépio Nikon Eclipse TE2000-U.
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5.2 CARACTERIZAGAO DO NUMERO, TAMANHO E
CONCENTRAGAO DE VEs SECRETADAS PELAS CELULAS AGS

E rAGS_FU

VEs liberadas durante 48 horas pelas células AGS e rAGS_FU foram
isoladas e caracterizadas com o objetivo de determinar o efeito da
quimioresisténcia na quantidade e tamanho de VEs secretadas por estas
células. A analise destas VEs no Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)
mostra que as células rAGS_FU secretam 19,8x10® VEs/ml enquanto as
células AGS secretam 9,7x10% VEs/ml (Figura 13A). As VEs apresentam
tamanho entre 35 e 325nm e a distribuicdo do seu numero entre intervalos
de tamanho mostra que as células rAGS_FU secretam maior numero de
VEs de 85 a 175nm quando comparadas as AGS (Figura 13B). Entretanto,
quando os valores do numero de vesiculas sao relativizados é possivel
observar que a distribuicdo de vesiculas por tamanho é semelhante entre as
duas linhagens celulares (Figura 13C). Portanto, as células resistentes a 5-
FU, rAGS_FU secretam cerca de 2 vezes mais vesiculas que as parentais

mas estas se assemelham em tamanho.
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Figura 13 - Perfil das VEs secretadas pelas células AGS e rAGS_FU. Apos
48 horas de carenciamento, o MCT de células foi coletado e as VEs isoladas conforme
protocolo previamente descrito. (A) Concentragdo (E8 VEs/mL) de VEs secretadas por
células AGS e rAGS_FU, (média + SEM, n=5). (B) Concentragdo por tamanho (E8
particulas/mL) das VEs secretadas por células AGS e rAGS_FU (média + SEM, n=5). (C)
Valores relativos da concentragdo de VEs secretadas pelas linhagens AGS e rAGS_FU
distribuidas por tamanho (média + SEM, n=5).
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5.3 VESICULAS EXTRACELULARES SECRETADAS POR
CELULAS TrAGS FU TRANSFEREM O FENOTIPO DE
RESISTENCIA A 5-FU PARA CELULAS AGS

Em nosso modelo, procuramos analisar se VEs secretadas por
células resistentes (rAGS_FU) tem a capacidade de transmitir o fenotipo de
resisténcia a 5-FU as células sensiveis (AGS). Células AGS foram
plaqueadas e tratadas com VEs (dizer concentragdo) dela mesma ou com
VEs da célula rAGS_FU por 36 horas, seguidas pelo tratamento por 72
horas com 200uM de 5-FU. O desenho experimental esta representado na

Figura 14.
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Figura 14 - Esquema mostrando o desenho experimental do ensaio. VEs
secretadas pela célula AGS e rAGS_FU foram isoladas e usadas para tratar células AGS
por 36 horas. Apds esse periodo as células foram tratadas com 200uM de 5-FU para avaliar
viabilidade. Um segundo grupo de células AGS tratadas com EV de células AGS ou de
células rAGS_FU foi usado para avaliar a invasado e a formagao de colénias na auséncia e
presenga do 5-FU.
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A Figura 15A mostra que células AGS sem tratamento ou tratadas
com suas proprias vesiculas apresentam viabilidade diminuida para + 42 %
e = 34,3 % respectivamente quando tratadas com 5-FU. Entretanto, células
AGS tratadas com VEs de células rAGS-5FU mostram viabilidade de =+ 93,3
% apos o tratamento com 5-FU. Além disso, o tratamento com heparina, que
diminui a interacdo de VEs com a membrana celular (ATAI et al. 2013),
aboliu o efeito mediado pelas VEs de células rAGS_FU sobre células AGS.
Estes dados, apontam que as VEs de células resistentes a 5-FU sao
capazes de transferir este fenotipo a células parentais. Interessantemente,
quando células rAGS_FU sao tratadas com VEs de células AGS, o fendtipo
de resisténcia ao quimioterapico nao é revertido (Figura 15B). Sugerindo que
o fendtipo de resisténcia a 5-FU nao pode ser revertido.

Para avaliar se o fendtipo de resisténcia adquirida é permanente,
células AGS foram tratadas por 36 horas com VEs de rAGS_FU, e a seguir
lavadas e mantidas em meio fresco durante 14 dias. O resultado mostra que
mesmo apos este periodo na auséncia de VEs de células resistentes a 5-
FU, as células AGS tratadas com VEs de células rAGS_FU continuam
apresentando o fendtipo de resisténcia ao quimioterapico (Figura 15C).
Portanto, VEs de células resistentes a 5-FU sao capazes de transferir este
fendtipo de forma permanente, pelo menos pelos periodos de tempo

estudados neste modelo.
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54 VESICULAS EXTRACELULARES SECRETADAS POR
CELULAS rAGS_FU TRANSFEREM O FENOTIPO DE
CAPACIDADE DE FORMAGAO DE COLONIAS E DE INVASAO

PARA CELULAS AGS

Os ensaios mostrados na Figura 12 apontam que as células
resistentes a 5-FU, rAGS_FU, apresentam maior capacidade de formagao
de colbnias do que as células parentais AGS. Na tentativa de avaliar se este
fendtipo também poderia ser mediado por VEs, células AGS foram
previamente tratatadas com a mesma concentracdo de VEs de células AGS
ou rAGS_FU e mantidas em cultura por 10 dias (Figura 15D). O resultado
mostra que, células AGS aumentam seu potencial de formagao de colénias
quando tratadas com VEs de células rAGS_FU. Portanto, indicando que o
fendtipo relacionado a capacidade celular de formar colénias (eficiéncia de
clonagem) pode ser transferido através de VEs.

Estudos mostram que a capacidade de invasdo de linhagens
celulares de cancer gastrico pode estar associada a resisténcia a drogas
(SHI et al. 2018). Dessa forma, realizamos ensaios de invasdo celular em
matrigel na tentativa de comparar inicialmente este fendtipo em células AGS
e rAGS_FU. Nossos dados apontam que as células rAGS_FU apresentam
maior capacidade de invasdo do que as células AGS tanto quando o
experimento € realizado na auséncia ou presenca de soro. Entretanto como
era de se esperar a presenca de soro (10% SFB) aumenta a migracao de

ambas as células (Figura 16).
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A seguir avaliamos a capacidade das VEs de transferir também o
fendtipo de invasdo. O tratamento de células AGS com suas préprias
vesiculas ndo muda sua capacidade de invasdo, entretanto quando estas
células sdo tratadas com VEs de células rAGS _FU elas apresentam
aumento na capacidade de invasdo. O estimulo com soro aumenta
igualmente a capacidade de invasao das células (Figura 16).

Portanto este grupo de experimentos mostrados nas Figuras 13 a 16
aponta que VEs sao capazes de transferir o fendtipo de uma célula
resistente a 5-FU a células mais sensiveis. Além do fenétipo de resisténcia,
outros como capacidade de formacdo de colbnias e de invasido de uma

matrix de matrigel também podem ser transmitidos.
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Figura 15 - VEs secretadas por células resistentes a 5-FU transferem este fendtipo a células parentais sensiveis a este

quimioterapico. (A) Células AGS foram previamente tratadas por 36 horas com VEs secretadas por células AGS ou células rAGS_FU e
posteriormente tratadas com 200uM de 5-FU por 72 horas. No grupo controle a interagdo de VEs com as células foi bloqueada com 20ug /mL de
heparina. Graficos de barras representam valores relativos da porcentagem de células viaveis ao final do experimento, normalizada para 100%,
considerando a viabilidade das células AGS sem tratamento. Graficos de barras representam a média £ SD da percentagem normalizada de células
viaveis de trés experimentos independentes com amostras em triplicata, (*P <0,05), One way ANOVA. (B) Células rAGS_FU foram tratadas por 36
horas com VEs secretadas pela célula sensivel e posteriormente tratadas com 200uM 5-FU por 72h, Graficos de barras representam a média + SD
da percentagem normalizada de células viaveis de trés experimentos independentes com amostras em ftriplicata, (*P <0,05), One way ANOVA. (C).
Células AGS foram tratadas por 36 horas com VEs de rAGS_FU, lavadas e mantidas em cultura durante 14 dias. Células forma a seguir tratadas
com 200uM 5-FU por 72 horas. O grafico representa a percentagem de células viaveis, média + SD da percentagem normalizada de células viaveis
de trés experimentos independentes. (D) Células AGS foram tratadas durante 36 horas com VEs das células rAGS_FU. Em seguida, 3,5x10?
células foram semeadas em placas de 3 mm de didmetro e as coldnias formadas foram contadas apds dez dias. Valores representam a média do
nuamero de coldnias em dois experimentos independentes realizados em ftriplicata.
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Figura 16 - Ensaio de invasdo a matrigel por células AGS e rAGS_FU tratadas

ou ndo com VEs. Células AGS e rAGS_FU foram tratadas ou ndo com por 36 horas com
VEs secretadas pela célula AGS ou rAGS_FU e posteriormente tratadas com 200uM 5-FU por
72h. As células foram entdo lavadas e plaqueadas na presenca ou ndo de 10% FBS sob
matrigel. (A) Imagens das células que invadiram a membrana coberta por matrigel capturadas
no microscopio Nikon Eclipse (TE2000-U) e analisadas no programa ImageJl. Barra de escala
20um. (B) Gréficos de barras representam a média £+ SD do numero de células/campo que
invadiram o matrigel (n=3, em triplicata). *P <0,05, One way ANOVA. ANOVA (comparagdes
multiplas de Tukey).
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5.5 ANALISE PROTEOMICA DE CELULAS E VEs

Realizamos analises protebmicas das VEs secretadas e das células
secretoras com objetivo de identificar alteragées no perfil do proteoma pos-
resisténcia a 5-FU. Estas tiveram o objetivo de encontrar proteinas contidas em
VEs responsaveis ou envolvidas na transferéncia de resisténcia a quimioterapia
para células sensiveis e como isso se relacionava a alteragdo no perfil do
proteoma das células em comparacido as VEs. Para tanto, VEs das duas
linhagens AGS e rAGS_FU foram isoladas conforme o protocolo descrito

anteriormente. Na Figura 17 pode-se observar o desenho experimental.

ULTRACENTRIFUGATION

Figura 17 - Desenho experimental: ap6s 48 horas de carenciamento, o MCT

das células foi removido e as vesiculas isoladas por ultracentrifugacdo. O pellet

seco contendo as VEs ressuspenso, as VEs lisadas, as proteinas quantificada e a seguir

submetidas a analise protedmica por espectrometria de massa.
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Amostras de células e vesiculas foram avaliadas por espectrometria de
massas onde foram identificadas um total de 1.659 proteinas de células (AGS e
rAGS_FU) e 1.382 em VEs secretadas por estas células das quais 256 s&o
comuns entre os grupos (Figura 18A). A partir desse total, os grupos de células
AGS e rAGS_FU foram comparados e 309 proteinas diferencialmente
expressas foram identificadas, considerando os critérios estatisticos
estabelecidos na metodologia, as proteinas foram filtradas de acordo com os
valores de p (< 0,05) e descartamos proteinas identificadas por 2 peptideos
que apresentavam fold-changes acima de 10, considerando também o valor de
p para descarta-las. Destas, 153 proteinas apresentaram expressao
aumentada e 156 expressdo diminuida. As Top 68 com maior diferenga de
expressao deste grupo estdo apresentadas na Tabela 1. A mesma analise foi
feita com relagcdo as VEs com a comparacao entre VEs_AGS e VEs rAGS_FU
resultando em 66 proteinas diferencialmente expressas, sendo 26 com
expressdo aumentada e 40 com expressao diminuida). A lista destas proteinas

esta aprsentada na Tabela 2.
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Figura 18 - Anadlise protedbmica de células AGS e rAGS_FU de tumores

gastricos e VEs secretadas por estas células. (A) Diagrama mostrando um resumo
dos achados de protedmica: numero semelhante de proteinas totais exclusivas foi encontrado
em células AGS e rAGS_FU (1.659; 50.3%) comparadas ao numero total de proteinas
exclusivas de suas VEs- (1.382; 41.9%).Destas apenas 256 (7.8%) sédo proteinas comuns as
VEs (AGS e rAGS_FU) e células (AGS e rAGS_FU). (B) Um total de 309 proteinas
apresentaram diferenca de expressao na comparagédo entre células (AGS x rAGS_FU) das
quais 298 proteinas eram exclusivas destas células (AGS e rAGS_FU). Por sua vez, 66
proteinas apresentaram expresséo diferente entre as VEs (AGS x rAGS_FU). Um total de 11
proteinas sdo comuns entre células e VEs e apresentam diferengas entre os grupos AGS x
rAGS_FU.
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Tabela 1 - Top 68 proteinas com maior diferenca de expressido apods
comparagao entre as células rAGS_FU e AGS (34 proteinas com expresséo
aumentada e 34 proteinas com expressao diminuida).

Expressao aumentada

Proteina Nome da proteina P-valor FC
"FSCN1 Fascin OS 0,0106 2476 |
KIAA2026 | Uncharacterized protein KIAA2026 OS 0,0276 1217
LRRC8D Volume-regulated anion channel subunit LRRC8D OS 0,0051 10,26
(ZBP1 Z-DNA-binding protein 1 0S 0,0097 | 929
"GSE1 Genetic suppressor element 1 0S 0,0090 6.89
EIF4H Eukaryotic translation initiation factor 4H OS 0,0199 523
PPIA Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A OS 0,0049 517
"RERE Arginine-glutamic acid dipeptide repeats protein 0S 0,0438 5.11 |
PFN1 Profilin-1 0S 0,0048 408
ATIC Bifunctional purine biosynthesis protein PURH OS 0,0378 479
PRDX2 Peroxiredoxin-2 OS 0,0010 476
"LDHA [Hactate dehydrogenase A chain 0S 0,0097 467 |
"HSPO0AASP | Putative heat shock protein HSP 90-alpha A5 OS 0,0049 438
SOD1 Superoxide dismutase [Cu-Zn] OS 0,0076 433
TUBB4A Tubulin beta4A chain (Fragment) OS 0,0093 428
"HSPB1 Heat shock protein beta-1 0S 0,0096 417 |
"ELAVLA ELAV-like protein 1 0S 0,0205 4,09
TUBBS Tubulin beta-8 chain OS 0,0058 3,99
FASN Fatty acid synthase OS 0,0034 3,98
(S100A11 Protein S100-A11 OS 0,0210 3.03
PRAM1 PML-RARA-regulated adapter molecule 1 0S 0,0294 3,02
EZR Ezrin OS 0,0083 3,89
TUBB4B Tubulin beta-4B chain OS 0,0008 3,80
[FAM129B Niban-like protein 1 0S 0,0212 3.75 |
"GSN Gelsolin OS 0,0005 3.75 |
TUBB Tubulin beta chain OS 0,0024 3,69
TUBB3 Tubulin beta-3 chain OS 0,0025 3,66
[SYNJ1 Synaptojanin-1 0S 0,0355 3,57 |
[ TUBB2B Tubulin beta-2B chain 0S 0,0030 352 |
XPO1 Exportin-1 0S 0,0011 3,51
CFL1 Cofilin-1 0S 0,0107 3,51
'BCL2L13 Bcl-2-like protein 13 0S 0,0170 3,48
ACOT7 Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase OS 0,0099 3,44
SKIV2L Helicase SKI2W OS 0,0052 3,41
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“Expressao diminuida
[;Pmtoiu Nome da proteina P-valor FC
AP4 Cilia- and flagella-associated protein 47 OS 0,0253 -16,
R3HDM1 R3H domain-containing protein 1 OS 0,0261 -14 39
FKBP8 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP8 OS 0,0064 -11,20
"MPHOSPH10 | U3 small nucleolar nbonucleoprotein protein 0,0224 944 |
MPP10 OS
VPS13C Vacuolar protein sorting-associated protein 13¢ 0,0380 8,27
0S
SEPTO Septin-9 0S 0,0433 8,04
CLUH Clustered mitochondria protein homolog OS 0,0385 -7,46
CENPV Centromere protein V OS 0,0142 6,63
78 Coaguiation factor Vill 0OS 0,0061 543
AIMP2 Aminoacyl tRNA synthase complex-interacting 0,0167 6,23
multifunctional protein 2 OS
NPHP4 Nephrocystin-4 OS 0,0204 6,13
MPI Mannose-6-phosphate isomerase (Fragment) OS 0,0063 -6,00
MYO5C Unconventional myosin-vc 05 - 0,0052 5,02
APTX Aprataxin OS 0,0399 -4 .64
CADGB Androglobin 05 0,0236 448
PPA2 Inorganic pyrophosphatase 2, mitochondrial OS 0,0098 -4 44
KMT2B Histone-lysine N-methyltransferase 2B OS 0,0456 -4.21
KIAAD355 Uncharacterized protein KIAAD355 OS 0,0109 414
TNKS1BP1 182 kDa tankyrase-1-binding protein OS 0,0022 411
A Tumor-associated calcium signal transducer 2 0S | 0, -3,
ADD3 Gamma-adducin OS 0,0479 -3,65
TNRC18 g;mdeoﬁde repeat-containing gene 18 protein 0,0019 -3,54
PCK2 Phosphoenolpyruvate carboxykinase [GTP], 0,0118 -345
mitochondrial OS
POTEI POTE ankyrin domain family member | OS 0,0219 -3,43
KANK2 KN motif and ankyrin repeat domain-containing 0,0350 342 |
S potein20S — — —
LUCT7L2 Putative RNA-binding protein Luc7-like 2 OS 0,0260 -3,38
CCDC162P Coiled-coil domain-containing protein 162 OS 0,0150 -3,19
UQCRCA1 Cytochrome b-c1 complex subunit 1, 0,0173 -3,09
mitochondrial OS
SSBP1 Single-stranded DNA-binding protein, 0,0202 -3.04
mitochondrial OS
IFI30 Gamma-interferon-inducible lysosomal thiol 0,0261 -2,93
reductase OS
DMGDH Dimethyiglycine dehydrogenase, mitochondrial 0,0032 -2,88
0SS
CL1B Clathnin light chain B OS 0,0062 2,77 |
SKIV2L2 Superkiller viralicidic activity 2-like 2 OS 0,0007 -2,76
"HSPAQ Stress-70 protein, mitochondrial OS 0,0003 2,75
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Na Tabela 2 foram listadas as 66 proteinas com maior diferenca de
expressdo de acordo ao fold chnage apds comparagédo entre as VEs
secretadas por células rAGS FU e VEs AGS, sendo 26 proteinas com

expressao aumentada e 40 proteinas com expressao diminuida.

Tabela 2 - 66 proteinas com maior diferenca de expressao apds comparagao
entre as VEs das células rAGS_FU e AGS (26 proteinas com expresséo
aumentada e 40 proteinas com expressao diminuida).

Expressdo aumentada

Proteina Nome da proteina P-valor FC

ALPP Alkaline phosphatase, placental type OS 0,0074 65,24
CNTRL Centriolin OS 0,0026 29,93
MAP1B Microtubule-associated protein 1B OS 0,0139 24,64
HNRNPM Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M OS 0,0325 10,26
FSCN1 Fascin OS 0,0328 9,45
HIST1H1B Histone H1.5 OS 0,0097 8,38
CDCP1 CUB domain-containing protein 1 OS 0,0365 7,81
HIST1H1C Histone H1.2 OS 0,0302 6,91
FBXO2 F-box only protein 2 (Fragment) OS 0,0289 5,37
TMPRSS9 Transmembrane protease serine 9 OS 0,0065 5,21
HIST2H2AA3 Histone H2A type 2-A OS 0,0098 4,61
CCDC88B Coiled-coil domain-containing protein 88B OS 0,0166 4,49
PRPF3 U4/U6 small nuclear ribonucleoprotein Prp3 OS 0,0134 4,09
NCAPD3 Condensin-2 complex subunit D3 OS 0,0008 3,84
EPHA4 Ephrin type-A receptor 4 OS 0,0085 3,43
COLB8A1 Collagen alpha-1(VIIl) chain OS 0,0158 2,90
SH3KBP1 SH3 domain-containing kinase-binding protein 1 OS 0,0039 2,71
ALPI Intestinal-type alkaline phosphatase OS 0,0087 2,66
CAND1 Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1 OS 0,0308 2,59
USP34 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 34 OS 0,0439 2,54
PSMC4 26S protease regulatory subunit 6B OS 0,0275 2,38
S100A10 Protein S100-A10 OS 0,0222 2,34
TG Thyroglobulin OS 0,0037 2,25
GCC2 GRIP and coiled-coil domain-containing protein 2 OS 0,0067 2,18
CLIC4 Chloride intracellular channel protein 4 OS 0,0418 1,61
CCT7 T-complex protein 1 subunit eta OS 0,0196 1,29
CCT7 T-complex protein 1 subunit eta OS 0,0196 1,29
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Expressao diminuida

Proteina Nome da proteina P-valor FC

LGALS3BP Galectin-3-binding protein OS 0,0166 -13,49
PLA2G2A Phospholipase A2, membrane associated OS 0,0358 -12,91
C170rf78 Uncharacterized protein C170rf78 OS 0,0012 -12,90
C2orf47 Uncharacterized protein C20rf47, mitochondrial OS 0,0409 -6,27
LIPE Hormone-sensitive lipase OS 0,0173 -6,01
TCAF1 TRPM8 channel-associated factor 1 OS 0,0456 -5,91
VTN Vitronectin OS 0,0181 -5,84
SLC12A2 Solute carrier family 12 member 2 OS 0,0216 -5,43
EIF4A2 Eukaryotic initiation factor 4A-1l OS 0,0389 -3,11
HSPE1 10 kDa heat shock protein, mitochondrial OS 0,0146 -2,93
HSPD1 60 kDa heat shock protein, mitochondrial OS 0,0172 -2,87
CST1 Cystatin-SN OS 0,0206 -2,79
PDLIM1 PDZ and LIM domain protein 1 OS 0,0301 -2,64
HLA-C HLA class | histocompatibility antigen, Cw-16 alpha chain OS 0,0091 -2,54
TAF1A TATA box-binding protein-associated factor RNA polymerase 0,0177 -2,52

| subunit A OS

BRCA2 Breast cancer type 2 susceptibility protein OS 0,0185 -2,37
RPL10A 60S ribosomal protein L10a OS 0,0220 -2,37
PDIAG Protein disulfide-isomerase A6 OS 0,0050 -2,35
MIF Macrophage migration inhibitory factor OS 0,0348 -2,31
ACTN4 Alpha-actinin-4 OS 0,0148 -2,28
ADGB Androglobin OS 0,0021 -2,28
GMDS GDP-mannose 4,6 dehydratase OS 0,0220 -2,18
EPB41L1 Band 4.1-like protein 1 OS 0,0490 -2,12
GDI2 Rab GDP dissociation inhibitor beta OS 0,0135 -2,05
NAP1L1 Nucleosome assembly protein 1-like 1 (Fragment) OS 0,0095 -2,04
ATP2B4 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4 OS 0,0062 -1,89
RPS28 40S ribosomal protein S28 OS 0,0402 -1,88
DIP2B Disco-interacting protein 2 homolog B OS 0,0022 -1,85
GDI1 Rab GDP dissociation inhibitor alpha OS 0,0390 -1,83
ERP44 Endoplasmic reticulum resident protein 44 OS 0,0051 -1,69
FDXR NADPH:adrenodoxin oxidoreductase, mitochondrial OS 0,0376 -1,66
CORO1C Coronin OS 0,0069 -1,54
NME1-NME2 Nucleoside diphosphate kinase OS 0,0224 -1,52
SHMT2 Serine hydroxymethyltransferase, mitochondrial OS 0,0302 -1,48
PGK1 Phosphoglycerate kinase 1 OS 0,0051 -1,38
RPL32 60S ribosomal protein L32 (Fragment) OS 0,0169 -1,34
ITGAV Integrin alpha-V OS 0,0436 -1,34
RPL23 60S ribosomal protein L23 OS 0,0132 -1,26
ATP1A1 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 OS 0,0004 -1,21
ITGA6 Integrin alpha-6 OS 0,0329 -1,15
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Por sua vez, a comparagao entre os dois grupos de VEs (AGS e rAGS_FU)
mostrou 66 proteinas diferencialmente expressas. A comparagcdo entre as
proteinas diferenciamente expressas em condicdbes de sensibilidade e
resisténcia a 5-FU apontou que 11 delas estdo presentes tanto em células
como em VEs sendo que 7 proteinas foram identificadas com expressao
aumentada e 4 com expressao diminuida (Figura 18B). No Quadro 1 identifica
este grupo de proteinas.

Quadro 1 - Proteinas diferenciamente expressas nas condi¢des de resisténcia
x sensibilidade a 7-FU e comuns entre células e VEs

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M OS=Homo sapiens GN=HNRNPM PE=1 SV=3

Alpha-actinin-4 OS=Homo sapiens GN=ACTN4 PE=1 SV=2

Centriolin OS=Homo sapiens GN=CNTRL PE=1 SV=2

Protein disulfide-isomerase A6 OS=Homo sapiens GN=PDIA6 PE=1 SV=1
Androglobin OS=Homo sapiens GN=ADGB PE=2 SV=3

Rab GDP dissociation inhibitor beta OS=Homo sapiens GN=GDI2 PE=1 SV=2

60S ribosomal protein L23 OS=Homo sapiens GN=RPL23 PE=1 Sv=1

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 34 OS=Homo sapiens GN=USP34 PE=1 SV=2
Condensin-2 complex subunit D3 OS=Homo sapiens GN=NCAPD3 PE=1SV=2
Fascin OS=Homo sapiens GN=FSCN1 PE=1 SV=3

Protein S100-A10 OS=Homo sapiens GN=S100A10 PE=1 SV=2

A rede de interacdo proteina-proteina produzida com a ferramenta
NAViIGaTOR apontou diferentes processos biolégicos associados as proteinas
com aumento de expressdo (vermelho) e diminuicdo de expressao (verde) nas
células (Figura 19) (BROWN et al. 2009). Também é possivel observar a alta
conectividade de proteinas importantes para os processos, esta conectividade
tende a ser proporcional a importancia/correlacdo da proteina na via,
considerando as informagdes conhecidas hoje. Entre os processos biologicos
estdo a manutencdo do genoma, destino celular e organizagéo, tradugéo,

controle transcricional, transcrigdo, metabolismo, enderecamento de proteinas,
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metabolismo de aminoacidos, transporte e sensoriamento, estresse e defesa e

producéo de energia.
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Figura 19 - Rede de interacdo proteina-proteina em células. Os processos
biolégicos enriquecidos entre proteinas com expressdo aumentada (vermelho), proteinas com
expressdo diminuida (verde) e proteinas identificadas pelo banco de dados, mas que n&o
estavam presentes no presente estudo (cinza) estéo retratadas em uma rede através da jungéo

de proteinas envolvidas em cada processo formando um circulo

5.5.1 Enriquecimento das proteinas selecionadas em vias canénicas

Os resultados mostram que as proteinas com diferentes niveis de
expressao entre as células fazem parte de vias de sinalizagdo diferentes.
Proteinas com altos niveis de expressao identificadas em células rAGS_FU
comparadas as células parentais (AGS) estao envolvidas preferencialmente em
vias de sinalizagcdo de elF2, regulagdo da sinalizacdo de elF4 e p70S6K,

Glicdlise |, Gliconeogénese | e mTOR (Figura 20A). Foi observado ainda que



82

as VEs com expressdo aumentada secretadas por estas células (rAGS_FU)
comparadas as VEs das células AGS estao preferencialmente envolvidas na

via de sinalizagdo de granzima A (Figura 20B).
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Figura 20 — Enriquecimento em vias candnicas das proteinas com aumento e
diminuicdo da expressdo em células e VEs de células AGS em relagéo as
células e VEs rAGS_FU. As proteinas diferencialmente expressas, com p<0,05, entre as
células e VEs das duas linhagens foram analisadas no programa Ingenuity Pathway Analysis
(IPA). (A) Top 15 vias que as proteinas com aumento e diminuicdo da expressdo em células
rAGS_FU comparadas a parental AGS estdo envolvidas, ordenando a partir da via mais
significativa (da esquerda para a direita). (B) Lista das top 10 vias que as proteinas com
aumento e diminuicdo da expressdo em VEs de células rAGS_FU comparadas a VEs de
células parentais AGS estdo envolvidas, ordenando a partir da via mais significativa (da
esquerda para a direita). Em cada barra esta sinalizado verde (aumento de expresséo) ou
vermelho (diminuicdo de expresséo) a quantidade relativa de proteinas encontradas na analise
em relagdo a quantidade total de proteinas envolvidas na via com base nos bancos de dados
do IPA. A significancia estatistica foi demonstrada por -log(p-valor), conforme apresentado na
linha amarela.
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5.5.2 Ensaios de Western Blot para validagao da expressao de proteinas
selecionadas em vias candnicas

Com base nos achados de proteémica selecionamos para validagao por
WB as proteinas PDIA3, SOD1 e EiF2a nas linhagens AGS e rAGS_FU.
Observamos através da técnica de WB que essas proteinas estdo expressas
realmente nas células, e o nivel de expressao corrobora com os dados obtidos
na protedmica, onde foi achado que em células rAGS_FU a expressao das
proteinas PDIA3 esta diminuida, SOD1 e EIF2a aumentada, porém sem

diferenca estatistica significante em comparagao as células AGS (Figura 21).
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Figura 21 - Validagdo da Expressao das proteinas identificadas na analise

protedmica com diferente expressdo em células AGS e rAGS_FU. Foi preparado
o extrato celular de células AGS e rAGS_FU e as proteinas quantificadas através de WB. A
quantificacdo de proteinas foi realizada utilizando o programa /mageJ. O carregamento de
proteina total foi normalizado pela expressao da proteina ERK1/2, o grafico de barras
representa unidades arbitrarias da média normalizada da quantidade de proteina + SEM
determinada por mais de trés experimentos independentes. As proteinas avaliadas foram:
PDIA3 (A), SOD1 (B) e EiF2a (C). Teste t ndo pareado (*P <0,05).
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Um dos objetivos desse trabalho foi identificar potenciais marcadores
moleculares de resisténcia a quimioterapia e que possam ser carreados por
VEs secretadas pelas células resistentes. Para isso selecionamos como alvo a
proteina Fascina que, pelos ensaios de protedmica, apareceu altamente
expressa em células rAGS_FU (25 vezes mais expressa nestas do que nas
células AGS) e nas vesiculas por elas secretadas. Pela analise de protedmica
a expressdo de Fascina nas VEs de células rAGS_FU é cerca de 9 vezes
maior quando comparadas as VEs de células parentais AGS

Fascina € uma proteina aglutinante de actina com massa molecular de
55 a 58 kD associada com a motilidade celular (ONODERA et al. 2009). As
linhagens celulares AGS e rAGS_FU (Figura 22A) bem como suas VEs (Figura
22B) foram lisadas e submetidas a uma analise por WB. A analise de extratos
celulares de 4 experimentos independentes realizados em duplicata mostram
que nas condicdes experimentais nenhuma marcagdo para Fascina é
observada na célula parental AGS, enquanto a célula rAGS_FU apresenta alta
expressao desta proteina. O carreamento proteico total nestes experimentos foi
avaliado pela marcacédo para ERK1/2 (Figura 22A). Resultados semelhantes
quanto a expressao de Fascina foram observados em extratos de VEs, onde
aquelas secretadas pelas células rAGR_FU contem altas concentragdes de
Fascina enquanto nenhuma expressao foi observada nas Vs derivadas de
células parentais AGS. Para estes casos, a proteina flotilina foi usada como

marcador de VEs e controle de carregamento de proteina.



Exp 1

Fascin
55kDa

Erk1/2

AGS

rAGS_FU AGS rAGS_FU

Fascin
55kDa
Flotilin

86

EVs
rAGS FU

EVs
AGS

40kDa ~47 kDa

APRESENTACAD DE SL.

ICOES ANIMACOES

EXpZ Fascin - amaaar Al
55kDa — M

Erk1/2
40kDa ESENTACAO DE SUDE! REVISA

Exp3 Fascin N P S
55kDa sa N ey =5 b . 41 Al & N

Erk1/2
40kDa

Fascin
55kDa

Exp 4

Erk1/2
40kDa

Figura 22 - Validagdo da Expressao da proteina Fascina em células e VEs. (A)
Western blot para a proteina Fascina a partir de extratos das células AGS e rAGS_FU. A
enzima Erk1/2 foi usada como controle de carregamento total de proteinas. (B) As VEs de
células AGS e rAGS_FU foram isoladas, as proteinas precipitadas com TCA 15% e
quantificadas por Bradford. Ensaios de western blot foram realizados para a detecgdo da
expressdo de Fascin. Experimentos semelhantes foram realizados para avaliagdo da proteina
flotilina, que foi usada como marcador especifico de VEs além de controlre para o

carregamento total de proteina.

A grupo de experimentos apresentados neste estudo aponta a
capacidade de células de tumores gastricos resistentes ao tratamento com 5-
FU de secretarem VEs num volume cerca de 2,5 vezes maior que a célula
parental. Estas VEs sdo capazes de transferir o fendtipo de resisténcia ao

quimioterapico quando associam-se a células AGS. Além disso, os fendtipos de



87

capacidade de formacao de colbnia e invasdo também s&o transferidos por
estas VEs. Analises de protebmica mostraram grupos de proteinas que podem
estar envolvidas neste processo bem como vias que podem ser modificadas
pela aquisicdo de resisténcia ao 5-FU. A Fascina é um 6timo candidato em
participar no desenvolvimento de resisténcia a 5FU, uma vez que a atividade
desta proteina no processo tumoral € bastante conhecida (GHEBEH et al.
2014) Outras proteinas que apresentem diferengas entre as células e VEs
resistentes X sensiveis a 5-FU e detectadas pela analise do proteomica neste
estudo serdo avaliadas para entender sua participagdo no processo de

resisténcia ao 5-FU.
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6 DISCUSSAO

6.1 GERAGAO DE UM MODELO CELULAR DE CANCER

GASTRICO RESISTENTE A 5-FU

O 5-FU é um agente quimioterapico amplamente utilizado no tratamento
de uma variedade de tumores devido sua eficacia, tal como acontece com
outros agentes quimioterapicos, a resisténcia ao 5-FU continua sendo um fator
limitante. Apesar dessas limitagdes o 5-FU continua na linha da frente da
terapia do CG, dessa forma, é relevante entender os mecanismos moleculares
de resisténcia a esse quimioterapico.

A resisténcia a quimioterapicos pode ser intrinseca, isto acontece
quando fatores que medeiam a resisténcia estdo presentes nas células
tumorais antes mesmo da terapia o que a torna o tratamento ineficaz. Ela pode
ainda ser adquirida durante o tratamento, isto € quando as células inicialmente
sensiveis sofrem alteragcbes gendmicas e epigendmicas que alteram vias de
sinalizagdo, modificando a resposta ao tratamento (HOLOHAN et al. 2013). Os
tumores sdo altamente adaptaveis e a ativacdo de vias de sinalizagdo pro-
sobrevivéncia ou/e a inativagdo das vias indutoras de morte estédo
intrinsecamente relacionadas com a quimioresisténcia (DEBATIN e KRAMMER
2004; SONG et al. 2017). Fatores importantes como a influéncia do
microambiente tumoral também contribuem para ineficacia do tratamento com
quimioterapicos (MAIER et al. 2005; KONIECZKOWSKI et al. 2018; WATSON

et al. 2018). Outro fator fundamental para resisténcia a quimioterapia € a
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presencga de células tronco tumorais (CSC do Inglés cancer stem cells), essas
tém sido mostradas como predominantemente resistentes a quimioterapia

(SINGH e SETTLEMAN 2010; VALENT et al. 2012).

E importante lembrar que os tumores possuem uma grande
heterogeneidade celular e molecular, justificando que a resisténcia a drogas
poderia ocorrer devido a pressdo seletiva induzida pela terapia, onde um
pequeno grupo de células resistiria ao tratamento. Este evento acarretaria
numa resposta inicial a terapia, mas invariavelmente levaria a resisténcia ao
tratamento e a recidiva do tumor (SWANTON 2012). Na tentativa de mimetizar
esses eventos em nosso estudo, geramos um modelo celular de
adenocarcinoma gastrico resistente ao tratamento pelo quimioterapico 5-
fluorouracil. Para tal, a linhagem celular de tumor gastrico humano, AGS foi
exposta a um tratamento com aumento gradual da concentragdo de 5-FU
iniciando com 10uM. A medida que essas células resistiam a essa dose inicial,
as concentragbes de 5-FU foram aumentadas até 50 yM. As células geradas
foram denominadas rAGS FU e mantidas em cultura na presenca do
quimioterapico para manter a pressao seletiva.

Ensaios de viabilidade celular realizados com doses crescentes de 5-FU
com concentragbes maiores em até 16 vezes (800uM) daquela usada para
selecionar as células rAGS_FU (50uM) mostraramm, pela medida de
viabilidade celular por marcagdo com MTT, que as células selecionadas sao
realmente mais resistentes ao quimioterapico do que as parentais AGS (Figura
9).

Estudo recente em cancer gastrico mostrou que o aumento da
expressado de Timidilato sintase (TS), esta associada a resisténcia ao 5-FU,

sendo a presencga desta enzima um determinante critico da citotoxidade dessa
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droga (LIANG et al. 2017). A avaliacdo desta enzima nas células geradas no
presente trabalho confirma este dado, mostrando uma expressao bastante
elevada de TS nas células rAGS_FU comparadas as parentais AGS (Figura
10). Portanto, as células geradas neste trabalho e denominadas rAGS_FU
confirmaram o fenétipo de resisténcia ao 5-FU e tornaram-se nosso modelo de
estudo.

Foi demonstrado, em estudos prévios com linhagens celulares de CG
(MGC803 e AGS) resistentes a cisplatina e linhagens de céncer colorretal
(KM12L4 e HT29), resistentes a oxaliplatina, estabelecidas por protocolos
similares ao nosso, que essas exibiam maior proliferacdo, motilidade, invasao e
uma mudanga fenotipica semelhante a transicao epitélio mesenquima quando
comparadas com as células sensiveis (YANG et al. 2006; HUANG et al. 2016).
Estas observagdes corroboram com nossos resultados onde observamos que
células rAGS_FU, além de resistirem a um novo tratamento com 5-FU, foram
capazes de apresentar um potencial proliferativo cerca de 2,5 vezes maior na
presenga do quimioterapico que as ceélula parentais, atingindo uma densidade
de saturacdo préxima a 35x10* células/35mm mm o que também representa
cerca de 3 vezes mais que a célula AGS (Figura 11A). O resultado de
proliferegdo foi confirmado ainda por ensaio de BrdU, um analogo de dTTP
(Desoxitimidina trifosfato) que é incorporado as fitas de DNA de células em
replicacao, substituindo a dexositimidina, quanto maior a incorporacgao de BrdU,
maior a atividade proliferativa das células. Assim células rAGS_FU foram
capazes de incorporar maiores quantidades de BrdU na auséncia ou presenca
do quimioterapico do que as AGS (Figura 11B) indicando o aumento da sintese
de DNA nas células resistentes a 5-FU em relacéo as células sensiveis.

Na presencga de 5-FU, as células rAGS_FU foram capazes de formar um
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numero maior de colénias e com maior tamanho em ensaios de eficiéncia de
plagueamento (Figura 12). Juntos estes resultados confirmam a maior
capacidade proliferativa da célula rAGS_FU comparada a célula parental AGS.
Ensaios invasdo a matrigel mostram que em condi¢des basais (auséncia
de soro) as células rAGS_FU apresentam capacidade de invaséo cerca de 2,5
vezes maior que as AGS. Na presenca de soro, como era de se esperar, a
invasao de ambas as células aumenta, mas a diferenca entre as resistentes e

sensiveis a 5-FU continua existindo (Figura 16).

6.2 VESICULAS EXTRACELULARES SECRETADAS POR
CELULAS DE ADENOCARCINOMA GASTRICO E SEU PAPEL NA
RESISTENCIA A 5-FU

Estudos recentes demostraram que VEs secretadas para o espaco
extracelular, podem mediar a comunicagcdo entre células vizinhas ou a
distancia. Estas sdo geradas a partir dos Corpos multivesiculares (MVBs), e
carregam proteinas, lipideos, mMRNA e s&o enriquecidos em miRNAs (THERY
2011; PENFORNIS et al. 2016; TKACH e THERY 2016). Varios estudos
mostraram que células tumorais secretam VEs para o microambiente,
modulando quioresisténcia e progresséo tumoral (BOELENS et al. 2014; QU et
al. 2016; WEN et al. 2016; WANG et al. 2016). Apesar do grande numero de
estudos que mostram o papel das VEs em diferentes tipos tumorais, em CG
pouco se sabe sobre o0 papel destas vesiculas na resisténcia a quimioterapia.
Nosso objetivo foi entender a regulagdo da secrecdo destas vesiculas em
condi¢cdes de resisténcia celular a 5-FU e a capacidade destas em transferir

estes fendtipos a outras células.
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Em primeiro, caracterizamos as VEs secretadas por células AGS e
rAGS_FU através da analise da sua concentragdo e tamanho. Resultados
dessa analise evidenciaram que células resistentes secretam 2 a 3 vezes mais
VEs em comparagdo com as células parentais, entretanto nenhuma diferenga
foi encontrada na distribuigdo por tamanho dessas VEs. Estes resultados estao
de acordo com aqueles observados em células de mieloma e de cancer de
pancreas resistentes a quimioterapia que tém a secrecdo de VEs aumentada
quando comparadas aquelas sensiveis a droga (MURALIDHARAN-CHARI et
al. 2016; BANDARI et al. 2018).

De acordo com os nossos achados VEs secretadas por células
resistentes a 5-FU (rAGS_FU) tém a capacidade de transferir o fenétipo de
resisténcia para células sensiveis (AGS). Por outro lado, nenhuma alteragao foi
observada quando células resistentes foram tratadas com VEs derivadas de
células sensiveis (Figura 15B). Aléem disso, a resisténcia a 5-FU mediada por
VEs ndo é perdida mesmo apos a retirada das VEs do sistema (Figura 15C).
Portanto, as alteracbes mediadas por VEs de células resistentes a 5-FU podem
causar modificagcbes permanentes nas células que as recebem. Podemos
sugerir que estas modificagbes estdo relacionadas, por exemplo, a
modificagdes no DNA como metilagdo, possibilidade esta ndo explorada nos
nossos estudos. Estes dados sao reforgados por outros estudos que mostram a
capacidade das VEs de influenciar na resisténcia celular a terapia (SHAO et al.
2015).

Além disso, nossos dados apontam que células resistentes a 5-FU
apresentam maior migracdo do que as parentais, e que VEs das células
resistentes rAGS_FU tém capacidade de aumentar a invasdo de células

parentais AGS em niveis semelhantes aqueles das células resistentes.



93

Estes resultados estdo alinhados com aqueles que mostram que em
tumores de pancreas VEs modulam a invasdo e metastase devido aos seus
efeitos reguladores nas células e no microambiente tumoral (QIU et al. 2018).
Em modelo de cancer de ovario as VEs modularam resisténcia a cisplatina
(SAFAEI 2005). Em tumores de mama foi observado que células sensiveis
apresentaram fendtipo de transicdo epitélio-mesenquima, alta capacidade de
migracdo e com alta expressdo de miR-155, bem como menos
quimiossensibilidade quando as células receberam exossomos de células
quimiorresistentes (SANTOS et al. 2018). Em 2012, CORCORAN et al.
demonstraram que VEs podem transferir resisténcia ao docetaxel em cancer de
préstata, fendmeno similar foi descrito em outros tumores como nos tumores de
pulmdo, mama e figado (TAKAHASHI et al. 2014; XIAO et al. 2014; KONG et
al. 2015).

No conjunto nossos dados mostram que as VEs secretadas por células
resistentes possuem a capacidade de transmitir este fendtipo as células
sensiveis, bem como aumentar a formacdo de col6nias e a invasdo. Além
disso, observamos que VEs de células sensiveis n&o alteram o fendtipo tanto
de células resistentes como nelas mesmas.

Diante desses resultados, conduzimos experimentos para identificar as
moléculas contidas em VEs de células resistentes rAGS_FU, que pudessem
ser responsaveis pelas transmissao das atividades de resisténcia a 5-FU e de
invasao celular. Para isso realizamos espectrometria de massas para avaliagao
do conteudo proteico das VEs provenientes de células AGS e comparamos
com aquele de VEs de células rAGS_FU. O sequenciamento do RNA presente
nas vesiculas também foi realizado, entretanto estes resultados ainda n&o

foram finalizados. Em cancer de mama miRNA carreados por VEs de células
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resistentes modificaram a expressdo de genes especificos, modulando
quimioresisténcia nas células receptoras (CHEN et al. 2014a; MAO et al. 2016).
O miR-222 por exemplo € um desses moduladores com um papel importante
nesse processo (CHEN et al. 2014b; YU et al. 2016).

Na analise por espectrometria de massas foram identificadas 1.915
proteinas nas células e 1.638 proteinas em VEs, 309 proteinas
diferencialmente expressas entre as células ASG e rASG_FU, e 66 entre suas
VEs. Selecionamos para validagao por western blotting as proteinas PDIAS,
SOD1 e EiF2-q, identificadas como diferencialmente expressas entre as duas
células na analise protedbmica (Anexo 3). Os resultados de western blotting
corroboram com a analise protedmica para a proteina PDIA3 que aparece com
expressao diminuida em células resistentes. Por sua vez as proteinas SOD1 e
EiF2 mostram um ligeiro aumento de expressao nas células resistentes, o que
foi observado na protedmica, entretanto no western blotting as diferengas nao
foram estatisticamente significantes.

A proteina PDIA3 (protein disulfide isomerase family A, member 3)
também conhecida como por ERp57 (endoplasmic reticulum protein 57), € uma
das principais proteinas da familia disulfato isomerase (PDI) conhecida como
uma chaperona que auxilia o envelopamento protéico e encaminha proteinas
malformadas a destruigdo, caso nao atinjam a configuragcdo correta. Em
gliomas a expressdo aumentada dessa proteina foi associada a progresséo
tumoral (PERRI et al. 2017). Foi demonstrado que em pacientes com CG a
perda da expressdo de PDIA3 esta correlacionada a agressividade do tumor
(LEYS et al. 2007). Estudos relacionados a proteina PDIA3 em CG sé&o

limitados (WU et al. 2014), no entanto os resultados observados na analise
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protedbmica e posteriormente validados na analise por Western blotting
corroboram com esse dado da literatura.

A SOD1 (superoxido dismutase 1) é uma metaloenzima citosdlica que
requer cofatores Cu (llI) / Zn (ll) para sua ativagdo, é importante para evitar o
estresse oxidativo pela eliminagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). No
entanto, as espécies reativas de oxigénio s&o neutralizadas por um sistema de
defesa antioxidante complexo, constituido por enzimas, como catalase,
superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase e numerosos antioxidantes
ndo enzimaticos (MIRANDA-VILELA et al. 2010). A abundancia de perdxido de
hidrogénio intracelular (H»O;) parece ser a principal causa de estresse
oxidativo, frequentemente associado ao desenvolvimento de cancer, disturbios
neurodegenerativos e doengas autoimunes (TRACHOOTHAM et al. 2009). A
superexpressao de SOD in vitro aumenta a diferenciagdo celular, diminui o
crescimento e a proliferagado celular, podendo reverter um fenotipo maligno
para um ndo-maligno. /n vivo, esse fenbmeno € complexo devido as interagdes
célula-microambiente tumoral. A superexpressao de SOD tem sido associada a
um mau progndstico e resisténcia a quimioterapia e radioterapia (FINKEL e
HOLBROOK 2004). BLANDER et al. (2003) descreveram que o silenciamento
de SOD1 usando RNAI induziu senescéncia em células normais e a morte
celular em células tumorais. Diversos estudos demostraram que SOD1
desempenha um papel importante na resisténcia a cisplatina (SALGANIK 2001;
BROWN et al. 2009), em nosso modelo foi observado superexpressao de
SOD1 nas células resistentes a 5-FU, corroborando com estes dados da
literatura. No entanto, nosso achado preciso de mais aprofundamento, pois que

a modulagdo da atividade de SOD1 pode superar essa resisténcia e,
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finalmente, levar a melhores resultados clinicos nos pacientes (HANGAUER et
al. 2017).

Também foi validada a expressdo do fator de iniciacdo da tradugao
eucaridtica 2 (elF2-a), e observamos sua superexpressdo em ceélulas
resistentes. EIF2-a tem papel importante em resposta ao estresse celular,
sendo que o ponto de convergéncia para todos os estimulos que ativam
resposta integrada ao estresse é a fosforilagdo da subunidade elF2-a na serina
51 (RON 2002). A regulagao da tradugao através do elF2-a é um componente
importante da imunidade inata a infecgdo viral, cuja desregulacdo pode
contribuir para a tumorgénese em células humanas (PERKINS e BARBER
2004). Alguns estudos abordam o papel de elF2-a em cancer, a fosforilagdo
elF2-a esta associada a ativacao de vias de resisténcia e é relevante entender
0S mecanismos nos quais elF2-a pode responder ao estresse celular e regular

respostas a resisténcia a quimioterapia (HOLCIK 2015).

6.3 A FASCINA EM ADENOCARCINOMA GASTRICO E SEU PAPEL
NA RESISTENCIA A 5-FU

A resisténcia a quimioterapia continua sendo o maior problema para
terapia anticancer, tendo em conta os nossos resultados, onde foi observado
que células resistentes ao 5-FU, foram capazes de transferir seu fendtipo a
células selvagens, e essas por sua vez apresentaram carateristicas similares
as resistentes. Com base nesses dados decidimos buscar na analise
proteOmica os potenciais alvos para terapia, e/ou encontrar marcadores
preditivos de resposta ao tratamento. Como em nossa analise buscamos

preferencialmente por marcadores localizados em células e VEs secretadas



97

pela linhagem resistente, foi selecionada a proteina fascina que apresentou um
aumento de expressao tanto em células rAGS_FU como em VEs secretadas
por essas ceélulas, sendo o fold-change de 24,8 e 9,5, respectivamente. Esses
achados foram validados por WB e o resultado mostrou que essa proteina e
exclusivamente expressa em células resistentes ao 5-FU e VEs secretadas por

estas células.
A proteina fascina (FSCN-1) € uma proteina do citoesqueleto com

funcdes de agregar filamentos de atina e um papel chave nas interagbes
célula-célula, adesdao e motilidade. Esta proteina € ainda fundamental para a
formagdo de uma vasta gama de protrusées celulares, microfilamentos,
filopodia e invadopodia, além de ser importante para a funcionalidade dessas
protrusdes durante a migracao celular (VIGNJEVIC et al. 2006; ADAMS 2015).
A expressédo aberrante de fascina tem sido associada a varios tipos tumorais, e
clinicamente esta associada a tumores mais agressivos. Em adenocarcinomas
colorretais, a expressdao aumentada e difusa de fascina esta associada a
progressdo da doenga e a reducédo da sobrevida (HASHIMOTO et al. 2006).
Em cancer de mama foi demonstrado que a proteina fascina € superexpressa
em tumores negativos ao receptor de estrégeno e essa expressao positiva de
estar associada a diminuigdo da sobrevida livre e global de doenga (YODER et
al. 2005). Além disso, em outros estudos prévios o significado prognostico
similar da expresséo da fascina foi confirmado no carcinoma de células renais
(JIN et al. 2006), no adenocarcinoma gastrico (TSAI et al. 2007), no carcinoma
de células escamosas da laringe (ZOU et al. 2010) e no carcinoma de ovario
(LIN et al. 2008). A supressao do miRNA (miR) -145 no cancer de mama regula
a migracdo celular, tendo como alvo FSCN-1 e inibindo a transicdo epitélio

mesenquima (ZHAO et al. 2016a). Estudos recentes demostraram que FSCN-1
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€ regulada em pacientes com carcinoma de células escamosas de boca e em
linhagens celulares derivadas deste mesmo tumor, a superexpressao de
FSCN-1 esta significativamente correlacionada com a progressao da doenca e
mau prognoéstico, além disso, fascina pode ter um papel importante no
processo de migragcédo e invasao (RODRIGUES et al. 2017). Foi demostrado
também que a desregulagdo da via de sinalizagao linc-ROR/miR-145/FSCN1
foi associada a resisténcia terapéutica e transigao epitélio-mesenquima em
adenocarcinoma pulmonar. A inibicdo da expressado do linc-ROR aumentou a
sensibilidade ao docetaxel e reverteu o processo de transicdo epitélio
mesenquima, reduziu o potencial de proliferagdo, migragdo e invasdo em
células de adenocarcinoma pulmonar resistentes a docetaxel. O miR-145 foi
identificado como um alvo direto do linc-ROR, e a sua superexpressao levaria a
desregulacéo de seu gene alvo a FSCN-1 (PAN et al. 2017). A proteina fascina
foi demosntrada como um transdutor mecanico de forgas citoplasmaticas e
fornece evidéncias de seu papel de promover a migragdo e invasdo celular
eficiente (JAYO et al. 2016). Apesar de diversos estudos prévios demostrarem
o envolvimento da fascina diferentes processos celulares incluindo a
resisténcia a drogas pouco se sabe sobre o papel da fascina em cancer
gastrico.

Estes dados apontam pela primeira vez a expressao de fascina em VEs,
de células resistentes ao 5-FU em linhagens celulares de AdG, sendo
necessario mais estudos para melhor compreender os possiveis mecanismos
pelos quais essa proteina pode modular a resisténcia e por conseguinte

reverter esse processo para beneficiar pacientes com AdG.
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CONCLUSOES

Células tratadas com aumento gradual de 5-FU e mantidas sob presséo
seletiva tornaram-se mais resistentes a um novo tratamento em relagao
as células parentais.

Células resistentes a 5-FU apresentaram uma maior capacidade
proliferativa e de formar coldnias, tanto na presenca ou auséncia do
quimioterapico.

Células de AdG resistentes a 5-FU secretam 2-3 vezes mais VEs do que
as parentais sendo que o tamanho médio destas n&o varia.

VEs secretadas por células resistentes A 5-FU transferem seu cago para
células sensiveis promovendo quimioresisténcia e aumentando o
potencial invasivo das células receptoras. Indicando que as VEs tem um
papel importante na resisténcia a 5-FU em tumores gastricos.

As VEs secretadas por células resistentes a 5-FU apresentam um perfil
protedmico diferente das VEs secretadas pela célula parental.

As proteinas com aumento da expressdo em VEs de células resistentes
a 5-FU tém relagdo com resisténcia tumoral a terapia, evidenciado pelas
vias nas quais as mesmas estdo envolvidas.

O aumento de expressao de fascina em VEs e células rAGS_FU sugere
sua relagdo com a resisténcia ao 5-FU, se confirmado este papel, a
fascina pode ser um importante biomarcador de resisténcia ao

tratamento com 5-FU.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Avaliagdo de protedmica formam conduzidas em outros grupos
experimentais como aqueles de células parentais que receberam vesiculas de
células resistentes ou vesiculas dela proprias. Analises destes grupos de
proteinas ainda precisam ser finalizadas.

Todos os grupos de células e VEs dos diferentes tratamentos também
serdo submetidos a um sequeciamento de RNA com objetivo de identificar
RNAs codificadores e nao codificadores que possam ser transferidos de células
resistentes para células parentais e modular o fenétipo de resisténcia.

Neste trabalho alguns achados relevantes abriram novas perspectivas
de estudo. Para complementar os achados atuais precisamos perseguir
experimentos que demonstrem a importancia de fascina presente em VEs no
processo de transferéncia do fenétipo de resisténcia a 5-FU.

. Avaliar as alteragdes bioldgicas resultantes do silenciamento de fascina,
incluindo, adesao, migragéo e invaséo na linhagem celular rAGS_FU.

. Avaliar a expressdo de fascina por tissue microarray em AdG de
pacientes respondedores e nao respondedores ao tratamento por 5-FU.

. Isolar, quantificar e avaliar a presenca de fascina em VEs presentes em
plasmas provenientes de pacientes portadores de AdG antes da terapia

neoadjuvante com 5-FU (entre outras drogas) e correlaciona-las com a

resposta patoldgica apresentada no momento da cirurgia.

. Isolar, quantificar e avaliar a presenca de fascina em VEs presentes em
plasmas provenientes de pacientes portadores de AdG antes e durante

a terapia adjuvante com 5-FU (em combinagdo com outras drogas) e

correlaciona-las com a resposta clinica ao tratamento.
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Anexo 2 - Artigo cientifico: “Rab5C enhances resistance to ionizing

radiation in rectal cancer”

Na ultima parte desta tese, apresentamos um manuscrito intitulado “Rab5C
enhances resistance to ionizing radiation in rectal cancer”. Este trabalho
foi realizado pelo Dr. Antuani Rafael Baptistella e contou com a minha
colaboragcdo em estudos e desenhos experimentais, preparacido de amostras e

realizacao de ensaios funcionais, analise e interpretagao de resultados.

Resumo:

O artigo demonstra que amostras teciduais de pacientes com tumores retais
resistentes a quimiorradiacdo apresentaram maiores niveis de expressao das
proteinas de reparo de DNA, Ku70 e Ku80, assim como Rab5C, membro da
familia oncogénica RAS, em comparagdo as amostras obtidas antes do
tratamento. Além disso, um modelo in vitro de cancer retal foi usado para
demonstrar que Rab5C modula a internalizagdo induzida pela radiacéo
ionizante do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), que
subsequentemente regula os alvos a jusante, Ku70 e Ku80, para mediar a
resisténcia celular a radiagao ionizante.

Atualmente, a quimiorradioterapia neoadjuvante como tratamento para cancer
retal reduz o risco de recorréncia local, ao passo que uma resposta patologica
completa s6 € alcancada apenas em 10 a 40% dos pacientes tratados.
Infelizmente, a resposta dos tumores do reto ao tratamento neoadjuvante
permanece pouco esclarecida, principalmente em relagdo aos mecanismos que
mediam a resisténcia a quimiorradioterapia. A fim de identificar os fatores
envolvidos na resisténcia terapéutica, foi realizada uma analise protedmica de
tecidos de bidpsia obtidos de pacientes com adenocarcinoma retal em estadio
Il e Ill antes do tratamento neoadjuvante, e também de tecidos tumorais
residuais que foram removidos por cirurgia apos terapia neoadjuvante. As
proteinas Ku70, Ku80 e Rab5C exibiram um aumento significativo na
expressdo apos quimiorradioterapia. Aléem disso, uma linhagem celular de
adenocarcinoma retal foi irradiada com radiacdo ionizante para gerar uma
linhagem resistente a radioterapia. Verificou-se também que estas ultimas
células super-expressam Ku70, Ku80 e Rab5C. Pesquisas adicionais deste
modelo in vitro demonstraram que o Rab5C orquestra um mecanismo de



radiorresisténcia nas células do adenocarcinoma retal, modulando a
internalizacdo do EGFR e permitindo que ele atinja o nucleo. Uma vez no
nucleo, o EGFR pode modular a expressao das proteinas de reparo de DNA,
Ku70 e Ku80. Os presentes resultados indicam que este processo € importante
para a sobrevivéncia de células de cancer retal expostas a radiagcao ionizante,
e também estdo de acordo com os achados protedmicos de tecidos de
pacientes resistentes ao tratamento de quimiorradiagdo. Assim, parece que o
mecanismo identificado no presente estudo € ativo ndo apenas in vitro, mas
também em pacientes com adenocarcinoma retal. Além disso, esses achados
indicam que o EGFR e Rab5C sio alvos potenciais para a sensibilizacdo de
células tumorais ao tratamento neoadjuvante.



Apéndice 2 - Lista de proteinas diferentemente expressas na protedmica de células.

Description /Anova Max fold | Highest Lowest
(p) change mean mean
condition condition
Filamin-A OS=Homo sapiens GN=FLNA PE=1 SV=4 0,0135 1,83 rAGS_FU AGS
DNA-dependent protein kinase catalytic subunit 0S=Homo sapiens GN=PRKDC PE=1 SV=3 0,0446 1,17 rAGS_FU AGS
Myoferlin OS=Homo sapiens GN=MYOF PE=1 SV=1 0,0276 1,50 AGS rAGS_FU
**Protein disulfide-isomerase A3 OS=Homo sapiens GN=PDIA3 PE=1 SV=4 0,0373 1,41 AGS rAGS_FU
Pyruvate kinase PKM OS=Homo sapiens GN=PKM PE=1 SV=4 0,0082 2,42 rAGS_FU AGS
Elongation factor 2 0S=Homo sapiens GN=EEF2 PE=1 SV=4 0,0062 2,09 rAGS_FU AGS
Transitional endoplasmic reticulum ATPase OS=Homo sapiens GN=VCP PE=1 SV=4 0,0102 1,31 rAGS_FU AGS
Fatty acid synthase OS=Homo sapiens GN=FASN PE=1 SV=3 0,0034 3,98 rAGS_FU AGS
Interleukin enhancer-binding factor 3 0S=Homo sapiens GN=ILF3 PE=1 SV=3 0,0186 1,42 AGS rAGS_FU
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M OS=Homo sapiens GN=HNRNPM PE=1 SV=3 0,0415 1,58 AGS rAGS_FU
T-complex protein 1 subunit gamma OS=Homo sapiens GN=CCT3 PE=1 SV=4 0,0109 1,88 rAGS_FU AGS
Heat shock protein HSP 90-alpha OS=Homo sapiens GN=HSP90AA1 PE=1 SV=5 0,0145 2,70 rAGS_FU AGS
Nuclear mitotic apparatus protein 1 OS=Homo sapiens GN=NUMA1 PE=1 SV=2 0,0027 2,35 rAGS_FU AGS
Stress-70 protein, mitochondrial 0OS=Homo sapiens GN=HSPA9 PE=1 SV=2 0,0003 2,75 AGS rAGS_FU
Annexin A2 OS=Homo sapiens GN=ANXA2 PE=1 SV=2 0,0077 1,53 rAGS_FU AGS
Transcription intermediary factor 1-beta OS=Homo sapiens GN=TRIM28 PE=1 SV=5 0,0304 1,57 AGS rAGS_FU
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase OS=Homo sapiens GN=GAPDH PE=1 SV=3 0,0233 1,52 rAGS_FU AGS
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U OS=Homo sapiens GN=HNRNPU PE=1 SV=6 0,0178 1,43 AGS rAGS_FU
Periplakin OS=Homo sapiens GN=PPL PE=1 SV=1 0,0183 1,77 AGS rAGS_FU




Cont/ Apéndice 1

Poly [ADP-ribose] polymerase 1 0S=Homo sapiens GN=PARP1 PE=1 SV=4 0,0406 1,30 rAGS_FU AGS
40S ribosomal protein S4, X isoform OS=Homo sapiens GN=RPS4X PE=1 SV=2 0,0222 1,59 rAGS_FU AGS
Alpha-actinin-4 OS=Homo sapiens GN=ACTN4 PE=1 SV=2 0,0373 1,87 rAGS_FU AGS
Alpha-enolase OS=Homo sapiens GN=ENO1 PE=1 SV=2 0,0175 2,85 rAGS_FU AGS
Golgin subfamily B member 1 0S=Homo sapiens GN=GOLGB1 PE=1 SV=2 0,0050 3,22 rAGS_FU AGS
Centriolin OS=Homo sapiens GN=CNTRL PE=1 SV=2 0,0155 1,76 AGS rAGS_FU
40S ribosomal protein S3a OS=Homo sapiens GN=RPS3A PE=1 SV=2 0,0079 1,73 rAGS_FU AGS
Protein disulfide-isomerase A6 OS=Homo sapiens GN=PDIA6 PE=1 SV=1 0,0394 1,66 AGS rAGS_FU
Ryanodine receptor 1 0S=Homo sapiens GN=RYR1 PE=1 SV=3 0,0185 1,83 AGS rAGS_FU
Splicing factor, proline- and glutamine-rich OS=Homo sapiens GN=SFPQ PE=1 SV=2 0,0356 1,32 AGS rAGS_FU
Vigilin OS=Homo sapiens GN=HDLBP PE=1 SV=2 0,0224 1,73 AGS rAGS_FU
40S ribosomal protein S2 0S=Homo sapiens GN=RPS2 PE=1 SV=2 0,0349 1,95 rAGS_FU AGS
Phosphoenolpyruvate carboxykinase [GTP], mitochondrial OS=Homo sapiens GN=PCK2 PE=1 SV=3 0,0118 3,45 AGS rAGS_FU
Trifunctional enzyme subunit beta, mitochondrial 0S=Homo sapiens GN=HADHB PE=1 SV=3 0,0092 2,56 AGS rAGS_FU
Heat shock 70 kDa protein 1B OS=Homo sapiens GN=HSPA1B PE=1 SV=1 0,0011 1,32 rAGS_FU AGS
Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial 0S=Homo sapiens GN=HADHA PE=1 SV=2 0,0338 1,78 AGS rAGS_FU
Peroxiredoxin-1 0S=Homo sapiens GN=PRDX1 PE=1 SV=1 0,0146 2,54 rAGS_FU AGS
Neutral alpha-glucosidase AB OS=Homo sapiens GN=GANAB PE=1 SV=3 0,0367 1,55 AGS rAGS_FU
Vacuolar protein sorting-associated protein 13C OS=Homo sapiens GN=VPS13C PE=1 SV=1 0,0380 8,27 AGS rAGS_FU
60S ribosomal protein L7 OS=Homo sapiens GN=RPL7 PE=1 SV=1 0,0444 1,29 rAGS_FU AGS
Androglobin OS=Homo sapiens GN=ADGB PE=2 SV=3 0,0236 4,48 AGS rAGS_FU




Cont/ Apéndice 1

Calreticulin OS=Homo sapiens GN=CALR PE=1 SV=1 0,0166 1,53 AGS rAGS_FU
Core histone macro-H2A.1 OS=Homo sapiens GN=H2AFY PE=1 SV=4 0,0196 1,44 AGS rAGS_FU
Homeobox protein cut-like 2 0S=Homo sapiens GN=CUX2 PE=1 SV=4 0,0012 1,78 rAGS_FU AGS
L-lactate dehydrogenase B chain OS=Homo sapiens GN=LDHB PE=1 SV=2 0,0166 2,40 rAGS_FU AGS
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A OS=Homo sapiens GN=PPIA PE=1 SV=2 0,0049 5,17 rAGS_FU AGS
Puromycin-sensitive aminopeptidase OS=Homo sapiens GN=NPEPPS PE=1 SV=2 0,0447 1,44 AGS rAGS_FU
40S ribosomal protein S13 OS=Homo sapiens GN=RPS13 PE=1 SV=1 0,0418 1,63 rAGS_FU AGS
Ezrin OS=Homo sapiens GN=EZR PE=1 SV=4 0,0083 3,89 rAGS_FU AGS
Polyamine-modulated factor 1-binding protein 1 0S=Homo sapiens GN=PMFBP1 PE=2 SV=1 0,0296 1,94 rAGS_FU AGS
Profilin-1 0S=Homo sapiens GN=PFN1 PE=1 SV=2 0,0048 4,98 rAGS_FU AGS
HEAT repeat-containing protein 5A OS=Homo sapiens GN=HEATR5A PE=1 SV=2 0,0056 2,61 rAGS_FU AGS
Non-POU domain-containing octamer-binding protein 0S=Homo sapiens GN=NONO PE=1 SV=4 0,0094 1,18 AGS rAGS_FU
40S ribosomal protein S3 0S=Homo sapiens GN=RPS3 PE=1 SV=2 0,0008 2,99 rAGS_FU AGS
Elongation factor 1-alpha 1 0S=Homo sapiens GN=EEF1A1 PE=1 SV=1 0,0048 3,04 rAGS_FU AGS
Nuclear receptor corepressor 2 OS=Homo sapiens GN=NCOR2 PE=1 SV=2 0,0144 1,72 rAGS_FU AGS
Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog OS=Homo sapiens GN=VAT1 PE=1 SV=2 0,0395 1,36 AGS rAGS_FU
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like protein 1 0S=Homo sapiens GN=HNRNPUL1 PE=1 SV=1 0,0037 1,90 AGS rAGS_FU
Nucleophosmin OS=Homo sapiens GN=NPM1 PE=1 SV=2 0,0284 1,87 AGS rAGS_FU
Peroxiredoxin-5, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=PRDX5 PE=1 SV=4 0,0136 1,21 AGS rAGS_FU
Protein-methionine sulfoxide oxidase MICAL3 OS=Homo sapiens GN=MICAL3 PE=1 SV=2 0,0096 1,44 AGS rAGS_FU
T-complex protein 1 subunit zeta OS=Homo sapiens GN=CCT6A PE=1 SV=3 0,0020 2,28 rAGS_FU AGS




Cont/ Apéndice 1

Fructose-bisphosphate aldolase A OS=Homo sapiens GN=ALDOA PE=1 SV=2 0,0200 2,20 rAGS_FU AGS
Lysine-specific histone demethylase 1B OS=Homo sapiens GN=KDM1B PE=1 SV=3 0,0099 1,78 AGS rAGS_FU
MICOS complex subunit MIC60 OS=Homo sapiens GN=IMMT PE=1 SV=1 0,0360 2,41 AGS rAGS_FU
Tubulin beta chain 0S=Homo sapiens GN=TUBB PE=1 SV=2 0,0024 3,69 rAGS_FU AGS
Glycine amidinotransferase, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=GATM PE=1 SV=1 0,0132 2,06 AGS rAGS_FU
Endoplasmic reticulum resident protein 29 OS=Homo sapiens GN=ERP29 PE=1 SV=4 0,0001 2,42 AGS rAGS_FU
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 3 OS=Homo sapiens GN=ACSL3 PE=1 SV=3 0,0245 1,69 AGS rAGS_FU
Bifunctional glutamate/proline--tRNA ligase OS=Homo sapiens GN=EPRS PE=1 SV=5 0,0250 1,63 rAGS_FU AGS
**Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 3 OS=Homo sapiens GN=EIF2S3 PE=1 SV=3 0,0256 2,55 rAGS_FU AGS
Histone-lysine N-methyltransferase ASH1L OS=Homo sapiens GN=ASH1L PE=1 SV=2 0,0460 1,49 AGS rAGS_FU
Transforming acidic coiled-coil-containing protein 2 0S=Homo sapiens GN=TACC2 PE=1 SV=1 0,0219 1,16 AGS rAGS_FU
Bromodomain adjacent to zinc finger domain protein 1A OS=Homo sapiens GN=BAZ1A PE=1 SV=2 0,0350 2,37 AGS rAGS_FU
Citrate synthase, mitochondrial 0S=Homo sapiens GN=CS PE=1 SV=2 0,0014 1,68 AGS rAGS_FU
Persulfide dioxygenase ETHE1, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=ETHE1 PE=1 SV=2 0,0193 1,24 AGS rAGS_FU
Rab GDP dissociation inhibitor beta OS=Homo sapiens GN=GDI2 PE=1 SV=2 0,0220 1,38 rAGS_FU AGS
RNA cytidine acetyltransferase OS=Homo sapiens GN=NAT10 PE=1 SV=2 0,0183 1,57 rAGS_FU AGS
ATP synthase subunit beta, mitochondrial 0S=Homo sapiens GN=ATP5B PE=1 SV=3 0,0488 1,57 AGS rAGS_FU
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 OS=Homo sapiens GN=HNRNPA1 PE=1 SV=2 0,0070 1,84 AGS rAGS_FU
Histone-lysine N-methyltransferase 2B OS=Homo sapiens GN=KMT2B PE=1 SV=1 0,0456 4,21 AGS rAGS_FU
40S ribosomal protein S17 OS=Homo sapiens GN=RPS17 PE=1 SV=2 0,0083 1,97 rAGS_FU AGS
Clustered mitochondria protein homolog OS=Homo sapiens GN=CLUH PE=1 SV=2 0,0385 7,46 AGS rAGS_FU




Cont/ Apéndice 1

E3 ubiquitin-protein ligase HUWE1 OS=Homo sapiens GN=HUWE1 PE=1 SV=3 0,0002 2,30 rAGS_FU AGS
EF-hand calcium-binding domain-containing protein 6 OS=Homo sapiens GN=EFCAB6 PE=1 SV=1 0,0388 1,77 rAGS_FU AGS
Uncharacterized protein KIAA0355 OS=Homo sapiens GN=KIAA0355 PE=1 SV=2 0,0109 4,14 AGS rAGS_FU
60S ribosomal protein L23 OS=Homo sapiens GN=RPL23 PE=1 SV=1 0,0002 1,48 rAGS_FU AGS
DnaJ homolog subfamily B member 1 0S=Homo sapiens GN=DNAJB1 PE=1 SV=4 0,0252 1,09 rAGS_FU AGS
ELKS/Rab6-interacting/CAST family member 1 OS=Homo sapiens GN=ERC1 PE=1 SV=1 0,0018 3,11 rAGS_FU AGS
Envoplakin OS=Homo sapiens GN=EVPL PE=1 SV=1 0,0048 1,67 rAGS_FU AGS
Liprin-beta-1 (Fragment) OS=Homo sapiens GN=PPFIBP1 PE=1 SV=1 0,0074 2,34 AGS rAGS_FU
Oral-facial-digital syndrome 1 protein OS=Homo sapiens GN=OFD1 PE=1 SV=1 0,0028 2,58 AGS rAGS_FU
Peroxiredoxin-2 0S=Homo sapiens GN=PRDX2 PE=1 SV=5 0,0010 4,76 rAGS_FU AGS
von Willebrand factor A domain-containing protein 3B OS=Homo sapiens GN=VWA3B PE=2 SV=3 0,0119 1,48 rAGS_FU AGS
4F2 cell-surface antigen heavy chain OS=Homo sapiens GN=SLC3A2 PE=1 SV=3 0,0120 1,30 AGS rAGS_FU
DNA repair protein RAD50 OS=Homo sapiens GN=RAD50 PE=1 SV=1 0,0354 1,47 rAGS_FU AGS
Inositol hexakisphosphate and diphosphoinositol-pentakisphosphate kinase 2 0S=Homo sapiens GN=PPIP5K2 0,0315 1,73 AGS rAGS_FU
Il\:‘ngl_;t::i/e_l::ydrogenase, cytoplasmic 0S=Homo sapiens GN=MDH1 PE=1 SV=1 0,0054 1,88 rAGS_FU AGS
Methionine--tRNA ligase, cytoplasmic OS=Homo sapiens GN=MARS PE=1 SV=2 0,0178 1,24 rAGS_FU AGS
Proliferating cell nuclear antigen OS=Homo sapiens GN=PCNA PE=1 SV=1 0,0073 1,75 rAGS_FU AGS
Serine/arginine-rich splicing factor 3 OS=Homo sapiens GN=SRSF3 PE=1 SV=1 0,0112 1,64 AGS rAGS_FU
Voltage-dependent P/Q-type calcium channel subunit alpha-1A OS=Homo sapiens GN=CACNA1A PE=1 SV=1 0,0265 2,78 rAGS_FU AGS
Prelamin-A/C OS=Homo sapiens GN=LMNA PE=1 SV=1 0,0006 1,92 AGS rAGS_FU
Rap guanine nucleotide exchange factor 2 0S=Homo sapiens GN=RAPGEF2 PE=1 SV=1 0,0138 1,46 AGS rAGS_FU

T-complex protein 1 subunit theta OS=Homo sapiens GN=CCT8 PE=1 SV=4 0,0479 1,94 rAGS_FU AGS



Cont/ Apéndice 1

Cilia- and flagella-associated protein 47 OS=Homo sapiens GN=CFAP47 PE=2 SV=4 0,0253 16,99 AGS rAGS_FU
Dimethylglycine dehydrogenase, mitochondrial 0S=Homo sapiens GN=DMGDH PE=1 SV=2 0,0032 2,88 AGS rAGS_FU
60S ribosomal protein L22 OS=Homo sapiens GN=RPL22 PE=1 SV=2 0,0427 1,18 rAGS_FU AGS
Calnexin OS=Homo sapiens GN=CANX PE=1 SV=2 0,0440 1,28 AGS rAGS_FU
Serine/arginine-rich splicing factor 1 0OS=Homo sapiens GN=SRSF1 PE=1 SV=2 0,0183 1,49 AGS rAGS_FU
T-complex protein 1 subunit beta OS=Homo sapiens GN=CCT2 PE=1 SV=4 0,0023 1,82 rAGS_FU AGS
Uncharacterized protein KIAA2026 OS=Homo sapiens GN=KIAA2026 PE=2 SV=2 0,0276 12,17 rAGS_FU AGS
14-3-3 protein sigma OS=Homo sapiens GN=SFN PE=1 SV=1 0,0221 3,18 rAGS_FU AGS
40S ribosomal protein SA (Fragment) OS=Homo sapiens GN=RPSA PE=1 SV=7 0,0375 1,95 rAGS_FU AGS
Bifunctional purine biosynthesis protein PURH OS=Homo sapiens GN=ATIC PE=1 SV=3 0,0378 4,79 rAGS_FU AGS
E3 ubiquitin-protein ligase HECTD1 OS=Homo sapiens GN=HECTD1 PE=1 SV=1 0,0063 1,48 rAGS_FU AGS
HCG2044799 OS=Homo sapiens GN=HNRNPUL2-BSCL2 PE=4 SV=1 0,0210 1,83 AGS rAGS_FU
Leucine-rich repeat-containing protein 59 OS=Homo sapiens GN=LRRC59 PE=1 SV=1 0,0360 1,39 AGS rAGS_FU
RNA-binding protein 14 OS=Homo sapiens GN=RBM14 PE=1 SV=2 0,0457 1,76 AGS rAGS_FU
SET and MYND domain-containing protein 4 OS=Homo sapiens GN=SMYD4 PE=2 SV=3 0,0109 1,79 AGS rAGS_FU
Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 0S=Homo sapiens GN=VDAC2 PE=1 SV=2 0,0251 1,46 AGS rAGS_FU
Beta-hexosaminidase subunit beta OS=Homo sapiens GN=HEXB PE=1 SV=3 0,0079 2,14 AGS rAGS_FU
Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial 0S=Homo sapiens GN=UQCRC2 PE=1 SV=3 0,0336 2,40 AGS rAGS_FU
Gelsolin 0S=Homo sapiens GN=GSN PE=1 SV=1 0,0005 3,75 rAGS_FU AGS
Heat shock protein beta-1 OS=Homo sapiens GN=HSPB1 PE=1 SV=2 0,0096 4,17 rAGS_FU AGS
Kinesin-like protein KIF27 OS=Homo sapiens GN=KIF27 PE=2 SV=1 0,0028 2,35 rAGS_FU AGS
Leucine-rich repeat and IQ domain-containing protein 1 OS=Homo sapiens GN=LRRIQ1 PE=2 SV=3 0,0164 1,95 rAGS_FU AGS



Cont/ Apéndice 1

Peroxiredoxin-6 OS=Homo sapiens GN=PRDX6 PE=1 SV=3 0,0136 1,64 rAGS_FU AGS
Phosphate-regulating neutral endopeptidase OS=Homo sapiens GN=PHEX PE=1 SV=1 0,0311 1,28 rAGS_FU AGS
26S protease regulatory subunit 4 0S=Homo sapiens GN=PSMC1 PE=1 SV=1 0,0032 1,67 rAGS_FU AGS
39S ribosomal protein L40, mitochondrial 0S=Homo sapiens GN=MRPL40 PE=1 SV=1 0,0014 2,15 AGS rAGS_FU
Alanine aminotransferase 2 0S=Homo sapiens GN=GPT2 PE=1 SV=1 0,0061 1,97 rAGS_FU AGS
Diacylglycerol kinase alpha OS=Homo sapiens GN=DGKA PE=1 SV=3 0,0299 2,23 rAGS_FU AGS
Epithelial splicing regulatory protein 1 0S=Homo sapiens GN=ESRP1 PE=1 SV=2 0,0158 1,69 AGS rAGS_FU
GTP-binding protein 2 0S=Homo sapiens GN=GTPBP2 PE=1 SV=1 0,0272 3,26 rAGS_FU AGS
Importin subunit alpha-1 0S=Homo sapiens GN=KPNA2 PE=1 SV=1 0,0019 2,92 rAGS_FU AGS
Nucleolar GTP-binding protein 1 OS=Homo sapiens GN=GTPBP4 PE=1 SV=3 0,0020 1,49 AGS rAGS_FU
Pescadillo homolog OS=Homo sapiens GN=PES1 PE=1 SV=1 0,0426 2,04 AGS rAGS_FU
Protein canopy homolog 2 0S=Homo sapiens GN=CNPY2 PE=1 SV=1 0,0138 2,32 AGS rAGS_FU
Protein FAM65A OS=Homo sapiens GN=FAM65A PE=1 SV=1 0,0017 2,81 rAGS_FU AGS
Reticulon-4 OS=Homo sapiens GN=RTN4 PE=1 SV=2 0,0283 1,85 AGS rAGS_FU
Transgelin-2 0S=Homo sapiens GN=TAGLN2 PE=1 SV=3 0,0016 2,15 rAGS_FU AGS
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 34 OS=Homo sapiens GN=USP34 PE=1 SV=2 0,0025 2,84 rAGS_FU AGS
Actin, cytoplasmic 1 OS=Homo sapiens GN=ACTB PE=1 SV=1 0,0271 1,55 AGS rAGS_FU
Actin, aortic smooth muscle OS=Homo sapiens GN=ACTA2 PE=1 SV=1 0,0101 1,39 AGS rAGS_FU
Phosphoglycerate mutase 1 OS=Homo sapiens GN=PGAM1 PE=1 SV=2 0,0422 2,01 rAGS_FU AGS
Coagulation factor VIIl OS=Homo sapiens GN=F8 PE=1 SV=1 0,0061 6,43 AGS rAGS_FU
Dynein heavy chain 9, axonemal OS=Homo sapiens GN=DNAH9 PE=1 SV=3 0,0119 2,55 AGS rAGS_FU




Cont/ Apéndice 1

Annexin OS=Homo sapiens GN=ANXA3 PE=1 SV=1 0,0198 2,18 rAGS_FU AGS
Ras-related protein Rab-14 OS=Homo sapiens GN=RAB14 PE=1 SV=4 0,0476 1,56 AGS rAGS_FU
Triple functional domain protein 0S=Homo sapiens GN=TRIO PE=1 SV=2 0,0181 1,43 AGS rAGS_FU
Zinc phosphodiesterase ELAC protein 2 0S=Homo sapiens GN=ELAC2 PE=1 SV=2 0,0162 1,50 AGS rAGS_FU
Double-stranded RNA-binding protein Staufen homolog 2 0S=Homo sapiens GN=STAU2 PE=1 SV=1 0,0207 1,40 AGS rAGS_FU
Suprabasin OS=Homo sapiens GN=SBSN PE=1 SV=2 0,0368 2,27 AGS rAGS_FU
ATP-dependent RNA helicase DDX1 OS=Homo sapiens GN=DDX1 PE=1 SV=1 0,0375 1,43 AGS rAGS_FU
Condensin-2 complex subunit D3 OS=Homo sapiens GN=NCAPD3 PE=1 SV=2 0,0003 3,11 rAGS_FU AGS
Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial 0S=Homo sapiens GN=UQCRC1 PE=1 SV=3 0,0173 3,09 AGS rAGS_FU
Dedicator of cytokinesis protein 10 OS=Homo sapiens GN=DOCK10 PE=1 SV=3 0,0297 1,56 rAGS_FU AGS
DNA topoisomerase 2-alpha OS=Homo sapiens GN=TOP2A PE=1 SV=3 0,0450 1,71 rAGS_FU AGS
Golgin subfamily A member 3 OS=Homo sapiens GN=GOLGA3 PE=1 SV=2 0,0223 1,55 AGS rAGS_FU
La-related protein 1 0OS=Homo sapiens GN=LARP1 PE=1 SV=2 0,0114 1,28 AGS rAGS_FU
LIM and SH3 domain protein 1 OS=Homo sapiens GN=LASP1 PE=1 SV=2 0,0204 2,98 rAGS_FU AGS
Lipopolysaccharide-responsive and beige-like anchor protein 0S=Homo sapiens GN=LRBA PE=1 SV=4 0,0230 1,80 AGS rAGS_FU
PML-RARA-regulated adapter molecule 1 0S=Homo sapiens GN=PRAM1 PE=1 SV=2 0,0294 3,92 rAGS_FU AGS
Poly(U)-binding-splicing factor PUF60 (Fragment) OS=Homo sapiens GN=PUF60 PE=1 SV=1 0,0168 1,51 AGS rAGS_FU
Prolyl endopeptidase-like OS=Homo sapiens GN=PREPL PE=1 SV=1 0,0071 1,53 rAGS_FU AGS
Protein SFI1 homolog OS=Homo sapiens GN=SFI1 PE=1 SV=2 0,0345 1,54 AGS rAGS_FU
Sclerostin 0S=Homo sapiens GN=SOST PE=1 SV=1 0,0431 1,49 AGS rAGS_FU
Serine/threonine-protein kinase N3 OS=Homo sapiens GN=PKN3 PE=1 SV=1 0,0151 2,16 rAGS_FU AGS




Cont/ Apéndice 1

SRC kinase-signaling inhibitor 1 0S=Homo sapiens GN=SRCIN1 PE=1 SV=1 0,0444 1,10 rAGS_FU AGS
Superkiller viralicidic activity 2-like 2 OS=Homo sapiens GN=SKIV2L2 PE=1 SV=3 0,0007 2,76 AGS rAGS_FU
TATA-binding protein-associated factor 2N OS=Homo sapiens GN=TAF15 PE=1 SV=1 0,0236 1,60 AGS rAGS_FU
182 kDa tankyrase-1-binding protein OS=Homo sapiens GN=TNKS1BP1 PE=1 SV=4 0,0022 4,11 AGS rAGS_FU
60S acidic ribosomal protein P2 OS=Homo sapiens GN=RPLP2 PE=1 SV=1 0,0443 1,93 rAGS_FU AGS
Casein kinase Il subunit alpha OS=Homo sapiens GN=CSNK2A1 PE=1 SV=1 0,0010 1,61 rAGS_FU AGS
Centrobin OS=Homo sapiens GN=CNTROB PE=1 SV=1 0,0032 2,60 rAGS_FU AGS
Centromere protein V OS=Homo sapiens GN=CENPV PE=1 SV=1 0,0142 6,63 AGS rAGS_FU
Cytochrome c oxidase subunit 5A, mitochondrial 0S=Homo sapiens GN=COX5A PE=1 SV=2 0,0003 1,87 AGS rAGS_FU
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=ALDH4A1 PE=1 SV=3 0,0396 2,26 AGS rAGS_FU
Epidermal growth factor receptor kinase substrate 8-like protein 2 0S=Homo sapiens GN=EPS8L2 PE=1 SV=2 0,0302 2,71 rAGS_FU AGS
Eukaryotic translation initiation factor 6 OS=Homo sapiens GN=EIF6 PE=1 SV=1 0,0351 1,28 rAGS_FU AGS
Fascin OS=Homo sapiens GN=FSCN1 PE=1 SV=3 0,0106 24,76 rAGS_FU AGS
Gamma-interferon-inducible lysosomal thiol reductase OS=Homo sapiens GN=IFI30 PE=1 SV=3 0,0261 2,93 AGS rAGS_FU
Integrin beta-1 0S=Homo sapiens GN=ITGB1 PE=1 SV=2 0,0251 1,34 AGS rAGS_FU
Isoleucine--tRNA ligase, mitochondrial 0OS=Homo sapiens GN=IARS2 PE=1 SV=2 0,0282 1,46 AGS rAGS_FU
Lanosterol 14-alpha demethylase OS=Homo sapiens GN=CYP51A1 PE=1 SV=1 0,0327 1,75 rAGS_FU AGS
Microtubule-associated serine/threonine-protein kinase 1 OS=Homo sapiens GN=MAST1 PE=1 SV=2 0,0285 2,81 rAGS_FU AGS
Neuronal cell adhesion molecule OS=Homo sapiens GN=NRCAM PE=1 SV=3 0,0098 3,22 rAGS_FU AGS
Proliferation-associated protein 2G4 OS=Homo sapiens GN=PA2G4 PE=1 SV=3 0,0210 1,78 rAGS_FU AGS
Protein S100-A11 OS=Homo sapiens GN=S100A11 PE=1 SV=2 0,0210 3,93 rAGS_FU AGS




Cont/ Apéndice 1

Septin-9 OS=Homo sapiens GN=SEPT9 PE=1 SV=2 0,0433 8,04 AGS rAGS_FU
Signal recognition particle 14 kDa protein OS=Homo sapiens GN=SRP14 PE=1 SV=2 0,0194 1,52 AGS rAGS_FU
**Superoxide dismutase [Cu-Zn] OS=Homo sapiens GN=SOD1 PE=1 SV=2 0,0076 4,33 rAGS_FU AGS
Translationally-controlled tumor protein OS=Homo sapiens GN=TPT1 PE=1 SV=1 0,0174 2,36 rAGS_FU AGS
Translin-associated factor X-interacting protein 1 OS=Homo sapiens GN=TSNAXIP1 PE=2 SV=1 0,0344 1,56 AGS rAGS_FU
U3 small nucleolar ribonucleoprotein protein MPP10 OS=Homo sapiens GN=MPHOSPH10 PE=1 SV=2 0,0224 9,44 AGS rAGS_FU
Tubulin beta-3 chain OS=Homo sapiens GN=TUBB3 PE=1 SV=2 0,0025 3,66 rAGS_FU AGS
A-kinase anchor protein 9 OS=Homo sapiens GN=AKAP9 PE=1 SV=1 0,0329 1,48 rAGS_FU AGS
T-complex protein 1 subunit theta (Fragment) 0S=Homo sapiens GN=CCT8 PE=1 SV=1 0,0444 1,36 AGS rAGS_FU
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L OS=Homo sapiens GN=HNRNPL PE=1 SV=2 0,0185 1,56 AGS rAGS_FU
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2 0S=Homo sapiens GN=HNRNPH2 PE=1 SV=1 0,0098 1,12 AGS rAGS_FU
Liprin-alpha-1 0S=Homo sapiens GN=PPFIA1 PE=1 SV=1 0,0236 2,55 rAGS_FU AGS
Tryptophan--tRNA ligase, cytoplasmic OS=Homo sapiens GN=WARS PE=1 SV=2 0,0200 2,45 rAGS_FU AGS
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Homo sapiens PE=1 SV=1 0,0185 1,56 AGS rAGS_FU
40S ribosomal protein S18 OS=Homo sapiens GN=RPS18 PE=1 SV=3 0,0036 2,54 rAGS_FU AGS
ATP-binding cassette sub-family A member 2 OS=Homo sapiens GN=ABCA2 PE=1 SV=3 0,0448 2,53 rAGS_FU AGS
ELAV-like protein 1 0S=Homo sapiens GN=ELAVL1 PE=1 SV=2 0,0205 4,09 rAGS_FU AGS
GPI ethanolamine phosphate transferase 2 0S=Homo sapiens GN=PIGG PE=1 SV=1 0,0479 1,17 AGS rAGS_FU
Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-1 OS=Homo sapiens GN=GNB1 PE=1 SV=3 0,0046 2,03 AGS rAGS_FU
L-lactate dehydrogenase A chain OS=Homo sapiens GN=LDHA PE=1 SV=2 0,0097 4,67 rAGS_FU AGS
Microtubule cross-linking factor 1 0S=Homo sapiens GN=MTCL1 PE=1 SV=5 0,0293 1,50 rAGS_FU AGS
Protein tilB homolog OS=Homo sapiens GN=LRRC6 PE=1 SV=1 0,0410 1,28 AGS rAGS_FU




Cont/ Apéndice 1

SH3 domain-containing kinase-binding protein 1 OS=Homo sapiens GN=SH3KBP1 PE=1 SV=2 0,0472 1,29 AGS rAGS_FU
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 OS=Homo sapiens GN=HSD17B10 PE=1 SV=3 0,0276 1,29 AGS rAGS_FU
6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating (Fragment) OS=Homo sapiens GN=PGD PE=1 SV=1 0,0367 2,04 rAGS_FU AGS
60S ribosomal protein L11 OS=Homo sapiens GN=RPL11 PE=1 SV=2 0,0064 2,10 rAGS_FU AGS
Arginine-glutamic acid dipeptide repeats protein OS=Homo sapiens GN=RERE PE=1 SV=2 0,0438 5,11 rAGS_FU AGS
Bcl-2-like protein 13 OS=Homo sapiens GN=BCL2L13 PE=1 SV=1 0,0170 3,48 rAGS_FU AGS
Dedicator of cytokinesis protein 8 0S=Homo sapiens GN=DOCK8 PE=1 SV=3 0,0264 1,58 rAGS_FU AGS
Erythroid differentiation-related factor 1 0S=Homo sapiens GN=EDRF1 PE=1 SV=1 0,0396 1,95 AGS rAGS_FU
Gamma-adducin OS=Homo sapiens GN=ADD3 PE=1 SV=1 0,0479 3,65 AGS rAGS_FU
GTPase-activating protein and VPS9 domain-containing protein 1 OS=Homo sapiens GN=GAPVD1 PE=1 SV=1 0,0334 1,39 rAGS_FU AGS
Helicase SKI2W OS=Homo sapiens GN=SKIV2L PE=1 SV=3 0,0052 3,41 rAGS_FU AGS
Isochorismatase domain-containing protein 2 0S=Homo sapiens GN=ISOC2 PE=1 SV=1 0,0226 2,35 AGS rAGS_FU
Kinesin-like protein KIF9 OS=Homo sapiens GN=KIF9 PE=1 SV=4 0,0099 1,66 rAGS_FU AGS
Microtubule-associated serine/threonine-protein kinase 2 0S=Homo sapiens GN=MAST2 PE=1 SV=2 0,0322 1,18 AGS rAGS_FU
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 9 0S=Homo sapiens GN=NDUFB9 PE=1 SV=1 0,0326 2,22 AGS rAGS_FU
Nuclear factor 1 C-type OS=Homo sapiens GN=NFIC PE=1 SV=2 0,0311 3,19 rAGS_FU AGS
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP8 OS=Homo sapiens GN=FKBP8 PE=1 SV=1 0,0064 11,20 AGS rAGS_FU
Polyribonucleotide nucleotidyltransferase 1, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=PNPT1 PE=1 SV=2 0,0094 1,91 AGS rAGS_FU
Pulmonary surfactant-associated protein C (Fragment) OS=Homo sapiens GN=SFTPC PE=1 SV=7 0,0097 1,77 AGS rAGS_FU
Putative RNA-binding protein Luc7-like 2 0S=Homo sapiens GN=LUC7L2 PE=1 SV=2 0,0260 3,38 AGS rAGS_FU
Ran GTPase-activating protein 1 0S=Homo sapiens GN=RANGAP1 PE=1 SV=1 0,0389 1,24 rAGS_FU AGS




Cont/ Apéndice 1

Ribosome biogenesis protein BRX1 homolog OS=Homo sapiens GN=BRIX1 PE=1 SV=2 0,0459 1,52 AGS rAGS_FU
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 55 kDa regulatory subunit B alpha isoform OS=Homo sapiens 0,0319 2,30 rAGS_FU AGS
GN=PPP2R2A PE=1 SV=1

Thyroid hormone receptor-associated protein 3 OS=Homo sapiens GN=THRAP3 PE=1 SV=2 0,0381 1,58 AGS rAGS_FU
Transmembrane emp24 domain-containing protein 10 OS=Homo sapiens GN=TMED10 PE=1 SV=2 0,0260 2,10 rAGS_FU AGS
Trinucleotide repeat-containing gene 18 protein OS=Homo sapiens GN=TNRC18 PE=1 SV=1 0,0019 3,54 AGS rAGS_FU
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 13 OS=Homo sapiens GN=PSMD13 PE=1 SV=1 0,0430 1,74 rAGS_FU AGS
40S ribosomal protein S29 OS=Homo sapiens GN=RPS29 PE=1 SV=2 0,0030 2,10 rAGS_FU AGS
Adipocyte plasma membrane-associated protein OS=Homo sapiens GN=APMAP PE=1 SV=2 0,0475 1,36 rAGS_FU AGS
ADP-ribosylation factor 1 0OS=Homo sapiens GN=ARF1 PE=1 SV=2 0,0387 2,11 rAGS_FU AGS
AN1-type zinc finger protein 2A OS=Homo sapiens GN=ZFAND2A PE=2 SV=2 0,0465 1,61 AGS rAGS_FU
Atlastin-2 OS=Homo sapiens GN=ATL2 PE=1 SV=2 0,0070 2,65 AGS rAGS_FU
Clathrin light chain B OS=Homo sapiens GN=CLTB PE=1 SV=1 0,0062 2,77 AGS rAGS_FU
Coiled-coil domain-containing protein 162 OS=Homo sapiens GN=CCDC162P PE=2 SV=3 0,0150 3,19 AGS rAGS_FU
Complement C1s subcomponent 0S=Homo sapiens GN=C1S PE=1 SV=1 0,0466 1,38 AGS rAGS_FU
Cytochrome c oxidase subunit 2 OS=Homo sapiens GN=MT-CO2 PE=1 SV=1 0,0453 1,26 AGS rAGS_FU
Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase OS=Homo sapiens GN=ACOT7 PE=1 SV=3 0,0099 3,44 rAGS_FU AGS
E3 ubiquitin-protein ligase TRIM69 OS=Homo sapiens GN=TRIM69 PE=1 SV=1 0,0121 1,68 AGS rAGS_FU
Eukaryotic translation initiation factor 4H OS=Homo sapiens GN=EIF4H PE=1 SV=5 0,0199 5,23 rAGS_FU AGS
Exportin-1 OS=Homo sapiens GN=XPO1 PE=1 SV=1 0,0011 & rAGS_FU AGS
Galectin-3 OS=Homo sapiens GN=LGALS3 PE=1 SV=5 0,0285 1,43 rAGS_FU AGS
Genetic suppressor element 1 0S=Homo sapiens GN=GSE1 PE=1 SV=3 0,0090 6,89 rAGS_FU AGS




Cont/ Apéndice 1

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A0 OS=Homo sapiens GN=HNRNPAO PE=1 SV=1 0,0209 2,07 AGS rAGS_FU
Homeodomain-interacting protein kinase 1 0S=Homo sapiens GN=HIPK1 PE=1 SV=1 0,0216 2,65 rAGS_FU AGS
Inorganic pyrophosphatase 2, mitochondrial 0S=Homo sapiens GN=PPA2 PE=1 SV=2 0,0098 4,44 AGS rAGS_FU
Inositol hexakisphosphate kinase 2 (Fragment) OS=Homo sapiens GN=IP6K2 PE=1 SV=1 0,0392 1,26 rAGS_FU AGS
KN motif and ankyrin repeat domain-containing protein 2 0S=Homo sapiens GN=KANK2 PE=1 SV=1 0,0359 3,42 AGS rAGS_FU
LIM domain and actin-binding protein 1 0OS=Homo sapiens GN=LIMA1 PE=1 SV=1 0,0323 2,39 AGS rAGS_FU
Liprin-alpha-3 OS=Homo sapiens GN=PPFIA3 PE=1 SV=3 0,0137 1,75 rAGS_FU AGS
Lysine-specific demethylase 4C OS=Homo sapiens GN=KDM4C PE=1 SV=2 0,0040 2,41 AGS rAGS_FU
Maestro heat-like repeat-containing protein family member 2B OS=Homo sapiens GN=MROH2B PE=2 SV=3 0,0015 1,63 AGS rAGS_FU
Mannose-6-phosphate isomerase (Fragment) OS=Homo sapiens GN=MPI PE=1 SV=1 0,0063 6,00 AGS rAGS_FU
Myosin phosphatase Rho-interacting protein (Fragment) OS=Homo sapiens GN=MPRIP PE=1 SV=3 0,0150 1,80 AGS rAGS_FU
Niban-like protein 1 0S=Homo sapiens GN=FAM129B PE=1 SV=3 0,0212 3,75 rAGS_FU AGS
Plexin-D1 OS=Homo sapiens GN=PLXND1 PE=1 SV=3 0,0127 1,57 AGS rAGS_FU
Protein S100-A10 OS=Homo sapiens GN=S100A10 PE=1 SV=2 0,0021 1,92 rAGS_FU AGS
Protein SCO1 homolog, mitochondrial 0S=Homo sapiens GN=SCO1 PE=1 SV=1 0,0137 2,46 AGS rAGS_FU
Putative ubiquitin-conjugating enzyme E2 N-like OS=Homo sapiens GN=UBE2NL PE=1 SV=1 0,0060 1,94 rAGS_FU AGS
R3H domain-containing protein 1 OS=Homo sapiens GN=R3HDM1 PE=1 SV=3 0,0261 14,39 AGS rAGS_FU
Ras-related protein Rap-1A OS=Homo sapiens GN=RAP1A PE=1 SV=1 0,0114 2,72 AGS rAGS_FU
Septin 11, isoform CRA_b OS=Homo sapiens GN=SEPT11 PE=1 SV=1 0,0078 2,26 rAGS_FU AGS
Serine/threonine-protein kinase 24 OS=Homo sapiens GN=STK24 PE=1 SV=1 0,0031 2,14 AGS rAGS_FU
SH3 domain and tetratricopeptide repeat-containing protein 1 0S=Homo sapiens GN=SH3TC1 PE=1 SV=3 0,0081 2,08 AGS rAGS_FU




Cont/ Apéndice 1

Single-stranded DNA-binding protein, mitochondrial 0S=Homo sapiens GN=SSBP1 PE=1 SV=1 0,0202 3,04 AGS rAGS_FU
Transcriptional regulator ATRX OS=Homo sapiens GN=ATRX PE=1 SV=5 0,0323 1,23 AGS rAGS_FU
Transmembrane protein 2 OS=Homo sapiens GN=TMEM2 PE=1 SV=1 0,0178 1,53 AGS rAGS_FU
Tumor-associated calcium signal transducer 2 0S=Homo sapiens GN=TACSTD2 PE=1 SV=3 0,0034 3,92 AGS rAGS_FU
Volume-regulated anion channel subunit LRRC8D OS=Homo sapiens GN=LRRC8D PE=1 SV=1 0,0051 10,26 rAGS_FU AGS
X-linked retinitis pigmentosa GTPase regulator OS=Homo sapiens GN=RPGR PE=1 SV=2 0,0291 1,19 AGS rAGS_FU
Z-DNA-binding protein 1 0S=Homo sapiens GN=ZBP1 PE=1 SV=2 0,0097 9,29 rAGS_FU AGS
Tubulin beta-4B chain OS=Homo sapiens GN=TUBB4B PE=1 SV=1 0,0008 3,80 rAGS_FU AGS
Prelamin-A/C OS=Homo sapiens GN=LMNA PE=1 SV=1 0,0153 1,95 AGS rAGS_FU
Tubulin beta-2B chain OS=Homo sapiens GN=TUBB2B PE=1 SV=1 0,0030 3,52 rAGS_FU AGS
Cofilin-1 OS=Homo sapiens GN=CFL1 PE=1 SV=1 0,0107 Sioil rAGS_FU AGS
Heat shock cognate 71 kDa protein OS=Homo sapiens GN=HSPA8 PE=1 SV=1 0,0399 1,21 rAGS_FU AGS
Heat shock protein HSP 90-alpha A2 OS=Homo sapiens GN=HSP90AA2P PE=1 SV=2 0,0171 2,24 rAGS_FU AGS
Microtubule-associated protein (Fragment) OS=Homo sapiens GN=MAP4 PE=1 SV=1 0,0165 1,62 rAGS_FU AGS
NADPH--cytochrome P450 reductase (Fragment) OS=Homo sapiens GN=POR PE=1 SV=1 0,0477 1,75 AGS rAGS_FU
Regulating synaptic membrane exocytosis protein 2 OS=Homo sapiens GN=RIMS2 PE=1 SV=1 0,0069 3,03 rAGS_FU AGS
Tubulin beta-8 chain 0S=Homo sapiens GN=TUBB8 PE=1 SV=2 0,0058 3,99 rAGS_FU AGS
POTE ankyrin domain family member | 0S=Homo sapiens GN=POTEI PE=3 SV=1 0,0219 3,43 AGS rAGS_FU
Putative heat shock protein HSP 90-alpha A5 OS=Homo sapiens GN=HSP90AA5P PE=2 SV=1 0,0049 4,38 rAGS_FU AGS
Tubulin beta-1 chain OS=Homo sapiens GN=TUBB1 PE=1 SV=1 0,0308 2,57 AGS rAGS_FU







