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RESUMO

Batista JRB. Avaliacdo da expressdao de proteinas envolvidas na
biogénese de vesiculas extracelulares em melanomas humanos. Séo

Paulo; 2016. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacao Anténio Prudente].

Os tumores de pele sao os tipos de canceres mais comuns, sendo que 0s
melanomas sdo a principal causa de morte entre eles. A progressao do
cancer envolve a capacidade das células tumorais de comunicarem-se com
seu microambiente. Esta comunicacdo pode ocorrer através de vesiculas
extracelulares (EVs), capazes de participar na transferéncia horizontal de
proteinas de sinalizagcdo, RNAs (mRNAs, microRNAs e outros non-coding
RNAs) e outras moléculas entre as células tumorais e as células do
microambiente tumoral contribuindo para o processo de progressao tumoral.
E sabido que tumores primarios secretam EVs que atuam sobre
progenitores hematopoiéticos da medula éssea. Sob a acdo dessas EVs,
populagdes especificas da medula éssea sdo dirigidas aos futuros sitios de
formagdo de metastases (sitio pré-metastatico). Entre os tipos mais
importantes de EVs secretadas pelas células estdo os exossomos. Diversas
proteinas da via endocitica estdo envolvidas no processo de formacao,
composicado e secregcado das EVs (dos exossomos em particular) e podem
estar correlacionadas as caracteristicas patoldgicas e clinicas dos tumores.
O presente projeto teve como objetivo avaliar proteinas associadas a
formagao e secregdao de exossomos, TRP2, Rab27a e Rab27b em tecidos
de melanomas humanos, quantificar EVs no plasma destes pacientes e
determinar os niveis da co-chaperona STI1/HOP nestas EVs. Estas
variaveis experimentais foram comparadas entre si e sua correlagdo com a
progressao tumoral foi avaliada. Os resultados apontaram que as proteinas
Rab27a, Rab27b e TRP2 apresentam uma maior expressdo em melanomas
metastaticos (estadios Ill e IV) quando comparados a ndo metastaticos

(estadios in situ, | e Il). A quantificacdo das EVs, bem como seu conteudo



proteico total, ndo mostrou diferencas entre os diversos estadios tumorais.
Desta forma, nao foi encontrada correlagdo entre a expressdo das 3
proteinas (Rab27a, Rab27b e TRP2) e a concentracdo de EVs do plasma.
As EVs circulantes no plasma dos pacientes com melanoma em estadios
mais avangados apresentaram um aumento na concentracdo de STI1/HOP
quando comparadas aquelas provenientes do plasma de pacientes
portadores de melanomas em estadios mais precoces. Juntos estes
resultados sugerem um papel para as proteinas relacionadas as vias de
biogénese e secregdo de exosomos na progressdo do melanoma e que a
ST1/HOP contida nas EVs circulantes no plasma pode ter um papel no
microambiente e na progressdo tumoral. Metodologias mais adequadas
devem ser desenvolvidas para isolamento de EVs tumorais do pool de EVs
do plasma, uma vez que a presenga de marcadores especificos presentes

nas EVs derivadas das células tumorais podem estar mascarados.



SUMMARY

Batista JRB. [Evaluation of the expression of proteins involved in the
biogenesis of extracellular vesicles in human melanoma]. Sdo Paulo

2016. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacéo Anténio Prudente].

Skin cancers are the most common type of cancer, and among them
melanoma is the major cause of death. Tumor progression involves the
ability of tumor cells to communicate with the microenvironment. This
communication can occur through extracellular vesicles (EVs) which are able
to participate in the horizontal transfer of proteins, RNAs (mRNAs,
microRNAs and other non-coding RNAs) and other molecules between tumor
cells and cells from the microenvironment, thus interfering with the tumor
progression. It is well known that primary tumors secrete EVs that act over
hematopoietic progenitors from bone marrow. Under the effect of these EVs,
specific cell populations from the bone marrow are send to the future
metastasis site (pre-metastatic niche). Exosomes are among the most
important types of EVs.. Several proteins from endocytic pathway are
involved in the process of formation, packing and secretion of the exosomes)
and can be correlated to the pathological and clinical characteristics of the
tumors. The aim of this project was evaluate the proteins associated with the
formation and secretion of exosomes, TRP2, Rab27a and Rab27b in tumor
tissues from patients with melanoma, to quantify the EVs at the plasma of
these patients and to determine the protein levels of the co-chaperonin
STIM/HOP within these EVs. These experimental variables were compared
and their correlation with the tumor progression was evaluated. Results
showed that Rab27a, Rab27b and TRP2 presented higher expression in
metastatic melanoma (stage Il and IV) when compared to the non-metastatic
melanomas (stage in situ, | and Il). The quantification of the EVs, as well as
their total protein content did not point differences between tumor stages.

Moreover, no correlation was found between the expression of the 3 proteins



(Rab27a, Rab27b and TRP2) and the concentration of EVs in the plasma.
On the other hand, EVs isolated from the plasma of patients with more
advanced stages of melanoma contain higher concentrations of STI1/HOP
when compared to ones from the plasma of patients with early stages of the
disease. Together, these data suggest that tumor expression of proteins
related to biogenesis and secretion of exosomes may participate in
melanoma progression. In addition, STI1/HOP within EVs can have a role in
tumor microenvironment and melanoma progression. Methodologies that are
more adequate must be developed to allow the isolation of tumor-derived
exosomes from the pool of plasma EVs, since specific markers present in the

former EVs may be masked.
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1  INTRODUCAO

1.1 CANCER DE PELE E MELANOMA

Os canceres de pele estdo entre os tipos mais comuns de tumores
(American Cancer Society-ACS 2015), e o Instituto Nacional do Cancer
(INCA) estimou a ocorréncia de 175.760 novos casos destes tumores em
2016, sendo 80.850 homens e 94.910 mulheres (Ministério da Saude 2016).
Em caucasianos, a incidéncia dos canceres de pele é inversamente
proporcional a distancia da linha do Equador, sendo assim, Nova Zelandia e
Australia lideram em incidéncia mundial. Apesar dos avancgos terapéuticos,
80% das mortes associadas a canceres de pele estdo relacionadas ao
melanoma (World Health Organization-WHO 2013), um tipo de cancer de
pele que representa menos de 5% desse grupo de tumores.

Os melanomas acometem principalmente adultos, sendo mais
comuns entre os homens do que entre as mulheres. Nesse contexto, a idade
torna-se um fator importante, pois a sobrevida em pessoas mais jovens é
maior do que entre os idosos. Quando consideradas diferentes populagdes
ao redor do mundo, os caucasianos sdo mais afetados que
afrodescendentes e hispanicos, porém a morbidade dentro do grupo de nio-
caucasianos € maior, pois a doenga em geral é descoberta em estadios
mais avangados nesta populagdo (GLOSTER e NEAL 2006; AZOURY e

LANGE 2014). Quando detectados em seus estadios iniciais, os casos de



melanoma apresentam uma sobrevida global de 98% (American Cancer
Society - ACS 2015). Entretanto, em melanomas de estadiamentos mais
avancados, a mortalidade ¢é alta, principalmente devido a resisténcia
terapéutica apresentada pelas metastases (CHAPMAN e YANG 2009).
Dessa forma, o crescimento em um ritmo acelerado do numero de individuos
com canceres de pele do tipo melanoma associado a sua agressividade e
ameaca a saude publica devem ser considerados de extrema relevancia
(NARAYANAN et al. 2010).

O principal fator de risco associado a origem e ao desenvolvimento
de melanomas é a exposi¢ao cronica e intermitente a radiacdo ultravioleta
(DIEPGEN e MAHLER 2002; SCHADENDOREF et al. 2015). Adicionalmente,
histérico anterior de cancer de pele ou outros tipos de cancer (e.g. mama,
préostata etc), pré-disposicdo a lesdes na pele, historia familiar e genética
(aproximadamente 10% dos pacientes) e mutagbes (MITIF, melanoma
esporadico e familial, CDKN2 e CDK4 em melanoma familial) sdo também
fatores de risco relacionados a estes tumores.

Os melanomas sao estadiados com base na sétima edicdo do
American Joint Committee on Cancer (AJCC) Melanoma Staging Database,
e estio divididos em estadios | e |I, melanomas locais que n&o apresentam
metastase; estadio Ill, melanomas que apresentam metastases regionais em
linfonodos e estadio IV, melanomas que estabelecem metastases em 6rgaos

a distancia (BALCH et al. 2009).



1.2 METASTASE

A formagao de metastases, tanto locais como a distancia, é um dos
aspectos importantes relacionados a sobrevida dos pacientes com
melanoma. Desta forma, o estudo dos mecanismos que possibilitam a
disseminagdo das células tumorais € de grande relevéancia (ZHANG e
WANG 2015). Parte da literatura cientifica tem dado destaque
predominantemente ao desenvolvimento e progressao do tumor em seu sitio
primario. Entretanto, recentemente, um namero crescente de estudos aponta
para os processos envolvidos na formacdo de metastases tumorais, o que
tem resultado no surgimento de novos conceitos (COGHLIN e MURRAY
2010).

Dentre estes, destaca-se o conceito de sitio pré-metastatico (Figura
1), introduzido em 2005 pelo trabalho de KAPLAN et al. Neste trabalho
demonstrou-se que melanomas murinos primarios secretam fatores soluveis
que atuam sobre progenitores hematopoiéticos da medula déssea. Sob a
acao destes fatores soluveis, populagdes especificas da medula éssea sao
selecionadas e dirigidas aos futuros sitios de metastase e dessa forma,
promovem a formagado das metastases (revisado por JOYCE e POLLARD
2009).

Tal hipbtese foi sustentada por experimentos que evidenciaram que
o tratamento de animais com meio condicionado de uma linhagem celular de
melanoma murino altamente metastatica, B16F10, €& suficiente para

remodelar o perfil de disseminagédo de linhagens pouco metastaticas, como



as células de tumor de Lewis (KAPLAN et al. 2005). Uma vez nestes tecidos

alvo das metastases, estas células provenientes da medula 6ssea sao

capazes de remodelar componentes da matriz extracelular, secretar fatores

soluveis, contribuir para a modificacdo de células do estroma e para

formacao de novas redes vasculares, favorecendo o desenvolvimento de um

novo sitio tumoral (PSAILA e LYDEN 2009, PEINADO et al. 2012) (Figura 1).
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Figura 1 - Sitio Pré-metastatico: Fatores provenientes do tumor primario recrutam

progenitores da medula 6éssea,

remodelam a matriz extracelular, atuam promovendo

angiogénese e resposta inflamatéria no tecido em 6rgaos especificos que receberao células

provenientes do tumor primario e dessa forma favorecem o processo de metastase.



1.3 VESICULAS EXTRACELULARES: ORIGEM E FUNCAO

Muitas proteinas que exercem fungdo no espaco extracelular séo
secretadas em associacdo com vesiculas lipidicas, que podem ser derivadas
de corpos apoptoéticos, microvesiculas geradas por shedding da membrana
plasmatica e exossomos (MATHIVANAN et al. 2010). Essas vesiculas
extracelulares (do inglés extracelular vesicles; EVs) estdo envolvidas no
transporte de proteinas e material genético (MRNA e micro-RNA entre
outros), na transferéncia de receptores e indugdo de sinalizagéo celular,
além de participarem em processos fisioldégicos importantes como trombose,
inflamacdo, resposta imune e angiogénese. As EVs podem ainda
desempenhar um papel importante em varios processos patologicos
incluindo aterosclerose, pré-eclampsia, diabetes e cancer (DRAGOVIC et al.
2011).

A maioria das proteinas secretadas pelas células eucaridticas
contém peptideos sinais que as direcionam para o reticulo endoplasmatico
(RE). A partir do RE as proteinas podem ser transportadas para o espago
extracelular ou para a membrana plasmatica através de EVs passando pelo
complexo de Golgi. Contudo, existem muitas proteinas secretadas que
podem ganhar acesso ao espago extracelular por mecanismos de secrecao
nao classicos. Entretanto, proteinas que contém o peptideo sinal de
translocagdo no RE podem ainda seguir a via ndo convencional de secregéo
e podem atingir a superficie celular através de carreadores derivados do RE

(cobertos por COPIl ou n&o) e que se fusionam diretamente com a



membrana plasmatica ou com endossomos tardios que sao entao
transportados a membrana plasmatica (NICKEL e RABOUILLE 2009).

Contudo a maioria das proteinas secretadas por vias nao classicas
nao possuem peptideo sinal e independem da rota RE/Golgi para sua
secrecdo. Entre os mecanismos ja descritos podemos destacar a
translocacao direta na membrana plasmatica, lisossomos secretoérios,
através de microvesiculas geradas por shedding da membrana plasmatica
ou pela liberacdo de exossomos presentes nos corpos multivesiculares (do
inglés multivesicular bodies; MVBs) (NICKEL e RABOUILLE 2009).

As EVs sao classificadas de acordo com tamanho, origem,
composicao e fungdo. Os corpos apoptdticos, sdo EVs maiores, com seu
tamanho variando entre 500 a 2000 nm, compostos em sua maioria por
fosfatidilserina, sendo capazes de carregar organelas e fragdes nucleares.
Outra classe de EVs sao as microvesiculas, originarias de brotamentos da
membrana plasmatica das células, com tamanhos que variam de 50 a 1000
nm. As microvesiculas sao ricas em integrinas e podem carregar mRNA,
miRNA, non-coding RNAs, proteinas citoplasmaticas e de membrana
(incluindo receptores). A ultima e mais bem estudada classe de EVs sao os
exossomos, com tamanho variando entre 40 a 120 nm, e formadas através
da via endolisossomal em estruturas definidas como MVBs (EL
ANDALOUSSI et al. 2013).

Os MVBs sao organelas limitadas por membrana contendo em seu
interior grande quantidade de vesiculas intralumiais. Estas tém, portanto,

origem endocitica, sendo secretadas pelo sistema endossomal. As vesiculas



endociticas formam-se a partir de invaginagcbes da membrana plasmatica
podendo ou nao ser revestidas por clatrina e sdo transportadas para os
endossomos iniciais localizados no cértex celular. Os endossomos tardios,
localizados na regiao perinuclear, derivam-se dos endossomos iniciais por
acidificagao, mudancgas no conteudo proteico e fusdo com a outras vesiculas
ou membranas. A membrana limitante dos endossomos tardios brota no seu
limen resultando no enriquecimento de vesiculas luminais internas e dando

origem aos MVBs (KELLER et al. 2006; RECORD et al. 2014) (Figura 2).
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Figura 2 - Biogénese e Secrecdo de Vesiculas Extracelulares: Os exossomos
sd0 uma populagdo homogénea de vesiculas extracelulares de origem endocitica, formadas
a partir do brotamento de membrana dentro dos corpos multivesiculares (MVB) e o
direcionamento proteico para os exossomos é realizado pelo endosomal sorting complex
required for transport (ESCRT). O mecanismo de direcionamento e fusdo dos MVB com a
membrana da célula é, em geral, dependente de pequenas GTPases tais como Rab27A e
Rab27B. As microvesiculas, por sua vez, representam uma populagado heterogénea de
vesiculas extracelulares formadas por um brotamento externo e fissio da membrana
celular. As vesiculas extracelulares sdo capazes de transferir informacgédo de um tipo celular

a outro, como proteinas, RNA mensageiro, € RNAs regulatérios nao-codificantes.



Os MVBs podem fundir-se a lisossomos e entregar suas vesiculas
para degradacdo, ou entdo fusionar-se com a membrana plasmatica
liberando suas vesiculas no ambiente extracelular, estas podem atuar em
varios processos de sinalizacao intercelular. Assim, os MVBs constituem um
sistema altamente dindmico que atua tanto como um reservatério de
moléculas, quanto como estagao intermediaria para componentes que serao
degradados, reciclados ou secretados (GASSART et al. 2004) (Figura 2).

Os exossomos sao secretados por diferentes tipos celulares e
contém uma composigao lipidica similar as plataformas lipidicas “lipid rafts”,
ricos em colesterol, esfingomielina e gangliosideo GM3, resistentes a
detergentes nao i6nicos como o Triton X-100 e com sensibilidade a
saponina. Os exossomos contém algumas proteinas que podem atuar como
marcadores como Alix e Tsg101 que s&o envolvidas no direcionamento
endossomal-lisossomal e ainda contém uma série de proteinas de superficie
incluindo integrinas, tetraspaninas, como CD63, e antigenos MHC classe | e
II. Além disso, os exossomos contém proteinas de citoesqueleto, flotilina,
receptor de transferrina, clatrina e proteinas/enzimas ancoradas a GPl como
acetilcolinesterase (SMALHEISER 2007; RECORD et al. 2014).

Originalmente observado como um mecanismo para remover 0s
receptores como o de transferrina durante a maturacdo de reticuldcitos
(JOHNSTONE et al. 1987), o envolvimento dos exossomos no carregamento
de proteinas e RNAs que participam da comunicagdo intercelular em
processos fisioldgicos e patolégicos tem sido amplamente discutido

(MARTINS et al. 2013). Outro ponto importante € o papel dos exossomos
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secretados por células apresentadoras de antigenos (APCs) e sua
capacidade de estimular células T CD4+ (RAPOSO et al. 1996) e induzir
uma resposta imune anti-tumoral in vivo (ZITVOGEL et al. 1998).

Em contrapartida ao seu papel de apresentacdo de antigenos, as
EVs tém sido implicadas na supressao da resposta imune em transplantes,
nos quais a injegao de vesiculas derivadas de células da medula 6ssea do
doador antes do transplante levou ao aumento da sobrevida e a diminuigao
de células T CD4+ no receptor, sugerindo a ativagdo de um efeito de
imunotolerancia (PECHE et al. 2003). VALADI et al. (2007) mostraram que
exossomos derivados de uma linhagem de mastocitos humanos
transportavam moléculas de mRNA para os mastdcitos vizinhos, e estes
MmRNA eram entdo traduzidas e podiam conferir novas fungdes na célula
receptora. Proteinas associadas com doencas renais podem ser detectadas
em exossomos isolados de amostras de urina indicando um possivel uso de
exossomos como biomarcadores (PISITKUN et al. 2006).

Analises de protedmica de exossomos de urina tém gerado uma
longa lista de assinaturas moleculares que podem servir no progndstico e
diagndstico de doengas renais (HOORN et al. 2005). Exossomos também
tém sido implicados na disseminagao de virus e prions. A proteina prion
celular (PrP®), bem como sua forma infectante (PrP®%), podem ser
encontradas em exossomos levando a sugestdo de que secregdo de
exossomos de células infectadas pode servir como veiculo para propagacgao
dos prions (PORTO-CARREIRO et al. 2005). O virus HIV também utiliza os

MVBs como seu principal sitio de acumulagdo em macréfagos humanos e os
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virus liberados possuem marcadores comumente associados a exossomos
(NGUYEN et al. 2003).

Contudo os mecanismos moleculares da secregcao dos exossomos
nao sao completamente entendidos. A identificacdo de moléculas que
controlam o trafego intracelular de vesiculas e sua fusdo com a membrana
plasmatica, bem como das maquinarias responsaveis pela selegcao das
proteinas intraluminais que estardo presentes em EVs pode ajudar no
entendimento dos mecanismos de secrecdo. Sabe-se, por exemplo, que a
liberagdo de exossomos € um processo regulado, podendo estar aumentado
em condi¢cdes de estresse que induzam a resposta da proteina p53 (YU et

al. 20086).

1.4 VESICULAS EXTRACELULARES E CANCER

As EVs liberadas pelas células tumorais podem atuam na ativagao
de plaquetas, degranulagdo de mastocitos, indugéo de apoptose em células
T ativadas levando a resposta de tolerancia imunolégica (TAYLOR et al.
2007). Em linfomas, o transporte da proteina ABCA3 pelos exossomos leva
a resisténcia a terapia com o anticorpo rituximab (AUNG et al. 2011).

As EVs derivadas de tumores expressam moléculas envolvidas em
promogao da angiogénese, remodelamento do estroma, ativagdo de vias de
sinalizagao através da transferéncia de fatores/receptores de crescimento e
quimioresisténcia. Além disso, essas vesiculas podem induzir um

microambiente pro-inflamatorio para macrofagos através da expressédo de
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fibronectina. Como resultado de todos esses efeitos, as EVs tumorais podem
representar mediadores centrais do microambiente tumoral (MARTINS et al.
2013).

Células de glioblastoma multiforme (GBM) secretam exossomos
carregando diferentes classes de moléculas (MRNA, miRNA e proteinas
angiogénicas) que podem ser captados por células endoteliais normais,
estimulando a formacao de vasos capilares e também podem ter um efeito
autdcrino, promovendo a proliferacdo celular. Interessantemente,
exossomos podem ser detectados no sangue de pacientes com GBMs
podendo fornecer informagbes diagndsticas e auxiliar em decisdes
terapéuticas para pacientes com cancer através de um teste sanguineo
(SKOG et al. 2008).

Adicionalmente, um estudo conseguiu identificar que exossomos de
pacientes com GBM apresentam niveis reduzidos de RNAs ribossomais em
amostras congeladas de biobancos de sangue. O RNA proveniente desses
exossomos regulam os niveis de RNA codificadores para a produgao de
ribossomos quando comparados aos controles (NOERHOLM et al. 2012).

PEINADO et al. em 2012, identificaram que exossomos liberados
por linhagens celulares de melanoma recrutam células progenitoras na
medula Ossea através da expressdao da onco-proteina MET, criando
respostas pro-vasculogénicas e pro-metastaticas que influenciam
dramaticamente a formacdo de um sitio pré-metastatico, retomando o

conceito apresentado acima.
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Dados recentes apontam que exossomos provenientes de células de
adenocarcinoma ductal pancreatico contém grandes quantidades de fator
inibidor de migracédo (MIF), de forma que o seu bloqueio leva a diminuicao
na formacédo do sitio pré-metastatico e metastases no figado. Estes
resultados evidenciam o0s exossomos como potenciais biomarcadores

diagndsticos ou progndsticos (COSTA-SILVA et al. 2015).

1.5 AS RAB27A E RAB27B E SUA INFLUENCIA SOBRE

SECRECAO E PROGRESSAO TUMORAL

As proteinas Rab, integrantes da familia das GTPases, foram
amplamente associadas a secre¢cao de EVs. OSTROWSKI et al. em 2010,
descreveram a participacdo da Rab27a e da Rab27b no trafego dos MVB e
na secregao de exossomos em ceélulas HelLa, uma vez que o silenciamento
das mesmas reduziu em mais de 50% a secre¢do dos exossomos. Em
melanomas, a Rab27a esta associada a pigmentacao da pele por participar
do transporte dos melanossomos ao longo da rede de actina do
citoesqueleto celular (CHIAVERINI et al. 2008).

Em 2015, WANG et al. observaram que a expressao da proteina
Rab27a estava associada ao estadiamento do adenocarcinoma ductal
pancreatico, sugerindo que esta sirva como um marcador prognéstico para
estes tumores. Nas linhagens celulares de melanoma B16F10 e Sk-Mel-28,
o silenciamento de Rab27a mostrou-se eficiente na reducido do crescimento

tumoral e formacdo de metastases pulmonares. A reducdo de Rab27a
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afetou aproximadamente 40-50% das células tumorais circulantes e o
recrutamento de células progenitoras da medula 6ssea (PEINADO et al.
2012). Adicionalmente, BOBRIE et al. também em 2012, descreveram a
importancia da Rab27a na progressao tumoral, ndo apenas nos mecanismos
envolvidos diretamente na secrecido de EVs pelo tumor, mas na modificagao
do microambiente tumoral, recrutando fatores e incitando a secrecdo de
MMP9, uma metaloprotease pro-metastatica, em células 4Ti de tumor de
mama.

Trabalhos recentes descreveram que altos niveis de Rab27a
garantem maior viabilidade as células, aumentam a proliferagdo, migragao e
atuam na supressao da apoptose em gliomas, levando os autores a sugerir
que a supressao de Rab27a poderia ser benéfica no tratamento dos gliomas
(WU et al. 2013), ja que esta esta presente em maiores quantidades nos
gliomas do que em tecidos normais. Este dado foi confirmado por nosso
grupo usando amostras de pacientes do A.C.Camargo Cancer Center
(RODRIGUES 2014).

A Rab27b, por sua vez, foi descrita como um biomarcador de mau
progndéstico em tumores estromais gastrointestinais (GIST), mostrando que
casos com baixa expressdo de Rab27b tinham maior sobrevida (WANG et
al. 2014). O mesmo resultado foi observado em cancer colorretal quando a
expressao da proteina nos tumores foi comparada ao tecido normal, nao
tumoral, reforcando a possivel utilizacdo deste marcador como preditor da

progressao da doenca (BAO et al. 2014). O uso de PCR em tempo real
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mostrou que em linhagens humanas de melanoma Rab27b é menos
expressa que Rab27a, (PEINADO et al. 2012).

Em conjunto, os dados apresentados na literatura evidenciam as
Rab27a e a Rab27b como importantes ferramentas para o entendimento da

biogénese de exossomos e também como biomarcadores promissores.

1.6 TRP2: TYROSINASE RELATED PROTEIN-2

Outro componente sabidamente presente em EVs e considerado um
biomarcador promissor € o TRP2, também conhecido como dopacromo
tautomerase. Uma enzima transmembrana, altamente conservada, envolvida
em vias metabdlicas, particularmente no metabolismo da tirosina, e na
melanogénese. TRP2 é expresso em tecidos normais (retina, melandcitos),
tecidos pré-melanossoma (nevos) e tumores (melanocitico, retinoblastomas
e glioblastomas) (PAK et al. 2004).

Células de melanoma apresentam expressao de TRP2 mais elevada
do que os melanécitos normais, e a fungdo de TRP2 tem sido associada a
resisténcia de células de melanoma aos tratamentos quimio e radioterapicos
(PAK et al. 2004). Esse marcador foi descrito ainda como um inibidor da
atividade pro-apoptotica de p53. Algumas linhagens celulares de melanoma
resistentes a morte celular por apoptose apds quimioterapia e radioterapia
apresentaram expressdao aumentada de TRP2 (PAK et al. 2004). O

silenciamento de TRP2 levou ao aumento tanto na expressao de p53 quanto
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dos niveis de apoptose induzida por cisplatina em melanoma (HOUBEN et
al. 2014).

Em 2013, SIN et al. descreveram que a utilizagdo, como forma de
tratamento, de peptideos TRP2 somada a CpG oligodeoxinucleotideos,
induzia a resposta imune e atividade antitumoral contra melanomas,
sugerindo que esta poderia ser um alvo terapéutico nestes tumores.

TRP2 também ja foi analisado em exossomos isolados a partir do
plasma de pacientes com melanoma. Pacientes em estadio Ill e IV
apresentaram tanto quantidades aumentadas de exossomos no plasma
como maiores concentracdes de TRP2 nos exossomos quando comparados
aqueles pacientes em estadio mais inicial da doenca. Outras proteinas como
VL4 e HSP70 presentes em exossomos circulantes também estiveram
associadas a melanomas de alto grau (PEINADO et al. 2012). Vale ressaltar
que a HSP70 é um dos ligantes de STI1/HOP uma co-chaperona muito
estudada por nosso grupo e que também estd associada a exossomos

(HAJJ et al. 2013).

1.7 STI1/HOP: STRESS INDUCIBLE PROTEIN 1/ HSP70/HSP90

ORGANIZING PROTEIN

A co-chaperonina STI1 (Stress Inducible Protein 1) também
conhecida como HOP (Hsp70/Hsp90 Organizing protein), € uma proteina
descrita originalmente pela sua capacidade de se associar e modular a

atividade das proteinas de choque térmico HSP70 e HSP90 (SONG e
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MASISON 2005). O transcrito de STI1/HOP contém 2079 pares de bases
que codificam para uma sequéncia de 543 aminoacidos, resultando em um
peso molecular aparente de 66kDa (SCHEUFLER et al. 2000). A distribuicao
subcelular de STI1 é predominantemente citoplasmatica, entretanto, uma
pequena fragcdo nuclear foi observada, apontando a existéncia de um
processo de importagcdo de STI1 para o nucleo (LASSLE et al. 1997;
LONGSHAW et al. 2000).

Além de sua presenga na membrana plasmatica (MARTINS et al.
1997; ZANATA et al. 2002; ODUNUGA et al. 2004), experimentos
envolvendo linhagens tumorais e culturas primarias de astrécitos mostraram
que tanto em modelo murino (LIMA et al. 2007), como em modelo humano
(EUSTACE e JAY 2004), STIM/HOP pode ser secretada para o meio
extracelular.

Numero crescente de estudos sugerem um papel relevante de
STI1/HOP e seu ligante a proteina prion celular (PrP°) na biologia de células
tumorais. Como exemplo, pode-se mencionar o aumento da expressao de
PrP® em canceres de estdmago relacionados a alta proliferacdo destas
células (LIANG et al. 2006a), a atividade anti-apoptéticos (LIANG et al.
2006b) e a promogéao de invasao celular e formagao de metastase (PAN et
al. 2006). Por outro lado, ERLICH et al. (2007) demonstraram a participagao
de STI1/HOP na proliferacédo celular em linhagens derivadas de GBM
humano. Nesse trabalho foi sugerido que STI1/HOP pode ser secretada
pelas células tumorais e, de maneira autdcrina, ligar-se a PrP° na superficie

destas células e aumentar a proliferacdo celular pela ativacdo das vias de
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Erk1/2 e PI3K. Faz-se importante enfatizar que este efeito foi dependente da
interacdo com PrP¢.

Dados da literatura tém descrito o aumento na expressio de Prp°
(ANTONACOPOQOULOU et al. 2008) e seu ligante STI1/HOP (MURRAY et al.
2006) em cancer de célon. Foi demonstrado ainda que anticorpos anti-PrP°¢
sao capazes nao apenas de retardar o processo de proliferacdo celular, mas
também de induzir apoptose em linhagens humanas provenientes destes
tumores (MCEWAN et al. 2009). PrP® é expresso em determinadas
populagdes celulares do pancreas normal (AMSELGRUBER et al. 2006) e
uma forma alterada desta proteina que nao sofre alteracdo pds-traducional
foi detectada em linhagens de adenocarcinomas ductais pancreaticos
humanos, esta apresentou atividade alterada levando a proliferagao celular,
invasdo e ao crescimento tumoral (LI et al. 2009). Interessantemente, o
papel de Hsp90, uma chaperona que interage com STI1/HOP e diversas
proteinas de sinalizagdo oncogénica (FLOM et al. 2007) tem sido descrito no
crescimento, sobrevivéncia e metastase de carcinoma de pancreas (ZHANG
et al. 2008).

Dados recentes do grupo demonstraram que STI1/HOP é
empacotada em MVB secretada em EVs por astrocitos e a proteina
associada a essas vesiculas lipidicas €& capaz apresentar atividades
neurotroficas quando associada a PrP¢ em neurdnios (HAJJ et al. 2013).
Adicionalmente, o aumento da expressdo de STI1/HOP foi correlacionado
com processos de proliferagao e baixa sobrevida em glioblastomas humanos

(LOPES et al. 2015).
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Apesar dos avangos nas descricdes de mecanismos envolvidos com
a secrecdo de exossomos e seu papel no processo tumoral, pouco foi
explorado sobre a expressao tumoral de proteinas responsaveis por sua
génese intracelular e secregao. Além disso, a correlagao entre a expressao
destas proteinas e a presenca de exossomos no plasma destes pacientes é
desconhecida. Ressalta-se que, apesar do numero crescente de estudos, a
identificacdo de biomarcadores de progndstico ou de alvos terapéuticos

relevantes presentes em EVs ainda é limitada.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente projeto teve como objetivo avaliar proteinas associadas a
biogénese e secrecdo de exossomos como TRP2, Rab27a e Rab27b em
tecidos provenientes de melanomas humanos, quantificar EVs presentes no
plasma destes pacientes e determinar a concentragao de STI1/HOP nestas
EVs. Estas variaveis serdo correlacionadas entre si e também relacionadas

a progressao tumoral.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Avaliar a expresséo das proteinas envolvidas na biogénese e secreg¢ao de
vesiculas extracelulares como TRP2, Rab27a e Rab27b em tecido de
melanoma e avaliar sua correlacdo com o estadiamento;

2 Avaliar o perfil e o numero de VEs bem como a quantidade total de
proteinas presentes nesta VEs circulantes no plasma de individuos
portadores de melanoma e sua correlagao com o estadiamento;

3 Correlacionar a expressdo das proteinas Rab27a, Rab27b, e TRP2 no
tecido tumoral com a quantidade de EVs no plasma de pacientes com
melanoma.

4 Avaliar a expressao de STI1/HOP em EVs isoladas do plasma de

pacientes com melanoma e sua correlagédo com o estadiamento.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS DE TECIDO TUMORAL (MELANOMA)

Os blocos e as laminas com tecido tumoral fixado foram
disponibilizados pelo Departamento de Anatomia Patolégica do
A.C.Camargo Cancer Center. O uso deste material foi autorizado pelo
comité de ética em pesquisa da Instituicdo (1867/14, Anexo 1) que levou em
conta 0 ndo comprometimento do diagnostico e a existéncia de tecido
adicional caso fosse necessaria a revisao do laudo anatomopatologico. Os
dados clinicos e anatomopatolégicos foram obtidos a partir de um banco de
dados organizado pelo nucleo de Tumores de Pele a partir do prontuario
eletrénico dos pacientes. A tabela apresentada no Anexo 2 relaciona os
dados clinicos dos pacientes e anatomopatolégicos dos respectivos
tumores.

o critérios de inclusao: foram selecionados apenas os casos em que 0s
pacientes tinham sido diagnosticados com melanoma no
A.C.Camargo Cancer Center.

o critérios de exclusdo: foram excluidas as amostras de pacientes que
nao possuiam representacdo adequada da neoplasia no bloco de
parafina e aquelas provenientes de pacientes submetidos a

tratamentos oncologicos prévios a retirada do tumor.
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3.2 REACOES DE IMUNOISTOQUIMICA

As reagdes de imunoistoquimica (IHQ) foram realizadas em cortes
histolégicos de melanomas utilizando o protocolo de marcagcédo automatizada
em sistema Ventana. As reacbes de desparafinizagdo e recuperagao
antigénica foram realizadas seguindo o protocolo do sistema. Durante a
titulacdo do anticorpo primario, as laminas foram incubadas com os
anticorpos primarios anti-Rab27b (Sigma - #HPA019849 - 1:250), anti-
Rab27a (Abnova - #h00005873-m0 - 1:250) e anti-TRP2 (Abcam — policlonal
- #ab103463 - 1:200) diluidos em solugdo comercial antibody diluent da dako
(#S080981). Para a revelagdo da reacado, foi utilizado o kit ultraview
universal alkaline phosphatase red detection kit, Roche (#760-501) e a
seguir as laminas foram seladas com entellan® (Merk - #1079610100). As
laminas obtidas das reagdes de imunoistquimica foram escaneadas no
equipamento Aperio — Leica Biosystems para montagem das imagens em
alta resolugdo. Todas as anadlises das imagens foram efetuadas pela
patologista Dra Maria Dirlei Begnami que determinou a intensidade relativa

de marcacao como ausente (0), fraca (1), moderada (2) e forte (3).

3.3 AMOSTRAS DE PLASMA

Os plasmas foram separados a partir de 15ml de sangue periférico

coletados na presenga de anticoagulante (BD vacutainer® de citrato de

sédio tamponado 0,109 mol/L e 0,105 mol/L (3,2%)). Os pacientes foram
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acompanhados no nucleo de cancer de pele do A.C.Camargo Cancer Center
e as amostras foram coletadas apds a concordancia e assinatura, pelos
pacientes, do termo de consentimento livre e esclarecido relacionado ao
projeto aprovado pelo comité de ética em pesquisa (1867/14). Para os
pacientes submetidos a cirurgia a amostra foi coletada no momento anterior
ao procedimento anestésico e para aqueles seguidos no ambulatério, as
amostras foram colhidas no momento da coleta de sangue para analises
bioquimicas de rotina. 50 pacientes tiveram seu plasma recolhido para esta
andlise e seus dados clinicos encontram-se no ANEXO I. Dentre as
amostras analisadas, para 14 pacientes, foi possivel parear o resultado da
marcagao no tecido tumoral com as quantidades de EVs obtidas através do

plasma do sangue.

3.4 ISOLAMENTO DE VESICULAS EXTRACELULARES DE

PLASMA DE PACIENTES

As amostras de sangue coletadas em citrato de sodio foram
recebidas e processadas por 30 minutos a 2000xg pelo grupo do banco de
macromoléculas do A.C.Camargo Cancer Center. Os plasmas levados ao
centro de pesquisa foram centrifugados a 12.000xg por 45 minutos para
remocao de artefatos celulares. A seguir, os sobrenadantes foram
transferidos para tubos novos e centrifugados por 2 horas a 110.000xg a 4°C
em Ultracentrifuga Beckman Coulter. Os pellets da ultracentrifugagdo foram

ressuspensos em Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (D-PBS) (ATCC®
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30-2200™) e filtrados em filtro com poro de 0,45um (Corning®). A seguir o
material foi submetidos a uma nova a centrifugacdo de 70 minutos a
110.000xg a 4°C, o sobrenadante foi descartado. Uma nova centrifugagao
de 70 minutos a 110.000xg a 4°C foi repetida. Para os experimentos de
quantificacdo de vesiculas, os pellets foram ressuspensos em 200ul de D-
PBS, enquanto para experimentos de quantificacido proteica estes foram

ressuspensos em 20 a 50ul de de D-PBS.

3.5 NANOPARTICLE TRACKING ANALYSIS (NTA)

As EVs foram avaliadas quanto ao seu tamanho e quantidade no
equipamento Nanosight LM10 (Nanosight Ltd., Amesbury, Reino Unido). O
sistema utiliza um feixe de laser fino que passa através da amostra (EVs
suspensas em PBS estéril). Particulas que se encontram dentro do feixe s&o
visualizadas utilizando um microscopio éptico convencional, equipado com
uma camara de video. Trés videos de 30 segundos de duragao foram
obtidos para cada amostra, e o movimento browniano de particulas
analisado por Nanoparticle Tracking Analysis NTA) software (Nanosight
Ltd.). O software é otimizado para que o NTA possa identificar e
acompanhar cada particula em uma base quadro a quadro, e seu
movimento browniano € monitorado e medido. A velocidade do movimento
de particulas € utilizada para calcular seu tamanho e o software acoplado ao
equipamento permite calcular o tamanho e a concentragcdo das vesiculas

dentro da amostra.
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3.6 SDS-PAGE E ENSAIOS DE “IMMUNOBLOTTING”

A analise semi-quantitativa da STI1/HOP foi realizada em extratos
proteicos de vesiculas isoladas do plasma, lisadas em tampao RIPA
(radioimmunoprecipitation assay buffer: 50nM Tris-HCI (pH 7,4) 150nM NacCl
1% NP40, 0,5% SDS e 1nM EDTA) e inibidor de protease (10x) (complete™,
mini - Roche) e preparadas em tamp&o redutor de amostra 4x (Tris-HCI
0,25M, pH 8 10% SDS 20% de glicerol 1mM de EDTA, 5% de B-
mercaptoetanol e 0,1% de azul de bromofenol). As proteinas foram
separadas por eletroforese em gel de acrilamida 10% (3ml de dH20, 3ml de
lower buffer [Tris-HCI 181,5g, SDS 4g, pH 8,8], 3ml de acrilamida 30%, 50ul
de APS [ammonium persulfate - 5g APS em 50ml H20 MiliQ], e 25ul de
TEMED [N, N, N'N'-tetrametiletiienodiamina - #T9281 - Sigma]). A
eletroforese foi realizada por 20 min a 75V, seguidos de 120V (fonte
Powerpac™ hc high-current power supply — bio-rad®). A transferéncia foi
feita para membrana de nutricelulose 0,45um (nitrocellulose blotting
membrane, #10600016 — amershamtm protrantm — GE Healthcare, Life
Science) utilizou a mesma fonte descrita acima por 1 hora a 100V. As
membranas de nitrocelulose foram incubadas com solu¢do de bloqueio (leite
desnatado 5% +TBS-T [Tris-Buffered Saline contendo tween 20]) por uma
hora. A seguir as membranas foram incubadas com anticorpos anti- flotilina
(Chemicon - #ab9292 — 1:500) ou anti-STI1/HOP (1:15.000) por 16 h a 4°C.
Os anticorpos foram diluidos em leite (Molico®) 5% com TBS-T (Tris-

Buffered Saline contendo Tween 20), e incubados overnight a 4°C.
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Anticorpos secundarios foram utilizados na diluicao 1:3000 (ECL rabbit 1Gg
HRP-linked #NA9340-1mL e ECL mouse IGg HRP-linked #NA931V - 1mL).
As membranas foram incubadas com ECL (Western Blotting substrate -
Thermo Scientific - #32209) e reveladas em camara escura com o kit kodak
(Carestream® Kodak® autoradiography RP X-Omat developer/replenisher #
Z354104). A membrana foi digitalizada e as bandas quantificadas no

software ImageJ.

3.7 COLORACAO DE PROTEINAS POR NITRATO DE PRATA

Para a analise semi-quantitativa das proteinas totais nas vesiculas
extracelulares, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
acrilamida, conforme descrito acima. O gel foi entdo submetido ao protocolo
de coloragdo por prata (Pierce™ Silver Stain kit #24612). O gel foi

digitalizado e as bandas quantificadas no software ImageJ.

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

O teste utilizado para comparag¢des multiplas foi One-Way ANOVA
seguido do pos-teste de Bonferroni. Enquanto para as comparagdes entre
dois grupos foi utilizado o teste-T de student. Em todas as analises foi
utilizado o software GraphPad Prism 6. Os resultados foram considerados

estatisticamente significativos quando o valor de p foi menor que 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DAS AMOSTRAS DE TECIDO TUMORAL

PROVENIENTES DOS PACIENTES COM MELANOMA

Uma vez que Rab27a e Rab27b possuem papel-chave na secreg¢ao
dos exossomos, no direcionamento dos MVB para a periferia da célula e em
sua ancoragem na membrana plasmatica (OSTROWSKI et al. 2009), as
duas isoformas foram selecionadas para analise nos tecidos tumorais.

A marcagao da proteina Rab27a (Figura 3A) mostrou-se especifica
do tecido tumoral, a coloracédo résea da fosfatase alcalina predominou no
citoplasma das células neoplasicas, ndao havendo marcacéo no estroma do
tecido. Pode-se observar que a marcacdao de Rab27a foi intensa em toda
regidao basal da lesdo, com poucas células pigmentadas no interior do
epitélio (Figura 3A). Da mesma forma, a marcagcao de Rab27b mostrou-se
predominantemente citoplasmatica, especifica do tecido tumoral e com
pouca expressao nas células do estroma (Figura 3B).

O marcador TRP2 também foi avaliado por IHQ, e sua expresséao foi
especifica na lesao tumoral (Figura 3C). Na padronizagao, pode-se observar
uma marcacao especifica e moderada, sem expressao no estroma, com
pigmentacao citoplasmatica e um leve reforco na membrana das células.

Portanto, estes resultados sugerem que a expressao das trés

proteinas esta associada ao tecido tumoral possibilitando inclusive a
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verificacdo de focos ascendentes de melanoma (Figs, 3B e 3C) para a

camada mais apical do epitélio.

Rab27a

Rab27b

TRP2

Figura 3 - Perfil de marcagao imunohistoquimica para as proteinas Rab27a,

Rab27b e TRP2 em cortes de melanoma. A imagem ilustra o perfil de marcagéo
das proteinas de interesse, marcadas em coloracdo résea (fosfatase alcalina). A contra-
coloragdo com hematoxilina foi realizada para identificagdo dos nucleos celulares (coloragéo
violeta). (A) marcagéo de Rab27a. (B) marcagdo de Rab27b. A seta representa crescimento
ascendente do melanoma. (C) marcagdo de TRP2, a seta representa crescimento
ascendente do melanoma, a cabega de seta indica marcagdo mais acentuada de TRP2 na
membrana. Barras de escala 50um.
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Apos a padronizagao das reagoes, todas as amostras de melanoma
incluidas no estudo foram avaliadas. Para as 3 proteinas de interesse, a
analise da IHQ permitiu definir os niveis de marcagao como ausente, fraco,
moderado e forte. As Figuras 4, 5 e 6 apresentam fotomicrografias
representativas dos diferentes niveis de marcagdo para as proteinas

Rab27a, Rab27b e TRP2, respectivamente.
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Figura 4 - Niveis de marcagdo de Rab27a em cortes de melanoma. A figura

apresenta imagens representativas dos niveis de marcagao de Rab27a considerados como
ausente (A), fraco (B), moderado (C) e forte (D). Imagens obtidas no software ImageScope
(aumento 10x — barra de escala 200pm).
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de marcacao de Rab27b em cortes de melanoma. A figura

iveis

N
apresenta imagens representativas dos niveis de marcagdo de Rab27b considerados como

Figura 5

moderado (C) e forte (D). Imagens obtidas no software ImageScope

ausente (A), fraco (B)

(aumento 10x — barra de escala 200um).
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Figura 6 - Niveis de marcagdo de TRP2 em cortes de melanoma. A figura

apresenta imagens representativas dos niveis de marcagao de TRP2 considerados como
ausente (A), fraco (B), moderado (C) e forte (D). Imagens obtidas no software ImageScope

(aumento 10x — barra de escala 200um).

Dentre todas as amostras do estudo, apenas 14 eram pareadas, ou
seja, com disponibilidade de tecido e plasma do mesmo paciente. Para estas
amostras, a intensidade de marcacao (ausente/fraco ou moderado/forte) foi
correlacionada ao estadiamento. Os resultados apresentados na Figura 7
sugerem que a expressao aumentada de Rab27a, Rab27b e TRP2 pode

estar associada a progressao da doenca.
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Figura 7 - Correlagado do nivel de marcagao das proteinas Rab27a, Rab27b

e TRP2 com o estadiamento dos melanomas. Os gréficos ilustram a porcentagem
de casos positivos para cada uma das proteinas nos escores ausente/fraco e
moderado/forte em casos de melanoma metastaticos ou ndo. (A) Rab27a ausente/fraco (7
casos) e Rab27a moderado/forte (7 casos); (B) Rab27b ausente/fraco (11 casos) e Rab27b
moderado/forte (3 casos); (C) TRP2 ausente/fraco (4 casos) e TRP2 moderado/forte (10

casos). Dentro dos grupos de escore patolégico, a soma dos casos é igual a 100%.
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4.2 ANALISE DAS AMOSTRAS DE PLASMA PROVENIENTES

DOS PACIENTES COM MELANOMA

O protocolo de ultracentrifugagao foi escolhido para o isolamento de
EVs, em particular exossomos, com a finalidade de reduzir contaminagao da
amostra com grandes quantidades de complexos proteicos e anticorpos do
soro (THERY et al. 2006).

Apos o isolamento das EVs do plasma proveniente de 50 pacientes,
delineamos um perfil geral do seu tamanho (Figura 8). A maior concentragao
de EVs entre os tamanhos de 50 a 199nm, com um pico na faixa de 100 a
150 nm, sugere que uma fragdo importante das vesiculas separadas estao

na faixa de tamanho dos exossomos.
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Figura 8 - Perfil do tamanho das Vesiculas Extracelulares Provenientes do

Plasma de Pacientes com Melanoma. Quantificagdo da porcentagem de vesiculas
extracelulares distribuidas em intervalos de tamanho (nanémetros). As vesiculas
extracelulares foram isoladas por protocolo de ultracentrifugacado e a analise foi realizada

pela técnica de Nanoparticle Tracking Analysis em microscopio NanoSight (n=50).
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Concomitantemente com o perfil da EVs, a concentragcdo/ml das
mesmas no plasma foi calculada e representada de acordo com o
estadiamento dos pacientes (Fig 9), com o objetivo de analisar se existe
uma correlagdo entre a concentragcao das EVs no plasma e o estadiamento
tumoral (Figura 9). Os resultados mostram que a variagdo maior aconteceu
em trés amostras do estadio | que continham entre 10® e 5x10° vesiculas/ml
de plasma. Mas que nao existe variagao consistente entre o numero de EVs

e o estadio da doenca.
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Figura 9 - Concentracdo de EVs no plasma de pacientes portadores de

melanoma de acordo com o estadio tumoral. Representagao da concentragdo das
vesiculas extracelulares (108 vesiculas por mL de plasma) distribuidas de acordo com o
estadiamento do tumor primario do paciente do qual a amostra de plasma foi obtida. As
vesiculas extracelulares do plasma foram isoladas pelo protocolo de ultracentrifugacdo e
quantificadas pela técnica de Nanoparticle Tracking Analysis em microscéopio NanoSight
(n=50).
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O préximo passo foi avaliar a correlagdo entre a expressao das
proteinas Rab27a, Rab27b e TRP2 no tecido tumoral € o numero de EVs
presentes no plasma destes pacientes (Figura 10). As amostras pareadas de
cada paciente foram analisadas. A Figura 10 mostra que nao foi possivel
observar uma correlagao entre a concentracao de vesiculas no plasma e a

expressao de Rab27a, Rab27b e TRP2 nos tumores.
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Figura 10 - Correlacdo da intensidade de marcacao das proteinas Rab27a,
Rab27b e TRP2 com relagdo a concentracdo de vesiculas extracelulares

circulantes no plasma. A expressao das proteinas (A) Rab27a, (B) Rab27b e (C) TRP2

no tecido tumoral foi classificada como ausente/fraca ou moderada/forte e correlacionada
com as concentragdes de EVs presentes no plasma dos pacientes. Foram usadas amostras

pareadas de tecido e plasma dos mesmos pacientes(n=14).
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A partir destes resultados, foi formulada a hipotese de que o
carregamento proteico das EVs poderia estar envolvido na progressao
tumoral e formagdo de metastase, assim como previamente descrito
(PEINADO et al. 2012). Dessa forma, as proteinas do extrato de 10’
vesiculas provenientes de 20 pacientes portadores de melanoma nos
diferentes estadiamentos (in situ, I, Il, lll e IV) foram separadas por SDS-
PAGE num total de 3 géis. Estas foram entdo coradas por nitrato de prata e
quantificadas (Figura 11). Os resultados apontaram uma grande variagao no
conteudo proteico total das EVs, o que nao permitiu observar diferengas

significativas desta variavel entre diferentes estadios da doenca.
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Figura 11 - Total de Proteinas Carregadas pelas EVs circulantes no plasma

de pacientes portadores de melanoma. (A) Representagdo de um dos 3 géis de
SDS-PAGE carregado com as proteinas provenientes de 10" EVs circulantes no plasma de
pacientes portadores de melanoma em diferentes estadios apds coloragdo por nitrato de
prata. (B) O grafico ilustra a quantificagdo (em unidades arbitrarias) dos géis de prata,
representando o carregamento proteico das EVs provenientes do plasma de pacientes
portadores de melanoma de estadios in situ (n=2), estadio | (n=8), estadio Il (n=3), estadio
Il (n=4) e estadio IV (n=3).
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E sabido que algumas proteinas presentes nas EVs apresentam
atividade especifica no processo tumoral e sua concentracdo nas EVs pode
determinar a progressao da doenga (PEINADO et al. 2012). Dado o
interesse do grupo na proteina STI1/HOP e o fato desta estar associada a
EVs (HAJJ et al. 2013) decidimos avaliar seu conteudo nas EVs circulantes
no plasma de pacientes portadores de melanoma. Além disso, avaliamos
também a proteina flotilina, que esta presente em lipid rafts e tem um papel
importante na organizagdo destas plataformas e que apesar de ser
considerada um marcador de exossomos, seu possivel papel no processo
tumoral ainda é desconhecido.

O isolamento das EVs respeitou o mesmo protocolo realizado para
sua quantificacao e analise de perfil. Para tal, foram utilizadas 20 amostras
de EVs derivadas de plasma de pacientes portadores de melanoma
abrangendo todos os estadiamentos (in situ, I, I, Il e IV). As amostras séo
as mesmas usadas para o experimento da Figura 11 e estas foram divididas
em 3 géis sendo que cada uma delas continha extrato proteico de 10" EVs
que foi avaliado por western blot usando-se anticorpos anti-STI1/HOP e anti-
flotilina. A figura 12A mostra um western blot representativo dos 3 realizados
onde se observa a presenca de flotilina e de STI1/HOP nas amostras e em
12B as concentragdes relativas de STI1/HOP nas EVs provenientes do
plasma p de pacientes portadores de melanomas estadiados de | a IV em

relagdo aos melanomas in situ.
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Figura 12 - Analise Quantitativa da Expresséo de STI1/HOP em EVs de

plasma de pacientes portadores de melanoma. (A) Imagem representativa da
expressao de Flotilina (bandas de 49 kDa) e STI1/HOP (bandas de 66 kDa) em 10" EVs

pelo método de Western-blot de acordo com o estadiamento do tumor. (B) Expresséo
relativa de STI1/HOP em EVs do plasma de pacientes com melanoma estadiamento | a IV
comparados ao melanoma in situ. Estadios in situ (n=2), estadio | (n=8), estadio Il (n=3),
estadio Il (n=4) e estadio IV (n=3). (n=20). * p=0,01).

Os resultados mostram que a secrec¢ao de STI1/HOP em vesiculas
extracelulares € maior em estadios mais avancados, revelando uma
diferenca estatistica significativa entre os estadio Il a IV e o estadio | e in
situ. Sugerindo, portanto, que a presenga de HOP nas vesiculas poderia ter

um papel na progressao tumoral.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo inicial determinar se a
expressao de proteinas associadas a formacao e secre¢ao de EVs no tecido
tumoral estava correlacionada a progressao dos melanomas. Os resultados
obtidos mostraram que a marcagcdo de Rab27a, Rab27b e TRP2 era mais
intensa nos tumores metastaticos (estadios Il e IV) do que nos nao
metastatico (in situ, e estadios | e Il). Dados da literatura mostraram a
reducdo da expressao de Rab27a em células de melanoma tratadas com o
fator pigmentar derivado do epitélio (do inglés, PEDF), o qual apresenta
atividades anti-metastaticas (ORGAZ et al. 2011). Além disso, a importancia
de Rab27a na progressao tumoral esta, ndo apenas na secre¢ao das EVs,
mas na modulacdo do microambiente tumoral em tumores de mama onde
esta pode induzir a secregdo do fator de crescimento tipo insulina e
promover invasao e metastase (WANG et al. 2008; BOBRIE et al. 2012). Da
mesma forma, alta expressdo de Rab27b foi considerada como um fator
preditivo de metastase no cancer coloretal (BAO et al. 2014) e com um pior
progndéstico em pacientes com cancer de pancreas (ZHAO et al. 2016). Além
disso, sua expressdao em tumores pancreaticos esta associada a uma menor
sobrevida (ZHAO et al. 2016). Por sua vez, a expressao nuclear da Rab27b
€ fator prognostico em tumores gastrointestinais do tipo estromal (WANG et
al. 2014). Adicionalmente, a proteina TRP2, que é um marcador para

melandcitos com expressao mais elevada em melandcitos transformados do
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que nos melandcitos normais, foi descrita aumentada em estadios mais
avancados da doencga, mais especificamente a partir do estadio Il (PAK et
al. 2004; PEINADO et al. 2012).

Neste estudo conduzimos uma avaliacdo pareada entre a expressao
de Rab27a, Rab27b e TRP2 no tecido tumoral e o numero de EVs presente
no plasma dos mesmos pacientes, um total de 14 pacientes foram avaliados.
Os dados obtidos mostraram que n&do houve correlacdo entre a expressao
destas proteinas e o numero de EVs no plasma. Desta forma podemos
sugerir que estas proteinas apresentam outras fungdes relacionadas com a
progressao tumoral que ndo somente a secrecao de vesiculas. Por outro
lado, devemos levar em conta a limitagdo do isolamento de EVs derivadas
do tumor do pool total de vesiculas existentes no plasma, o que pode
mascarar as vesiculas derivadas das células tumorais.

A anadlise de EVs baseada no movimento Browniano das particulas
permite a quantificagao da distribuicdo e tamanho e, apesar dos valores de
tamanho apresentados na literatura, € importante reforgcar que na pratica,
esse perfil possui variagdes visto que fluidos bioldgicos, como plasma séo
compostos por uma mistura de EVs provenientes de diversos tipos celulares
(GERCEL-TAYLOR et al. 2012).

Nossos dados obtidos pela técnica de Nanoparticles Tracking
Analysis (NTA), referentes ao perfil das EVs que compdem as amostras de
plasma, que nos mostra um pico médio de vesiculas na faixa de 100 a 150
nm, sdo corroborados por dados da literatura, que indicam que exossomos

provenientes de células derivadas da medula 6ssea (BMDCs) apresentam o
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pico de tamanho em 90 nm (EL ANDALOUSSI et al. 2012). Outros trabalhos
que fornecem dados obtidos pela NTA referente aos exossomos isolados
através do meio de cultura de células endoteliais (HUVEC) e glioblastomas
(U87) possuem na pratica um tamanho que varia entre 100 e 200nm
(SHELDON et al. 2010).

Mais especificamente para EVs provenientes de plasma, ¢é
estabelecido na técnica de NTA o isolamento de EVs que variam entre 70-
120 nm (GARDINER et al. 2013; VARGA et al. 2014). No trabalho de
PEINADO et al. (2012), as EVs isoladas do plasma de pacientes em
estadiamento IV de melanoma e do grupo controle sem a doenga estao
distribuidas entre 10 e 330nm com pico de concentracéo no intervalo de 110
e 150nm, valores bem proximos aos obtidos no presente estudo, revelando
uma reprodutibilidade dos dados.

E sabido que o plasma humano livre de plaquetas e proveniente de
um individuo saudavel contém aproximadamente 1,5x10' particulas por ml,
porém 98% dessas particulas lipoproteicas néo sao isoladas no processo de
ultracentrifugacéao, restando portanto aproximadamente 5x10° particulas por
ml de plasma (GARDINER et al. 2013). Estudos indicam que as
concentragdes de exossomos no plasma de pacientes portadores de alguns
tipos de cancer encontram-se elevados quando comparados a controles
saudaveis (ZHANG et al. 2015). Em tumores de ovario, por exemplo, foi
observada uma correlacdo positiva entre o numero de exossomos € O
estadiamento (TAYLOR e GERCEL-TAYLOR 2008).

Buscando identificar alguma diferenga significativa entre a
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concentracdo de vesiculas e o estadiamento da doenga, nossos dados de
quantificagcao pela técnica de NTA revelaram que para nosso grupo amostral
(50 amostras), ndo existe uma diferenga estatisticamente significativa entre
os parametros avaliados. Esse dado vai ao encontro das analises do
trabalho de PEINADO et al. (2012) que nao observaram diferenca
estatisticamente significativa no numero de particulas por ml de plasma
entre os estadios Ill e IV quando comparados entre si ou em relacdo aos
controles saudaveis.

Nesse aspecto, vale ressaltar que o numero de EVs presentes no
plasma de pacientes com tumores de diferentes estadios representa uma
mistura de vesiculas provenientes de plaquetas e diversos tipos celulares
como células inflamatdrias, além de outras, e ndo apenas do tumor. Esta
composicao heterogénea de vesiculas pode mascarar aquelas vindas das
células tumorais impedindo a avaliagdo especifica dessas Ultimas. E
importante ressaltar ainda que as células tumorais podem secretar
diferentes tipos de exossomos que controlam varias etapas da colonizacéo e
progressao tumoral (TAURO et al. 2013). Uma vez que a composi¢cao
proteica das EVs reflete a célula de origem estas podem apresentar
marcadores especificos e um grande numero de estudos vem tentando
separar EVs que expressem antigenos tumor-especificos (YANG e
ROBBINS 2011). No caso de melanomas, tem sido explorado o fato de EVs
derivadas de melanomas conterem moléculas envolvidas na sintese de
melanina (ZHANG e GRIZZLE 2014).

Desta forma é crucial que se estabelecam metodologias que
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permitam isolar, a partir do sangue periférico, vesiculas derivadas apenas
das células tumorais. Enquanto isso a caracterizagdo de marcadores
especificos de prognéstico, resposta terapéutica ou ainda novos alvos
terapéuticos fica comprometida.

Neste estudo foi avaliada ainda a diferenga entre o conteudo
proteico de vesiculas provenientes do plasma de pacientes com melanomas
em diferentes estadios. Os dados obtidos mostraram nao haver diferenca
estatisticamente significativa para esta variavel. Este dado estda em
desacordo com aquele observado por PEINADO et al. (2012) que apontou
que a concentracdo de proteinas exossomais era maior em pacientes do
estadio 4 quando comparado com outros estadiamentos ou ainda aos
controles saudaveis.

Avaliando a composicao proteica das EVs presentes no plasma de
pacientes portadores de melanoma observamos que estas contem a
proteina STI1/HOP. Estes dados reforcam resultados anteriores do grupo
que mostraram que astrécitos normais e células de glioblastoma secretam
STIM/HOP (HAJJ et al. 2013; LOPES et al. 2015) e que seu mecanismo de
secrecao acontece por seu empacotamento em EVs do tipo exossomos
(HAJJ et al. 2013). Interessantemente, nossos resultados apontam que a
quantidade de STI1/HOP associada a EVs esta correlacionada com o
estadiamento do melanoma, isto &, tumores de estadio Il, Il e IV secretam
no plasma EV com maiores quantidades de STI1/HOP do que os tumores in
situ ou estadio |. Estudo recente do nosso grupo correlacionou a expressao

de STIM/HOP com a proliferacdo tumoral e com a menor sobrevida de
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pacientes com glioblastomas (LOPES et al. 2015). Entretanto ndo se
conhece se exossomos provenientes destes tumores contem concentraces
maiores de STI1/HOP.

Os dados apresentados no presente trabalho apontam que
STIM/HOP secretada em EVs pode ter um papel importante tanto enquanto
marcador como na biologia dos melanomas e que portanto, merece ser

melhor explorado.
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CONCLUSOES

As proteinas Rab27a, Rab27b e TRP2 apresentam expressao
aumentada em melanomas metastaticos (estadios Ill e V) quando

comparadas a melanomas nao metastaticos.(in sito ou estadios | e II)

Nao foram observadas diferengas significativas no niumero de EVs
bem como no carregamento proteico total das EVs provenientes do
plasma de pacientes portadores de melanomas em diferentes

estadiamentos;

Nao foi possivel estabelecer uma correlagdo entre a quantidade de
vesiculas secretadas no plasma dos pacientes com melanomas e a
intensidade de marcacgao das proteinas Rab27a, Rab27b e TRP2 no

tecido tumoral bem como na progressao do tumor.

Foi observado um aumento da expressao de STI1/HOP nas vesiculas
extracelulares isoladas do plasma de pacientes com melanoma em
estadios mais avangados (ll, Il e IV) em comparagéo ao estadio | € os

in situ.
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Anexo 2 - Tabela dos dados clinicos dos pacientes com melanoma
utilizados no estudo.

RGH |Género| Data diagnostico|Breslow (mm)|Estadiamento|Metastase | Data ultima consulta Status

10495860 M 23/05/2011 0 0 Nao 14/04/2014 Vivo sem doenca
10791460 F 21/12/2011 0 0 Nao 01/07/2014 Vivo sem doenga
104631401 M 13/04/2011 0 0 Néo 13/07/2011 Vivo sem doenca
10495860 M 23/05/2011 0 0 N&o 14/04/2014 Vivo sem doenca
13306480 F 08/12/2014 0 0 n.i. 23/01/2015 Vivo sem doenca
12154490 M 23/09/2013 0.49 1A Nao Desconhecido
10630980( M 17/08/2011 0.6 1A Nao 31/10/2011 Vivo sem doenca
12079490 M 19/08/2013 0.99 1A Néo 09/04/2014 Vivo com doenga
12649580 F 15/05/2014 0,6 1A Néo 15/01/2015 Vivo sem doenca
8077140 F 23/01/2015 0,43 1A Néo 13/02/2015 Vivo sem doenca
13628040 F 07/04/2015 0.72 1A Néo 15/02/2016 Vivo sem doenca
121356201 M 04/09/2013 0.18 1A N&o 02/05/2014 Vivo sem doenca
12041620 F 06/08/2013 1.1 1B Nao 11/06/2014 Vivo sem doenca
10540380 F 02/06/2011 1.2 1B Né&o 05/02/2014 Vivo sem doenga
10501500 M 01/06/2011 1.2 1B Nao 05/11/2012 Vivo sem doenca
105015001 M 01/06/2011 1.2 1B N&o 05/11/2012 Vivo sem doenca
12288610 M 12/11/2013 0,95 B Néo 30/06/2014 Vivo sem doenca
123282301 M 13/12/2013 1,3 1B N&o 25/06/2014 Vivo sem doenca
12474260 F 13/03/2013 1 B Néo 25/06/2014 Vivo sem doenca
12431640 M 14/03/2014 1,9 1B Nao 13/05/2014 Vivo sem doenca
125144101 F 12/03/2014 1,1 B Néo 03/06/2014 Vivo sem doenca
135846201 M 19/03/2015 1,18 1B N&o Desconhecido
13604780 F 24/03/2015 1.2 B Néo 02/12/2015 Vivo sem doenca
10535690 M 09/06/2011 1.3 1B N&o 14/03/2014 Vivo sem doenca
10898620 F 05/04/2012 2.05 11B Nao 28/07/2014 Vivo sem doenca
11922500 M 17/06/2013 5.5 1B Nao 15/01/2014 Vivo sem doenca
12614370 F 17/04/2014 3 1B Néo 06/08/2014 Vivo sem doenca
12612110 M 16/05/2014 2,2 B Néo 17/03/2015 Vivo sem doenca
119225001 M 17/06/2013 5.5 B Néo 15/01/2014 Vivo sem doenca
5023360 M 04/02/2013 0.22 1A Nao 15/05/2014 Vivo sem doenca
12381030 M 11/04/2014 2,3 A Sim 15/04/2014 Vivo com doenca
134731301 M 30/01/2015 5 A Sim Desconhecido
5023360 M 04/02/2013 0.22 A N&o 15/05/2014 Vivo sem doenca
11860180 F 31/05/2013 3.1 A Néo 04/06/2014 Vivo sem doenca
13007010 M 19/05/2014 6,4 1B N&o 27/01/2015 Vivo sem doenca
10931750 M 20/03/2012 4.4 1nc Sim 15/08/2014 Vivo sem doenca
10599330 F 27/07/2011 0.7 nc Néo Desconhecido
90030150 F 13/10/2011 9 nic Sim 05/02/2012 Obito por outras causas
10826880 M 26/01/2012 n.i. v Sim 01/02/2013 Obito por Cancer
9278640 M n.i. 2 v Sim 21/01/2015 Vivo com doenga
10970540 F 22/03/2013 0.85 v Sim 01/07/2014 Vivo com doenga
8053650 M 18/03/2011 1.58 \% Sim 06/03/2013 Obito por Cancer
10970540 F 22/03/2013 0.85 \Y, Sim 01/07/2014 Vivo com doenca
11542310 M 03/01/2005 4,4 v Sim 31/07/2014 Vivo com doenga
99042037 F 27/08/2008 9.7 \% Sim 12/10/2013 Obito por Cancer
122796001 M n.i. n.i. n.i. n.i. 30/10/2013 Vivo com doenga
12485280 F 17/03/2014 n.i. n.i. n.i. 30/07/2014 Vivo sem doenca
12494240 F 28/03/2014 n.i. n.i. n.i. 21/03/2014 Desconhecido
1358462 F n.i. n.i. n.i. n.i. Desconhecido
12569770 F 12/02/2015 n.i. n.i. n.i. 13/03/2015 Vivo com doenga

Os casos destacados em negrito sdo das 14 amostras que havia disponibilidade de tecido e

plasma. n.i.: ndo informado; M: masculino; F: feminino




