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RESUMO

SILVA, T. A. AHNAK regula a formacio e troca de vesiculas extracelulares entre
células tumorais de mama e fibroblastos. 2015. 115 f. Tese (Doutorado em Biologia
Celular e Tecidual) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo
Paulo, 2015.

O cancer de mama ¢ uma patologia genética, comum entre as mulheres, sendo o
segundo tipo de cancer mais frequente no mundo. O sucesso no desenvolvimento de
tumores ndao dependente apenas de mutagdes celulares, mas também ¢ dirigido pelo
microambiente tecidual onde ocorrem as interacdes entre as células tumorais e seu
estroma circundante. A comunicacdo entre as células epiteliais e estromais ¢ importante
para a regulacdo da proliferacdo, do comportamento invasivo, dos processos
angiogé€nicos e metastaticos de células cancerosas. A maioria das células liberam
estruturas vesiculares para o espago extracelular, no qual estariam envolvidas na
sinalizacdo celular e na progressdo tumoral. As vesiculas extracelulares sdo estruturas
esféricas com bicamada proteolipidica e em seu interior existem diversas moléculas
bioativas, metabdlitos, lipidios, proteinas e material genético, que refletem a condigdo e
o tipo celular de origem. O objetivo deste estudo foi analisar as interacdes mediadas por
vesiculas extracelulares entre as células tumorais e fibroblastos normais de mama, bem
como, caracterizar as estruturas vesiculares derivadas de células tumorais de mama,
determinando o numero, tamanho, composic¢do e supostas fungdes das proteinas destas
vesiculas; verificar o papel destas vesiculas na proliferacdo celular. As células tumorais
foram co-cultivadas com fibroblastos ¢ cada uma das linhagens carregadas com
diferentes corantes vitais. Nossos resultados evidenciaram a presenga ¢ a troca de
vesiculas entre as células tumorais e os fibroblastos de mama em co-cultura. Através das
imagens obtidas por MET foi possivel a visualizagdo de protrusdes das células
cultivadas em monocultura, que possivelmente poderiam originar as vesiculas,
mostrando que as células tumorais apresentam mais protrusdes do que os fibroblastos
normais. Vesiculas isoladas das células tumorais mostraram tamanhos e densidade
heterogéneos. Células tumorais apresentaram maiores concentracdes de vesiculas que as
células normais. A seguir, observamos o papel das vesiculas extracelulares isoladas da
linhagem celular tumoral MDA-MB-231 em algumas linhagens celulares e vimos que
as vesiculas induziram a proliferacdo celular de MCF-7, por meio da ativacdo da via de
sinalizacdio ERK 1/2. A analise protedmica mostrou que vesiculas extracelulares
derivadas de células tumorais de mama MDA-MB-231 sdo compostas pela proteina
AHNAK, e esta, esta distribuida no citoplasma (ao longo da membrana plasmatica) e
em vesiculas das células tumorais de mama. Assim, decidimos silenciar a proteina
AHNAK e verificar suas possiveis fungdes. Observamos que o silenciamento de
AHNAK levou a redugdo da migragdo, invasdo celular e a troca de vesiculas, além da
diminui¢do do nimero de protrusdes celulares e da producdo de vesiculas. Com isso,
estabelecemos um possivel papel para AHNAK na producdo e na troca de vesiculas
extracelulares. AHNAK ¢ mais abundante em tumores de mama e nas metastases de
linfonodo, do que no tecido mamario normal. AHNAK pode representar uma
importante molécula do microambiente, presente em vesiculas extracelulares, que
influenciaria na biologia dos tumores de mama, atuando na comunicagio célula-célula.

Palavras-chave: Ciancer de mama. Células estromais. Co-cultura. Vesiculas
extracelulares. AHNAK.



ABSTRACT

SILVA, T. A. AHNAK regulates the formation and exchange of extracellular
vesicles from breast tumor cells and fibroblasts. 2015. 115 p. Ph. D. Thesis (Cell and
Tissue Biology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2015.

Breast cancer is a genetic pathology, common among women and the second most
frequent cancer in the world. The successful development of tumors is not only
dependent on cell mutations, but is also driven by the tissue microenvironment, where
there are interactions between tumor cells and their surrounding stroma. The
communication between epithelial and stromal cells is important for regulation of cell
proliferation, invasive behavior, angiogenic and metastatic processes in cancer. The
majority of cells release vesicular structures into the extracellular space and could be
involved in cellular signaling and tumor progression. The extracellular vesicles are
spherical structures delimited by proteolipid bilayer, which contain a variety of
bioactive molecules, metabolites, lipids, proteins and genetic material, reflecting the
condition and the cell type of origin. The aim of this study was to analyze extracellular
vesicle-mediated interactions between breast tumor cells and normal fibroblasts, and to
characterize the vesicular structures derived from tumor breast cells, determining the
amount, size, composition and function of the proteins within these alleged vesicles.
Additionally, we determined the role of these vesicles in cell proliferation. Tumor cells
(MDA-MB-231, MCF-7) were plated on top of fibroblasts monolayer and both cell
lines were previous loaded with different vital dyes. Our results evidenced the presence
and exchange of vesicles between breast tumor cells and fibroblasts in co-culture. By
Transmission Electron Microscopy (TEM) it was possible to view the cell protrusions
from monocultures, which can possibly originate vesicles. Tumor cells showed more
protrusions compared to fibroblasts. Vesicles isolated from all the cell lines showed
heterogeneous sizes. Both tumor cell lines secreted more vesicles than fibroblasts. Next,
we examined the role of extracellular vesicles isolated from MDA-MB-231 in different
cell lines. MDA-MB-231-derived vesicles induced MCF-7 cell proliferation through
activation of ERK 1/2 signaling pathway. Proteomic analysis showed that extracellular
vesicles derived from MDA-MB-231 presented AHNAK protein. AHNAK is
distributed in the cytoplasm along the plasma membrane and was detected in MDA-
MB-231-derived vesicles. Next, we decided to silence the AHNAK protein and check
its functions. We observed that AHNAK depletion promotes a decrease on cell
migration, cell invasion and vesicles exchange. Also, the number of cell protrusions and
vesicles secretion were reduced upon depletion of AHNAK. Therefore, we established a
putative role for AHNAK in the release and exchange of vesicles. We then evaluated
AHNAK expression in samples of human breast tissue both normal and tumoral by
immunohistochemistry. AHNAK levels were more abundant in human tumor and in
metastatic tissue when compared to the normal breast tissue. Our results support the
hypothesis that AHNAK could represent a microenvironment-molecule with positive
effects on breast tumor progression, mainly due to its role on cell-cell communication.

Keywords: Breast cancer. Stromal cells. Co-culture. Extracellular vesicles. AHNAK.



1 INTRODUCAO

1.1 Cancer de mama

O cancer de mama ¢ uma patologia genética, comum entre as mulheres e causada
pelo acimulo de mutagdes, multiplicacdo anormal das células e assim, a geracdo da
célula tumoral. O cancer de mama ¢ o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo,
respondendo por 25% dos novos casos a cada ano e o tipo de cancer que mais causa
mortes entre as mulheres. Sendo, a segunda causa de morte por cancer nos paises
desenvolvidos (atras apenas do cancer de pulmao) e a maior causa de morte por cancer
nos paises em desenvolvimento (Instituto Nacional do Cancer/Ministério da Saude -
INCA/MS, 2015). A incidéncia desta patologia altera-se entre as diferentes regides do
mundo, com as maiores taxas, em 2012, na Europa Ocidental (96 casos a cada 100 mil
habitantes) e as menores taxas na Africa Central e na Asia Oriental (27 casos a cada 100
mil habitantes). Nos ultimos 40 anos, a sobrevida vem aumentando nos paises
desenvolvidos e, atualmente, ¢ de 85% em 5 anos, enquanto que nos paises em
desenvolvimento, os valores permanecem entre 50% e 60% (INCA/MS, 2015).

Segundo o Instituto Nacional do Céncer (INCA), as taxas de mortalidade por
cancer de mama no Brasil sdo elevadas, podendo estar relacionadas a diagnosticos
tardios, onde a doenga se encontra em estagio avangado. Assim sendo, o diagnostico
precoce aumenta a chance de cura do cancer de mama. Em 2015, esperam-se, para o
Brasil, 576 mil novos casos de cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma.
Destes, 57.120 casos sdo de cancer da mama, com um risco estimado de 56,09 casos a
cada 100 mil mulheres. O desenvolvimento desta patologia esta relacionado com alguns
fatores de risco, como: envelhecimento (idade ¢ um dos mais importantes fatores de
risco, pois as taxas de incidéncia aumentam ligeiramente até os 50 anos, e apds essa
idade o aumento ocorre de forma mais lenta, o que reforga a participagdo dos hormonios
femininos na etiologia do cancer de mama. Cerca de 4 em cada 5 casos ocorrem apos 0s
50 anos de idade); historico familiar (fator associado ao aumento no risco de cerca de 2
a 3 vezes para o desenvolvimento do cancer de mama; as mutagdes em alguns genes,
por exemplo, os genes BRCA1 e BRCA2 (do inglés, “breast cancer”), aumentam o risco
de desenvolver a doenca, no entanto, cerca de 9 em cada 10 casos ocorrem em mulheres

sem histérico familiar); fatores relacionados a vida reprodutiva da mulher;



sedentarismo; excesso de peso; consumo de alcool; exposicao a radiagdo ionizante; alta
densidade do tecido mamario (razdo entre o tecido glandular e o tecido adiposo). A
amamentagdo, a alimentacdo saudavel com a manutencdo do peso corporal ideal e a
pratica de atividade fisica regular estdo associadas a um menor risco de desenvolver o
cancer de mama. Cerca de 30% dos casos de cancer de mama podem ser evitados
através destas simples medidas (INCA/MS, 2015).

No Brasil, estratégias como a mamografia (a cada 2 anos), para mulheres entre 50
a 69 anos de idade e o exame clinico das mamas anualmente, a partir dos 40 anos, sdo
recomendadas para a detec¢do precoce do cancer de mama em mulheres com risco
padrdo. No entanto, estes mesmos exames sdo recomendados, anualmente, para
mulheres mais jovens (a partir de 35 anos de idade), que fazem parte de grupos
considerados de risco elevado para cancer de mama, como historico familiar de cancer
de mama em parentes de primeiro grau (INCA/MS, 2015).

Anatomicamente, as mamas femininas sdo compostas principalmente por 16bulos,
que s3o unidades responsaveis pela producdo de leite (MAHR; BHARGAVA;
INSANA, 2012); ductos, que transportam o leite dos lI6bulos para o mamilo; aredla;
estroma, formado por tecido adiposo e tecido conjuntivo, que circunda os ductos e
l6bulos; além de vasos sanguineos e linfaticos (LESTER; COTRAN, 2000). As mamas
femininas sdo 6rgdos que estdo em constante remodelamento, pois sofrem alteragdes
nos niveis hormonais durante cada ciclo menstrual (JOSHI; DI GRAPPA; KHOKHA,
2012).

Patologias da mama, em geral, surgem como massas palpaveis, lesdes
inflamatorias, secre¢do mamilar ou alteragdes anatomicas (LESTER; COTRAN, 2000).
A maioria dos canceres de mama (mais de 80%) tem inicio nas células epiteliais que
revestem os ductos (cancer ductal), porém alguns casos acometem células epiteliais que
revestem os lobulos (cancer lobular) e uma pequena porcentagem ¢ proveniente de
outros tecidos mamarios (INCA/MS, 2015).

Existem alguns termos comuns quando o assunto ¢ o cancer de mama, por
exemplo: carcinoma, adenocarcinoma e sarcoma. O carcinoma ¢ um tumor maligno
desenvolvido a partir de células epiteliais que podem invadir os tecidos circundantes,
originando as metastases (American Cancer Society, ACS, 2015). O tipo mais comum
de cancer em humanos € o carcinoma, pelo qual ocorre um actimulo de mutagdes

somaticas em células epiteliais (BHOWMICK; NEILSON; MOSES, 2004). A maioria



dos cénceres de mama sdo carcinomas, estes, podem ser ductal ou lobular. Os
carcinomas, por sua vez, sdo divididos em carcinoma nao infiltrante (ndo invasivo) ou
in situ e carcinoma invasivo (infiltrante). O carcinoma ductal in situ de mama é uma
forma muito inicial de neoplasia, no qual as células com caracteristicas malignas nao
invadem a membrana basal, sendo incapazes de produzir metastases. No entanto, estas
células podem disseminar através de ductos e produzir lesdes extensas, comprometendo
toda a area da mama. O carcinoma ductal invasivo (CDI) ¢ o tipo de cancer de mama
mais comum, tendo inicio nas células que revestem os ductos da mama. Estas células
podem atravessar a parede dos ductos e invadir o tecido adiposo mamario; podendo ser
capazes de disseminar para outras partes do corpo através do sistema linfatico e da
corrente sanguinea, ocorrendo as metastases. O carcinoma lobular in situ é uma
condicdo na qual as células anormais sdo encontradas nos lobulos da mama, estas,
raramente levam a metastases. Enquanto que, o carcinoma lobular invasivo pode ocorrer
metastases (ACS, 2015; LESTER; COTRAN, 2000). O adenocarcinoma ¢ um tipo de
carcinoma que ocorre a partir de células glandulares. Ja o termo sarcoma ¢ usado para
designar canceres raros, que desenvolvem a partir dos tecidos conjuntivo, muscular e

adiposo, ou vasos sanguineos (ACS, 2015).

1.2 Modelos celulares tumorais utilizados

As linhagens celulares tumorais de mama humana mais usadas como modelos
experimentais em pesquisas sobre o cancer sio: MDA-MB-231 e MCF-7. A linhagem
tumoral MDA-MB-231 ¢ proveniente do tecido mamario de uma paciente de 51 anos de
idade com adenocarcinoma (tumor triplo negativo, que ndo apresentam receptores de
estrogeno, progesterona ¢ HER-2). Estas células sdo consideradas invasivas em modelos
in vitro, porém de baixo indice metastatico in vivo, embora, quando realizados ensaios
pelo qual foram injetadas diretamente na circulagdo sanguinea, sdo adequadas para a
observagdo de eventos de extravasamento celular (HARRIS et al., 2015; HOLLIDAY;
SPEIRS, 2011).

Ja a linhagem celular tumoral MCF-7, ¢ considerada tumorigé€nica, porém nio
metastatica (HARRIS et al., 2015). Estas células sdo provenientes do tecido mamario de
uma paciente de 69 anos com adenocarcinoma. Em ensaios in vitro, apresentam

caracteristicas de um epitélio mamario normal, como a adesdo célula-célula



(HOLLIDAY; SPEIRS, 2011; MOHAMMADI, H. et al., 2013). Possuem a capacidade
de processar o estrogénio, sob a forma de estradiol, através de receptores de estrogénio
localizados no citoplasma da cé¢lula (MOHAMMADI H. et al., 2013) e por isso, esta
linhagem tornou-se um modelo ideal para estudar a resposta hormonal (HOLLIDAY;
SPEIRS, 2011).

Uma linhagem celular ndo tumoral também muito usada como comparativo em
estudos sobre cancer de mama é MCF-10A. Sdo células imortalizadas, ndo
transformadas, provenientes de tecido mamario de uma paciente de 36 anos de idade
com alteragdes fibrocisticas. Estas células possuem caracteristicas de epitélio mamario
normal, como: ndo tumorigenicidade, falta de crescimento independente de ancoragem e
dependéncia de hormoénios e fatores de crescimento para proliferacdo e sobrevivéncia.
Apresentam discretas modificacdes genéticas tipicas de células epiteliais mamarias
adaptadas para cultura celular (DEBNATH; MUTHUSWAMY; BRUGGE, 2003;
SOULE et al., 1990).

1.3 Microambiente tumoral

O sucesso no desenvolvimento dos tumores ¢ conduzido pelo microambiente
tumoral (BHOWMICK; NEILSON; MOSES, 2004, MURPHY, 2008). Esse
microambiente ¢ constituido por moléculas e componentes da matriz extracelular
(MEC), bem como, por células normais (estromais) que cercam as células cancerosas.
As células estromais circundantes podem ser: fibroblastos, células endoteliais, células
do musculo liso, células do sistema imunologico e inflamatodrias, entre outras. Essa
elaborada infraestrutura responde ao processo de carcinogénese, protegendo o tumor do
sistema imune, auxiliando o crescimento, promovendo a invasdo e metastase tumoral
(BURTON; LIBUTTI, 2009; QUAIL; JOYCE, 2013; SWARTZ et al., 2012).

Outros componentes presentes no microambiente tumoral s3o os vasos
sanguineos, através destes, os tumores recebem oxigénio e nutrientes, importantes para
o desenvolvimento e crescimento tumoral. Deste modo, células tumorais podem
sobreviver, induzir metastases e assim, atingir oOrgdos distantes (BHOWMICK;
NEILSON; MOSES, 2004; HANNAFON; DING, 2013). A figura abaixo esta

1lustrando o microambiente tumoral.



Microambiente tumoral

Figura 1 - Representacdo esquematica do microambiente tumoral. O microambiente é
constituido por moléculas e componentes da MEC, vasos sanguineos e células estromais que
cercam as células tumorais. As células estromais circundantes podem ser: fibroblastos, células
endoteliais, células do sistema imunologico e inflamatorias, entre outras. Adaptado de (BURTON;
LIBUTTI, 2009).

O microambiente tumoral responde a constante remodelag@o do tecido, nos quais
ocorrem alteragcdes metabdlicas, expressdo de fatores de crescimento que promovem o
processo de angiogénese, alteragdes na MEC, mudangas no recrutamento de células
estromais, incluindo uma variedade de células imunes ¢ acelerada proliferagdo de
fibroblastos (BHOWMICK; NEILSON; MOSES, 2004; HANAHAN; WEINBERG,
2011; KLEMM; JOYCE, 2015; SWARTZ et al., 2012). Por exemplo, a remodelacdo do
tecido mamario que ocorre no pos-parto, durante a involugdo da glandula mamaria, se
torna um risco aumentado para o desenvolvimento do céncer de mama, porém a
gestacdo proporciona efeito protetor do cancer para mulheres jovens (BORGES;
SCHEDIN, 2012). Outra caracteristica importante do microambiente tumoral € o

conteudo e a organizacdo da MEC, cujas propriedades mecéanicas podem afetar a



diferenciagdo, bem como, a invasdo celular. O aumento da rigidez do estroma mamario
também ¢ um fator de risco para o cancer de mama (SWARTZ et al., 2012).

Interagdes reciprocas entre os diversos tipos celulares do estroma e as células
cancerosas regulam a progressdo tumoral. Células mesenquimais ndo imunes, como
fibroblastos, adipocitos e miofibroblastos, desempenham papel importante no
microambiente tumoral, sendo estes, “direcionados” pelas células tumorais (SWARTZ
et al,, 2012). Desta maneira, o desenvolvimento do cancer ndo depende apenas do
acumulo de mutagdes genéticas nas células cancerosas, mas também da interagdo entre
células tumorais e seu estroma circundante. A comunicacgdo entre as células epiteliais e
estromais ¢ importante para a regulacdo da proliferagdo, do comportamento invasivo,
dos processos angiogénicos e metastaticos de células cancerosas (HU; POLYAK,

2008).

1.3.1 Fibroblastos

A primeira descri¢do dos fibroblastos surgiu no final do século XIX, com base na
localizagdo celular e aspecto microscopico. Os fibroblastos apresentam aspecto
alongado e fusiforme, sdo células mesenquimais, ndo epiteliais e ndo inflamatérias do
tecido conjuntivo (sendo a principal célula deste tecido), sdo responsaveis pela sintese
de varios constituintes da matriz fibrilar do tecido conjuntivo, como colageno (tipos I,
IIT e V) e fibronectina, bem como, proteases que degradam a MEC. Os fibroblastos sdo
células estromais multifuncionais, que além da deposi¢do, remodelacdo e homeostase da
MEC, atuam na regulagdo da diferenciacio ¢ homeostase de células epiteliais
associadas, na cicatrizacdo de feridas (produzem MEC que serve como suporte para
outras cé¢lulas), na regulacdo da inflamagdo ¢ modula¢do da resposta imune (KALLURI;
ZEISBERG, 2006; PARSONAGE et al., 2005; QUAIL; JOYCE, 2013).

Os principais marcadores para fibroblastos sdo vimentina, desmina, a-actina de
musculo liso, porém estes marcadores ndo sdo especificos apenas para esta linhagem
celular. Varios marcadores podem ser considerados como indicadores especificos e
locais de fibroblastos, por exemplo, a desmina que € especifica para fibroblastos da pele
(KALLURI; ZEISBERG, 2006). Os fibroblastos de mamiferos sdo muito heterogéneos,
sendo que estas células isoladas a partir de diferentes locais, podem apresentar

diferentes caracteristicas e propriedades funcionais, como nos padrdes de expressdo
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génica, producdo e degradacdo de MEC, além da capacidade de contractilidade e
migracdo (PARSONAGE et al., 2005).

Os fibroblastos estromais podem influenciar o desenvolvimento do cancer, em
resposta aos sinais das células tumorais. Durante o processo de tumorigénese, células
pré-cancerosas adquirem varias mutagcdes genéticas e os fibroblastos estromais
adjacentes tornam-se “ativados”, atuando de forma autdcrina e paradcrina, e desta
maneira, auxiliam na sobrevivéncia tumoral (BHOWMICK; NEILSON; MOSES,
2004). Fibroblastos podem ainda contribuir com o processo de angiogénese (através da
secre¢do de fatores de crescimento pro-angiogénicos) (KALLURI; ZEISBERG, 2006;
YOON; KIM; GHO, 2014).

1.3.2 O comportamento celular pode ser observado por co-cultura

Varios estudos sobre o comportamento celular (avaliando proliferagdo, invasao e
migragdo celular) ja foram realizados através de ensaios de co-cultura entre fibroblastos
ndo tumorais de mama ou fibroblastos associados ao cancer e células tumorais ou nao
de mama. No entanto, apresentaram resultados contraditorios, devido ao modo pelo qual
foi realizado o ensaio, seja ele onde as células eram co-cultivadas diretamente
(SHEKHAR et al.,, 2001) ou quando as células eram separadas por membrana
microporosa, havendo interacdo através de fatores soluveis (CAMP et al., 2011;
DONG-LE BOURHIS et al., 1997; STUELTEN et al., 2010; TYAN et al., 2012).

O perfil de expressdo génica também ja foi estudado utilizando ensaios de co-
cultura. Santos e colaboradores (2011) realizaram ensaios de co-cultura usando
membrana porosa, entre fibroblastos advindos de linfonodos axilares comprometidos ou
ndo de paciente com cancer de mama e células epiteliais mamarias tumorais MDA-MB-
231, MDA-MB-435 ¢ MCF-7. Neste estudo, os efeitos dos fibroblastos foram distintos,
conforme as linhagens tumorais co-cultivadas (SANTOS et al., 2011). As alteragdes
fenotipicas e da expressdo génica observadas através da interagdo de células tumorais e
fibroblastos, sugerem que o contato célula-célula no microambiente ¢ uma caracteristica
fundamental para cada tipo de cancer de mama (CAMP et al., 2011). Contudo, apesar de
que nos ensaios de co-cultura in vitro ndo estarem presentes todas as células e fatores
ambientais necessarios para conferir uma situacdo real da célula no microambiente

tumoral, a co-cultura tornou-se um método bastante utilizado para estudar o
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comportamento ¢ a interagdo celular in vitro. Em geral, estes estudos tentam mimetizar
eventos que ocorrem no microambiente tumoral in vivo.

Com relagdo a comunicagdo entre linhagens celulares tumorais e normais mediada
por microvesiculas, a interacdo por meio da troca de exossomos foram observados entre
células tumorais de mama co-cultivadas com células-tronco derivadas de tecido adiposo
humano (KUHBIER et al., 2014). Assim como o estudo entre células tumorais de mama
metastaticas ou ndo e a troca de vesiculas extracelulares entre estas células, bem como
do seu contetido, na promocao de metastases (LE et al., 2014). Ap6s co-cultura indireta,
macrofagos associados ao cancer transferiram exossomos (e seu conteudo, contendo
miRNAs) para células tumorais de mama, promovendo a invasdo celular (YANG et al.,

2011).

1.4 Comunicacao celular

A comunicacdo intercelular ¢ uma caracteristica essencial dos organismos
multicelulares, sendo fundamental para a sobrevivéncia ¢ manuten¢do da homeostase.
Este processo pode ser mediado através do contato direto célula-célula (através de
moléculas de adesdo, jungdes comunicantes e nanotubos) ou pela transferéncia de
moléculas secretadas, como fatores de crescimento, citocinas ¢ hormonios (CHOI et al.,
2015; EL ANDALOUSSI et al., 2013; RAPOSO; STOORVOGEL, 2013; VADER;
BREAKEFIELD; WOOD, 2014). Com isso, as cé¢lulas interagem entre si,
sincronizando a atividade metabolica, a expressdo génica e outros processos celulares
(DE MAIO, 2011).

Outro mecanismo recém-descoberto ¢ a comunicac¢do intercelular que envolve a
transferéncia de vesiculas extracelulares (OHNO; ISHIKAWA; KURODA, 2013;
RAPOSO; STOORVOGEL, 2013; YOON; KIM; GHO, 2014). As vesiculas
extracelulares estdo relacionadas com a comunicagdo entre as células tumorais e as
varias células do estroma, e assim, também interagem com o microambiente tumoral
(ARAKELYAN et al., 2014; MARTINS; DIAS; HAINAUT, 2013; YUANA; STURK;
NIEUWLAND, 2013); podendo colaborar com a progressdo tumoral, processo
angiogénico e imunologico, degradacdo da MEC e metastases (KUCHARZEWSKA;
BELTING, 2013). A interacdo celular através de vesiculas extracelulares serve como

um mecanismo de trafico intercelular de complexas mensagens biolodgicas, como a troca
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de moléculas que ndo pode ser realizada através de vias secretoras classicas, ou que sdo
predispostas a degradagdo extracelular (D'ASTI et al., 2012). Recentemente, estas
vesiculas extracelulares que participam da comunicagdo intercelular receberam o nome
de comunicossomos intercelulares (CHOI et al., 2015).

A comunicagdo celular através de vesiculas extracelulares ¢ importante, pois as
vesiculas possuem grande numero de moléculas em volume pequeno, no qual quando
adentram na célula-alvo podem ativar varias vias de sinalizagdo, simultaneamente.
Outra vantagem ¢ que essas vesiculas podem percorrer longas distancias, sem alterarem
suas estruturas ou liberarem seu conteudo, até interagirem com a célula-alvo (DE
MAIO, 2011). Esta interagdo pode ocorrer através do processo de endocitose ou fusdo
com a membrana celular (D'ASTI et al.,, 2012; DE MAIO, 2011; RAPOSO;
STOORVOGEL, 2013; ROBBINS; MORELLI, 2014).

Vesiculas extracelulares ndo interagem com qualquer tipo celular, mas sim com
determinadas células-alvo (COCUCCI; MELDOLESI, 2015). Esta intera¢do ocorre
devido a presenga de ligantes especificos, presentes na superficie da célula ou da
vesicula (COLOMBO; RAPOSO; THERY, 2014). A eficiéncia e as consequéncias
desta interacdo podem depender da natureza das células envolvidas e do microambiente
circundante (hipdxia, acidez, inflamag@o), nos quais podem controlar a liberagcdo, o
conteudo e a entrada das vesiculas extracelulares (D'ASTI et al., 2012). Na figura

abaixo, pode ser observada a troca de vesiculas entre as células.
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Célula
secretora

: Microvesiculas

Figura 2 - Troca de vesiculas entre as células. Neste processo ocorre a transferéncia de
proteinas e RN As através das vesiculas. Proteinas associadas & membrana (tridngulos), proteinas
transmembranicas (retdngulos) e RNAs (simbolos de curvas) sdo incorporadas seletivamente a
endossomos multivesiculares (MVE) ou em microvesiculas que surgem a partir do brotamento
direto da membrana plasmatica. MVE fundem-se com a membrana plasmatica para liberar
exossomos para o meio extracelular. 1: Microvesiculas e exossomos (vesiculas extracelulares)
podem ancorar na membrana plasmatica da célula-alvo; 2: Vesiculas podem fundir se
diretamente com a membrana plasmatica; 3: Vesiculas podem ser endocitadas pela célula-alvo;

4: Vesiculas endocitadas podem fundir-se com a membrana de endossomos. Adaptado de
(RAPOSO; STOORVOGEL, 2013).

1.5 Vesiculas extracelulares

A liberacdo de vesiculas para o meio extracelular pode ser uma resposta
adaptativa celular universal. As vesiculas podem ser liberadas de diferentes tipos de
células (in vivo e in vitro) em condigdes fisioldgicas e patologicas (GYORGY et al.,
2011), bem como, liberadas em resposta ao estresse celular (DE MAIO, 2011).
Vesiculas extracelulares podem ativar receptores, além de transferir informacgdes
biologicas entre as células (COCUCCI; MELDOLESI, 2015). As vesiculas tornam-se
importantes na fisiologia normal, porém podem levar a alteragdes em varias patologias

(ARAKELYAN et al., 2014).
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A maioria das células liberaram continuamente vesiculas e fatores soluveis para o
meio extracelular. Por exemplo, os linfocitos T e mastocitos, que liberam o contetido
dos seus granulos de secregdo (THERY; ZITVOGEL; AMIGORENA, 2002), além de
adipocitos, neurdnios, plaquetas, células dendriticas, epiteliais e endoteliais, dentre
outras (HANNAFON; DING, 2013). Desta maneira, as vesiculas também podem ser
encontradas em muitos fluidos biologicos (amnidtico, lacrimal, seminal,
cefalorraquidiano, bilis), bem como, no plasma sanguineo, saliva, leite materno e na
urina  (COLOMBO; RAPOSO; THERY, 2014; KIM, D. K. et al, 2015;
MURALIDHARAN-CHARI et al., 2010; ROBBINS; MORELLI, 2014; SANDVIG;
LLORENTE, 2012). Células ndo tumorais liberam vesiculas para o meio extracelular,
em quantidades menores. Vesiculas de células endoteliais, por exemplo, sdo formadas
apos estimulacdo com citocinas e espécies reativas de oxigénio, e estas, podem estar
elevadas no plasma sanguineo de pacientes com doencas vasculares (GYORGY et al.,
2011). Outro exemplo sdo as células do sistema nervoso, que liberam vesiculas que
atuam nos processos neurobioldgicos, modulando varias fun¢des (YOON; KIM; GHO,
2014).

As vesiculas extracelulares sdo estruturas esféricas limitadas por bicamada
lipidica, semelhante & membrana celular. Em seu interior existem diversas moléculas
bioativas, lipidios, proteinas, DNA, mRNAs, miRNAs ou microRNAs e metabolitos que
refletem a condicdo e o tipo celular de origem (KIM, D. K. et al., 2015; YOON; KIM;
GHO, 2014).

Diferentes tipos celulares podem, por sua vez, liberar diferentes tipos de vesiculas
para o ambiente extracelular, simultaneamente, constitutivamente ou de forma regulada
(CHOI et al., 2015; GYORGY et al.,, 2011; KIM, D. K. et al., 2015). Elas podem ser
isoladas de fluidos extracelulares, ou seja, a partir do meio de cultura da célula
(LOTVALL et al., 2014). A classificagdo das vesiculas pode ser quanto a sua origem e
quanto as suas caracteristicas (tamanho, densidade, morfologia, composi¢do proteica e
lipidica, dentre outras) (COLOMBO; RAPOSO; THERY, 2014; VAN DER POL et al.,
2012).

As vesiculas extracelulares desempenham papéis em varios aspectos da biologia,
como: trafego e comunicagdo intercelular; fungdo no sistema imune, microbiologia,
neurobiologia e mno desenvolvimento; contribuem para diversas doengas

(cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer, infecgdes virais, como a AIDS);
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colaboram na biotecnologia (GOULD; RAPOSO, 2013; YOON; KIM; GHO, 2014);
servindo como fonte de biomarcadores para diagnostico e prognodstico de diversas
patologias; além da terapéutica (ARAKELYAN et al., 2014; D'SOUZA-SCHOREY; DI
VIZIO, 2014; KIM, D. K. et al., 2015).

Marcadores moleculares para diferentes patologias podem ser observados no
plasma a partir de sangue total, com isso pode-se acompanhar a eficacia de um
tratamento em diferentes pontos. O DNA circulante e miRNAs sdo estaveis em plasma,
além do mais, estes marcadores podem ser encontrados no contetido de vesiculas
extracelulares presentes no plasma sanguineo (BEST et al., 2015). Devido a esta
estabilidade, vesiculas extracelulares presentes em muitos fluidos corporais podem ser
utilizadas como biomarcadores do cancer (MARTINS; DIAS; HAINAUT, 2013).

Células tumorais também liberam vesiculas extracelulares para o microambiente
tumoral (GYORGY et al., 2011), no qual podem controlar as células adjacentes
(D'SOUZA-SCHOREY; CLANCY, 2012; MURALIDHARAN-CHARI et al., 2010;
SANDVIG; LLORENTE, 2012). O processo de formagdo de vesiculas na célula
tumoral pode levar a varias alteracdes celulares, como: nos processos bioldgicos;
aumento quantitativo da liberacdo de vesiculas; mudancas na estrutura, tamanho e
composi¢do molecular (D'ASTI et al., 2012). Vesiculas derivadas de células tumorais
podem contribuir para a propagacdo do fenotipo transformado; colaborar com a
capacidade de células tumorais resistirem ao processo imune; estimular a angiogénese,
dentre outros (D'ASTI et al., 2012; D'SOUZA-SCHOREY; CLANCY, 2012; VADER;
BREAKEFIELD; WOOD, 2014). Diversos estudos acreditam que estas vesiculas
também podem estar relacionadas com a progressdo, invasdo e metastase tumoral
(D'ASTI et al., 2012; D'SOUZA-SCHOREY; CLANCY, 2012; HENDRIX; HUME,
2011; KUCHARZEWSKA; BELTING, 2013; VAN DOORMAAL et al., 2009). As
microvesiculas também podem servir como biomarcadores do cancer (D'SOUZA-
SCHOREY; CLANCY, 2012; SANDVIG; LLORENTE, 2012). Contudo, todas estas
informagdes sobre o papel das vesiculas extracelulares advindas de células tumorais
ainda s3o contraditorias, sendo necessarios mais estudos que confirmem estes dados
(COLOMBO; RAPOSO; THERY, 2014). A figura abaixo, esta representando possiveis

papéis das vesiculas extracelulares no microambiente tumoral.
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Figura 3 - Ves1culas extracelulares derivadas de células tumorais podem modular o
microambiente tumoral. (1) Vesiculas extracelulares de células tumorais podem interagir com
as células estromais, por exemplo, o fibroblasto, levando a modificagdo no comportamento
destas células alvo; (2) Também podem interagir com a MEC através da deposig¢do de seu
conteudo ou promover a degradacdo da matriz, facilitando o trajeto da célula; (3) Vesiculas
podem estar relacionadas com a progressdo, invasdo e metastase tumoral. Adaptado de
(D'SOUZA-SCHOREY; CLANCY, 2012).
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Existem diferentes metodologias e diversas amostras biologicas que sdo usadas
para investigar a biologia das vesiculas extracelulares. Deste modo, surgem diversos
protocolos e heterogéneas interpretagdes dos resultados, tornando-se necessario o uso de
marcadores especificos para cada tipo de vesicula. Esta, seria uma maneira possivel de
padronizar as vesiculas extracelulares, principalmente apds comparagdo com os bancos

de dados ja existentes na literatura (LOTVALL et al., 2014).
1.5.1 Nomenclatura das vesiculas

A variedade de vesiculas extracelulares liberadas por diversas células levou a

contradi¢des quanto a sua nomenclatura, surgindo assim diversas terminologias
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(COCUCCI; RACCHETTI; MELDOLESI, 2009; VAN DER POL et al., 2012). Dentre
elas estdo as que se referem ao tamanho (microvesicula, microparticula, nanoparticula);
as que se referem ao tecido ou tipo celular de origem (oncossomo, prostassomo);
aquelas cuja presenga seria fora (prefixo “exo” ou “ecto”) da célula (exossomo, vesicula
semelhante a exossomo, exovesicula, ectossomo); algumas relacionadas a supostas
funcdes (argossomo, vesicula de matriz, epididimossomo, tolerossomo, prominossomo,
dexossomo, texossomo); além de vesiculas de membrana extracelular ¢ vesiculas
(bolhas ou corpos) apoptoticas (COCUCCI; MELDOLESI, 2015; COLOMBO;
RAPOSO; THERY, 2014; KIM, D. K. et al., 2015; MATHIVANAN; JI; SIMPSON,
2010).

A maioria destas nomenclaturas refletem as fungdes especificas de cada tipo de
vesicula ou mesmo ao tipo celular de origem, por exemplo, “tolerossomo”, vesicula que
induz a tolerancia do sistema imune a antigenos alimentares (KARLSSON et al., 2001);
“prostassomo”, vesicula de prostata (GOULD; RAPOSO, 2013; STEGMAYR;
RONQUIST, 1982); existem também ‘“vesiculas que auxiliam na calcificacdo da
matriz”, iniciando a formagdo 6ssea (ANDERSON, 1969; GOULD; RAPOSO, 2013).

O termo “exossomo’ vem sendo utilizado de maneiras diferentes, como: vesiculas
de endossomos, que sdo liberadas apos a fusdo de corpos multivesiculares com a
membrana plasmatica; ou ainda, como vesiculas que possuem alguma “funcdo
bioldgica”. Outro exemplo é com relagdo ao termo “microvesicula”, que ¢ sendo usado
como: vesicula que surge a partir do brotamento direto da membrana plasmatica
(GOULD; RAPOSO, 2013). A partir de 2004, o termo “exossomo” ¢ frequentemente
usado em artigos cientificos, sendo que, o termo “vesiculas extracelulares”, foi
escolhido como termo genérico, e estd em constante uso (LOTVALL et al., 2014).
Atualmente, o termo “vesiculas extracelulares” se tornou o mais recomendado, visto
que, ainda ndo ha um consenso na literatura sobre a nomenclatura correta para as
vesiculas liberadas para o ambiente extracelular (GOULD; RAPOSO, 2013). No

presente trabalho, adotamos o termo “vesiculas extracelulares”.

1.5.2 Diversidade de vesiculas

Existem vesiculas que participam do trafego intracelular ou entre compartimentos

celulares, denominadas vesiculas transportadoras e secretoras; outras vesiculas
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(microvesiculas) sdo formadas a partir da membrana plasmatica por brotamento direto;
outras, sdo formadas no interior dos compartimentos celulares internos (endossomos
precoces) e sdo posteriormente secretadas pela fusdo destes compartimentos com a
membrana plasmatica; vesiculas extracelulares como os exossomos, sdo geradas em
endossomos tardios ou corpos multivesiculares, e posteriormente secretados para meio
extracelular (COCUCCI; MELDOLESI, 2015; THERY; OSTROWSKI; SEGURA,
2009). A liberagdo de vesiculas extracelulares através do brotamento direto, resulta na
perda de pequenos fragmentos da membrana plasmatica, pelo qual a célula providencia
medidas para manter o equilibrio da membrana, como a exocitose de vesiculas
intracelulares (COCUCCI; MELDOLESI, 2015). Na figura abaixo, pode ser observada

a diversidade de vesiculas:

o Microvesiculas O
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Figura 4 - Diversidade de vesiculas liberadas pelas células. 1: vesiculas que participam do
trafego intracelular ou entre compartimentos celulares, denominadas vesiculas transportadoras e
secretoras; 2: vesiculas como, microvesiculas, virus envelopados (como retrovirus) e particulas
de membranas, sdo formadas a partir da membrana plasmatica por brotamento direto; 3:
vesiculas advindas de endossomos precoces, sdo formadas no interior dos compartimentos
celulares internos e sdo posteriormente secretadas por fusdo destes compartimentos com a
membrana plasmatica; 4: vesiculas extracelulares como os exossomos, sdo gerados em
endossomos tardios ou corpos multivesiculares, e posteriormente secretados. Adaptado de
(THERY; OSTROWSKI; SEGURA, 2009).
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De modo geral, os termos mais usados para classificar as vesiculas extracelulares
sd0: exossomos, microvesiculas e corpos apoptoticos (EL ANDALOUSSI et al., 2013;
GYORGY et al, 2011; THERY; OSTROWSKI; SEGURA, 2009; VADER;
BREAKEFIELD; WOOD, 2014). A figura abaixo representa esta classificacdo das

vesiculas extracelulares:

Vesiculas extracelulares

Célula apoptotica

Figura 5 - Representacio esquematica das vesiculas extracelulares. As principais populagdes
incluem exossomos, microvesiculas e corpos apoptoticos. Para simplificar a figura, as células
ndo foram mostradas liberando todos os tipos de vesiculas. MVB: do inglés, “multivesicular
body”. Adaptado de (GYORGY et al., 2011).

Os exossomos foram descritos pela primeira vez por Trams e colaboradores, em
1981 (TRAMS et al., 1981). A origem endossomal € um critério comumente utilizado
para definir os exossomos; estruturas de morfologia arredondada e bem delimitada, de
tamanho entre 30 e 100 nm de didmetro, similar ao tamanho de virus (Figura 6).
Exossomos podem ser liberados tanto constitutivamente como apo6s a indug¢do do
processo de exocitose de corpos multivesiculares, assim, sdo secretados apos a fusdo
destes corpos com a membrana plasmatica (Figura 4). Deste modo, podem apresentar
membrana celular e componentes citosolicos em sua composicdo. Devido sua origem,

possuem proteinas envolvidas na via endossomal-lisossomal, e estas, sdo utilizadas
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como marcadores de exossomos (CONDE-VANCELLS et al., 2008; GYORGY et al.,
2011; ROBBINS; MORELLI, 2014; THERY; ZITVOGEL; AMIGORENA, 2002). Os
exossomos podem exercer as suas fungdes bioldgicas nas células através do contato
direto entre as moléculas da superficie celular e a vesicula; processo de endocitose de
vesiculas; e fusdo da membrana da célula e a vesicula (GYORGY et al., 2011).

As microvesiculas foram descritas pela primeira vez por Chargaff e West, em
1946 como um precipitado observado em plasma sanguineo (GYORGY et al., 2011).
Em 1967, Wolf também observou a presenga de particulas apods ultracentrifugacdo de
plasma sanguineo humano (WOLF, 1967). O brotamento direto a partir da membrana
plasmatica das células ¢ aplicado para microvesiculas, vesiculas de forma e tamanho
mais heterogéneo, em geral, maior que 100 nm (COCUCCI; RACCHETTI;
MELDOLESI, 2009; DUBREUIL et al., 2007; EL ANDALOUSSI et al., 2013; OHNO;
ISHIKAWA; KURODA, 2013; THERY; OSTROWSKI; SEGURA, 2009; TURIAK et
al.,, 2011; VADER; BREAKEFIELD; WOOD, 2014). Diferente dos exossomos, as
microvesiculas nao estdo envolvidas com a via endocitica (DE MAIO, 2011). Seu
tamanho sobrepde ao tamanho de bactérias e agregados proteicos (Figura 6). A
liberagdo de microvesiculas pode ser induzida apds a ativagdo de receptores da
superficie celular ou apoptose e consequente aumento de fluxo de Ca”" intracelular
(GYORGY et al., 2011). Também ocorre perda de assimetria de fosfolipidios da
membrana plasmatica, exposicdo de fosfatidilserina e alteracdes no citoesqueleto;
levando a formacdo da curvatura da membrana e assim, a liberacdo da vesicula para o
meio extracelular (D'ASTI et al., 2012). Contudo, a maioria dos estudos sdo sobre os
€X0SSomos, poucos sdo sobre a caracterizacdo das microvesiculas.

O termo corpo apoptotico foi utilizado pela primeira vez por Kerr e colaboradores,
em 1972. Estes corpos sdo considerados como estruturas com tamanhos heterogéneos
entre 1 e 5 pum, liberados apds a fragmentagdo de células em processo apoptdtico
(GYORGY et al, 2011; TURIAK et al.,, 2011). Corpos apoptéticos podem conter
organelas citoplasmaticas e/ou fragmentos nucleares, enquanto que microvesiculas ndo
apresentam estas estruturas (MURALIDHARAN-CHARI et al., 2010; TAYLOR;
CULLEN; MARTIN, 2008; VADER; BREAKEFIELD; WOOD, 2014). O tamanho dos

principais tipos de vesiculas extracelulares esta representado na figura abaixo:
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Figura 6 - Tamanho dos principais tipos de vesiculas extracelulares. Enquanto exossomos
compartilham uma distribui¢do de tamanho com os virus, as microvesiculas sobrepdem em
tamanho, com as bactérias e os agregados proteicos (por exemplo, complexos imunes). Corpos
apoptoticos e plaquetas possuem tamanho entre 1 € 5 um. Adaptado de (GYORGY et al., 2011).

1.5.3 Isolamento e analises de vesiculas extracelulares

Na literatura, ainda ndo estd totalmente estabelecido um protocolo para isolar
vesiculas extracelulares. Em geral, os métodos de isolamento e analise de exossomos
sdo: centrifugacdo diferencial, seguida de ultracentrifugacdo em gradiente de densidade
utilizando sacarose, com até 100.000 g (GOULD; RAPOSO, 2013; KRUGER et al.,
2014; THERY et al., 2006), ou mesmo, reagentes comerciais, como ExoQuick (System
Biosciences, EUA) (GYORGY et al., 2011). Os métodos mais usados de isolamento de
microvesiculas sdo através de centrifugagdes mais baixas, a partir de 10.000 g
(GOULD; RAPOSO, 2013; MURALIDHARAN-CHARI et al, 2009; YUANA;
STURK; NIEUWLAND, 2013).

Existem contradi¢des sobre os métodos de isolamento de vesiculas usando

centrifugacdo (tempo, forca, nimeros de ciclos, outros). Outro fator ¢ a ampla
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distribuicdo de tamanhos das vesiculas extracelulares. Alguns protocolos indicam a
filtracdo da amostra usando membrana de poro de 0,2 um (para isolar exossomos) ou
0,8 pm (para isolar microvesiculas) no caso de sobrenadantes celulares, para a remogao
de células e debris (COCUCCI; MELDOLESI, 2015; GYORGY et al., 2011; THERY;
ZITVOGEL; AMIGORENA, 2002). No entanto, uma rapida filtracdo pode levar a
fragmentacdo das vesiculas, e para evitar este problema recomenda-se a filtracdo por
gravidade (GYORGY et al., 2011). Alguns tipos de centrifugacdes aplicam 200 a 1500
g para remover restos celulares; 10.000 a 20.000 g para sedimentar e isolar vesiculas
maiores que 100 nm; e 100.000 a 200.000 g para isolar vesiculas menores que 100 nm
(VAN DER POL et al., 2012) sem passar pela etapa de filtracdo. A centrifugacdo
diferencial ainda é um método dificil, devido as distribui¢cdes de tamanho e as diferentes
populacdes de vesiculas extracelulares. Neste caso, utiliza-se gradiente de sacarose,
sendo possivel separar exossomos de microvesiculas, devido a diferenca na densidade
das vesiculas (GYORGY et al., 2011; THERY; OSTROWSKI; SEGURA, 2009).

Outro método usado para o isolamento de vesiculas ¢ através de imunoafinidade,
usando esferas revestidas de anticorpos especificos para vesiculas extracelulares
(HANNAFON; DING, 2013).

Ainda ¢ complicado determinar os componentes ou marcadores moleculares
especificos dos diferentes tipos de vesiculas extracelulares (COLOMBO; RAPOSO;
THERY, 2014; DE MAIO, 2011). E possivel analisar e caracterizar as proteinas das
vesiculas extracelulares através da analise protedmica, usando técnica de espectrometria
de massa (COCUCCI; MELDOLESI, 2015; D'SOUZA-SCHOREY; DI VIZIO, 2014;
GYORGY et al., 2011;). Algumas proteinas podem ser especificas conforme: o tipo de
vesicula analisada, tipo celular a qual a vesicula foi isolada, ou mesmo o tipo de
centrifugacdo utilizada para isolar a mesma. Também ¢ plausivel realizar a
quantificagdo de proteinas das vesiculas através de “immunoblot” (COLOMBO;
RAPOSO; THERY, 2014; GYORGY et al., 2011).

A citometria de fluxo pode ser usada para analisar o tamanho e composi¢ao das
vesiculas extracelulares, tornando possivel detectar apenas vesiculas maiores de 200
nm. Exossomos e microvesiculas menores ndo podem ser analisadas (ARAKELYAN et
al., 2014; GYORGY et al., 2011).

Com relacdo ao tamanho das vesiculas, também pode ser usada a microscopia

eletronica de transmissdo (MET) ou a microscopia de forca atdmica, uma variante da
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microscopia eletronica de varredura, para visualizar e analisar estas estruturas
(GYORGY etal., 2011; LOTVALL et al., 2014).

A distribuicdo do tamanho e a concentragdo das vesiculas presentes em um
determinado fluido também podem ser observadas apos andlise de rastreamento de
nanoparticulas, utilizando por exemplo, o NanoSight. Esse equipamento utiliza as
propriedades de espalhamento de luz das particulas em um meio fluido. O NanoSight
detecta estruturas entre 10-2000 nm de diametro (COCUCCI; MELDOLESI, 2015;
LOTVALL et al., 2014).

Os corpos apoptoticos ndo sdo isolados, em geral, utiliza-se ensaios de co-culturas
de células apoptoticas para investigar as fungdes destas estruturas, visto que estas
estruturas sdo bem maiores (como representado na Figura 6), com didmetro entre 1 a 5
um (GYORGY et al., 2011). Estas estruturas também podem ser observadas através de
imagens apds técnica de imunofluorescéncia (LOTVALL et al., 2014).

A microscopia de fluorescéncia também ¢ usada para visualizar vesiculas,
diretamente em laminulas ou dentro das células. Vesiculas menores (< 100 nm) também
podem ser observadas, visto que o limite de resolugdo dos microscopios Opticos
classicos ¢ de 200 nm, e em geral sdo vistas como agregados de vesiculas (COLOMBO;
RAPOSO; THERY, 2014).

Por fim, independente da técnica usada para analisar as vesiculas extracelulares,
cada método deve ser optimizado para o tipo de amostra biolodgica em questdo, podendo
até mesmo, ser necessario a utilizacdo de varias metodologias para examinar as
caracteristicas fisicas e morfologicas, bem como a composi¢do, destas estruturas
vesiculares (COLOMBO; RAPOSO; THERY, 2014). Além de que, muitas dessas

técnicas ainda necessitam de otimizagdo para o estudo de vesiculas extracelulares.

1.5.4 Contetdo das vesiculas extracelulares

A fungdo das vesiculas extracelulares parece ser dependente do conteudo que
transportam. Este contetido, por sua vez, depende do tipo celular pelo qual foi originado
(MURALIDHARAN-CHARI et al., 2010) e ainda, no caso de ensaios in vitro, depende
das condi¢des de cultivo das células (CHOI et al., 2015). As vesiculas extracelulares
podem transferir seu conteudo para uma célula alvo. Esta célula receptora pode

apresentar novas fungdes apds receber o contetido através da vesicula (D'ASTI et al.,
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2012; MATHIVANAN; JI; SIMPSON, 2010; ROBBINS; MORELLI, 2014).
Microvesiculas e exossomos estdo envolvidas no processo de sinalizag¢do intracelular,
devido a presenca de diferentes moléculas, em seu conteudo (DUBREUIL et al., 2007;
SANDVIG; LLORENTE, 2012; TURIAK et al., 2011).

A composicao geral das vesiculas extracelulares esta representada por: proteinas
citoplasmaticas e de membrana, como selectinas e integrinas, bem como seus receptores
(EL ANDALOUSSI et al., 2013; OHNO; ISHIKAWA; KURODA, 2013; THERY;
OSTROWSKI; SEGURA, 2009), lipidios (fosfatidilserina, esfingomielina e colesterol)
e acidos nucleicos (MRNA e miRNA) (CHOI et al., 2015; COLOMBO; RAPOSO;
THERY, 2014), como esta representado na Figura 7. miRNA sdo pequenas moléculas
de RNA, ndo codificadores de proteinas, que agem como reguladores pds-
transcricionais da expressdo gé€nica. miRNA desempenham importante papel em
diversos processos bioldgicos, como na tumorigénese (LI et al., 2009). As vesiculas
extracelulares das células tumorais também apresentam em seu contetido o miRNA,
pelo qual tornaram-se biomarcadores do cancer, pois podem levar a caracterizacdo da
origem e do desenvolvimento de tumores (GYORGY et al., 2011). Além disso,
miRNAs podem ativar moléculas de sinalizacdo e receptores da célula alvo (YOON;
KIM; GHO, 2014).

Atualmente existem dois bancos de dados que agrupam informacdes a respeito da
composicdo das vesiculas extracelulares (proteinas, acidos nucleicos e lipidios):
“EVpedia”  (http://evpedia.info) (KIM, D. K. et al, 2015) e “Vesiclepedia”
(http://microvesicles.org) (KALRA et al., 2012); estes bancos sdo atualizados
constantemente por grupos de pesquisadores (COLOMBO; RAPOSO; THERY, 2014).
Vesiculas extracelulares foram caracterizadas com sucesso, por analise protedmica
utilizando espectrometria de massa (COCUCCI; MELDOLESI, 2015; D'SOUZA-
SCHOREY; DI VIZIO, 2014;).

Como mencionado, a metodologia mais usada para analisar e caracterizar as
proteinas das vesiculas extracelulares ¢ a andlise protedmica. Em geral, as proteinas
vesiculares sdo advindas de vesiculas internas, membrana plasmatica e citoplasma
(CHOI et al., 2015). Dentre as principais proteinas mais encontradas em vesiculas
extracelulares estdo: proteinas de transporte de membrana (anexinas, flotilins, proteinas
Rab, TSG101); proteinas apresentadoras de antigeno (MHC, do inglés, “major

histocompatibility complex™); proteinas adesivas (tetraspaninas, integrinas, outras);
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proteinas de membrana (LAMP, do inglés, “lysosome-associated membrane protein”;
TfR, do inglés, “transferrin receptor”); proteinas citosolicas (histonas, ribossomais e
proteinas de choque térmico - HSP, do inglés “heat shock protein”); proteinas de
citoesqueleto (actina, tubulina, dentre outras) (CHOI et al., 2015; COLOMBO;
RAPOSO; THERY, 2014). A figura abaixo exemplifica os principais componentes ja

encontrados nas vesiculas extracelulares:
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Figura 7 - Vesicula extracelular e seus principais componentes. A composi¢cdo geral das
vesiculas extracelulares esta representada por: proteinas citoplasmaticas, de citoesqueleto, de
membrana e seus receptores; além de proteinas de transporte de vesiculas, proteinas
apresentadoras de antigeno, proteinas adesivas (tetraspaninas, integrinas); lipidios e acidos
nucleicos (MRNA ¢ miRNA). Adaptado de (CHOI et al., 2015).

Kruger e colaboradores (2014) isolaram vesiculas semelhantes a exossomos de
células tumorais de mama (MDA-MB-231 ¢ MCF-7) e as proteinas mais encontradas
foram: actina, anexinas (A1, A2, AS5), isozimas piruvato kinase (M1/M2), tubulina (§ e
a), proteina de choque térmico (HSP 90a), histona (H4), integrina o-2, entre outras. A
analise protedmica identificou em vesiculas derivadas de células MCF-7, mesmo que de

maneira menos relevante, as proteinas AHNAK e mioferlina (KRUGER et al., 2014).
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1.6 Proteina AHNAK

AHNAK (“Neuroblast differentiation-associated protein”), também conhecida
como, “desmoyokin” ¢ uma molécula grande (com aproximadamente 700 kDa). Tanto o
mRNA como a proteina ja foram identificadas em varios tipos celulares. Devido a sua
grande estrutura, AHNAK pode ser clivada em vérios locais diferentes (DAVIS; LOOS;
ENGELBRECHT, 2014).

A proteina AHNAK esta associada a interagdes proteina-proteina, devido aos seus
varios locais de ligagdo. A estrutura de proteina AHNAK possui natureza tripartida:
dominios N-terminais com 251 aminoacidos de tamanho; unidades repetidas centrais
que apresentam cerca de 4390 aminoacidos de 26 elementos repetidos e dominio C-
terminal, que contém 1002 aminoacidos (DAVIS; LOOS; ENGELBRECHT, 2014;
HUANG et al., 2007).

AHNAK faz parte de uma estrutura chamada "enlargeossomo", que foi descrito
em neurdnios e esta associada ao aumento de vesiculas citoplasmaticas dependente da
superficie de células em exocitose (BORGONOVO et al., 2002; DAVIS; LOOS;
ENGELBRECHT, 2014; LORUSSO et al., 2006; RACCHETTI et al., 2010). AHNAK
pode apresentar diferentes fungdes entre os varios tipos celulares, por exemplo,
modulagdo do reparo da membrana muscular e regulacdo dos canais de calcio cardiacos
(DAVIS; LOOS; ENGELBRECHT, 2014; HASHIMOTO et al., 1993; HUANG et al.,
2007). Além do papel no enlargeossomo, AHNAK também ¢ importante, na altura da
célula e manutengdo do citoesqueleto (BENAUD et al., 2004). No entanto, outro estudo
mostrou que animais deficientes de AHNAK apresentaram efeito minimo sobre o
desenvolvimento geral, tumorigénese, adesdo de células epidérmicas, proliferagdo e
diferenciagdo celular, bem como, na manutengdo da integridade da epiderme de
camundongos (KOUNO et al., 2004).

AHNAK foi identificada em uma diversidade de tipos celulares em ambos os
niveis de mRNA e proteina; e sua distribui¢do pode ser diferenciada de acordo com o
tipo celular. AHNAK ja foi encontrada em nucleos e aparelho de Golgi de células ndo
epiteliais (SHTIVELMAN; BISHOP, 1993), no entanto, também ja foi descrita como
predominantemente de localizagdo citoplasmatica ou associada a membrana plasmatica
de células epiteliais (SUSSMAN et al.,, 2001). Hashimoto e colaboradores (2003)

observaram que em queratindcitos AHNAK foi encontrada na membrana celular, ao
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contrario da maioria das outras células, em que AHNAK esta distribuida no citoplasma
(HASHIMOTO et al., 1993). A localizacdo de AHNAK na membrana plasmatica
possivelmente seria devido as suas interagdes especificas com proteinas Anexina A2 e
S100A10, pois AHNAK ndo apresenta dominios transmembranicos (BENAUD et al.,
2004; GENTIL et al., 2003; HUANG et al., 2007). Isto sugere que a proteina AHNAK ¢
uma molécula global, com uma estrutura exclusiva e de diversificada distribuicao.

A proteina AHNAK ja foi encontrada altamente expressa em linhagens celulares
de mesotelioma (SUDO et al., 2014); apo6s protedmica, AHNAK foi identificada em
linhagens tumorais de mama (MDA-MB-231 ¢ MDA-MB-435), células tumorais de
prostata (DU145), de fibrossarcoma (HT1080), além de linhagens de glioma (U251 e
U87) (SHANKAR et al., 2010).

Apesar da identificagdo prévia da proteina ou mRNA de AHNAK em estudos de
vesiculas extracelulares, o papel desempenhado por essa molécula em vesiculas

derivadas de cancer de mama permanece indefinida.
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CONCLUSAO

Baseado nos nossos resultados, concluimos que:

e Existe a presenca e troca de vesiculas entre as células tumorais e fibroblastos nédo
tumorais quando co-cultivados;

e  (¢lulas tumorais produzem mais vesiculas do que fibroblastos;

e Vesiculas isoladas de células MDA-MB-231 induzem a proliferacdo de células
MCF-7 por meio da ativacdo de ERK 1/2;

e AHNAK esta presente entre as proteinas que formam as microvesiculas;

e AHNAK estd localizada nas vesiculas trocados entre células tumorais e
fibroblastos;

e AHNAK ¢ importante para a migragdo, invasdo celular e troca de vesiculas, bem
como, a deple¢do de AHNAK reduz o nimero de protrusdes celulares e a liberacao de
vesiculas;

e AHNAK ¢ superexpressa em tumores de mama, quando comparado com o

tecido normal.
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