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RESUMO

Vesiculas extracelulares (EVs) sdo particulas delimitadas por uma camada bilipidica,
secretadas por células para a comunicagéao intercelular. Em determinadas condigées, como no cancer,
a liberagédo de EVs é favorecida e interfere em multiplas etapas, como na cascata metastatica e no
microambiente tumoral. O estudo da biologia basica e aplicada de EVs permite a elucidagdo de novos
mecanismos importantes para a saude humana, sugerindo novos potenciais terapéuticos. Neste
trabalho, exploramos a caracteristica adesiva de EVs para aplicagbes in vitro, investigando sua
adsorg¢ao em superficies vitrias com microscopia de super-resolugéo e sugerindo um novo método para
utilizagdo de materiais comuns em laboratério para aplicagdes avangadas. Investigamos as
caracteristicas aprofundadas de EVs de células tumorais de mama por protedmica, observando uma
clara diferenga na composigao proteica entre vesiculas hipdxicas e normoéxicas. Em estudos celulares,
a autossinalizagao de EVs hipoxicas favoreceu a invasao celular em condi¢gdes 6timas de oxigénio. Em
modelos de co-cultura com células do microambiente tumoral, verificamos que EVs hipdxicas atuam na
recapitulagdo do fendtipo celular, agindo na manutengao da coesao entre células e promogao do
microambiente pré-tumoral. Escalonando o estudo para possiveis aplicagbes terapéuticas,
investigamos a internalizagcao de EVs modelo por células B humanas ex vivo, corroborando resultados

anteriores em modelo de primata e possibilitando maiores avangos nos estudos de farmacocinética e
biodistribuicao.

Palavras-chave: vesiculas extracelulares; cancer de mama; biologia molecular.
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ABSTRACT

Extracellular vesicles (EVs) are particles delimited by a bilipid layer, secreted by cells for
intercellular communication. EV release is favored under certain conditions, such as in cancer, where it
interferes in multiple processes including the metastatic cascade and the tumor microenvironment.
Studying the basic and applied biology of EVs enables the elucidation of new mechanisms of interest to
human health, suggesting new therapeutic potentials. In this work, we explored the adhesive
characteristic of EVs for in vitro applications, investigating their adsorption on glass surfaces using
super-resolution microscopy and proposing a novel method for utilizing common laboratory materials
for advanced applications. We investigated the detailed characteristics of EVs from breast cancer cells
through proteomics, observing a clear difference in protein composition between hypoxic and normoxic
vesicles. In cellular studies, the self-signaling of hypoxic EVs favored cell invasion under optimal oxygen
conditions. In co-culture models using cells from the tumor microenvironment, we verified that hypoxic
EVs act to recapitulate the cellular phenotype, maintaining cell cohesion in tumor and promoting a pro-
tumoral microenvironment. Scaling up the study for potential therapeutic applications, we investigated
the internalization of model EVs by human B cells ex vivo, corroborating previous findings in primate

models and enabling further advancements in pharmacokinetic and biodistribution studies.

Keywords: extracellular vesicles; breast cancer; molecular biology.
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APRESENTAGAO DA TESE

O estudo da biologia basica e aplicada de vesiculas extracelulares (EVs)
vem ganhando interesse da comunidade cientifica nos ultimos vinte anos como
estruturas cruciais na comunicacao intercelular, afetando uma miriade de doencas
como o cancer e gerando potenciais aplicagdes terapéuticas importantes. Dentro
deste contexto, investigagbes em pequena escala sobre as principais caracteristicas
de tipos especificos de EVs s&o essenciais para a elucidagdo de novos
conhecimentos aplicaveis a saude humana. Nesta tese, apresentamos os resultados
de projetos desenvolvidos entre 2019 e 2024 pela autora no Laboratério de Bioquimica
e Biologia Molecular (UFSCar), com periodo sanduiche realizado no Witwer
Laboratory (Johns Hopkins University School of Medicine), que visaram aprofundar os
conhecimentos sobre EVs no cancer de mama e em possiveis aplicacdes
terapéuticas. O conteudo dessa tese sera separado em seis capitulos, a fim de melhor
discutir os tépicos abordados.

O primeiro capitulo estabelece os fundamentos tedricos das vesiculas
extracelulares, fornecendo uma visdo geral abrangente de sua biogénese,
composi¢cao e fungbdes bioldgicas como base para compreensdo dos préximos
capitulos. No segundo capitulo, investigamos a adsor¢cdao de EVs em superficies
vitrias, permitindo seu uso em ensaios celulares. No terceiro capitulo, descrevemos
as caracteristicas de EVs secretadas por células tumorais de mama em condigdes de
hipoxia por meio de técnicas de analise em larga escala, junto de métodos bioquimicos
e biomoleculares.

O quarto capitulo demonstra o papel de vesiculas extracelulares tumorais
hipoxicas na invasao tumoral, sob o contexto do cancer de mama triplo-negativo, e a
influéncia da oxigenacdo na resposta mediada por vesiculas. No quinto capitulo,
descrevemos um modelo de estudo do microambiente tumoral in vitro, utilizando um
sistema de co-cultura em fluxo que permite a avaliagéo de respostas individualizadas
e sistémicas de quatro linhagens celulares distintas.

Por fim, o sexto capitulo examina como EVs se associam a células do
sangue de primatas ndo-humanos e de doadores humanos ex vivo, delineando os
mecanismos de internalizagao celular e suas aplicagdes clinicas e terapéuticas em

potencial.
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CAPIiTULO 1 - INTRODUGAO AS VESICULAS EXTRACELULARES

1.1 HISTORICO

Supdbe-se que todas as células conhecidas sejam capazes de secretar
estruturas contidas por membranas, que sdo chamadas vesiculas extracelulares (EV)
(Welsh et al.,, 2024). Essas estruturas foram descritas primariamente como
responsaveis pela depuracgao de residuos celulares, mas hoje sabe-se de sua fungéo
na comunicagao entre células distantes em organismos mais complexos (Couch et al.,
2021; van Niel; D’Angelo; Raposo, 2018).

EVs sdo conhecidas pelo menos desde 1940, quando Chargaff e West
identificaram particulados que reduziam drasticamente o tempo de formacido de
coagulos sanguineos, e que posteriormente foram denominadas “proteinas
tromboplasticas” (Chargaff, 1945; Couch et al., 2021). Em 1967, Wolf processou
sangue por centrifugagéo diferencial, um método no qual o sobrenadante passa por
sucessivas etapas de centrifugacgao, e identificou materiais infinitamente menores que
plaquetas denominados de “poeira plaquetaria” (Couch et al., 2021; Wolf, 1967). Em
seguida, em 1971, o termo “microvesiculas” foi criado por Crawford, que descobriu
mediante imageamento a natureza lipidica das particulas e seu potencial de
carreamento de biomoléculas, como o ATP (Couch et al., 2021; Crawford, 1971).

Neste periodo de novas descobertas, inUumeros termos foram cunhados

para identificar o que eram, em esséncia, EVs: “vesiculas de matriz®, “particulas virus-
simile”, “exosomos”, “corpos apoptoéticos”, “microparticulas”’, “ectossomos’,
“‘migrassomos”, dentre outros (Couch et al., 2021; Welsh et al., 2024). Termos
acessorios, como vesiculas intraluminais (ILV) e corpos multivesiculares (MVB),
também foram estabelecidos nessa mesma época.

Estudos mais aprofundados sobre a biologia e potencial de EVs
comegaram a ser realizados a partir da década de 1980, mas o crescente interesse
na area ocorreu no final do século XX, com a descoberta de que EVs provenientes de
linfocitos B seriam capazes de apresentar antigenos (Couch et al., 2021; Raposo et
al., 1996). Em seguida, verificou-se que EVs de células dendriticas tém o potencial de
serem vacinas anti-tumorais em modelos murinos (Zitvogel et al., 1998). Desde entao,
EVs foram descritas em praticamente todos os niveis filogenéticos, por multiplos
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Capitulo 1 — Introducéo as Vesiculas Extracelulares

grupos ao redor do mundo, gerando uma grande quantidade de informacdes
complementares e, muitas vezes, divergentes sobre as particulas estudadas (Théry
et al., 2018).

Devido a essas dificuldades, em 2011 foi criada a Sociedade Internacional
de Vesiculas Extracelulares (ISEV), uma organizagdo com intuito de unificar o campo
e avancar o estudo de EVs globalmente. Uma das missdes do ISEV é a regulamentar
os estudos de EVs ao redor do mundo, que é feito através da publicacdo do MISEV —
Minimal Information on the Study of Extracellular Vesicles, que esta atualmente em
sua terceira edi¢ao (Lotvall et al., 2014; Théry et al., 2018; Welsh et al., 2024). Nele,
pesquisadores formam um consenso para estabelecer definicbes, discutir
requerimentos para caracterizagao, e criar um guia para que as pesquisas envolvendo
EVs sejam reproduziveis e aplicaveis mundialmente. O MISEV2023, publicado
recentemente, contou com a participacao da autora desta tese no comité cientifico
(Welsh et al., 2024).

1.2 DEFINIGAO E BIOGENESE

A definicdo mais recente de EVs refere-se a particulas secretadas por
células que sao delimitadas por uma camada bilipidica, e que ndo conseguem se auto-
replicar por ndo conterem um nucleo funcional (Welsh et al., 2024). EVs sdo capazes
de conter moléculas bioativas dentro de seu lumen, inseridas na membrana ou
associadas a ela, formando uma corona proteica que confere as particulas identidades
distintas (Wolf et al., 2022). EVs podem ser formadas por diversas vias de biogénese,
cada qual gerando particulas com caracteristicas unicas que também variam
conforme o tipo e as condi¢gdes das células de origem (van Niel et al., 2022).

A via de biogénese mais conhecida e estudada é a via endossomal. Nela,
um endossomo se diferencia em corpos multivesiculares (MVB) ao gerar brotamentos
de sua membrana, criando vesiculas intraluminais (ILV) que podem ser formadas por
mecanismos dependentes ou independentes do complexo ESCRT (complexos
endossomais de organizagcdo necessarios para transporte). O MVB se ancora a
membrana plasmatica celular através do complexo SNARE (receptores da proteina
associada ao sinaptossoma) e se funde a ela, liberando as ILVs ao ambiente
extracelular (Figura 1) (van Niel et al., 2022; van Niel; D’Angelo; Raposo, 2018). A via
endossomal geralmente leva a sintese de pequenas vesiculas extracelulares (SEV),
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com diametro entre 50 e 150 nm, que séo enriquecidas em marcadores endossomais
como ALIX, ESCRT-I/II/IIl e sintenina (Mathieu et al., 2019; van Niel et al., 2022).

Figura 1 — Biogénese de Vesiculas Extracelulares
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FONTE: Van Niel et al., 2018 (traduzido).

Em escala menor, a via endossomal também interfere na biogénese por
brotamento de membrana. Neste processo, moléculas que foram organizadas por
endossomos de triagem precoces sdo encaminhadas por endossomos de reciclagem
a superficie celular para serem enclausuradas em vesiculas (van Niel; D’Angelo;
Raposo, 2018). O brotamento é formado pela ativagdo em conjunto de lipidios, actina
e enzimas dependentes de Ca?*, que geram uma assimetria na membrana
fosfolipidica e favorecem a formacgao da vesicula. A biogénese por brotamento leva a
vesiculas com diametro entre 100 e 1.000 nm, enriquecidas com marcadores lipidicos
como a fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina, e proteicos como actina e anexina
(Figura 1) (Mathieu et al., 2019; van Niel; D’Angelo; Raposo, 2018).
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Células também podem secretar vesiculas como corpos apoptoticos,
derivados do processo de segmentagao do corpo celular durante o processo de morte
programada. Apds estimulo para apoptose, a célula ativa uma cascata proteolitica
dependente de caspases, que promove a clivagem de componentes celulares e a
degradacgdo por células fagocitarias. Ao final do processo, corpos apoptoticos
contendo fragmentos subcelulares n&o-digeridos de diversos tamanhos (500 nm - 2
pMm) sao liberados (Battistelli; Falcieri, 2020). A formagao de corpos apoptoticos € um
processo estocastico que pode também ser formado em uma estrutura de cachos,
com pequenas vesiculas conectadas entre si por flamentos de membrana (Atkin-
Smith et al.,, 2015). Apos a liberagdo das vesiculas, elas podem atuar como
sinalizadores intercelulares ou participar de mecanismos de depuragao de células
imunes (Atkin-Smith et al., 2015).

1.3 NOMENCLATURA E CARACTERISTICAS

EVs sdo descritas na literatura por uma variedade de nomenclaturas,
parcialmente devido a convengdes pré-estabelecidas nos grupos de pesquisa, por
equivocos conceituais ou para a utilizagdo de um termo em voga que potencialize o
impacto da publicagdo. O termo “exossomo” €, talvez, o mais problematico, sendo
utilizado de forma indiscriminada por multiplos autores que n&o apresentavam
comprovagao de biogénese por via endossomal, mas considerando-o o decantado
resultante de uma ultracentrifugacao por 18 horas a 100.000 x g (Kowal et al., 2016).
Entretanto, multiplas particulas podem ser co-precipitadas em preparagdes
submetidas a ultracentrifugacdo, como no caso de agregados proteicos e
microdominios lipidicos (lipid rafts) para meios de cultivo, e HDL e LDL no caso do
sangue (Théry et al., 2018). Além disso, diversas subpopula¢des de EVs apresentam
sobreposicao de didametro, massa e densidade, tornando preparagdes puras de um
tipo especifico de EV praticamente impossiveis (Figura 2) (Mathieu et al., 2019; Welsh
etal., 2024). A aplicacao correta do termo “exossomo” pode ser observada em células
vivas, por meio de tecnologias como pHIluorin, um marcador sensivel a alteragdes do
pH, que permitiu o imageamento de ILVs, MVBs, e a secrecdo de exossomos
associadas ao processo de migracao celular (Sung et al., 2020).

A fim de evitar que nomenclaturas especificas sejam usadas sem o devido

rigor cientifico, o MISEV sugere o consenso de que o termo “vesiculas extracelulares”
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seja aplicado de forma generalizada e, e caso a particula tivesse alguma caracteristica
determinante — como, por exemplo, ser isolada sob condi¢des de hipdxia, esta poderia
ser incluida na nomenclatura desde que propriamente descrita no texto (Théry et al.,
2018; Welsh et al., 2024). Portanto, nesta tese manteremos a convengao vigente e
iremos identificar as amostras como “vesiculas extracelulares” ou “EVs”, independente

de sua descrigdo inicial.

Figura 2 — Diversidade de Tamanhos e Densidades de Nanoparticulas
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distintos e densidades similares, demonstram a complexidade do isolamento de populagdes puras de
EVs. FONTE: Mathieu et al., 2019 (traduzido).

Outro ponto fortemente sugerido pelo MISEV é a caracterizagao de EVs
isoladas de preparacbes biologicas. Sendo EVs particulas nanoscopicas, seu
isolamento geralmente envolve decantados de dificil visualizacdo, e torna-se
necessario estimar a quantidade de particulas, estabelecer a presengca de EVs e
averiguar componentes contaminantes a preparagao. A caracterizacédo de EVs utiliza-
se de diversos métodos generalistas, como western blotting e microscopia eletrénica,

mas também pode envolver tecnologias mais refinadas como nanocitbmetros e
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sensores para particulas unicas, ou SP-IRIS. O consenso € que métodos ortogonais
e complementares sejam aplicados para determinar as principais caracteristicas da
amostra, visto que a composicao e concentracdo de EVs pode variar a cada preparo
(Welsh et al., 2024).

1.4 TECNICAS PARA ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE EV

Preparagdes de EV podem ser isoladas de amostras bioldgicas através de
meio de cultura condicionado, biofluidos ou tecidos sdlidos. Multiplos métodos foram
descritos para tal, incluindo ultracentrifugagdo diferencial (dUC), filtragdo e
ultrafiltracao, precipitagdo com PEG (polietilenoglicol), gradiente de densidade (DG),
imunoprecipitacao (IP), cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC) e fracionamento
assimétrico sob fluxo (AF4). Vale ressaltar que o uso de kits para separacao de EVs
€ desencorajado, visto que o alto rendimento das preparagdes € frequentemente
atrelado ao uso de polimeros generalistas, que interagem com multiplos componentes
da preparagéao e frequentemente co-precipitam contaminantes (Welsh et al., 2024).

Os métodos escolhidos para separar EVs deve levar em consideragao (1)
o tipo de material inicial, (2) a especificidade do método, e (3) a eficacia de
recuperagcao da amostra apos isolamento (Brennan et al., 2020; Welsh et al., 2024).
Certas metodologias de alta recuperagao e baixa especificidade, como a precipitacéo
com PEG, nado sao indicadas para a separagado de EVs do sangue pois podem co-
precipitar particulas plaquetarias, colesterol e agregados proteicos (Brennan et al.,
2020). Da mesma forma, o uso de métodos altamente especificos e com baixa
recuperagdo, como a imunoprecipitacdo, nao é indicado para amostras raras por
reduzir as chances de recuperagao do preparo (Théry et al., 2018). Atualmente é
recomendado que dois ou mais métodos sejam utilizados in tandem para propiciar
preparac¢oes mais limpas (Welsh et al., 2024).

Nesta tese, demonstramos o uso de multiplos métodos para isolamento de
EVs do meio de cultura de duas linhagens celulares: centrifugacao, filtracdo sob fluxo
tangencial, ultrafiltragdo e cromatografia de exclusdo por tamanho (ver 2.3.1) e
ultracentrifugacao diferencial e filtragao (ver 3.3.2). As amostras obtidas em ambos os
casos foram caracterizadas conforme as normas do MISEV vigentes na época de

experimentagéao.
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1.5 EVS E CANCER: DO DIAGNOSTICO AO TRATAMENTO

A pesquisa sobre EVs no contexto do cancer foi iniciada com a investigagao
de neoplasias causadas por virus na década de 1970 (Couch et al., 2021). Desde
entdo, o entendimento sobre a biologia basica das EVs associou essas particulas a
todas as etapas do desenvolvimento e progressao tumoral, sugerindo sua utilizagéo
como alvos diagnaosticos, progndsticos e terapéuticos (Xu et al., 2018).

A complexidade do tecido tumoral provém principalmente de mecanismos
de adaptagdo ao estresse, que utilizam a maquinaria de biogénese de EVs como
tentativa de enfrentamento as condigdes adversas (Kucharzewska; Belting, 2013). A
liberacdo de EVs no cancer é aumentada em relacédo ao tecido saudavel e pode ser
influenciada por fatores como ativacao celular, alteragcdes de pH, hipdxia, irradiacao,
lesdes, exposigcao a proteinas do sistema complemento e estresse celular, gerando
diferengas em sua composi¢cdo biomolecular (Xu et al., 2018). Dessa forma, EVs
apresentam papel crucial em processos caracteristicos do cancer, como respostas
inflamatodrias, angiogénese, linfogénese, transi¢cao epitélio-mesenquimal, metastase,
supressdo do sistema imune, migragéo, invasao e proliferagao celular (Xu et al.,
2018).

Devido a essas caracteristicas, a carga biomolecular de EVs passou a ser
investigada para determinagao de biomarcadores em potencial (Santiago-Dieppa et
al., 2014). Em teoria, um bom biomarcador deve ser especifico para um unico tipo de
tumor e deve ser detectavel universalmente em estagios pré-metastaticos, utilizando
técnicas minimamente invasivas (Xu et al., 2018). Na realidade, painéis de
biomarcadores vém se tornando mais eficientes que biomarcadores unicos por
englobarem multiplas categorias de biomoléculas, de proteinas a miRNA, aumentando
a eficacia do diagnéstico (Lin et al.,, 2022). A deteccao clinica desses painéis é
frequentemente associada a bidpsias liquidas, que permitem o monitoramento de
pacientes antes e durante o tratamento através de amostras de biofluidos como
sangue, urina e saliva (Xu et al., 2018).

Além do grande potencial diagnéstico, EVs podem ter também uso
terapéutico. Sua composicao similar a célula de origem confere as EVs baixa
imunogenicidade, o que reduz respostas imunolégicas como anafilaxe, liberacao de
citocinas, neutralizacdo de atividade bioldgica, reacdo cruzada com componentes

proteicos e reagdes imunes tardias (Kim et al., 2024). Além disso, a modificacdo de
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células para expressdo de marcadores de interesse geralmente promove a
transferéncia desse componente para EVs, criando uma via estavel de transferéncia
de biomoléculas entre diferentes compartimentos. Essa abordagem é bastante
explorada atualmente para transporte RNAs e proteinas para uma célula alvo ou para
favorecer a internalizacdo de EVs mediante modificacdo de componentes de
membrana (Herrmann; Wood; Fuhrmann, 2021). Ambos os potenciais terapéuticos e
diagnosticos de EVs séo refletidos na area oncoldgica, em estudos especializados
atualmente em andamento ao redor do mundo. Em acesso em 15/08/2024 na
plataforma ClinicalTrials.gov, 229 estudos clinicos sobre EVs foram encontrados, dos

quais 48 tém cancer como foco de estudo e, dentre eles, 7 estdo em fases I-lll.

1.6 CONCLUSAO

O avanco no estudo de vesiculas extracelulares permite que novas
abordagens investigativas de doengas importantes para a saude humana, como o
cancer, sejam desenvolvidas. Ao compreendermos mais sobre as fungdes correlatas
a EVs, como a comunicacéo intercelular e a regulacédo do microambiente, € possivel
que novos alvos sejam detectados com potencial terapéutico bem como

biomarcadores diagnosticos.
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CAPIiTULO 2 - ADSORGAO DE VESICULAS EXTRACELULARES EM VIDRO
PARA ENSAIOS BIOLOGICOS

2.1 INTRODUGCAO

EVs sao particulas especialmente adesivas devido a sua carga geralmente
negativa e presenga de moléculas adesivas, como integrinas, que aumentam sua
afinidade molecular (Jimenez et al., 2019). Multiplos estudos investigaram
mecanismos especificos de adesdo de EVs a materiais, geralmente na tentativa de
reduzir sua perda durante a estocagem e/ou manipulacéo, visto que EVs costumam
aderir-se até em plasticos de baixa adesao (Evtushenko et al., 2020; Ge et al., 2014;
Gorgens et al., 2022). Entretanto, a imobilizagcéo direta de EVs em materiais como o
vidro pode permitir o avango de técnicas como a microscopia de fluorescéncia, e
propiciar sua aplicagdo em ensaios biomoleculares como a inibicdo da adesdo em
coating de EV (Altei et al., 2020).

Tradicionalmente, EVs sao capturadas para imageamento utilizando
reagentes de afinidade molecular, como anticorpos especificos para biomarcadores
vesiculares (Reynolds et al., 2023; Singh et al., 2023). Alguns novos kits disponiveis
comercialmente também permitem a imobilizagdo de EVs em chips, permitindo sua
caracterizagao por técnicas como SP-IRIS e microscopia de super-resolugcao (SRM)
(Daaboul et al., 2016; Huang et al., 2020). Frequentemente utilizados em preparagdes
celulares, laminas e laminulas de vidro podem também ser recobertas com poli-L-
lisina (PLL) ou poli-D-lisina (PDL), aminoacidos poliméricos com carga catiénica que
aumentam a captura de particulas negativamente carregadas (Altei et al., 2020; Yu et
al., 2022).

A imobilizacdo nao-especifica de EVs pode ser especialmente valiosa para
microscopia de fluorescéncia, visto que a técnica de SRM evoluiu para permitir a
caracterizagao semi-quantitativa multiplex de moléculas unicas em EVs isoladas, o
que permite maior enriquecimento de detalhes sobre a heterogeneidade de EVs
(Schurz et al., 2022). Por essa razao, investigamos diversos aspectos da imobilizagao
de EVs em superficies vitrias para imageamento, testando sua aderéncia direta em
laminulas de vidro borossilicato e quartzo e, adicionalmente, verificando se o pré-
recobrimento da superficie com PLL aumenta a imobilizagdo de EVs. Também
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examinamos as condigdes de meios de montagem para imageamento em SRM, a fim
de determinar se EVs imobilizadas no vidro poderiam ser utilizadas em analises de
interagao celulares.

Para tal, utilizamos uma variedade de EV modelo, derivada de células
Expi293F com dupla marcacdo EGFP-Nluc, determinada pelo plasmideo pLenti-
palmGRET apés transfeccédo baseada em lipidios das células em cultivo (Driedonks
et al., 2022; Wu et al., 2020). A expressao de EVs fluorescentes (Aem = 489 nm, Aexc
=510 nm) é realizada mediante a N-palmitoilacdo do peptideo na membrana interna
das EVs, gerando particulas estaveis para experimentos in vitro e in vivo (Driedonks
et al., 2022; Rodriguez et al., 2023). Além disso, a sintese de EVs com fluorescéncia
intrinseca é superior ao uso de marcadores lipofilicos por evitar a formagao de micelas
e residuos, o que gera falsos-positivos em ensaios de imagem (Loconte et al., 2023).

O conteudo descrito neste capitulo foi desenvolvido durante o estagio da
autora na Universidade Johns Hopkins School of Medicine e os resultados obtidos

foram recentemente submetidos para publicacdo (Anexo A).

2.2 OBJETIVO

Examinar a interacao entre vesiculas extracelulares e diferentes superficies

vitreas por meio de microscopia de super-resolugdo dSTORM.
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2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Cultivo e Transfeccao de Expi293F-palmGRET para Separacao de EVs

O sistema de expressdo Expi293™ (#A14635, Gibco) foi utilizado para
producéo de EVs modelo. Células Expi293F, alteradas a partir da linhagem mamaria
HEK293 (0,3 x 10° a 0,5 x 108 células/ml) foram cultivadas em suspensdo em meio de
expressao Expi293, em frascos Erlenmeyer agitados a 100 rpm na estufa a 37 °C, 8%
COo. Para transfecgao estavel, a suspensao celular foi ajustada para a concentragéo
de 3 x 108 células/ml com meio fresco. O reagente Expifectamine™ 293 foi diluido em
OptiMEM | Reduced Serum Media (Gibco) seguindo as instru¢gbes do fabricante e
incubado por 5 minutos em temperatura ambiente. O plasmideo pLenti-palmGRET
(Figura 3) foi diluido em OptiMEM para conter 1 ug de DNA para cada ml de cultura
(Wu et al., 2020). Ambas as diluigdes em OptiMEM foram combinadas por 15 minutos
em temperatura ambiente e adicionadas gentilmente aos frascos em agitacdo. Apds
18-22 horas de incubacédo a 37 °C, 8% CO2, adicionamos a mistura dos dois
enhancers a cultura, que permaneceu em incubacio por mais dois dias. No terceiro

dia, o meio condicionado foi coletado para separagao de EVs (Driedonks et al., 2022).

Figura 3 — Mapa do Plasmideo pLenti-palimGRET
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O meio foi centrifugado a 300 x g por 5 minutos para remogao das células
suspensas e a 2.000 x g por 20 minutos antes de ser filtrado por um sistema com
membrana de poros 0,22 um (Corning). O meio condicionado foi concentrado 10
vezes com dois cassetes de filtracdo sob fluxo tangencial (Vivaflow® 50R TFF
cassettes, Sartorius), e concentrado mais 4 vezes por ultrafiltracdo (Centricon Plus 70
Ultracel® PL-100, Merck Millipore) a 4.000 x g, 20 minutos, em temperatura ambiente.
Apos eluicdo a 1.500 x g por 2 minutos, as amostras foram separadas por SEC
utilizando colunas qeEV10 70nm (iZON) em 12 fracbes com PBS. As amostras
enriquecidas em EVs foram concentradas com filtros Amicon 15 Ultra RC — 10 kDa
MWCO (Merck Millipore), e estocadas a -80 °C.

2.3.2 Western Blotting

Células Expi293F-palmGRET foram coletadas e lavadas duas vezes com
PBS a 2.500 x g, 5 minutos, antes de serem lisadas com tampao RIPA (#9806, Cell
Signaling Technology) por 1 hora no gelo, vortexando a cada 15 minutos. O lisado
celular foi centrifugado a 14.000 x g por 15 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi
coletado em novo tubo e quantificado por método BCA (ver 2.3.3.1). Aliquotas das
fracbes da SEC (10 pl) foram lisadas com tampao RIPA por 10 minutos em
temperatura ambiente e misturadas com tampao de amostra redutor (#39000,
Thermo-Fisher Scientific) ou nao-redutor (#39001, Thermo-Fisher Scientific) por 5
minutos a 100 °C. Em seguida, foram aplicadas a géis Criterion TGX (4-15% pre-cast,
18 wells; Bio-Rad) junto do padrao proteico Spectra™ Multicolor Broad Range Protein
Ladder (#26634, Thermo-Fisher Scientific). A corrida de eletroforese em tampao
Tris/glicina/SDS (#1610772, Bio-Rad) foi realizada sob voltagem constante a 100 V
por 1,5 horas e a documentagao dos géis stain-free foi realizada no imageador Gel
Doc EZ imager (Bio-Rad). As proteinas foram transferidas para membranas de PVDF
(iBlot™ 2 Transfer Stacks, Invitrogen) no sistema iBlot™ 2 Gel Transfer Device
(Invitrogen), utilizando o programa: 20 V por 1 minutos; 23 V por 4 minutos; 25 V por
2 minutos. As membranas foram bloqueadas com 5% leite em PBST por pelo menos
1 hora em temperatura ambiente sob agitacdo. Os anticorpos primarios foram diluidos
em tampao de bloqueio e incubados por 16-18 horas a 4 °C sob agitacdo. Para
caracterizacao de EVs, foram utilizados os anticorpos para CD63 (1:3.000, #556016,
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BD), CD9 (1:3.000, #312102, BioLegend), sintenina (1:1.000, #133267, Abcam), ALIX
(1:1.000, #186429, Abcam) e calnexina (1:1.000, #22595, Abcam). As membranas
foram lavadas quatro vezes com 5% leite em PBST por 5 minutos sob agitagéao e
expostas ao anticorpo secundario apropriado (m-lgGk BP-HRP, 1:5.000, #616102,
Santa Cruz; ou Mouse anti-Rb 1gG HRP, 1:5.000, #2327, Santa Cruz) por 1 hora em
temperatura ambiente, sob agitacdo. As membranas foram lavadas quatro vezes com
PBST e expostas por 60 segundos ao substrato SuperSignal™ West Pico ECL
(Thermo-Fisher Scientific) antes de revelagdo no equipamento iBright 1500

(Invitrogen).

2.3.3 Quantificagao Proteica

2.3.3.1 Método BCA

Lisados celulares foram quantificados utilizando o kit BCA™ Protein Assay
(Thermo-Fisher Scientific), mediante comparagcdo a uma curva padrdo com
concentragdes conhecidas de soroalbumina bovina (BSA, 0 - 2.000 ug). Uma solugéo
contendo acido bicinconinico (BCA) foi misturada seguindo as instrugdes do fabricante
(50 partes de tampéo A para 1 parte de solugdo de cobre B) e aplicada junto as
amostras em uma placa de 96 pog¢os, na proporcao 1:1 (v/v). Apds incubagao por 30
minutos a 37 °C, as placas foram analisadas em espectrofotdmetro sob densidade
optica de D.O.se2 nm (SpectraMax iD5, Molecular Devices). A concentragao proteica
em pg/ml foi calculada mediante aplicagdo da equacéo da reta obtida pela curva
padrdao, ajustada ao fator de diluicdo da amostra. Resultados validos foram

considerados se R? > 0,990.

2.3.3.2 Método microBCA

A quantificag&o proteica de EVs foi realizada com o kit microBCA™ Protein
Assay (Thermo-Fisher Scientific). Amostras de vesiculas foram lisadas em SDS
(dodecil sulfato de sédio, 2%) e diluidas em agua deionizada na proporg¢ao 4:150 (v/v).
Em paralelo, mantivemos uma curva padrao de BSA com concentragdes variando de
0-16 ug. A solucao de BCA foi misturada na proporcao de 25 partes de tampao A, 24
partes de intensificador B e 1 parte de solugcéo de cobre C antes de aplicacao junto as

39



Capitulo 2 — Adsorgéo de Vesiculas Extracelulares em Vidro para Ensaios Biol6gicos

amostras em placa de 96 pogos (150 ul/pogo). Apds incubagao por 2 h a 37 °C, as
placas foram analisadas em espectrofotdmetro sob densidade 6ptica de D.O.s562 nm
(SpectraMax iD5, Molecular Devices). A concentragao proteica em ug/ml foi calculada
mediante aplicagdo da equagao da reta obtida pela curva padréo, ajustada ao fator de

diluigdo da amostra. O resultado foi considerado fidedigno se R? 2 0.990.

2.3.4 Nanocitometria de Fluxo

A concentracdo de particulas, distribuicdo de tamanho e incidéncia de
EGFP (%) de EVs de Expi293F-palmGRET foi realizada utilizando o Nanocitdbmetro
NFCM Flow NanoAnalyzer (NanoFCM Co., Ltd). O sistema foi inicializado pelo
alinhamento dos lasers e calibragdo do equipamento com nanoparticulas
fluorescentes de silica de 250 nm (2.19 x 100 particulas/ml, #QS2503, NanoFCM)
para concentracido de particulas, e com coquetel de nanoesferas pré-misturadas de
silica com populag¢des de nanoparticulas monodispersas com diametros de 68 nm, 91
nm, 113 nm e 155 nm (#516M-Exo, NanoFCM). O branco foi realizado com PBS.
Amostras de EV foram diluidas 1:1.000 (v/v) em PBS e aspiradas por 60 segundos
antes da aquisicdo do sinal de particulas utilizando pressado constante de 1 kPa e
frequéncia entre 1.500 e 10.000 eventos/minuto. Sinais de side scattering e EGFP,
concentragao de particulas e dispersao de tamanho foram calculados no software
NanoFCM Professional Suite V2.0.

2.3.5 Detecgdo de Imagens de Refletancia Interferométrica de Particula Unica —
SP-IRIS

Chips do kit de tetraspaninas humanas (EV-TETRA-C, Lote
NV221653001D, versao EV-RGT-02, Unchained Labs) foram pré-escaneadas no
equipamento Exoview Analyzer (Unchained Labs) antes do inicio do ensaio. EVs de
Expi293F-palmGRET (4 x 108 particulas/ml) em 35 ul de solugdo de incubagéo foram
aplicados ao topo dos chips e mantidos overnight em temperatura ambiente, protegido
da luz. Utilizando o lavador de chips CD100 e o programa CW-TETRA, os chips foram
lavados e incubados com anticorpos CD63 e CD81 seguindo as recomendacdes do
fabricante. Os chips foram movidos para rampas com 45° de angulagdo para
drenagem e transferidos para um lengo absorvente para secagem completa. Os chips
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foram inseridos no Exoview Analyzer para analise de colocalizagdo no software do

equipamento.

2.3.6 Microscopia Eletronica de Transmissao — TEM

EVs (1:20, v/v) foram adsorvidas em grids de cobre de malha 400
revestidas com carbono por 2 minutos e o excesso foi removido. Os grids foram
lavados por flutuagédo em trés gotas de PBS por 1 minuto cada, seguidos de marcagao
negativa com duas gotas consecutivas de acetato de uranila 1% com tilose (1% UAT
em agua deionizada, filtrada duplamente em filtro com poro 0,22 ym). Os grids foram
secos e aspirados rapidamente para cobrir a amostra com uma fina camada de
marcador. A visualizagdo das imagens foi realizada no microscépio eletrébnico de
transmissao Hitachi 7600, operando a 80 kV com a camera AMT XR80 CCD (8
megapixels), sob aumentos de 30.000x a 120.000x.

2.3.7 Preparagao de Camara de Cultura em Laminula para Imobilizagao de EVs

Camaras de cultura em laminula Schott D 263® (u-Slide 8 Well high Glass
Bottom, #80807, ibidi) foram recobertas com 300 ul de solugdo de poli-L-lisina (0,1%
PLL em H20 (w/v), Sigma-Aldrich) e incubadas por 16-18 horas a 4 °C. O residuo de
coating foi removido por duas lavagens com DPBS (Gibco). EVs de Expi293F-
palmGRET (4 x 108 particulas/ml em DPBS, 300 ul por pogo) foram utilizadas para
recobrir 0s pogos pré-incubados com PLL e pogos limpos, sem PLL. As camaras foram
incubadas por 16-18 horas a 4 °C, protegidos da luz. No dia seguinte, os pogos foram
lavados com DPBS duas vezes (300 ul por poco) e preenchidos com 300 ul de DPBS
ou 100 pl de meio de montagem VECTASHIELD® (Vector Laboratories). Camaras
foram mantidas a 4 °C até o momento da analise. Trés repeticoes independentes com

duplicatas técnicas foram realizadas.

2.3.8 Preparacgao de Laminulas para Imobilizagao de EVs

Laminulas de vidro borossilicato (Carolina Cover Glasses, Circle 12 mm,
Thickness 0.13-0.17 mm, #NC9537307, Carolina Science & Math) e de quartzo
(910mm x 0.25mm thick, #26010, Ted Pella) foram lavadas em etanol 70% e secas
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antes do uso. As laminulas foram incubadas acima de uma gota de 30 pl de diluigao
de EV (4 x 108 particulas/ml) em Parafilm M (Amcor) overnight a 4 °C, protegido da
luz. As laminulas foram lavadas duas vezes com DPBS e montadas em laminas
histoldgicas utilizando o meio de montagem VECTASHIELD® (Vector Laboratories).
As laminas foram seladas (CoverGrip Coverslip Sealant, #23005, Biotium) e mantidas
a 4 °C até o momento da analise. O experimento foi conduzido com duas laminulas
por grupo, em trés repeti¢cdes independentes, utilizando duas preparacdes de EVs

distintas.

2.3.9 Microscopia de Reconstrugio Otica Estocastica Direta — dSTORM

A técnica de dSTORM foi realizada no microscopio de super-resolucao
Nanoimager (ONI), utilizando o software NimOS. A calibragao do sistema foi realizada
utilizando beads detectadas pelos lasers 405/473/532/635 nm com a lente de imersao
em oleo de 100x. A calibragdo do mapeamento do canal foi considerada satisfatoria
se atingida boa qualidade de cobertura de pontos. As amostras foram avaliadas em
trés locais randomicamente selecionados (79,28 ym x 49,43 um), utilizando 2.000
frames, 30 ms de exposicado e abertura numérica de 1,4. A intensidade de laser foi
otimizada para cada amostra. A analise espacial pds-aquisicdo e estatistica foi
realizada no software CODI (alto.codi.bio), utilizando o aplicativo “clustering and
counting” para corregao de curso, agrupamento de populagbes, e contagem de
particulas. Imagens de campo aberto foram adquiridas em zoom 1x, e imagens

reconstituidas foram adquiridas em zoom 6x-8x.

2.3.10 Isolamento de Células B

Amostras de sangue de Macaca nemestrina (NHP) foram diluidas em
solugao salina balanceada de Hank (HBSS, 1:1, v/v) e aplicadas a tubos SepMate ™-
15 (IVD) contendo meio de gradiente de densidade Percoll® (#17-0891-01, Cytiva). Os
tubos foram centrifugados a 1.200 x g por 10 minutos para separagao trifasica do
sangue, com as células mononucleares (MNC) na fragao superior. As MNCs foram
transferidas a tubos novos, lavadas com HBSS e centrifugadas a 300 x g por 8
minutos. As células foram tratadas com tampao de lise de hemacias (tampéao de lise
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ACK, NH4ClI 0,83%, KHCO3 0,1%, EDTA 0,03%) por 10 minutos a 37 °C, lavadas com
HBSS e centrifugadas a 300 x g por 8 minutos. As células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) foram ressuspendidas em tampao de sele¢éo gelado (BSA 0,5% e
EDTA 2 mM em PBS) e misturadas a CD20 MicroBeads (20%, #130-091-105, Miltenyi
Biotec) por 15 minutos a 4 °C. Amostras foram diluidas em tampao de selegao,
centrifugados a 300 x g por 8 minutos e ressuspendidos em tamp&o antes da aplicagéo
em colunas MS (#130-042-201, Miltenyi Biotec) para separagdo magnética utilizando
MiniMACS™ (Miltenyi Biotec). Células B foram coletadas em tubos conicos,
centrifugados a 300 x g por 8 minutos e cultivados em meio RPMI 1640 10% FBS 1%

penicilina/estreptomicina por até dois dias em placas de 6 pogos, a 37 °C, 5% CO..

2.3.11 Adesao de Células B em Coating de EV

Camaras de cultura em laminula (ibidi) foram recobertas com 300 pl de PLL
0,1% por 2 horas a 4 °C, e lavadas com DPBS. Uma suspenséao de EVs a 4 x 108
particulas/ml em DPBS foi utilizada para recobrir os pogos overnight a 4 °C, protegidos
da luz. Como controle negativo, utilizamos pogos recobertos com BSA-PBS 1%. O
excesso de coating foi removido por duas lavagens com 300 ul de DPBS, e ligagbes
nao-especificas foram bloqueadas com 300 pl de BSA-PBS 1% por 1 hora a 37 °C.
Células B (1 x 10° células em 300 ul de meio RPMI 1640 10% FBS, Gibco) foram
aplicadas em cada pocgo e incubadas a 37 °C, 5% COg, por 1 hora. Células nao
aderidas foram removidas com trés lavagens de DPBS (300 ul por pogo) antes da
fixagdo com paraformaldeido (PFA 4%) por 10 minutos em temperatura ambiente. Os
pocos foram lavados duas vezes com DPBS, permeabilizados com Triton X-100 0,1%
por 5 minutos, e lavados novamente com DPBS. O citoesqueleto de F-actina foi
marcado com Phalloidin-iFluor 647 (200 pl/pogo, diluido 1:1.000 em PBS; #176759,
Abcam) por 1 hora no escuro, e o excesso de marcador foi lavado duas vezes com
DPBS. Os pogos foram recobertos com meio de montagem Prolong Diamond Antifade
com DAPI (#P36962, Invitrogen) e selados com Parafilm M (Amcor) para analise no
Nanolmager (ONI). Seis imagens de sitios aleatérios foram adquiridas sob aumento
de 20x por microscopia confocal, no equipamento Zeiss 880 Airyscan FAST (Carl
Zeiss). A contagem de células foi realizada por meio de mascara para nucleos,
utilizando o programa FIJI (Imaged) (Schindelin et al., 2012). O experimento foi
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conduzido em duas ocasifes independentes, utilizando pogos duplicados por grupo

em cada repetigao.

2.3.12 Analise Estatistica

A presenga de outliers foi verificada utilizando o método ROUT (robust
regression followed by outlier identification) (Motulsky; Brown, 2006). Foram
realizados testes de normalidade de D’Agostino & Pearson omnibus K2 para
determinacgao da distribuicdo gaussiana. Dados paramétricos foram analisados por
teste t ndo-pareado ou ANOVA one-way com teste de multiplas comparagdes de
Tukey, e dados n&o-paramétricos foram avaliados pelo teste de Mann-Whitney.
Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente relevantes. A andlise
estatistica e os graficos foram executados no programa GraphPad Prism (v. 10.0.1
(170)).
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2.4 RESULTADOS
2.4.1 Caracterizagao de EVs de Expi293F-palmGRET

Células Expi293F foram cultivadas inicialmente em frascos de 125 ml e,
apos trés subcultivos, foram expandidas para 3 litros de cultura. A transfecgao foi
realizada em uma suspenséo celular com aproximadamente 2.78 x 10° células e, apos
trés dias, essa populagdo atingiu 3,83 x 10° células no total. A eficiéncia de
transfeccao foi determinada por microscopia de fluorescéncia, sob filtro 488 nm, nos
dias 1 e 3 de transfeccédo (Figura 4A). Apos a confirmacédo da fluorescéncia em

amostras celulares, o meio condicionado foi coletado para separagao de EVs.

Figura 4 — Caracterizagao de EVs de Células Expi293F-palmGRET

A Transfection of Expi293F cells B "[pt 9906/78.7% EGFP* c o )
P2 2676/ 21.3% EV size dispersion
Day 0 Day 1 100k {aiy

1.0x10°

8.0x10%

FITC-A

6.0x10%

4.0x10%

Concentration (particles/ml)

2.0%108
104
0.0
. GFP 40 60 80 100 120 140 160 180 200
T eeule
F a SS-A
D SP-IRIS Colocalization @
& o ; G
w00 cost s 8¢ SEC fechions Expi293F-palmGRET EV
£ > 1234567 89101M1
5 Seore| o g TEM SRM
® g CANX
L 2000
5=
©
5 1000 I cD9 /")
o .
o IR
® =« 4o ¥ a a a cD63
©o «© w «© w W w
[=] [=] G
6 6 8 8 g & 8 e ]
2 2 % »
2 y
6 &6 o 8 Syntenin
3
a
E o H | Protein quantification

Nanoluciferase
1200

2.0%10%
CD63

900
1.5x10°

600
1.0x10°

Protein (ug/ml)

300
5.0%107

Luminescence [RLU]

0
0.0

1234567289101
SEC fractions

FANMTOVONDOO T
-

oL
>
w SEC fractions

A - Transfecgao de células Expi293F com pLenti-palmGRET acompanhada por microscopia de
fluorescéncia (barra de escala: 50 ym). B - Intensidade de fluorescéncia de EVs por analise de
nanocitometria de fluxo. C - Dispersdo do tamanho de particulas obtida por nanocitometria de fluxo;
D - Co-localizacdo de EVs com CD81 e CD63 por SP-IRIS; E - Rastreamento de particulas Unicas por
SP-IRIS, com controle negativo de marcagao MIgG; F - Detecgao por western blotting de calnexina
(CANX), CD9, CD63 e sintenina de fragbes obtidas por cromatografia de exclusao de tamanho (SEC),
comparados ao lisado (Lys) e EVs. G - Imagens de EVs por microscopia eletrénica de transmisséo
(TEM — barra de escala: 100 nm) e super-resolugéo (SRM — barra de escala: 50 nm). H -
Luminescéncia relativa de amostras de SEC contendo EVs. | - Quantificacdo proteica de fracbes de
SEC e EVs. FONTE: Bianca C. Pachane, 2023.
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A separacido de EVs de células Expi293F-palmGRET ocorreu conforme
descrito anteriormente, com resultados similares (Driedonks et al., 2022). As fragdes
enriquecidas com EVs (1-4) foram combinadas para avaliagcdo de nanocitometria de
fluxo, onde verificamos a concentragdo de 4.65 x 10" particulas/ml e a incidéncia de
78.7% de particulas EGFP* (Figura 4B). A dispersao de tamanho de EVs teve pico em
76 nm (Figura 4C). O perfil de tetraspaninas foi confirmado por microarray, com a
expressao de CD81, CD63 e EGFP (Figura 4D-E). Por western blotting, identificamos
as proteinas CD9, CD63, sintenina e calnexina com os perfis adequados: baixo
enriquecimento da proteina especifica do reticulo endoplasmatico, calnexina; e alto
enriquecimento de biomarcadores de EVs (Figura 4F). As EVs foram visualizadas por
microscopia eletrébnica de transmissdo (TEM) e super-resolugdo (SRM),
demonstrando tamanho, morfologia e fluorescéncia normais (Figura 4G). Conforme
descrito anteriormente, altos niveis de luciferase soluvel foram encontrados em
fracdes tardias da SEC, que também sdo abundantes em proteinas, em comparacao
a menor taxa de luciferase e proteinas em fragdes de EV (Figura 4H-1). Os dados
essenciais deste preparo foram depositados na plataforma EVTRACK, sob o ID
EV240144 (Van Deun et al., 2017).

2.4.2 Eficacia da Imobilizagao de EVs em Vidro

Utilizando o protocolo descrito na Figura 5A, verificamos que EVs podem
ser imobilizadas tanto em vidro borossilicato, quanto em vidro de quartzo. Para
contagem de particulas, cada laminula foi imageada em pelo menos seis sitios
randdmicos por dSTORM, e submetida ao software CODI para agregamento dos
sinais dos multiplos planos para identificacdo de EVs individualizadas. A contagem de
particulas detectou em média 59,62 + 17,67 agregados em laminulas de quartzo e
289,7 + 172,3 agregados em laminulas de borossilicato, indicando uma diferenca
estatistica significativa na imobilizacdo de EVs (p < 0.0001) (Figura 5B). A inspecéao
das imagens renderizadas indicam a densidade das particulas por plano e confirmam

os dados da quantificagao de particulas (Figura 5C).

2.4.3 Uniformidade da Imobilizagdo de EVs com PLL
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Utilizando a camara de cultura de 8 pogos montada acima de uma laminula
de borossilicato Schott D 263, avaliamos os requerimentos do pré-tratamento do vidro
com PLL e da utilizacdo de meios de montagem para melhorar a imobilizagéo e
visualizagdo de EVs na laminula. O desenho experimental, que seguiu o diagrama
disposto na Figura 6A, nos permitiu avaliar que o meio de montagem (MM) n&o é
necessario para estabilizar amostras para SRM que apresentam o pré-
condicionamento com PLL, mas sim para amostras que utilizam apenas EVs
adsorvidas diretamente no vidro (Figura 6B). Este resultado sugere que o PBS é um
meio viavel para imersdo de amostras em camaras de cultivo para dSTORM, se

utilizado junto do pré-condicionamento da superficie com PLL.

Figura 5 — Imobilizagéo de EVs em Laminulas de Vidro Borossilicato e de Quartzo
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A - Diagrama da preparagao de laminulas cobertas com EV para imageamento por SRM. B -
Contagem de particulas adsorvida em laminulas de quartzo e borossilicato, analisadas no
software CODI (alto.codi.bio). Valor estatisticamente relevante de p disposto no grafico. C -
Imagens renderizadas de dSTORM, mostrando a abundancia de EVs (verde) em aumento de
60x e zoom 2x (barra de escala: 20 um). FONTE: Pachane et al. (submetido).

Verificamos também que EVs sdo capazes de aderirem ao vidro
borossilicato mesmo sem adigdo de PLL: sem PLL, verificamos 157,3 + 144,9
particulas por sitio, enquanto que com PLL, temos 78,83 + 45,26 agregados por sitio.
Entretanto, apesar de vermos um aumento na adsor¢ao de EVs na condigdo sem PLL,

seu alto desvio padrao (variando de >50 a 300 particulas por sitio) sugere que o PLL
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uniformiza a imobilizacdo de EVs no vidro. Imagens representativas das imagens
renderizadas indicam a densidade das particulas por sitio, confirmando os dados de

quantificagcédo de particulas (Figura 6C).

Figura 6 — Imobilizagéo de EVs em Camaras de Cultivo em Laminula de Borossilicato
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A - Diagrama da preparagao de camaras de cultura em laminula recobertas com EVs para
imageamento por SRM. B - Contagem de particulas adsorvidas em borossilicato recoberto com EVs
ou PLL e EVs, sob imersdo em PBS ou meio de montagem (MM). Analise do software CODI
(alto.codi.bio) com valores estatisticamente relevantes de p dispostos no grafico. C - Imagens
renderizadas de dSTORM com particulas individualizadas de Expi293F-palmGRET EV (verde),
obtidos em aumento de 60x e zoom de 2x (barra de escala: 20 um). FONTE: Pachane et al.
(submetido).

2.4.4 Interacao de Células B com EVs Imobilizadas em Vidro

Um ensaio biologico foi realizado para validar a aplicagcdo de EVs
imobilizadas em vidro, utilizando uma metodologia previamente aplicada no qual
células foram permitidas a interagir com o coating de EV por 1 hora (Altei et al., 2020).
Neste ensaio, utilizamos células B primarias de primatas ndo-humanos (Macaca

nemestrina, NHP), que estavam sendo utilizadas para outros testes (Figura 7A). A
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concentracéo de EVs de 4 x 108 particulas/ml foi escolhida a partir de uma série de
diluicdes (Figura 7B), e foi comparada subsequentemente a um controle negativo
(BSA-PBS 1%). Apesar de certas células terem se ligados aos pogos dos controles
negativos, houve um aumento de 3,3x da adesao de células B em pogos recobertos
com EV (Figura 7C). A ligacao das células ao coating também foi confirmado por SRM
(Figura 7D).

Figura 7 — Adesao de Células B em Coating de EVs
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A - Desenho do ensaio de adesao a EVs. B - Otimizagdo da densidade de EVs imobilizada no vidro
(verde), em imagens renderizadas de dSTORM obtidas em aumento de 60x e zoom de 2x (barra de
escala: 20 um). C - Contagem média de células aderidas ao controle negativo (1% BSA-PBS) e
coating de EV ap6s 1 hora de incubagéo. Grafico em violino com valor de p disposto acima da barra
comparativa. D - Imagens reconstituidas de dSTORM do ensaio de adesao, mostrando EVs (verde) e
células B (vermelho) (barra de escala: 20 um). FONTE: Pachane et al. (submetido).
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2.5 DISCUSSAO

Recentemente, a descrigdo de um novo plugin para contagem de particulas
utilizando imagens padrdao de microscopia de fluorescéncia demonstrou que a
imobilizagdo de EVs ocorre de forma similar em |aminas de vidro de quartzo
tradicionais e carregadas positivamente (Schurz et al., 2022). Testamos se resultados
similares poderiam ser encontrados em laminulas de vidro de quartzo e de
borossilicato padrao utilizando a técnica dSTORM para verificar a disposicao das
particulas. Utilizando EVs EGFP*, verificamos aumento da mobilizacdo de EVs em
laminulas de vidro borossilicato que em quartzo, sugerindo que o uso de laminulas de
vidro comerciais € viavel para analises em que as EVs precisam ser adsorvidas por
uma superficie amérfica. Também verificamos que o uso de PLL para pré-tratamento
das laminulas de borossilicato ndo € essencial, mas auxilia na uniformidade da
distribuicdo de EVs pela superficie. Nossos resultados sugerem que o coating de PLL
pode contribuir para a ligagdo de EVs em locais onde a superficie do vidro néo é tao
homogénea, criando um potencial eletrostatico que permite a adesdo de EVs
(Schermelleh et al., 2019). Em paralelo, observamos que o meio de montagem
comercial ndo é essencial para analise por SRM, podendo ser substituido por PBS
para estocar as amostras de microscopia sob imersao por curtos periodos. Em nossa
pesquisa, ndo encontramos outros estudos que investigaram a necessidade do PLL
para imobilizacdo de EVs em superficies vitreas, e poucos avaliaram a interagao de
EVs com diferentes materiais para analises funcionais.

A preparacao das amostras para aplicagdes especificas, como microscopia
TIRF (total internal reflection fluorescence) e dSTORM, geralmente requer materiais
refinados que melhorem a transmitancia optica sem comprometer o valor da
rugosidade da superficie ou sua resisténcia quimica (Schermelleh et al., 2019). O
quartzo é considerado um material superior para transmitancia éptica, entretanto seu
alto ponto de amolecimento (1.500 °C) propicia um material mais delicado e custoso
(Tang et al., 2021). Uma alternativa comercial € a laminula tradicional de vidro, feita
de vidro borossilicato de alta qualidade e estando disponivel em diversos tamanhos e
espessuras (por exemplo, de 0,09 a 0,25 mm). A maior parte das laminulas de vidro
sdo adequadas para microscopia, especialmente se tratadas com PLL na preparacao
para adesao celular (Mazia; Schatten; Sale, 1975). Verificamos que EVs se ligam mais

eficientemente ao vidro borossilicato que ao quartzo por dSTORM, sugerindo que este
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material pode ser utilizado no desenvolvimento de novos produtos focados em

técnicas de microscopia altamente especificas.

2.6 CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que a imobilizagdo de EVs para técnicas de
imageamento altamente especificas podem ser realizadas utilizando materiais padréo
de laboratério, como laminulas de vidro. Essa aplicagdo simples a microscopia de alta
resolugao, particularmente ao dSTORM, expande as possibilidades de métodos e
aplicagcées que podem utilizar SRM. Além disso, em conjunto com a similaridade
observada na manutengao das amostras por PBS e meio de montagem, verificamos
que € possivel preparar amostras para SRM com materiais mais baratos de forma

equivalente a opcdes mais refinadas.
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CAPIiTULO 3 - CARACTERIZAGAO DE VESICULAS EXTRACELULARES
HIPOXICAS DE CELULAS TUMORAIS DE MAMA TRIPLO-NEGATIVAS

3.1 INTRODUGCAO

3.1.1 Cancer: Definicoes e Caracteristicas

Chamamos de céncer um conjunto de doengas decorrentes da
desestabilizagdo gendmica das células, causando a perda de homeostase celular
(Hanahan; Weinberg, 2000). Céanceres sdo caracterizados por comportamentos
celulares determinantes, que propiciam o surgimento e desenvolvimento de tumores.
Conforme compilado por Hanahan e Weinberg, as caracteristicas determinantes do
cancer incluem a sustentacdo de sinalizagdo para proliferacdo, evasao de
supressores de crescimento, resisténcia a morte celular, ativacdo de imortalidade
replicativa, indugao e acessibilidade a vasculatura, ativagao de invasao e metastase,
reprogramacao do metabolismo celular e evasao de destruicdo pelo Sistema Imune
(Hanahan; Weinberg, 2000, 2011). Recentemente, caracteristicas que possibilitam o
desenvolvimento tumoral foram propostas para complementar este conceito, como
ativagcdo da plasticidade fenotipica, reprogramacédo epigenética n&o-mutacional,
microbiotas polimérficas e senescéncia celular (Figura 8) (Hanahan, 2022).

As caracteristicas do cancer sdo uma generalizagdo do que é visto na
clinica e na pesquisa basica: células tumorais surgem a partir de fatores genéticos,
hereditarios ou ambientais, que levam a perda do seu funcionamento saudavel. A
célula tumoral passa a se comportar de forma agressiva, proliferando-se
constantemente e criando um tecido proprio mediante modulagdo do microambiente
tumoral e das células adjacentes (Hanahan, 2022). Com a progressao da doenga, as
células periféricas ao tumor sao reprogramadas para trabalhar em funcédo dele,
permitindo a criacdo de células associadas ao tumor incluindo macrofagos (TAM),
fibroblastos (CAF) e adipdcitos (CAAs). Além disso, ha o estimulo para a modulagao
do metabolismo e formacao de novos capilares sanguineos, mediante estimulacao de
células endoteliais pelo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (Taware et
al., 2020).
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Figura 8 — Caracteristicas Determinantes do Cancer
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Diagrama das caracteristicas determinantes do cancer, atualizado para incluir novos tépicos
emergentes e possibilitadores da doenga. FONTE: Traduzido de Hanahan, 2022.

Apesar dos esforcos na formacdo do tecido tumoral, a perda da
homeostase do tecido sugere que o tecido tumoral funcione de forma subdtima. A
angiogénese tumoral é pouco eficaz, pois a presenca constante de fatores proé-
angiogénicos é disruptiva a maturagdo de novos vasos sanguineos, gerando uma rede
de nutricdo vascular ineficiente que resulta em escassez nutricional e hipdxia (Lugano;
Ramachandran; Dimberg, 2020). Com o estabelecimento da hipdxia intratumoral,
severas respostas adaptativas sdo despertadas e resultam na diferenciacao de
fenodtipos heterogéneos, o que contribui para o aumento da agressividade do tumor
(Rundqvist; Johnson, 2013; Taware et al., 2020). Esse processo € comum em tumores

sélidos, como no caso dos adenocarcinomas mamarios (Nagini, 2017).

3.1.2 Introdugao ao Cancer de Mama

Dentre todos os tipos de cancer conhecidos, a neoplasia mais incidente
mundialmente é o cancer de mama, sendo responsavel por 11,6% de todos os novos
casos globais com 2,3 milhdes de diagndsticos (Siegel et al., 2023). O Instituto
Nacional de Cancer (INCA) estima que 74 mil novos casos serao detectados no Brasil
no triénio 2023-2025, contabilizando o segundo tipo de cancer mais incidente em
mulheres, atras somente de tumores de pele ndo-melanoma (Estimativa 2023, 2023).
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Os casos de cancer de mama estdo em constante crescimento desde os
anos 2000, resultante parcialmente das melhorias no diagndstico e pelo aumento da
exposic¢ao a fatores de risco (Siegel et al., 2023). O diagndstico precoce de neoplasias,
especialmente para pessoas com histérico familiar de cancer ou portadoras de
mutacdes em oncogenes como brcal e brca2, permite o tratamento do tumor em
estagio pré-metastatico, o que consequentemente reduz seu indice de mortalidade
(Mavaddat et al., 2019; Siegel et al., 2023). Entretanto, fatores de risco como
exposi¢ao prolongada a horménios, consumo de alcool e obesidade também podem
facilitar seu surgimento (Jara et al., 2017; Nagini, 2017).

Tumores solidos de mama sao classificados com base na expressao
imunohistoquimica de trés receptores hormonais: progesterona (PR), estrogénio (ER)
e receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2). A categorizagéo
de tumores em luminal A (HER2/ER* ou PR"), luminal B (ER*/PR/Ki67*), HER2
positivo (HER2*/ER/PR") ou triplo-negativo (HER2/ER/PR") é essencial para o
direcionamento terapéutico, o qual geralmente envolve drogas inibidoras dos
receptores mais expressos (Orrantia-Borunda et al., 2022). Cada subtipo de tumor
mamario apresenta suas caracteristicas unicas e predisposicdo a metastase variadas
(Figura 9) (Harbeck et al., 2019).

Figura 9 — Subtipos de Cancer de Mama e suas Caracteristicas
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Diagrama adaptado e traduzido com as principais caracteristicas dos subtipos de cancer de mama.
FONTE: Harbeck et al., 2019.

No caso do cancer de mama triplo-negativo (TNBC), que nao expressa
nenhum receptor hormonal e corresponde a 15% dos casos clinicos, o alto indice de

reincidéncia (40%) é resultado de sua insensibilidade a terapia hormonal (Altei et al.,

54



Capitulo 3 — Caracterizacdo de Vesiculas Extracelulares Hipdxicas de Células Tumorais de Mama
Triplo-Negativas

2022). Mais prevalente em mulheres com menos de 40 anos, afro-descendentes ou
que apresentam mutagdes dos genes brca?-2, os tumores triplo-negativos sdao mais
heterogéneos e agressivos, 0 que aumenta suas chances de metastase (Orrantia-
Borunda et al., 2022). Atualmente, o tratamento do TNBC n&o possui terapia
direcionada especifica, e os tumores sdo majoritariamente tratados com quimioterapia

utilizando antraciclinas e taxanos (Altei et al., 2022).

3.1.3 Papel das EVs no Cancer de Mama

No cancer de mama, particularmente no TNBC, o desenvolvimento e
progressao dos tumores sao atrelados a agao e fungado de EVs secretadas pelo tecido
neoplasico (Quail; Joyce, 2013). Conforme discutido no Capitulo 1, tumores utilizam
as vias de secrecdao de EVs como forma de escape ao estresse nutricional e
metabdlico, o que aumenta sua secrecdo em comparacdo a células em tecidos
saudaveis (King; Michael; Gleadle, 2012; Kucharzewska; Belting, 2013). Além disso,
a reducao da disponibilidade de oxigénio devido a proliferagcdo continua e baixa
eficiéncia da vasculatura tumoral, com subsequente estabelecimento de hipdxia,
estimula ainda mais a secrecao de EVs e interfere diretamente em sua composicao
(de Jong et al., 2012; King; Michael; Gleadle, 2012; Zhang et al., 2021).

A importancia de EVs no cancer de mama é conhecida desde o final do
século XX, quando componentes importantes para a invasdo tumoral foram
detectados em vesiculas, como a enzima MMP-9 e a integrina 1 (Dolo et al., 1998).
Além disso, verificou-se a correlagao positiva entre o conteudo proteolitico de EVs
tumorais e o potencial invasivo do tumor originario (Dolo et al., 1998). Com isso, a
hipotese de que EVs tumorais seriam potenciais indicadores do progndéstico tumoral
foi investigada. Além dessa fungao, EVs tumorais de mama ja foram implicadas em
multiplas etapas da tumorigénese, especialmente na migracédo celular, processo
fundamental para o surgimento de metastases (Sung et al., 2020).

Com base nessas informacdes, buscamos a caracterizagdo abrangente do
nosso objeto de estudo: EVs isoladas de uma linhagem modelo de TNBC,
denominada MDA-MB-231, sob situacao de hipdxia atmosférica a 1% Oz (i.e., SEVh).
Essas amostras foram comparadas em relacdo a particulas separadas de células
cultivadas sob condigées normais (~20% Oo, i.e.: SEVn), conforme as recomendacdes
do MISEV (Théry et al., 2018; Welsh et al., 2024). Realizamos a analise do proteoma
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das EVs, e padronizamos as condi¢cdes para futuras analises de seus lipidomas e

metabolomas. Os resultados descritos neste capitulo foram publicados em periddico

indexado, em conjunto aos resultados do Capitulo 4 (Pachane et al., 2022) (Anexo B).

3.2 OBJETIVOS

Fornecer uma caracterizagdo abrangente de vesiculas extracelulares
derivadas de células MDA-MB-231 cultivadas em hipoxia, comparando-as com EVs

isoladas sob condi¢gdes normodxicas.

3.2.1 Objetivos Especificos

e Efetuar o isolamento de EVs do meio condicionado de células MDA-MB-
231 por meio de ultracentrifugacéao diferencial e filtragao;

e Caracterizar vesiculas extracelulares tumorais de mama triplo-negativas
isoladas em hipdxia e normdxia conforme as recomendacdes do MISEV;

e Comparar o proteoma de vesiculas extracelulares tumorais de hipdxia e
normoxia;

e Padronizar a preparagcdo de amostras de EVs para analises

metabolémica e lipidémica.
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3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Cultivo Celular

Células de adenocarcinoma mamario triplo-negativo humanos da linhagem
MDA-MB-231 (ATCC® CRM-HTB-26™) foram cultivadas em meio Eagle modificado
por Dubecco (DMEM) com glicose (i.e., DMEM suplementado com D-glicose [4,6 g/L],
piruvato de sodio [1 mM] e FBS [soro fetal bovino, 10%]). As células foram mantidas
entre passagens 50 e 80 em frascos de cultivo a 37 °C, em atmosfera com 5% CO>
com jaqueta de agua (Model 3110 Spectrum Series Il Water Jacket CO2, Thermo-
Fisher Scientific).

Estoques celulares foram mantidos sob criogenia em FBS/DMSO
(dimetilsulfoxido, 9:1, v/v) e seu cultivo foi estabelecido mediante descongelamento
de amostras em frascos de cultivo, os quais foram incubados por 12-18 horas para
adesao em monocamada. O meio foi substituido no dia seguinte e as células foram
mantidas até atingirem confluéncia de = 90%, quando foram submetidas ao repique
com breve exposic¢ao a tripsina-EDTA 0,1%, seguida de bloqueio com meio de cultivo.
A suspensao celular foi coletada, centrifugada a 1.200 rpm por 5 minutos e o
decantado foi ressuspendido em meio de cultivo. Uma aliquota foi misturada ao
corante trypan blue 0,4% (Sigma-Aldrich) na proporcéao 1:1 (v/v) e aplicada em laminas
para contagem automatizada (TC20 Automated Cell Counter, Bio-Rad). Para cultivo,
108 células foram semeadas em frascos de 75 cm? utilizando 10 ml de meio e repiques

foram realizados a cada 3-4 dias.

3.3.1.1 Ensaio de Deteccédo de Mycoplasma por Hoechst 33258

Para manutencao do controle de qualidade de cultivo, células foram
rotineiramente submetidas para deteccao de Mycoplasma por microscopia de
fluorescéncia, utilizando o corante Hoechst 33258 (Young et al., 2010). Duas mil
células foram semeadas em placas de 96 pogos em meio de cultivo e incubadas para
adesao por 24 horas em estufa a 37 °C, 5% CO-. O meio foi retirado e as células foram
fixadas com solugao metanol-acido acético (3:1, v/v) em temperatura ambiente por 10
minutos. A placa foi deixada aberta por 2 minutos para secagem antes da adicdo de
Hoechst 33258 (0,5 pg/ml, Sigma-Aldrich) por 30 minutos, em temperatura ambiente,
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no escuro. Apos trés lavagens em tampé&o fosfato salino (PBS), as células foram
visualizadas em microscopio de fluorescéncia (Zeiss Vert.A1, software AxioVision Rel
4.8, Carl Zeiss) utilizando o filtro DAPI, nos aumentos de 20x e 40x. Células

contaminadas com Mycoplasma foram descartadas.

3.3.2 Separacgao de Vesiculas Extracelulares

O plaqueamento de células MDA-MB-231 para separagcao de EVs foi
realizado em meio livre de vesiculas exdgenas. Para tal, aliquotas de FBS foram
centrifugadas a 100.000 x g por 18 h a 4 °C, utilizando frascos especificos para o rotor
Type 45 Ti (#355622, Beckman Coulter) da ultracentrifuga Optima XE-90 (Beckman
Coulter). O sobrenadante depletado (UC-FBS) foi coletado e filtrado duplamente (0,22
pMm) sob condi¢gdes estéreis. O meio de plagueamento consistiu em DMEM
suplementado com D-glicose (4,6 g/L), piruvato de sodio (1 uM) e UC-FBS (10%).

Células MDA-MB-231 (2 x 10° células/ml) foram semeadas em frascos
T150 contendo 20 ml de meio de plagueamento e mantidas por 24 horas em
incubadoras a 37 °C, 5% CO, sob condi¢des atmosféricas normoxicas (~20% O2) ou
hipdxicas (1% O2; H35 Hypoxystation, Don Whitley). Apos lavagem com PBS, o meio
foi substituido por OptiMEM | Reduced Serum Medium (Gibco) e os frascos foram
retornados as suas respectivas condi¢gdes atmosféricas por 48 horas. O meio
condicionado (CM) foi coletado em tubos cénicos e mantidos a 4 °C para
processamento imediato. As células de trés frascos aleatérios foram contadas como
controle de isolamento.

O isolamento de EVs foi realizado por ultracentrifugacao diferencial (Théry
et al., 2006). O CM foi centrifugado em quatro etapas: (1) 200 x g por 5 minutos a 4
°C (rotor F-35-6-30, centrifuga 5430R; Eppendorf); (2) 2.000 x g por 25 minutos a 4 °C
(rotor F-35-6-30, centrifuga 5430R; Eppendorf); (3) 10.000 x g por 30 minutos a 4 °C
(rotor Type 45 Ti, ultracentrifuga Optima XE-90; Beckman Coulter); e (4) 150.000 x g
por 2 horas a 4 °C (rotor Type 45 Ti, ultracentrifuga Optima XE-90; Beckman Coulter).
Os decantados das etapas (2), (3) e (4), correspondentes as vesiculas extracelulares
grandes (LEV), médias (MEV) e pequenas (SEV), foram ressuspendidos em PBS e
re-centrifugados em suas respectivas condicées. Ao final, as vesiculas foram

ressuspendidas em PBS filtrado e estocadas em -80 °C (Figura 10).
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Figura 10 — Isolamento de EVs por Ultracentrifugagao Diferencial
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Diagrama experimental produzido em BioRender.com, com setas circulares indicando
etapas de centrifugagdo. FONTE: Bianca C. Pachane (2023).

3.3.3 Analise de Rastreamento de Nanoparticulas — NTA

A contagem de particulas e disperséao de tamanho de amostras de EV
foram realizadas no equipamento Nanosight NS300 (Malvern Panalytical) com o
software NTA (versao 2.3, build 0033). EVs foram diluidas em agua ultrapura (1:1.000
a 1:4.000) e injetadas no médulo de analise com auxilio de uma seringa de 1 ml. O
movimento browniano das particulas foi analisado por meio de cinco capturas de 60
segundos, utilizando os parametros a seguir: screen gain: 2.0, camera level: 14, blur:
auto, max jump distance: 14.6, min track length: auto. O processamento dos dados foi

realizado com screen gain de 10.0 e limiar de detecgao de 4.0.

3.3.4 Microscopia Eletronica de Transmissao — TEM

Seguindo a metodologia derivada de (Théry et al.,, 2006), EVs foram
diluidas em PBS (1:2, v/v) e depositadas sobre grids de cobre recobertos com formvar
e carbono (Ted Pella) por 20 minutos, em temperatura ambiente. A amostra foi fixada
no grid com 2% PFA-PBS por 20 minutos em temperatura ambiente, e lavada
extensivamente com agua deionizada. Os grids foram expostos a solugao de acetato
de uranila (4%, pH 4) em metilcelulose (2%) por 10 minutos, no escuro e em gelo. Em
seguida, as amostras foram secas em temperatura ambiente overnight. Os grids foram
recobertos com uma fina camada de ouro para visualizagao no microscopio eletrénico
de transmissao FEI TECNAI G? F20 HRTEM, em aumento de 40.000x.
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3.3.5 Western Blotting Qualitativo

Amostras de lisados celulares e EVs (10 pg) foram misturadas em tampao
Laemmli (Tris 0,2 M; SDS 4%; glicerol 200 g/L; DTT 0,16 M; bromophenol blue 0,2
mg/ml; pyronin Y 0,2 mg/ml) em condi¢des redutoras (1:4, v/v) e desnaturadas a 100
°C por 5 minutos. Em seguida, as amostras foram aplicadas a géis SDS-PAGE 10%
junto do padrao proteico Precision Plus Protein™ Dual-Color (Bio-Rad), e corridos em
tampéao de corrida para eletroforese a 100 V por cerca de 2 horas. As proteinas do gel
foram transferidas para membranas de nitrocelulose (0,45 um, Bio-Rad) em sistema
umido (Tris 2,5 mM, glicina 2 M, metanol 20% [v/v]; pH 7,6) por 2,5 horas a 100 V, 4
°C. A confirmagéo da transferéncia foi realizada mediante coloragédo da membrana
com Ponceau S por 2 minutos, seguido de descoragdo com agua destilada para
documentagao utilizando o equipamento ChemiDOC™ XRS™ (Bio-Rad).

As membranas foram bloqueadas com BSA 3% em tampé&o Tris salino com
Tween® 20 (TBST) por pelo menos 1 hora sob agitacdo, em temperatura ambiente. A
caracterizagao de EVs foi realizada com quatro proteinas de interesse (Tabela 1). Os
anticorpos primarios foram diluidos em BSA-TBST 3% e expostos as membranas por

18 horas, em agitagao, a 4 °C.

Tabela 1 — Anticorpos Primarios Utilizados em Western Blotting Qualitativo

Alvo Diluicao Fabricante Cédigo
ALIX 1:1.000 Abcam 186429
Calnexina 1:1.000 Cell Signaling mAb 2679
CD63 1:1.000 Abcam 59479
Flotilina-1 1:1.000 BD Biosciences 610820

FONTE: Pachane et al., 2022.

As membranas foram lavadas quatro vezes com TBST por 5 minutos em
agitagcao e expostas por 1 hora em temperatura ambiente aos anticorpos secundarios
conjugados com HRP, diluidos em leite desnatado (5%) em TBST, especificos para
deteccdo dos primarios produzidos em coelho (Goat anti-Rb, diluigao 1:10.000,
#97051, Abcam; e diluigao 1:15.000, #205718, Abcam) ou camundongo (Goat anti-
Ms, diluigao 1:10.000, #97040, Abcam). Apds quatro lavagens de 10 minutos em
agitagdo no TBST, as membranas foram reveladas mediante exposi¢cdo aos
substratos Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-Rad) e SuperSignal™ West Femto
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(Thermo-Fisher Scientific) por 2 minutos. A reagdo de quimilouminescéncia foi
documentada (ChemiDoc™ XRS®, Bio-Rad) e as membranas foram processadas no

software ImagelLab (Bio-Rad).

3.3.6 Protedmica

3.3.6.1 Extracao de Proteinas

Trés preparagdes diferentes de SEV isoladas em normoxia (SEVn) ou
hipéxia (SEVh) contendo aproximadamente 200 ug de proteinas foram aplicadas a
colunas Amicon®Ultra 0.5 (3000 NMWL, Millipore) e concentrados a 14.000 x g por 30
minutos a 4 °C. Apds eluicdo das amostras a 1.000 x g por 2 minutos a 4 °C, as
mesmas foram re-quantificadas por método microBCA (ver 2.3.3.2) e misturadas ao
surfactante RapiGest SF (0,2%, Waters) a 80 °C por 15 min. Em seguida, as amostras
foram incubadas com ditiotreitol (DTT 100 mM, Bio-Rad) por 30 minutos a 60 °C, e
com iodocetamida (IAA 300 mM, GE) por 30 minutos em temperatura ambiente. Os
peptidios foram digeridos com tripsina (0,05 pg/ul) em bicarbonato de aménio 50 mM

por 18 horas a 37 °C, transferidos para frascos MS, liofilizados e mantidos a -80 °C.

3.3.6.2 Protebmica Label Free por LC-MS

O extrato de peptideos foi ressuspendido em 20 mM de formiato de ambnio
(pH 10) e separados no sistema de LC NanoElute (Bruker Daltonik) acoplado ao
espectrometro de massa hibrido TIMS-quadrupolo TOF (timsTOF Pro, Bruker
Daltonik) (Meier et al., 2018). Como fonte de ionizagao, utilizamos o nano-eletrospray
Captive Spray (Bruker Daltonik).

Para corridas longas de gradiente (i.e., 2 horas), os peptideos foram
separados em coluna Aurora de fase reversa (25 cm x 75 ym ID, 1,9 ym, lon Opticks)
sob fluxo de 300 nl/min em compartimento aquecido a 50 °C. A coluna foi equilibrada
com 4 volumes de reagente A antes do uso. A analise de proteomas completos a partir
de amostras digeridas foi realizada em gradiente linear, iniciando com 2% do tampao
B e subindo em incrementos lineares para 17% de B em 60 minutos, 25% de B em 30
minutos, 37% de B em 10 minutos, e 95% B em 10 minutos. O reagente B foi mantido

constantemente a 95% por 10 minutos.
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O espectrbmetro de massas foi operado em modo PASEF dado-
dependente (Meier et al., 2015) com 1 survey TIMS-MS e 10 PASEF MS/MS scans
por ciclo de aquisicdo. NOs analisamos a dispersdo da mobilidade de ions de 1/Ko =
1,6 a 0,6 cm?/V.s usando tempos iguais de acumulagdo idnica e rampa no analisador
TIMS a 100 ms cada. lons precursores adequados para analise por MS/MS foram
isolados em uma janela de 2 Th para mz <700 e 3 Th para m/z > 700, ao rapidamente
trocar a posicdo do quadrupolo in tandem com a eluicdo dos precursores no
equipamento de TIMS. A energia de colisdo foi reduzida em steps com a fungéo do
aumento da mobilidade idnica, iniciando em 20 eV para 1/Ko = 0,6 cm?/V.s e 59 eV
para 1/Ko = 1,6 cm?/V.s. As informacdes de mobilidade idnica e m/z foram utilizadas
para excluir ions precursores de carga unica com um filtro poligonal, além de
utilizarmos a “exclusao dindmica” para evitar o re-sequenciamento de precursores que
atingiram o “valor alvo” de 20.000 a.u. A dimensdo da mobilidade idnica foi calibrada
de forma linear utilizando trés ions do Agilent ESI LC-MS tuning mix (m/z, 1/Ko:
622,0289, 0,9848 cm?/V.s.; 922,0097, 1,1895 cm?/V.s.; e 1221,9906, 1,3820 cm?/V.s.).

3.3.6.3 Processamento de Dados e Bioinformatica

Os espectros gerados em MS foram processados com o arquivo em
formato FASTA do banco de dados UniProt Complete HUMAN Proteome (The UniProt
Consortium, 2019) utilizando o programa MaxQuant (Tyanova; Temu; Cox, 2016).
Apos identificacdo dos espectros, proteinas reversas e dados incompletos foram
excluidos pela ferramenta Perseus (Tyanova et al., 2016), bem como proteinas
encontradas em até 50% dos brancos (n=8). Os dados de intensidade dos picos foram

normalizados por contagem de ions totais.

intensidade de pico individual
T|C= TEneace go peo] (1)
% intensidade de pico total

Na plataforma MetaboAnalyst (Pang et al., 2022), os dados foram
transformados em -log1o, dimensionados por método de Pareto e submetidos a andlise
estatistica univariada, utilizando teste t paramétrico e fold-change. A analise do
componente principal (PCA) foi aplicada para validar os componentes de variancia

entre as amostras.

62



Capitulo 3 — Caracterizacdo de Vesiculas Extracelulares Hipdxicas de Células Tumorais de Mama

Triplo-Negativas

Os dados estatisticamente relevantes foram distribuidos em graficos
heatmap (GraphPad Prism v. 9.3.1) e a analise de enriquecimento, junto da criagéo
de redes neurais, foi desenvolvida nas bases de dados String-DB (Szklarczyk et al.,
2023) e Reactome (Milacic et al., 2024). As taxas de descobertas falsas (FDR) foram
consideradas como requerimentos de confianga para analises de enriquecimento. Os
dados de protedmica foram depositados no consoércio ProteomeXchange
(http://proteomecentral.proteomexchange.org, acesso em: 07/04/2024) pelo
repositorio parceiro PRIDE (Perez-Riverol et al., 2022), sendo identificado pelo cédigo
PXD035244.

3.3.7 Lipidomica

A extracdo de lipidios de EVs foi realizada por exposicdo a 400 pl de
metanol:agua HPLC (1:1 v/v) a -30 °C por 4 minutos no gelo. Os tubos passaram por
trés rodadas de mistura por 1 minuto em vortex e incubacéo por 30 minutos a -80 °C.
Em seguida, adicionamos 400 ul de cloroférmio HPLC as amostras, que foram
agitadas em vortex por 1 minuto e centrifugadas por 15 minutos a 15.000 x g, 4 °C. A
fase inferior foi transferida para um frasco de MS, liofilizada e congelada a -80 °C. As
amostras foram ressuspendidas em solugao cloroférmio-metanol (2:1, v/v) e aplicadas
em quintuplicata técnica em placas de MALDI. Como matriz, utilizamos DHB (acido
2,5-dihidroxibenzoico). A placa de MALDI foi analisada pelo espectrémetro de massas
MALDI-TOF/TOF 5800 System (Sciex).

3.3.8 Metabolomica

3.3.8.1 Extragao de Metabdlitos

EVs decantadas apos lavagem a 150.000 x g foram congeladas em
nitrogénio liquido para extracdo de metabdlitos, utilizando o solvente de extracao
metanol:cloroférmio:agua (3:1:1, v/v/v). Como padrdes internos, utilizamos os
compostos isotropicamente marcados: acido succinico (D4, 98% - DLM 584-5), acido
miristico (1,2,3-3Cs, 99% - CLM 3665-0.5) e acido palmitico (1,2,3,4—"3Ca),
preparados na concentracdo de 1 mg/ml. Uma esfera magnética de tungsténio foi
adicionada ao tubo contendo o material triturado, que foi mantido sob agitagdo no
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equipamento Vibration Mill (Retsch) a 20 Hz por 30 segundos. Adicionamos 500 ul de
solvente gelado e os tubos foram novamente agitados a 20 Hz por 45 segundos. Os
tubos foram sonicados por 15 minutos a 4 °C e as esferas foram removidas para
centrifugagéo das amostras a 16.000 x g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
filtrado em membrana com poro 0,22 ym e armazenado a -80°C até o momento da
analise.

Uma aliquota de 100 uL das amostras de metabolitos foi transferida para
vials de vidro (1,5 ml) e liofilizada. Para a derivatizagédo da amostra, adicionamos 20
ul de metoxiamina (15 mg/ml) em piridina, agitamos por 1 minuto e mantivemos a
amostra em repouso por 16 horas em temperatura ambiente no escuro. Para sililacao,
adicionamos 30 uyl de MSTFA (N-metil-trimetilsilil-trifluoroacetamida) com 1% de
TMCS (trimetilclorosilano). As amostras foram mantidas em repouso por 1 hora no
escuro. Posteriormente, foram adicionados 30 ul de heptano. Uma série de alcanos

(C12 — C40) foi utilizada para calcular os indices de retencéo.

3.3.8.2 Teste de Metaboldmica por GC-MS

As amostras derivatizadas foram automaticamente injetadas no modo
splitless em cromatografo gasoso (8890GC, Agilent Technologie), equipado com uma
coluna de silica fundida de 20 m comprimento x 0,18 mm diametro interno x 0,18 pm
de filme (Agilent J&W Scientific). A inje¢gdo da amostra (1 ul) foi realizada a 280 °C,
sob fluxo de 20 ml/min, iniciado apds 300 s da aquisicado dos dados. A temperatura
inicial da primeira coluna foi de 80 °C por 2 minutos, sendo aumentada 15 °C por
minuto até atingir 305 °C e manter-se por 2 minutos a essa temperatura. O efluente
da coluna foi introduzido na fonte de ions do espectrdmetro de massas GC-TOFMS
(Pegasus BT, Leco). Como parametros, utilizamos a temperatura da fonte de ions a
250 °C, feixe de elétrons a 70 €V, corrente de ionizagao de 2,0 mA e 20 espectros por

segundo registrados na faixa de 45-800 m/z, voltagem do detector a 1500 V.

3.3.8.3 Processamento de Dados

O processamento dos dados de GC-MS foi realizado no programa
ChromaTOF for BT (v. 1.2.0.6), no qual foi realizado corregdo da linha de base,

deconvolucéao, obtencao do indice de retengao (RI), correcdo do tempo de retengao,
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identificagdo e alinhamento de picos e identificagdo dos metabdlitos com o auxilio da
biblioteca da NIST (v. 2.4, 2020). Foram considerados metabdlitos validos apenas
aqueles com trés ou mais massas caracteristicas e com score igual ou maior a 800.
A analise de enriquecimento foi realizada no mdédulo Pathway Analysis da plataforma
MetaboAnalyst (Pang et al., 2022).

3.3.9 Analise Estatistica

Os dados obtidos em ensaios quantitativos foram submetidos a teste de
normalidade de Shapiro-Wilk para determinagdo da distribuicdo gaussiana. Dados
paramétricos foram analizados por ANOVA one-way com teste de multiplas
comparagdes de Tukey, e apresentados como média * desvio padrdo. A analise dos

dados e graficos foi realizada no software GraphPad Prism (v. 9.3).
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3.4 RESULTADOS

3.4.1 Caracterizacao de EVh e EVn de MDA-MB-231

As preparagbes de EV de MDA-MB-231 foram documentadas e
caracterizadas seguindo as recomendag¢des do MISEV2019 e os dados relevantes de
todas as amostras utilizadas nos experimentos foram depositadas no repositorio EV-
TRACK sob os IDs EV220177 e EV240149 (Théry et al., 2018; Van Deun et al., 2017).
O objetivo deste trabalho foi o estudo de SEV, portanto amostras de LEV e MEV foram
utilizadas apenas para fins comparativos.

O isolamento de EVs em normdxia e hipdxia ocorreu a partir de
preparagoes similares de MDA-MB-231, sem alteragdes significativas de densidade e
viabilidade celular (Tabela 2). Maiores concentragdes de particulas e proteinas foram
observadas em EVs hipoxicas que em norméxia; por exemplo, SEVh é 25% mais
abundante que SEVn (Tabela 2, Figura 11A-B). O enriquecimento proteico das
amostras, entretanto, é similar; SEV apresentou enriquecimento para ALIX, CD63 e

flotilina-1, e calnexina nao foi detectada (Figura 11C).

Tabela 2 — Caracterizacdo Quantitativa de EVs

Tipo de Viabilidade Contagem de Didametro  Quantidade de
Total células )
EV celular (%) particulas médio (nm) proteina (ug)

MEVh 1,94x107 + 0,48x10° 94,0+4,3 1,14x10'2 + 2,2x101? 235,5+39,3 76,8 +42,2
MEVn 1,98x107 + 0,54x106 96,3+2,6 5,23x10% + 5,8x10° 2439 £16,5 28,8+11,9
SEVh 1,94x107 + 0,48x106 94,0+4,3 2,03x10%2 + 2,1x10"* 162,0 +41,5 270,5+93,9

SEVn 1,98x107 + 0,54x106 96,3+2,6 1,62x10'2 + 1,5x10"* 151,8 + 38,5 109,0 + 41,47

FONTE: Pachane et al., 2022.

A analise de particulas diferenciou as populagées de MEV e SEV, validando
a nomenclatura utilizada (Tabela 2, Figura 11D-E). A visualizacado das particulas por
TEM permitiu a validagcdo de tamanho, concentragdo e morfologia, apresentando
bordas mais elevadas e lumen colabado gerados como artefatos da desidratagcado da

amostra no preparo dos grids.
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Figura 11 — Caracterizagdo de EVs de MDA-MB-231
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A - Contagem de particulas de MEV e SEV em normdxia (azul) e hipoxia (laranja). B - Conteudo
proteico de MEV e SEV. C - Identificacdo das proteinas ALIX, calnexina (CANX), CD63 e flotilina-1
(FLOT-1) por western blotting de lisados celulares (Lys), LEV, MEV, SEV e CM. D-E - Disperséo da
concentragao de particulas por tamanho para MEV e SEV, respectivamente. F-G - Imagens de TEM

para MEV e SEV em campo aberto (acima, barra de escala: 400 nm) e fechado (abaixo, barra de

escala: 50 nm). n=5. *p < 0,05. FONTE: Pachane et al., 2022 (modificado).

3.4.2 Proteoma Comparativo de SEVh e SEVn

Identificamos 2.390 proteinas em SEV, com 2.347 proteinas em hipdxia e
1.278 proteinas em normoxia. Delas, 1.235 proteinas foram encontradas em comum
nos dois grupos, 1.112 proteinas foram exclusivas de SEVh e 43 exclusivas de SEVn
(Figura 12A). Dez biomarcadores de EV foram identificados nas amostras sem perfil
dominante: ADAM10, ALIX, CD47, CD63, CD81, CD82, CD9, FLOT-1, FLOT-2 e
TSG101. O componente principal de analise (PCA) diferenciou as replicatas de SEVh
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e SEVn, determinando valores de componente principal (PC) a 58,7%, 22,1%, 10,1%,

5,7% e 3,3% da variancia designada (Figura 12B). As 10 proteinas mais expressas

em cada condi¢ao estao destacadas na Tabela 3.

Figura 12 — Proteoma Comparativo de SEVh e SEVn
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A - Diagrama de Venn com a distribuigéo proteica de SEV. B - Score do componente de analise
principal (PCA). C - Heatmap das 100 proteinas mais expressas em SEVh (p < 0,01). D - Mapa de
interacbes das 144 proteinas mais expressas em SEV, criado no String-DB. Os halos indicam a forga
dos valores de p conforme a analise estatistica dos dados normalizados. A espessura das linhas
demonstram a confianga das interagoes. E - Analise de enriquecimento realizada no Reactome,
indicando as vias mais reguladas pelo proteoma de SEVh. * p < 0,05. FONTE: Pachane et al., 2022.

Em anadlise univariada, identificamos 552 proteinas estatisticamente

distintas entre SEVh e SEVn (p < 0,05), das quais as 114 primeiras (p < 0,01)

participaram da analise de enriquecimento (Figura 12C-D, Tabela 4). Dentre as
proteinas mais expressas, identificamos ISG15 (FDR: 9,59x10%), mTOR (FDR:
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0,00036) e RPTOR (FDR: 0,00105). Duas familias proteicas, SMAD (FDR: 0,00112)
e RGDP (FDR: 0,00167), também foram detectadas.

Tabela 3 — Dez proteinas com maior score em SEV

SEVn SEVh
Proteina TIC Proteina TIC

1| VPS36 182398.876 | VPS36 87098.4662
2 TBCA  64744.1428 | CD166 41929.7595
3 | CD166  34908.766 TBCA  40667.1002
4 | INGR1 22407.5572 | INGR1 21227.2292
5 PDIA4  21568.649 JAK1 18779.9353
6 | RL27A 19819.7893 | SRSF7 15150.4991
7 SF01 16015.1393 | TEBP 14386.82

8 | TAXB1 15596.2606 | SFO1 13992.607
9 | MGST1 15489.8122 | EGLN  13057.0272
10 | ADHX 15429.475 | PR38B  13001.8701

Fonte: Bianca C. Pachane, 2022

A analise de enriquecimento indicou o favorecimento das vias de
sinalizagdo de mTOR (RRAGB, RPTOR, MTOR e RRAGA; FDR: 0,0027), TGF-B
(SMAD2, SMAD3, SMAD9, SMAD1 e SMAD5; FDR: 0,0035) e VEGFA/VEGFR2
(ABCF2, FXR2, AP2S1, SHC2, ARF6, ARF4, MTOR, CDC42BPB, STAM, SHC1 e
EIF3H; FDR: 0,0037). De forma significativa, vias relacionadas ao transporte mediado
por vesiculas (FDR: 0,0067), metabolismo de RNA (FDR: 0,015), replicacédo do DNA
(FDR: 0,0301) e ciclo celular (FDR: 0,21) estao favorecidas em SEVh (Figura 12E).

Tabela 4 — Proteoma Diferencialmente Expresso em SEVh (p<0,01)

Cdédigo Nome da proteina (em inglés) t.stat pvalue -logiw(p) FDR
ISG15 Ubiquitin-like protein ISG15 196,650 4,01E-09 8,397 9,59E-06
PR40A Pre-mRNA-processing factor 40 homolog A 80,288 1,44E-07 6,841 1,72E-04
MTOR Serine/threonine-protein kinase mTOR 60,318 4,52E-07 6,344  3,60E-04
IMAS5 Importin subunit alpha-5 48,570 1,08E-06 5,969 5,40E-04
RL36 60S ribosomal protein L36 47,965 1,13E-06 5,947 5,40E-04
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U- : :
HNRL2 like protein 2 40,705 2,18E-06 5,662 8,42E-04
PKN2 Serine/threonine-protein kinase N2 38,313 2,77E-06 5,557 8,42E-04
CHERP Calcium homeostasis endoplasmic reticulum 35085 3.56E-06 5449  842E-04

protein
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Tabela 4 — Proteoma Diferencialmente Expresso em SEVh (p<0,01) (continuacéo)

Cdédigo Nome da proteina (em inglés) t.stat pvalue -logi(p) FDR
RO60 RNA-binding protein RO60 35,466 3,77E-06 5,423  8,42E-04
MRCKB Serine/threonine-protein kinase MRCK beta 34,954 4,00E-06 5,398  8,42E-04
ENOG Gamma-enolase 34,607 4,16E-06 5,381  8,42E-04
SNRPA U1 small nuclear ribonucleoprotein A 34,466 4,23E-06 5,374  8,42E-04
MSH2 DNA mismatch repair protein Msh2 33,412 4,79E-06 5,320 8,80E-04
TEBP Prostaglandin E synthase 3 30,983 6,47E-06 5,189  1,05E-03
RPTOR Regulatory-associated protein of mMTOR 30,832 6,59E-06 5,181  1,05E-03
DEFI6 Differentially expressed in FDCP 6 homolog 29,611 7,75E-06 5,111  1,12E-03
SMAD3;  Mothers against decapentaplegic homolog 3;
SMADS5; Mothers against decapentaplegic homolog 5;
SMAD]; Mothers against decapentaplegic homolog 1; 29,375 8,00E-06 5,097 1,12E-03
SMAD2; Mothers against decapentaplegic homolog 2;
SMAD9 Mothers against decapentaplegic homolog 9
MAP1B Microtubule-associated protein 1B 27,882 9,84E-06 5,007 1,15E-03
DKC1 g{?é:lA ribonucleoprotein complex subunit 27.850 9.89E-06 5005 1,15E-03
DCTN2 Dynactin subunit 2 27,674 1,01E-05 4,994 1,15E-03
TRA2B Transformer-2 protein homolog beta 27,669 1,01E-05 4,994  1,15E-03
EIF3H |Iiukaryotic translation initiation factor 3 subunit 25045 1.31E-05 4882 1.41E-03
MTND éi'g;(‘)’/g‘gg;cs’zy'?"keto's'methy'thi"peme”e 25713 1,236E-05 4,867 1,41E-03
AQR RNA helicase aquarius 24,715 1,59E-05 4,798  1,58E-03
CMBL Carboxymethylenebutenolidase homolog 23,785 1,85E-05 4,732  1,67E-03
OXSR1 Serine/threonine-protein kinase OSR1 23,503 1,94E-05 4,712 1,67E-03
CCz1; CC71B VSR WSen ot CCZLIOnA0G 23227 20405 4cer 167603
MET Hepatocyte growth factor receptor 23,003 2,12E-05 4,674 1,67E-03
CAND1 Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1 22,901 2,15E-05 4,667 1,67E-03
RanBP2-like and GRIP domain-containing
RGPD4; protein 4; RanBP2-like and GRIP domain-
RGPD3;  containing protein 3; RanBP2-like and GRIP
RGPD5; like and GRIP domain-containing protein 5;
RGPDS RanBP2-like and GRIP domain-containing
protein 8
CSTF2 Cleavage stimulation factor subunit 2 22,852 2,17E-05 4,663 1,67E-03
IPO5 Importin-5 22,673 2,24E-05 4,650 1,67E-03
PA1B3 S"{'J%f#?f;gﬁgilti”g factor acetylhydrolase 1B 55 051 2 50E.05 4,602  1,78E-03
MAP4 Microtubule-associated protein 4 21,890 2,58E-05 4,589 1,78E-03
KPCD Protein kinase C delta type 21,357 2,84E-05 4,546 1,85E-03
GEPH Gephyrin 21,326 2,86E-05 4,544  1,85E-03
CSN7A COP9 signalosome complex subunit 7a 20,934 3,08E-05 4512 1,94E-03
ARGP4 ADP-ribosylation factor-like protein 6- 20,082 3,63E-05 4440  2,19E-03

interacting protein 4
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Tabela 4 — Proteoma Diferencialmente Expresso em SEVh (p<0,01) (continuacéo)

Cadigo Nome da proteina (em inglés) t.stat pvalue -logi(p) FDR

Aminoacyl tRNA synthase complex-interacting

AIMP2 multifunctional protein 2 20,036 3,66E-05 4,436  2,19E-03
CO5A1 Collagen alpha-1(V) chain 19,801 3,84E-05 4,416 2,24E-03

RS2 40S ribosomal protein S2 19,162 4,37E-05 4,359  2,49E-03
ANFY1 Rabankyrin-5 18,862 4,65E-05 4,332  2,54E-03
SCFD1 Secl family domain-containing protein 1 18,843 4,67E-05 4,331  2,54E-03
CHD1 g:hromodomain-helicase-DNA-binding protein 18,682 4,83E-05 4316  2,54E-03
MET25 Probable methyltransferase-like protein 25 18,622 4,89E-05 4,310 2,54E-03

EI2BD Translation initiation factor elF-2B subunit delta 18,212 5,35E-05 4,272  2,72E-03

GALT2 Solypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 18,063 5,52E-05 4258  2,75E-03
CUTA Protein CutA 17,857 5,78E-05 4,238  2,82E-03
RLA2 60S acidic ribosomal protein P2 17,691 6,00E-05 4,222  2,87E-03
RIR? II\?/ligonucleoside-diphosphate reductase subunit 17,556 6,18E-05 4209  2,90E-03
AP2S1 AP-2 complex subunit sigma 17,469 6,31E-05 4,200 2,90E-03
KITH Thymidine kinase, cytosolic 17,357 6,47E-05 4,189 2,92E-03

GFPT2 Srmaaé?rlgﬁsfg?;stgs[igrﬁ;?;ﬁg?tze 17,203 6,70E-05 4,174  2,96E-03
MYLK Myosin light chain kinase, smooth muscle 17,074 6,90E-05 4,161  3,00E-03

TNS‘I?I;EI-\II—?]\.IS& Tensin-2; Tensin-3; Tensin-1 16,846 7,28E-05 4,138  3,11E-03

VPS36 Vacuolar protein-sorting-associated protein 36 16,482  7,94E-05 4,100 3,27E-03
RNA polymerase ll-associated factor 1

PAF1 homolog 16,479 7,94E-05 4,100 3,27E-03
PALLD Palladin 16,321 8,25E-05 4,084  3,34E-03
IEAG2 gukaryotic translation initiation factor 4 gamma 16,113 8,68E-05 4,062 3.46E-03
FPPS Farnesyl pyrophosphate synthase 15,836 9,29E-05 4,032 3,52E-03
ARL1 ADP-ribosylation factor-like protein 1 15,821 9,33E-05 4,030 3,52E-03
SYMC Methionine--tRNA ligase, cytoplasmic 15,788 9,40E-05 4,027  3,52E-03
SATT Neutral amino acid transporter A 15,774 9,44E-05 4,025 3,52E-03
OGFR Opioid growth factor receptor 15,662 9,71E-05 4,013 3,57E-03
RAB1B Ras-related protein Rab-1B 15,602 9,85E-05 4,006 3,57E-03
CSN5 COP9 signalosome complex subunit 5 15,515 1,01E-04 3,997 3,59E-03

RRAGA; Ras-related GTP-binding protein A; Ras-
RRAGB related GTP-binding protein B
Fragile X mental retardation syndrome-related

15,436  1,03E-04 3,988  3,61E-03

FXR2 protein 2 15,097 1,12E-04 3,950 3,89E-03
EXOS3 Exosome complex component RRP40 15,027 1,14E-04 3,942  3,90E-03
RB27A Ras-related protein Rab-27A 14,831 1,20E-04 3,920 4,05E-03
CRLD1 gg’rftt;'rrl‘lié"ih secretory protein LCCL domain- 59 1 5604 3,899  4,09E-03
MCM3 DNA replication licensing factor MCM3 14,641 1,27E-04 3,898  4,09E-03

ZNT7 Zinc transporter 7 14,639 1,27E-04 3,897  4,09E-03
LANC1 Glutathione S-transferase LANCL1 14,513 1,31E-04 3,883 4,14E-03
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Tabela 4 — Proteoma Diferencialmente Expresso em SEVh (p<0,01) (continuacéo)

Cadigo Nome da proteina (em inglés) t.stat pvalue -logi(p) FDR

AP1G1 AP-1 complex subunit gamma-1 14,497 1,32E-04 3,881  4,14E-03

GTPase-activating protein and VPS9 domain-
GAPD1 containing protein 1

ARHGI Rho guanine nucleotide exchange factor 18 13,628 1,68E-04 3,775 5,08E-03

14,033 1,50E-04 3,825  4,64E-03

IFRD2 Interferon-related developmental regulator 2 13,626 1,68E-04 3,775 5,08E-03
IF4AG1 Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 13450 1,77E-04 3753  5.28E-03
FERM1 Fermitin family homolog 1 13,217 1,89E-04 3,723  5,59E-03
ARGL1 Arginine and glutamate-rich protein 1 13,099 1,96E-04 3,708 5,72E-03
KCC2D Calcium/calmodulin-dependent protein kinase 13,026  2,00E-04 3.698  574E-03

type Il subunit delta
Hypoxanthine-guanine

HPRT phosphoribosyltransferase 13,005 2,02E-04 3,695 5,74E-03
RBM25 RNA-binding protein 25 12,929 2,06E-04 3,685 5,76E-03
SEC13 Protein SEC13 homolog 12,896 2,08E-04 3,681 5,76E-03
SART3 ﬁgl}r"i\(r:r;cl)lzs;ell carcinoma antigen recognized 12,877 2.10E-04 3678  5.76E-03
CK098 Uncharacterized protein C110rf98 12,827 2,13E-04 3,672 5,78E-03
AP1B1 AP-1 complex subunit beta-1 12,759 2,17E-04 3,663 5,83E-03
PR38B Pre-mRNA-splicing factor 38B 12,707 2,21E-04 3,656 5,83E-03
PHF5A PHD finger-like domain-containing protein 5A 12,690 2,22E-04 3,654 5,83E-03
CAPR1 Caprin-1 12,606 2,28E-04 3,642  5,88E-03
NOP16 Nucleolar protein 16 12,593 2,29E-04 3,640 5,88E-03
TBC15 TBC1 domain family member 15 12,388 2,44E-04 3,613 6,21E-03
PGTB2 Geranylgeranyl transferase type-2 subunit beta 12,319 2,49E-04 3,603  6,28E-03

PPT1 Palmitoyl-protein thioesterase 1 12,096 2,68E-04 3,572 6,53E-03

IF2B2 I'Or;z‘:glr;]"zke growth factor 2 mRNA-binding 12,091 2,68E-04 3,571  653E-03
GCP60 Golgi resident protein GCP60 12,051 2,72E-04 3,566 6,53E-03
SHSA4 Protein shisa-4 12,038 2,73E-04 3,564 6,53E-03

ARF6 ADP-ribosylation factor 6 12,037 2,73E-04 3,564 6,53E-03

TCTP Translationally-controlled tumor protein 11,969 2,79E-04 3,554  6,59E-03

RFC2 Replication factor C subunit 2 11,934 2,82E-04 3,549 6,59E-03

SHC1: SHC2 g’g%trﬁ""znsmrmi“g protein 1; SHC-ransforming 1) g8 5 g6E.04 3,544  6,59E-03
CPSF1 glljzi\;]eiltgf and polyadenylation specificity factor 11,800 2,87E-04 3543  6,59E-03
UBP2L Ubiquitin-associated protein 2-like 11,724 3,03E-04 3,519 6,89E-03

PDLI1 PDZ and LIM domain protein 1 11,656 3,10E-04 3,509 6,98E-03
WDR11 WD repeat-containing protein 11 11,589 3,17E-04 3,499  7,07E-03
AP2A2 AP-2 complex subunit alpha-2 11,453 3,32E-04 3,479  7,30E-03
MARE1 mlecr;ogléi)ile-assomated protein RP/EB family 11,443  3,33E-04 3478  7,30E-03
SF3B2 Splicing factor 3B subunit 2 11,380 3,40E-04 3,469  7,39E-03

ARL3 ADP-ribosylation factor-like protein 3 11,355 3,43E-04 3,465 7,39E-03
CDC16 Cell division cycle protein 16 homolog 11,224 3,59E-04 3,445 7,66E-03
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Tabela 4 — Proteoma Diferencialmente Expresso em SEVh (p<0,01) (continuacéo)

Cdédigo Nome da proteina (em inglés) t.stat pvalue -logi(p) FDR
LARP1 La-related protein 1 11,179 3,65E-04 3,438 7,71E-03
B4GA1l Beta-1,4-glucuronyltransferase 1 11,009 3,87E-04 3,412  7,99E-03
PIP Prolactin-inducible protein 11,006 3,87E-04 3,412  7,99E-03
S12A4 Solute carrier family 12 member 4 10,979 3,91E-04 3,408  7,99E-03
TBB2A Tubulin beta-2A chain 10,933 3,98E-04 3,401  7,99E-03
KLC2 Kinesin light chain 2 10,929 3,98E-04 3,400 7,99E-03
ABC3C DNA dC->dU-editing enzyme APOBEC-3C 10,926 3,98E-04 3,400 7,99E-03
SPY4 Protein sprouty homolog 4 10,907 4,01E-04 3,397  7,99E-03
SREK1 ﬁﬁ)”t‘;i?lglregu'at"ry glutamine/lysine-rich 10,861 4,08E-04 3,389  7,99E-03
EMP3 Epithelial membrane protein 3 10,833 4,12E-04 3,385  7,99E-03
SYT1; SYT2 Eﬁzgfgt‘;;‘%?ggmagmi“'l; Extended 10816 4,14E-04 3,383  7,99E-03
ALDOC Fructose-bisphosphate aldolase C 10,816 4,15E-04 3,382  7,99E-03
CC124 Coiled-coil domain-containing protein 124 10,711 4,31E-04 3,366  8,23E-03
TF65 Transcription factor p65 10,670 4,37E-04 3,360  8,29E-03
EXOC1 Exocyst complex component 1 10,626 4,44E-04 3,353  8,36E-03
SARI1A GTP-binding protein SAR1a 10,588 4,50E-04 3,347  8,41E-03
PSMDS8 gﬁguﬂftgeasome non-ATPase regulatory 10,510 4,63E-04 3,334  8,59E-03
STAM1 Signal transducing adapter molecule 1 10,476 4,69E-04 3,329  8,63E-03
RS3 40S ribosomal protein S3 10,453 4,73E-04 3,325  8,64E-03
BABA2 BRISC and BRCA1-A complex member 2 10,410 4,81E-04 3,318 8,71E-03
SC16A Protein transport protein Sec16A 10,377 4,87E-04 3,313  8,74E-03
LYSC Lysozyme C 10,360 4,90E-04 3,310 8,74E-03
RUXE Small nuclear ribonucleoprotein E 10,239 5,13E-04 3,290 9,08E-03
ARF4 ADP-ribosylation factor 4 10,203 5,20E-04 3,284  9,11E-03
CAZA2 F-actin-capping protein subunit alpha-2 10,192 5,22E-04 3,282  9,11E-03
SPY2 Protein sprouty homolog 2 10,154 5,30E-04 3,276  9,17E-03
PURB Transcriptional activator protein Pur-beta 10,134 5,34E-04 3,273 9,18E-03

Eukaryotic translation initiation factor 1;

EIF1; EIF1B Eukaryotic translation initiation factor 1b 10,096  5,42E-04 3,266 9,20E-03
DEK Protein DEK 10,090 5,43E-04 3,265  9,20E-03
ABCF2 ATP-binding cassette sub-family F member 2 10,011 5,60E-04 3,252  9,42E-03
GGH Gamma-glutamyl hydrolase 9,956 5,72E-04 3,243  9,55E-03
DC1L2 Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 2 9,930  5,78E-04 3,238  9,59E-03
UCK?2 Uridine-cytidine kinase 2 9,912 5,82E-04 3,235 9,59E-03

FONTE: Pachane et al,, 2022.
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3.4.3 Padronizagao para Analise Lipiddomica de EVs

A padronizacéo do protocolo de extracdo de lipidios de EVs foi realizada
com o intuito de adaptar o protocolo de (Bligh; Dyer, 1959). Utilizando amostras de
lipidios extraidos de células MDA-MB-231 e SEV, verificamos que os perfis dos
espectros do MALDI-TOF/TOF obtidos em cada condigao é distinto e segue padrdes
similares entre amostras de células e EVs, mas diverge entre amostras hipdxicas e
normoxicas (Figura 13). Apesar dos resultados preliminares serem animadores,
dificuldades técnicas incluindo escassez de amostras, manutengao de equipamentos

e a pandemia de COVID-19 impediram a realizag&o da analise lipiddomica.

Figura 13 — Espectros da Padronizagao da Lipidémica por MALDI-TOF/TOF
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Espectros de amostras-teste de células MDA-MB-231 e EVs tumorais, coletadas em normoéxia e
hipoxia, para avaliagao de lipidios. FONTE: Bianca C. Pachane & Thais R. Cataldi (2019).

3.4.4 Padronizagao para Analise Metabolomica de EVs

A extracdo de metabdlitos e metabolémica de EVs foi padronizada a partir
de uma amostra de SEVh, a fim de determinar a concentragao adequada de EVs para
o procedimento e a eficacia do protocolo vigente neste tipo de material. A amostra de
SEVh foi separada a partir de 5 frascos T150, com 1,24x10° células cada (contadas
ao final da coleta), e viabilidade média de 92%. Por NTA, verificamos que a amostra
continha 2,77x10'"" particulas/ml, e diametro médio de 135,6 nm. O perfil de
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metabdlitos obtido dessa amostra aproximou-se muito do observado no controle
branco, o que foi indicativo de escassez amostral (Tabela 5). As analises de
enriquecimento e rede neural desses metabdlitos foram inconclusivas. Devido a
problemas técnicos envolvendo a interdicdo do laboratério para reforma e a
impossibilidade de preparo das amostras de EVh, a metabolémica nao foi realizada

devido a baixa quantidade amostral.

Tabela 5 — Metabdlitos de SEVh (n=1)

Nome do Metabdlito (em inglés) Fold-change
Alanine, N-methyl-N-methoxycarbonyl-, hexyl ester 186,117
Glucopyranose 71,408
Glucose 63,013
5-Oxoproline 44,827
Sucrose 17,245
Tolycaine 12,320
Isoleucine 9,757
Valine 8,233
Proline 6,818
Threonine 5,499
Allofuranose 4,775
Stearic acid 4,421
Glyceric acid 3,418
Quinacetophenone 2,652
Serine 2,628
Psicofuranose 2,588
Ephedrine 2,560
Inositol 2,495
Sorbitol 2,347
Phthalic acid, isobutyl 4-octyl ester 2,169
1,2,3-Trichlorobenzene 1,723
Lysine 1,460
Phenylalanine 1,373
Cyclohexane-1,3,5-trione 1,110
Erythronic acid 0,892
Mono-2-ethylhexyl phthalate 0,591
Inositol 6-phosphate 0,560
Glucitol 0,306

FONTE: Bianca C. Pachane & Thais R. Cataldi, 2024.
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3.5 DISCUSSAO

A caracterizagao de EVs para estudos aprofundados de sua funcéo e acao
efetora € necessaria para distinguir as caracteristicas deterministicas da amostra, o
que facilita em sua reproducibilidade (Couch et al, 2021). Neste capitulo,
investigamos as particularidades das EVs utilizadas nos préximos capitulos,
demonstrando seu papel potencial na invasao celular. A separacéo de diferentes tipos
de EV do meio de cultura de células foi utilizada para a caracterizacao das diferentes
populagdes, visto que EVs variam em tamanho, composicao, densidade e outras
caracteristicas deterministicas (Mathieu et al., 2019). Preparag¢des puras de EV séo
extremamente dificeis de obter, especialmente devido as limitacdes das técnicas de
separagao, o que torna sua caracterizagdo necessaria (Théry et al., 2018; van Niel;
D’Angelo; Raposo, 2018; Welsh et al., 2024).

O método de ultracentrifugacgao utilizado foi otimizado de um protocolo pré-
estabelecido (Théry et al., 2006) e apresenta limitagbes técnicas, como a possibilidade
de co-isolamento de agregados proteicos, microdominios lipidicos e outras particulas
(Brennan et al., 2020). Para evitar contaminagcbes exdgenas importantes, como as
provenientes do FBS, realizamos sua ultracentrifugacéo prévia aos isolamentos (Van
Deun et al., 2017). Recentemente, atualizamos o protocolo para adicionar uma etapa
de filtracdo antes da lavagem do pellet da centrifugacédo a 150,000 x g, visando
melhorar os preparos para ensaios celulares, com resultados satisfatérios.

O uso de um método de alta retencdo e baixa especificidade como a
ultracentrifugagcao diferencial foi escolhido devido a necessidade de grandes
quantidades amostrais para os ensaios de 6micas que foram realizados (Couch et al.,
2021). Outros métodos complementares, como o gradiente de densidade (DG), foram
estudados para serem aplicados mas tornaram-se inviaveis: ao melhorar a pureza das
amostras de EV, este método extremamente longo e especializado apresenta baixa
retencao e grande risco de perda das amostras durante as etapas de lavagem (Clos-
Sansalvador et al., 2022). No momento de estabelecimento do protocolo de
separagao, equipamentos de ultrafiltragdo ainda nao estavam disponiveis para
compra direta no pais e as técnicas mais utilizadas hoje, como SEC, ainda estavam
em desenvolvimento comercial. Contudo, mesmo utilizando uma técnica de alta
retencdo amostral, a quantidade isolada nas preparagdes de EV néo foi o suficiente

para analises lipiddmica e metaboldémica e precisaria ser escalonada.
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Apesar das limitagdes do preparo, obtivemos o proteoma comparativo de
SEVh e SEVn, onde verificamos que a proteina mais significativamente expressa de
SEVh é ISG15, uma ubiquitina-simile ligada anteriormente a invasao celular mediada
por integrinas (Hermann et al., 2016). Outras proteinas importantes incluem mTOR e
seu regulador, RPTOR, que sao criticas para o controle do metabolismo do cancer
(Mossmann; Park; Hall, 2018). Proteinas estruturais, como as proteinas associadas
aos microtubulos 1B, 4 e RB, também estao enriquecidas em SEVh. As duas familias
detectadas em SEVh, SMAD e RGDP, sao responsaveis pela ativagcao da via do TGF-
B e da atividade GTPase nos poros nucleares, respectivamente (Derynck; Zhang,
2003; Gaudet et al., 2011).

O proteoma de EVs derivadas de MDA-MB-231 foi caracterizado
previamente (Palazzolo et al., 2012), mas este foi o primeiro trabalho que demonstrou
a caracterizacao aprofundada de SEV isoladas de MDA-MB-231 a 1% O2 e comparou
sua composicdo a SEV separadas de células sob condicbes normais de cultivo. A
seguir, a populacdo de EVs aqui descrita foi utilizada para avaliagdo da atividade
efetora de SEV em células tumorais de mama (ver Capitulo 4) e no microambiente

tumoral (ver Capitulo 5).

3.6 CONCLUSAO

SEV isoladas de células MDA-MB-231 em duas condi¢des de oxigenagao
(1% e 20% O2) apresentam caracteristicas similares referente aos biomarcadores
vesiculares, tamanho e morfologia, mas diferem em abundéancia de particulas e
proteinas. SEVh sdo mais enriquecidas que SEVn, apresentando proteinas
especificas para vias pro-tumorais, incluindo invasao celular e angiogénese. Nossos

resultados sugerem o potencial pré-tumoral de SEVh.
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CAPIiTULO 4 - INVASAO TUMORAL MEDIADA POR VESICULAS
EXTRACELULARES HIPOXICAS NO CANCER DE MAMA TRIPLO-NEGATIVO

4.1 INTRODUCAO

4.2.1 Microambiente Tumoral

A carcinogénese determina a criagcdo de um microambiente tumoral (TME),
no qual células neoplasicas, estromais, endoteliais e imunes modificam o ambiente do
tecido tumoral de forma a favorecer sua sobrevivéncia (Amos; Choi, 2021). Dentre
suas caracteristicas, que serdao abordadas no Capitulo 5, o TME também é
caracterizado pela perda da homeostase da matriz extracelular (ECM) através de
alteracbes em sua deposicido, remodelamento e reticulagdo em funcédo da presenca
do tumor (Amos; Choi, 2021; Hanahan; Weinberg, 2011). A ECM é composta por mais
de 300 proteinas, proteoglicanos e glicoproteinas e organizada como membrana basal
ou tecido intersticial, permeando os tecidos e fornecendo-lhes estruturagao (Bonnans;
Chou; Werb, 2014). Sua remodelagdo é realizada através de serinoproteases e
metaloproteinases de matriz (MMP), enzimas que coletivamente conseguem clivar
todos os componentes matriciais conhecidos (Bonnans; Chou; Werb, 2014; Overall;
Lopez-Otin, 2002; Winkler et al., 2020).

A deposicao de colagenos fibrilares e degradagao da ECM por MMPs, feita
majoritariamente por CAFs, propicia o enrijecimento da matriz e a criagao de regides
de ancoragem das células para motilidade (Amos; Choi, 2021). A dindmica de adeséao
de células a componentes matriciais, especialmente por integrinas, varia conforme a
rigidez e composi¢cao da ECM (Kanchanawong; Calderwood, 2023). Integrinas séo
receptores heterodiméricos de membrana que apresentam um dominio
transmembrana conectando a porgao globular extracelular, que interage com
componentes da ECM, e a cauda citoplasmatica, conectada ao citoesqueleto de actina
(Hamidi; lvaska, 2018). A expressao de integrinas € alterada no cancer dependendo
de sua localizagao, estagio da progressao metastatica e sinalizagdo, podendo ser
modificado durante tratamentos quimioterapicos (Hamidi; Ivaska, 2018; Pachane;
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Selistre-de-Araujo, 2024). Uma revisdo abrangente do papel da integrina o33 na

resisténcia a quimioterapia foi publicada recentemente pela autora (Anexo C).

4.2.2 Cascata Metastatica

Inicialmente, o desenvolvimento de tumores ocorre a partir da divisao clonal
das células, o que aumenta a massa cancerosa exponencialmente (Quail; Joyce,
2013). Essa proliferagao celular sustentada gera escassez de nutrientes e oxigénio,
iniciando uma pressao seletiva no tecido e propiciando a diferenciacido das células em
fendtipos heterogéneos (Welch; Hurst, 2019). Populagdes de células que apresentam
alta agressividade e propensdo a motilidade podem levar a doenga a seu préximo

estagio, denominado metastase (Figura 14) (Quail; Joyce, 2013; Welch; Hurst, 2019).

Figura 14 — Etapas Principais da Cascata Metastatica
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Diagrama traduzido das etapas concomitantes e complementares da metastase tumoral.
FONTE: Quail et al., 2013.

A metastase € um processo multifatorial que culmina na formacéao de novos
sitios de desenvolvimento tumoral distantes do sitio primario, e € a principal causa de
Obitos por cancer em humanos (Siegel et al., 2023; Welch; Hurst, 2019). A cascata de
reacdes celulares pro-metastaticas repercute em todo o tecido tumoral, envolvendo

as células neoplasicas, células associadas ao tumor, ECM e outros componentes
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extracelulares soluveis (Amos; Choi, 2021). A convengao vigente determina que o
aumento da rigidez da ECM ¢é o sinal promotor da primeira etapa da metastase, que
consiste na invasao celular da membrana basal (Najafi; Farhood; Mortezaee, 2019).
Em seguida, as células tumorais invadem tecidos adjacentes, podendo adentrar a
corrente sanguinea e linfatica por intravasamento. Apdés um breve periodo de
sobrevivéncia na circulagao, as células podem extravasar e colonizar um novo sitio
(Quail; Joyce, 2013; Welch; Hurst, 2019).

A clivagem da ECM por MMPs fragmenta seus componentes, gerando
sitios de ligagao para integrinas que, devido a sua associagao as fibras de actina,
ativam a polarizagao do citoesqueleto (Hamidi; lvaska, 2018; Winkler et al., 2020). A
modificagao do citoesqueleto interfere no metabolismo celular, inibindo componentes
epiteliais que participam em adesbes intercelulares e ativando marcadores
mesenquimais, que modificam o fendtipo celular para facilitar a motilidade (Ramesh,;
Brabletz; Ceppi, 2020). A expressdao de integrinas é modificada para facilitar a
motilidade celular, gerando pontos de adesao focal que ancoram as células de forma
efémera a ECM, seguida do tracionamento do corpo celular (Hamidi; lvaska, 2018).
Os pontos de adesdo focal podem se desenvolver no apice de invadopddios,
estruturas ricas em actina e tubulina protraidas do citoplasma de onde MMPs séao
secretadas via EVs (Hoshino et al., 2013; Shimoda, 2019). As EVs secretadas na
porcao apical das células migratdrias podem criar trilhos na matriz, facilitando a
movimentacao das células pela superficie fibrosa (Sung et al., 2020).

A migracéo ativa auxiliada por moléculas adesivas, enzimas proteoliticas e
componentes do citoesqueleto consiste na invasao celular, que € iniciada a partir da
clivagem da membrana basal do tecido tumoral (Steeg, 2016). A invasao celular é o
processo que leva as células do tumor a penetrar por outros tecidos, podendo se
espalhar pelo corpo pela circulagdo sanguinea (mediante intravasamento e
extravasamento, ou migragao via pericitos), pelos vasos linfaticos, ou pelos nervos
(Welch; Hurst, 2019). A hipdxia € um dos fatores que promove a invasdo em TNBC,
mas a contribuicdo de EVs hipoxicas neste processo ainda € pouco conhecida
(Srivastava et al., 2023). Neste capitulo, demonstramos que EVs hipoxicas séo
capazes de promover o fenétipo invasivo de uma linhagem de TNBC em condicdes
normais de oxigénio, gerando alteracdes no proteoma celular que favorecem este
processo. Os resultados aqui descritos foram publicados previamente (Pachane et al.,
2022) (Anexo B).

80



Capitulo 4 — Invasdo Tumoral Mediada por Vesiculas Extracelulares Hipéxicas no Cancer de Mama

Triplo-Negativo

4.2 OBJETIVOS

Verificar a contribuicdo de gelatinases carregadas por vesiculas
extracelulares tumorais na invasao de células tumorais de mama, em situacdes de

hipdxia e normoxia.

4.2.1 Objetivos especificos

e Validar a presenca de MMP-2 e MMP-9 em SEV de células MDA-MB-
231 em hipoxia por meio de técnicas bioquimicas;

e Verificar alteragbes na atividade de MMP-2 e MMP-9 vesiculares sob
influéncia da hipéxia e da normoxia;

e Estudarainfluéncia de SEVs na capacidade invasiva de células tumorais

em normoxia e hipoxia.
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4.3 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos descritos no Capitulo 3 também foram utilizados

neste capitulo, acrescentado dos métodos a seguir.

4.3.1 Desenho Experimental

Dois grupos de células MDA-MB-231, cultivadas conforme descrito no item
3.3.1, foram semeadas na concentragao de 3 x 10° células/ml em triplicatas nas placas
de 6 pogos contendo 3 ml de meio de plaqueamento. As células foram incubadas por
24 h em hipodxia (1% O2) ou normoxia (~20% O2) para ades&o. O meio foi substituido
em condigdes estéreis para meio de plaqueamento contendo 5 ug/ml de SEVs
hipdxicas (i.e., grupo SEVh, preparados conforme descrito no item 3.3.2) ou PBS (i.e.,
grupo controle nao-tratado). Apdés 24 h de tratamento, o meio condicionado e/ou

células aderidas foram coletados conforme os experimentos detalhados a seguir.

4.3.2 Western Blotting Quantitativo

Amostras preparadas conforme o desenho experimental (ver 4.3.1) dos
quatro grupos de interesse foram coletadas em trés dias diferentes, utilizando células
com passagens distintas, e tratadas com o0 mesmo lote de SEVh. As células aderidas
foram lavadas com PBS e coletadas sob gelo em PBS gelado mediante raspagem
mecanica. Apos centrifugagao a 7.800 rpm por 12 minutos, 4 °C, o precipitado celular
foi ressuspendido em tampao RIPA e incubado por 2 horas no gelo, sendo vortexado
por 10 segundos a cada 15 minutos. O lisado foi centrifugado a 14.000 rpm por 20
minutos a 4 °C para remocgao de residuos, transferido para novo tubo e quantificado
por método BCA (ver 2.3.3.1).

As trés amostras de cada grupo foram aplicadas em um mesmo gel, e cada
gel foi repetido em trés momentos distintos, conforme descrito previamente (ver 3.3.5).
Avaliamos a expressao proteica de HIF1A, ITGB1, ITGB3, MMP2 e MMP9, e
selecionamos a proteina gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) como
controle constitutivo (Tabela 6).

Para quantificacdo da expressao proteica, a membrana exposta ao
anticorpo para proteina-alvo foi sujeitada também ao anti-GAPDH, e utilizamos de
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duas estratégias devido a limitagdes experimentais: (1) a membrana foi cortada com
um bisturi em duas partes, que foram remontadas para revelagao simultanea dos dois
anticorpos, ou (2) a membrana foi sondada para a proteina de interesse e submetida
a stripping para investigacao da proteina housekeeping. Para stripping, a membrana
foi mantida em agitagdo para duas lavagens de 5 minutos com tampao (glicina, SDS
0,1% e Tween® 20 1%, pH 2,2), seguida de duas lavagens de 10 minutos com PBS,

e duas lavagens de 5 minutos com TBST.

Tabela 6 — Anticorpos Primarios Utilizados para Western Blotting Quantitativo

Alvo Diluicéo Fabricante Cadigo
GAPDH 1:10.000 Abcam 181602
HIF-1a 1:1.000 Abcam 41608
Integrina 1 1:1.000 Abcam 179471
Integrina 3 1:1.000 Abcam 119992
MMP-2 1:1.000 Abcam 92536
MMP-9 1:1.000 Abcam 38898

FONTE: Pachane et al., 2022.

As bandas detectadas na revelacdo das membranas foram analisadas por
densitometria, utilizando o software FIJI (Image J) (Schindelin et al., 2012). Regides
de interesse contendo a banda integra foram selecionadas e a intensidade de pixels
foi mensurada apdés remocao do ruido (background). A intensidade de pixels da
proteina-alvo foi dividida pela intensidade de pixels do GAPDH do mesmo poc¢o, e 0s

valores processados foram submetidos a analise estatistica (ver 4.3.9).

4.3.3 Ensaios de Invasao Celular in vitro

4.3.3.1 Invasao em Camara de Boyden com Matrigel

Camaras de invasao foram montadas com insertos (poros 8,0 um, Greiner)
e placas de 24 pocos. No gelo, uma fina camada de Matrigel Matrix Basement
Membrane (#356234, Corning) foi diluido (1:1, v/v) em tampao (NaCl [0,7%] e Tris
[0,01 M]) e aplicada no centro dos insertos. O aparato foi incubado por 2 horas a 37
°C para estabelecimento do coating, e a matriz foi condicionada com meio DMEM

depletado de soro e glicose por 30 minutos a 37 °C antes do inicio do experimento.

83



Capitulo 4 — Invasdo Tumoral Mediada por Vesiculas Extracelulares Hipéxicas no Cancer de Mama

Triplo-Negativo

Células MDA-MB-231 foram resuspendidas em DMEM depletado de soro
e glicose e aliquotadas (10° células) em microtubos individualizados para tratamento
com SEVh (5 pg/ml) ou PBS (controle positivo). O conteudo dos microtubos foi
adicionado ao compartimento superior do inserto, que foi imerso na camara inferior
contendo DMEM 10% FBS. Como controle negativo de invaséao, insertos contendo
células nao-tratadas foram imersos em DMEM sem soro. A invasao foi proporcionada
por 6 e 16 horas, em atmosfera norméxica (20% O2) ou hipdxica (1% O2), a 37 °C, 5%
CO.. Apds remocao do meio dentro dos insertos, as membranas foram fixadas com
PFA 4% por 10 minutos, em temperatura ambiente. Os insertos foram lavados em
PBS e, utilizando um swab, removemos o0 excesso de células e matriz da porcao
superior das membranas. Os nucleos celulares foram corados com DAPI (0,7 ng/ul)
por 10 minutos, em temperatura ambiente e protegido da luz. Ap6s lavagem em PBS,
os insertos foram secos com swab, destacados com bisturi € montados em laminas
histolégicas.

A analise por high content screening foi realizada em microscopio de
epifluorescéncia (ImageXpress Micro XLS+ , Molecular Devices), sob aumento de 10x.
Imagens adquiridas da éarea total dos insertos foram utilizadas para contagem
automatizada de nucleos, com mascara criada no software MetaXpress (Molecular
Devices). A contagem de todos os sitios de cada pogo foi somada, gerando um valor
que foi normalizado pela média do controle negativo de invasdo. O indice de invaséo
foi obtido mediante divisdo dos valores normalizados de cada pogo pela média dos

controles positivos de invasao.

4.3.3.2 Ensaio de Degradacgao de Gelatina Fluorescente

Laminulas de borossilicato circulares com 13 mm de didametro previamente
lavadas com etanol 70% foram recobertas com poli-L-lisina (PLL, 100 ug/ml) por 20
minutos em temperatura ambiente. Apds duas lavagens com PBS, as laminulas foram
imersas em glutaraldeido 0,5% gelado por 15 minutos, no escuro, para realizagéo de
reticulacao (cross-link). Uma fina camada de gelatina conjugada com fluoresceina,
diluida a 0,2 mg/ml (G13187, Molecular Probes), foi disposta nas laminulas com
auxilio de Parafilm M (Amcor) por 16-18 horas a 4 °C (Even-Ram; Artym, 2009). Para
semeadura das células, as laminulas foram inseridas em placas de 24 pocos, lavadas
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duas vezes com PBS estéril e condicionadas com DMEM sem soro por 30 minutos a
37 °C.

Células MDA-MB-231 foram resuspendidas em DMEM depletado de soro
e aliquotadas (5 x 10* células/ml) em microtubos individualizados para tratamento com
SEVh (5 pg/ml) ou PBS (controle negativo). Como controle positivo, células n&o-
tratadas foram imersas em DMEM 10% FBS. O conteudo dos microtubos foi
cuidadosamente semeado nos pocos contendo as laminulas e incubado, em normoxia
(~20% O2) ou hipoxia (1% O2), por 24 e 48 horas a 37 °C, 5% CO.. O meio
condicionado foi coletado para realizagdo de zimografia em gelatina (ver 3.3.4).

As células foram fixadas com PFA 4% por 10 minutos, em temperatura
ambiente, e lavados duas vezes com PBS. As células foram permeabilizadas com
Triton X-100 0,1% por 5 minutos, lavadas duas vezes com PBS e bloqueadas com
BSA-PBS 1% por 1 hora a4 °C. A marcacéao do citoesqueleto por tubulina foi realizada
mediante exposi¢ao de anticorpo primario diluido em BSA-PBS 1% (5 pg/ml, #80779
Abcam) por 18 horas a 4 °C. Apds trés lavagens com PBS, as células foram incubadas
com anticorpo secundario conjugado com Alexa Fluor® 647 (1 ug/ml, #150115
Abcam) por 1 hora, no escuro e em temperatura ambiente. Os nucleos celulares foram
corados com DAPI (0,7 ng/ul) por 10 minutos, em temperatura ambiente e protegido
da luz. Apéds trés lavagem em PBS, as laminulas foram montadas em laminas
histolégicas com meio ProLong™ Diamond Antifade Mountant (Invitrogen) e seladas
com esmalte.

As laminas foram avaliadas por high content screening em microscépio de
epifluorescéncia (ImageXpress Micro XLS+ , Molecular Devices), sob aumento de 20x.
Imagens de sitios aleatérios foram adquiridas no software MetaXpress (Molecular
Devices) para quantificacdo da area degradada, determinada no software FIJI
(Imaged). Para tal, foi utilizada a imagem binaria do filtro FITC, com threshold
personalizado para remover o ruido do coating. Os resultados de trés ensaios
realizados em dias diferentes, com o mesmo lote de SEVh porém passagens celulares
distintas, foi avaliado como a area total de degradacado da gelatina na imagem,

normalizada pela contagem de nucleos na imagem.

4.3.4 Zimografia em Gelatina
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O sobrenadante do ensaio de degradagao de gelatina fluorescente (ver
4.3.3.2) foi coletado e centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos a 4 °C, A fase liquida
foi concentrada no equipamento Concentrator Plus (Eppendorf) e quantificada por
BCA (ver 2.3.3.1),

O ensaio de zimografia seguiu uma metodologia adaptada (Leber; Balkwill,
1997). Amostras de sobrenadante (20 ug) e EVs (10 ug) foram tratadas com coquetel
de inibidor de proteases (10%, v/v), misturadas a tampao Laemlli ndo-redutor (10%
SDS; glicerol; 0,1 M EDTA; 1 M Tris-HCI pH 6,8; bromophenol blue) na proporgao 2:1
(v/v) e aplicadas em géis SDS-PAGE 10% com gelatina (100 mg/ml). Utilizamos o
padrdo proteico Precision Plus Protein™ Dual Color (Bio-Rad) como controle de
aplicacdo, e uma amostra padrao foi aplicada em todos os géis para fins de
normalizagao. Devido as limitagbes do método, cada amostra foi aplicada em dois géis
distintos, que foram corridos ao mesmo tempo.

As proteinas foram separadas por eletroforese a 80 V, 4 °C, com duragao
média de 4 horas. Os géis foram lavados com Triton X-100 2,5% por 40 minutos em
temperatura ambiente e incubados em tampéo de renaturagéo (Tris 50 mM, cloreto
de célcio 5 mM [pH 8,0], azida sédica a 0,02% e cloreto de zinco 10 mM) por 20 horas
a 37 °C. A coloragédo dos géis ocorreu por 24 horas em temperatura ambiente, em
corante Coomassie Birilliant Blue (0,25% brilliant blue, 50% isopropanol, 10% &acido
acético), seguida de descoloragdo em solugao acido acético:metanol:agua (1:1:8, v/v)
por até 48 horas.

Os géis foram escaneados em fotodocumentador ChemiDoc™ XRS+ (Bio-
Rad) e analisados pelo programa ImagelLab (Bio-Rad). As bandas descoradas,
indicativos da degradacao da gelatina, foram quantificadas por densitometria e a

intensidade relativa das bandas foi normalizada pela amostra-padrao.

4.3.5 Expressao Génica por RT-qPCR

4.3.5.1 Extracao de RNA Total

Células preparadas conforme o desenho experimental (ver 4.3.1) foram
retiradas da incubacéo, lavadas com PBS gelado e coletadas em reagente TR/zol™
(Thermo Fisher Scientific) com auxilio de um cell scraper. As amostras foram
congeladas imediatamente em -80 °C.
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Para extracado de RNA total, as amostras foram descongeladas, misturadas
a 200 pl de cloroformio e vortexadas por 15 segundos. Apds 15 minutos de incubacgéo
em temperatura ambiente, realizamos centrifugacéo a 12.000 rpm por 15 minutos, 4
°C. Verificando-se a formacao trifasica das amostras, a fracao translucida superior foi
coletada em novo tubo. A eles, adicionamos 500 pl de isopropanol, invertendo
cuidadosamente os tubos dez vezes para misturar, e incubamos em temperatura
ambiente por 10 minutos. As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10
minutos, 4 °C. O pellet foi lavado em 1 ml de etanol 75% e centrifugado a 7.500 rpm
por 5 minutos, 4 °C. A lavagem do pellet em etanol foi repetida uma segunda vez. Os
tubos foram secos em estufa a 37 °C antes da ressuspensao dos precipitados em 10-
30 ul de agua ultrapura. As amostras foram quantificadas e avaliadas quanto a seu
nivel de pureza no espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo-Fisher Scientific). Amostras
com razao 230/260 entre 2,0 e 2,2, e razdo 260/280 entre 1,8 e 2,1 foram

consideradas satisfatorias.

4.3.5.2 Transcricao Reversa

As amostras de RNA foram tratadas com desoxirribonuclease | (DNAse |,
Invitrogen) conforme as instrugdes do fabricante. Aliquotas de 1 ug de RNA em 10 pl
de agua ultrapura foram incubadas com 1 pl de tampao DNase | por 15 minutos em
temperatura ambiente. A enzima foi inativada com adicdo de 1 pl de EDTA e
incubacéao por 10 minutos a 65 °C. A amostra foi mantida no gelo durante a transcrigao
reversa, que foi realizada com o kit High-capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems). A reacao foi montada no gelo mediante mistura do master mix
(tampéo, dNTP, primers randémicos, transcriptase reversa e agua livre de nucleases)
com as amostras de RNA e posterior incubagao em termociclador (T100, Bio-Rad),
seguindo o programa: 10 minutos a 25 °C; 120 minutos a 37 °C; 5 minutos a 85 °C. As

amostras de cDNA foram mantidas a -20 °C.

4.3.5.3 Padronizagao dos primers

Para padronizacédo dos parametros experimentais, realizamos previamente
testes de temperatura de anelamento e curvas de eficiéncia dos primers com uma

amostra teste. A preparacao das reagdes seguiu o protocolo de reagdo em cadeia da
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polimerase descrito no item abaixo (ver 3.3.5.4). Para os testes de temperatura de

anelamento, cada primer foi testado em triplicata para cinco diferentes temperaturas,

utilizando como base a temperatura de melting (Tm) indicada pelo fabricante. A curva

de eficiéncia de cada primer foi feita mediante diluicdo da amostra teste de 1 a 1.000

vezes, e corrida com a T, otimizada no teste anterior.

4.3.5.4 RT-gPCR

A avaliagéo da expressao génica de HIF1A, ITGB1, ITGB3, MMP2 e MMP9
foi realizada mediante RT-qPCR. Os genes GAPDH e HPRT foram utilizados como

normalizadores da expressao génica. Os primers utilizados neste trabalho foram

desenhados com base na sequéncia do gene de interesse, encontrada no banco de
dados GenBank (NCBI, NIH), e estdo descritos na Tabela 7.

Tabela 7 — Especificagcdes dos Primers Senso e Antisenso para RT-gPCR

Primer Senso Primer

Amplicon Tm

Genes (5 - 3) Antisenso (3'- 5) (ob) (°C) Acesso n® Empresa
GAPDH ACAGATgiggATGT TTG?ECCTATCTAAGGG 80 60 NM_001256799.3 Sigma
HPRT A O A G e C o 58 NM_000194.3  Bioneer
HiF1a AAMETCTCATCOA AATOTICCAATTC 168 507 NM_001243084.2  Sigma
mpy  ATTCCCTTICCTC TITTCTTCCATITT 116 606 NM_133376.3  Sigma
ITGB3 CTCCGGETCTCCAGAT TCCIZEAATCCEAGT 104 60 NM_000212.3  Sigma
MMP2 AGGfTCGCGGCGGTgCAT Tegggggg?A 200 68  NM_004530.4  Bioneer
Mmpg CCGCTACCACCTC GCCATTCACGTCG  4qq 59  NM_004994.2  Bioneer

GAACTTTG TCCTTAT

FONTE: Pachane et al., 2022.

A reagao em cadeia da polimerase foi realizada mediante mistura de 1 pl

de cDNA de interesse com 2 pl de mix de primers, 2 ul de agua ultrapura e 5 ul do

supermix SsoFast EvaGreen (Bio-Rad). As amostras foram preparadas junto ao

controle sem alvo (NTC), em triplicatas técnicas. As placas foram centrifugadas a

1,200 rpm por 3 min, 4 °C antes de serem incubadas no termociclador C1000 com
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sistema real time CFX96 (Bio-Rad). A placa foi incubada por 10 minutos a 95 °C, e
passou por 40 ciclos de 10 segundos a 95 °C, 30 segundos na T (Tabela 7), e 30
segundos a 72 °C. Em seguida, foi realizada a curva de melting, com temperaturas
crescentes de 65 °C a 95 °C a cada 30 minutos.

Os produtos da PCR foram analisados com base nos valores do Ct
(threshold cycle), normalizados pela média dos Ct dos genes constitutivos e
quantificados com base no grupo controle (ndo tratado em normoxia), conforme a
equacao de Livak e Schmittgen - na qual a variagdo na expressédo de cada gene é
igual a 2-22Ct (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

4.3.6 Avaliacao da Morfologia Celular

Laminulas de borossilicato circulares com 13 mm de didametro previamente
lavadas com etanol 70% foram recobertas com poli-L-lisina (PLL, 100 ug/ml) por 20
minutos em temperatura ambiente. Apds duas lavagens com PBS, as laminulas foram
imersas em glutaraldeido 0,5% gelado por 15 minutos, no escuro, para realizacéo de
reticulagao (cross-link). Uma fina camada de gelatina (0,2 mg/ml) ou Matrigel (1:1, viv
em tampao NaCl [0,7%] e Tris [0,01 M]; Corning), foi disposta nas laminulas com
auxilio de Parafilm M (Amcor) por 16-18 horas a 4 °C. Para semeadura das células,
as laminulas foram inseridas em placas de 24 pogos, lavadas duas vezes com PBS
estéril e condicionadas com DMEM sem soro por 30 minutos a 37 °C.

Células MDA-MB-231 (5 x 10* células/ml) foram semeadas DMEM
completo em placas de 96 pogos sem matriz (#3603, Corning) ou em laminulas
recobertas com gelatina ou Matrigel™ em placas de 24 pogos. O tratamento com SEVh
(5 pg/ml) foi realizado junto ao tratamento, e um controle nao-tratado foi mantido em
paralelo. As células foram incubadas por 24 e 48 horas em normoéxia (~20% O2) ou
hipoxia (1% O2), a 37 °C, 5% CO:..

Apos incubacgdo, o meio de cultura foi removido e as células foram fixadas
com PFA 4% por 10 minutos. Apds duas lavagens com PBS, as células foram
permeabilizadas com Triton X-100 0,1% por 5 minutos e coradas com DAPI (0,7 ng/ul)
e Phalloidin-A488 (2,5%) por 20 minutos, no escuro. O excesso de corante foi
removido por lavagens com PBS. As laminulas foram montadas em laminas
histolégicas com meio ProLong™ Diamond Antifade Mountant (Invitrogen) e seladas
com esmalte, e as amostras em placas permaneceram em PBS para analise por high
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content screening em microscépio de epifluorescéncia (ImageXpress Micro XLS+,
Molecular Devices), sob aumento de 20x e 40x. Imagens de quatro sitios aleatorios
por amostra foram adquiridas no software MetaXpress (Molecular Devices), para
avaliagéo da morfologia de células individuais. No software FIJI (ImageJ), a imagem
binaria do filtro FITC foi utilizada, com threshold personalizado para englobar a célula
totalmente. Os resultados de 300 células, obtidas de trés ensaios realizados em dias
diferentes, com o mesmo lote de SEVh porém passagens celulares distintas, foi
avaliado pelo indice de circularidade celular.

s (2)

Circularidade= —
perimetro

4.3.7 Imunofenotipagem de Integrinas por Citometria de Fluxo

Células preparadas conforme o desenho experimental (ver 4.3.1) foram
retiradas da incubacao, lavadas em PBS gelado e coletadas por raspagem mecanica
no gelo. As células foram centrifugadas a 1.200 rpm por 8 minutos a 4 °C, e o pellet
foi ressuspendido em PBS contendo os anticorpos primarios para integrina 1 (1
Mg/amostra, #13590 Santa Cruz Biotechnology) e integrina B3 (0,125 ug/amostra,
#110131 Abcam). Apds 1 hora de incubacgéo a 4 °C, as células foram lavadas duas
vezes com PBS, com spins a 1.200 rpm por 10 minutos a 4 °C, e incubadas com o
anticorpo secundario por 45 minutos a 4 °C (Goat Anti-Mouse IgG H&L [FITC], 1:1.000,
#6785 Abcam). As amostras foram lavadas duas vezes com PBS (1.200 rpm, 10
minutos, 4 °C) e resuspendidas em PBS para analise por citometria de fluxo no
equipamento BD Accuri"' C6 (BD Biosciences).

Um total de 15,000 eventos foi capturado por replicata (n = 3). Realizamos
a remocao de doublets por estratégia de gating tradicional, e os singlets foram
demonstrados em histogramas para determinacdo da mediana (Figura 15). A
comparagao da populagao foi efetuada no software FlowJo (v.10.8.1), usando os
valores de SE Dymax %Positive (super enhanced Dymax). Foram avaliados trés
ensaios realizados em dias diferentes, com o mesmo lote de SEVh porém passagens

celulares distintas.
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Figura 15 — Imunofenotipagem de Integrinas por Citometria de Fluxo
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Estratégia de gating para avaliagdo da imunofenotipagem de integrinas no programa FlowJo.
FONTE: Pachane et al, 2022 (suplementar).

4.3.8 Ensaio de Apoptose por Citometria de Fluxo

Placas contendo as células preparadas conforme o desenho experimental
(ver 3.3.1) foram centrifugadas a 2.000 rpm por 5 minutos a 4 °C, O meio de cultura
foi retirado, os pogos foram lavados com PBS e foi realizada nova centrifugagao nas
mesmas condi¢cbes. Adicionou-se aos pogos tampao de ligagcdo em conjunto aos
corantes 7AAD (2,5 pl) e PE (2,5 ul) do kit Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD
559763) por 15 minutos no escuro. As placas foram centrifugadas a 2.000 rpm por 5
minutos a 4 °C e o sobrenadante foi descartado. As células foram coletadas em
tampao de ligacdo, com auxilio de cell scraper, e mantidas no gelo durante a analise
por citometria de fluxo (BD Accuri C6, BD Biosciences). Ajustamos as configuragdes
do equipamento para analise de 15.000 eventos por amostra. Foram mantidos 4
controles experimentais: utilizamos células ndo tratadas e nao coradas; células mortas
por aquecimento a 80 °C coradas com 7AAD; células mortas por aquecimento a 80 °C
coradas com PE; e células duplamente marcadas com PE e 7AAD. A analise dos
resultados foi realizada pelo software FlowJo (v.10.8.1), utilizando a estratégia de
gating descrita abaixo (Figura 16). Foram avaliados trés ensaios realizados em dias

diferentes, com o0 mesmo lote de SEVh porém passagens celulares distintas.
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Figura 16 — Controles do Ensaio de Apoptose por Citometria de Fluxo
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Estratégia de gating para avaliacdo da apoptose celular por citometria de fluxo, preparado no
programa FlowJo. FONTE: Pachane et al., 2022 (suplementar).

4.3.9 Analise estatistica

A presencga de outliers foi verificada utilizando o método ROUT (robust
regression followed by outlier identification). Foram realizados testes de normalidade
de D’Agostino & Pearson omnibus K2 (n=9) ou Shapiro-Wilk (n<9) para determinacgao
da distribuigado gaussiana. Em caso de lognormalidade, os dados foram transformados
em log1o antes da analise.

Dados paramétricos foram analisados por ANOVA one-way com teste de
multiplas comparag¢des de Tukey. Dados nao paramétricos foram avaliados por
analise de variancia de Kruskal-Wallis, com pos-teste de multiplas comparagdes de
Dunn. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente relevantes. Os
resultados foram apresentados como média + desvio padrdo ou desvio do erro da
média, se parameétricos; e mediana % interquartil se ndo-paramétricos. A analise dos

dados e graficos foi realizada no software GraphPad Prism (v. 9.3).
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4.4 RESULTADOS

4.4.1 Indugao da Invasao de MDA-MB-231 por SEVh

Utilizamos dois métodos complementares para avaliacdo da invasao
celular in vitro: a cdmara de invasdo com coating de Matrigel e a invasdo em laminula
recoberta por gelatina fluorescente. A invasdo em Matrigel foi induzida por hipdxia e
por tratamento com SEVh em norméxia apds 16 horas (Figura 17A). Entretanto, nédo
observamos invasdo em hipdéxia com tratamento de SEVh, o que sugere a
necessidade de oxigénio para indug¢ao da invasdo mediada por EVs.

Resultados similares mediados por SEVh foram observados na invasdo em
gelatina, onde a degradacdo da matriz ndo foi observada em células tratadas em
hipéxia (Figura 17B). A sinalizacédo decorrente de SEVh em normdxia promoveu
invasdo em gelatina apds 48 horas, assim como o controle ndo-tratado em hipdxia. O
tamanho e abundancia dos pontos de degradag¢ao da matriz fluorescente variou entre
os grupos (Figura 17C) e estava mais pronunciada em células tratadas com SEVh em
norméxia (Figura 17D). Supunhamos que os pontos de degradagdo estariam
localizados na periferia celular, mas poucas células se colocalizaram com eles,
sugerindo que a motilidade celular foi favorecida nesta condigao.

Devido a atividade gelatinase, investigamos os efeitos de SEVh e hipoxia
na ativagdo de MMP2 e MMP9. Verificamos um aumento significativo da atividade de
MMP2 (Figura 17E) e MMP9 soluveis (Figura 17F) apds 48 horas da exposi¢gao em
normoéxia com SEVh. A banda de MMP2 foi detectada abaixo do esperado (52 kDa)
nos grupos tratados com SEV, mas manteve-se a 62 kDa no controle positivo (FBS™).
Referente a expressao génica, a sinalizacao por SEVh e/ou a hipdxia aumentaram
drasticamente os niveis de MMP2 (Figura 17G), e MMP9 foi reduzida apds tratamento
com SEVh em hipdxia (Figura 17H). Entretanto, estes resultados nao foram mantidos
na expressao proteica: a MMP2 foi aumentada apenas em células tratadas com SEVh
em hipoxia (Figura 171) e MMP9 nao variou estatisticamente entre os grupos (Figura
17J), sugerindo que SEVh e hipdxia atuam em mecanismos diferentes de regulacao

da expressao de gelatinase.
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Figura 17 — Invasao Celular Mediada por SEVh
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A — Diagrama da camara de invasédo ao Matrigel e resultados apés 16 horas de incubagéo. B —
Diagrama do ensaio de degradacao de gelatina fluorescente e resultados da area degradada apos 48
horas. C — Imagens de microscopia confocal do ensaio invasdo em gelatina fluorescente em campo
claro (LM), com marcagéo do nucleo (DAPI, azul), tubulina (rosa) e gelatina (fluoresceina, verde).
Pontos de degradacao indicados com setas brancas (barra de escala: 20 um). D — Visdo ortogonal do
grupo normoxia SEVh com ponto de degradagéo préximo ao corpo celular (barra de escala: 20 ym).
E-F — Atividade proteolitica de MMP2 e MMP9 no sobrenadante do ensaio de invasao em gelatina. G-
H — Expresséo génica de MMP2 e MMP9 em MDA-MB-231. I-J — Expressao proteica de MMP2 e
MMP9 em MDA-MB-231. * p < 0,05. FONTE: Pachane et al., 2022.
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4.4.2 Promogao do Fendtipo Migratério de MDA-MB-231 em Normoéxia por SEVh

A interpretagdo visual das imagens de microscopia de fluorescéncia
indicaram que a morfologia celular foi modificada pelo tratamento com SEVh em todas
as condigdes, especialmente sob Matrigel (Figura 18A). Células nao-tratadas em
normdxia apresentam um arranjo particular da F-actina, com fibras paralelas cruzando
o citoplasma em um eixo determinado. Este padrao é alterado em hipdxia e/ou com
tratamento de SEVh, o que gera uma concentragao de F-actina ao longo do perimetro
celular. O mesmo comportamento € visivel em células plagueadas sem matriz
exégena e em matriz de gelatina. Identificamos em células tratadas com SEVh em
normoéxia a presenga de invadopaodios, protuberancias da membrana celular ricas em
F-actina que séo dispostas na periferia celular (Figura 18B) (Alblazi; Siar, 2015).

De forma geral, a circularidade celular diminuiu apos a adesao a matrizes
derivadas de colageno por 24 e 48 horas (Figuras 18C-E). Em situagdes sem matriz
exdégena, o tratamento com SEVh em hipdxia e normdxia aumentou a circularidade
celular em comparacao aos respectivos controles tanto em 24 horas, quanto em 48
horas (Figura 18C). Em matrizes de colageno, esse comportamento foi alterado: apés
24 horas do plagueamento, células normoxicas tratadas com SEVh tornaram-se 32%
mais alongadas em gelatina que em placas sem matriz exégena (Figura 18D), e 58%
mais alongadas em Matrigel (Figura 18E). Considerando que o aumento da
circularidade celular pode ser resultante do estresse celular, este resultado sugere
que qualquer tipo de ECM derivada de colageno pode ser essencial ao

desenvolvimento do fendétipo migratério no TNBC.

4.4.3 Alteragao no Perfil de Integrinas 1 e 3 em HipoOxia

A alteracao do fenétipo de MDA-MB-231 mediante tratamento com SEVh
sugere que a interacao entre células e ECM esteja sendo modulada pela oxigenagao
celular. Por meio de analises de expressdo génica e proteica das integrinas 31
(ITGB1) e B3 (ITGB3), que sao cruciais na regulagdo da migragao e invasao (Hamidi;
Ilvaska, 2018), observamos que apenas a hipdxia altera o perfil de expressao dos
receptores, especialmente de ITGB1. Em hipdxia, a expressao génica (Figura 18F) e
proteica (Figura 18G) da integrina 31 foi aumentada, entretanto a disponibilizagao
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dessa integrina na superficie celular foi diminuida especialmente sob acdo de SEVh
(Figura 18H).

Figura 18 — Alteragbes Fenotipicas de MDA-MB-231 sob Hipdxia ou SEVh
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A - Imagens de MDA-MB-231 em Matrigel, tratada (SEVh) ou n&do (PBS) por 24 horas em normoxia
(20% O2) ou hipodxia (1% O2). Setas brancas indicando invadopddios (barra de escala: 50 um). B —
Detalhamento de invadopddios em células normoxicas tratadas com SEVh (barra de escala: 20 pm).
C-E — Circularidade celular ap6s 24 e 48 horas de incubagdo de MDA-MB-231 em superficies (C) sem
matriz, (D) com gelatina, ou (E) com Matrigel. F-G — Expressao génica e proteica da integrina 1. H -
Imunofenotipagem da integrina B1 superficial. I-J — Expresséo génica e proteica da integrina 3. K —
Imunofenotipagem da integrina B3 superficial. * p < 0,05. FONTE: Pachane et al., 2022.
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Apesar de SEVh nao interferir com a expressdo da integrina B3 na
normoxia, ela diminuiu a expressao génica por 36,6% em hipoxia (Figura 18I). Por
western blotting, nao identificamos alteragdes na expresséo proteica da integrina 3
(Figura 18J), mas sua disponibilizacdo na superficie celular foi reduzida a niveis
basais (Figura 18K). Nossos resultados sugerem que SEVh ndo interfere com a
expressao de integrinas importantes para o comportamento pro-tumoral, mas auxilia

nos mecanismos de disponibilizagcado dos receptores na superficie celular.

4.4.5 Apoptose Mediada por Hip6xia é Modulada por SEVh em TNBC

A regulagdo da morte celular por apoptose, necrose, autofagia ou outros
processos em hipoxia € um dos mecanismos mais conhecidos da resposta celular ao
estresse oxidativo (Qiu; Li; Ji, 2015). Ao investigarmos a resposta da hipdxia ao
apoptose, verificamos que a atmosfera de 1% O2 aumentou a porcentagem de células
em apoptose tardia em comparagao ao controle ndo-tratado em normoéxia (Figura 19A-
B). Os outros destinos celulares (apoptose inicial, células vivas e células mortas) nao
tiveram alteragcdes significativas. Nao observamos diferencas significativas na
apoptose de células tratadas com SEVh, indicando que as vesiculas podem auxiliar
na modulagao da resposta apoptotica mediada por hipoxia, mas néao promovem morte
celular em células normoxicas.

A regulagao da apoptose mediada por hipoxia é realizada pela via do HIF,
cujo principal componente (HIF-1) controla o equilibrio entre sinais pré- e anti-
angiogénicos. A proteina HIF-1 € um heterodimero formado quando a subunidade a
evade ubiquitinacao e se une a subunidade [, tornando-se funcional (Greijer; Wall,
2004). Observamos que a expressao génica de HIF1A é reduzida em células
hipdxicas, independentemente da exposi¢cao a SEVh (Figura 19C). Entretanto, ha uma
tendéncia nao-significativa de reducao da expressao génica de HIF1A, especialmente
em hipoxia (p = 0,07). A expressao proteica de HIF1A seguiu as mesmas tendéncias,
mas o tratamento com SEVh aumentou seus niveis em hipodxia (Figura 19D). Este
resultado paradoxal pode sugerir que SEVh esta interferindo com o mecanismo
regulatorio de HIF-1a quando o estresse oxidativo é estabelecido.
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Figura 19 — Respostas HIF-independentes em Células Tratadas com SEVh
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A — Apoptose de MDA-MB-231 sob normdxia ou hipdxia, tratada com SEVh, com as populagées
médias (%) de dois ensaios independentes em triplicatas técnicas. B — Comparacao dos destinos
celulares possiveis (células vivas, verde; apoptose inicial, azul; apoptose tardia, rosa; células mortas,
cinza). C-D — Expresséao génica e proteica de HIF-1a. * p < 0,05. FONTE: Pachane et al., 2022.

4.4.6 Proteoma Comparativo de MDA-MB-231

Ao compararmos o proteoma de células expostas a SEVh sob hipdxia e
normoxia, verificamos quatro perfis distintos. Detectamos 2,615 proteinas no total,
sendo 1,441 proteinas comuns a todos os grupos. Encontramos 11 proteinas
exclusivas aos grupos de normdéxia e 124 aos grupos de hipoxia, com 196 proteinas
unicas em células nao-tratadas normoéxicas (PBS-N), 19 em células tratadas
normoéxicas (SEVh-N), 108 em células nao-tratadas hipoxicas (PBS-H) e 120 em
células tratadas hipoxicas (SEVh-H). Proteinas comuns a dois ou mais grupos estao
descritas no diagrama de Venn (Figura 20A). O PCA uniu as replicaras conforme sua
caracteristica determinante, com valores de PC correspondendo a 36,0%, 20,7%,
11,8%, 10,2% e 4,8% da variancia designada (Figura 20B).
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Figura 20 — Proteoma Comparativo de MDA-MB-231
(a) (b) PCA  |Cipsem (e)

C2: 20.7% variance

Norm SEVh Hyp SEVh
n=2615 C1: 36.0% variance
Norm PBS Norm SEVh Hyp PBS  Hyp SEVh Normoxia Hypoxia
mPes @ Pes
B SEVh [ SEVh
ZN638
TAGL
ANLN]
KNTC1
RPB9
GTRIGTR14
GoRs2]
STABP
PICAL
ALK 1
YLPM1+
CHSP1+
HBE
GAL3B:GALIA]
PP1R74
PAPS2]
CEL -
FKBP9+
PCY24
SRRTH
KITH
ATG3
D47+
ACYP1
CGL
SNX124
cKAP2]
cvrc
PORIM~
DBR1+4
NEUAH
RP2 -
P4HA2+
8iD-]
COASH
DDX23
UCHLS5+4
onght] () 5
GBRL2: Pairwise comparisons
TES
ABA1 Norm PBS x Norm SEVh
FBXS50:
]
s Hyp PBS x Hyp SEVh
APST
HSP72] Norm PBS x Hyp PBS
LYRM?
AEDO Norm SEVh x Hyp SEVh
cLozg
GCP2 PR o
St \\°Q (p“ 1;3\ ‘2}\& e\"b 1’0\@ \°‘}“‘}5 & (\e“q' 6;#\01 &° é?o
& &
oles] NI
ADD/ o F &L @
MRM3 3 & 0Q® & & o o &
¢ W 8 )
KT3K & ¢ & &0
NPLA & o &
RPAB1 5 K
2 El 0 1 2 &
-log10 (abundance) 0‘&

A - Distribuicao de proteinas em células MDA-MB-231 incubadas em normoxia (Norm) ou hipdxia
(Hyp) na presencga ou auséncia de SEVh. B — Valores de PCA da analise protedmica. C — Heatmap
das 105 proteinas mais diferentemente expressas em células expostas a SEVh em norméxia ou
hipoxia (p < 0,05). D — Valores da abundéancia das 62 proteinas mais expressas entre 0s grupos (p <
0,01). E — Mapa de interagdes das proteinas mais expressas em amostras celulares, criada no String-
DB. Halos indicam a for¢a dos valores de p da analise estatistica dos dados normalizados. Espessura
dos conectores indicam a confianga das interagbes. F — Heatmap da analise de enriquecimento
realizada no Reactome (p < 0,05). FONTE: Pachane et al., 2022.

A andlise estatistica univariada identificou 105 proteinas com expressao
diferenciada entre os quatro grupos (p < 0,05) (Figura 20C), com expressao distinta
dentre as comparagdes pareadas (Tabela 8). As 62 proteinas mais divergentes (p <
0,01) entre os grupos estao dispostas na Figura 20D e seu mapa de interagdes esta
na Figura 20E. As dez proteinas mais abundantes de cada grupo, junto de seus
valores de TIC, estdo dispostas na Tabela 9. O proteoma comparativo completo esta
disponivel sob o ID PXD035244 na base de dados ProteomeXchange.
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Tabela 8 - Contagem de Proteinas Diferencialmente Expressas por Protedmica
Normdxia PBS  Norméxia EVh Hipéxia PBS Hipdxia EVh

Normoéxia PBS - - - -

Normoxia EVh 18 - - -
Hipoxia PBS 79 - - -
Hipoxia EVh 80 66 42 -

FONTE: Bianca C. Pachane (2022)

Tabela 9 — Dez proteinas com maior score em MDA-MB-231

Normoxia PBS Normoxia SEVh Hipoxia PBS Hipoxia SEVh

Proteina TIC Proteina TIC Proteina TIC Proteina TIC
1 CD166 78193.79 CD166 91630.2875 CD166 61860.54 CD166 56244.09
2 PTPRA  52337.20 EGLN 41343.6434 | PTPRA  36389.88 | PTPRA  46113.69
3 EGLN 31064.89 | PTPRA  40731.4585 EGLN 34346.54 EGLN 27650.73
4 TEBP 21502.70 JAK1 23866.0662 GLU2B 32680.50 GLU2B 23942.60
5 GLU2B 20988.29 GLU2B 23853.9594 DHPR 23202.68 DHPR 18286.52
6 SRSF7 20873.90 P14KA 13587.5165 PPAL 20745.47 PPAL 18003.00
7 JAK1 19205.85 | BCR;ABR  12895.9156 JAK1 17351.60 JAK1 14324.37
8 BCR;ABR  12800.05 CDC37 11934.5486 TRFM 14608.45 TRFM 14093.54
9 TRFM 12710.24 TRFM 11457.6037 RL21 13546.76 INGR1 13679.96
10 INGR1 11853.25 NHRF2 11447.1583 NHRF2 13098.61 RL21 12769.99

Fonte: Bianca C. Pachane, 2022

SEVh interfere diretamente no proteoma de células em norméxia, atuando
especialmente na regulacdo do complexo de ligagdo da y-tubulina (TUBGCPS6,
TUBG1, TUBGCP3 e TUBGCP2, FDR: 9,7 x 10), aumentando a nucleagdo dos
microtubulos (FDR: 0,00026) e polimerizagao proteica (FDR: 0,00033). Outras vias
adicionais promovidas por SEVh incluem a biogénese mitocondrial, ciclo do acido
citrico e sintese das enzimas ubiquitina E1 e E2 (FDR: 0,171). As vias favorecidas por
SEV em normdxia promovem alteragdes substanciais no metabolismo celular,
favorecendo o ciclo celular e sobrevivéncia de células tumorais.

Em hipdxia, o tratamento com SEVh levou a vias distintas, favorecendo a
resposta ao estresse (KEAP1, RBX1, POLR2C, POLR2I, ADD1, SETD7, NPLOC4,
NCCRP1, UCHL5, CTH, BAG6, HSPA2, AK4, C4orf27 e POLR2E; FDR: 0,0182) e

outros processos metabdlicos (p = 0,0239). Verificamos favorecimento da biogénese
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e splicing de mRNA (PQBP1, POLR2C, POLR2I, DDX23 e POLR2E), reparo do DNA
(RBX1, POLR2C, POLR2I, NPLOC4 e POLRZ2E) e degradagdo de cisteina e
homocisteina (FDR: 0,0804), indicando que a sinalizacdo de SEVh em células
tumorais € dependente de oxigénio e promove respostas contrastantes.

Em ambos os grupos de hipdxia, verificamos alteracdées no metabolismo
celular, particularmente com o aumento da atividade catabodlica (PBS-H: FDR =
0,00602; SEVh-H: FDR = 0,0069) e resposta ao estresse (PBS-H: FDR = 0,334).
Verificamos um favorecimento sutil da morte celular programada, que € uma das
principais respostas celulares a hipdxia, mas principalmente um aumento na autofagia
foi detectado (PBS-H: FDR = 0,334; SEVh-H: FDR = 0,25). Proteinas relacionadas ao
dano e reparo do DNA, incluindo USP7, BABAM1, RBX1 e POLR2| (FDR: 0,334),
foram identificadas em células nao-tratadas em hipdxia.

Células tratadas com SEVh em hipdxia aumentaram sua expressao de vias
mitocondriais e proteoliticas em comparacdo a normdxia, incluindo o transporte e
sintese de PAPS (FDR: 0,0899) e enzimas de deubiquitinizagao (DUBs, FDR = 0,205).
Os detalhes das vias de enriquecimento estdo dispostos na Figura 20F. A lista

completa do proteoma diferencial de MDA-MB-231 esta disponivel no Anexo D.
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4.5 DISCUSSAO

A invasao celular é critica para o inicio da cascata metastatica, permitindo
que células tumorais se destaquem do sitio primario em busca de um novo nicho de
desenvolvimento (Chambers; Werb, 2015). Um dos fatores que promovem este
comportamento € a hipdxia intratumoral, cujo estabelecimento €& diretamente
resultante do aumento das taxas de proliferacdo e consumo de nutrientes pelo tecido
tumoral (Taware et al., 2020). Considerando que a hipoxia € essencial para a
modulagdao de respostas pré-tumorais, demonstramos neste capitulo que SEVh
contribui também para a progressao tumoral e resposta invasiva de células de TNBC,
particularmente sob condi¢des 6timas de oxigénio.

Para investigar a influéncia de SEVh em células de TNBC, estabelecemos
um desenho experimental que nos permitiu explorar os efeitos esperados em um
cenario tumoral, onde as células de uma area hipdxica se comunicam através de EVs
com seus arredores, incluindo outras células hipdxicas e células norméxicas (Jiang et
al., 2022). A comunicacgao de longa distancia é uma das fung¢des basicas de EVs, mas
isso ndo exclui a possibilidade da ocorréncia de sinalizagdo proximal (Milane et al.,
2015). No nosso desenho, introduzimos as células ao ambiente hipoxico (1% O2)
imediatamente apds o plaqueamento, divergindo de outros estudos (Taware et al.,
2020; Wang et al., 2014; Xie et al., 2016). A hipdxia pode ser estabelecida de forma
quimica ou atmosférica, variando de 0,1 a 5% (Bernhardt et al., 2019; Grayson et al.,
2007; Hannafon et al., 2019; Hoffmann et al., 2018; Schmaltz et al., 1998; Sesé et al.,
2017). Devido a essa variagao, corroboramos alguns resultados da literatura, como o
aumento do rendimento de EVh (King; Michael; Gleadle, 2012), apoptose (Rana;
Singh; Koch, 2019) e invasao celular (Wang et al., 2014), mas outros divergiram, como
os perfis de integrina (Casali et al., 2022) e HIF-1a (Bos et al., 2003).

A principal via de agao da hipoxia envolve HIF-1. Em tecidos saudaveis, o
HIF-1 & hidroxilado em um residuo conservado de prolina, marcando-o para
degradacdo proteassomal; entretanto, em hipoxia, espécies reativas de oxigénio
(ROS) inibem essa clivagem por enzimas do dominio prolil-hidroxilase (PHD),
permitindo portanto a ligacdo das subunidades de HIF. Isso forma um regulador
transcricional que interfere diretamente com o metabolismo, homeostase redox,
angiogénese, tumorigénese e inflamacao (Majmundar; Wong; Simon, 2010). Nossos
resultados demonstraram uma reducao na expressao proteica de HIF-1a. em células
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hipéxicas sem tratamento e células normdxicas tratadas com SEVh, mas um aumento
da expressao proteica em ceélulas hipoxicas expostas a SEVh. A expressédo génica
reduzida em células nao-tratadas em hipdxia provavelmente € decorrente a desrupcéao
de dois dominios de transativagédo (TAD), os quais estabilizam a molécula de HIF-1
contra degradagéao proteossomal e regulam a expressao génica com outros co-fatores
(Rashid et al., 2021). Observamos que o tratamento de células hipéxicas com SEVh
reduziram a expressdo génica mas aumentaram sua expressao proteica, sugerindo
um papel regulatério de conteudos carreados por SEVh na expresséao proteica. Como
visto na analise protebmica, a redugao dos niveis de oxigénio regula o metabolismo
do cancer, favorecendo o catabolismo e a resposta ao estresse em relacao a outros
processos celulares.

A ativacdo de HIF-1 promove respostas pré-tumorais como o
remodelamento da matriz extracelular, seja por indugdo de secrecédo proteica ou
controle da expressao de MMPs (lto et al., 2021; Stegen et al., 2019). Considerando
as gelatinases, a hipdxia reduziu levemente a expressdo génica de MMP-9, mas
aumentou MMP-2 significativamente ambas as expressdes génica e proteica. Ambas
as gelatinases apresentam modulagao de sua ativagéo via MMP-1, uma colagenase
que conecta diretamente a sinalizagao do NF-kB a ativacédo candnica da MMP-9 e, de
forma menos eficiente, a ativagdo nao-canénica de MMP-2 (Overall; Lopez-Otin,
2002). O favorecimento da expressao de TIMP-1 também pode inibir a expressao de
MMP-9, viabilizando comportamentos pro-metastaticos junto de miR-210 (Cui et al.,
2012). Dessa forma, nossos resultados sugerem que a ativagao de MMP-2 esta sendo
favorecida em relacdo a MMP-9 em hipdxia, seja por direta agcdo da pressao de
oxigénio ou por EVh.

Com a alteragao da composicdo da ECM, o padrao de expressao de
integrinas também é afetado. Esses receptores celulares medeiam as respostas para
dentro e para fora das células, podendo ser diferencialmente expressos em tumores
com base em sua agressividade, origem celular e etapa da progressao tumoral
(Gholami et al., 2013; Hamidi; Ivaska, 2018). O perfil de integrinas pode ser repassado
a suas vesiculas extracelulares, auxiliando o trafego vesicular, organotropismo e
metastase (Hoshino et al., 2015; Hurwitz; Meckes, 2019; Soung et al., 2019). As
integrinas B1 e B3 séo frequentemente superexpressas no cancer e podem auxiliar as
respostas de motilidade celular, adesao, invasado e angiogénese (Carter et al., 2015;
Danilucci et al., 2019; DeRita et al., 2019; dos Santos et al., 2020; Montenegro et al.,
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2017; Moritz et al., 2021). Em nossa investigacédo, observamos que a hipoxia modula
as expressoes proteica e génica das integrinas 1 e 33, mas sua disponibilizacado na
superficie celular pode ser regulada por SEVh. Supbe-se que a sinalizagéo
proveniente por SEVh regule os mecanismos de trafego interno de integrinas,
prevenindo certas subunidades como B3 de atingir a superficie celular sob hipdxia.

Como consequéncia da expressao diferencial de integrinas, a morfologia
celular é impactada, visto que os receptores de adesao sdo conectados, em sua cauda
citoplasmatica, a F-actina via talina-1. Ao passo que o segmento extracelular das
integrinas liga-se a componentes da ECM, molecular clutches sao formadas para
propulsionar a célula adiante, criando uma polarizagao celular que promove o fendétipo
migratorio (Friedl; Alexander, 2011; Hamidi; Ivaska, 2018; Shattil; Kim; Ginsberg,
2010). Células TNBC apresentam uma diversidade de fendtipos possivels, conforme
a composi¢cao da ECM e sua rigidez, o que corroboramos neste trabalho (Geiger et
al., 2019). Em matriz complexa (Matrigel), SEVh promove alongamento celular com
baixa circularidade e induz a formacéo de invadopddia — protrusdes do citoesqueleto
de F-actina na periferia celular, sendo consistente com o fenétipo migratério (Alblazi;
Siar, 2015). Ambos os ensaios de invasao celular corroboraram o fenétipo invasivo de
células TNBC sob sinalizagao de SEVh em normoxia, particularmente na presenca de
matrizes exdgenas.

O padrao global de proteinas e vias favorecidas por células MDA-MB-231
em normoéxia ou hipdxia, com ou sem tratamento com SEVh, é diferente entre os
grupos. A ativacao de vias de sobrevivéncia e a modulagao do ciclo celular por SEVh
em normoxia, e da protedlise e danos ao DNA em hipdxia, confirmam a importancia
da oxigenacgado na determinagao do destino celular por vesiculas extracelulares. O
proteoma de MDA-MB-231 e de suas vesiculas sao conhecidos, e recentemente uma
investigacao dos efeitos de hipoxia leve (1,2% O2) e agressiva (0,2% O>) foi publicado
(Bernhardt et al., 2019; Palazzolo et al., 2012; Strande et al., 2009). No nosso estudo,
demonstramos de forma inédita como SEVh modificam o proteoma de suas células
originarias sob hipdxia e normoxia.

Neste trabalho, baseamos nosso estudo em uma unica linhagem de célula
imortalizada, o que é limitante em relagdo a abundancia de linhagens tumorais
disponiveis comercialmente e também diverge de culturas primarias. Além disso, o
estresse oxidativo decorrente dos ensaios celulares n&o foi investigado, nem o
mecanismo de associacdo de EVh em células.
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4.6 CONCLUSAO

A autossinalizagdo de SEVh separados a partir da linhagem de TNBC
MDA-MB-231 em hipoxia promove modificagées intracelulares que favorecem a
invasdo em normoxia, e induz protedlise, catabolismo e, em geral, uma resposta
severa ao estresse em hipdxia. A invasao celular é favorecida por SEVh sob condi¢cbes
vantajosas de composi¢ao de oxigénio e matriz, devido a modulagdo da expressao e
disponibilidade da gelatinases e integrinas 1 e 3. Essas modifica¢des interferem no
citoesqueleto de F-actina, criando um fendtipo migratério auxiliado pelo
desenvolvimento de invadopddios. Células normodxicas tratadas com SEVh favorecem
0s processos metabdlicos e ciclo celular, modulando a saude celular, sendo que em
hipdxia as células sdo enriquecidas em vias apoptaticas. No geral, nossos resultados
demonstram a importancia da sinalizagao hipoxica via SEV em um cenario tumoral
para o estabelecimento de metastase, conforme resumido no diagrama abaixo (Figura
21).

Figura 21 - Resumo da Autossinalizacdo de SEVh em MDA-MB-213
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Graphical abstract criado em BioRender.com demonstrando as principais vias favorecidas por SEVh
em TNBC. FONTE: Pachane et al., 2022.
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CAPITULO 5 - ESTUDO DO MICROAMBIENTE TUMORAL DE MAMA TRIPLO-
NEGATIVO POR CO-CULTURA MULTICELULAR CIRCULANTE

5.1 INTRODUGCAO

O conceito de microambiente tumoral (TME) € complexo e constantemente
renovado na literatura desde a idealizagdo do termo em 1863 por Virchow e sua
definicdo por Paget com a teoria da “semente e solo” (Jin; Jin, 2020; Kucharzewska;
Belting, 2013; Paget, 1989). Composto por células tumorais, estromais, vasos
sanguineos, fibras nervosas, matriz extracelular e componentes acelulares, o TME é
crucial para a progressao tumoral, intermediando a comunicagdo com tecidos
adjacentes e permitindo a sustentacdo e alimentagdo do tumor (Jin; Jin, 2020;
Kucharzewska; Belting, 2013).

O consenso atual define o microambiente tumoral como o conjunto de
diferentes nichos que favorecem comportamentos baseados na composicdo e
necessidade do local, geralmente acompanhando a heterogeneidade fenotipica
tumoral (Jin; Jin, 2020). O TME é modificado dependendo do contexto do tecido
tumoral e evolui com a progressdo da doenca e com a heterogeneidade clonal do
tumor (Dagogo-Jack; Shaw, 2018). Dentre os nichos especializados encontrados no
TME, temos os microambientes hipoxico, imune, metabdlico, acidico, inervado e
mecanico (Jin; Jin, 2020). Esses nichos sdo diferentes nos sitios primarios, pré-
invasivos, invasivos e metastaticos, cada qual com caracteristicas fisicas e
metabdlicas determinantes (Visser; Joyce, 2023) (Figura 22).

Em tumores pré-invasivos, o TME favorece comportamentos de
proliferacdo, migracao e plasticidade, especialmente decorrente da sinalizacéao
autocrina por EGF, HGF e TGF-B (Visser; Joyce, 2023). Fibroblastos passam a se
diferenciar em CAFS e secretam matriz extracelular, aumentando a rigidez local
(Amos; Choi, 2021). Mediadores pro-inflamatérios como G-CSF, IL-1B e IL-8 séo
secretados e estimulam mondécitos, macréfagos, neutrofilos, ao mesmo tempo que o
tumor inibe a atividade de células NK e linfécitos T (Visser; Joyce, 2023). A atividade
dos macrofagos aumenta a liberagao de espécies reativas de oxigénio, o que promove

danos no DNA e favorece o aparecimento de TAMs. Concomitantemente, o estimulo
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pré-angiogénico € iniciado mediante secrecdo de VEGF e FGF-2 por células em

estresse oxidativo (Visser; Joyce, 2023).

Figura 22 — Composi¢édo do Microambiente Tumoral
Sitio primario do tumor Sitio Metastatico
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Células, matriz e componentes do microambiente tumoral durante a fase primaria de
desenvolvimento e no sitio metastatico. FONTE: Visser; Joyce, 2023 (traduzido).

Uma vez que o tumor atinge o perfil invasivo, as células passam a favorecer
comportamentos de motilidade e invasao, além de interferir diretamente em moléculas
de adesao como N-caderina, VE-caderina, E-caderina e integrinas (Hamidi; lvaska,
2018; Visser; Joyce, 2023). CAFs passam a secretar TGF-B, que atua no
favorecimento da transigao epitélio-mesenquimal, e IL-6, IL-8 e VEGF para auxiliar na
sobrevivéncia e manutencao do controle imunoldgico (Visser; Joyce, 2023). O controle
da funcao dos linfécitos T € mantido por meio de citocinas derivadas do tumor e EVs,
que também sao responsaveis pela manutencdo da tumorigénese (Kucharzewska;
Belting, 2013; Visser; Joyce, 2023).

Devido a grande quantidade de personagens na dinamica do TME e sua
heterogeneidade intrinseca, seu estudo em modelos in vivo é dificultado por limitagdes
fisicas e de material, de modo que grande parte dos estudos sobre TME utilizam-se
de bidpsias de pacientes ou de modelos in vivo (Cerapio et al., 2024). A fim de facilitar
o estudo do TME sem a utilizagdo de metodologias invasivas, como os modelos
supracitados, mas mantendo em partes a complexidade encontrada no TME, neste
capitulo exploramos uma técnica que permite o co-cultivo de células do TME em
camaras separadas, mas interconectadas por canaletas, facilitando a avaliacdo da
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resposta individual ao estimulo providenciado por EVs tumorais derivadas de hipoxia.
Os resultados deste capitulo estdo sendo organizados em manuscrito para publicagao

em revista indexada.

5.2 OBJETIVOS

Investigar o papel das vesiculas extracelulares isoladas de células tumorais
de mama triplo-negativas sob condigdes hipdxicas no seu microambiente tumoral in

vitro.

5.2.1 Objetivos Especificos

e Avaliar a influéncia da co-cultura entre células tumorais (MDA-MB-231),
endoteliais (HUVEC), estromais (HDFa) e monociticas (THP-1) sob trés
modelos, com contato direto, contato indireto e sob fluxo de meio de
cultura;

e Examinar a influéncia das EV hipdxicas de MDA-MB-231 na invasao
celular, na presenca de mondcitos (THP-1), macréfagos (THP-1
diferenciado) e fibroblastos (HDFa).
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5.3 MATERIAIS E METODOS

5.3.1 Cultivo Celular

Células aderentes foram mantidas sob cultivo conforme as condi¢cbes de
manejo descritas anteriormente (ver 3.3.1). Células de adenocarcinoma mamario
triplo-negativo humanos da linhagem MDA-MB-231 (ATCC® CRM-HTB-26™) foram
cultivadas entre as passagens 40 a 50 em meio Leibovitz L-15 suplementado com
FBS (10%). Os frascos foram mantidos sob incubac&o a 37 °C sem contato com COx.
Células de fibroblasto humanos dérmicos da linhagem HDFa (ATCC® PCS-201-012™)
foram mantidas entre as passagens 30 e 45 em meio DMEM suplementado com FBS
(10%) e antibidtico (penicilina e estreptomicina, 1%). Os frascos foram incubados em
estufa a 37 °C, 5% CO.. Células endoteliais humanas de corddo umbilical da linhagem
HUVEC (ATCC® CRL-1730™) foram cultivadas entre as passagens 6 e 20 em meio
DMEM suplementado com FBS (10%) e antibidtico (penicilina e estreptomicina, 1%)
em estufa a 37 °C, 5% CO.. Células de mondécitos humanos da linhagem THP-1
(ATCC® TIB-202™) foram mantidas sob suspensdo em meio RPMI 1640
suplementado com FBS (10%) e antibidtico (penicilina e estreptomicina, 1%) na
densidade média de 10° células/ml, a 37 °C, 5% CO..

5.3.1.1 Deteccéo de Mycoplasma por Luciferase

O sobrenadante das células em cultivo foi coletado e centrifugado a 1.200
rpm por 5 minutos para remoc¢ao de células suspensas, e congelados imediatamente
a -20 °C até o momento da experimentacdo. Os reagentes do kit MycoAlert® Assay
(Lonza) foram levados a temperatura ambiente antes do uso e reconstituidos em
tampao por 15 minutos conforme descrito pelo fabricante. Os sobrenadantes foram
colocados em placa branca de 96 pogos junto do branco (i.e., tampao) e do controle
positivo (#LT07-518, Lonza), e misturados a 100 pl do reagente. Apds 5 minutos, a
placa foi lida por luminescéncia em leitor de placas (Synergy H1, BioTek) e os valores
anotados (A). Em seguida, 100 ul do substrato foi adicionado aos pocgos e, apds 10
minutos, uma nova leitura foi realizada (B). A razdo B/A foi calculada para cada
amostra e os resultados inferiores a 0,9 foram considerados negativos para
Mycoplasma. Os ensaios a seguir foram realizados com células negativadas.
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5.3.2 Diferenciagao de Monécitos em Macréfagos

Células THP-1 foram semeadas na concentragdo de 6x10° células/ml em
meio RPMI 10% FBS em placas de 6 pogos ou placas de 96 pogos. Para
diferenciagdo, o meio foi suplementado com 100 nM de forbol-12-miristato-13-acetato
(PMA) ou EVh (10° particulas/ml) e incubado a 37 °C por 72 horas. Células nao-
tratadas (i.e., PBS) foram mantidas em paralelo. A diferenciagdo foi monitorada em
tempo real com o microscopio timelapse Lux2 (CytoSMART), onde 72 fotos foram
adquiridas no mesmo campo em intervalos de 60 minutos por trés dias. As imagens
foram processadas utilizando o software FIJI (Image J) (Schindelin et al., 2012). Ao
final da incubagédo, o meio condicionado foi centrifugado (1.200 rpm, 5 minutos) e
coletado para avaliagao de citocinas inflamatoérias por ELISA (ver 5.3.10). As células
aderidas foram fixadas com PFA 4% por 10 minutos, lavadas com PBS e
permeabilizadas com Triton X-100 0,1% por 5 minutos. Apds duas lavagens com PBS,
as células foram marcadas com Phalloidin-A488 (2,5%) em solugdo de DAPI (0,7
ng/ul) por 20 minutos em temperatura ambiente. Os pogos foram lavados duas vezes
com PBS e avaliados por microscopia de epifluorescéncia em aumento de 40x
(ImageXpress Micro XRS*, Molecular Devices). Os experimentos foram repetidos em

trés ocasides independentes por grupo.

5.3.3 Motilidade Celular por Microscopia em Tempo Real

Células MDA-MB-231 (5 x 10* células), HUVEC (5 x 10* células), HDFa (1
x 10* células) foram semeadas em placas de 24 pogos em seus respectivos meios de
cultivo e incubadas por 24 horas a 37 °C, 5% CO> para adesao. O meio foi substituido
em seguida por OptiMEM. Células THP-1 foram diluidas em OptiMEM para atingir a
concentragéo celular de 10° células/ml em placas de 6 pogos. Apos tratamento com
EVh (10° particulas/ml), as células foram monitoradas por microscopia em tempo real
utilizando o microscopio timelapse Lux2 (CytoSMART), com fotos capturadas em
intervalos de 30 minutos por 24 horas durante a incubagdo a 37 °C, 5% CO.. O
processamento das imagens para rastreamento da motilidade celular foi realizado
com o plugin TrackMate para o software FIJI (Image J) (Ershov et al., 2022; Schindelin
et al., 2012).
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5.3.4 Invasao Celular em Matriz de Gelatina

Placas pretas de 96 pocos foram recobertas com 70 pl de gelatina
conjugada com fluoresceina (0,2 mg/ml) por 30 minutos a 37 °C. Apds remogao do
excesso, a matriz foi condicionada com meio de cultivo completo para cada linhagem.
Células MDA-MB-231 (5 x 102 células), HUVEC (3 x 103 células), HDFa (102 células)
ou THP-1 (1 x 10° células) foram semeadas em seus respectivos meios de cultivo e
incubadas por 24 horas a 37 °C, 5% CO2 para adesdo. O meio foi substituido para
OptiMEM | Reduced Serum Medium (Gibco) contendo EVh (10° particulas/ml) e as
placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C, 5% COa2. Controles n&o-tratado foram
mantidos em paralelo. As células foram fixadas com PFA 4% por 10 minutos, lavadas
duas vezes com PBS e permeabilizadas por 5 minutos com Triton X-100 0,1%. Apds
lavagens com PBS, as células foram marcadas com Phalloidin-iFluor 647 (1:1.000,
#175767, Abcam) e DAPI (0,7 ng/pl) por 20 minutos em temperatura ambiente. As
células aderidas foram fotografadas no microscopio de epifluorescéncia ImageXpress
Micro XLS™ (Molecular Devices), sob aumentos de 40x e 60x. O indice de circularidade
celular e a area degradada da gelatina foram avaliados no software FIJI (ImageJ),

conforme descrito anteriormente (ver 4.3.6).

5.3.5 Viabilidade Celular por Resazurina

Células individuais ou em co-cultivo direto sem marcagao lipofilica dos
citoplasmas foram avaliadas para citotoxicidade utilizando resazurina (#199303,
Sigma-Aldrich). Para tal, aplicamos 10% da solugao estoque a 0,1 mg/ml nos pogos
da co-cultura apos 20 horas do plaqueamento, retornando a placa para incubagao por
4 horas adicionais a 37 °C, 5% CO2. Em conjunto, adicionamos os controles branco,
contendo 10% de resazurina em OptiMEM, e o controle 100% reduzido, preparado a
partir da autoclavagem da solucéo utilizada para branco (121 °C, 20 minutos). Ao final,
o meio foi transferido para nova placa de 96 pocos e lida em fluorescéncia (Aexc 555
nm, Aem 585 nm) no leitor de placas SpectraMax i3 (Molecular Devices). A viabilidade
celular foi expressa em porcentagem de redugao da rezasurina com base no controle
100% reduzido.
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5.3.6 Co-Cultivo Direto em Matriz de Gelatina

Pocos de placas de 96 pocgos foram recobertas com uma fina camada de
gelatina conjugada com fluresceina (0,2 mg/ml) por 30 minutos a 37 °C. A matriz foi
hidratada com OptiMEM por 30 minutos a 37 °C antes do plaqueamento simultdneo
de duas linhagens dentre MDA-MB-231, HUVEC, HDFa e THP-1 (Tabela 8). O
citoplasma das células foi marcado com os corantes lipofilicos CellTracker™ Red
CMTPX (5 pM, C34552, Invitrogen) ou CellTrace™ CSFE (5 uM, C34554, Invitrogen)
por 30 minutos a 37 °C, em meio OptiMEM. Em seguida, foram centrifugadas a 1.200
rpm por 5 minutos e ressuspendidas em meio OptiMEM para atingirem a concentragao
descrita abaixo (Tabela 10). As células foram tratadas com EVh (1 x 10° particulas/ml)
no plaqueamento e incubadas, em paralelo a um controle ndo-tratado (i.e., PBS), por
24 horas (Figura 23).

Tabela 10 — Detalhamento da Co-Cultura Direta

Célula 1 - CellTracker™ Red CMPTX Célula 2 — CellTrace™ CSFE

Grupo Linhagem Concentracao Linhagem Concentracéo
MDA-HUVEC MDA-MB-231 2,5 x 10* células/ml HUVEC 2,5 x 10* células/ml

MDA-HDFa MDA-MB-231 2,5 x 10* células/ml HDFa 1 x 10* células/ml

MDA-THP1 MDA-MB-231 2,5 x 10* células/ml THP-1 1 x 10° células/ml

HUVEC-HDFa HUVEC 2,5 x 10* células/ml HDFa 1 x 10* células/ml

HUVEC-THP1 HUVEC 2,5 x 10* células/ml THP-1 1 x 10° células/ml

HDFa-THP1 HDFa 1 x 10* células/ml THP-1 1 x 105 células/ml

FONTE: Bianca C. Pachane (2024).

Figura 23 - Desenho Experimental da Co-cultura Direta
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Diagrama criado em BioRender.com, demonstrando os modelos experimentais para co-cultura direta.
FONTE: Bianca C. Pachane (2024).
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Para avaliacdo da morfologia celular e degradagao da gelatina, as células
foram fixadas e marcadas conforme descrito anteriormente (ver 5.3.4). A placa foi
analisada por microscopia de epifluorescéncia no equipamento ImageXpress Micro
XLS" (Molecular Devices). A area degradada da gelatina foi avaliada em aumento de
20x, conforme descrito anteriormente (ver 4.3.3.2). A morfologia celular foi
inspecionada em aumento de 40x e quantificada por meio do indice de circularidade
celular (ver 4.3.6). A viabilidade celular foi aferida por rezasurina ao final do tempo de

incubagéo (ver 5.3.5).

5.3.7 Co-Cultura Indireta em Camara de Boyden

Laminulas circulares de 13 mm foram limpas com etanol 70% e recobertas
com solugéo de poli-L-lisina (0,1 mg/ml) por 20 minutos em temperatura ambiente.
Apods duas lavagens com PBS, foi realizado cross-link com glutaraldeido 0,5% (0,5%,
v/iv.em H20) por 15 minutos no escuro. As laminulas foram recobertas com gelatina
conjugada com fluoresceina (0,2 mg/ml) por 18 horas a 4 °C, lavadas com PBS duas
vezes e condicionadas com meio Leibovitz L-15 10% FBS por 30 minutos a 37 °C.

O plaqueamento celular ocorreu conforme o diagrama abaixo (Figura 24).
Células MDA-MB-231 (5 x 10* células) foram incubadas nas laminulas dispostas em
placas de 24 pogos com meio Leibovitz L-15 10% FBS por 24 horas a 37 °C.
Concomitantemente, insertos foram preparados meio DMEM 10% FBS em placas de
24 pocos, contendo 750 ul de meio na porgao inferior e 250 ul de suspensao celular
na porgao superior. Para HUVEC, 5 x 10* células foram aplicadas em insertos com
poros 3,0 um (#353096, Corning) e, para HDFa, 1 x 10* células foram aplicadas em
insertos com poros 8,0 um (#353097, Corning). As células foram incubadas por 24
horas para adeséao a 37 °C, 5% CO..

A camara de Boyden foi montada em meio OptiMEM, contendo a laminula
com a célula tumoral no compartimento inferior e células endoteliais ou fibroblastos
na camara superior. O tratamento com EVh (10° particulas/ml) foi realizado no
compartimento superior e um controle nao-tratado (PBS) foi mantido em paralelo. Os

sistemas foram incubados por 24 horas a 37 °C, 5% CO..
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Figura 24 — Invasdo em Gelatina em Co-Cultivo Indireto
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Apods adesao celular nos respectivos compartimentos por 24 horas, cdmaras de Boyden foram
montadas e tratadas com EVh por 24 horas. Diagrama criado em BioRender.com. FONTE: Bianca C.
Pachane, 2024.

O meio condicionado de ambos os compartimentos foi coletado,
centrifugado a 1.200 rpm por 5 minutos e imediatamente congelados a -80 °C para
avaliacao da atividade gelatinase por zimografia (ver 4.3.4). As células de ambos os
compartimentos foram fixadas em PFA 4% por 10 minutos e lavadas duas vezes com
PBS. O lado de baixo das membranas foi seco com swab de algodao para remocgao
de células que possam ter passado pelos poros. As amostras coradas conforme
descrito anteriormente (ver 5.3.4). As membranas foram destacadas dos insertos com
bisturi para montagem em laminas histologicas junto das laminulas, utilizando meio
especifico (Fluoromount, Merck). Imagens de microscopia de epifluorescéncia foram
adquiridas sob aumentos de 20x e 40x no equipamento ImageXpress Micro XLS*
(Molecular Devices). A avaliagcdo do indice de circularidade celular e area de
degradacao da gelatina foi realizada no software FIJI, conforme descrito anteriormente
(ver 4.3.3.2 € 4.3.6).

5.3.8 Cultivo sob Fluxo — Quasi-Vivo

5.3.8.1 Preparo de Laminulas com Matrizes Exdgenas

Laminulas circulares de borossilicato com 13 mm de didmetro foram
aplicadas sobre um pedaco de Parafilm M acima de goticulas de 20 pl de poli-L-lisina
(PLL, 0,1 mg/ml) por 20 minutos. Apds duas lavagens com PBS, realizamos o cross-
link com 0,5% de glutaraldeido gelado por 15 minutos, no escuro. As laminulas foram

aplicadas em recipiente estéril sob um pedaco de Parafilm M acima de goticulas de
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20 pl de Matrigel reduzido em fator de crescimento (1:1, v/v em tamp&o Tris-NaCl),
gelatina conjugada com fluoresceina (0,2 mg/ml em PBS) ou fibronectina (1 mg/ml em
PBS). Apds incubagao por 16-18 horas a 4 °C, protegido da luz, as laminulas foram
transferidas para placas de 24 pocos, lavadas com PBS e pré-incubadas com meio
de cultivo por 30 minutos a 37 °C, 5% COa..

5.3.8.2 Montagem do Sistema Quasi-Vivo

O sistema quasi-vivo QV500 (Kirkstall) consiste em um circuito contendo
camaras para sustentacdo de laminulas circulares, conectadas entre si por um
conjunto de tubos acoplados a um reservatério, que é alimentado por uma bomba
peristaltica (Figura 25). Os componentes do sistema foram autoclavados e montados
sob condi¢des estéreis, fazendo uso de um filtro de seringa de 0,22 pym em uma
extremidade. Uma vez montado, o sistema foi ligado para estabelecimento do fluxo

de meio de cultivo a 50 pl/s e incubado dentro de estufa a 37 °C, 5% CO2 por 24 horas.

Figura 25 - Sistema Quasi-Vivo
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Sistema composto de um reservatério conectado a camaras de cultivo celular por canaletas,
alimentadas por uma bomba peristaltica. FONTE: Bianca C. Pachane, 2024.

5.3.8.3 Controles Individuais da Co-Cultura sob Fluxo

Laminulas preparadas previamente foram semeadas com células em meio

de cultivo completo para adesao por 24 horas em placa de 24 pocos, a 37 °C, 5%
CO.. Em seguida, células MDA-MB-231 (5 x 10* células/pogo) aderidas em matriz de
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gelatina fluorescente, HUVEC (2 x 10* células/pogo) em Matrigel ou HDFa (1 x 104
células/pogo) em fibronectina foram transferidas para camaras celulares do sistema
QV500 (Kirstall) e acopladas ao reservatoério contendo 15 ml de OptiMEM para cultivo
individual sob fluxo a 50 pl/s por 24 horas a 37 °C, 5% CO2. Um controle individual
estatico foi mantido em paralelo na placa de 24 pocgos, em meio OptiMEM. Ao final, as
células foram fixadas e coradas conforme descrito anteriormente (ver 5.3.4). As
laminas foram adquiridas em microscopio de epifluorescéncia sob aumento de 40x
(ImageXpress Micro XLS®, Molecular Devices). A avaliagao da circularidade celular e

degradagao da matriz de gelatina foi realizada no software FIJI (ver 4.3.3.2 € 4.3.6).

5.3.8.4 Co-Cultura Multicelular sob Fluxo (MCs)

Laminulas preparadas previamente foram semeadas com células em meio
de cultivo completo para adesao por 24 horas em placa de 24 pocos, a 37 °C, 5%
CO.. Em seguida, células MDA-MB-231 (5 x 10* células/pogo) aderidas em matriz de
gelatina fluorescente, HUVEC (2 x 10* células/pogo) em Matrigel e HDFa (1 x 104
células/pogo) em fibronectina foram transferidas para trés camaras celulares do
sistema QV500 (Kirstall) em 1 ml de OptiMEM. Células THP-1 foram centrifugadas,
ressuspendidas em meio OptiMEM e marcadas com 5 uM de CellTracker™ Red
CMPTX (C34552, Invitrogen) por 30 minutos a 37 °C, conforme as instrugdes do
fabricante. Em seguida, uma suspenséo contendo 1 x 10° células/ml foi preparada em
15 ml de OptiMEM no reservatério do sistema. A montagem da MCs3 foi realizada
mediante orientacdo das camaras conforme o desenho experimental (Figura 26) e o
sistema foi testado para estabelecimento do fluxo a 50 pl/s. Dois sistemas foram
corridos simultaneamente, sendo um controle (PBS) e outro tratado com EVh (10°
particulas/ml), por 24 horas a 37 °C, 5% CO.. Ao final, as laminulas foram submetidas
a imunofluorescéncia (ver 5.3.9) e o meio de cultivo foi coletado e centrifugado (1.200
rpm, 5 minutos) para avaliagao de citocinas por ELISA (ver 5.3.10) e de gelatinases

por zimografia (ver 4.3.4). O experimento foi repetido em quatro ocasides distintas.
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Figura 26 — Co-Cultura Multicelular sob Fluxo (MCs)
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Sistema quasi-vivo contendo células THP-1 diluidas no reservatério com meio OptiMEM e laminulas

contendo células MDA-MB-231, HUVEC e HDFa previamente aderidas nas camaras de cultivo. A —

Diagrama do ensaio MCs; B — Sistema QV500 montado sob condigbes estéreis. FONTE: Bianca C.
Pachane, 2024

5.3.9 Imunofluorescéncia - IF

Laminulas foram fixadas com PFA 4% por 10 minutos, lavadas com PBS e
permeabilizadas com Triton X-100 0,1% por 5 minutos. Apés lavagens, as laminulas
com HUVEC e HDFa foram bloqueadas com BSA 1% em PBS por 1 horaa 4 °C e
incubadas com anticorpos primarios por 18 horas a 4 °C. Para HUVEC, utilizamos
anti-VEGFR2 (1:50, Rb - #39256, Abcam) e anti-B-catenin (1:50, Ms - #610154, BD
Biosciences); para HDFa, utilizou-se anti-collagen 1l (1:50, Rb - #85266, Abcam) e
anti-collagen Il (1:50, #23445, Abcam). Apds duas lavagens de 5 minutos com PBS,
incubamos os anticorpos secundarios Goat Anti-Mouse IgG H&L (FITC) (1:1.000,
#6785, Abcam) e Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor® 568) (1:1.000, #175696,
Abcam) por 1 hora em temperatura ambiente. Apds duas lavagens com PBS,
realizamos a contramarcagao do citoesqueleto de actina com Phalloidin-iFluor 647
(1:5.000, #176757, Abcam). As laminulas foram lavadas com PBS e montadas em
laminas histolégicas com meio Prolong Diamond Antifade Mounting Media with DAPI
(#P36962, Invitrogen) e seladas com esmalte. Imagens de microscopia de
epifluorescéncia foram adquiridas no equipamento ImageXpress Micro XLS*
(Molecular Devices), em aumentos de 20 e 40x. A quantificagcdo da fluorescéncia foi
realizada no programa FIJI (Imaged), utilizando limites de threshold iguais entre os

grupos.
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5.3.10 Ensaio Imunoabsorvente Ligado a Enzima - ELISA

A dosagem das citocinas IL-6 (655220), IL-10 (555157), TNF-a (555212) e
IL1-B (557953, OptEIA, BD Biosciences) foi realizada por ensaio imunoabsorvente
ligado a enzima direto. Microplacas de alta afinidade foram sensibilizadas com
anticorpos monoclonais anti-citocinas por 16-18 horas. As placas foram lavadas 3
vezes (Tween 20 0,05% em PBS) e incubadas em solugao bloqueadora (FBS 4% em
PBS) por 1 hora em temperatura ambiente. Apds lavagens, as amostras e a curva
padrao de citocinas recombinantes foram adicionadas aos pocos e incubadas por 2
horas em temperatura ambiente. Os pocgos foram lavados e a eles foram adicionados
anticorpos anti-citocinas conjugados com peroxidase, que permaneceram por 1,5
horas em temperatura ambiente antes de cinco lavagens com Tween 20 0,05%.
Adicionamos 100 pl de solucdo reveladora contendo 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina
(TMB) e a reacéo foi bloqueada com acido sulfurico para leitura em espectrofotdmetro
sob O.D.ss0nm (SpectraMax i3, Molecular Devices). As concentra¢cdes das amostras
foram calculadas a partir da curva de titulagdo dos padrdes de citocinas e as

concentragodes finais foram expressas em pg/ml.

5.3.10 Analise estatistica

Dados foram submetidos a detecgao de outliers por método ROUT e testes
de normalidade de D’Agostino & Pearson omnibus K2 (n29) ou Shapiro-Wilk (n<9)
para determinacao da distribuicdo gaussiana. Dados paramétricos foram analisados
por teste t ndo-pareado (para 2 grupos) ou ANOVA one-way com teste de multiplas
comparagdes de Tukey (para 3+ grupos). Dados ndo paramétricos foram avaliados
por teste de Mann-Whitney (para 2 grupos) ou pela analise de variancia de Kruskal-
Walllis com pds-teste de multiplas comparagdes de Dunn (para 3+ grupos). Valores de
p < 0,05 foram considerados estatisticamente relevantes. A analise dos dados e

montagem de graficos foi realizada no software GraphPad Prism (v. 10.2.3).
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5.4 RESULTADOS

5.4.1 Influéncia de EVh em Células do Microambiente Tumoral

Para verificar o efeito de EVh em THP-1, realizamos o comparativo com
mondcitos ndo-tratados e diferenciados com PMA em macrofagos nao-polarizados
(Mo) (Genin et al., 2015). Ambos os tratamentos com EVh e PMA diferenciaram as
células para o fendtipo aderido apds 16-24 horas do tratamento, mas a morfologia dos
macrofagos resultantes € divergente, sugerindo mecanismos de diferenciagao
distintos (Figura 27A). Obtivemos perfis diferentes de citocinas inflamatérias nos
meios condicionados: TNF-a e IL-13 foram expressos apenas no grupo PMA (Figura
27B-C), houve uma tendéncia nao-significativa de redugdo da IL-6 no grupo EVh
(Figura 27D) e IL-10 foi identificada de forma continua nos trés grupos tratados (Figura
27E). A polarizagcdo da motilidade das células por EVh foi identificada mas o

movimento dos controles permaneceu nao-direcionado (Figura 27F).

Figura 27 - Efeitos de EVh na Diferenciagdo de Macréfagos e na Motilidade Celular
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A - Imagens de microscopia de epifluorescéncia de células THP-1 ndo-diferenciadas (PBS),
diferenciadas com EVh ou PMA. Nucleos marcados com DAPI (azul) e F-actina com faloidina (verde).
B-E Quantificagao das citocinas TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10, respectivamente. F - Distancia total
viajada por células sob microscopia em tempo real por 24 horas, em pm?. G - Velocidade média de
células sob microscopia em tempo real em pm/s. H-l - Trajetoria de células THP-1 tratadas com PBS,
EVh ou PMA, e células MDA-MB-231, HUVEC ou HDFa tratadas com PBS e EVh. Barra de escala:
50 um. Valores de p indicados acima das barras comparativas com significancia estatistica. FONTE:
Pachane et al. (em preparagao).
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A direcionalidade do movimento por agdo de EVh também foi investigada
em MDA-MB-231, HUVEC e HDFa (Figura 27G). O rastreamento do movimento
indicou a polarizacdo de MDA-MB-231 e HDFa, mas o movimento de HUVEC foi
similar ao controle. A distancia viajada pela célula tumoral e fibroblastos foi reduzida
por EVh, mas sua velocidade média aumentou, indicando trajetos mais curtos porém
mais eficientes (Figura 27H-1). Em HUVEC, a velocidade média é similar entre os dois
grupos, mas EVh aumenta a distancia percorrida pelas células. Em THP-1, células
tratadas com EVh ou PMA movimentam-se mais que o controle PBS mas a velocidade
do grupo EVh foi superior aos outros.

Avaliamos a capacidade invasiva das células em matriz gelatinosa apods
tratamento com EVh, conforme realizado anteriormente com MDA-MB-231 (Pachane
et al., 2022). Todas as células foram capazes de atividade gelatinase, especialmente
os fibroblastos HDFa (Figura 28A-B), sendo que o tratamento com EVh aumenta
degradacgao por MDA-MB-231, HUVEC e HDFa mas reduz em THP-1 (Figura 28C). A
morfologia de MDA-MB-231 e THP-1 nao foi alterada de forma significativa por agao
de EVh, mas HUVEC e HDFa tornaram-se mais alongadas (Figura 28D). A viabilidade
celular das células tratadas com EVh nao foi divergente ao controle, exceto nos

fibroblastos HDFa, onde aumentou significativamente (Figura 28E).

5.4.2 Efeito de EVh na Co-Cultura Direta entre Células do Microambiente

Tumoral

O co-cultivo direto de duas células do microambiente por vez, dentre MDA-
MB-231, HUVEC, HDFa e THP-1, foi avaliado sob matriz de gelatina, comparando um
controle ndo-tratado ao grupo exposto a EVh (Figura 29A). Conforme esperado, o
fendtipo das células em co-cultivo foi diferente dos controles individuais, sendo mais
pronunciado em alguns dos grupos testados, como entre MDA-HUVEC (Figura 29B).
A exposicao das co-culturas com EVh aumentou as adesbes entre as células,
sugerindo seu papel na interagcéo entre células no microambiente tumoral, e permitiu
a retomada parcial das caracteristicas morfoldgicas originais as células avaliadas. Isso
foi observado em MDA-HUVEC, HUVEC-HDFa e HDFa-THP-1. O co-cultivo de MDA-
HDFa nao interferiu na morfologia das células e nao sofreu alteragdes com EVh.
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Figura 28 — Modulagao da Invasao Celular em Gelatina por EVh
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O cultivo conjunto de THP-1 com MDA-MB-231 e com HUVEC causou
grande morte das células tumoral e endotelial, evidenciada pela presenga de
fragmentos de F-actina pela superficie de gelatina e pela grande proporc¢ao de células
THP-1 aderidas ao coating. Essa acao fagocitica de THP-1 foi parcialmente inibida
por EVh visto que, apesar de também apresentar debris pela superficie matricial,
ainda continha células integras associadas a macrofagos. A acdo dos mondcitos e
macrofagos foi diferente em HDFa, com a adesao de THP-1 ao redor dos fibroblastos
e potencial transferéncia de componentes entre as duas células, como evidenciado

pelas particulas brancas encontradas dentro das bordas de HDFa. Neste caso, a
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morfologia dos fibroblastos foi claramente afetada por EVh, tornando-se mais larga,

polarizada e ramificada.

Rezasurin Reduction (%) o

Figura 29 — Co-Cultura Direta entre Células do Microambiente Tumoral
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A - Desenho experimental da co-cultura direta, criado em BioRender.com. B - Viabilidade celular dos
co-cultivos controle (PBS, azul) e tratado (EVh, laranja). * p > 0,05 (verde = MDA-HUVEC x HUVEC-
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marcador lipofilico (CMPTX ou CSFE), faloidina (magenta) e DAPI (ciano), apresentando-se em
branco ou amarelo. Barras de escala: 50 um. Valores de p estatisticamente relevantes indicados
acima das comparagdes. FONTE: Pachane et al. (em preparagao).
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Os seis grupos em co-cultivo n&do tiveram diferencas significativas na
viabilidade celular apos exposicao a EVh por 24 horas. Entretanto, ao comparar a
viabilidade entre os grupos, verificamos que tanto HUVEC quanto HDFa s&o mais
viaveis em co-cultivo com MDA-MB-231 que com THP-1, reforcando a ativacédo da
acao fagocitaria em macrofagos (Figura 29C).

EVh foi essencial na modulagdo da atividade gelatinase, favorecendo a
degradagéao de gelatina nos co-cultivos de MDA-HUVEC, MDA-THP1 e HDFa-THP1,
e reduzindo-a em MDA-HDFa, HUVEC-HDFa e HUVEC-THP1 (Figura 29D). A agéo
vesicular também interferiu na morfologia celular, aumentando a circularidade de MDA
e HUVEC e diminuindo-a em HDFa e THP-1 (Figura 29E).

5.4.3 Acao de EVh na Invasao Celular Tumoral em Co-Cultura Indireta

O ensaio de co-cultura indireta utilizou camaras de Boyden com
membranas que permitiram somente o compartilhamento do meio condicionado entre
os compartimentos, sem que as células tivessem contato direto. Neste ensaio,
avaliamos a habilidade gelatinase de MDA-MB-231 sob co-cultivo indireto com
HUVEC e HDFa na presenca de EVh (Figura 30A,D). Nao foi possivel utilizar o
monocito THP-1 neste caso, visto que seu tamanho diminuto permitiu sua passagem
pelos poros do inserto e inviabilizou a separacdo adequada dos compartimentos.

No grupo nao-tratado do modelo HUVEC-MDA, as células endoteliais do
compartimento superior apresentaram morfologia tipica e grande interagao
intercelular. No compartimento inferior, as células tumorais dispunham-se claramente
mais alongadas que o tradicional formato estelar, com multiplos prolongamentos que
Ihe conferiam aspecto felpudo (Figura 30B). No grupo tratado com EVh, as células
endoteliais perderam visivelmente as interagdes intercelulares, apresentando bordas
arredondadas, e as células tumorais perderam seu aspecto felpudo. Essas alteragdes
foram refletidas no indice de circularidade, que aumentou em HUVEC e MDA
especialmente apds exposi¢cao a EVh (Figura 30C).

No modelo HDFa-MDA, a acao da co-cultura indireta foi o suficiente para
reduzir a amplitude dos fibroblastos, tornando-as mais largas que o controle individual.
Entretanto, o fendtipo das células estromais nao sofreu alteragdes mais significativas
apos exposicao a EVh (Figura 30E). As células tumorais apresentaram seu fenétipo
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caracteristico no controle ndo-tratado, mas apresentou diferenca apés tratamento com
EVh. A circularidade celular corroborou essas observacées, inferindo que EVh nao
influencia diretamente na morfologia de fibroblastos, mas pode alterar o

comportamento fenotipico das células tumorais (Figura 30F).

Figura 30 — Co-Cultura Indireta em Camara de Boyden de Células do TME
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A - Desenho experimental de HUVEC-MDA criado em BioRender.com. B - Imagens de células
HUVEC (verde) e MDA-MB-231 (vermelho) em co-cultura indireta. Nucleos marcados com DAPI
(azul), F-actina com faloidina e gelatina com fluoresceina (cinza). Pontos de degradagao da matriz
indicados com setas brancas. C - Circularidade celular da co-cultura indireta de HUVEC e MDA-MB-
231, considerando células controle (WT, magenta), em co-cultura ndo tratada (PBS, azul) e tratada
com EVh (laranja). D - Desenho experimental de HDFa-MDA criado em BioRender.com. E - Imagens
representativas de células HDFa (laranja) e MDA-MB-231 (vermelho). F - Circularidade celular da co-
cultura indireta de HDFa e MDA-MB-231. G - Area degradada da matriz de gelatina por MDA-MB-231
sob co-cultura indireta. H - Zimograma identificando MMP-2 no meio condicionado das co-culturas
indiretas. | - Quantificagdo da densitometria dos zimogramas, indicando a atividade das gelatinases
MMP-2. Barras de escala: 50 ym. Valores estatisticamente relevantes de p dispostos acima das
barras comparativas. FONTE: Pachane et al. (em preparagao).

A degradacgao da matriz gelatinosa ocorreu em todas as condigdes testadas
com o perfil tipico para MDA-MB-231, através de pontos de desgaste focal (Figura
30B,E). A area degradada por MDA em co-cultivo com HUVEC é aumentada
estatisticamente no grupo EVh em relagao a seu controle, mas ndo ha diferencgas na
atividade invasiva de MDA sob cultivo conjunto com HDFa (Figura 28G). Por

zimografia em gelatina, apenas MMP-2 foi encontrada, demonstrando bandas em 72,
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69 e 62 kDa condizentes com pro-MMP2, MMP-2 intermediaria e MMP-2 ativa (Figura
30H). A densitometria dos zimogramas indicou que EVh reduz a expressao de MMP-
2 intermediaria cultura de HUVEC-MDA e de MMP-2 ativa na cultura de HDFa-MDA
(Figura 30I).

5.4.4 Co-Cultura Sob Fluxo Como Modelo de Estudo do Microambiente Tumoral

Antes do inicio dos testes em co-cultivo, o sistema quasi-vivo (QV) passou
por uma etapa de padronizacdo para avaliacdo da resisténcia celular a forca de
cisalhamento. Avaliamos que o fluxo de 100 pl/s era suficiente para HUVECs,
possivelmente por sua fungdo de estruturagdo de capilares sanguineos, mas este
demonstrou-se agressivo para MDA-MB-231 (Figura 31A-B). A quantificacdo dos
parametros morfoldgicos indicou que as células passam por uma fase de adaptagao
ao fluxo até 16 horas, estabilizando seu fendtipo apdés 24 horas. Portanto, para co-
cultura multicelular circulante (MC3), reduzimos o fluxo de 50 pl/s e estabelecemos a
incubacao por 24 horas.

Neste modelo, utilizamos células suspensas THP-1 e avaliamos seu local
preferencial de adesdo, comparando os fendtipos celulares com os controles
circulantes individuais (Figura 32A-B). A maior parte dos macréfagos foi identificado
junto de MDA-MB-231 (Figura 32C), mas residuos de células foram encontradas em
todas as laminulas, possivelmente resultantes da agao fagocitaria de THP-1. Nos
controles circulantes individuais, o fluxo de 50 ul/s ndo gerou residuos citoplasmaticos
e nucleares como 0os encontrados na co-cultura multicelular. Imagens do controle
circulante individual de THP-1 nao foram obtidas pois 0 mondcito ndo se diferenciou
em testes com duas matrizes distintas.

As células TNBC MDA-MB-231 foram avaliadas para sua morfologia e
invasao em gelatina. O co-cultivo multicelular com EVh aumentou sua sobrevida, visto
que poucas células do grupo controle se mantiveram com citoplasma e/ou nucleo
integro (Figura 32D). A plasticidade morfoldgica celular foi corroborada por seu indice
de circularidade, no qual o fenétipo mais alongado foi encontrado no MCs-EVh e o
mais circular, em cultivo estatico individual (Figura 32E). Houve redugédo da
degradacado da matriz de gelatina por MDA-MB-231 sob fluxo, mas o grupo EVh

apresentou maior indice dentre as condigdes circulantes (Figura 32F).
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Figura 31 — Padronizagao do Cultivo Celular sob Fluxo
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A - Imagens de MDA-MB-231 (nucleo em azul, F-actina em verde) cultivadas em modelo estatico ou
sob fluxo (100 pl/s) por 1, 4, 8, 16 e 24 horas. Barra de escala: 50 ym. B - indice de circularidade de
MDA-MB-231 sob cultivo estatico (azul) ou sob fluxo (magenta). C - Perimetro celular de MDA-MB-
231 em pm. D - Area celular de MDA-MB-231 em pm?2. E - Imagens de HUVEC cultivadas em modelo
estatico ou sob fluxo por 1, 4, 8, 16 e 24 horas. F - indice de circularidade de HUVEC sob cultivo
estatico (verde) ou sob fluxo (amarelo). G - Perimetro celular de HUVEC em pum. H - Area celular de
HUVEC em pm?2. * p < 0,05. FONTE: Bianca C. Pachane e Ana Carolina C. Nunes, 2022.
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Células endoteliais HUVEC foram apuradas para morfologia e expressao
dos marcadores f-catenina e VEGFR2, que estdo envolvidos nas jungdes
intercelulares e inicio da cascata angiogénica. Como em MDA-MB-231, a integridade
celular foi comprometida no MC3 controle, mas o fenétipo celular integro foi retomado
por EVh, confirmando a importancia desse componente na prote¢cao e manutencao do
TME (Figura 32H). Houve aumento significativo da expressdo de [-catenina e
VEGFR2 na co-cultura tratada com EVh, sugerindo sua influéncia em vias de adeséo
e angiogénese tumoral (Figura 321-J).

Investigamos os fibroblastos HDFa para sua morfologia e secreg¢do de
matriz dos colagenos tipo Il e lll. A integridade dessas células foi a mais bem mantida
dentre as duas condi¢gdes de MCs, com diferengas morfologicas sutis (Figura 32K). A
circularidade de HDFa sob efeito de EVh foi maior dentre todas as condi¢cdes testadas
(Figura 32L) e a expressao de ambos os colagenos tipo Il e lll foi aumentada, mas
contida majoritariamente ao interior das células (Figura 32M-N).

O meio condicionado do co-cultivo circulante foi avaliado para gelatinases
por zimografia e para citocinas por ELISA. No zimograma, identificamos apenas a
presenca de MMP-2 ativa (62 kDa) (Figura 320). A densitometria das bandas néao
identificou diferenga na expressdo da gelatinase pelo sistema (Figura 32P). Por
ELISA, néao foi identificada diferenga estatistica em IL-13, mas aumento significativo
de IL-6 no grupo tratado com EVh (Figura 32R-Q).
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Figura 32 — Avaliagdo da Co-Cultura Multicelular Circulante
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A — Modelo de co-cultura multicelular sob fluxo. B - Controles individuais de MDA-MB-231, HUVEC e
HDFa sob fluxo (50 pl/s; nucleo em azul, F-actina em vermelho). C - Imagens de THP-1 (CMPTX,
amarelo) aderidas na camara de MDA-MB-231 (nucleos em ciano, F-actina em magenta). D - Células
MDA-MB-231 em matriz de gelatina (cinza) no co-cultivo multicelular, com pontos de degradagdo em
preto. E - indice de circularidade celular de MDA-MB-231 sob cultivo individual estatico (static, roxo) e
circulante (50 pl/s, verde), e co-cultivo multicelular (MCs PBS, azul) com EVh (MCs EVh, laranja). F -
Area degradada da matriz de gelatina por MDA-MB-231. G - Células HUVEC no co-cultivo multicelular
(ntcleos em ciano, p-catenina em rosa, VEGFR2 em amarelo e F-actina em cinza). H - indice de
circularidade de HUVEC em cultivo individual e em co-cultivo. | - Fluorescéncia relativa de B-catenina
em HUVEC. J - Fluorescéncia relativa de VEGFR2 em HUVEC. K - Imagens de HDFa em co-cultivo
multicelular (nucleos em ciano, colageno tipo Il em magenta, colageno tipo Ill em amarelo e F-actina
em cinza). L - indice de circularidade de HDFa em cultivo individual e co-cultivo. M - Fluorescéncia
relativa do colageno tipo Il em HDFa. N - Fluorescéncia relativa do colageno tipo Il em HDFa. O-P -
Zimograma do meio condicionado do MCs e sua densitometria para MMP-2. Q-R - Niveis de IL-1B e
IL-6 do meio condicionado do MCs. Valores estatisticamente relevantes de p dispostos acima das
comparagoes. Barras de escala: 20 pm e 50 ym. FONTE: Pachane et al. (em preparagao).
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5.5 DISCUSSAO

Anteriormente, verificamos que EVs separadas de células TNBC em
hipoxia promovem uma autossinalizagdo pro-invasiva sob condi¢gdes otimas de
oxigénio (Pachane et al., 2022). Considerando que o tecido tumoral apresenta outros
componentes além da célula neoplasica, € importante determinarmos a resposta
promovida por EVh em células do microambiente tumoral de mama. Entretanto, o
estudo do TME in vitro é desafiador devido a limitagdes metodoldgicas, praticas e
tecnoldgicas. O desenvolvimento recente de técnicas como co-culturas multicelulares
e cultivo 3D permitiu elevar o nivel de complexidade no qual hoje podemos investigar
mecanismos basicos in vitro, sendo que ambas as técnicas também podem ser
combinadas na geragado de esferoides derivados de co-cultivo multicelular em 3D
(Casali et al., 2024; Park et al., 2022; Rebelo et al., 2018). Entretanto, uma limitagao
importante com o estudo de esferoides € a dificuldade de investigar o comportamento
de células individualizadas dentre a massa cultivada. Na tentativa de manter a
complexidade do TME e promover a analise individualizada de cada componente
celular, neste estudo desenvolvemos um novo método de avaliagao do TME in vitro,
o co-cultivo multicelular circulante (MCs).

Para validar o sistema, primeiramente foi necessario verificar as respostas
individualizadas e pareadas dos componentes celulares e do tratamento com EVh.
Dessa forma, utilizamos trés métodos de co-cultura (direta, indireta e MC3) junto de
ensaios individuais (estaticos e circulantes) para determinar as respostas basais de
cada combinacéo, visando compreender (1) o papel de EVh em cada tipo celular, em
comportamentos referentes a invasdo tumoral e metastase; (2) a importancia do
contato direto entre as células para o desempenho de fungbes celulares; e (3) a
influéncia do fluxo nas respostas celulares. De forma geral, verificamos que (1) EVh
atua de forma diferente em cada tipo celular; (2) a interagdo das células muda
conforme o tipo de interagao que elas apresentam; e (3) células tumorais costumam
ser mais sensiveis a forga de cisalhamento que células endoteliais e fibroblastos, de
forma que o fluxo do MC3 precisou ser ajustado para evitar artefatos de técnica.

Em cada componente celular do TME, o tratamento com EVh gerou
respostas distintas. Em TNBC, complementamos resultados anteriores ao confirmar
que EVh altera a direcionalidade do movimento da célula tumoral, tornando seu

percurso mais eficiente. Além disso, observamos um sutil aumento da viabilidade de
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células tumorais sob tratamento com EVh, reforcando a possivel ativagado de vias
metabdlicas conforme indicado anteriormente (Pachane et al., 2022). Células
endoteliais apresentaram aumento da migragdo e degradagdo de matriz gelatinosa
com favorecimento de fendtipo mesenquimal sob acdo de EVh, caracterizando a
promocao de comportamentos proé-invasivos. Em fibroblastos, EVh auxiliou na
direcionalidade da migragéo celular e promoveu aumento de viabilidade celular, mas
nao influenciou na invasdo tumoral — de forma surpreendente, visto que uma das
principais fungdes de fibroblastos € a remodelagdo da ECM (Visser; Joyce, 2023).

Contudo, dentre todas as células, mondcitos foram os mais susceptiveis a
acao de EVh. O tratamento com EVh diferenciou uma populagcdo de mondcitos em
macrofagos com fendtipo diferente do controle PMA. A analise de citocinas indicou
uma sutil reducdo de IL-6 e baixa expressao de IL-10, que sdo condizentes com o
fendtipo M2 (Jayasingam et al., 2020; Kartikasari et al., 2021; Yeh et al., 2016; Yunna
et al., 2020). Em contrapartida, o controle positivo de diferenciagéo, realizado com
PMA, favoreceu o perfil pré-inflamatério M1 (Jayasingam et al., 2020; Kartikasari et
al., 2021; Yeh et al., 2016; Yunna et al., 2020). Em cultivo individual, os macréfagos
diferenciados por EVh tiveram migragdo direcionada e reducgéo significativa da
atividade gelatinase em comparagéao ao controle diferenciado por PMA, refor¢ando os
fendtipos M2 e M1, respectivamente, de cada tratamento (Genin et al., 2015).

Em co-cultura direta e MCs, a agao de EVh foi similar ao encontrado em
cultivo individual. Observamos que EVh apresenta um papel protetivo ao TME,
evitando a degradacéao fagocitica por macrofagos e permitindo que as outras células
do TME retomem seu fendétipo original. Esses resultados reforgcam a hipotese que EVh
€ essencial na polarizagdo de macrofagos associados ao tumor (TAM) para o fenoétipo
M2. Esse tipo de TAM nao apresenta um mecanismo especifico de ativacdo, mas
sugere-se que € dependente do estimulo por citocinas incluindo TGF-, IL-4, IL-13,
IL-10 e M-CSF (Genin et al., 2015; Wang et al., 2024). O TAM M2-simile é capaz de
secretar MMPs e componentes autécrinos da ECM, auxiliando na adesao celular,
além de secretar VEGF, Arg-1, PDGF e IGF, favorecendo a angiogénese, proliferagcao
celular e recuperacao tecidual (Wang et al., 2024). Em contrapartida, a formacgao de
TAMs M1-simile requer estimulo de IFN, CSF e TNF-a, que age diretamente nos
fatores NF-«xB e IRF3, resultando na apresentacdo de antigenos de forma exacerbada

e na secregao de diversas citocinas pro-inflamatdrias (Wang et al., 2024).
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Sendo o TAM M2-simile promotor da angiogénese tumoral, voltamos a
atencao aos resultados obtidos com as células endoteliais sob co-cultura. De forma
geral, células endoteliais sofrem grande alteragao fenotipica junto de células tumorais,
promovendo invasao celular e alteragbes morfolégicas em co-cultura direta e indireta.
O tratamento com EVh em células com contato direto retomou o fendtipo celular
original, mas em contato indireto gerou a perda das interagdes intercelulares entre as
células endoteliais. As jungdes intercelulares s&o cruciais para a manutengédo da
integridade do endotélio e dependem da fungao de multiplas proteinas, especialmente
da VE-caderina (Duong; Vestweber, 2020). Com expressao quase exclusiva no
endotélio vascular, a VE caderina é ligada intracelularmente a pB-catenina, que
conecta-se diretamente ao citoesqueleto (Dejana, 2004; Guo et al., 2008). Nao foi
possivel identificar, no ensaio de co-cultura indireta, quais moléculas adesivas
estavam sendo influenciadas por EVh, mas em MC3 houve aumento da expressao de
B-catenina em HUVECSs. Estes resultados conflitantes sugerem que o microambiente
tumoral seja essencial para a manutengao das adesdes intercelulares endoteliais, mas
testes adicionais sdo necessarios para investigar esse comportamento. Ademais,
sugerimos que acgao disruptiva de EVh na adesao entre células endoteliais seja uma
consequéncia do aumento da invasao celular promovida por elas.

Além da influéncia nas interagdes entre células, EVh também aumentou a
expressao de VEGFR2 em células endoteliais sob MC3. O VEGFR2 é o principal
receptor pré-angiogénico de VEGF, que apresenta intrinseca relagcdo a outros
receptores de membrana como a integrina avp3 (Danilucci et al., 2019). Considerando
que a polarizagao de TAM M2-simile promove a secrecao de VEGF, é possivel que o
aumento na expressao proteica de VEGFR2 seja consequéncia desse processo
(Wang et al., 2024). Ademais, a retomada do fendétipo original de HUVECs sob
tratamento com EVh pode ser decorrente do aumento da sinalizagdo para mobilizagao
de proteinas adesivas, que ocorre mediante cross-talk com VEGFR2 e interfere
diretamente no citoesqueleto de actina (Danilucci et al., 2019). Estudos posteriores
Sa0 necessarios para investigar essas suposigoes.

No caso de fibroblastos, a resposta mediada por EVh foi peculiar. Os
ensaios individuais sugeriram que apenas a viabilidade das células foi aumentada por
tratamento com EVh, e em co-cultura direta sua morfologia foi levemente alterada sob

contato com macréfagos apenas. Em co-cultura indireta, a degradagao da gelatina por
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células tumorais foi reduzida por fibroblastos expostos a EVh. No geral, os fibroblastos
demonstraram-se insensiveis a muitas das condi¢des testadas, o que condiz com sua
funcéo: fibroblastos sao células de suporte estrutural, e podem se associar a tumores
mediante sinalizagdo prolongada da inflamagdo associada ao tumor (TAl),
transformando-se em CAFs (Kennel et al., 2023). A TAI é sustentada pelo continuo
crescimento da massa tumoral e hipdxia, que ja foi descrita como fator determinante
do fendtipo inflamatorio de fibroblastos em cancer pancreatico (Mello et al., 2022).
Vimos que fibroblastos ndo foram tdo susceptiveis a EVh quanto aos outros
componentes celulares do TME, visto que o contato direto ou indireto com outras
células nos trouxe resultados mais expressivos. Mesmo assim, EVh aumenta a
atividade celular e modifica sutiimente a morfologia de HDFa, promovendo a sintese
de colageno tipo Il e tipo Ill sob co-cultura circulante multicelular. Ambos os colagenos
séao fibrilares e estdo associados ao aumento da rigidez da ECM, fator crucial para a
metastase (Winkler et al., 2020)

O uso do sistema quasi-vivo para formagao da MCs nos permitiu investigar
de forma individual todos os componentes celulares de interesse, enquanto avaliamos
concomitantemente citocinas e enzimas do meio circulante por todas as camaras do
TME. Tivemos niveis aumentados de |IL-6 com EVh, citocina cuja superexpressao esta
intimamente relacionada com o desenvolvimento de diversos tipos de tumores, na
regulagao da fase aguda da inflamagao e na modulagao de linfocitos T e B (Weng et
al., 2019). Além disso, altos niveis de IL-6 e IL-1p favorecem o fendtipo inflamatorio
de CAFs (Kennel et al., 2023). Em nosso sistema, ndo vimos diferenca estatistica nos
niveis de IL-1B, mas ha uma tendéncia de aumento, sugerindo a diferenciagdo dos
fibroblastos em CAFs. Além disso, o comportamento dos macrofagos foi condizente
com os resultados anteriores, promovendo acgdes anti-tumorais sob o grupo MCs
controle e sendo pro-tumoral apds exposicéo a EVh.

Em suma, o uso do método MC3 nos permitiu investigar, de forma simples,
as dinamicas de um microambiente tumoral in vitro, tendo como limitagdes a
quantidade de camaras disponiveis para co-cultivo, a forga de cisalhamento do fluxo
e a falta de contato direto entre as camaras, o que reduz nossa capacidade de avaliar
certas respostas celulares. Este modelo, anteriormente utilizado para estudo da
barreira hematoencefalica, também tem potencial para ensaios de adesao sob fluxo e
para o estudo de células tumorais circulantes, dentre outras possibilidades (Miranda-
Azpiazu et al., 2018). Diferentemente de co-culturas 3D multicelulares, neste modelo
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podemos investigar respostas em células individualizadas sem o uso de técnicas mais

refinadas, tornando o método mais viavel (Dey et al., 2021).

5.6 CONCLUSAO

EVh promove alteragbes em células do microambiente tumoral,
promovendo a diferenciagdo de macrofagos M2, direcionando a motilidade de células
TNBC, induzindo a invasao direcionada em células endoteliais e aumentando a
atividade celular de fibroblastos. Utilizando trés métodos complementares de co-
cultura, verificamos que a acao efetora de EVh no microambiente tumoral depende do
tipo celular afetado, e que fibroblastos respondem mais efetivamente aos
componentes do TME em conjunto que individualmente. Em co-cultivo multicelular
circulante, um novo método para estudo do TME in vitro, confirmamos o efeito proé-
tumoral dos macréfagos M2 diferenciados por EVh, o principio da polarizagcéo de
fibroblastos em CAFs, a promog¢ao da sinalizagdo para angiogénese e o favorecimento
da sobrevivéncia tumoral. Nossos resultados sugerem que EVh é essencial para a

remodelagao do TME, tornando-o favoravel para o desenvolvimento tumoral.
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CAPIiTULO 6 — ASSOCIAGAO E INTERNALIZAGAO DE VESICULAS
EXTRACELULARES POR CELULAS DO SANGUE PERIFERICO

6.1 INTRODUCAO

A habilidade fundamental de adesdo de EVs pode modular diversos
comportamentos celulares, tanto na superficie ou intracelularmente através da
entrega de seu conteudo bioativo (van Niel et al., 2022). Discutimos anteriormente
como EVs associadas a superficie celular auxiliam na movimentacao e adesao celular
a ECM (Altei et al., 2020; Sung et al., 2020). A internalizagdo do conteudo funcional
de EVs pode acarretar em mudancas na sinalizagao celular, metabolismo e expresséao
génica, o que gera grande interesse quanto a seu potencial terapéutico (Mulcahy;
Pink; Carter, 2014).

O processo de internalizagao ou uptake € composto de quatro etapas
fundamentais. As particulas se associam a membranas por meio de proteinas de
adesdo como tetraspaninas, integrinas, imunoglobulinas, lectinas e proteoglicanos,
dentre outras (Mulcahy; Pink; Carter, 2014). A interagao superficial entre particulas e
células nao implica necessariamente sua incorporacdo ao ambiente intracelular,
podendo se prolongar por tempo indeterminado (van Niel et al., 2022). Caso a EV seja
reconhecida pela célula, ela pode ser internalizada por meio de diversos mecanismos,
que serao detalhados a seguir. Apds sua internalizagdo, o conteudo vesicular é
liberado dentro da célula e o restante da particula pode ser levado ao lisossomo para
degradacao ou ao endossomo para reciclagem (Mathieu et al., 2019) (Figura 33).

As rotas de internalizacdo de EVs em células aceptoras ocorrem
majoritariamente por endocitose, podendo ser facilitada por diferentes proteinas, ou
por fusdo direta pela membrana plasmatica (Mulcahy; Pink; Carter, 2014). Dentre os
mecanismos de endocitose, 0 mais comum € mediado por clatrinas, proteinas
triméricas compostas por trés cadeias pesadas ligadas a uma cadeia leve cada,
formando um arcabougo geométrico que recobre as vesiculas e possibilita a formagao
da estrutura de actina que direciona sua entrega ao aparato golgiano ou a via
endossomal (Kirchhausen; Owen; Harrison, 2014).

Entretanto, existem outras rotas independentes de clatrina, dentre as quais
a endocitose dependente de calveolina é a mais estudada. A caveolina é uma
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estrutura interna a membrana plasmatica que forma covas mediante interacdo entre
proteinas, especialmente CAV1, e microdominios lipidicos que puxam o conteudo da
superficie (Mulcahy; Pink; Carter, 2014; Parton; del Pozo, 2013). A vesicula é
fusionada com o endossomo primario e pode ser reciclada, ou associa-se aos corpos

multivesiculares e segue para a via de ubiquitinagéo (Parton; del Pozo, 2013).

Figura 33 — Mecanismos de Internalizagéo de EVs
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Outra via endocitica independente de clatrina € a macropinicitose, onde a
membrana plasmatica € invaginada e forma pregas responsaveis pela coleta de
fluidos extracelulares ao redor da particula de interesse (Mulcahy; Pink; Carter, 2014).
A macropinicitose € dependente da polimerizacdo de filamentos de actina apds a
sinalizacao pelo lipidio PIP3, gerando uma protuberancia na superficie celular que
encapsula a regido de interesse (Kay, 2021). Devido a mobilizagdo da membrana
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necessaria para este mecanismo, apenas particulas de pequeno tamanho podem ser
internalizada dessa forma (Mathieu et al., 2019).

A entrega do conteudo vesicular a células alvo tem grande potencial
terapéutico, mas esbarra em limitagdes metodolégicas como o desconhecimento
sobre a biodistribuicdo de EVs em organismos complexos (Driedonks et al., 2022). Os
poucos estudos sobre biodistribuicdo de EVs s&o majoritariamente realizados em
modelos murinos, utilizando técnicas in vivo, in situ e ex vivo para identificar a
disperséo de diferentes espécies de EVs em 6rgaos de interesse, especialmente no
pulmao, figado, baco e rins (Kang et al., 2021; Wiklander et al., 2015). Recentemente,
um estudo com primatas ndo-humanos (NHP) verificou que a administragcao
intravenosa de EVs com potencial biotecnoldgico foi detectada sob associagao de
células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), particularmente em células B
(Driedonks et al., 2022). Resultados similares foram encontrados em um modelo ex
vivo, utilizando amostras de sangue total de NHP que geraram um modelo viavel para
estudo de interagbes entre EVs e componentes sanguineos (Rodriguez et al., 2023).
Neste capitulo, descrevemos o estudo das interacbes entre EVs e células B,
investigando o tipo de internalizagao e a transposigao dos resultados obtidos em NHP
para humanos. Os resultados obtidos estdo sendo preparados em manuscrito para

publicagdo em periddico internacional.

6.2 OBJETIVOS

Investigar as propriedades moleculares do tropismo de EVs para linfécitos

B em sangue de doadores primatas ndo-humanos e humanos.

6.2.1 Objetivos Especificos
e Avaliar o tipo de interacao entre linfocitos B e EVs em modelo ex vivo;
¢ Investigar a conservagao do mecanismo de interagao de EVs em células
B entre primatas e humanos;

e |dentificar a reprodutibilidade de resultados ex vivo em ensaios in vitro.

136



Capitulo 6 — Associagéo e Internalizagdo de Vesiculas Extracelulares por Células do Sangue

Periférico

6.3 MATERIAIS E METODOS

6.3.1 Obtencao de Sangue Total de Primatas e Humanos

Conforme metodologia publicada anteriormente (Rodriguez et al., 2023),
amostras de sangue total de primatas ndo-humanos (NHP, Macaca nemestrina) foram
coletadas por pungdo venosa com seringas estéreis com trava Luer (#309653, BD
Biosciences) e misturadas ao anticoagulante ACD (acido citrico, citrato de sédio e
dextrose, 5:1 (v/v) em agua deionizada). O sangue foi processado dentro de 1 hora
da coleta. Os procedimentos com sangue de NHP foram aprovadas pelo Comité de
Uso e Cuidado Animal da Universidade Johns Hopkins, onde este trabalho foi
realizado, e conduzidos seguindo as normas do Weatherall Report, Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals e USDA Animal Welfare Act.

Sete bolsas de sangue de doadores humanos desconhecidos e aleatérios
foram obtidas do Banco de Sangue de Nova York (New York Blood Center, EUA). As
bolsas de sangue continham cerca de 500 ml de sangue total e 70 ml de
anticoagulante citrato-fosfato-dextrose (CPD), sendo transportadas e mantidas em
temperatura ambiente por até 24 horas depois da coleta. O processamento do sangue

foi realizado imediatamente apds sua entrega.

6.3.2 Administragao de EVs em Sangue Ex Vivo

Utilizamos EVs isoladas de células Expi293F-palmGRET (ver 2.3.1),
caracterizadas conforme as recomendacgdes do MISEV2023 (Welsh et al., 2024). Em
experimentos com restricbes temporais, o sangue foi aliquotado em microtubos ou
tubos conicos sob condi¢des estéreis para administragdo de EVs na concentragao de
8 x 108 particulas/ml, conforme descrito anteriormente (Rodriguez et al., 2023). As
aliquotas foram imediatamente incubadas a 37 °C sob rotacdo e mistura a 8 rpm
(Benchmark Scientific Roto-Therm Plus Incubated Rotator) e mantidas por 5, 10, 15,
30, 60, 120 ou 240 minutos. Em seguida, o sangue foi processado para obtencao de
PBMCs. Um controle nao tratado (i.e., mock) foi processado em paralelo. Um resumo

dos experimentos realizados esta disposto na Figura 34.
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Figura 34 — Resumo Grafico dos Ensaios de Interagdo de EVs com Sangue ex vivo
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e primata. Criado em BioRender.com. FONTE: Bianca C. Pachane (2023).

6.3.3 Isolamento de Células Periféricas Mononucleares Sanguineas (PBMC)

Amostras de sangue de NHP foram diluidas em solugéo salina balanceada
de Hank (HBSS, 1:1, v/v) e aplicadas a tubos SepMate ™-15 (IVD) contendo gradiente
de densidade Percoll® (#17-0891-01, Cytiva). Os tubos foram centrifugados a 1.200 x
g por 10 minutos para separacgao trifasica do sangue, com as células mononucleares
(MNC) na fragao superior. As MNCs foram transferidas a tubos novos, lavadas com
HBSS e centrifugadas a 300 x g por 8 minutos. As células foram tratadas com tampao
de lise de hemacias (ACK lysing buffer; 0,83% NH4Cl, 0,1% KHCOs, 0,03% EDTA) por
10 minutos a 37 °C, lavadas com HBSS e centrifugadas a 300 x g por 8 minutos.

Amostras de sangue humano foram diluidas em tampé&o de lavagem (2%
FBS, 2 mM EDTA em PBS; 1:1, v/v) e aplicadas em tubos SepMate™-50 (IVD)
contendo gradiente de densidade Ficoll-Paque™ PLUS (#17144003, Cytiva). Os tubos
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foram centrifugados a 1.200 x g por 10 minutos para separagéo trifasica do sangue. A
fragcdo superior, contendo MNCs, foi transferida para novos tubos, lavadas com
tampé&o de lavagem e centrifugadas a 300 x g por 8 minutos. Apds tratamento com
tamp&o ACK por 10 minutos a 37 °C, as amostras foram lavadas com tampao de
lavagem e centrifugadas a 300 x g por 8 minutos. As células foram ressuspendidas
em meio RPMI 1640 10% FBS para contagem e medigdo de viabilidade automatica

utilizando o método de exclusao por trypan blue (Countess Il FL, Invitrogen).

6.3.4 Selecao Positiva de Linfécitos B CD20*

PBMCs (1 x 10° células/ml) foram ressuspendidas em tampao de selegéo
gelado (0,5% BSA e 2 mM EDTA em PBS) e misturadas com 20% de beads para
separagao magnética (CD20 MicroBeads; #130-191-104 ou #130-191-105, Miltenyi
Biotec) por 15 minutos a 4 °C. As amostras foram diluidas em 1 ml de tampao de
selegao, centrifugadas a 300 x g por 8 minutos e ressuspendidas em 500 ul de tampao
de selegao. Utilizando o sistema MiniMACS™ (Miltenyi Biotec) montado com colunas
MS (#130-042-201), a separagao magnética foi realizada mediante equilibrio da
coluna com tampéao de selecado, aplicagdo da amostra, lavagem e eluigdo. PBMCs
CD20- e linfocitos B CD20* foram coletados em tubos cénicos e concentrados (300 x
g, 8 minutos).

Para cultivo primario, os linfécitos B foram mantidos em meio RPMI 1640
suplementado com 10% FBS e 1% penicilina/estreptomicina por até dois dias em

frascos de cultivo, incubados em estufa a 37 °C, 5% COa-.

6.3.5 Extingao de Fluorescéncia com Trypan Blue por Citometria de Fluxo

Apos administragdo de EVs por 15, 30 e 60 minutos ex vivo, PBMCs
isoladas do sangue de NHP e humanos foram ressuspendidas em tampao (#420201,
BioLegend) e marcadas por 20 minutos em temperatura ambiente com o coquetel de
anticorpos contendo mouse-anti-CD3-V500 (1:30, #560770, BD Biosciences), mouse-
anti-CD4-PerCP/Cy5.5 (1:7.5, #552838, BD Biosciences), mouse-anti-CD8-BV570
(1:60, #301038, BioLegend), mouse-anti-CD20-e450 (1:60, #48-0209-42, Thermo-
Fisher Scientific), mouse-anti-CD159a-PE (1:30, #IM3291U, Beckman Coulter) e
mouse-anti-CD14-BV650 (1:30, #563419, BioLegend). As células foram lavadas com
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PBS, centrifugadas a 300 x g por 8 minutos e ressuspendidas em 1 ml de PBS. As
amostras foram separadas em duas aliquotas cada, sendo uma delas tratada com
0,01% de trypan blue a 0,4% para extingao da fluorescéncia e a outra mantida integra
em PBS (Loike; Silverstein, 1983; Rodriguez et al., 2023). Ambas as amostras foram
imediatamente analisadas no citdbmetro de fluxo LSRFortessa™ (BD Biosciences).
Amostras controle com “fluorescéncia menos um” (FMO) para CD159a e CD4 foram
utilizadas para gating especifico das fluorescéncias de GFP, PE e PerCP/Cy5.5,

seguindo a estratégia descrita a seguir (Figura 35).

Figura 35 — Separagao de PBMCs por Citometria de Fluxo
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Estratégia de gating para separagéo de subtipos de PBMC por citometria de fluxo.
FONTE: Pachane et al. (em preparacgao).

6.3.6 Imunofluorescéncia e Microscopia Confocal

Linfécitos B CD20* e células PBMC CD20- foram aderidos a laminas
recobertas com PLL (#63410-02, Electron Microscopy Sciences) por cytospin a 1.000
rom, 5 minutos (Cytospin 2, Shandon). As laminas foram secas em temperatura
ambiente por 16-18 horas, protegidas da luz e fixadas com PFA 4% por 10 minutos.

As células foram lavadas duas vezes com PBS e permeabilizadas com Triton X-100
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0,1% por 5 minutos em temperatura ambiente. O excesso de detergente foi lavado
com PBS duas vezes antes do bloqueio de liga¢des inespecificas com 1% BSA-PBS
por 1 hora a 4 °C. Células foram expostas aos anticorpos primarios conjugados ou
nao-conjugados por 18 horas a 4 °C, no escuro, em solugéo de bloqueio (Tabela 11).
Células marcadas apenas com CD20 ou CD14 foram duplamente marcadas com
Phalloidin-iFluor 647 (1:1.000; #176759, Abcam).

Tabela 11 — Anticorpos Utilizados para Imunofluorescéncia

Alvo Tipo de Anticorpo Diluigcédo Fabricante Cadigo
CD27 Primério ndo-conjugado 1:500 Abcam 131254
Cadeia Pesada L . ] . .
da Clatrina Primario ndo-conjugado 1:500 Cell Signaling 2410S
CD20 Conjugado (PE) 1:50 Miltenyi Biotec 130-113-374
CD14 Conjugado (PE) 1:50 Miltenyi Biotec 130-113-147
Donkey anti-Rb Secundéario )
I9G H&L (Alexa Fluor® 647) 1:1.000 Abcam 150075

FONTE: Bianca C. Pachane, 2023.

Apods quatro lavagens com PBS, as laminas contendo anticorpos primarios
nao-conjugados foram expostas ao anticorpo secundario por 1 hora no escuro, a 4 °C.
O excesso de anticorpo foi lavado quatro vezes com PBS e as laminas foram
montadas utilizando o meio Prolong Diamond Antifade Mounting Medium com DAPI
(Invitrogen). As laminulas foram seladas (#23005, Biotium) e mantidas a 4 °C até a
analise.

Imagens de microscopia confocal foram adquiridas no microscopio Zeiss
880 Airyscan FAST, sob aumentos de 40x e 63x, utilizando o software Zen 2.3 SP1
(Carl Zeiss AG). Foram utilizados os canais para DAPI, A488, A568 e A657 (pinhole 1
AU = 40,3, master gain = 850, intensidade do laser a 5,0%) para aquisicéo de Z-stacks
com intervalos de 0,3 um entre imagens, com correg¢ao de brilho automatica e etapa
de otimizagao da secgao. Os Z-stacks foram selecionados manualmente com base na
localizacao apical e basal das células. Para a analise de intensidade do EGFP, os Z-
stacks foram adquiridos sob aumento de 63, utilizando imagens de 512 x 512 px em
velocidade 7 e média 2, em 8-bit de profundidade. Imagens representativas foram
obtidas em aumento de 63x, utilizando imagens de 1800 x 1800 px adquiridas em
velocidade 7 e média 2, em 16-bit de profundidade. O processamento das imagens e
quantificagéo da intensidade do EGFP foi executada no FIJI (Imaged) (Schindelin et
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al., 2012), contabilizando a fluorescéncia acima do threshold basal de

autofluorescéncia a 7153 px.

6.3.7 Imobilizagao de Células CD45" em Chip

Linfécitos B tratados com EV foram imobilizados em chips enriquecidos
com CD45 do kit de preparagdo de amostras de linfocito, gentiimente cedidos pela
empresa ONI (Oxford, Reino Unido) (Figura 36A-B).

Figura 36 — Imobilizagdo de Células CD45+ em Chips para dASTORM

ouT

A — Preparo de amostras nas raias dos chips em ambiente controlado. B — Detalhe dos chips para
dSTORM, com as raias indicando os locais de entrada (IN) e saida (OUT) dos liquidos. FONTE:
Bianca C. Pachane (acervo pessoal) e ONI (oni.bio).

Os chips foram aclimatados em temperatura ambiente e recobertos com a
solugao S3 por 15 minutos. As raias do chip foram lavadas com PBS e incubadas com
solugéo S5 por 10 minutos. Em seguida, o chip foi lavado com PBS, incubado por 10
minutos a 37 °C e aclimatado com meio RPMI 1640 10% FBS aquecido a 37 °C.

Linfécitos B (5 x 105 células em 5 pl) foram adicionadas a cada raia e incubadas por

142



Capitulo 6 — Associagéo e Internalizagdo de Vesiculas Extracelulares por Células do Sangue

Periférico

10 minutos para adesdo. As raias foram lavadas com meio RPMI 1640 10% FBS e
fixadas com solugéo fixativa aquecida (5:11:8 partes do componente fixativo A, agua
ultrapura, e componente fixativo B, respectivamente; v/v) por 10 minutos em
temperatura ambiente. Os chips foram lavados com PBS e PBS com 0,02% de azida
sédica antes de serem selados para estocagem a 4 °C por 16-18 horas. Grupos
aldeidos nao-reativos foram extinguidos com 100 mM de glicina em PBS por 15
minutos em temperatura ambiente. As células foram permeabilizadas com Triton X-
100 0,1% e bloqueadas para ligagdes nao-especificas com BSA-PBS 5% por 30
minutos em temperatura ambiente. Linfocitos B foram marcados com diluicdo de anti-
CD27 (1:500, #131254, Abcam) em solucédo de Phalloidin-iFluor 647 (1:1000, v/v;
#176759, Abcam) por 16-18 horas a 4 °C. As raias foram lavadas com PBS antes da
aplicacao do anticorpo secundario (Goat Anti-Rabbit IgG (H+L), CF®568; 1 ug/ml,
#20801, Biotium). Os chips foram lavados com PBS e selados para analise utilizando
microscopia de reconstrugdo otica estocastica direta (dASTORM) no microscopio de

super-resolugdo Nanoimager (ONI) (ver 2.3.9).

6.3.8 Fracionamento Celular

Linfocitos B foram coletados em PBS com 1% de inibidor de protease (IP,
#161280, Thermo-Fisher Scientific) e estocados a -20 °C. Apds descongelamento, as
amostras foram centrifugadas a 300 x g por 8 minutos a 4 °C e ressuspendidas em
200 pl de PBS 1% IP. Para lise, as células foram vortexadas por 5 minutos, passadas
por agulha de 30 G acoplada a uma seringa de 1 ml por 5 vezes e sonicadas em 3
ciclos de 10 segundos com 10 segundos de espera. As amostras foram centrifugadas
a 1.200 x g por 10 minutos a 4 °C para remogao de células intactas remanescentes, e
a 100.000 x g por 1 hora a 4 °C para separacao das fragdes de membrana (decantado)
da fracao citoplasmatica (sobrenadante). O sobrenadante foi concentrado utilizando
filtros Amicon 4 Ultra RC — 10 kDa MWCO (Merck Millipore). As fragdes celulares
foram analisadas por ensaio de nanoluciferase (ver 6.3.9). A confirmagdao do
fracionamento foi realizada via western blotting (ver 2.3.2), para identificagdo das
proteinas de membrana CD63 (1:3.000, #556016, BD) e CD9 (1:3.000, #312102,
BioLegend), e proteinas citoplasmaticas GAPDH (1:2.500, #9485, Abcam), calnexina
(1:1.000, #22595, Abcam) e B-actina (1:1.000, #3700, Cell Signaling).
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6.3.9 Ensaio de Nanoluciferase

A atividade de nanoluciferase foi medida utilizando o kit NanoGlo®
Luciferase Assay System (N1120, Promega). Fragdes de EV (1:100, v/v) e linfocitos B
(1 x 10° células/ml) foram semeadas em duplicatas ou triplicatas técnicas em placas
brancas de 96 pogos (3922, Corning). Os controles do ensaio incluiram o branco,
contendo veiculo (i.e., PBS ou meio RPMI 1640 10% FBS) e controle EV (8 x 108
particulas/ml). As amostras foram misturadas ao reagente do ensaio de luciferase
NanoGlo (1:1, v/v) preparado anteriormente pela combinagéo de 50 partes de tampao
para 1 parte de substrato furimazina. A leitura da placa foi realizada imediatamente
apos a adicao do reagente, sob leitura endpoint de luminescéncia a 14.6 mm de altura

da placa e integracéo a 1000, utilizando o leitor SpectraMax iD5 (Molecular Devices).

6.3.10 Analise Estatistica

Dados brutos foram checados para outliers utilizando o método ROUT,
presumindo Q = 0,1 (Motulsky; Brown, 2006). Os dados foram transformados e/ou
normalizados com base nos controles técnicos de cada método. O teste de
D’Agostino-Pearson omnibus K2 foi aplicado para determinagao da distribuicdo dos
dados. Dados paramétricos foram analizados por ANOVA one-way ou two-way com
pos-teste de multiplas comparagdes de Tukey, e estdo dispostos nos graficos como
média £ desvio padrao (SD). Dados nao-paramétricos foram analisados pela analise
de variancia de Kruskal-Wallis com pos-teste de multiplas comparagdes de Dunn, e
estdo dispostos nos graficos como mediana + interquartil. As analises estatisticas

foram executadas no software GraphPad Prism (v. 10.0.1(170)).
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6.4 RESULTADOS
6.4.1 Associacao e Internalizacao de EVs em Linfécitos B de NHP

A interacdo de EVs com células B de primatas foi avaliada por ensaio de
nanoluciferase utilizando duas abordagens: (1) ap6s administracdo no sangue ex vivo
e (2) apés tratamento de células B em cultivo primario. No ensaio ex vivo, EVs
associam-se a células B apds 5 minutos do tratamento e essa interacdo aumenta
continuamente ao longo do tempo, sendo estatisticamente maior a partir de 1 hora
(Figura 37A). No ensaio in vitro, a associagao foi maior apos 30 minutos do tratamento
(Figura 37B). Estes resultados indicam que componentes do sangue podem interferir

nos mecanismos de associagao de EVs em células B.

Figura 37 — Associagao de EVs com Linfécitos B de NHP
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A - Atividade nanoluciferase de linfocitos B CD20* isolados do sangue total de NHP apds
administracdo de EVs ex vivo. B — Atividade nanoluciferase de linfocitos B CD20* em cultivo primario
sob acdo de EVs in vitro. C — Linfécitos B positivos para fluorescéncia EGFP apds 10 minutos da
administragéo de EVs em sangue total de NHP, identificados por citometria de fluxo. D -
Representagdes ortogonais do ensaio de uptake de EVs em células B (nucleos em azul, CD20 em
laranja e EVs em verde). Tempos de incubagdo com EVs descritos acima, em minutos. Barra de
escala: 10 um. E - Quantificagéo da fluorescéncia EGFP por célula. Valores de p identificados acima
das comparagdes estatisticamente relevantes. FONTE: Pachane et al. (em preparagao).
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Por citometria de fluxo, observamos que linfécitos B, que compreendem
cerca de 5% das PBMCs, continham 72,53% (x 9,57%) de EVs fluorescentes 10
minutos apos sua administragado ex vivo (Figura 37C). Houve interagdo de EVs com
outras PBMCs, particularmente mondcitos CD14" (89,6% £ 7,15%), mondcitos CD14"
flow (63,68% + 10,59%), linfocitos T CD4 (19,63% * 11,90) e linfocitos T CD8 (6,62% +
2,76%). Nao foi observada interacdo de EVs com células NK CD159a* (0,05% =+
0,08%). Por microscopia confocal, visualizamos a progresséo da captagdo de EV
pelas células B desde sua associagdao a membrana 5 minutos apés sua administracao,
com internalizagdo iniciando-se apds 30 minutos e progredindo até 4 horas (Figura
37D). A quantificagédo da fluorescéncia do EGFP corroborou os resultados obtidos no

ensaio de nanoluciferase (Fig. 37E).

6.4.2 Internalizagcao de EVs por Mecanismos Dependentes de Clatrina

Investigamos se a internalizagdo de EVs por linfécitos B € promovida por
mecanismos dependentes de clatrina por ensaio de colocalizagdo. Células B foram
marcadas por imunofluorescéncia com a cadeia pesada da clatrina (CLTC),
confirmando sua dispersdo ao redor da superficie celular no decorrer dos tempos
avaliados. A analise de colocalizagao foi realizada utilizando um limiar idéntico entre
os grupos (Figura 38A), gerando um fluorograma por célula (Figura 38B). Apds 5
minutos de administragdo de EVs, observamos uma queda inicial da colocalizag&o
entre CLTC e EV, que é recuperada apds 10 e 15 minutos, mas decai novamente apos
30 minutos, permanecendo estavel até o final do ensaio (Figura 38C). A baixa mediana
dos valores do coeficiente de Pearson indica que CLTC nao se colocaliza com EVs,
sugerindo que a internalizagdo mediada por clatrina ndo € o unico mecanismo de

uptake utilizado para absor¢ao de EVs.

6.4.3 Associagao de EVs com Linfécitos B Humanos in vitro e ex vivo

Em amostras humanas, o sinal de EGFP é quase exclusivamente
encontrado em células B dentre todas as MNCs, sendo presente em média em
65,33%, 71,35% e 81,70% das células B apos 15, 30 e 60 minutos da administragao
de EVs ex vivo, respectivamente (Figura 39A). Apds a extingdo da fluorescéncia
externa as células vivas com trypan blue, EGFP foi identificado em 27,52%, 32,72% e
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55,33% das células B, respectivamente, confirmando a associacio e internalizacao
de EVs por células B (Figura 39B).

Figura 38 — Internalizagdo de EVs Mediada por Clatrina
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comparando as imagens em RGB com a mascara de analise binaria. B — Fluorograma da
colocalizagao entre clatrina e EVs. C — Coeficiente de Pearson das células avaliadas apés

administracdo de EVs ex vivo entre 5 e 240 minutos. Valores estatisticamente relevantes de p
dispostos acima das barras comparativas. FONTE: Pachane et al. (em preparagao).

Os resultados da internalizacdo e associacdo de EVs com células B
humanas foram confirmados por microscopia confocal, onde células interagem com
EVs apos 5 minutos da administragdo ex vivo, sendo internalizadas dentro de 15
minutos e continuando a associar-se pelas quatro horas de ensaio (Figura 39C). A
quantificacdo do sinal de fluorescéncia EGFP aumentou com o tempo, chegando a
limiares estatisticamente relevantes apés 10 minutos (Figura 39D). Com isso,
corroboramos os resultados anteriores obtidos com células B de NHP, indicando que
a associagao de EVs com células B ndo é um mecanismo espécie-especifico.
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Devido ao aumento da interacdo de EVs e células B apds 4 horas de
tratamento, supomos que células B imaturas poderiam estar se diferenciando em
outros subtipos. Portanto, investigamos a expressao de CD27, marcador de células B
de memodria, por meio de microscopia confocal e SRM. A alta expressao de CD27 no
grupo nao-tratado decai com o passar do tempo e se estabiliza apos 4 horas do
tratamento, gerando resultados inconclusivos (Figura 39C,E). Entretanto, observamos
a interagao entre CD27 e EVs em linfécitos CD20*/CD45* por SRM, sugerindo que
outros checkpoints imunes estdo sendo estimulados e podem ser investigados
futuramente (Figura 39F).

Apos confirmar a internalizagcdo de EVs, examinamos se elas sao
absorvidas pelas células B apds uptake, o que poderia indicar internalizagao por fuséo
de membrana e/ou metabolizacdo do conteudo das EVs. Utilizando o modelo de
administracdo ex vivo (Figura 40A), observamos aumento estatisticamente relevante
do sinal de nanoluciferase apés 15, 30 e 60 minutos do tratamento (Figura 40B). O
fracionamento das células B identificou que a maioria do sinal de Nluc esta nas fragdes
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membranosas, mas parte do sinal foi encontrada em fragcdes citoplasmaticas,

indicando que EVs podem ter sido metabolizadas pelas células apds internalizacao.

Figura 40 — Fracionamento de Linfocitos B
Cc

>

EV-B cell association Cell fractionation (NLuc)
R EV spike in human whole blood EV spike in human whole blood Cell fractionation (Western Blotti
(n=6) 6x10° e
'§ seret 2510 —de G pL Lys Mem Cyt
= = = 00010
) § 4108 8 20x10®
] x = Q 250
H E aw0° 3 1.5x10%
£ S < 140
g ;znm 2 1.0x10°® ] i
a | a ” 70
2 110 3 5.0x10° -3 o i
w & =
Expi293F-palmGRET EV o 0.0+ e—»o d heid
8E+08 particles/m! 35
Mock 15 30 60 Cellifracton M C M C MC MC 2
EV spike-in (min) EV spike-in (min) 0 15 30 60 o
D E EV-B cell association F
EV spike in human B cells Cell fr;cﬂ_onalnon (NLuc)
EV spike in human B cells
6x10%"
¥ 2.5x10°®
2 =) ."&, 5x10° =
8 b5 4 z 8 20x10®
o o § 410 Q
£ & ] 3 1.5x108
g E = g
= S 2 1.0x10%
a 0,15,30,60 min £ a0 j_i 00278
@ 2 & Human donors]| % b w — S 5.0x10°
EXpi293F-palmGRET EV ® HD1 oo ®
'BE+08 particles/m| ° ngg . P % o 0041 e—o #=e f=0 =) _Bactin
® HD4
2 :gg Mock 15 30 60 Cellfracion M C M C MC MC

EV spike-in (min) 0 15 30 60

EV spike-in (min)

A — Diagrama da administracdo de EV ex vivo. B — Associagao de EVs em células B apos
administragao ex vivo, por ensaio de nanoluciferase. C — Analise de fragdes de membrana (M) e
citoplasma (C) de linfécitos B administrado com EVs ex vivo por 15, 30 e 60 minutos por
nanoluciferase. D — Diagrama do ensaio de tratamento de EVs em células B in vitro. E — Associagao
de EVs em células B apds tratamento in vitro, por nanoluciferase. F — Analise do fracionamento
celular de linfécitos B humanos ap6s tratamento in vitro por 15, 30 e 60 minutos. Valores
estatisticamente relevantes de p dispostos nas barras comparativas. G — Perfil proteico de amostras
de lisado (Lys), membrana (Mem) e citoplasma (Cyt) de células B submetidas a fracionamento.
Massa molecular dos marcadores proteicos (PL) indicadas a esquerda, em kDa. (H) Membranas com
amostras do fracionamento celular avaliadas para CD63, CD9, calnexina (CANX), GAPDH e -actina.
FONTE: Pachane et al. (em preparagao).

A associacgao de EVs em células B € maior em sangue total que em células
em cultivo. Ao comparar os resultados ex vivo com as analises in vitro, em que as EVs
sdo administradas a células CD20* em cultivo primario (Figura 38D), ha tendéncia de
aumento da associagao de EVs com o decorrer do tempo, mas em propor¢ao menor
(Figura 40E). O fracionamento das células indicou sinal de Nluc mais fraco no geral,
com maior proporcao encontrada nas fragdes de membrana e quase sem sinal nas
fragdes citoplasmaticas (Figura 40F). Esses resultados indicam que a internalizagao
de EVs por células B pode ser observada utilizando técnicas in vitro e ex vivo mas
componentes externos presentes no sangue total podem potencializar e promover
mecanismos de internalizag&o distintos.
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O protocolo de fracionamento foi confirmado via western blotting qualitativo,
onde verificamos perfis proteicos diferentes entre os lisados celulares e amostras de
membrana e citoplasma (Figura 40G). As tetraspaninas CD63 e CD9 foram
encontradas no lisado e membrana apenas, enquanto GAPDH foi observado no lisado
e no citoplasma. Calnexina, uma proteina do reticulo endoplasmatico, foi encontrada
majoritariamente em membranas, e B-actina, proteina do citoesqueleto, € mais

abundante no citoplasma (Figura 40H).

150



Capitulo 6 — Associagéo e Internalizagdo de Vesiculas Extracelulares por Células do Sangue

Periférico

6.5 DISCUSSAO

A descoberta de que EVs interagem expressivamente com células B apés
10 minutos da administragdo intravenosa em primatas implica claramente que novas
pesquisas com cunho terapéutico para EVs sdo viaveis, mas ha duvidas se os
resultados obtidos em macacos é reproduzivel em humanos (Driedonks et al., 2022).
O desenvolvimento de um método ex vivo que recapitulou o estudo in vivo nos permite
investigar a fundo os mecanismos que levaram ao tropismo de EVs a células B,
evitando prejuizo aos animais (Rodriguez et al., 2023). Neste capitulo, utilizamos o
modelo ex vivo para determinar possiveis tipos de interacao entre EVs e linfécitos B,
testando a reprodutibilidade do método em amostras de sangue humano e como esse
comportamento se altera em ensaios in vitro.

Corroboramos resultados anteriores de que EVs sao internalizadas por
linfocitos B de NHP e observamos que componentes do sangue podem ser essenciais
para que a associacdo acontecga, visto que resultados in vitro e ex vivo ndo foram
sempre similares (Rodriguez et al., 2023). Em amostras com EVs administradas no
sangue, a rapida associagdo seguida de internalizagado que persiste por até quatro
horas apds o tratamento sugere que multiplos mecanismos estéo envolvidos de forma
complementar neste processo (van Niel et al., 2022). Verificamos que a fluorescéncia
restrita as células B aumenta com o tempo de exposicdo a EVs mesmo sem
readministracédo, implicando que a fusao direta das membranas € um dos possiveis
mecanismos de internalizagao. A associag¢ao de EVs em PBMCs de NHP ocorreu em
menor escala em mondcitos e células T CD3*, sugerindo que o tratamento foi
potencialmente em dose superior ao suportado e as particulas estao sendo depuradas
pela acao fagocitaria das células do sistema Imune (Gustafson et al., 2015).

A identificagdo dos mecanismos de internalizagcdo em amostras derivadas
de primatas foi desafiadora, considerando quao relativamente baixa € a
disponibilidade de marcadores e reagentes viaveis em comparagcdo a humanos ou
modelos murinos. O uso de técnicas como IF ou western blotting requer o uso de
anticorpos que sao desenvolvidos para ligagdo com epitopos especificos de um
antigeno, e este pode ou néo ter reagdo cruzada devido a conservagao evolutiva das
regides de interesse (Frank, 2002). Felizmente, pudemos investigar a cadeia pesada
de clatrina, proteina responsavel pelo mecanismo de endocitose mais comum para

internalizacédo de EVs, devido a reatividade cruzada do anticorpo para amostras de
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macaco (Mulcahy; Pink; Carter, 2014). Entretanto, nossos resultados sugeriram que a
clatrina, apesar de claramente envolvida na internalizagdo de EVs, ndo € o principal
mecanismo de uptake neste caso. Nossa hipétese sugere que EVs s&o internalizadas
parcialmente por mecanismos dependentes de clatrina, por mecanismos
independentes de clatrina e por fusdo direta, sem que um processo se sobreponha
aos outros.

A dificuldade pratica no trabalho investigativo de amostras de primatas em
biologia molecular junto da questao sobre o tropismo de EVs ser devido a origem das
vesiculas, provenientes de células de origem humana, nos levou a investigar se a
interagdo de EVs em células B humanas ocorre de forma similar. Utilizando o mesmo
desenho ex vivo e doadores andnimos escolhidos aleatoriamente, resultados similares
aos encontrados em NHP foram observados. Assim como observado com primatas, a
interacdo de EVs ex vivo ocorre rapidamente apds a administracdo e persiste por
quatro horas, tendo uma proporcao das particulas internalizada e outra disposta na
superficie celular. Entretanto, contrario do observado em primatas, ndo houve
interagdo significativa entre EVs e outras PBMCs em humanos. Dessa forma,
supomos que O mecanismo de uptake e associacdo de EVs em células B é
conservado entre NHP e humanos, com resultados recapitulando o tropismo
observado in vivo em Macaca nemestrina (Driedonks et al., 2022; Rodriguez et al.,
2023).

Os resultados obtidos em humanos nos permitiram investigar diferentes
subtipos de células B, a fim de determinar se a exposicdo a EVs gerava alguma
diferenciacao ou apresentava tropismo para um subtipo especifico. Células B sao
componentes vitais do sistema imune adaptativo e podem ser classificadas conforme
sua funcao e expressao relativa de marcadores de superficie, especialmente CD19,
CD20, IgD, CD27, CD38, e CD24 (Sanz et al., 2019). A ontogenia das células B inclui
células transicionais, imaturas, células de zona marginal (MZB) e de memodria, que
podem estar inativadas ou ativadas (Sanz et al., 2019; Velounias; Tull, 2023).
Investigamos por IF a expressao de CD27 apds exposigao de EVs ex vivo e obtivemos
uma redugao estatistica apos 2 horas de tratamento, sugerindo que as células estao
mais propensas ao fenotipo imaturo (CD277°) que ao fenotipo de memoaria, que é
majoritariamente CD27* (Velounias; Tull, 2023). Ensaios ex vivo foram limitados
devido ao tempo maximo de estabilidade do sangue, que foi padronizado previamente
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mediante contagem de plaquetas, o que dificultou a investigagéo da interagdo de EVs

com subpopulagdes de células B e gerou conclusdes parciais.

6.6 CONCLUSAO

A utilizacdo do método ex vivo para estudos de internalizacdo de EVs
replica fidedignamente resultados obtidos in vivo em primatas e € uma alternativa mais
interessante que o estudo in vitro, no qual parte da complexidade encontrada em
organismos complexos € perdida. A abrangente variabilidade de mecanismos de
internalizacdo investigados sugere multiplos mecanismos potenciais a serem
explorados para melhorar ou reduzir o tropismo de EVs, como a modificagdo de
proteinas de corona. Ademais, estes resultados demonstram um novo avancgo para
responder perguntas de interesse para a saude humana, especialmente referente a

estudos de farmacocinética e biodistribuigao.
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Abstract

The “stickiness” of extracellular vesicles (EVs) can pose challenges for EV processing and
storage, but adhesive properties may also be exploited to immobilize EVs directly on surfaces
for various measurement techniques, including super-resolution microscopy. Direct adhesion
to surfaces may allow examination of broader populations of EVs than molecular affinity
approaches, which can also involve specialized, expensive affinity reagents. Here, we report on
the interaction of EVs with borosilicate glass and quartz coverslips and on the effects of pre-
coating coverslips with poly-L-lysine (PLL), a reagent commonly used to facilitate interactions
between negatively charged surfaces of cells and amorphous surfaces. Additionally, we
compared two mounting media conditions for super-resolution microscopy (SRM) imaging and
used immobilized EVs for a B-cell interaction test. Our findings suggest that borosilicate glass
coverslips immobilize EVs better than quartz glass coverslips. We also found that PLL is not
strictly required for EV retention but contributes to the uniform distribution of EVs on
borosilicate glass coverslips. Overall, these findings suggest that standard lab materials like
borosilicate glass coverslips, with or without PLL, can be effectively used for the

immobilization of EVs in specific imaging techniques.

Keywords: Extracellular vesicles; super-resolution microscopy; poly-I-lysine; adhesion.

Introduction

Extracellular vesicles (EV) adhesive properties arise from phenomena including charge (the EV
surface is usually negatively charged) and molecular affinities due to the presence of, e.g.,
integrins and other adhesion molecules (1). Multiple studies have investigated EV interactions

with specific materials, often in hopes of reducing negative consequences such as loss to



surfaces during EV storage (2-4). However, direct immobilization of EVs onto materials such
as glass might also allow for the improvement of techniques including fluorescence
microscopy.

Traditionally, EVs have been captured for imaging using molecular affinity reagents such as
antibodies (5,6). Alternatively, glass slides and coverslips can also be coated with poly-L-lysine
(PLL) or poly-D-lysine (PDL). As polymerized amino acids with cationic charge, these reagents
enhance the capture of negatively charged particles (7,8).

Non-specific immobilization may be especially valuable now that super-resolution (SRM) has
evolved to enable semi-quantitative multiplexed single-molecule characterization of the
composition of single EVs and thus convey a richer sense of EV heterogeneity (9). For this
reason, we investigated several aspects of EV immobilization onto surfaces for imaging. We
tested the direct adherence of EVs onto borosilicate glass and quartz coverslips, further probing
the extent to which pre-coating with PLL enhances EV immobilization. We also examined
mounting conditions for SRM imaging and determined that glass-immobilized EVs could also
be used for cell interaction assays. We submit that these findings will be valuable for other

investigators who wish to image immobilized EVs.

Materials and Methods

EV production: cell culture and transfection and EV separation

Using the Expi293™ expression system (Gibco #A14635), Expi293F cells were grown and
transfected with the pLenti-palmGRET reporter plasmid (Addgene #158221) (10) following
the manufacturer’s instructions, as described previously (11). Three days after transfection, the
cell suspension was centrifuged at 300 x g for 5 min to remove cells from the conditioned
medium. For Expi293F-palmGRET EV separation, the conditioned medium was centrifuged at

2,000 x g for 20 min, filtered through a 0.22 um bottle-top system (Corning), and concentrated



10X by tangential flow filtration (TFF, Vivaflow® 50R TFF cassettes, Sartorius). Samples were
further concentrated 4X using ultrafiltration (Centricon Plus 70 Ultracel® PL-100, Merck
Millipore; 4,000 x g, 20 min, RT) and eluted (1,500 x g, 2 min). Samples were separated into
11 fractions using size-exclusion chromatography (SEC; gEV10 70nm columns, 1ZON). EV-
enriched fractions (1-4) were pooled and concentrated using Amicon 15 Ultra RC 10 kDa
MWCO filters (Merck Millipore). Expi293F-palmGRET EV aliquots in Dulbecco’s phosphate
buffered saline (DPBS) were stored at 4 °C for short-term use and at -80 °C for long-term

storage.

Western blotting

Expi293F-palmGRET cells were harvested and washed twice in DPBS (2,500 x g, 5 min, RT).
The resulting pellet was lysed with RIPA buffer (Cell Signaling Technology #9806) for 1 h on
ice, vortexing every 15 minutes. The cell lysate was centrifuged at 14,000 x g for 15 min at 4
°C to remove debris, and the supernatant was quantified using BCA protein assay (Thermo
Scientific #23227). EV samples and SEC fractions (10 ul) were lysed with RIPA buffer for 10
min at room temperature. Samples were mixed with reducing (Thermo Scientific #39000) or
non-reducing (Thermo Scientific #39001) sample buffer, boiled at 100 °C for 5 min, and loaded
into Criterion TGX stain-free gels (4-15%; Bio-Rad #5678084) with a Spectra™ Multicolor
Broad Range Protein Ladder (Thermo Fisher #26634). Gels ran in Tris/Glycine/SDS buffer
(Bio-Rad #1610772) at constant voltage (100V) for 1.5 h, and stain-free gels were imaged on
the Gel Doc EZ imager (Bio-Rad). Proteins were transferred to PVDF membranes (iBlot™ 2
Transfer Stacks, Invitrogen #1B24001) on the iBlot™ 2 Gel Transfer Device (Invitrogen) using
a stacked program (20 V for 1 min; 23 V for 4 min, and 25 V for 2 min). Membranes were
blocked with 5% milk-PBST for at least 1 h at room temperature under agitation and incubated
with primary antibodies overnight at 4 °C with orbital shaking. Membranes were probed for

CD63 (1:3000, Ms, BD #556016), CD9 (1:3000, Ms, BioLegend #312102), syntenin (1:1000,



Rb, Abcam #133267) and calnexin (1:1000, Rb, Abcam #22595), washed four times with 5%
milk-PBST for 5 min under agitation, and exposed to the appropriate secondary antibody (m-
IgGk BP-HRP, 1:5000, Santa Cruz #616102 or Mouse anti-Rb IgG HRP, 1:5000, Santa Cruz
#2327) for 1 h, RT under agitation. Membranes were washed four times with PBST, exposed
for 60 seconds to SuperSignal™ West Pico ECL substrate (Thermo Scientific #34578), and

documented using the iBright 1500 (Invitrogen).

Flow nanoanalyzer

Expi293F-palmGRET EV preparations were measured for particle concentration, size
distribution, and EGFP incidence (%) using a Flow NanoAnalyzer (NanoFCM Co., Ltd).
System start-up included laser alignment and calibration with fluorescent 250 nm silica
nanoparticles (2.19E+10 particles/ml, NanoFCM #QS2503) for particle concentration and a
premixed silica nanosphere cocktail with monodisperse nanoparticle populations of 68 nm, 91
nm, 113 nm, and 155 nm in diameter (NanoFCM #516M-Exo) for size dispersion. Blank was
set with DPBS as the vehicle. EV samples were diluted 1:1000 (v/v) in DPBS and boosted for
60 seconds before particle signal acquisition, using constant pressure of 1 kPa and event rates
between 1,500 and 10,000 events/min. Signals for side-scattering and EGFP signal, particle
concentration, and size dispersion were calculated using NanoFCM Professional Suite V2.0

software.

Transmission electron microscopy

Expi293F-palmGRET EV stock was diluted 1:20 (v/v) and adsorbed to glow-discharged
carbon-coated 400 mesh copper grids by flotation for 2 min. Grids were quickly blotted and
rinsed by floatation on three drops of Tris-buffered saline, 1 min each, before being negatively
stained in two consecutive drops of 1% uranyl acetate (UAT) with tylose (1% UAT in deionized
water (diH20), double filtered through a 0.22-um filter). Grids were blotted and quickly

aspirated to cover the sample with a thin layer of stain. Grids were imaged on a Hitachi 7600



transmission electron microscope (TEM) operating at 80 kV with an AMT XR80 CCD (8

megapixel), under magnification ranging from 30,000x to 120,000x.

Coverglass chamber preparation for EV immobilization

Schott D 263® coverglass chambers (u-Slide 8 Well high Glass Bottom, ibidi #80807) were
coated with 300 pl of poly-L-lysine solution (0.1% PLL in H>O (w/v), Sigma #P8920) and
incubated overnight at 4 °C. The coating residue was removed through two washes with 500 pl
of DPBS (Gibco). Expi293F-palmGRET EVs (4E+08 particles/ml in DPBS, 300 pl per well)
were used to coat both PLL-coated and uncoated chambers and were incubated overnight at 4
°C and protected from light. The next day, wells were washed with DPBS twice (300 ul per
well) and filled with either 300 pl of DPBS or 100 pl of VECTASHIELD® mounting medium
(Vector Laboratories #H-1000-10). Samples were stored at 4 °C until analysis. Three

independent repeats with technical duplicates were done.

Coverslip preparation for EV immobilization

Borosilicate glass coverslips (Carolina Cover Glasses, Circle 12 mm, Thickness 0.13-0.17 mm,
Carolina Science & Math #NC9537307) and quartz coverslips (@10mm x 0.25mm thick, Ted
Pella #26010) were rinsed with 70% ethanol and dried before use. Placed atop a 30 pl drop of
EV dilution (4E+08 particles/ml) on parafilm, coverslips were incubated overnight at 4 °C,
protected from light. Coverslips were rinsed twice with DPBS and placed onto clear histological
slides using VECTASHIELD® mounting medium. Slides were sealed (CoverGrip Coverslip
Sealant, Biotium #23005) and stored at 4 °C until analysis. The experiment was conducted with

two slips per group, in three independent repeats, using two distinct EV preparations.

Direct stochastic optical reconstruction microscopy (dSTORM)

A super-resolution microscopy system (Nanoimager, Oxford Nanolmaging), coupled with

NimOS software, was calibrated using beads detected using 405/473/532/635 nm laser



excitation, mounted atop a 100x oil-objective lens. Good quality channel mapping calibration
was obtained through adequate point coverage. Coverslips and coverglass chambers were
imaged in seven random sites (79.28 um x 49.43 um) with 1000 frames at 30 ms exposure and
1.4 numerical aperture. Laser intensity was optimized for each sample. Post-acquisition spatial
analysis was performed using CODI (alto.codi.bio), using the “clustering and counting” app for
correcting drift, clustering populations, and counting particles. Widefield images were acquired

under 1x zoom, and reconstituted images were snapped acquired under 6-8x zoom.

B cell isolation

Non-human primate blood samples were diluted (1:1, v/v) in Hank’s balanced salt solution
(HBSS) and applied to SepMate™-15 (IVD) tubes loaded with a density gradient (Percoll®,
Cytiva #17-0891-01). Blood was spun at 1,200 x g for 10 min for separation into three phases,
and the upper fraction, containing mononuclear cells (MNC), was transferred to fresh tubes and
washed with HBSS. Cells were pelleted (300 x g for 8 min) and treated with red blood cell lysis
buffer (ACK lysing buffer 0.83% NH4CI, 0.1% KHCO3, 0.03% EDTA) for 10 min at 37 °C.
Cells were washed with HBSS, spun at 300 x g for 8 min, and resuspended in cold selection
buffer (PBS + 0.5% BSA + 2 mM EDTA) mixed with 20% (v/v) CD20 MicroBeads (Miltenyi
Biotec #130-091-104 and #130-042-201) for 15 min at 4 °C. The suspension was diluted in
selection buffer, centrifuged at 300 x g for 8 min, resuspended in buffer, and applied onto MS
columns (Miltenyi Biotec #130-042-201) for magnetic cell sorting using MiniMACS™
separators (Miltenyi Biotec). CD20" B cells were collected in conical tubes, pelleted (300 x g

for 8 min), and resuspended in RPMI 1640 + 10% FBS + 1% pen/strep for cell counting.

B cell adhesion to EV coating

Coverglass chambers (u-Slide 8 Well high Glass Bottom, ibidi #80807) were coated with 300

pl poly-L-lysine (PLL, 0.1%, v/v) for 2 h at 4 °C and washed with DPBS (300 pl/well). An EV



suspension (4E+08 particles/ml in DPBS) was used to coat wells overnight at 4 °C, protected
from light. Wells coated with 1% BSA-PBS (200 ul/well) were used as the negative control.
Excess coating was washed off with 300 ul DPBS, and non-specific binding was blocked with
300 pl 1% BSA-PBS in each well, followed by a 1-hour incubation at 37 °C. B cells (LE+05
cells in 300 pl RPMI 1640 10% FBS) were applied to each well and incubated at 37 °C, 5%
COgo, for 1 h. Unbound cells were removed with three washes with DPBS (300 pl per well)
before fixation with 4% PFA for 10 min at RT. Cells were washed twice with PBS,
permeabilized with 0.1% Triton X-100 for 5 min at RT, and washed again. F-actin was stained
with Phalloidin-647 (200 ul/well, 1:1000 dilution in PBS, Abcam #176759) for 1 h in the dark,
and excess dye was washed off twice with PBS. Wells were coated with Prolong Mounting
Medium with DAPI and sealed with parafilm for analysis using the Nanoimager (ONI). Cell
count was assessed via nuclei count using FIJI (ImageJ), imaging a minimum of 6 random sites
under 20x magnification using a confocal microscope (Zeiss 880 Airyscan FAST). The
experiment was conducted on two independent occasions, using duplicated wells per group in

each repeat.

Statistical analysis

Raw data were checked for outliers using the ROUT method (12), assuming a Q = 0.1.
D'Agostino-Pearson omnibus K2 normality test was applied to identify data distribution.
Parametric data were analyzed using unpaired t-test or one-way ANOVA with Tukey's multiple
comparison test, and non-parametric data were analyzed using the Mann-Whitney test.

Statistical analysis and graphs were executed on GraphPad Prism (v. 10.0.1 (170)).

Results

Expi293F-palmGRET EV characterization



Expi293F cells were cultured to 720 ml of culture. Approximately 2.8E+9 cells were transfected
with pLenti-palmGRET EGFP-nanoluciferase reporter plasmid. Transfection efficiency was
estimated under a fluorescent microscope equipped with a 488nm filter on the first and third
days of transfection (Fig. 1A). Cells reached a population of approximately 3.8E+9 cells after
three days, at which time EV-containing conditioned culture medium was harvested and EVs
were separated. Following the updated MISEV2023 guidelines (13), Expi293F-palmGRET
EVs were characterized using multiple techniques. Volumetric Western blotting for proteins
CD9, CD63, syntenin, and calnexin indicated the expected depletion of ER-specific calnexin
and enrichment of EV-related syntenin and tetraspanins CD63 and CD9 in the early SEC
fractions (Fig. 1B). Later SEC fractions were protein-enriched compared with EV fractions
(Fig. 1C). EV-enriched fractions (1-4) were pooled for nanoflow analysis, revealing
concentration of 4.7E+11 particles/ml, with 78.7% of particles being EGFP* (Fig. 1D). EV size
dispersion peaked at 76 nm (Fig. 1E). EVs were visualized with transmission electron
microscopy (Fig. 1F) and super-resolution microscopy (Fig. 1G), showing expected size,

morphology, and fluorescence.

Fig 1. Expi293F-palmGRET EV characterization (A) Fluorescence imaging of Expi293F cells tracking the
three days of transient transfection with pLenti-palmGRET. Scale bar: 50 um. (B) Western blotting: membranes
with Expi293F cell lysate and SEC fractions 1-11 were probed for calnexin (CANX), CD9, CD63, and Syntenin-
1. (C) Quantification of protein content in SEC fractions 1-11. (D) Scatter plot of EV nanoflow cytometry, showing
78.7% EGFP-positivity amongst particles from the pooled SEC fractions 1-4. (E) Size distribution plot of
Expi293F-palmGRET EVs by nanoflow cytometry. (F) Transmission electron microscopy. Scale bar: 100 nm. (G)

Super-resolution microscopy image of a single EV particle emitting EGFP fluorescence. Scale bar: 50 nm.

EV immobilization is more efficient on glass than on quartz

coverslips



Using the protocol depicted in Figure 2A, we found that both quartz and borosilicate glass can
immobilize EVs. To count particles, each coverslip was imaged in at least six random sites in
dSTORM, and the CODI software clustered signals from the multiple frames to identify
individual EVs. Particle count detected 59.62 + 17.67 on the quartz coverslip and 289.7 £ 172.3
clusters on the borosilicate glass coverslip, indicating a statistically significant difference in EV
immobilization (p < 0.0001) (Fig. 2B). Inspection of the rendered images indicates the density

of particles per frame (Fig. 2C).

Fig 2. EV immobilization on glass and quartz coverslips. (A) Experimental scheme for the preparation of EV-
coated coverslips for SRM imaging. (B) Comparison of particle count between quartz and glass coverslips,
obtained using the CODI software (alto.codi.bio). Non-parametric data was compared using the Mann-Whitney
unpaired t-test, and the p-value is displayed on the graph. (C) Representative images of rendered dSTORM frames,
showing individual Expi293F-palmGRET EVs in green, obtained at 60x magnification and 2x zoom. Scale bar:

20 pm.

EV immobilization is more uniform with PLL pre-coating

Using an 8-well culture chamber assembled atop a Schott D 263 borosilicate coverslip, we
cross-examined the requirement of specific mounting medium and PLL to improve EV
immobilization on glass. The experimental design for this assay is shown in Figure 3A.
Regarding the requirement of mounting medium to stabilize the sample for imaging in SRM,
we found a statistically significant difference between PBS versus mounting medium (MM) in
glass surfaces only, but not in PLL-coated glass (Fig. 3B). This suggests PBS may be a viable
medium for immersing samples in culture chambers for dASTORM, if used alongside PLL
coating. We also found that EVs attached to borosilicate glass even without PLL coating (no
PLL =157.3 +144.9 clusters per site; PLL = 78.83 + 45.26 clusters per site). However, although

there were more EVs in the no PLL condition, high standard deviation (ranging from >50 to



300 particles per site) suggests that PLL facilitates a more uniform immobilization of EVs onto
glass. Representative images of the rendered frames indicating the density of particles per site

are shown in Fig. 3C.

Fig 3. EV immobilization onto borosilicate chamber coverglass. (A) Experimental scheme for the preparation
of EV-coated chamber coverglasses for SRM imaging. (B) Comparison of particle count between uncoated wells
or pre-coated with poly-L-lysine (0.1 mg/ml) prior to Expi293F-palmGRET EV immobilization and immersed in
PBS or mounting medium (MM), obtained using the CODI software (alto.codi.bio). Non-parametric data were
compared using the Kruskal-Wallis analysis of variance with Dunn's multiple comparison test, and the p-values
are displayed on the graph. (C) Representative images of rendered dSTORM frames, showing individual

Expi293F-palmGRET EVSs in green, obtained at 60x magnification and 2x zoom. Scale bar: 20 pm.

B cells interact with PLL/glass-immobilized EVs

We next performed a cell adhesion assay in which B-cells were allowed to interact with an EV-
coated coverslip following a previous report (8). For this, we used PLL-coated glass coverslips
and non-human primate (NHP) primary CD20* B cells (Fig. 4A). An EV concentration of 4E+8
particles/ml was chosen from a dilution series (Fig. 4B) for subsequent comparison with a
negative control (1% BSA-PBS). Although some cells bound to the negative control wells, on
average 3.3-fold more cells adhered to EV-coated wells (Fig. 4C); binding of cells was also

confirmed by SRM (Fig. 4D).

Fig 4. B-cells adhere to EV coating. (A) Experimental scheme. (B) Optimization of EV coating concentration,
ranging from 1E+8 to 8E+8 particles/ml. Representative images from SRM rendering indicate Expi293F-
palmGRET EVs in green and were obtained at 60x magnification and 2x zoom. Scale bar: 20 um. (C) Average
count of attached cells in 1% BSA-PBS (negative control) and EV coating after 1h of incubation, obtained through

nuclei counting. Non-parametric data was compared using the Mann-Whitney unpaired t-test and the p-value is



displayed on the graph. (D) Representative SRM images from the adhesion assay, showing EVs (green) and NHP

B cells (red). Scale bar: 20 um.

Discussion

Recently, a paper demonstrated that EV immobilization occurs similarly in quartz glass slides
and positively charged quartz slides while describing a novel plugin for particle count using
standard fluorescent microscopy images (9). We tested if similar results could be found between
standard borosilicate glass coverslips and quartz coverslips, but instead using dSTORM to
assess particle disposition. Using EGFP* EVs, a significantly higher mobilization of EVs in
glass coverslips rather than quartz was observed, suggesting that the use of commercially
available glass coverslips is possible for assays in which EVs need to be adsorbed by an
amorphous surface. We also found that the use of PLL coating in borosilicate glass is not
required but aids the uniformity of EV distribution. We believe the PLL coating may contribute
to EV binding in sites where the glass surface is not as homogeneous, by creating an
electrostatic potential to improve EV adhesion (14). On a side note, we also found that mounting
medium is not essential for SRM analysis, and PBS can be used as stable media to store
microscopy samples under immersion for short periods. To the best of our knowledge, no
studies so far have investigated whether PLL is required for EV immobilization on glass
surfaces, and few have studied the interaction of EVs with different materials for functional
assays.

Sample preparation for specific applications such as total internal reflection fluorescence
(TIRF) microscopy and dSTORM often require refined materials that improve their optical
transmittance without compromising the roughness value on the surface or the chemical
resistance (14). Quartz is considered a superior material for optical transmission, however, its

high softening point (1,500 °C) creates a more delicate material and a costlier product (15). A



commercially available option is the standard glass coverslip, made from high-quality
borosilicate glass with different sizes and thicknesses (e.g., 0.09 to 0.25 mm), which are suitable
for microscopy, especially when treated with PLL in preparation for cell adhesion (16). EVs
bind more efficiently to borosilicate glass than quartz, as found using dSTORM, suggesting that
this material may be used for the development of new products focused on highly specific
microscopy techniques.

Our findings suggest that the immobilization of EVs for highly specific imaging techniques
may be achieved by using standard lab materials such as borosilicate glass coverslips. This
simpler approach to dSTORM broadens the possibilities for methods and applications that can
employ SRM. Also, coupled with the similarity between PBS and mounting medium to store
the sample, we described a cheaper option for SRM preparation with equivalent results to

costlier options.
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Abstract: Hypoxda, a condition of low oxygenation frequently found in triple-negative breast tumors
(TMNBC), promotes extracellular vesicle (EV) secretion and favors cell invasion, a complex process
in which cell morphology is altered, dynamic focal adhesion spots are created, and ECM is remod-
eled. Here, we investigated the invasive properties triggered by TNBC-derived hypoxic small EV
(SEVh) in vitro in cells cultured under hypoxic (1% Og) and normoxic (20% O3) conditions, using
phenotypical and proteomic approaches. SEVh characterization demonstrated increased protein
abundance and diversity over normoxc SEY (SEVn), with enrichment in pro-invasive pathways. In
normoxic cells, SEVh promotes invasive behavior through pro-migratory morphology, invadopodia
development, ECM degradation, and matrix metalloprotease (MMP) secretion. The proteome profil-
ing of 20% O-cultured cells exposed to SEVh determined enrichment in metabolic processes and cell
cycles, modulating cell health to escape apoptotic pathways. In hypoxia, SEVh was responsible for
protealytic and catabolic pathway inducement, interfering with integrin availability and gelatinase
expression. Owerall, our results demonstrate the importance of hypoxic signaling via SEV in tumors
for the early establishment of metastasis.

Keywords: hypoxia; extracellular vesicles; breast cancer; cell invasion

1. Introduction

Low oxygen tissue perfusion, or hypoxia, is established in most solid tumors as a conse-
quence of cell proliferation, increased tumor mass, and abnormal tumor vascularization [1].
Oxygen depletion, either acute, intermittent, or continuous, inhibits the ubiquitination
of the hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1), whose accumulation triggers the transcription
regulation of genes involved in survival, angiogenesis, invasiveness, stemness, and re-
sistance to chemotherapy [2-5]. These responses are often upregulated in both primary
and metastatic breast adenocarcinomas, impairing overall patient survival and successful
therapeutics [6,7].

Tumor cells have increased extracellular vesicle (EV) secretion, which enables inter-
cellular communication by stably transferring biomolecules between different compart-
ments [8,9]. In triple-negative breast cancer (TINBC), a highly aggressive breast cancer
subtype that lacks receptors for estrogen (ER-), progesterone (PR-), and HER2 [5,10],
normoxia-produced EVs have been highlighted in aiding pro-tumoral responses such
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hittps: / Swww.mdpicom/journal/ijms



ANEXO C - Artigo de Revisao Publicado na Revista Biomedicines

. biomedicines

)

Review

The Role of avp3 Integrin in Cancer Therapy Resistance

Bianca Cruz Pachane 1? and Heloisa 5. Selistre-de-Araujo 1*

check for
updates

Citation: Pachane, B.C.;
Selistre-de-Araujo, H.S. The Role of
ooy A3 Integrin in Cancer Therapy
Eesistance. Biomedicines 2024, 12, 1163,
hitps:/ / doiorg / 10.3390/
Biomedicines] 2061163

Academic Editors: Fernando
de Carvalhe da Silva, Bruno
Kaufmann Robbs and Gabriela
Mestal De Moraes

Received: 24 July 2023
Revised: 16 August 2023
Accepted: 21 May 1024
Published: 24 May 2024

(cc) ()

Copyright: © 2024 by the authers.
Licenses MDPI, Basel, Switrerland.
This article is an apen access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (hitps://
creativecommons. org/ licenses /by /

40/}

$ Biochemistry and Molecular Biology Laboratory, Department of Physiological Sciences, Universidade Federal
de Sao Carlos (UFSCar), Sao Carlos 13565-805, SF, Brazil; bpachane@estudante ufscar.br

Department of Molecular and Comparative Pathobiology, Johns Hopkins University School of Medicine,
Baltimore, MD 21205, USA

*  Correspondence: hsaraujo@ufscarbr

B

Abstract: A relevant challenge for the treatment of patients with neoplasia is the development of
resistance to chemo-, immune-, and radiotherapies. Although the causes of therapy resistance are
poorly understood, evidence suggests it relies on compensatory mechanisms that cells develop
to replace specific intracellular signaling that should be inactive after pharmacological inhibition.
One such mechanism involves integring, membrane receptors that connect cells to the extracellular
matrix and have a crucial role in cell migration. The blockage of one specific type of integrin is
frequently compensated by the overexpression of another integrin dimer, generally supporting cell
adhesion and migration. In particular, integrin av@3 is a key receptor involved in tumor resistance to
treatments with tyrosine kinase inhibitors, immune checkpoint inhibitors, and radiotherapy; however,
the specific inhibition of the av (3 integrin is not enough to avoid tumor relapse. Here, we review the
role of integrin av p3 in tumor resistance to therapy and the mechanisms that have been proposed
thus far. Despite our focus on the oov B3 integrin, it is important to note that other integrins have also
been implicated in drug resistance and that the collaborative action between these receptors should
not be neglected.

Keywords: tumor resistance; integrins; aov B3 integrin; tyrosine kinase inhibitors; immune checkpoint
inhibitors; radiotherapy resistance

1. Introduction

The development of therapy resistance in cancer patients is a reoccurring and con-
cerning issue in clinics, arising as a consequence of multifaceted events that involve both
external and intrinsic components ranging from therapeutic pressure to tumor burden,
heterogeneity, and disease progression. Due to this challenge in treatment, it is common
that throughout cancer development patients are exposed to different types of drugs, with
or without combination with other compounds and treatment settings, in varying dosages.
This aggressive approach can be modulated as the patient response is observed, until a
point where the illness has either been cured, has plateaued, or has aggravated [1]. Luckily,
the methods for cancer treatment have evolved in such a way that recurrent tumors have
become less frequent, yet certain types of cancer remain with a high index of recurrence
and mortality. For example, patients in a clinical trial from Iran with recurrent glioblastoma
had a median overall survival of 16 months [2]. In the NMetherlands, a multicenter cohort
study has found that 42% of patients proceeded to develop recurrent colon cancer in the
five years following up remission [3].

Recurrent cancer can be developed locally (i.e., in the same tissue), regionally
(i.e., in adjacent tissues), or distantly from the primary site, and some types of cancers
have a tropism to metastasize towards specific tissues, as is the case in breast-to-bone
cancer [4,5]. It is also known that recurrent tumors may not present characteristics
similar to the original mass; therefore, their treatment needs to be adjusted to target the
new neoplastic microenvironment [6]. Hence, understanding how tumor progression
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ANEXO D - Proteoma Diferencial de MDA-MB-231

Code

Protein Name

fvalue p value -log10(p)

FDR

Tukey's HSD

RPAB1

NPL4

KT3K

MRM3

ADDA

GDE

GMPR1

BAG6

SETD7

GCP2

CL029

KAD4

AEDO

LYRM7

HSP72

PAPS1

EPS15

RBX1

DNA-directed RNA polymerases |,
I, and Ill subunit RPABC1

Nuclear protein localization protein
4 homolog

Ketosamine-3-kinase

rRNA methyltransferase 3,
mitochondrial

Alpha-adducin

Glycogen debranching enzyme

GMP reductase 1

Large proline-rich protein BAG6

Histone-lysine N-methyltransferase
SETD7

Gamma-tubulin complex
component 2

Uncharacterized protein C120rf29

Adenylate kinase 4, mitochondrial

2-aminoethanethiol dioxygenase

Complex Il assembly factor LYRM7

Heat shock-related 70 kDa protein
2

Bifunctional 3'-phosphoadenosine
5'-phosphosulfate synthase 1

Epidermal growth factor receptor
substrate 15

E3 ubiquitin-protein ligase RBX1

2900.1

13563.2

965.53

746.72

681.92

576.74

357.98

349.14

335.79

331.61

265.05

196.9

165.23

162.91

153.85

152.18

148.61

144.55

1.75E-12

3.68E-11

1.41E-10

3.94E-10

5.66E-10

1.10E-09

7.33E-09

8.10E-09

9.45E-09

9.93E-09

2.41E-08

7.80E-08

1.56E-07

1.64E-07

2.06E-07

2.15E-07

2.36E-07

2.63E-07

11.756

10.434

9.849

9.405

9.247

8.958

8.135

8.092

8.024

8.003

7.617

7.108

6.808

6.784

6.686

6.668

6.627

6.580

4.58E-09

4.81E-08

1.23E-07

2.58E-07

2.96E-07

4.80E-07

2.60E-06

2.60E-06

2.60E-06

2.60E-06

5.74E-06

1.70E-05

3.07E-05

3.07E-05

3.51E-05

3.51E-05

3.63E-05

3.82E-05

SEVh-H x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H

SEVh-H x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H

SEVh-H x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H

SEVh-H x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H

SEVh-H x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H

PBS-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-H
SEVh-N x PBS-H

PBS-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-H
SEVh-N x PBS-H

SEVh-H x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H

PBS-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-H
SEVh-N x PBS-H

SEVh-N x PBS-H
SEVh-N x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H

PBS-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-H
SEVh-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H

SEVh-H x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H

PBS-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-H
SEVh-N x PBS-H

PBS-N x PBS-H
SEVh-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H

PBS-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-H
SEVh-N x PBS-H

PBS-N x PBS-H
SEVh-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H

PBS-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-H
SEVh-N x PBS-H

PBS-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-H
SEVh-N x PBS-H



Proteoma Diferencial de MDA-MB-231 (continuagéo)

Code Protein Name fvalue pvalue -log10(p) FDR Tukey's HSD
PBS-N x PBS-H
FBX50 F-box only protein 50 112.57 6.99E-07 6.156 9.62E-05 SEVh-H x PBS-H
SEVh-N x PBS-H
PBS-N x PBS-H
BRISC and BRCA1-A complex SEVh-N x PBS-H
BABA1 member 1 104.13 9.47E-07 6.024 1.24E-04 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-H
TES Testin 95.909 1.30E-06 5.885 1.61E-04 SEVh-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
Gamma-aminobutyric acid receptor- SEVh-N x PBS-H
GBRL2 ssociated protein-like 2 94.916 1.36E-06  5.867 161804 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
. PBS-N x PBS-H
KPRB " hosphoribosyl pyrophosphate 88.195 1.80E-06 5744  1.93E-04 SEVh-H x PBS-N
synthase-associated protein 2 SEVh-N x PBS-N
. . . PBS-N x PBS-H
gggz é’;"fe;thh'On“essitrran”?f‘faSetLh‘ita'ZZB’ 87.837 1.83E-06 5737  1.93E-04 SEVh-H x PBS-H
utathione S-transferase theta- SEVh-N x PBS-H
Ubiquitin carboxyl-terminal SEVh-H x PBS-H
UCHL5 ; 87.735 1.84E-06 5.735 1.93E-04 SEVh-H x PBS-N
hydrolase isozyme L5 SEVh-N x SEVh-H
SEVh-H x PBS-H
DDX23 hij%t;zz%g;z;’epe“de“t RNA 86.176 1.97E-06 5705  1.98E-04 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
Cytochrome c oxidase assembl SEVh-H x PBS-H
COAG6 fac):ltor 6 homolo y 82.576 2.33E-06 5.633 2.25E-04 SEVh-H x PBS-N
9 SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
BH3-interacting domain death SEVh-N x PBS-H
BID agonist 79.736 2.66E-06 5.575 2.46E-04 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha- : . SEVh-N x PBS-H
P4HA2 2 79.284 2.72E-06 5.565 2.46E-04 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
. L . SEVh-N x PBS-H
CSRP2 Cysteine and glycine-rich protein 2 74.86 3.40E-06 5.469 2.92E-04 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
N-acylneuraminate SEVh-H x PBS-H
NEUA acy 74.487 3.46E-06 5.461 2.92E-04 SEVh-N x PBS-H
cytidylyltransferase SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
DBR1 Lariat debranching enzyme 73.861 3.58E-06 5.446 2.92E-04 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x PBS-N
PBS-N x PBS-H
- SEVh-N x PBS-H
PORIM  Porimin 63.112 6.54E-06 5.185 5.18E-04 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
CYTC Cystatin-C 62.636 6.73E-06 5172 5.18E-04 SEVh-H x PBS-N

SEVh-N x PBS-N




Proteoma Diferencial de MDA-MB-231 (continuag&o)

Code Protein Name fvalue pvalue -log10(p) FDR Tukey's HSD
PBS-N x PBS-H
CKAP2 Cytoskeleton-associated protein2 ~ 61.221 7.34E-06  5.134  5.49E-04 gEx:H i Egg:
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
SNX12  Sorting nexin-12 58.753 8.59E-06 5.066 6.19E-04 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x PBS-N
PBS-N x PBS-H
CGL Cystathionine gamma-lyase 58.069 8.98E-06 5.047 6.19E-04 SEVh-H x PBS-H
SEVh-N x PBS-H
PBS-N x PBS-H
ACYP1  Acylphosphatase-1 58.043 9.00E06 5046  6.19E-04 oo\ N XPES
SEVh-N x SEVh-H
SEVh-H x PBS-H
CD47 Leukocyte surface antigen CD47 57.592 9.27E-06 5.033 6.22E-04 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
Ubiquitin-like-conjugating enzyme : : SEVh-N x PBS-H
ATG3 ATG3 57.135 9.55E-06 5.020 6.25E-04 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
KITH  Thymidine kinase, cytosolic 55105 1.10E-05 4960  6.99E-04 oe\i |\ kPO
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
sRRT  Serate RNA effector molecule 54119 117E-05 4930  7.31E-04 SEVh-H x PBS-N
9 SEVh-N x PBS-N
Ethanolamine-phosphate PBS-N x PBS-H
PCY2 . phosp 52.442 1.32E-05 4.879 7.95E-04 SEVh-H x PBS-H
cytidylyltransferase SEVh-N x PBS-H
PBS-N x PBS-H
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase SEVh-N x PBS-H
FKBP9 FKBP9 52.28 1.34E-05 4.873 7.95E-04 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
PPCEL Prolyl endopeptidase-like 51.713 1.39E-05 4.856 8.11E-04 SEVh-H x PBS-H
SEVh-N x PBS-H
PBS-N x PBS-H
Bifunctional 3'-phosphoadenosine SEVh-N x PBS-H
PAPS2 5'-phosphosulfate synthase 2 4731 195E-05  4.710 1.1E03 gEvh.H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
Protein phosphatase 1 regulatory SEVh-N x PBS-H
PP1R7 subunit 7 46.568 2.07E-05 4.684 1.15E-03 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
Glutamine amidotransferase-like
class 1 domain-containing protein 3, PBS-N x PBS-H
GAL3B; mitochondrial; Putative glutamine SEVh-N x PBS-H
GAL3A amidotransferase-like class 1 40.451 351E-05 4455 1.91E-03 gryp iy pRS-N
domain-containing protein 3B, SEVh-N x SEVh-H
mitochondrial
PBS-N x PBS-H
HBE Hemoglobin subunit epsilon 39.618 3.79E-05 4.421 2.02E-03 SEVh-H x PBS-H
SEVh-N x PBS-H
Calcium-regulated heat-stable PBS-N x PBSH
CHSP1 9 38.468 4.23E-05 4.373 2.21E-03 SEVh-H x PBS-H

protein 1

SEVh-N x PBS-H




Proteoma Diferencial de MDA-MB-231 (continuagéo)

Code Protein Name fvalue pvalue -log10(p) FDR Tukey's HSD
SEVh-H x PBS-H
YLPM1  YLP motif-containing protein 1 33.801 6.83E-05 4.166 3.50E-03 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
. SEVh-N x PBS-H
GALK1 Galactokinase 32.469 7.91E-05 4.102 3.98E-03 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
Phosphatidylinositol-binding clathrin : : SEVh-N x PBS-H
PICAL assembly protein 29.018 1.19E-04 3.924 5.88E-03 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
- . SEVh-N x PBS-H
STABP STAM-binding protein 28.388 1.29E-04 3.889 6.25E-03 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
; ; : SEVh-N x PBS-H
GORS2 Golgi reassembly-stacking protein 2 26.761 1.60E-04 3.796 7.60E-03 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS N PBS ¢
GTR14 Solute carrier family 2, faciltated 2866 1.808-04  3.745  8.41E-03 SEVh-H x PBS-H
SEVh-N x PBS-H
glucose transporter member 14
. PBS-N x PBS-H
rpeg ~ DNA-diected RNApolymerasell 25742 1.84E:04 3736  843E-03 SEVh-HxPBS-H
ubunt SEVh-N x PBS-H
PBS-N x PBS-H
KNTC1 Kinetochore-associated protein 1 25.62 1.87E-04 3.728 8.43E-03 SEVh-H x PBS-H
SEVh-N x PBS-H
PBS-N x PBS-H
. SEVh-N x PBS-H
ANLN Anillin 25.319 1.95E-04 3.710 8.64E-03 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
SEVh-H x PBS-H
TAGL Transgelin 24.388 2.23E-04 3.652 9.72E-03 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
SEVh-N x PBS-H
ZN638  Zinc finger protein 638 24.009 2.36E-04 3.628 9.99E-03 SEVh-N x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
cicry. domamoontanng proton z, PBS-NXPBSH
CHCH9’ E;Jlti)a(ti(;/oe nfgii:]e_gé%?!;rgﬁgx;?tl:ﬁ{coiI- 23.975 2.37E-04 3.625 9.99E-03 SEVh-H x PBS-N
CHCHD2P9, mitochondrial SEVA-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
. . SEVh-N x PBS-H
ERO1A ERO1-like protein alpha 23.765 2.44E-04 3.612 1.01E-02 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
SEVh-N x PBS-H
BAF Barrier-to-autointegration factor 23.567 2.52E-04 3.599 1.03E-02 SEVh-N x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
- . SEVh-N x PBS-H
OSBP1  Oxysterol-binding protein 1 22.995 2.75E-04 3.561 1.11E-02 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
CNPY3  Protein canopy homolog 3 22.488 2.97E-04 3.527 1.17E-02 SEVh-N x PBS-H

SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H




Proteoma Diferencial de MDA-MB-231 (continuagéo)

Code Protein Name fvalue pvalue -log10(p) FDR Tukey's HSD
Hist _ thyit f PBS-N x PBS-H
CARM1 < A;me'arg'”'”e methyltransierase 55373 3.03E-04 3519  1.17E-02 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x PBS-N
PBS-N x PBS-H
. . SEVh-N x PBS-H
ZA2G Zinc-alpha-2-glycoprotein 22.317 3.05E-04 3.515 1.17E-02 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
Histone acetyltransferase type B : : SEVh-N x PBS-H
HAT1 catalytic subunit 22.065 3.18E-04 3.498 1.20E-02 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
Isopentenyl-diphosphate Delta- : : SEVh-N x PBS-H
IDI1 isomerase 1 21.991 3.22E-04 3.493 1.20E-02 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
C . L PBS-N x PBS-H
UBAG6 e‘;g'qm“'et'%"'ke modifier-activating 21789 3.32E-04 3.478  1.22E-02 SEVh-H x PBS-N
y SEVh-N x PBS-N
PBS-N x PBS-H
DNM1L Dynamin-1-like protein 21.661 3.39E-04 3.469 1.23E-02 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x PBS-N
PBS-N x PBS-H
_ SEVh-N x PBS-H
TF65 Transcription factor p65 21.325 3.58E-04 3.446 1.28E-02 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
Lymphokine-activated killer T-cell- SEVh-N x PBS-H
TOPK originated protein kinase 21272 362E-04 3442 1.28E-02 gpyp y pRS.N
SEVh-N x SEVh-H
SEVh-H x PBS-H
HPF1 Histone PARylation factor 1 20.788 3.92E-04 3.407 1.35E-02 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
Dihydrolipoyl dehydrogenase, SEVh-N x PBS-H
DLDH mitochondrial 20.767 3.93E-04 3.405 1.35E-02 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
IPP2: Protein phosphatase inhibitor 2; PBS-N x PBS-H
IPP2,B Protein phosphatase inhibitor 2 20.638 4.02E-04 3.396 1.37E-02 SEVh-H x PBS-N
family member B SEVh-N x PBS-N
Histone deacetylase complex SEVh-H x PBS-H
SAP18 subunit SAP18 19.968 4.51E-04 3.346 1.51E-02 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
PBS-N x PBS-H
. . SEVh-N x PBS-H
RL26 60S ribosomal protein L26 19.904 4.56E-04 3.341 1.51E-02 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
. PBS-N x PBS-H
IDHP %ﬁfﬁé‘giﬁﬂgry"mge“ase INADPL 19478 4.92E-04 3308 1.61E-02 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x PBS-N
PBS-N x PBS-H
. SEVh-N x PBS-H
H12 Histone H1.2 18.579 5.79E-04 3.237 1.87E-02 SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H
Mitotic spindle assembly checkpoint SEVh-H x PBS-H
MD2L1 P y P 17.398 7.26E-04  3.139  2.31E-02 SEVh-H x PBS-N

protein MAD2A

SEVh-N x SEVh-H




Proteoma Diferencial de MDA-MB-231 (continuagéo)

Code

Protein Name

fvalue p value -log10(p)

FDR

Tukey's HSD

TBB2A

GSH1

ACO13

AIP

PQBP1

NDRG1

DSC1

F107B

MUCLA1

PDIA1

SRP68

COASY

BPNT1

RL1D1

UBR7

ASNS

NQO2

Tubulin beta-2A chain

Glutamate--cysteine ligase catalytic
subunit

Acyl-coenzyme A thioesterase 13

AH receptor-interacting protein

Polyglutamine-binding protein 1

Protein NDRG1

Desmocaollin-1

Protein FAM107B

Mucin-like protein 1

Protein disulfide-isomerase

Signal recognition particle subunit
SRP68

Bifunctional coenzyme A synthase

3'(2"),5'-bisphosphate nucleotidase
1

Ribosomal L1 domain-containing
protein 1

Putative E3 ubiquitin-protein ligase
UBR7

Asparagine synthetase [glutamine-
hydrolyzing]

Ribosyldihydronicotinamide
dehydrogenase [quinone]

16.957

16.924

16.919

16.711

16.431

16.27

16.051

15.403

15.397

15.129

14.926

14.79

14.572

14.084

13.988

13.848

13.381

7.92E-04

7.97E-04

7.98E-04

8.33E-04

8.82E-04

9.12E-04

9.54E-04

1.10E-03

1.10E-03

1.16E-03

1.22E-03

1.26E-03

1.32E-03

1.48E-03

1.51E-03

1.56E-03

1.75E-03

3.101

3.098

3.098

3.080

3.055

3.040

3.020

2.960

2.960

2.934

2.914

2.901

2.880

2.831

2.821

2.807

2.758

2.46E-02

2.46E-02

2.46E-02

2.53E-02

2.65E-02

2.71E-02

2.80E-02

3.15E-02

3.15E-02

3.31E-02

3.42E-02

3.49E-02

3.63E-02

4.02E-02

4.07E-02

4.17E-02

4.62E-02

PBS-N x PBS-H
SEVh-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H

PBS-N x PBS-H
SEVh-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H

PBS-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x PBS-N

PBS-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x PBS-N

SEVh-H x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H

PBS-N x PBS-H
SEVh-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H

PBS-N x PBS-H
SEVh-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H

PBS-N x PBS-H
SEVh-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H

PBS-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-H
SEVh-N x PBS-H

PBS-N x PBS-H
SEVh-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-N

PBS-N x PBS-H
SEVh-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H

SEVh-H x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H

PBS-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-H
SEVh-N x PBS-N

PBS-N x PBS-H
SEVh-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H

PBS-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x PBS-N

PBS-N x PBS-H
SEVh-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-N
SEVh-N x SEVh-H

PBS-N x PBS-H
SEVh-H x PBS-N




Proteoma Diferencial de MDA-MB-231 (continuagéo)

Code Protein Name fvalue pvalue -log10(p) FDR Tukey's HSD
- . PBS-N x PBS-H
uppy  Jbiquitin carboxyl-terminal 13.046 1.90E-03 2722  4.96E-02 SEVh-N x PBS-H

hydrolase 7 SEVh-N x SEVh-H

Legenda: Tukey’s HSD: Tukey’s honest significant difference. FONTE: Pachane et al., 2022.
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