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RESUMO

Santos, N.L. Efeito da super-expressdo do miR-195 na carga de microRNAs presentes
em vesiculas extracelulares secretadas por células de melanoma humano e na regulagdo da
sensibilidade ao tratamento alvo-dirigido via transferéncia horizontal de informagdo

[dissertacdao]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2021.

O melanoma ¢ classificado como o tipo mais agressivo do cancer de pele. A terapia alvo-
dirigida combinada, com inibidores de BRAF e MEK, considerada a op¢do terapéutica padrdo
para o tratamento de pacientes em estdgios avangados que possuem mutagdo em BRAF, resulta
em uma taxa de sobrevida em 5 anos de apenas 20%. A transferéncia de informacdes via
Vesiculas Extracelulares (VEs) tem sido descrita como um dos mecanismos capazes de modular
os processos de resisténcia e progressdo maligna. No melanoma, a presenca de moléculas
antitumorais em VEs estd associada a maiores taxas de resposta ao tratamento e melhores
progndsticos. O miR-195, considerado um supressor tumoral, ¢ down-regulado em melanomas
e sua superexpressao resulta na diminui¢do da prolifera¢do celular e aumento da sensibilidade
a quimioterapia com agentes alquilantes e inibidores de BRAF. Neste sentido, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito da superexpressao de miR-195 na carga de VEs liberadas por células
de melanoma e o papel destas particulas na regulacao da sensibilidade de células naive a terapia
alvo-dirigida combinada. Diferentes linhagens de melanoma humano (A375, SKMel-05,
SKMel-28 ¢ UACC-62) foram transfectadas com o miR-195, resultando no aumento da
concentracdo de VEs liberadas, as quais apresentaram menor tamanho em relagdo ao controle.
Andlises de expressdo génica por RT-qPCR mostraram que a transfec¢do de miR-195 induz o
aumento da expressdo de GTPases envolvidas na biogénese de exosomos, enquanto genes
envolvidos na produ¢do de microvesiculas tém sua expressdo diminuida. VEs secretadas por
células transfectadas com este miRNA foram capazes de transferir seu efeito citostatico,

induzindo a expressao de genes antiproliferativos, como CDKNIA e CDKN3, e diminuindo a
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expressao de genes pro-proliferativos, como CCND1 e YAP1, em células naive. VEs contendo
miR-195 também impactaram o crescimento tumoral in vivo, diminuindo a cinética de
crescimento dos tumores. Além disso, o tratamento com VEs miR-195 foi capaz de aumentar a
sensibilidade de células naive a terapia alvo-dirigida combinada, resultando em maior
expressao de BAD, menor expressdo de BCL2L1 e consequentemente maior porcentagem de
morte celular, além da diminui¢do do potencial clonogénico das células. Adicionalmente, com
relacdo ao mecanismo de regulacdo de miR-195, dados do TCGA mostraram maiores niveis de
metilacdo deste miRNA em melanomas em relagdo a tecidos saudaveis, entretanto, sua
expressao foi restaurada ap6s o tratamento das células com Azacitidina em apenas uma das trés
linhagens testadas. Analises in silico mostraram que diversos IncRNAs capazes de inibir miR-
195 encontram-se superexpressos em melanoma, representando outro possivel mecanismo de
down-regulagdo. Em resumo, a superexpressao de miR-195 representa uma estratégia
promissora para sensibilizar células de melanoma a terapia via transferéncia horizontal de

informacao.

Descritores: Melanoma; Terapia de alvo molecular; Vesiculas extracelulares; miR-195.
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ABSTRACT

Santos, N.L. Effect of miR-195 overexpression in the miRNA cargo of extracellular
vesicles secreted by human melanoma cells and in the regulation of cells sensitivity to targeted-
therapy through horizontal transfer of information [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2021.

Melanoma is considered the most aggressive form of skin cancer. Combined targeted
therapy, with BRAF and MEK inhibitors, considered the standard treatment for BRAF-mutated
metastatic melanoma patients, results in 5 years overall survival of 20%. Extracellular Vesicles
(EVs)-mediated transfer of information has been reported as a mechanism capable of regulating
tumor resistance and progress. The presence of antitumoral molecules within EVs is related to
increased response rates and better prognosis for melanoma patients. MiR-195, considered a
tumor suppressor miRNA, is down-regulated in melanoma and its overexpression results in
decreased cells proliferation and increased sensitivity to chemotherapy with alkylating agents
and BRAF inhibitors. We aimed to analyze whether miR-195 overexpression could modulate
EVs cargo and the role of these particles in naive cells response to combined targeted treatment.
A375, SKMel-5, SKMel-28 and UACC-62 cells were transfected with miR-195, resulting in
increased EVs release and decreased EVs size. Gene expression analysis by RT-qPCR showed
that miR-195 mimic induces the expression of GTAPases involved in exosomes biogenesis,
while genes involved in microvesicles shedding are down-regulated upon transfection. EVs
derived from cells overexpressing miR-195 could transfer it’s cytostatic effect, inducing the
expression of anti-proliferative genes, such as CDKNIA and CDKN3, and inhibiting pro-
proliferative genes, including CCND1 and YAPI, in naive cells. EVs containing miR-195 also
impaired in vivo tumor growth, reducing tumor’s growth kinetics. Treatment with miR-195 EVs
could also sensitize naive cells to combined targeted therapy, resulting in higher expression of

BAD, inhibition of BCL2L1 and consequently increased cell death, in addition to decreased
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clonogenic potential. Additionally, regarding the mechanisms of miR-195 regulation, TCGA
data showed higher levels of methylation of this miRNA in melanoma tissues compared to
controls, nevertheless, treatment of melanoma cells with Azacitidine only restored miR-195
expression in one out of three cell lines. /n silico analysis showed that several IncRNAs capable
to sponge miR-195 are overexpressed in melanomas, representing another possible mechanism
of down-regulation. In summary, miR-195 overexpression represents a promising strategy to

sensitize melanoma cells through horizontal transfer of information.

Descriptors: Melanoma; Molecular targeted therapy; Extracellular vesicles; miR-195.
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1. INTRODUCAO

O melanoma ¢ classificado como o subtipo mais agressivo dentre os tumores cutineos,
devido ao seu elevado potencial metastatico e fendtipo resistente (ANTUNES et al.,
2018). Cerca de 50% dos pacientes apresentam mutagdo no gene BRAF (BRAFY'E) a qual
resulta na ativacao constitutiva da via MAPK (do inglés, Mitogen-Activated Protein Kinase),
levando a prolifera¢ao descontrolada das células (ASCIERTO et al., 2016). O tratamento alvo-
dirigido (terapia de alvo molecular) combinado, com inibidores da proteina BRAF mutada em
conjunto com inibidores da kinase down-stream, MEK, ¢é considerado a terapia padrdo para
pacientes em estagio metastatico que possuem mutacdo em BRAF. Apesar desta modalidade
terapéutica melhorar significativamente o prognostico dos pacientes quando comparado ao
tratamento quimioterapico convencional, aproximadamente 30% destes apresentam resisténcia
intrinseca, enquanto cerca de 80% dos que eram inicialmente responsivos desenvolvem
resisténcia terapéutica apds 12 meses do inicio do tratamento, resultando em uma taxa de
sobrevida global em 5 anos de 20% (SADRU et al., 2014; MACKIEWICZ e MACKIEWICZ,
2018). Assim, a busca por mecanismos capazes de regular a sensibilidade das cé€lulas a terapia
alvo-dirigida combinada representa uma alternativa para o desenvolvimento de tratamentos
mais eficazes e melhora da qualidade de vida dos pacientes.

No decorrer dos ultimos anos, a desregulacdo da expressdo de microRNAs (18-24
nucleotideos, ndo codificantes, miRNA) e a transferéncia de moléculas bioativas via Vesiculas
Extracelulares (VEs) tém sido amplamente associadas a regulacao da resposta a terapias. VEs
sdo particulas nanométricas liberadas pelas células como intermediadoras da comunicac¢do
intercelular e atuam transferindo moléculas, como proteinas, acidos nucleicos (mRNA,

miRNA, DNA) e lipideos, entre células parentais e recipientes (SANTI et al., 2015;
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Introdugao

JIANG et al., 2020; YOSHIDA et al., 2019). Particularmente, a carga de miRNAs presente em

VEs tem sido associada a progressdo tumoral e resposta ao tratamento com inibidores da via
MAPK, em melanomas. Niveis aumentados de miRNAs supressores tumorais, como miR-497
e miR-34a, estdo relacionados a melhor resposta terapéutica e efeito antitumoral,
respectivamente (SVEDMAN et al., 2018; LEE et al., 2019). De maneira oposta, niveis
aumentados de miRNAs considerados oncogénicos, como miR-211, estdo associados a
aquisicao e transferéncia de resisténcia (LUNAVAT et al., 2017).

O miR-195 pertence a familia miR-15/16/195/424/497 e ¢ classificado como um
supressor tumoral em diversos tumores, incluindo melanoma (YU! et al., 2018). Estudos
prévios do nosso grupo de pesquisa mostraram que este miRNA ¢é down-regulado em melanoma
e que sua super-expressao resulta em efeito antiproliferativo além de aumentar a sensibilidade
das células a quimioterapia com agentes alquilantes e inibidores de BRAF, através da inibi¢ao
de Proibitina 1 (PHB1) (CIRILO et al., 2017). Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar se a superexpressdo de miR-195 em células de melanoma ¢ capaz de modular a carga
de VEs, de forma que estas nanoparticulas passem a favorecer o tratamento, aumentando a

sensibilidade das células receptoras a terapia alvo-dirigida combinada.

1.1. Melanoma
Apesar de ser o subtipo menos frequente dentre os canceres de pele, melanomas sdo
responsaveis por cerca de 80% das mortes ocasionadas por tumores cutaneos. Sdo originados a
partir da transformacdo maligna de melanocitos, células pigmentadas localizadas
principalmente na camada basal da epiderme, em resposta a complexos fatores etiologicos,
sendo a frequente exposicdo a luz UV considerada a mais relevante. A incidéncia do melanoma

vem aumentando nos ultimos anos, no mundo inteiro, principalmente em adultos jovens, de 20
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Introdugao

a 39 anos (FATTORE et al.,, 2017). No Brasil, estima-se que 8.450 novos casos sejam
diagnosticados por ano no triénio 2020/2022 (INCA, 2020).

Quando diagnosticado em estagios iniciais (I e I), a cirurgia € considerada um tratamento
eficiente, pois resulta em cura na maior parte dos casos, apresentando uma taxa de sobrevida
em cinco anos de aproximadamente 90%. Entretanto, casos mais avangados, que apresentam
disseminagdo regional (III) ou para 6rgdos distantes (IV) apresentam um pior progndstico.
Estima-se que cerca de 25% dos pacientes sejam diagnosticados no estagio III e 40% no estagio
IV (ROTARU et al., 2019), os quais possuem taxas de sobrevida em 5 anos de 60% e 20%,
respectivamente (GARBE et al., 2020). Diferentes abordagens tém sido estudadas para o
tratamento destes casos mais avangados, porém, resisténcia imediata ou adquirida ainda
representam barreiras para a obten¢do de resultados satisfatorios (LONG et al., 2017).

As fases que descrevem o processo de tumorigénese do melanoma foram estabelecidas
pelo modelo de Clark em 1980 (Figura 1). O acimulo progressivo de alteragdes genéticas e
epigenéticas patogénicas ocasionam a formacdo de um nevo melanocitico, seguida pelo
surgimento de um nevo displasico, que d& origem ao melanoma in sifu, a partir do qual o
melanoma invasivo € originado (CLARK et al., 1984; DAMSKY et al., 2017). Mutacdes em
BRAF sdo encontradas em cerca de 80% dos nevos benignos, porém o crescimento destas
células ¢ limitado por indug@o de senescéncia. A aquisicdo de mutagdes adicionais de perda de
funcao em supressores de tumor, como PTEN e CDKN2A, sdo necessarias para a formagao de
nevos displésicos. Em seguida, a inducao da progressao do ciclo celular, através do aumento da
expressdo de genes pro-proliferativos, como ciclina D1 (CDI1) e da transi¢do epitélio-
mesénquima, caracterizada pela perda de E-caderina, aumento de N-caderina e MMP2, marcam

as fases de crescimento radial e vertical, respectivamente, favorecendo o processo de metéstase.
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Figura 1. Alteracdes moleculares durante o desenvolvimento do melanoma.

Mutacdes em BRAF estdo presentes na maioria (60-80%) dos nevos benignos formados a partir de
melanocitos saudaveis. Em seguida, a inativacao das vias de CDKN2A e PTEN levam ao desenvolvimento
de nevos displasicos. A indugdo da progressao do ciclo celular, através do aumento da expressao de ciclinas,
como CDI, da origem a fase de crescimento radial. Durante as etapas de crescimento vertical € metastase
ocorrem mudancas no controle da adesao celular devido a perda de E-caderina e aumento da expressdo de

N-caderina, e MMP-2. Adaptado de Miller et al., (2006). Figura criada no Biorender.

O perfil de alteragdes genéticas permite sua classificagdo em quatro subtipos, de acordo
com a ocorréncia de mutagdes drivers nos genes BRAF, RAS e NFI1. Quando ndo sdo
encontradas muta¢des em nenhum destes genes, o melanoma ¢ classificado como tripo wild-
type (LONG et al., 2018; RABBIE et al., 2019). A mutacao no gene BRAF ¢ a mais comum,
estando presente em cerca de 50% dos melanomas diagnosticados. E mais frequentemente
caracterizada pela substituicio do aminoécido valina pelo glutamato no coédon 600 (BRAF V60F)
e resulta na ativacdo constitutiva da proteina BRAF, que atua na via MAPK, responsével pela
regulacdo de processos como divisdo e diferenciacao celular (KAKADIA ef al, 2018). A
cascata bioquimica MAPK tem inicio com a ligacao de fatores de crescimento a receptores de
superficie celular, que resultam na ativacdo da proteina RAS, a partir da qual sdo ativadas
sequencialmente as proteinas BRAF, MEK e ERK. Uma vez ativada, ERK atua na fosforilagao
de diversos fatores de transcricdo que ocasionam a ativagdo de genes envolvidos na

proliferagdo, diferenciacao e motilidade celular. Também desempenha funcdes na regulacao de

outros mecanismos relacionados a progressao tumoral, como evasao de senescéncia e apoptose,
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promogao de angiogénese, invasdo e metastase (ASCIERTO et al., 2016; BISSCHOPA et al.,
2018).
1.2. Terapia alvo-dirigida combinada

A terapia alvo-dirigida para o tratamento de melanomas metastaticos ou inoperaveis foi
aprovada em meados de 2011 pela U.S Food and Drug Administration (FDA), através da
autorizagio do uso do medicamento vemurafenibe, inibidor enzimético da proteina BRAFV60°E,
A utilizagdo deste farmaco resultou em um aumento significativo na sobrevida dos pacientes,
apresentando taxa de resposta inicial de aproximadamente 50% e sobrevida global de 16 meses
(SOSMAN et al., 2012). Até entdo, os medicamentos aprovados para o tratamento de casos
avancados eram o quimioterapico dacarbazina e as imunoterapias nao-seletivas (Figura 2), a
base de interferon-a (IFN-a) e interleucina 2 (IL-2), os quais apresentavam taxa de resposta de
cerca de 10%, 15% e 13% e sobrevida de 7, 7 ¢ 9 meses, respectivamente (SMITH et al., 2008;
DAVAR et al., 2017; KAKADIA et al., 2018; DAVIS et al., 2019). Apesar do aumento
significativo na taxa de resposta num primeiro momento, a longo prazo, cerca de 80% dos
pacientes desenvolvem resisténcia a monoterapia com vemurafenibe, principalmente através da
reativacao da via MAPK. Diversos mecanismos ja foram associados a resisténcia a inibicao de
BRAF, dentre eles estdo mutagdes upstream a Ras ou down-stream a BRAF e amplificagdes ou
superexpressao de outros oncogenes. Tais processos fazem com que a sobrevida livre de doenga
seja limitada a aproximadamente 7 meses (WELSH et al., 2016).

Em 2015, foi aprovado pela FDA o uso do cobimetinibe, um inibidor especifico de MEK,
para o tratamento de melanomas metastaticos, em terapia conjunta. A adi¢ao de um inibidor de
MEK a terapia alvo-dirigida retarda a ocorréncia de resisténcia e aumenta a sobrevida global
dos pacientes para uma média de 22 meses, com taxa de resposta de 60% (BOESPFLUG et al.,
2016). Em seguida, novos inibidores de BRAF (dabrafenibe, encorafenibe) e MEK

(trametinibe, binimetinibe) foram aprovados como terapia conjunta para o tratamento de
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melanomas, possuindo taxas de resposta e sobrevida similares ao tratamento-alvo combinado
aprovado anteriormente (KNISPEL et al., 2018). Desta forma, a terapia combinada com
vemurafenibe e cobimetinibe, dabrafenibe e trametinibe ou encorafenibe e binimetinibe, se
tornou a intervencao padrdo para pacientes com mutacdo em BRAF, em estagios avancados,
enquanto imunoterapias com inibidores dos checkpoints imunologicos, CTLA-4/CD80 e PD-
1/PDL-1, sdo empregadas como tratamento de segunda linha para estes pacientes ou de primeira
linha para aqueles que ndo possuem muta¢ao em BRAF.

Apesar de representar um grande avango no tratamento de melanomas, a progressao
tumoral e falha terapéutica ¢ observada cerca de 12 meses a partir do inicio do tratamento com
inibidores de BRAF e MEK, na maioria dos pacientes, levando a uma taxa de sobrevida global
em dois anos de aproximadamente 40% (ASCIERTO et al., 2016; SIMEONE et al., 2017).
Assim, a identificagdo de estratégias que possam sensibilizar as células e/ou reverter
mecanismos de resisténcia sdo necessarios para obtencdo de melhores prognosticos. Neste
sentido, diferentes estudos tém avaliado o potencial da combinag¢do do tratamento alvo-dirigido
com inibidores de vias e/ou mecanismos associados ao processo de resisténcia (PROIETTI et
al., 2020). Sabe-se que apesar de ocasionar morte celular, o efeito predominante do tratamento
com inibidores de BRAF ¢ MEK ¢ citostatico (BRUMMER et al., 2018; SALE et al., 2019). A
indugdo de apoptose ¢ principalmente associada ao alto nivel de estresse metabolico ocasionado
pela supressao de glicolise aerdbica, induzida pela inibi¢ao da via MAPK. Desta forma, um dos
mecanismos de adaptacdo que células de melanoma apresentam quando submetidas ao
tratamento alvo-dirigido combinado ¢ o aumento no metabolismo mitocondrial e nos niveis de
fosforilacdo oxidativa, através da wup-regulacio de MITF, por exemplo. A inibicdo do
metabolismo mitocondrial em conjunto com tratamento com os inibidores, resulta no aumento
de morte celular e nos niveis de resposta terapéutica, retardando a ocorréncia de resisténcia

(HONG et al., 2017, MARCHETTI et al., 2018; BRUMMER et al., 2018; GODAL et al.,
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2019). Além disso, a superexpressao de genes anti-apoptoticos, como BCL-2, PAK1, PAK2 e
PHBI1 também ja foi descrita como mecanismo associado a resisténcia a terapia alvo-dirigida e
a inibicao destes genes também resulta no aumento da sensibilidade do melanoma ao tratamento
(BABAGANA et al., 2017; CIRILO et al., 2017; SALE et al., 2019). Estudos adicionais

precisam ser conduzidos para avaliar a eficacia destes tratamentos em pacientes.

Quimioterapia convencional
Imunoterapias

Terapia alvo-dirigida

Dacarbazina

Interferon a (IFN-a)

Interleucina 2 (IL-2)

Ipilimumab (CTLA-4i)
Vemurafenibe (BRAFi)

Dabrafenibe (BRAFi)

Trametinibe (MEKi)

Vemurafenibe + Cobimetinibe (MEKi)
Dabrafenibe + Trametinbe
Nivolumabe (PD-1/PDL-1i)
Pemprolizumabe (PD-1/PDL-1i)
T-VEC (Virus Oncolitico)

Ipilimumabe + Nivolumabe

Encorafenibe (BRAFi) + Binimetinibe (MEKi)

Figura 2. Linha do tempo: Terapias aprovadas para o tratamento de melanomas em estagios avangados
(1975-2018).
Adaptado de Haferkamp et al., (2020). Figura criada no Biorender.
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1.3. MicroRNAs

Os microRNAs sdo pequenos RNAs (18 a 22 nucleotideos) ndo codificantes, capazes de
regular a expressdo génica principalmente de maneira pds-transcricional. O mecanismo de agao
de miRNAs melhor elucidado diz respeito a inibi¢do da tradu¢do de RNAs mensageiros
(RNAm) complementares, por meio da degradacdo, sequestro ou bloqueio da interacdo com os
ribossomos. A sequéncia seed presente em miRNAs ¢é responsavel por reconhecer e se ligar a
regido 3’ UTR (do inglés, untranslated region) de um RNAm-alvo, inibindo sua expressao.
Tipicamente, os miRNAs sdo transcritos pela RNA polimerase II, gerando um miRNA primario
(pri-miRNA), o qual ¢ processado pela endonuclease DROSHA, formando um miRNA
percursor (pre-miRNA). Os pre-miRNAs sdo exportados para o citoplasma e processados por
DICER, gerando miRNAs maduros de fita dupla. Uma das fitas, denominada fita guia, ¢
incorporada no complexo de silenciamento induzido por RNA (do inglés, RNA-Induced
Silencing Complex, RISC) em associacdo com a proteina Argonauta, onde atua regulando a
expressao de RNAs mensageiros alvo (Figura 3). Além deste mecanismo, recentemente,
diferentes estudos tém mostrado que miRNAs também podem atuar na regulagao da transcrigao
génica, através da interacdo com regides regulatorias no nucleo celular, como enhancers
(STAVAST et al., 2019; YANG et al., 2021).

Estima-se que pelo menos 30% dos RNAm humanos sejam regulados por miRNAs e esta
regulacdo exerce fungdes importantes no controle de processos fisioldgicos e patologicos
(SARKAR et al., 2015). Em tumores, a desregulagao da expressao de miRNAs estd associada
ao desenvolvimento, progressao e resposta terapéutica. Dependendo dos genes que regulam,
podem ser classificados como oncomiRs ou supressores tumorais. OncomiRs, se inibem genes
anti-tumorais; e, supressores de tumor, se inibem genes que favorecem a progressao maligna
(YU! et al., 2018). No melanoma, a desregulacdo do perfil de expressio de miRNAs ja foi
associada a diferentes aspectos do desenvolvimento tumoral, como inducdo de angiogénese
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(ZHOU et al., 2018), transicao epitélio-mesénquima (FOMESHI et al., 2015), migracdo e
metastase (YANG et al., 2019; SUN et al., 2019), inibi¢ao do sistema imune (MASTROIANNI

et al.,2019) e resisténcia a drogas (CIRILO et al., 2017; VERGANI et al., 2016; GRZYWA et

al., 2020).
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Figura 3. Biogénese e fungdo dos miRNAs.

A biogénese de miRNAs tem inicio com o processo de transcri¢do, através da formacao do complexo
de iniciagdo, composto pela associagdo dos fatores gerais de transcricdo com a RNA pol II (1), levando a
formag@o de um miRNA primadrio (pri-miRNA) (2), o qual é processado ainda no nucleo celular pela enzima
DROSHA, na presenga de seu co-fator DGCRS (3), dando origem a miRNAs precursores (pre-miRNA) (4).
Estes, por sua vez, sdo exportados para o citoplasma pela proteina Exportina 5 (EXP 5), onde sofrem um
processo de clivagem realizado pela enzima DICER (5), originando um duplex de miRNA, composto por
duas fitas maduras (6). Uma das fitas (fita guia) € retida no complexo RISC e atua no processo de regulacao
da expressdo génica, através da degradagdo de RNAm-alvos, ou inibigdo da tradu¢édo (7). Figura criada no

Biorender.
Comumente, no decorrer da progressdo tumoral, a expressdo de oncomiRs ¢ aumentada.
Por exemplo, Tupone et al., (2020) mostraram que miR-378a-5p ¢ up-regulado em melanoma

metastatico em relagdo a amostras de tecidos em estdgios menos avancados e que a
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superexpressao deste miRNA in vitro estd associada ao aumento de invasdo e migracdo, além
de favorecer o processo de angiogénese in vivo, facilitando a progressao tumoral. Similarmente,
o aumento da expressdo de miR-204-5p e miR-211-5p em melanomas induz o crescimento
tumoral in vivo e diminui a resposta ao tratamento com inibidores de BRAF (DIAZ-
MARTINEZ et al., 2018). Como esperado, a inibicdo destes miRNAs resulta na repressao do
crescimento tumoral e aumento da resposta a tratamentos. De maneira oposta, miRNAs
supressores normalmente tem sua expressao diminuida ao longo da progressao tumoral. Por
exemplo, como recentemente reportado por nosso grupo de pesquisa, miR-195-5p ¢ down-
regulado no decorrer do desenvolvimento de melanomas e a inibigdo deste miRNA resulta na
falta de regulagdo pds-transcricional e consequente superexpressio de PHBI, a qual esta
associada ao aumento da resisténcia a quimioterapia. A superexpressao de miR-195, além de
induzir efeito citostatico, resulta no aumento da sensibilidade das células a agentes alquilantes
(temozolamida e cisplatina) e inibidores de BRAF (CIRILO e tal., 2017). Similarmente, a
reducdo da expressdo de outros miRNAs supressores, como miR-34 (YAMAZAKI et al.,
2012), miR-579-3p (FATTORE et al., 2016), miR-16 (GUO et al., 2015) e miR-497 (CHAI et
al., 2018) ¢é observada durante os diferentes estagios de desenvolvimento do melanoma e a
restauragdo da expressdo destes miRNAs resulta em melhores respostas terapéuticas,
retardando ou revertendo o desenvolvimento de resisténcia.

Atualmente diversos estudos estdo sendo conduzidos com o intuito de avaliar a eficacia
da utilizacdo de terapias a base de miRNAs para o tratamento de patogéneses como o cancer
(TITZE et al., 2020). O primeiro estudo clinico conduzido neste sentido foi um estudo de fase
1 realizado para avaliar a seguranca da utilizacdo de nanoparticulas (TargomiRs) enriquecidas
em miR-16 para o tratamento de mesoteliomas (VAN ZANDWIIK et al., 2017). Estas
particulas foram desenvolvidas para realizar o delivery especifico de miR-16 para células EGFR

positivas e apresentaram boa tolerancia em pacientes com mesoteliomas refratario, porém
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novos estudos precisam ser conduzidos para avaliar o efeito destas particulas em combinacao

com outros agentes terapéuticos.

1.3.1. miR-195-5p

O miR-195 pertence a familia miR-15/16/424/497, esta localizado no cromossomo 17p13
e possui um promotor proprio. Este miRNA atua no controle de genes responsaveis pela
regulacao do ciclo celular, proliferagdo, migracao, angiogénese, apoptose ¢ invasdo; E a
desregulacdo de sua expressdo estd associada ao desenvolvimento de diversas patologias,
incluindo o cancer (YU! et al., 2018). Células tumorais comumente apresentam uma baixa
expressdo de miR-195-5p comparado a tecidos ndo-neoplédsicos e diversos estudos ja
evidenciaram seu papel como supressor de tumor em diferentes neoplasias (ZHENG et al.,
2017; FU et al., 2013; YONGCHUN et al., 2014; HAN et al., 2015; LIU et al., 2015). Um dos
mecanismos de down-regulacdo de miR-195 em tumores ¢ a hipermetilagdo de seu promotor
génico, como ja reportado em cancer cervical (SHEN et al., 2017), de mama (LI et al., 2011),
prostata (MA et al., 2020) e gastrico (DENG et al., 2013), por exemplo. Além disso, trabalhos
recentes tém mostrado que a inibi¢cdo por RNAs longos ndo codificantes (IncRNAs) também
atua na supressdo de miR-195 em células malignas (LIU et al., 2020; WANG et al., 2020; LI
et al.,2020).

A restauragdo da expressao deste miRNA, por transfec¢do, tratamento com inibidores de
metiltransferases ou supressdao de IncRNAs, ja foi associada ao aumento da sensibilidade a
quimioterapicos por diferentes trabalhos, incluindo docetaxel para cancer de prostata (MA et
al., 2018), doxorubicina para cancer de célon (QU et al., 2015), temozolamida para gliomas
(WANG? et al., 2019), cisplatina para cancer de ovério (DAI et al., 2019), paclitaxel e eribulina
para cancer de pulmio (YU? et al., 2018) e agentes alquilantes e inibidores de BRAF para o

tratamento de melanomas (CIRILO et al., 2017). Além disso, o nivel de miR-195 na circulacao
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sanguinea pode ser utilizado como biomarcador progndstico em pacientes com tumores
gastricos (SONG et al., 2020), osteosarcoma (CAl et al., 2015) e cancer de mama (SUETA et
al., 2017), sendo a baixa expressdo relacionada a menor resposta terapéutica e maior
probabilidade de recidiva. Em melanomas, dados do TCGA mostram que a baixa expressao de

miR-195 apresenta uma tendéncia de associacdo com piores prognoésticos (Figura 4).
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Figura 4. Expressdo de miR-195 e sobrevida de pacientes com melanoma.
Dados do TCGA (SKCM/20160128) obtidos pelo software LinkedOmics. Os dados foram

classificados em baixa ou alta expressao a partir da média. Linhas pontilhadas indicam o desvio padrao.

1.4. Vesiculas Extracelulares

Vesiculas Extracelulares (VEs) sdo particulas nanométricas delimitadas por uma
bicamada lipidica analoga a membrana plasmatica e desempenham papel fundamental no
processo de comunicagao intercelular, por meio do transporte e transferéncia de moléculas
bioativas, como proteinas, lipideos e acidos nucleicos (MAUS et al., 2017). VEs podem ser
classificadas principalmente em exossomos e microvesiculas, de acordo com sua biogénese e
tamanho (Figura 5). Exossomos possuem de 30 a 150 nm e sdo originados a partir de
dobramentos da membrana de um endossomo inicial, que resultam em um acumulo de vesiculas
intraluminais (ILV) em corpos multivesiculares (MVBs). Estes sdo secretados no espago
extracelular através de fusdo com a membrana plasmatica, seguida da exocitose das vesiculas

intraluminais, agora denominadas exossomos. As microvesiculas, por sua vez, possuem de 100
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a 1000 nm e sdo originadas por evaginagdes da membrana celular, com posterior fissdo e
consequente liberagdo no meio externo (VELLA et al., 2017). Além disso, trabalhos recentes
tém mostrado que células tumorais podem secretar VEs maiores, de 1 a 10 pm, as quais sao
denominadas oncossomos largos (MINCIACCHI et al., 2015; CIARDIELLO et al., 2019).
Ainda, quando derivadas de células em processo de apoptose, as VEs sdo denominadas de

corpos apoptoticos e geralmente possuem entre 50 e 5000 nm (JAISWAL & SEDGER, 2019).
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Figura 5. Biogénese e classificagdo das VEs.

Vesiculas pequenas (30-150 nm) originadas a partir da via endossomal sdo denominadas exosomos.
Vesiculas maiores (100 — 1 pm), formadas a partir de brotamentos da membrana plasmatica sdo denominadas
microvesiculas. Células tumorais também podem liberar oncossomos largos (I — 10 pum) a partir de

evaginagdes da membrana plasmatica. Figura criada no Biorender.

Quando em contato com cé€lulas receptoras, a internalizacdo das VEs pode ocorrer via
fusdo direta com a membrana plasmatica da célula recipiente ou via endocitose, a qual pode ser

realizada por mediacdo proteica, pelas proteinas clatrinas e caveolinas, lipidica (/ipid raft) ou
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fagocitica. Recentemente o papel das VEs no desenvolvimento e progressdo de tumores
despertou o interesse da comunidade cientifica, devido a capacidade que possuem de transportar
moléculas tanto local como sistemicamente, podendo assim modular o microambiente tumoral
e tecidos distantes, contribuindo com a progressdo maligna (ABELS-BREAKEFILD, 2016).
Sabe-se que a carga presente em VEs reflete o estado fisioldgico da célula parental e que células
tumorais normalmente secretam maiores quantidades de VEs comparado a células saudaveis,
com contetdo diferente de acordo com o estdgio do processo de tumorigénese em que se
encontram. Dessa forma, a presenca destas particulas em biofluidos, como sangue, urina e
saliva, torna-as ferramentas promissoras para a identificacdo, estadiamento ¢ acompanhamento
de tumores (XU et al., 2018).

E comumente observado que a transferéncia de informagdes via VEs pode induzir ou
facilitar a aquisicdo e/ou transferéncia de fenoOtipos mais agressivos. No melanoma, a
transferéncia de moléculas oncogénicas por VEs ja foi associada a aquisi¢do e favorecimento
de diversos hallmarks, como inducao de evasdo do sistema imune (HUBER et al., 2018;
VIGNARD et al., 2020), angiogénese (ZHOU et al., 2018), metastase (SHU et al., 2018),
resisténcia a terapia (LUNAVAT et al., 2017) e repopulagdo tumoral, como recentemente
mostrado pelo nosso grupo (ANDRADE et al., 2019). Ainda, a alta expressdo de genes
envolvidos na biogénese de VEs, como RAB27A, RAB27B, RAB31 e RHOA estao associados
a piores prognosticos em melanomas (Figura 6), evidenciando o papel destas particulas no

favorecimento da progressao tumoral.
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Figura 6. Alta expressao de genes envolvidos na biogénese de VEs esta relacionada a pior prognostico
em melanoma.

Dados do TCGA (SKCM/20160128) obtidos pelo software LinkedOmics. Low RAB27A n=24, High
RAB27A n=74; Low RAB27B n= 43, High RAB27B n=73; Low RAB31 n=33, High RAB31 n=121; Low
RHO n=32, High RHO n=55. Os dados foram classificados em /ow ou Aigh a partir da média dos valores de

expressdo dos respectivos genes. Linhas pontilhadas indicam o desvio padrao.

A transferéncia de miRNAs via VEs desempenha papéis importantes na regulagao destes
processos. Como esperado, a presenca de oncomiRs nestas particulas e consequente
transferéncia para células receptoras, ¢ associada ao favorecimento da progressao tumoral. Por
outro lado, VEs enriquecidas com miRNAs supressores sao capazes de inibir o crescimento de
tumores ¢ aumentar a resposta de células malignas ao tratamento. Em melanomas, VEs
derivadas de pacientes com tumor primario possuem maiores quantidades de miRNAs
supressores, como miR-34a, e sdo capazes de induzir efeito supressivo no crescimento tumoral,
enquanto VEs provenientes de pacientes metastaticos apresentaram efeito oposto (LEE ef al.,
2019). Além disso, maiores niveis de miRNAs antitumorais, como o miR-497 em VEs de

pacientes sob tratamento alvo-dirigido combinado, estao associados a melhores progndsticos
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em casos de melanoma em estagio avancado (SVEDMAN et al., 2018). Similarmente, maiores
quantidades dos supressores tumorais miR-145 e miR-16 estdo associadas a melhor resposta a
terapia em tumores de prostata (GONG et al., 2015) e gastricos (VENTURUTTI et al., 2016),
respectivamente.

A capacidade que VEs possuem em carregar moléculas para células e/ou tecidos
especificos torna-as veiculos promissores para o delivery de agentes antitumorais
(PARAYATH et al., 2020). Neste sentido, atualmente, diferentes trabalhos estdo sendo
conduzidos com o intuito de modular a carga de VEs, para que estas particulas passem a
favorecer o tratamento de tumores, através da transferéncia de moléculas antineoplésicas,
melhorando assim o progndstico de pacientes oncologicos. Por exemplo, Naseri ef al., (2018)
modularam a carga de exosomos derivados de células-tronco mesenquimais, incorporando
moléculas capazes de inibir os oncomiRs miR-150 e miR-142-3p. Quando administradas in
vivo, estas particulas foram capazes de penetrar a massa tumoral e realizar o delivery de anti-
miR-150 e anti-miR-142-3p, inibindo o crescimento de tumores de mama (NASERI et al,
2018). Adicionalmente, Nie et al., (2020) mostraram que VEs enriquecidas com o supressor
tumoral miR-126 sdo capazes de inibir o crescimento, migracdo e potencial metastitico de
células de cancer de pulmdo. De maneira similar, Li et al., (2017) reportaram que a
superexpressao de miR-195 em fibroblastos resultou na secrecao de VEs enriquecidas com este
miRNA, as quais puderam inibir o crescimento e invasao de colangiocarcinomas in vivo. Apesar
de diferentes trabalhos mostrarem que a presenca de miRNAs supressores em VEs estd
associada a melhores respostas terapéuticas em melanomas, até o presente momento, a

modulacdo da carga de miRNAs destas particulas ainda nao foi reportado.
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2. OBJETIVOS

Estudar o efeito de vesiculas extracelulares secretadas por células de melanoma humano

transfectadas com o miRNA-195 na sensibilidade ao tratamento alvo-dirigido de células

tumorais naive.

2.1.

ii.

1il.

1v.

Objetivos especificos

Avaliar o efeito da super-expressao do miR-195 em células de melanoma humano
BRAFVY%%E na secrecio de VEs, determinando-se a concentracdo e tamanho dessas
particulas, além da presencga desse miRNA nas mesmas;

Avaliar o efeito de VEs oriundas de células que superexpressam miR-195 em células
tumorais naive (receptoras) quanto a proliferagdo, viabilidade, morte e sensibilidade ao
tratamento alvo-dirigido, além de alteragdes em genes alvo dos miRNAs presentes nas
VEs;

Avaliar o efeito das VEs contendo miR-195 no crescimento tumoral in vivo,

Avaliar o perfil de metilagdo da regido promotora e gé€nica do mir-195 em células de

melanoma e o efeito de agentes demetilantes na re-expressao desse miRNA.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cultura celular

Os experimentos foram realizados com a linhagem de melanoma primario A375 e as
linhagens de melanoma metastatico SKMel-05, SKMel-28 e UACC-62, portadoras da mutagao
BRAFYOE As células foram submetidas a teste de contaminagdo por micoplasma
periodicamente. Para manutencao em cultura, SKMEL-5 e SKMel-28 foram mantidas em meio
MEM acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1 mM de piruvato de sodio e A375 e
UACC-62 em meio DMEM acrescido de 10% de SFB, em estufa imida a 37°C e 5% de COa.
Para experimentos envolvendo adi¢ao ou extra¢ao de VEs, as células foram incubadas com SFB

depletado de vesiculas (centrifugado por 2hs, 4°C, a 100.000g).

3.2. Superexpressao do miR-195
A superexpressao do miR-195 (Syn-hsa-miR-195-5p, 5'-
UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC -3") (QIAGEN) foi realizada via transfeccdo reversa
através do reagente Lipofectamina RNAiMax 2000 (Termo Fisher Scientific). O processo
consiste na adi¢ao do mix, contendo mir-195 ou controle (10 nM) e lipofectamina, seguida da
adicdo da suspensdo celular aos respectivos pogos contendo o mix. STARS Negative Control

siRNA (sequéncia de propriedade da empresa - QIAGEN) foi utilizado como controle.

3.3. Isolamento e caracterizacdo das VEs

O isolamento das vesiculas extracelulares foi realizado 72 horas apos a transfeccdo, com
base em protocolo estabelecido por Théry et al (2006). Os sobrenadantes das células
transfectadas foram submetidos a duas centrifugacdes iniciais para a remoc¢ao de células mortas

e restos celulares, 300 g por 10 minutos, seguida de 2000 g por 10 minutos, ambas a
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temperatura ambiente. O sobrenadante resultante foi entdo ultracentrifugado a 10.000 g por 30
min a 4° C para remocgao de debris, seguido de 100.000 g por 2 horas a 4°C. O pellet enriquecido
em VEs foi ressuspendido em PBS 1X de acordo com o numero de células totais ao fim do
experimento (100 pL para cada 10° células) e armazenado a - 80° C até o momento de uso. A
quantificagdo e a andlise do perfil das VEs isoladas foram realizadas em equipamento
NanoSight NS3000 (Malvern) (5 medidas de 60 segundos cada). Previamente aos ensaios
funcionais, as VEs foram tratadas com RNAse A (400 ng/uL) por 30 minutos a 37° C para

evitar contaminagdo com RNAs externos, como proposto por VERWEIJ et al., (2013).

3.4. Extracio de RNA e RT-qPCR

A extragdo de RNA total de células foi realizada utilizando-se o reagente TRIZol®
(Invitrogen/Thermo Fisher Scientific). RNAs pequenos (<200 nucleotideos) foram extraidos de
VEs através do kit miRCURY Small RNA Isolation Kit (Exiqon) ou miRNAeasy Cells and
Tissues (QIAGEN). O RNA obtido foi submetido a leitura em espectrofotdmetro NanoDrop ™
para obtenc¢do da concentracdo e razdes qualitativas de contaminagdo proteica e fenolica. Para
analise da expressio do miR-195 o kit TagMan Small RNA Assays (Applied
Biosystems/Thermo Fisher Scientific) foi utilizado para sintese de cDNA e posterior
amplificacdo. RNU48 foi utilizado como controle enddgeno. Para a analise da expressao dos
IncRNAs, RAB27A, RAB27B, RA31 e CDC42, o cDNA foi sintetizado através do Kit High
Capacity Reverse Transcription (Applied Biosystems) e amplificado com Power SYBR Green
PCR master mix (Applied Biosystems). GAPDH, B-ACTINA e HPRT foram utilizados como

controle endégeno. Os dados foram analisados por meio do método quantitativo 2~ 44Ct

conforme proposto por Livak e Schmittgen (2001). Os niveis de expressao de miR-195 em VEs
foram normalizados através da utilizacdo de quantidades iguais de RNA total e comparagao

com VEs controle (AACt = [(Ct VEs miR-195 tratadas com Proteinase + RNAse A) - (Ct VEs
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miR-195 tratadas com Triton + Proteinase + RNAse A)] - [(Ct VEs controle tratadas com
Proteinase + RNAse A) — (Ct VEs controle tratadas com Triton + Proteinase + RNAse A)]).
Todas as reacdes foram realizadas no equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems/Thermo

Fisher Scientific).

Gene Forward Reverse
B-ACTINA 5’-AGAAAATCTGGCACCACA-3’ 5’-AGAGGCGTACAGGGATAGCA-3’
BANCR 5'- CGGTGTAACGGAGGCAGTTAG - 3' 5'- CACACAGTGAGCCACTCCAC - 3'
CDC42 5'- GCCCGTGACCTGAAGGCTGTCA -3' | 5'-TGCTTTTAGTATGATGCCGACACCA - 3'
FOXD2-AS1 5'- AAAGAAAAGCCCTCCAGCGA - 3' 5'- CCTCAGGACAAACTCCGCTT - 3'
GAPDH 5’-TGCACACCAACTGCTTAGC-3’ 5’-GGTGGACTGTGGTCATGAG-3’
HPRT 5’-CCCTGGCGTCGTGATTAGT-3’ 5’-TCTCGAGCAAGAGGTTCAGT-3’
LINC00473 5'- GAGTAGACTTTTCCCCCACAGA - 3' 5'- CACACAGCTTCAAGTCCACG - 3'
LINC00511 5'- CACACTCGTCTTCTGTCCCC - 3! 5'- CTTCCTTGGGCAAACAACCG - 3'
PVT1 5’-ATAGATCCTGCCCTGTTTGC-3’ 5’-CATTTCCTGCTGCCGTTTTC-3’
RAB27A 5'- AGAGGAGGAAGCCATAGCAC - 3' 5'- CATGACCATTTGATCGCACCAC- 3'
RAB27B 5'- GGAACTGGCTGACAAATATGG - 3! 5'- CAGTATCAGGGATTTGTGTCTT- 3'
RAB31 5'- ATCTTTGGGCTGGGTTTG - 3' 5'- ATGGGCTCATTAGTGGGTAG - 3'

Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados nas reagdes de RT-gPCR.

3.4.1. Analise do perfil de expressiao génica

A expressdao génica de 96 transcritos, previamente selecionados de acordo o fendtipo
observado nas células recipientes apos o tratamento com VEs, foi realizada por RT-qPCR em
sistema microfluidica utilizando os equipamentos Juno-Biomark HD (Fluidigm). O RNA total
de células foi extraido por TRIZol® (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific) e quantificado no
aparelho NanoDrop™. Em seguida, 35ng de RNA total foram convertidas em cDNA, o qual
foi submetido a uma etapa de pré-amplificacdo seguida de tratamento com exonuclease para
remo¢dao de primers nao incorporados. O produto final foi diluido 10x e submetido a
amplificacdo no Biomark HD. B-ACTINA, B2M, GUSB, HPRT, RPLP0O e TFRCG foram
utilizados como controles enddgenos. O software Fluidigm RT-qPCR foi utilizado para
visualizagdo das curvas e obtencdo dos Cts. O software NormFinder foi utilizado para

determinagdo dos endogenos mais estaveis dentre os grupos experimentais. Os dados foram
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analisados por meio do método quantitativo 2 24Ct, O software R foi utilizado para a

clusteriza¢do das amostras em heatmap através do pacote pheatmap.

3.5. Avaliacio da internalizacdo das VEs
As VEs foram marcadas com o corante lipofilico PKH26 (Sigma Aldrich), conforme
protocolo estabelecido pelo fabricante. Apds o periodo de incubagdo, a solucdo de VEs
contendo o corante foi filtrada em colunas (MW3000 — Invitrogen- Thermo Fischer Scientific)
para a remog¢ao do corante excedente. PBS foi utilizado como controle negativo. Em seguida,
diferentes concentracdes de VEs marcadas foram adicionadas as células previamente
plaqueadas. Aproximadamente 18 horas apos a adi¢do de VEs, as células foram visualizadas

em microscopio de fluorescéncia.

3.6. Atividade metabdlica (atividade da succinato desidrogenase)

A avaliagdo da atividade metabdlica celular foi realizada pelo método colorimétrico do
sal amarelo de tetrazolium [MTT, (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5- difenil brometo de
tetrazolina). As células foram plaqueadas em placas de 96 pogos (1x10°); para avaliagdo do
efeito das VEs, diferentes concentragdes destas foram adicionadas e repostas diariamente. As
placas foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO; por 72 horas. Ao término do periodo de
incubac¢do, 10 pL da solu¢do de MTT (5 mg/mL) foram adicionados em cada poco da placa, e
esta foi incubada novamente (2 horas, 37°C e 5% de COz). Em seguida, as células foram lisadas

com dimetilsulféxido (DMSO) e a absorbancia lida em leitor de microplaca a 570 nm.

3.7. Proliferacao celular
A proliferacdo foi analisada em aparelho Countess-Automated Cell Counter, ou através
da contagem em camara de Neubauer, por meio da adi¢do de uma aliquota de 10 pL da

suspensao celular corada com o corante azul de tripan 0,1% em PBS.
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3.8.  Perfil de ciclo
O perfil de ciclo celular foi analisado através da coloragdo com lodeto de Propideo.
Primeiramente as células foram fixadas com etanol 70% e armazenadas a -20°C por pelo menos
2 horas. Em seguida, as mesmas foram lavadas com PBS 1x e coradas com PI por 30 minutos
no escuro. A leitura de fluorescéncia foi feita em citdmetro de fluxo (Attune, Thermo Fisher
Scientific) e a andlise da distribui¢ao do ciclo celular e morte celular (Sub-G1, G1, S, G2/M)

foi analisada no software FlowJo v10.

3.9. Ensaio clonogénico
Células viaveis foram plaqueadas em uma proporcio de 20 células/cm? e mantidas em
estufa a 37°C e 5% COxz por cerca de 15 dias. Apos o periodo de incubagdo, as células foram
lavadas com PBS e fixadas através da adi¢ao da solugdo de fixag¢ao (formaldeido/PBS 3,7%).
Em seguida, foram lavadas com PBS novamente, coradas com 0,1% de cristal violeta, e
incubadas por 10 minutos. Ap0s este periodo, o excesso de corante foi removido por lavagem
com PBS e o numero de coldnias (>30 células) foi contado apds secagem a temperatura

ambiente.

3.10. Tratamento alvo-dirigido combinado
As células (1x10%) foram plaqueadas em placas de 24 pogos. Apos 24 horas os inibidores
de BRAF (PLX) e MEK (PD) foram adicionados (1 + 1 uM). Apds 72 horas, proliferacao,
viabilidade, clonogenicidade e taxa de morte celular foram avaliadas, conforme descrito

anteriormente.
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3.11. Tratamento com Azacitidina
Primeiramente as células foram plaqueadas (1x10%) em placas de 24 pogos. Apds 24 horas
diferentes concentragdes de Azacitidina foram adicionadas (1 ou 2,5 uM). O tratamento foi
realizado por 48 horas, com reposicao diaria da droga. Ap6s este periodo avaliou-se nimero de

células, perfil de ciclo e expressdo do miR-195.

3.12. Eletroporaciao de VEs

Para a realizagdo dos experimentos in vivo VEs foram eletroporadas com miR-195 ou
controle. As VEs (10° particulas) foram ressuspendidas em 150 uL do tamp3o de eletroporagio
(acido citrico 0,02M, fosfato dissdédico 0,03M e EDTA 0,1 mM, ph=4,4) e eletroporadas com
miR-195 ou controle (10nM) através do aparelho BTX (Gemini), utilizando-se 10 pulsos de 10
ms ¢ 750V. Em seguida, a suspensdo foi incubada por 15 min a temperatura ambiente,
permitindo a reintegracdo da membrana. O pellet de VEs, obtido 2 horas apds
ultracentrifugacao a 100.000 g (4°C), foi ressuspendido em 100 uL. de PBS 1X e tratado com
RNAse A (400 ng/pL) por 30 minutos a 37° C para eliminacdo de RNAs ndo incorporados. Em
seguida as VEs foram quantificadas novamente em aparelho NanoSight, como descrito

anteriormente.

3.13. Crescimento tumoral in vivo
Os animais (machos Balb/C nu/nu, de cerca de 9 semana de vida) foram inoculados s.c.
com células de melanoma humano (A375, 10° células por animal) mais VEs (10%). As células
foram previamente tratadas com VEs (10® particulas/mL) por 72 horas (adi¢do diria). Nove
dias apo6s a inoculagdo, quando os camundongos apresentaram tumores palpdveis nao
mensuraveis (PNMs), VEs foram administradas via intra-tumoral (10%). A inje¢do de VEs foi

realizada a cada 3 dias, por 5 vezes. Os grupos foram compostos por: animais inoculados com
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células tumorais mais VEs controle (n=5) e animais inoculados com células tumorais mais VEs
miR-195 (n=5). Ao fim do experimento, os animais foram eutanasiados para remog¢ao do tumor
e analise de expressao génica. As VEs utilizadas neste experimento foram eletroporadas com

miR-195 ou controle, como descrito anteriormente.

3.14. Analises in silico
Analises de correlagdo da expressdo génica e sobrevida foram realizadas através do portal
LinkedOmics v.1, utilizando dados do TCGA (SKCM/20160128). O perfil de metilagdo do
miR-195 em tecidos de melanoma e ndo-tumorais foi obtido a partir de dados do TCGA, através
do software SMART v.1 (Shiny Methylation Analysis Resource Tool). A andlise da expressao
de IncRNAs capazes de inibir miR-195 foi realizada a partir dos bancos de dados TCGA e
GSE4587, através dos softwares GEPIA v.1 (Gene Expression Profiling Interactive Analysis)

e GENT v.2 (Gene Expression patterns across Normal and Tumor tissues), respectivamente.

3.15. Analise estatistica
Diferengas entre trés ou mais grupos foram analisadas por One ou Two-way ANOVA e
pos-teste de Bonferroni, e entre dois grupos por teste ¢ de Student. Todas as andlises estatisticas
foram realizadas no software GraphPad Prism v8.01. p<0.05 foi considerado estatisticamente

significante.
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4. RESULTADOS

4.1. A superexpressio de miR-195 modula o perfil de vesiculacio de células de

melanoma

A fim de analisar o efeito da superexpressao de miR-195 na transferéncia horizontal de
informacao via VEs, células A375, SKMel-5, SKMel-28 ¢ UACC-62 foram transfectadas com
miR-195 ou controle negativo (10nM) por até 72 horas. Em concordancia com resultados
previamente reportados por nosso grupo (CIRILO et al., 2017) a superexpressao do miR-195,
resultou em efeito antiproliferativo em células de melanoma, ocasionando na diminui¢ao do
nimero de células viaveis nos tempos de 48 e/ou 72 horas (p<0.01; Fig. 7a-d). Ainda, andlise
do perfil de ciclo mostrou que células transfectadas com o miR-195 apresentam maior
porcentagem de morte celular, evidenciada pelo aumento na populagao hipodiploide (sub-G1),
e diminuicdo da porcentagem de células na fase G2/M (p<0.05; Fig. 7e) para as linhagens
SKMel-5, SKMel-28 e UACC-62, sendo o efeito citotoxico mais pronunciado nesta ultima. A
superexpressao do miR-195 foi confirmada por RT-qPCR, 48 e/ou 72 horas apds a transfeccao
(Fig. 79).

Para andlise do efeito da expressdao de miR-195 no perfil de vesiculagao das células, VEs
foram isoladas por ultracentrifugacdo diferencial 72 horas apds a transfeccdo e caracterizadas
em aparelho NanoSight (NS 300, Malvern) quanto ao tamanho e a concentragao. Células A375,
SKMel-5 e SKMel-28 transfectadas com o miR-195 secretaram maior quantidade de particulas
comparadas aos controles (p<0.001; Fig. 8a-c). VEs derivadas da linhagem UACC-62 nao
atingiram os critérios minimos para quantificacdo no aparelho NanoSight (conforme proposto
pelo fabricante), possivelmente devido a caracteristicas intrinsecas da linhagem (menor
producdo de VEs em comparacdo as demais). O escalonamento da quantidade de células

transfectadas, necessario para a aquisicao de
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quantidades minimas que permitissem a quantificagdo no NanoSight, seria desafiador. Por isso,
0 projeto prosseguiu com as demais linhagens. As VEs apresentaram tamanho médio de 200
nm, sendo este significativamente menor para VEs secretadas por células A375 e SKMel-28
superexpressando miR-195 (156 nm comparado a 188 nm para A375 e 197 nm comparado a
219 nm para SKMel-28).

Em concordancia, analises de expressao génica por RT-qPCR confirmaram o aumento da
expressao de GTPases envolvidas na biogénese de exosomos, incluindo RAB27B, RAB31 e
FLOT?2 (Fig. 8d) apos transfec¢do com miR-195. Além disso, a expressdao de CDC42, um target
predito de miR-195, e da GTPAse RHOA, ambos envolvidos na biogénese de microvesiculas,
foi diminuida nas linhagens SKMel-28 e A375, respectivamente (Fig. 8d), o que pode estar
associado a diminuicdo da liberacdo de vesiculas maiores em células superexpressando miR-
195 (WANG et al., 2021). Dados do TCGA mostram que em melanomas a expressdo de miR-
195 tem uma correlacao positiva com a expressdao de RAB31 (Fig. 9a, p=0.0175). A transfec¢ao
do controle negativo ndo apresentou nenhum efeito no perfil de vesiculagio em comparagao
aos controles (células ndo transfectadas e células tratadas somente com lipofectamina) (Fig. 9b-

d).
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Figura 7. Efeito da seperexpressdo de miR-195.

Diferentes linhagens de melanoma humano metastatico foram transfectadas com controle negativo
(miR-controle) ou miR-195 (10 nM). a-d: Numero de células obtido através da contagem com azul de tripan.
e: Perfil de ciclo de células coradas com iodeto de propideo. f: Expressdo do miR-195 48 e 72 horas apos
transfecgdo. RNU48 foi utilizado como controle enddgeno e células transfectadas com o controle foram
utilizadas como amostras referéncia. Analises estatisticas foram realizadas pelo método One-way ANOVA e
pos-teste ¢ de Student. Os resultados s@o apresentados como média + desvio padro. *p<0.05, **p<0.01. n=3.

Resultados representativos de pelo menos 3 experimentos independentes.
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Figura 8. Perfil de vesiculagdo 72 horas ap6s transfeccdo com controle ou miR-195.

Resultados obtidos através do aparelho NanoSight NS300 (Malvem). a-c: Perfil de VEs secretadas,

mostrando a concentragdo e tamanho médio das VEs. Linhas pontilhadas representam o desvio padrio. d:
Expressdo relativa de genes envolvidos na biogé€nese de VEs apo6s transfecgdo com miR-195. GAPDH e f3-
ACTINA foram utilizados como controle endégeno e células transfectadas com o controle foram utilizadas
como amostras referéncia. Analises estatisticas foram realizadas pelo método One-way ANOVA e pos-teste
t de Student ou Two-way ANOVA e pos-teste de Bonferroni. Os resultados sdo apresentados como média +

desvio padrdo. n=5. Resultados representativos de pelo menos 3 experimentos independentes.
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Figura 9. Perfil de vesiculagdo 72 horas ap6s transfec¢do ou tratamento somente com lipofectamina.

a: Correlacdo entre a expressdo de GTPAses envolvidas da biogénese de exosomos e miR-195 em

melanomas. Dados do TCGA (SKCM/20160128) obtidos pelo software LinkedOmics. b-d: Perfil de VEs

secretadas. Resultados obtidos através do aparelho NanoSight NS300 (Malvem). Linhas pontilhadas

representam o desvio padrao.
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4.2.  VEs sdo capazes de transferir o efeito antiproliferativo de miR-195

Previamente aos ensaios funcionais, a incorporagdo de VEs por células tumorais naive
(i.e, que ndo expressam miR-195) foi analisada através da marcagdo destas particulas com o
corante lipofilico PKH26. Imagens obtidas em microscopio de fluorescéncia, apos incubacgao
overnight, mostraram um perfil de incorporacdo citoplasmatico e nuclear (Fig. 10a). Em
seguida, a fim de verificar o efeito de VEs secretadas por células que superexpressam miR-195
(VEs miR-195) em células receptoras, células naive foram incubadas com diferentes
concentragdes de VEs, por até 72 horas, com adi¢do diaria destas nanoparticulas. Nossos
resultados mostraram que VEs miR-195 sdo capazes de diminuir a viabilidade de células
receptoras (Fig. 10b, p<0.001), medida indiretamente por ensaio de MTT, quando adicionadas
diariamente nas concentragdes de 10°® particulas/mL para A375, 5.10% e 107 para SKMel-5 e
5.10" e 10® para SKMel-28. VEs miR-195 também foram capazes de exercer efeito
antiproliferativo, resultando na diminui¢do do nimero de células viaveis (Fig. 10c, p<0.001), e
na porcentagem de células na fase G2/M (Fig. 10d; p<0.05).

A andlise do perfil de expressdo génica de células receptoras mostrou que o tratamento
com VEs miR-195 resultou na diminui¢@o da expressao de genes preditos como fargets de miR-
195 que estdo envolvidos na indugdo de proliferagcdo celular (CCND1 e YAPI). Além disso,
VEs miR-195 induziram o aumento da expressao de inibidores de ciclinas dependentes de
quinases (CDKNIA e CDKN3) que atuam inibindo a progressdo do ciclo celular (Fig. 10e).
Células tratadas com VEs miR-195 apresentaram aumento da expressdo deste miRNA (Fig.
10f) evidenciando a transferéncia de miR-195 via VEs, o qual estd presente em maior
quantidade em VEs miR-195 comparado a VEs controle (Fig. 10g). O efeito citostatico das VEs
miR-195 nao foi alterado apds tratamento com RNAse A, mostrando que este ¢ inteiramente

decorrente da transferéncia de cargo entre VEs e células receptoras (Fig. 11a-c). Além disso, o

Pagina | 34



Resultados

meio condicionado de células transfectadas ndo apresentou efeito na viabilidade de células

naive ap6s a deplegdo de VEs (Fig. 12d), mostrando que o efeito ¢ mediado por estas particulas.
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Figura 10. VEs derivadas de células que superexpressam miR-195 induzem efeito citostatico em
células naive.

a: Perfil de Incorporagdo de VEs marcadas com PKH26 apds incubagdo overnight. As VEs foram
incubadas por 5 min com PKH26. Em seguida o excesso do corante foi removido através de colunas
Exossome Spin Columns. Apoés incubacdo overnight, as VEs ndo incorporadas foram retiradas por lavagem
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com PBS 1X e as imagens obtidas em microscopio de fluorescéncia (aumento 20X). b: Atividade
mitocondrial medida pelo ensaio de MTT em 72hs apos incubag@o com VEs. ¢: Numero de células obtido
através da contagem com azul de tripan. d: Perfil de ciclo de células coradas com iodeto de propideo. e:
genes diferencialmente expressos em células tratadas com VEs miR-195 em relagdo a células tratadas com
VEs controle apos 72hs de incubagdo. Resultados obtidos por RT-qPCR microfluidica. GUSB, TRFCG,
RPLPO e HPRT1 foram utilizados como controle endogeno. f: Expressdao do miR-195 em células naive ap6s
tratamento com VEs por 72hs. RNUA48 foi utilizado como controle enddgeno. g: Expressdo do miR-195 em
VEs obtida por RT-qPCR. Os niveis de expressdo de miR-195 foram normalizados através da utilizagdo de
quantidades iguais de RNA total e comparagdo com VEs controle (AACt = [(Ct VEs miR-195 tratadas com Proteinase +
RNAse A) - (Ct VEs miR-195 tratadas com Triton + Proteinase + RNAse A)] - [(Ct VEs controle tratadas com Proteinase + RNAse A) — (Ct
VEs controle tratadas com Triton + Proteinase + RNAse A)]). Analises estatisticas foram realizadas por one-way ANOVA
e pos-teste ¢ de student ou two-way ANOVA e pos-teste de Bonferoni. Os resultados sdo apresentados como

média + desvio padrao.
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Figura 11. Efeito de VEs miR- 195 ap6s tratamento com RNAse A.

a-c: Numero de células obtido através da contagem com azul de tripan. d: Atividade mitocondrial
medida indiretamente por ensaio de MTT de células tratadas com o meio condicionado depletado de VEs
oriundo de células transfectadas com o miR-195 ou controle. Andlises estatisticas foram realizadas pelo

método two-way ANOVA pos-teste de Bonferoni. Os resultados sdo apresentados como média + desvio

padrio.
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4.3. VEs secretadas por células que superexpressam miR-195 sido capazes de
sensibilizar células naive a terapia alvo-dirigida combinada

A restauracdo da expressdo do miR-195 em tumores ja foi associada ao aumento da
sensibilidade a quimioterapicos por diversos trabalhos, incluindo agentes alquilantes e
inibidores de BRAF para o tratamento de melanomas (CIRILO et al., 2017), docetaxel para
cancer de prostata (MA et al., 2018), doxorubicina para cancer de colon (QU et al., 2015),
temozolamida para gliomas (WANG? ef al., 2019) e cisplatina para cancer de ovario (DAI et
al., 2019). Entretanto, nenhum destes estudos avaliou o efeito da expressdo de miR-195 na
comunicagdo célula-célula via VEs. Como a presenca de miRNAs supressores tumorais em
VEs tem sido associada com melhores respostas ao tratamento alvo dirigido em melanomas
(LEE et al., 2019; SVEDMAN et al., 2018), nds hipotetizamos que as VEs derivadas de células
que superexpressam miR-195 pudessem aumentar a sensibilidade de células naive a terapia.

O tratamento alvo-dirigido combinado, com o inibidor de BRAF (vemurafenibe, PLX)
mais o inibidor de MEK (cobimetinibe, PD), foi padronizado previamente a andlise do efeito
das VEs na sensibilidade de células receptoras a estas drogas. Diferentes concentragdes foram
testadas levando em considera¢do dados ja reportados na literatura (NIESSNER et al., 2017,
ROWDO et al., 2017; STRUB et al.., 2018). A adi¢ao de PLX + PD (1:1 uM) por 72 horas,
resultou no aumento da porcentagem de células mortas (populacdo sub-G1) e na diminui¢do do
potencial clonogénico das células, quando comparado com a monoterapia com ambos o0s
inibidores. Nao houve diferenca estatistica entre as concentragdes 1:1 pM e as demais
combinagdes (Fig. 12).

O tratamento somente com os inibidores da via MAPK induziu efeito antiproliferativo
(Fig. 13a, p<0.01) e citotoxico (Fig. 13b, p<0,05) e reduziu o potencial clonogénico das células,
resultando em menor nimero de coldnias, para as linhagens SKMel-5 e SKMel-28 (Fig. 13c,

p<0.05) e menor diametro dos clones, nas trés linhagens (Fig. 13d, p<0.05). O tratamento
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somente com VEs miR-195 também foi capaz de reduzir a clonogenicidade das linhagens
SKMel-5 e SKMel-28 (Fig. 13¢, p<0.01). O tratamento combinado com as drogas mais VEs
miR-195 foi capaz de aumentar significativamente a sensibilidade das células a terapia
combinada, resultando em menor numero de células vidveis (Fig. 13a, p<0.05), maior
porcentagem de morte celular (Fig. 13b, p<0.05) e menor potencial clonogénico (Fig. 13c,
p<0.05).

A fim de analisar o perfil de expressdo génica apds o tratamento alvo-dirigido combinado
em conjunto com VEs miR-195, realizamos uma RT-qPCR por microfluidica. A clusterizagao
das amostras em heatmap mostra que o tratamento somente com VEs miR-195 exerce efeito
pouco significativo no perfil da expressdo dos genes analisados, uma vez que células tratadas
com VEs miR-195 ou VEs controle fazem parte do mesmo cluster (Fig. 14a). Entretanto, o
tratamento com VEs miR-195 em conjunto com os inibidores da via MAPK altera
significativamente o perfil de expressdo dos genes analisados em relacdo a células tratadas
somente com as drogas ou células tratadas com os inibidores em conjunto com as VEs controle
(Fig. 14a-b).

Em relacdo aos genes diferencialmente expressos, os resultados mostraram que o
tratamento somente com inibidores da via MAPK induz o aumento da expressdo de genes
associados ao fendtipo stemness, como SOX2 e NANOG nas linhagens A375 e SKMel-28 e
CD44 na linhagem SKMel-5 (Fig. 14c). Além disso, os MAPKi induziram o aumento da
expressdo da metaloproteinase MMP1 nas trés linhagens e do gene anti-apoptotico BCL2L1
nas linhagens SKMel-5 e SKMel-28 (Fig. 14d). Ja a adi¢cdo de VEs miR-195 em conjunto com
os inibidores de BRAF e MEK resultou em menor expressao de BCL2L1, o qual é um target
predito de miR-195, e aumento da expressao do gene pro-apoptotico BAD, nas trés linhagens
de melanoma (Fig. 14d). Apesar da terapia alvo-dirigida combinada resultar na indugdo de

morte celular, o efeito predominante € citostatico, como resultado da inibi¢do da fosforilacao
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de ERK. Neste sentido, a inibi¢do de genes anti-apoptoticos, normalmente superexpressos em
resposta a este tratamento resulta no aumento da sensibilidade das células. A expressdo dos
fatores de transcrigdo NFE2L3 e POUSF1 também foi maior em células tratadas com VEs miR-
195 mais drogas (Fig. 14d) e dados do TCGA mostram que a maior expressao destes genes esta
relacionada a melhores progndsticos para pacientes com melanoma (Fig. 15).

Ademais, andlises das vias correlacionadas aos genes diferencialmente expressos apos
tratamento mostraram que a terapia alvo-dirigida combinada induz a expressdo de genes
associados a regulacdo negativa de processos apoptéticos, regulacdo negativa do ciclo celular
e resposta a drogas, além da down-regulagao de genes associados a regulagdo positiva de
processos apoptoticos e regulagdo da via MAPK (Fig. 16a). J& o tratamento com VEs miR-195
mais os inibidores de BRAF ¢ MEK, resultou no aumento da expressao de genes relacionados
a regulacdo positiva de processos de morte celular e inibicdo de genes associados a vias

relacionadas a progressao e diferenciagdo celular (Fig. 16b).
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Figura 12.Padronizacgao do tratamento alvo-dirigido combinado.

Células SKMel-05 foram tratadas por 72 horas com diferentes concentra¢des de inibidores das
proteinas BRAF e MEK (PLX e PD, respectivamente). As drogas foram adicionadas 24 horas apos
plaqueamento. a: nimero de células vidveis e ndo vidveis obtidas por contagem com azul de tripan. b:
porcentagem de células hipodipléides, indicadas pela populacdo Sub-G1 (mortas). ¢: nimero de clones
obtidos 11 dias apds plaqueamento. Células foram plaqueadas 72 horas ap0s tratamento (20 células/cm?).
Andlises estatisticas foram realizadas utilizando One-way ANOVA e poés-teste de Bonferroni. ** indica
diferenca significativa (p<0.05) comparado com o controle (DMSQO). Os dados representam médias + desvio

padrdo. Resultados representativos de pelo menos dois experimentos independentes.
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Figura 13. VEs miR-195 sensibilizam células naive aos inibidores de BRAF ¢ MEK.

Os resultados foram obtidos 72 horas ap6s o tratamento com VEs (adicionadas didriamente) e/ou
BRAFi+ MEKi (1+1uM). a,d: Numero de células obtido através da contagem com azul de tripan. b,e: Perfil
de ciclo de células coradas com iodeto de propideo ¢: Numero de clones obtidos por colora¢do com cristal
violeta 15 dias apos o plaqueamento. f: Numero de clones obtidos por coloragdo com cristal violeta 15 dias
apods o plaqueamento. a,b,d,e: Resultados obtidos 72 horas apds o tratamento. Analises estatisticas foram
realizadas pelo método two-way ANOVA e pos-teste de Bonferoni. Os resultados s@o apresentados como

média + desvio padrao. a-c: Resultados representativos de 2 experimentos independentes.
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Figura 14. Perfil de expressdo génica de células tratadas com inibidores da via MAPK e VEs.

a: Heatmap mostrando o agrupamento hierarquico de genes apods tratamento com VEs ou VEs em
conjunto com inibidores da via MAPK na linhagem A375. Resultado obtido no software R Studio a partir de
dados de RT-qPCR microfluidica (Fluidigm). Os dados representam o dCt. b: Volcano plot mostrando genes
diferencialmente expressos em células tratadas com inibidores da via MAPK em relagdo ao controle (/eff) e
células tratadas com inibidores da via MAPK + VEs miR-195 em relagfo ao controle (right). ¢: Venn diagram
representando a interseccdo de genes down e up-regulados nas diferentes linhagens. d: vias relacionadas aos

genes diferencialmente expressos (Gene Ontology). Resultado obtido no software String.
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Figura 15. Expressdo de POUSF1 e NFE2L3 e sobrevida de pacientes com melanoma.
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Os dados foram classificados em low ou high a partir da média dos valores de expressdo dos respectivos
genes. POUSF1 Low n=22 POUSF1 High n=446; NFE2L3 Low n=211, NFE2L3 High n=257.

MAPKi x DMSO

Up-regulated

Regulagiio de morte celular -y
Via de sinalizagiio de receptor de superficic celular I
Regulagiio negativa de processos apoptéticos I
Organizagio da memb rana-I
Regulagiio do ciclo celular- I
Organizagiio da membrana mitocond rial{ N
Regulagiio de resposta celular ao estresse I
Regulaciio de atividade de quinases |/
Regulagiio negativa do ciclo celular- N
Resposta i drogas -

02 46 8101214
-logl0(p-value)

Down-regulated

Regulagiio de sinal de transdugio

Via de sinalizacio mediada por citocinas
Resposta a hipoxia

Regulagiio positiva de processos apoptoticos
Resposta a fatores de crescimento
Desenvolvimento de glindula

Regulaciio de motilidade celular

Regulagio da via MAPK

Regulation of angiogénese

Resposta a niveis de nutrientes

02 4 6 8 1012
-log10(p-value)

MAPKi + VEs miR-195 x MAPKi + VEs Controle

Up-regulated

Regulagio de processos apoptoticos

Regulaciio positiva de processos metabélicos

Regulacio positiva de morte celular

Regulagiao positiva de compostos metabolicos nitrogenados
Regulagio positiva de processos celulares

Transducio de sinais

Regulaciio da expressiio génica

Resposta ao estresse

Regulacio positiva de protedlise

Regulacio de ciclo celular

02 46 8101214

-log10(p-value)

Down-regulated

Desenvolvimento embrionario
Regulagio de processos catabélicos
Diferenciagio celular

Proliferagio celular

Regulagio do ciclo celular

Regulaciio da organizacio de organelas
Regulaciio de processos metabdolicos
Ciclo celular

Regulagiio da fosforilagiio de proteinas
Regulagiio de autofagia

0 2 4 6

-log10(p-value)

Figura 16. Vias relacionadas aos genes diferencialmente expressos apds tratamento.

Gene Ontology de genes up ou down-regulados apds tratamento com a. MAPKi ou b. MAPKi mais

VEs miR-195. Resultado obtido no software String.
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4.4. Analise do efeito de VEs miR-195 no crescimento tumoral in vivo

Para a analise do efeito de VEs miR-195 no crescimento tumoral in vivo, células A375
foram previamente tratadas com VEs miR-195 ou controle (10® particulas/mL) por 72 horas
(adi¢do diaria) e injetadas s.c no ventre de camundongos Balb/C nu/nu machos (10° células por
animal). Nove dias apds a inoculagdo, quando os camundongos apresentaram tumores palpaveis
nio mensuraveis (PNMs), VEs foram administradas via intratumoral (10%) a cada 3 dias. Como
a realizacdo deste experimento requiriu grandes quantidades de VEs e a transfecc¢ao das células
para a obtencdo destas quantidades seria desafiador, utilizamos VEs derivadas de células nao
tratadas apds eletroporacdo com miR-195 ou controle (10nM). O processo de eletroporagdo nao
resultou em diferencas significas na morfologia das VEs (Fig. 17a) e levou ao aumento de miR-
195 intravesicular, como confirmado por RT-qPCR apds o tratamento das VEs com Proteinase
K mais RNAse A para a remog¢ao de miRNAs nao incorporados (Fig. 17b).

O tratamento com VEs miR-195 afetou a cinética de crescimento dos tumores, resultando
em um aumento significativo na porcentagem de animais livres de tumores mensuraveis (Fig.
17d, p<0.001). Quatorze dias apo6s a inoculacdo das células a porcentagem de animais que
possuiam tumores mensuraveis foi de 100% para o grupo controle e 20% para o grupo tratado
com VEs miR-195 (n=5). A administra¢@o intratumoral de VEs miR-195 resultou na regressao
completa de um tumor PNM em um dos animais. Ao fim do experimento, o volume (Fig. 17e,
p<0.01) e o peso (Fig.17f, p<0.05) tumoral foram significativamente menores para tumores

tratados com VEs miR-195 em relagdo ao controle.
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Figura 17. Efeito de VEs contendo miR-195 no crescimento tumoral in vivo.

a: Caracterizagdo de VEs antes e apos eletroporagdo com miR-195. Linhas pontilhadas representam o

desvio padrao. b: Expressdo do miR-195 em VEs apds eletroporagdo. Resultado obtido por RT-qPCR. c:

Esquematizagdo do experimento in vivo. Figura criada no Biorender. d: Kaplan Meier representando a

porcentagem de animais livres de tumores mensuraveis. e: cinética de crescimento tumoral. f: peso dos

tumores. N=5 animais por grupo. Analises estatisticas foram realizadas pelo método one-way ANOVA e pos

teste ¢ de Student ou two-way ANOVA e pds-teste de Bonferoni. Os resultados sdo apresentados como média

+ desvio padrio.
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4.5. Metilagio e inibicao por IncRNAs sio possiveis mecanismos responsaveis pela

down-regulacio de miR-195 em melanomas

Com base nos resultados reportados nas segdes anteriores, nos hipotetizamos que a
restauragdo da expressdo do miR-195 possa ser uma nova estratégia para aumentar a eficacia
do tratamento de melanomas. Assim, analisamos 0s possiveis mecanismos responsaveis pela
down-regulagao deste miRNA neste tipo de tumor. Dados do TCGA mostraram que o nivel de
metilagdo do miR-195 ¢ maior em tecidos tumorais de melanoma comparado com tecidos
saudaveis (Fig.18a, p=2.2.10'%). Com base neste dado, tratamos células de melanoma com o
agente demetilante Azacitidina, a fim de induzir a re-expressao do miR-195. Este tratamento
apresentou efeito citotoxico, levando a diminui¢do do ntimero de células viaveis (Fig. 18b,
p<0.01) e o aumento da porcentagem de células hipodipldides (Fig. 18c, p<0.01). Porém,
resultou no aumento da expressdo de miR-195 apenas na linhagem SKMel-28 (Fig. 18d).

Diferentes trabalhos reportaram recentemente a regulacdo do miR-195 por RNAs longos
nao codificantes (IncRNAs) em diferentes tipos de cancer, incluindo tumores de bexiga (LI et
al., 2017), adenocarcinoma de pulmio (ZUO et al., 2019), linfoma de células B (WANG? et al.,
2019) e tumores de prostata (WANG* et al., 2019). Resultados in silico mostraram que dentre
30 IncRNAs capazes de regular miR-195 (Tabela 2), 17 estdo superexpressos em melanoma,
com base em resultados obtidos em dois bancos de dados diferentes, sendo 4 destes encontrados
superexpressos em ambos (Fig. 18e). A avaliagdo da expressao destes 4 IncRNAs por RT-qPCR
mostrou que LINC00473 e LINC00511 estao superexpressos nas trés linhagens de melanoma
testadas, em relacdo a linhagem de melandcito nao-transformado (NGM). Além disso, o
IncRNA PVTI, reportado como capaz induzir a metilacdo de miR-195 em células de cancer
cervical através do aumento da histona H3K27me3 na regido promotora deste gene, também
foi encontrado superexpresso nas linhagens de melanoma (Fig. 18f), evidenciando que a
expressao de miR-195 ¢ possivelmente inibida por mecanismos pré e pos-transcricionais em

melanomas.
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Figura 18. O miR-195 ¢ possivelmente down-regulado transcricional e pos-transcricionalmente em

melanoma.

a: Perfil de metilagdo do miR-195 em melanomas (dados do TCGA). b: Niimero de células obtido

através da contagem com azul de tripan. ¢: Perfil de ciclo celular de células marcadas com iodeto de propideo

d: expressao relativa do miR-195 obtida por RT-qPCR. RNU48 foi utilizado como controle endégeno. b-c:

Dados obtidos 48 horas apds tratamento com Azacitidina. e: Venn diagram de IncRNAs capazes de inibir

miR-195 que sdo encontrados superexpressos em melanoma em dois bancos de dados diferentes. f: Expressdo

relativa dos IncRNAs em linhagens de melanoma. A linhagem de melandcito ndo transformado (NGM) foi

utilizada como referéncia. GAPDH e B-ACTINA foram utilizados como controle endégeno. Analises

estatisticas foram realizadas pelo método two-way ANOVA e pos-teste de Bonferoni. Os resultados sdo

apresentados como média = desvio padrao (n=3; triplicata técnica).
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Tabela 2. Expressdo dos IncRNAs capazes de inibir miR-195 em melanoma comparado com tecidos

nao-malignos.

LncRNA Sitio de licaci Referénci Expressao em Melanomas
nc itio de ligacao eferéncia
sas TCGA GSE4587
5'-ctCACTcATcTgCTaTGCTGCtg-3' D 5 D 3
AC003092.1 Xu et al., (2018) ado nao ado nao
3'-cgGTTA-TA-AaGAcACGACGat-5' disponivel disponivel
5'-uuaccuugacCU-UGCUGCUC-3' .
AGAP2 Shen et al., (2020) Indiferente Superexpresso
3'-cgguuauaaaGAcACGACGAu-5'
5'-cgtgeegetgg TGTGCTGCTg-3'
BANCR Wuet al., (2019) Superexpresso | Superexpresso
5'-cgguuauaaagACACGACGAu-5'
5'-agauggAcacaUuUGCUGCUu-3' . D a
CASC9 Wang' et al., (2020) | Indiferente ado nao
3'-cgguuaUaaagAcACGACGAu-5' dlSpOIllVel
5'-ggCAAhA-aaCauUGCUGCUa-3' . .
CDKN2B-AS1 Tian et al., (2020) Indiferente Superexpresso
3'-cgGUUuAAAgACacgacgaU-5'
5'-uuggauggacgaaUGCUGCUu-3' . .
CTBP1-AS2 Liu et al., (2020) | Superexpresso | Hipoexpresso
3'-cgguuauaaagacACGACGAu-5'
5'-ccauggguauaaGUGCUGCUA-3' .
DDX11-AS1 Wan et al., (2021) Indiferente Superexpresso
3'-cgguuauaaagaCACGACGAU-5'
5'-gccugugugaaugGUGCUGCUc-3' .
DGCRS Tang et al., (2018) Indiferente Superexpresso
3'-cgguuauaaaga-CACGACGAuU-5'
S'-ucaaacaaaaagaUGCUGCUa-3' ) .
DLX6-AS1 Wang” et al., (2020) Indiferente Superexpresso
3'-cgguuauaaagacACGACGAUu-5'
5'-gggcccugaaUuGGGGCAGe-3' .
FOXD2-AS1 Liu et al., (2020) Superexpresso | Superexpresso
3'-ggucgucgugGaCCCCGUCa-5'
5'-uuuvaauguuaaaUGCUGCUu-3' . .
FGDS5-AS1 Cai et al., (2020) Indiferente Superexpresso
3'-cgguuauaaagacACGACGAu-5'
5'-agttcectttgtcTGCTGCTc-3' D a .
LINC00210 Du et al., (2019) ado ndo Indiferente
3'-cggttataaagac ACGACGALt-5' dlSpOl’llVCl
5'-uccgeecgUUaU--UGCUGCUc-3' . .
LINC00324 Xu et al., (2020) Indiferente Hipoexpresso
3'-cgguuauaaaGAcACGACGAu-5'
5'-GCCucageccUCUGgUGuaGCUG-3' . D a
LINC00355 Lu et al., (2020) Indiferente ado nao
3'-CGGuuauaaAGAC-ACgaCGAU-5' disponivel
[ S——— cUGCUGCUg-3'
LINC00473 Wang?® et al., (2020) | Superexpresso | Superexpresso
3'-cgguuauaaagacACGACGAu-5'
5'-tcCAcTttTTcaCatTGCTGTTt-3' D a .
LINC00485 Zuo et al., (2019) ado nao Indiferente
3'cgGUuAuaAA--GacACGACGAU-5' disponivel
5'-gaaAgUgUUUcCUcUGCUGCUa-3' .
LINCO00511 Lietal., (2020) Superexpresso | Superexpresso
3'-cggUuAuAAA---GAcCACGACGAU-5'
5'-gca---ccaggUGUGUUGUcuacc---ucu-3' a a
LUADTI1 Zhang et al., (2020) | Dadondo Dado nao
3'-cgg---uaaagACACGACGaa-5' dlSpOIllVel dlSpOI’llVel
5'-guacuguucugaucccGCUGCUA-3' 3 . .
MALATI1 Wang’ et al., (2019) | Hipoexpresso | Hipoexpresso
3'-cgguuaunaaagacaCGACGAU-5'
5'-caCAcAUgUggCcuUGCUGCUg-3' . .
MEG3 Chen et al., (2020) | Hipoexpresso | Hipoexpresso
3'-cgGU---UAuAaaGacACGACGAu-5'
5'-tCCAcacccatTGT-CTGCTg-3' . Dado néo
NKILA 31-cGGTtataaagACACGACGAL-S He et al., (2021) Indiferente disponivel
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5'-tttgettcTcCTGtTGCTGCTa-3'

PVT1 Wu et al., (2017) Indiferente Superexpresso
3'-cggttataAaGAC-ACGACGAt-5'
5'-aCCtattcaaTCTtTGCTGCTA-3' . .
SMADS5-AS1 Lietal., (2019) Hipoexpresso | Superexpresso
3'-cGGttataa-AGACACGACGAT-5'
5'-acCAgTgaTgaatTGcTGCTe-3' . .
SNHG1 Meng et al., (2020) Indiferente Indiferente
3'-cgGTtAtaAagacACgACGAL-5'
5'-ccCgcTA-gTCgcTGCTGCTg-3' .
SNHG12 Zhou et al., (2018) | Hipoexpresso | Superexpresso
3'-cgGuuAUaaAGacACGACGAt-5'
5'-caugggucuccugaUGCUGCUg-3' .
TRPM2-AS Huang et al., (2019) | Superexpresso Indiferente
3'-cgguuauaaagac-ACGACGAu-5'
5'-uguggacUUaCgGaUGCUGCUg-3' . .
TTN-AS1 Lin et al., (2020) Indiferente Superexpresso
3'-cgguuauAAaGaC--ACGACGAu-5'
5'-gGCUGAaga--CUGaUGCUGCc-3' . . .
UCA1 Lietal., (2017) Indiferente Indiferente
3'--CGGUUauaaaGAC-ACGACGau-5'
5'-ccacgcuggecaacUGCUGCUg-3' 1 .
VANGL1 Wang' et al., (2019) Indiferente Superexpresso
3'-cgguuauaaagacACGACGAu-5'
S'-atctacacttttttt TGCTGCTg-3' . .
XIST Yang et al., (2018) Indiferente Hipoexpresso

3'-cggttataaagac ACGACGALt-5'
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5. DISCUSSAO

O melanoma metastatico geralmente apresenta prognostico desfavoravel com baixas
taxas de sobrevida global e livre de progressao. O tratamento alvo-dirigido combinado, com
inibidores da via MAPK, ¢ considerado a abordagem terap€utica padrao para pacientes
portadores da mutacdo BRAF. Apesar das melhorias significativas quando comparado as taxas
de resposta obtidas com a quimioterapia convencional, a maioria destes pacientes apresenta
progressao dentro de alguns meses apds o inicio do tratamento. Varios estudos tém se
concentrado em compreender 0os mecanismos responsaveis por esse fenotipo altamente
resistente. A desregulacdo da expressao de miRNAs ¢ um dos mecanismos envolvidos nos
processos de regulacdo da sensibilidade aos tratamentos (CIRILO et al., 2017; YU? et al., 2018;
CAPORALI et al., 2019), influenciando o progndstico dos pacientes (WANG et al., 2015; XU
et al., 2020). Recentemente, o papel das Vesiculas Extracelulares na modulagao da resposta
terapéutica tem sido amplamente investigado. Por meio da transferéncia de moléculas bioativas,
elas podem atuar tanto inibindo quanto favorecendo a progressao tumoral.

Particularmente, a presenca de miRNAs especificos em VEs isoladas do plasma de
pacientes (pVEs) com melanoma pode ser associada ao prognostico e a resposta ao tratamento
alvo-dirigido. Por exemplo, niveis aumentados de miRNAs considerados oncogénicos, como
miR-211 em pVEs foram associados a resisténcia aos inibidores de BRAF (LUNAVAT et al.,
2017), enquanto a presenca de miRNAs supressores em pVEs, como miR-34a (LEE et al.,
2019) e miR-497 (SVEDMAN et al., 2018), esta associada a inibi¢ao do crescimento tumoral
e maior sobrevida livre de progressdo durante o tratamento com inibidores da via MAPK. O
miR-195 ¢ classificado como um supressor tumoral em varios canceres, incluindo carcinoma
de pulmao (CHAE et al., 2019), cancer de célon (LI ef al., 2018), prostata (MA et al., 2020),

mama (YANG et al., 2018; PUROHIT et al., 2019) e melanoma (CIRILO et al., 2017).
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Nossos resultados mostraram que a superexpressao de miR-195 resulta no aumento da
liberagdo de VEs, através da inducdo da expressdo de GTPases envolvidas na secrecdo destas
particulas. A linhagem A375 apresentou aumento na expressao de RAB27B, a qual, juntamente
com RAB27A, estd envolvida na fusdo dos corpos multivesiculares com a membrana
plasmatica, resultando na liberagdo de ILVs. A linhagem SKMel-28 apresentou aumento na
expressdo de FLOT?2, enquanto a linhagem SKMel-5 apresentou maiores niveis de RAB31 e
FLOT?2 apds transfeccdo com miR-195. Ambas GTPases estdo envolvidas na formacdo de
ILVs, como recentemente reportado por Wei et al,, 2021. Além de induzir a formagdo de
vesiculas intraluminais, RAB31 também atua inibindo a degradacdo de MVBs através da
inativagdo de RAB7, favorecendo assim a produ¢ao de exossomos (WEI, et al., 2021). Além
disso, a diminui¢do da expressdo de CDC42 e RHOA, observada nas linhagens SKMel-28 e
A375, respectivamente, pode estar associada a inibi¢do da liberagdo de microvesiculas, uma
vez que estas proteinas estdo envolvidas na producao destas particulas (WANG et al., 2021).
Este aumento na liberagdo de vesiculas enriquecidas em exosomos pode estar relacionado ao
estresse causado pela superexpressdo de miR-195. Diferentes trabalhos tém mostrado que o
tratamento com agentes antineoplasicos ou fatores estressores induzem vesiculagdo em células
tumorais (LI-HONG et al., 2012; VULPIS et al., 2017; ANDRADE et al., 2019)

A superexpressdo de miR-195 em células parentais resultou no enriquecimento deste
miRNA em VEs. Resultados similares foram obtidos por Li ef al., (2017), os quais mostraram
que a superexpressao de miR-195 em fibroblastos resultou na liberagdo de VEs enriquecidas
com este miRNA, as quais puderam inibir o crescimento tumoral e a capacidade de invasao em
modelo de colangiocarcinoma. Varias proteinas de ligacdo a RNA, como Argonauta 2 (AGO2)
e proteinas da familia de ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas (hnRNPs), foram
reportadas como capazes de regular o sorting de miRNAs em VEs, especialmente exossomos

(GROOT e LEE, 2020). No entanto, alguns trabalhos sugerem que a superexpressdo de
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miRNAs em células parentais resulta em um enriquecimento inespecifico do miRNA em
questdo em VEs, por meio de mecanismos ainda ndo totalmente elucidados (COLLINO et al.,
2017; JAFARI et al., 2020). Neste contexto, estudos futuros sdo necessarios para elucidar os
mecanismos moleculares pelos quais o miR-195 ¢ enriquecido em VEs apos transfeccao.

Nossos resultados também mostraram que VEs miR-195 sdo capazes de induzir efeito
antiproliferativo em células receptoras, através da inibi¢do de CCNDI1 e YAPI e indugdo da
expressao das ciclinas inibidores de quinases CDKNI1A e CDKN3. Tanto CCNDI1 quanto
YAP1 sdo alvos preditos de miR-195. A inibigao destes genes por este miRNA ja foi associada
a diminuic¢do de proliferacdo e potencial invasivo em cancer de ovario (HAO et al., 2020),
inibi¢do de metastase em osteossarcomas (HAN et al, 2015) e diminuicdo do potencial
migratorio e inibicao da transicao epitélio-mesénquima em tumores cervicais (LIU et al., 2020).
O aumento da expressdo de CDKN1A pode estar associado a regulagdo da via MDM2/P53 por
miR-195, uma vez que MDM2 ¢ possivelmente down-regulado por miR-195, por ser um target
predito. A inibicdo de MDM2 pode levar a estabilizacdo de P53 e consequente inducdo de
CDKNIA (BROUDE et al., 2007).

O efeito antiproliferativo de VEs miR-195 também pdde ser observado no crescimento
tumoral in vivo. O tratamento com VEs miR-195 pré e pds (intratumoral) inoculagao das células
resultou em menor volume e peso tumoral comparado ao grupo controle, além de induzir a
regressao de um tumor PNM em um dos animais. Resultados similares ja foram reportados por
outros trabalhos em diferentes modelos. Em cancer de mama, a transfec¢ao de miR-195 inibiu
o crescimento tumoral in vivo através da down-regulagdo de VEGF (WANG et al., 2016).
Similarmente, em carcinoma de tireoide, a superexpressao de miR-195 resultou em menor
volume e peso tumoral, o que foi associado a inibicdo de CCND1 e FGF2 (YIN et al., 2017).
Além disso, em modelo xenografico de cancer de ovério, a superexpressdo de miR-195 retardou

o crescimento tumoral e aumentou a sobrevida dos animais, através da inibicao de MICUI1
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(RAO et al., 2020). Até o momento, nossos resultados representam os primeiros achados
demonstrando o efeito de miR-195 intravesicular no crescimento tumoral in vivo.

VEs miR-195 também foram capazes de sensibilizar células naive ao tratamento com
inibidores de BRAF e¢ MEK através da inibicdo de BCL2L1 ¢ indugdo de BAD. Em
concordancia com estes resultados, diferentes trabalhos mostraram que a inibi¢do de alvos
preditos do miR-195 estd associada ao aumento da sensibilidade de células de melanoma a
terapia direcionada. Por exemplo, Najem ef al., (2017) mostraram que a inibi¢cdo da proteina
anti-apoptotica BCL-2, geralmente up-regulada apos o tratamento, pdde sensibilizar células de
melanoma aos inibidores de MAPK. Além disso, diversos trabalhos reportaram que a inibi¢ao
do metabolismo mitocondrial e dos niveis de fosforilagdo oxidativa aumenta a resposta
terapéutica e atrasa a ocorréncia de resisténcia (HONG et al., 2017, MARCHETTI et al., 2018;
BRUMMER et al., 2018; GODAL et al., 2019). Conforme demonstrado recentemente por
nosso grupo, PHB1 ¢ capaz de favorecer estes processos (TORTELLI ez al., 2017) e € um target
de miR-195 (CIRILO et al., 2017). Assim, a indugdo de apoptose e a inibi¢do do metabolismo
mitocondrial representam possiveis mecanismos pelos quais VEs miR-195 sdo capazes de
sensibilizar as células naive a terapia.

Diante destes resultados, buscamos analisar quais mecanismos poderiam ser responsaveis
pela down-regulagdao de miR-195 no melanoma, com o intuito de restaurar sua expressao.
Varios estudos mostraram que a metilagao do promotor ¢ responsavel pela inibi¢ao de miR-195
em diferentes tipos de cancer, incluindo tumores gastricos (DENG et al., 2013), de mama (LI
etal.,2011) e cervicais (SHEN et al., 2017). Com base nestes resultados, comparamos os niveis
de metilagdo de miR-195 em melanomas com tecidos ndo malignos e os resultados mostraram
um maior nivel de metilacdo deste miRNA em tecidos tumorais em relacdo aos controles.
Apesar do tratamento com o inibidor de metiltransferases Azacitidina ter sido reportado por

outros trabalhos como capaz de restaurar a expressdo de miR-195 em células tumorais (DENG
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etal.,2013; MA et al., 2020), pudemos observar um aumento nos niveis de expressao do miR-
195 apos o tratamento com AZA somente em uma das trés linhagens de melanoma testadas
(SKMel-28).

Recentemente, a inibicdo de miRNAs por IncRNAs tem sido amplamente investigada e
diversos IncRNAs ja foram reportados como capazes de inibir miR-195. LncRNAs podem
regular a expressdo de miRNAs tanto pré quanto pds-transcricionalmente. Dentre os miRNAs
encontrados superexpressos em melanoma a partir de resultados in silico, confirmamos a
superexpressdo de LINC00473, LINC00511 e PVTI por RT-qPCR nas linhagens A375,
SKMel-5 e SKMel-28. A superexpressao destes IncRNAs ja foi reportada em outros tipos
tumorais. LINC00473, por exemplo, é superexpresso em tumores de prdstata e pancreaticos,
induzindo prolifera¢do celular através da inibicdo de miR-195 e ativagdo da via JAK/STAT
(XING et al., 2020), além de favorecer o processo de evasdo do sistema imune, através da up-
regulacdo de PD-L1 induzida pela inibi¢do de miR-195 (ZHOU et al., 2019). Ja a
superexpressdao de LINCO00511 estd associada a indu¢do de proliferacdo e maior potencial
invasivo de células leucémicas (LI ef al., 2020), e indugdo de fendtipos stemness em células de
cancer de mama (LU et al., 2018).

O IncRNA PVTI, além de inibir o miR-195 poés-transcricionalmente via pareamento
complementar, também ¢ capaz de induzir a metilagdo do promotor deste miRNA através do
recrutamento do complexo PCR2 para esta regido, o qual induz metilagao repressora do tipo
H3K27m3, como reportado por Shen et al., (2017). Curiosamente, a expressao deste IncRNA
foi significativamente maior (fold change >20.000) na linhagem SKMel-28, em comparagao
com as demais, a qual apresentou um pequeno aumento na expressdo de miR-195 apos o
tratamento com AZA. Assim, a metilacdo do promotor e inibi¢do via sponging representam

possiveis mecanismos pelos quais miR-195 ¢ down-regulado no decorrer da progressdo do
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melanoma e ambos os processos podem estar relacionados a desregulacdo da expressdo de

IncRNA:s.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A superexpressdo de miR-195 modula o perfil de vesiculacdo de células de melanoma,
induzindo a secre¢do de vesiculas enriquecidas em exosomos. VEs derivadas de células que
superexpressam miR-195 induzem efeito citostatico em células naive através da inibicdo de
CCNDI1 e YAP1 e aumento de CDKNIA e CDKN3. VEs contendo miR-195 também
impactaram o crescimento tumoral in vivo, resultando em uma maior fragdo de animais livres
de tumores mensuraveis; e, menor volume e peso tumoral em comparagdo ao grupo controle.
O tratamento combinado com VEs miR-195 e inibidores de BRAF ¢ MEK resultou em maior
expressao de BAD e inibi¢do de BCL2L1, aumentando a porcentagem de morte celular e

diminuindo o potencial clonogénico das células.

Desta forma, a restauracdo da expressdo de miR-195 representa uma estratégia
promissora para sensibilizar células de melanoma via transferéncia horizontal de informagao.
Os dados foram confirmados em trés linhagens de melanoma BRAFY6%E, A analise do efeito
das VEs no crescimento tumoral in vivo ap0s o tratamento com os inibidores de BRAF e MEK,
assim como a avaliagdo do perfil de miRNAs presente nestas particulas estdo sendo conduzidas

no momento.

Adicionalmente, com relagdo ao mecanismo de regulagdo de miR-195 em melanomas,
confirmamos a superexpressao dos IncRNAs LINC00473, LINC00511 e PVT1 nas 3 linhagens
testadas, os quais tem como alvo esse miR. Além disso, observamos o aumento na expressao
de miR-195 apos tratamento com azacitidina na linhagem SKMel-28, a qual apresenta maior
expressao do IncRNA PVTI, reportado como capaz de induzir metilacdo do promotor deste
miRNA. Estes resultados indicam que a expressao de miR-195 em melanomas € possivelmente
inibida por mecanismos pré e poOs-transcricionais. Experimentos futuros sdo necessarios para

validar a estes achados.
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Anexo 1. Carta de aprovaciao CIBIO
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Departamento de Radiologia

9 TR L T . INSTITUTO DO
MEDICINA * ° = 05
v.Dr. Arnaldo, 455— 4° andar—sala 4123 Sl
CEP 01246-903 === DOESTADO DE
. st P o = oo
:)p Fone/Fax: (11) 3041.7141 E—

APROVACAO

A Comissdo Interna de Biosseguranga (CIBio) do Departamento de Radiologia
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo APROVOU no dia
05/05/2019 o projeto de pesquisa: “Efeito da super-expessdo do mir-195 na
carga de vesiculas extracelulares secretadas por células de melanoma
humano e na regulacao da sensibilidade ao tratamento alvo-dirigido via
transferéncia horizontal de informacgéo”.

Pesquisador Responsavel: Roger Chammas

Pesquisador Executante: Nathalia Leal Santos

Sao Paulo, 05 de maio de 2019.

P
— o

g 4l

Prof. Dr. Bryan Eric Strauss
Presidente da Comissdo de Biosseguranga
Departamento de Radiologia
FMUSP

Pagina | 69



Anexos

Anexo II. carta de aprovaciao CEP

MEDICIN

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

APROVACAO

O Comité de Iitica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sio Paulo, em sessio de 11/12/2019, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n® 477/19 intitulado: Efeito da superexpressio do
miR-195 na carga de microRNAs presentes em vesiculas extracelulares
secretadas por células de melanoma humano e na regulacio da
sensibilidade ao tratamento alvo-dirigido via transferéncia horizontal
de informacio. Apresentado pelo Departamento ICESP.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP-
FMUSP, os relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugédo do

Conselho Nacional de Satide n° 466/12, inciso IX.2, letra "c").

Pesquisador (a) Responsavel: Prof. Dr. Roger Chammas

Pesquisador (a) Executante: Nathalia Leal Santos

CEP-FMUSP, 11 de Dezembro de 2019.

‘\\ AN ’/' LY Ku:&‘_ﬂ
K P ‘\Q\«f,@

S

Profa. Dra. Maria Aparecida Azevedo Koike Folgueira
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina

e-mail: cep.fm@usp.br
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Anexo III. Carta de Aprovacio CEUA

b S L Ui Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
MEDICINA Avenida Dr. Arnaldo, 455
— Pacaembu — Sédo Paulo - SP
ISP

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliacio do efeito de vesiculas
extracelulares oriundas de células de melanoma humano que
superexpressam miR-195 no crescimento tumoral in vivo” registrada com o
n® 1637/2021, sob a responsabilidade de Roger Chammas e Nathalia Leal
Santos, apresentada pelo ICESP - que envolve a producio, manutencio e/ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com
o0s preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de
julho de 20009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentaciio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMALIS (CEUA) da Faculdade de Medicina da USP em 31/03/2021.

Finalidade ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacao Inicio: 01-03-2021 Término: 01-05-2021
Espécie/linhagem/raca Camundongo Balb/c NUDE
N© de animais 21
Peso/Idade 7 semanas
Sexo machos
Origem Biotério FMUSP

A CEUA FMUSP solicita que ao final da pesquisa seja enviado Relatério com todas
as atividades.

CEUA-FMUSP, 31 de marco de 2021

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissiao de Etica no Uso de Animais

Comissao de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua@fm.usp.br
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Anexo IV. Prorrogacao CEUA

[ LW 10 i
MEDICINA
i ISP
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

A CEUA da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo
Paulo, em 31/08/2021 APROVOU o documento abaixo mencionado para o
protocolo de pesquisa n° 1637/2021 intitulado “Avaliacio do efeito de
vesiculas extracelulares oriundas de células de melanoma humano que
superexpressam miR-195 no crescimento tumoral in vivo” apresentado
pelo ICESP.

e Prorrogacdo de prazo para o1 de setembro de 2022;

e Acréscimo de 10 camundongos Balb/c Nude, machos com 7
semanas.

Pesquisador Responsavel: Roger Chammas

CEUA-FMUSP, 31 de agosto de 2021

—_—

—T—

Dr. Eduardo Pompeu
Qoordenador
Comissdo de Etica no Uso de Animais

Comissdo de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail; ceua@fm.usp.br
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Anexo V. Lista de genes avaliados por RT-qPCR por microfluidica

PN RN =

ABCBI
ABCCl1
ACTB
ACVRIB
AKTI
ALDHIALI
ATF4
ATF6
ATM

. AXIN2

. B2M

. BAD

. BAX

. BBC3

. BCL2

. BCL2L1
. BIRCS

. CASPg

. CCND1
. CD274

. CD44

. CDHI1

. CDH2

. CDHS5

. CDKN1A
. CDKN2A
. CDKN3
. CFLAR
. COL6A2
. CXCR4
. B2F1

. EGFR

. EGR1

. EIF2AK3
. EPHA2

. ERNI1

. FGF13

. FGF2

. FGF2R

. FLOT2

. FOS

. GAPDH
. GUSB

. HIFTA

. HMGBI1
. HPRT1

47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.

IGF1R
JUN
KRAS
LAMC2
LATSI1
LATS2
MCL1
MDM2
MITF
MMP1
MMP12
MMP9
MYC
NANOG
NFE2L2
NFE2L3
NODAL
NOTCHI1
NOTCH4
PDCD1
PHB
POUSF1
PTEN
RB1
RHOA
RIPK2
RIPK3
RPLPO
SNAII
SOX2
SOX7
STATI
STAT3
STK3
STK4
TAZ
TBK1
TFRC
TGFB1
TRAF6
TWIST1
TWIST2
VEGFA
VIM
WNT3A
WNTSA

93. YAPI
94. YWHAZ
95. ZEB1
96. ZEB2
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Anexo VI. Certificado de autenticacio das linhagens utilizadas

DTAPEP ;
Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e Pesquisa MEDICINA
osp

AUTENTICAQI\O DE LINHAGENS
Laudo do Perfil de STR's / STR Profile Report
INFORMAGAO DO CLIENTE / CUSTOMER INFORMATION
Nome /Name  Tharcisio Citrangulo Tortelli Jr
Instituigéo / Institution ' ICESP
Departamento / Department  CTO
Telefone / Phone | 3893-3007

E-mail | tharcisio junior@hc.fm.usp.br
Nome da Linhagem / Cell line name @ A375
Amostra recebida em / Samples received in 18-01-2018 Data do laudo / Report date: 25-06-2018

Resultado do Teste / Test Resuit | Perfil da referéncia no Banco de Dados / Reference Database

(amostra/sample) Profile
Loci
Perfil da Amostra / Query Profile Perfil da referéncia / Database Profile
A375 CRL-1872
THO1 8 8
TPOX 16 17 16 17
vWA 16 17 16 17
CSF1PO 11 12 1 12
D16S539 9 9
D75820 9 9
D13S8317 11 14 11 14
D5S818 12 12
D21S11 29 30
Amelogenin X X

Numero de alelos iguais entre a amostra e referéncia / Number of shared alleles between query

sample and database profile: 1
Total de alelos na amostra referéncia / Total number of alleles in the database profile: 13
Porcentagem de correspondéncia entre alelos da amostra e da referéncia / Percent match 100

between the submitted sample and the database profile:

RESULTADO / RESULT

Linhagens celulares com uma porcentagem de correspondéncia >=80% sdo consideradas relacionadas, ou
seja, derivada de um ancestral comum. Linhagens com porcentagem de correspondéncia entre 55% e 80%
necessitam de novos testes (maior nimero de marcadores) para confirmar sua autenticidade. / Cell lines
with >=80% match are considered to be related, i.e., derived from a common ancestry. Cell lines with between a
55% to 80% match require further profiling for authentication of relatedness. (ATCC - STR Profile Report)

METODOLOGIA / METHODOLOGY
10 STR's, correspondendo aos loci THO1, TPOX, vWA, CSF1PO, D16S539, D7S820, D13S317, D5S818,
Amelogenin e D21511 (GenePrint 10 / Promega), foram amplificados e submetidos a eletroforese capilar
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para separacdo dos fragmentos (3730 DNA Analyzer - Applied Biosystems). Os dados foram analisados
através do software XXX GeneMaker HDI v.1.1.0 (Softgenetics LCC). Controles positivos e negativos
apropriados foram utilizados na validacdo de cada amostra. / 70 STR's (TH01, TPOX, vWA, CSF1PQ,
D16S5539, D75820, D135317, D55818, Amelogenin and D21S1- GenePrint 10 / Promega) are co-amplified and
submitted to capillary electrophoresis (3730 DNA Analyzer - Applied Biosystems). An internal lane standard (ILS)
and allelic ladder are provided for sizing and genotyping of amplified fragments, and the 2800M Control DNA is
supplied as a positive control (GenePrint 10 / Promega). Data is analyzed using software GeneMaker HDI v.1.1.0
(Softgenetics LCC).

INTERPRETACAO DOS DADOS / INTERPRETATION OF DATA

Os resultados foram interpretados segundo as diretrizes do ANSI Standards 2011 (ASN-0002 / ATCC
Standards Development Organization) / Results were interpreted as described in ANSI Standards 2011 (ASN-
0002 / ATCC Standards Development Organization / ATCC STR Profile Report)

A linhagem enviada para analise é de origem humana, mas o seu perfil ndo corresponde nenhuma linhagem
padrio presente nos bancos de dades (DSMZ, ATCC, JCRB e RIKEN) / The submitted sample profile is of
human origin, but not a match for any profile in the STR database (DSMZ, ATCC, JCRB or RIKEN)

A linhagem enviada para analise corresponde exatamente a seguinte linhagem celular humana / The
submitted profile is an exact match for the following human cell lines):

A375.52 Melanoma Human (ATCC #:CRL-1872)
(DSMZ, ATCC, JCRB and RIKEN)

O perfil de marcadores da linhagem enviada é similar a(s) seguinte(s) linhagem(s) celular(es) humana(s) /
The submitted profile is similar to the following ATCC human cell line(s):

(DSMZ, ATCC, JCRB and RIKEN)

OBSERVACOES / Additional Comments
100% Match ATCC #: CRL-1872 ,CRL-1619, CRL-3222,CRL-3223,CRL-3224

Responsavel Técnico: Christian Albert Merkel
Email: c.merkel@fm.usp.br

DTAPEP - Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e Pesquisa
Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP
Av. Dr. Arnaldo, 455 - Cerqueira César - Sac Paulo - CEP 01246-903
Fone 11 55 3061-7412
www.bioterio.fm.usp.br
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07/06/2019

ALC_Lauda_OS: 50

DTAPEP i
Diretoria Técnica de Apoic ao Ensino e Pesquisa MEDICINA
USTS

AUTENTICAGAO DE LINHAGENS
Laudo do Perfil de STR’s / STR Profile Report
INFORMAGAO DO CLIENTE / CUSTOMER INFORMATION
Nome /Name | Silvina Bustos
Instituigao / Institution | ICESP
Departamento / Department | RADICLOGIA E ONCOLOGIA
Telefone / Phone A 30617486

E-mail  silvinabvg@gmail.com
Nome da Linhagem / Cell line name | SK-MEL-5
Amostra recebida em / Samples received in 00-00-0000 Data do laudo / Report date: 06-06-2019

Resultado do Teste / Test Result | Perfil da referéncia no Banco de Dados / Reference Database

(amostra/sample) Profile
Loci
Perfil da Amostra / Query Profile Perfil da referéncia / Database Profile
SK-MEL-5 SK-MEL-5 Melanoma Human (ATCC:HTB-70)
THO1 6 9 6 9
TPOX 11 1
vWA 14 14 18
CSF1PO 10 13 10 13
D165539 10 12 10 12
D75820 9 12 9 12
D138317 10 12 10 12
D5s818 11 13 1 13
D21s11
Amelogenin X X
Numero de alelos iguais entre a amostra e referéncia / Number of shared alleles between query 15
sample and database profile:
Total de alelos na amostra referéncia / Total number of alleles in the database profile: 16
Porc gem de correspondéncia entre alelos da amostra e da referéncia / Percent match between 94
the submitted sample and the database profile:
RESULTADO /RESULT

Linhagens celulares com uma porcentagem de correspondéncia >=80% s&o consideradas relacionadas, ou
seja, derivada de um ancestral comum. Linhagens com porcentagem de correspondéncia entre 55% e 80%
necessitam de novos testes (maior nimero de marcadores) para confirmar sua autenticidade. / Celf lines
with >=80% maich are considered to be related; i.e., derived from a common ancestry. Cell lines with between a
55% to 80% match require further profiling for authentication of relatedness. (ATCC - STR Profife Report)

METODOLOGIA  METHODOLOGY

10 STR's, correspondendo aos loci TH01, TPOX, vWA, CSF1PO, D16S539, D75820, D135317, D5S818,
Amelogenin e D21811 (GenePrint 10 / Promega), foram amplificados e submetidos & eletroforese capilar
para separacgéo dos fragmentos (3730 DNA Analyzer - Applied Biosystems). Os dados foram analisados
através do software XXX GeneMaker HDI v.1.1.0 (Softgenetics LCC). Controles positivos e negativos
apropriados foram utilizados na validagdo de cada amostra. / 10 STR's (TH01, TPOX, vWA, CSF1PO,
D165539, D75820, D138317, D55818, Amelogenin and D2151- GenePrint 10/ Promega) are co-amplified and
submitted to capillary electrophoresis (3730 DNA Analyzer - Applied Biosystems). An internal lane standard (ILS)
and allelic ladder are provided for sizing and genotyping of amplified fragments, and the 2800M Control DNA is
supplied as a positive control (GenePrint 10 / Promega). Data is analyzed using software GeneMaker HDIv.1.1.0
(Softgenetics LCC)

INTERPRETAGAO DOS DADOS / INTERPRETATION OF DATA

Os resultados foram interpretados segundo as diretrizes do ANSI Standards 2011 (ASN-0002 / ATCC
Standards Development Organization) / Results were interpreted as described in ANSI Standards 2011 (ASN-
0002/ ATCC Standards Development Organization / ATCC STR Profile Report)

Alir iada para lise é de origem humana, mas o seu perfil nio corresponde a nenhuma
linhagem padréo presente nos bancos de dados analisados / The submitted sampie profile is of human origin,
but not a match for any profile in the STR database

A linhagem enviada para andlise corresponde exatamente 4 seguinte linhagem celular humana / The
submitted profile is an exact match for the following human cell lines):
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|z| 0O perfil de marcadores da linhagem enviada é similar 4(s) seguinte(s) linhagem(s) celular(es) humana(s) /

07/06/2019 ALG_Laudo_OS: 50
The submitted profile is similar fo the following ATCC human cell line(s):
SK-MEL-5 Melanoma Human (ATCC: HTB-70)

OBSERVAGOES / Additicnal Comments
https://www.atcc.org/STR_Database.aspx

Responsavel Técnico: Christian Albert Merkel
Email: c.merkel@fm.usp.br

DTAPEP - Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e Pesquisa
Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP
Av. Dr. Amaldo, 455 - Cerqueira César - Sao Paulo - CEP 01246-903
Fone 11 55 3081-7412
www.bioterio.fm.usp.br
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07/06/2019 ALC_Laudo_08: 53

DTAPEP i
Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e Pesquisa MEDICINA
CSP

AUTENTICAQAO DE LINHAGENS
Laudo do Perfil de STR’s / STR Profile Report
INFORMAGAO DO CLIENTE / CUSTOMER INFORMATION
Nome / Name | Silvina Bustos
Instituigdo / Institution | ICESP
Departamento / Department | RADIOLOGIA E ONCOLOGIA
Telefone / Phone | 30617486

E-mail | silvinabvg@gmail.com
Nome da Linhagem / Cell line name SK-MEL-28
Amostra recebida em / Samples received in 00-00-0000 Data do laudo / Report date: 06-06-2019

Resultado do Teste / Test Result | Perfil da referéncia no Banco de Dados / Reference Database

(amostra/sample) Profile
Loci
Perfil da Amostra / Query Profile Perfil da referéncia / Database Profile
SK-MEL-28 SK-MEL-28 Melanoma Human (ATCC:HTB-72)
THoO1 7 7
TPOX 8 12 8 12
vWA 16 19 16 19
CSF1PO 10 12 10 12
D165539 9 12 9 12
D75820 10 93 10
D138317 1 12 11 12
D5s818 13 1 13
D21s11
Amelogenin X y X y
Numero de alelos iguais entre a amostra e referéncia / Number of shared alleles between query 15
sample and database profile:
Total de alelos na amostra referéncia / Tofal number of alleles in the database profile: 17
Porcentagem de correspondéncia entre alelos da amostra e da referéncia / Percent match between 88
the submitted sample and the dafabase profile:
RESULTADO /RESULT

Linhagens celulares com uma porcentagem de correspondéncia >=80% s&o consideradas relacionadas, ou
seja, derivada de um ancestral comum. Linhagens com porcentagem de correspondéncia entre 55% e 80%
necessitam de novos testes (maior nimero de marcadores) para confirmar sua autenticidade. / Cell lines
with >=80% match are considered to be related.; i.e., derived from a common ancestry. Ceil lines with between a
55% to 80% match require further profiling for authentication of relatedness. (ATCC - STR Profile Report)

METODOLOGIA / METHODOLOGY

10 STR's, correspondendo aos loci THO1, TPOX, vWA, CSF1PO, D16S539, D7S820, D13S317, D5S818,
Amelogenin e D21511 (GenePrint 10 / Promega), foram amplificados e submetidos & eletroforese capilar
para separacdo dos fragmentos (3730 DNA Analyzer - Applied Biosystems). Os dados foram analisados
através do software XXX GeneMaker HDI v.1.1.0 (Softgenetics LCC). Controles positivos e negativos
apropriados foram utilizados na validagdo de cada amostra. / 10 STR's (TH01, TPOX, vWA, CSF1PO,
D1638539, D75820, D138317, D55818, Amelogenin and D2151- GenePrint 10/ Promega) are co-amplified and
submitted to capillary electropharesis (3730 DNA Analyzer - Applied Biosystems). An internal lane standard (ILS)
and allelic ladder are provided for sizing and genotyping of amplified fragments, and the 2800M Control DNA is
supplied as a positive control (GenePrint 10/ Promega). Data is analyzed using software GeneMaker HDI v.1.1.0
(Sofigenetics LCC).

INTERPRETAGAO DOS DADOS / INTERPRETATION OF DATA

Os resultados foram interpretados segundo as diretrizes do ANSI Standards 2011 (ASN-0002 / ATCC
Standards Development Organization) / Results were interpreted as described in ANS! Standards 2011 (ASN-
0002/ ATCC Standards Development Organization / ATCC STR Profile Report)

A linhagem enviada para andlise é de origem humana, mas o seu perfil ndo corresponde a nenhuma
linhagem padrao presente nos bancos de dados analisados / The submitted sample profile is of human origin,
but not a match for any profile in the STR database

Alinhagem enviada para andlise corresponde exatamente a seguinte linhagem celular humana / The
submitted profile is an exact match for the following human cell lines):
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|Z| O perfil de marcadores da linhagem enviada é similar a(s) inte(s) link (s) celular(es) h (s}/

07/06/2019 ALG_Laudo_08: 53
The submitted profiie is similar fo the foliowing ATCC human cell line(s):
SK-MEL-28 Melanoma Human (ATCC:HTB-72)

OBSERVAGOES / Additional Comments
https://www.atcc.org/STR_Database.aspx

Responsavel Técnico: Christian Albert Merkel
Email: c.merkel@fm.usp.br

DTAPEP - Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e Pesquisa
Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP
Av. Dr. Arnaldo, 455 - Cerqueira César - S&o Paulo - CEP 01246-903
Fone 11 55 3061-7412
www.bioterio.fm.usp.br

http:/fiwww.premium.fm.usp.br/balcac_rdp impr_janela.php?tp=clc_laudo&cod=53

33
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07/08/2019

ALG_Laudo_OS: 54

DTAPEP i
Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e Pesquisa MEDICINA
USY

AUTENTICAGAO DE LINHAGENS
Laudo do Perfil de STR's / STR Profile Report
INFORMACAO DO CLIENTE / CUSTOMER INFORMATION
Nome / Name | Silvina Bustos
Instituigdo / institution | ICESP
Departamento / Department  RADICLOGIA E ONCOLOGIA
Telefone / Phone | 30617486

E-mail | silvinabvg@gmail.com
Nome da Linhagem / Cell line name  UACC 62
Amostra recebida em / Samples received in 00-00-0000 Data do laudo / Report date: 08-06-2019

Resultado do Teste / Test Result |  Perfil da referéncia no Banco de Dados / Reference Database

(amostra/sample) Profile
Loci
Perfil da Amostra / Query Profile Perfil da referéncia / Database Profile
UACC 62 UACC-62 (RRID:CVCL_1780)
THO1 6 9 6 9
TPOX 8 1 8 1
vWA 16 17 16 17
CSF1PO 10 1" 10 1"
D165539 9 12 9 12
D75820 8 1 8 1"
D138317 12 13 12
D5S818 10 12 10 12
D21s11
Amelogenin x X
Numero de alelos iguais entre a amostra e referéncia / Number of shared alleles between query 16
sample and database profile:
Total de alelos na amostra referéncia / Total number of alleles in the database profile: 17
Porcentagem de correspondéncia entre alelos da amostra e da referéncia / Percent match between 94
the submitted sample and the database profile:
RESULTADO /RESULT

Linhagens celulares com uma porcentagem de correspondéncia >=80% sao consideradas relacionadas, ou
seja, derivada de um ancestral comum. Linhagens com porcentagem de correspondéncia entre 55% e 80%
necessitam de novos testes (maior nimero de marcadores) para confirmar sua autenticidade. / Cell lines
with >=80% match are considered to be related; i.e., derived from a common ancestry. Cell fines with between a
55% to 80% match require further profiling for authentication of relatedness. (ATCC - STR Profile Report)

METODOLOGIA / METHODOLOGY

10 STR's, correspondendo aos loci TH01, TPOX, vWA, CSF1PO, D165S539, D75820, D135317, D5S818,
Amelogenin e D21511 (GenePrint 10 / Promega), foram amplificados e submetidos i eletroforese capilar
para separagéo dos fragmentos (3730 DNA Analyzer - Applied Biosystems). Os dados foram analisados
através do software XXX GeneMaker HDI v.1.1.0 (Softgenetics LCC). Controles positivos e negativos
apropriados foram utilizados na validagdo de cada amostra. / 70 STR's (TH01, TPOX, vWA, CSF1PO,
D165539, D75820, 0138317, D58818, Amelogenin and D21S1- GenePrint 10 / Promega) are co-amplified and
submitfed to capillary electrophoresis (3730 DNA Analyzer - Applied Biosystems). An internal lane standard (ILS)
and allelic ladder are provided for sizing and genotyping of amplified fragments, and the 2800M Control DNA is
supplied as a positive control (GenePrint 10/ Promega). Data is analyzed using software GeneMaker HDf v.1.1.0
(Softgenetics LCC).

INTERPRETAGAO DOS DADOS / INTERPRETATION OF DATA

Os resultados foram interpretados segundo as diretrizes do ANSI Standards 2011 (ASN-0002 / ATCC
Standards Development Organization) / Results were interpreted as described in ANSI Standards 2011 (ASN-
0002 / ATCC Standards Development Organization / ATCC STR Profile Report)

A linhagem enviada para andlise é de origem humana, mas o seu perfil ndo corresponde a nenhuma
linhagem padrdo presente nos bancos de dados analisados / The submitted sample profile is of human origin,
but not a match for any profile in the STR database

A linhagem enviada para analise corresponde ite a seguinte linh; celular humana / The
submitted profile is an exact match for the following human cefl lines)
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|z| O perfil de marcadores da linhagem enviada é similar a(s) inte(s) lin (s) celular(es) )/

07106/2019 ALC_Laudo_0OS: 54
The submitted profile is similar to the following ATCC human cell line(s):
UACC-62 (RRID:CVCL_1780)

OBSERVAGOES / Additional Comments
https://web.expasy.org/cellosaurus/CVCL_1780

Responsavel Técnico: Christian Albert Merkel
Email: c.merkel@fm.usp.br

DTAPEP - Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e Pesquisa
Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP
Av. Dr. Amaldo, 455 - Cerqueira César - Sdc Paulo - CEP 01246-903
Fone 11 55 3061-7412
www.bioterio.fm.usp.br

http:fiwww.premium.fm.usp.br/balcao_rdprem/fimpr_janela.php?tp=clc_laudo&cod=54

a3
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Apéndice

Apéndice I.

Samula Curricular

Nome: Nathalia Leal Santos

1) Formacao

Ano Titulo ou atividade Instituicao
2008-2014 | Ensino Fundamental e Julia Lopes de Almeida
Médio
2015-2018 Graduagao — Bacharel Universidade Federal de Sio Carlos
em Biotecnologia
2019 —Em Mestrado — PPG Universidade de Sdo Paulo
andamento Oncologia

2) Historico Profissional

2.1.Posicoes

= 2016-2019 — Bolsista de Iniciacdo Cientifica (UFSCar)
= 2018-2019 — Estagio de Conclusdo de Curso (ICESP)

2.2. Atuacio académica

= 2019-2021 — Membro da comissdo organizadora do VI Curso em Oncologia Molecular

FMUSP/ICESP.

= 2021 (atual) — Membro da Sociedade SNEV (Student Network on Extracellular Vesicles).

2.3.Premiacdes

* Mencdo honrosa de apresentacdo na modalidade de Biotecnologia (XXV Congresso de

Iniciagdo Cientifica e Tecnoldgica da UFSCar, 2018).

= Mencao honrosa de apresentagdo - 4° lugar na categoria mestrado (Trabalho apresentado na

XI Jornada da Pos Graduagdo em Oncologia, 2019)

= Melhor pdster na categoria mestrado - 1° lugar (Trabalho apresentado no I Congresso de

Cancer

de Sao Paulo, 2020)

3) Publicacoes
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3.1. Trabalhos publicados

3.2. Trabalhos completos publicados em anais de congressos

SANTOS, N.L.; RAGAZZO, G.O; BETTANI, S.R; SOARES, M.R; da SILVA, M.A. Efeito

Estudo da solubilidade e resisténcia mecdnica de particulas de pectina, quitosana e vinhaga

para uso como biofertilizante. In: Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica em Iniciagio

3.3. Resumos publicados em anais de congressos

SANTOS, N.L; RAGAZZO0, G.O; BETANNI, S.R; KIECKBUSH, T. G; SOARES, M. R; da

for soil applications. In: 18th International Symposium on Toxicity Assessment, 2017,

Limeira. 18th International Symposium on Toxicity Assesment - Conference Proceedings.

RAGAZZO, G.O; SANTOS, N. L; BETANNI, S.R; KIECKBUSH, T. G; SOARES, M. R.;
da SILVA, M.A. Use of vinasse in the production of biodegradable pectin beads as an

da adig¢do de acido citrico nas propriedades de filmes de pectina e vinhaga. In: Congresso
Brasileiro de Engenharia Quimica em Iniciacdo Cientifica, 2017, S8o Carlos. Blucher
Chemical Engineering Proceedings, 2016. p. 1262.

RAGAZZO0, G. O; SANTOS, N. L; BETTANI, S. R; SOARES, M. R; da SILVA, M.A.

Cientifica, 2017, Sao Carlos. Blucher Chemical Engineering Proceedings, 2016. p. 1268.

SILVA, M.A. Evaluation of the production process of pectin and vinasse biodegradable films

Sdo Paulo: Applied Research in Toxicology, 2017. v. 2. p. 55-55.

BETTANI, S.R; RAGAZZO, G.O; SANTOS, N.L; KIECKBUSCH, T.G; GASPAR, B.R;
SOARES, M.R; da SILVA, M.A. Sugarcane vinasse and microalgal biomass in the
production of pectin particles as an alternative soil fertilizer. Carb. Pol, v. 203, p. 322-

330, 2019. https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2018.09.041

SANTOS, N.L; RAGAZZO, G.O; CERRI, B.C; SOARES, M.R; KIECKBUSCH, T.G;
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Cancer can be described as a dynamic disease formed by malignant and stromal
cells. The cellular interaction between these components in the tumor microenvironment
(TME) dictates the development of the disease and can be mediated by extracellular
vesicles secreted by tumor cells (TEVS). In this review, we summarize emerging findings
about how TEVs modify important aspects of the disease like continuous tumor
growth, induction of angiogenesis and metastasis establishment. We also discuss
how these nanostructures can educate the immune infiltrating cells to generate an
immunosuppressive environment that favors tumor progression. Furthermore, we offer
our perspective on the path TEVs interfere in cancer treatment response and promote
tumor recurrence, highlighting the need to understand the underlying mechanisms
controling TEVs secretion and cargo sorting. In addition, we discuss the clinical potential
of TEVs as markers of cell state transitions including the acquisition of a treatment-
resistant phenotype, and their potential as therapeutic targets for interventions such as
the use of extracellular vesicle (EV) inhibitors to block their pro-tumoral activities. Some
of the technical challenges for TEVs research and clinical use are also presented.

Keywords: extracellular vesicles, tumor microenvironment, cell communication, tumor progression, functional
dynamics

INTRODUCTION

Malignant tumors are defined as a microenvironment composed not only by different clones of
tumor cells, but also by stromal cells as well as extracellular matrix (ECM) (Quail and Joyce,
2013). All these components interact with each other dictating the natural history of the disease
and the response to treatment. From an ecological point of view, these interactions can be
described as cooperative or competitive and, in both cases, depend on the mechanism of cellular
communication (Pelham et al, 2020). In fact, these interactions are dynamic and mediated not only
by soluble factors secreted by cells or trapped in the ECM, but also by extracellular vesicles (EVs)
(Tkach and Théry, 2016).
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Extracellular vesicles are spherical lipid bilayer structures
secreted by many cell types which play an important role in tumor
progression (Schubert and Boutros, 2021). In the last decade,
it has become clear that EVs shuttle messages between cells at
short and large distances, changing the way cell communication
has been described so far (Raposo and Stahl, 2019). Two major
classes of EVs, exosomes (or small vesicles, from 30 to up 150 nm
in size) and microvesicles (or large vesicles, from > 100 nm
to 1 pm) are the most studied and better characterized among
the other EVs types. Exosomes have endocytic origin, being
formed as intraluminal vesicles (ILVs) by inward budding of
the limiting membrane of late endosomes. After the fusion
of multivesicular bodies with the plasma membrane, exosomes
are released into the extracellular environment. By contrast,
microvesicles are formed by outward budding of the plasma
membrane (van Niel et al.,, 2018). The other classes of EVs, like
large oncosomes, apoptotic bodies and platelet-derived vesicles,
will not be discussed in this Review.

Amongst the diverse means of communication, EVs are
the only ones that are known to carry almost all types of
signaling molecules varying from DNA, different types of RNAs,
protein/ligands, enzymes, metabolites, growth factors, lipids and
even cytokines as recently described (Fitzgerald et al, 2018;
Anand et al, 2019; Lizaro-Ibdfez et al, 2019; O’Brien et al.,
2020). In general; EVs exert their effects by the transfer of their
cargo to recipient cells modulating their phenotype and function
(Yanez-Mo et al, 2015). In this review, we will discuss some
examples of how EVs can orchestrate cellular communication
in the tumor microenvironment (TME) to promote tumor
progression. In addition, we will exploit the role of these EVs in
treatment response and discuss the gaps and future directions
for clinics and EVs research. We apologize to all authors
whose relevant and important work could not be cited due to
space constraints.

TEVs AS IMPORTANT MEDIATORS OF
CELL COMMUNICATION DURING
MALIGNANT TRANSFORMATION AND
TUMOR PROGRESSION

In the past years, several groups showed that extracellular vesicles
secreted by tumor cells (Tumor-Derived Extracellular Vesicles,
TEVs) can modulate the cancer hallmarks described in 2011
(Hanahan and Weinberg, 2011). For example, it is already known
that TEVs are able to promote cooperation with stromal cells
like endothelial cells to allow tumor development (Aslan et al.,
2019), to suppress the anti-tumor immune response in cancer
patients (Sharma et al, 2020), and to signal at distant sites
to resident cells for the establishment of pre-metastatic niche
(Costa-Silva etal,, 2015).

In fact, TEVs can also participate in tumor initiation and
propagation. In the study of Kalra et al. (2019), TEVs from
colorectal cancer (CRC) cells harboring p-catenin mutation were
shown to transfer this protein to wild-type CRC recipient cells,
inducing the activation of WNT signaling pathway in these cells

and, consequently, boosting tumor growth in xenograft models.
Similarly, Fonseka et al. (2019) showed that TEVs secreted by
N-myc-amplified neuroblastoma cells increased the proliferative
and migratory potential of N-myc-non-amplified tumor cells,
increasing tumor aggressiveness. Furthermore, very recendy, an
interesting study conducted by Kilinc et al. (2021) demonstrated
that oncogene activation led to regulation of EVs release and
cargo, suggesting that these nanostructures are biologically
relevant even in the initial phases of the disease (Figure 1A).

Beyond this scenario, an important hallmark of solid tumors
is the induction of angiogenesis - a sine qua non-condition
for continuous tumor growth and progression (Folkman, 1975).
More recently, several groups showed that TEVs are one of
the mediators for this process (Yang et al, 2018; Bai et al,
2019; He et al., 2019; Wang et al, 2019; Shang et al, 2020;
Biagioni et al, 2021). Indeed; in 2017, it was demonstrated
that TEVs from glioma stem-like cells carried VEGF-A (Treps
et al, 2017). One year later, Tang et al. (2018) observed that
TEVs from ovarian cancer contained E-cadherin in their surface
which were able to form heterodimers with VE-cadherin in
endothelial cells, promoting their sprouting and angiogenesis
in vivo. Furthermore, Sato et al. (2019) demonstrated that
higher expression of EPHB2 within EVs isolated from head
and neck squamous carcinoma cell lines were able to promote
angiogenesis through the activation of ephrin reverse signaling
in endothelial cells. Interestingly, Ko et al. (2019) observed
that TEVs from ovarian cancer induced migration and tube
formation by endothelial cells through a bevacizumab-insensitive
VEGF presented in vesicles, showing that TEVs can also
impair the efficacy of anti-angiogenic therapies. Furthermore,
the pro-angiogenic role of TEVs can also be a consequence
of their uptake by other stromal cells like fibroblasts, inducing
a pro-tumoral phenotype in these cells (Zhou et al, 2018;
Fan et al,, 2020; Figure 1B).

Additionally, environmental stimuli like hypoxia can
somehow modify TEVs release and/or TEVs cargo leading to
increased angiogenesis (Chen X. et al., 2018; Guo et al,, 2018;
Wang et al., 2018; Park et al, 2019; Qian et al, 2020). Under
hypoxia, for example, lung cancer cells produce more exosomes
in comparison to normoxia. Elevated levels of miR-23a were
found inside these exosomes which targeted prolyl hydroxylase
1 and 2 (PHD1 and 2), leading to an increase in HIF-1 alpha in
endothelial recipient cells and sustained angiogenesis and tumor
growth in vivo. Furthermore, enrichment of Wnt4 protein and
carbonic anhydrase 9 (CA9) in TEVs in response to hypoxia
were demonstrated to be responsible for increased angiogenesis
in colorectal cancer (Horie et al.,, 2017; Huang and Feng, 2017).
Beyond angiogenesis, TEVs secreted under hypoxia can also
promote cancer progression through the induction of drug
resistance (Dorayappan et al, 2018), stemness phenotype and
increased invasive capability (Ramteke et al., 2015).

In fact, concerning metastasis, the mechanisms triggered by
TEVs are quite diverse. EVs derived from the plasma of CRC
patients were enriched with ITGBL1 and associated with lung
and liver metastasis. This effect was caused by the activation
of resident fibroblasts, which were induced to secret pro-
inflammatory cytokines, promoting the establishment of the
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pre-metastatic niche (Ji et al, 2020). Similarly, EVs secreted
by pancreatic tumor cells were shown to be selectively taken
up by Kupfter cells (KC) in the liver leading to the release
of TGFP and the production of fibronectin by hepatic stellate
cells, which recruited bone marrow-derived macrophages to
establish a pro-inflammatory milieu to facilitate tumor metastasis
(Costa-Silva et al, 2015). Few years later, Zeng et al. (2018)
observed that TEVs from CRC not only increased vascular
permeability, but also enhanced CRC metastasis in liver and
lungs. Moreover, exosomes carrying miR-122 released by breast
cancer cells reduced glucose uptake by normal recipient cells in
pre-metastatic niche, increasing nutrient supply for metastatic
cells Fong et al, 2015). Then, the metastatic effect by TEVs can
also be mediated by their effect in stromal cells like fibroblasts
(Fang et al,, 2018; Xu etal., 2019); macrophages (Liangetal., 2019;
Zhao et al, 2020) and in bone stroma (Dai et al., 2019) at long
distances (Figure 1B).

THE ESTABLISHMENT OF AN
IMMUNOSUPPRESSIVE ENVIRONMENT
BY TEVs

Regarding the regulation of immune cells in TME, TEVs can
educate infiltrating immune cells to cooperate with malignant
cells, creating a permissive environment for tumor progression.
In this context, EVs shed by GBM cells displaying PD-
L1 were able to induce CD8 T cells exhaustion by directly
binding to PD-I, thus facilitating tumor progression and
impairing immunotherapy treatment efficacy (Ricklefs et al.,
2018). Similar results were obtained for EVs derived from
metastatic melanoma (Chen G. et al,, 2018). In NSCLC patients,
PD-L1 enriched exosomes from these patients inhibited TL-
2 and IFN-y production by T CD8" lymphocytes (Kim
et al, 2019). In fact, exosomal PD-L1 is already pointed
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out as an important biomarker in treatment management
which demonstrates the translation of these findings into
clinical practice. In hepatocarcinoma cells, TEVs can induce an
immunosuppressive phenotype also in infiltrating B cells (Ye
etal, 2018). In addition, interestingly, these immunosuppressive
effects of TEVs also occur at long distances beyond the primary
tumor site. Hsieh et al. (2018) showed that EVs shed by
head and neck cancer cells induced M2 polarization through
the transfer of miR-21 to CD14" human monocytes, favoring
tumor growth (Figure 1B). In fact, this work shows that these
cooperative relationships mediated by TEVs are not restricted
to the tumor primary site and indeed can be established even
at larger distances due to their presence in all body fluids,
reinforcing the notion of cancer as a systemic disease under the
influence of vesicles.

TREATMENT-ELICITED TEVs
PROMOTES TUMOR RE-GROWTH

Tumor recurrence is considered one of the major causes of
treatment failure, being directly correlated with a poor prognosis.
The cellular mechanisms behind this involve intrinsic and/or
acquired resistance (Zhu et al, 2021). The latter one can be
mediated by vesicular cargo transfer of multidrug resistance
transporters (Bebawy et al, 2009; Corcoran et al., 2012),
anti-apoptotic and pro-tumorigenic molecules (Khan et al,
2012; Vella et al., 2017) from resistant to sensitive tumor
cells, for example. Mrowczynski et al. (2018) showed that
EVs derived from nervous system cancer cells upon Ionizing
Radiation (IR) therapy could induce cell death evasion and
consequent treatment resistance. Interestingly, higher radiation
doses were significantly correlated with more expressive decrease
in tumor suppressive molecules (STAT4, TPMI, miR-516, and
miR-365) and greater increase of oncogenic cargo (CCNDI,
ANXA2, NPM1, and miR-889). Also, vesicles derived from dying
pancreatic cancer cells after radiotherapy were shown to be
enriched with miR-194-5p and could potentiate the survival
of recipient cells by up-regulating DNA damage responses. In
addition, the inhibition of TEVs release by aspirin significantly
suppressed tumor re-growth and increased the survival of tumor-
bearing mice (Jiang et al., 2020).

Moreover, EVs released upon chemotherapy have also been
reported to promote tumor resistance. Survivin was found to
be enriched in EVs secreted by chemotherapy-treated breast
cancer cells and was able to promote the survival of tumor
cells and tumor associated fibroblasts exposed to paclitaxel
(Kreger et al, 2016). Furthermore, targeted therapy treatment
with vemurafenib in BRAF-mutated melanoma cells resulted
in altered miRNA and protein profile within EVs, inducing
increased resistance in recipient cells (Lunavat et al, 2017).
In accordance with these findings, Marconi et al. (2021)
demonstrated that TEV's secreted by ERBB2 + breast cancer cells
in response to trastuzumab carry a different protein cargo that
are known to be associated with cytokinesis, lipid metabolism
and organelle organization, indicating that this process might be
altered in the recipient cells.

Our group recently demonstrated that EVs release by
melanoma cells treated with temozolomide are taken up not
only by tumor cells, which showed an increase in pluripotent
and DNA repair gene expression levels, but were also able
to induce a M2-phenotype in macrophages, promoting tumor
repopulation in nude mice (Andrade et al., 2019). Additionally,
EVs released by breast cancer cells upon paclitaxel or doxorubicin
treatment were reported to contain higher amounts of ANXA6
protein, which could induce the pre-metastatic niche formation,
by promoting Ccl2 expression, monocyte expansion and NF-
kp-dependent endothelial cells activation in pulmonary tissues,
favoring lung metastasis at in vivo models (Keklikoglou et al.,
2019). In myelomas, TEVs released upon chemotherapy were able
to induce ECM remodeling and promote chemoresistance and
relapse (Bandari et al., 2018; Figure 1C).

Still under this context, another process which is often sped
up and induced by cytotoxic therapy is the autophagic flux. In
the last few years, some studies have shown cross-regulation
between autophagy and exosome release. Initially, autophagy
was known as a catabolic process of intracellular degradation
of proteins and organelles destined to the recycling of material
and the balance of energetic cellular metabolism maintaining
cellular homeostasis. However, autophagy can also interfere
within the TME communication through its secretory function
called secretory autophagy (SA) in a similar way as observed for
TEVs (Thorburn et al, 2009; Claude-Taupin et al,, 2018; Rak,
2020). Based on studies showing the similarities between EVs and
autophagy concerning their biogenesis and secretory function
(Murrow et al., 2015; Galluzzi et al., 2017; Pathan et al., 2019), one
might speculate that this interconnection can be used by tumor
cells to establish a cooperative relationship among different cells
in the TME, impacting both tumor progression and treatment
response in some tumors as discussed below.

Few years ago, Dutta et al. (2014) observed that exosomes
released by breast cancer cells were taken up by normal epithelial
cells, which was accompanied by an increase in ROS levels
and autophagy in recipient cells. Consequently, these cells
secreted soluble growth factors that induced the proliferation
of malignant cells. More recently, cooperation among different
cells in TME was shown to be dependent on the synergism
between these two secretory pathways. In response to oxidative
stress, pancreatic ductal adenocarcinoma cells released exosomes
enriched in KRAS®!?P during autophagy-dependent ferroptosis.
These vesicles were engulfed by macrophages which, in turn, were
polarized to M2 phenotype and promoted tumer growth in a
mouse model (Dai E. et al,, 2020).

About tumor response to therapy, it has been demonstrated
that the use of chemotherapy and inhibitors of mTOR pathway
led to an increased autophagic flux and, simultaneously, the
exosome release (Hessvik et al., 2016; Xu J. et al., 2018; Ma et al.,
2019). Exosomes harvested from irradiated brain cells carrying
the miR-7 induced autophagy and transferred this signal to non-
irradiated lung cells, mediating a bystander effect of autophagy in
the lung after brain irradiation (Cai et al., 2017). In non-small cell
lung carcinoma cells, exosomal miR-425-3p released in response
to cisplatin decreased responsiveness to this drug via targeting the
AKT1/mTOR signaling pathway and upregulation of autophagic
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activity in recipient cells. On the other hand, enhanced miR-
567 levels in HER2 + breast cancer cells were packaged into
exosomes which were responsible for suppressing autophagy and
reversing chemoresistance by targeting ATG5 in recipient cells
(Han etal., 2020).

TEVs: FROM THE BENCH TO THE
BEDSIDE

As already discussed, TEVs are multifaceted regulators of tumor
progression and response to different therapeutic modalities.
Although some aspects regarding their biogenesis and cargo
sorting are still largely unknown, their diagnostic and therapeutic
potential in oncology have been explored with enthusiasm
for several groups. At some level, TEVs cargo reflects the
molecular composition of malignant cells and, since these
nanostructures can be found in all body fluids, they can serve

as circulating biomarkers in liquid biopsy (LeBleu and Kalluri,
2020). Moreover, many studies demonstrated that the level of
EVs in plasma is significant higher in cancer patients than
healthy individuals as reported for esophageal squamous cell
carcinoma (Matsumoto et al., 2016) and glioblastoma (Osti et al.,
2019), indicating that EVs plasma quantification can be a useful
surrogate indicator for cancer screening. Besides that, it has been
demonstrated that plasma exosomal level increases with tumor
stage progression as observed in patients with non-small cell lung
cancer (Liu et al,, 2018) and can be used also as an indicator of
disease progression (Figure 1D).

Another aspect of EVs biology that has been explored in
translational studies relies on the presence of macromolecules
carried by these nanostructures. A very recent study by Hoshino
etal. (2020) identified tissue-specific and tumor derived proteins
in TEVs from cancer plasma patients in comparison to health
individuals, indicating the potential use of vesicular proteins
in cancer diagnosis. Moreover, in colorectal patients (CRC), it

Liu et al,, (2018)
Xu et al, (2020)
Dai et al., (2020)
Clinical and Therapeutical
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Use of TEVs as surrogate markers in oncology
Matsumoto et al., (2016)
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FIGURE 2 | Schematic representation of TEVs in cancer biclogy. Upper corner: pro-tumarigenic effect of TEVS in tumor initiation and progression. Right corner:
establishment of an immunosuppressive environment by TEVs. Lower corner: effect of TEVs in pre-metastatic niche formation and in tumor repopulation after
therapy. Left corner: the use of TEVs as theranostic biomarkers in oncology. Some of the published articles illustrating these mains findings of TEVs were cited in the
figure. Figure created using Biorender.
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was found that elevated levels of serum exosomal circ-PNN,
a circular RNA, can be used for CRC diagnosis according to
the validation analysis conducted by the authors (Xie et al.,
2020). Interestingly, even the lipidic profile of plasma exosomes
shows to be a promising biomarker in cancer (Bestard Escalas
et al, 2021). To date, there are 16 clinical studies registered in
Clinicaltrials.gov that aim to evaluate EVs potential in cancer
diagnosis for different tumors, demonstrating that although the
biology behind these nanostructures is still largely unknown,
their use in clinical practice has been already explored.

Another promising use of TEVs in clinical settings is the
potential of EVs as vehicles for the delivery of therapeutic agents
which has also generated considerable excitement in the field.
In fact, several studies evaluating the use of exosomes for the
delivery of miRNAs, mRNAs, proteins, peptides, and synthetic
drugs have been performed in the last years (Xu R. et al., 2018;
Dai J. et al., 2020). Drugs such as doxorubicin (Srivastava et al.,
2016), paclitaxel (Kim et al., 2016) and siRNA against oncogenic
KRASG12D (Kamerkar et al., 2017) were successfully loaded in
EVs and demonstrated potential anticancer effects in vitro and
in vivo.

On the other hand, one alternative to explore the use of
TEVs in cancer therapy is to reduce the exosome production
or inhibit their secretion by tumor cells (Qi et al, 2016).
A plenty of exosome inhibitors have been discovered and tested
in vitro and in pre-clinical models to evaluate their effectiveness
against transformed cells especially as neoadjuvant compounds.
Most of them were developed to target important molecules
of the exosome biogenesis machinery such as Rab27A and
sphingomyelinases (Zhang et al., 2020) showing exciting results.

OUTSTANDING QUESTIONS, GAPS, AND
CONCLUSION

Although remarkable progress has been made in the EVs
field, as summarized in Figure 2, there are some gaps in our
understanding of molecular mechanisms that control vesicle
packaging and also how the cargo loading can be modified
in response to different stimuli such as cancer therapies. This
aspect is crucial for the comprehension of how EVs can
promote resistance and tumor recurrence after therapy and to
design new therapeutic strategies to minimize and block these
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pro-tumoral effects. Furthermore, EVs heterogeneity should
be considered in pre-clinical and clinical studies and our
understanding of functional differences among EVs classes is
still limited. The answer for this question in particular will be
necessary especially for the use of EVs as biomarkers in cancer
diagnosis and prognosis.

Second, technical challenges are still debated in the EVs
community and an effort for the standardization of methods
for EV isolation, purification, quantification, and molecular
characterization has been made to allow interlaboratory
comparisons of pre-clinical and clinical data.

Third, even though interventions in TEVs like the ones
involving drug loading and the use of EVs secretion inhibitors
indicate therapeutic potential, new criteria become relevant to be
investigated such as the timing of therapy, tumors to be treated
and chemo-radio-immunotherapy combinations. Itis also crucial
to determine how the effect of different strategies to regulate
exosomes in particular could influence the autophagy machinery
or vice versa. Nevertheless, beyond these considerations, we
believe that the study of the complex regulation between both
pathways after chemo and radiotherapy, among other modalities,
may open avenues for the design of novel therapies as well as
improve the current ones, avoiding tumor recurrence. Then, in
our opinion, the comprehension of the tumor-driven cooperation
mediated by TEVs during tumor progression and upon therapy
will pave the way to improve therapy outcomes in cancer patients.
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