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Resumo

GOEDERT, Lucas. Exossomos como método de deteccéo de resisténcia
adquirida ao tratamento de melanoma. 2014. 64f. Trabalho de Concluséo de
Curso — Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

O melanoma é um tipo de cancer que surge a partir dos melandcitos e
constitui uma doencga altamente agressiva e que apresenta elevados indices de
mortalidade. Sua etiologia mais comum, uma mutacdo ativadora constitutiva no
coédon 600 da proteina BRAF, comp&e o principal alvo terapéutico no tratamento da
doenca, especialmente em estagios metastaticos. A eficiéncia inicial dos inibidores
de BRAF mutado levando a uma remissdo consideravel do tamanho do tumor, é
substituida, geralmente apés 8 meses de tratamento, pela progressao tumoral apds
0 apareciemento da resisténcia adquirida a terapia. Diversas abordagens estdo
surgindo para a reversao da resisténcia adquirida a fim de obter a remisséo
completa do tumor de pacientes com melanoma, entretanto faz-se necessaria a
identificacdo precoce do tipo de mecanismo de resisténcia que esta emergindo. A
deteccdo precoce do mecanismo de resisténcia permitirA o direcionamento do
paciente para a melhor abordagem para a continuacdo da terapia no combate ao
cancer. A deteccdo precoce, entretanto, € uma tarefa laboriosa, especialmente em
estagio avancados da doenca onde ha iniUmeros nichos metastaticos, os quais
podem desenvolver mecanismos de resisténcias distintos. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi validar a utilizacdo do exossomos como um possivel método de
deteccdo precoce de aquisicao de resisténcia ao tratamento do melanoma. A analise
proteica dos exossomos, permitiu identificar, in vitro, alteragbes do perfil de
expressao de proteinas envolvidas na aquisicao de resisténcia a inibidores de BRAF
mutado. Foi possivel observar que células resistentes ao farmaco Vemurafenibe
apresentaram expressao elevada de PDGFR-B, responsavel por um dos
mecanismos existentes de resisténcia, em comparacdo com linhagens sensiveis. Os
resultados obtidos, necessitam de confirmacédo in vivo, entretanto demonstram ser
uma ferramenta aplicavel na deteccéo precoce de resisténcia adquirida.

Palavras-chave: diagndstico exossomal; resisténcia adquirida; melanoma.



Abstract

GOEDERT, Lucas. Exosomes as a detection method of acquired resistance to
treatment of melanoma. 2014. 64f. Trabalho de Conclusédo de Curso — Curso de
Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

Melanoma is a type of cancer that arises from melanocytes and is a highly
aggressive disease and has elevated mortality rates. Its most common ethiology, a
constitutive activating mutation in codon 600 of the BRAF protein, composes the
main therapeutic target in the treatment of this disease, especially in metastatic
stages. The initial efficiency of mutated BRAF inhibitors leading to a considerable
remission of tumor size is replaced, usually after 8 months of treatment, by tumor
progression after the appearance of acquired resistance to the therapy. Several
approaches are emerging to reverse acquired resistance in order to obtain complete
tumor remission in patients with melanoma, however it is necessary to identify early
the type of resistance mechanism that is emerging. Early detection of resistance
mechanism will enable the direction of the patient to the best approach for continuing
therapy against the cancer. Early detection, however, is a laborious task, especially
in advanced stages of the disease where there are numerous metastatic niches,
which can develop into distinct mechanisms of resistance. Thus, the aim of this study
was to validate the use of exosomes as a possible method of early detection of
acquired resistance to treatment of melanoma. The protein analysis of exosomes
allowed the detection, in vitro, of changes in the expression of proteins involved in the
acquisition of resistance to mutated BRAF inhibitors. It was observed that
Vemurafenib resistant cells showed high expression of PDGFR-B, responsible for
one of the existing resistance mechanisms, compared with sensitive lines. The
obtained results need to be confirmed in vivo, however it demonstrate’s to be an
applicable tool in the early detection of acquired resistance.

Key-words: Exossomal diagnosis; acquired resistance; melanoma.
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1. Introducédo Geral

Em virtude do meu interesse em oncolgoia e da carta de aceite do Dr. Antoni
Ribas da Universidade da Califérnia Los Angeles (UCLA), Estados Unidos, e com a
contemplacdo da Bolsa de Graduacdo Sanduiche do Programa Ciéncia Sem
Fronteiras concebida pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico (CNPq), pude realizar o meu Estagio Obrigatério e o Trabalho de
Conclusdo de Curso no Jonsson Comprehensive Cancer Center. Como Vice-
Presidente da Sociedade Internacional de Melanoma, o Dr. Ribas tem como linhas
de pesquisa em seu laboratério métodos de imunoterapia para o tratamento de
melanoma e métodos para a reversdo e identificacdo de resisténcia adquirida a

quimioterapicos e farmacos alvo-direcionados contra o melanoma.

Durante essa oportunidade de realizar estagio no exterior tive a possibilidade
de participar de diversas palestras e congressos na area de melanoma onde é
perceptivel uma crescente demanda para a deteccdo precoce dos tipos de
resisténcia adquirida ao tratamento de melanoma, aquela que ocorre depois da

administracdo do farmaco.

Nesse sentido, 0 projeto de pesquisa do qual participei conjuntamente com o
Professor Dr. Richard Koya e a Dra. Siwen Hu-Lieskovan, constitui uma nova linha
de pesquisa no laboratério do Dr. Ribas visando criar um método capaz de identificar
precocemente qual mecanismo de resisténcia adquirida estd emergindo durante o
tratamento de melanoma, o qual, futuramente, possibilitard o direcionamento do
paciente para terapias alternativas. Dessa maneira, a monografia apresentada neste
trabalho abordara os resultados inicias, in vitro, obtidos durante a avaliacdo dos
exossomos como potencial ferramenta para a detec¢do de resisténcia adquirida ao
tratamento de melanoma utilizando farmacos alvo-direcionados contra a proteina
mutante V600E BRAF, presente em cerca de 60% dos casos de melanoma cutaneo

e considerado sua principal etiologia.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Validar os exossomos como potencial ferramenta para a detec¢ado precoce do
tipo de mecanismo de resisténcia adquirida ao tratamento de melanoma alvo-

especifico contra 0 BRAF V600E/K em linhagens celulares in vitro.

2.2 Objetivos Especificos

- Verificar se a expressao de proteinas envolvidas na aquisicdo de resisténcia
ao tratamento de melanoma pode ser detectada nos exossomos derivados de

melanoma;

- Verificar se a expressao diferencial dessas proteinas pode ser detectada em
exossomos de linhagens sensiveis e resistentes ao tratamento de melanoma

utilizando o farmaco Vemurafenibe.
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3. Reviséo Bibliografica

3.1 Melanoma

Melanoma é um tipo de cancer que surge a partir da transformacdo maligna
de melandcitos, os quais sédo as células produtoras de pigmentos responsaveis pela
cor da pele (BANDARCHI et al., 2013). As principais causas que levam a
transformacdo maligna de melandcitos ainda ndo foram totalmente esclarecidas,
mas sdo multifatoriais e incluem os danos da radiacao UV e suscetibilidade genética
(SHENENBERGER, 2012). Dentre os tipos mais comuns de melanoma estdo o
Melanoma de Mucosa que pode ocorrer em qualquer mucosa do corpo, incluindo
vias nasais, garganta, vagina, anus ou boca; Melanoma Uveal, também conhecido
como Melanoma Ocular, € a forma desse cancer que ocorre nos olhos; e o
Melanoma Cutaneo que é o cancer que ocorre na pele, sendo esse mais comum
(HURST; HARBOUR; CORNELIUS, 2003). Como a pele é o 6rgdo que detém o
maior numero de células pigmentadas, o Melanoma Maligno Cutaneo € o tipo de
melanoma de maior incidéncia e corresponde a 5% de todos os tipos de cancer de
pele, constituindo o cancer mais letal dentre esses, portanto, sera o mais abordado

nesse trabalho (SHENENBERGER, 2012).

O melanoma maligno é caracterizado por ser um cancer de baixa incidéncia,
porém de alta mortalidade, devido sua grande capacidade metastatica e resisténcia
aos tratamentos disponiveis (SOENGAS; LOWE, 2003). Apesar de um numero
expressivo de ensaios clinicos para testar uma grande variedade de estratégias anti-
melanoma, que vao desde a cirurgia a imunoterapia, radioterapia e quimioterapia, a
taxa média de sobrevivéncia ainda é de 6 a 10 meses (JEMAL et al., 2002). O
tratamento que apresenta maiores taxas de sucesso € a cirurgia, a qual é
recomendada quando o cancer é detectado em estagios iniciais, apresentando
baixas taxas de recorréncia (UONG; ZON, 2010).
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A progressdao do melanoma é divido em 5 estagios e determina qual
abordagem terapéutica serd aplicada (LEE et al., 2013). No estagio 0, também
chamada de melanoma in situ, melanécitos anormais séo encontrados na epiderme,
podendo originar um cancer e se espalhar para tecidos normais . O estagio | do
melanoma esta dividido em duas fases, onde na fase IA, o tumor ndo € maior do que
um milimetro de espessura e ndo apresenta ulceracdo, enquano na fase 1B, o tumor
€ menor que 1 milimetro de espessura, mas apresenta ulceracdo ou ele néo
apresenta ulceracdo, porém € maior que 1 milimetro. O estagio Il do melanoma é
caracterizado por um tumor de tamanho em torno de 4 milimetros, podendo
apresentar ulceracdes ou ndo. O estagio Il do melanoma é caracterizado por
metastase em um ou mais linfonodos, enquando no estagio IV h& a presenca de

varios nichos metastaticos em outros érgaos (NCI, 2013).

Os tratamentos mais recentes recomendados para os estagios lll e IV sdo
agueles que utilizam drogas alvo-direcionadas (por exemplo, inibidores de BRAF
mutado), as quais apresentam resposta rapida e eficiente, levando a uma remisséo
expressiva do tumor, mas que, na grande maioria dos casos, deixam de atuar
guando mecanismos de resisténcias emergem apos alguns meses de tratamento,
permitindo a reincidéncia do tumor (FEDORENKO et al., 2011).

3.2 Incidéncia

No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), o melanoma
cutaneo tem predominancia em adultos brancos e corresponde a 4% dos canceres
de pele, enquanto o cancer de pele no geral representa 25% dos canceres da
populacdo brasileira. A Ultima atualizacdo de dados do INCA, identintificou 1.507
mortes por melanoma em 2010, sendo 842 homens e 665 mulheres. A estimativa
para a incidéncia de novos casos para o ano de 2012 foi de 6.230, sendo 3.170
homens e 3.060 mulheres (INCA, 2013).

As maiores incidéncias e prevaléncias de melanoma cutaneo ja registradas

em territorio brasileiro foram encontradas na regido oeste de Santa Catarina, sendo
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mais elevadas do que aqueles encontradas em outras partes do pais e estdo acima
das estimativas proposta pelo INCA, sendo representadas por 12.2 casos por
100.000 habitantes no ano de 2008 (MORENO et al.,, 2012). Este fato é mais
provavel devido as caracteristicas fenotipicas da populagdo que € composta
principalmente por descendéncia europeia e também pode ser relacionada a
continua exposicao a radiacdo UV, devido a sua localizacdo no sul do Brasil, onde

h& maior indicidéncia desse tipo de radiacdo (MORENO et al., 2012).

No contexto global o melanoma maligno é o 19° tipo de cancer mais comum,
com estimativa de ser responsavel por cerca de 200.000 novos casos de cancer em
2008 (mais de 1% do total), sendo responsavel por 75% das mortes relacionadas a
neoplasias cutaneas (SCHMERLING et al.,, 2011). O aumento das taxas de
incidéncia de melanoma cutaneo foi observado durante as uUltimas quatro décadas
em populacdes brancas em todo o mundo. As estatisticas de cancer nos Estados
Unidos revelaram aumento de trés vezes nas taxas de incidéncia entre 1970 e 2000.
As taxas de incidéncia na Europa s&o muito semelhantes as dos Estados Unidos e
indicam que a tendéncia de aumento das taxas de incidéncia continuara no futuro,
pelo menos nas proximas duas décadas, quando, uma duplicacdo das taxas de
incidéncia adicional é esperado (GRANT-KELS et al., 2009).

3.3 Fatores de Risco

Embora diversos estudos tenham sido direcionados para revelar quais
mecanismos sdo necessarios para a malignizacdo dos melandcitos, muito ainda
permanece desconhecido (SHENENBERGER, 2012). Entretanto sabe-se que
existem varios fatores de risco enddgenos e exdgenos (ambientais) associados ao
desenvolvimento do melanoma maligno, entre eles histérico prévio de melanoma no
paciente, historico familiar de melanoma e nevus displasicos ou benignos multiplos
revelam a associacdo mais forte (BANDARCHI et al., 2010). Outros fatores de risco
incluem: exposicado solar de longo prazo (provavelmente exposicao intermitente),

exposicao aos raios ultravioleta, ter cabelo ruivo ou loiro, pele palida, grandes nevus
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congénitos, imunossupressao, cicatrizes e exposicdo a produtos quimicos
(MARKOVIC et al., 2007).

3.4 Via de Sinalizagdo das MAPKs no Melanoma

A maioria dos melanomas cutaneos mostram mutacfes ativadoras em genes
constituintes da via de sinalizacdo das Proteinas Quinase Ativadas por Mitégeno
(MAPKs), como os proto-oncogenes NRAS ou BRAF, componentes da sinalizagao
RAS-RAF-MEK-ERK, representadas na Figura 1 (BROEKAERT et al., 2010). A via
das MAPKs em condicfGes fisioloégica conecta sinais extracelulares, tais como
Fatores de Crescimento e Hormonios, ao nucleo, o que leva a expressao de genes
que sao relacionados a proliferacdo celular, diferenciacdo e sobrevivéncia (RAMAN
et al., 2007). Quando um ligante se liga ao seu Receptor de Tirosina Quinase (RTK)
na membrana plasmatica, como por exemplo, o receptor Proteina Tirosina Quinase
(KIT), estimula a atividade de RAS. Uma grande efetor de RAS é a familia RAF, um
grupo de Quinases Serina/ Treonina, que compreende ARAF, BRAF e CRAF
(MARAIS et al., 1997).

As proteinas RAF sinalizam, através da fosforilacdo, a ativacdo de uma
Quinase downstream, Proteina Quinase Quinase Ativada por Mitbgeno (MEK), que
posteriormente fosforila e ativa a Quinase Regulada por Sinal Extracelular (ERK), o
qual ativa genes de proliferacdo celular, por exemplo (MANDALA; VOIT, 2013). A
complexidade desta via € aumentada pela complexidade dos seus componentes a
exemplo destes das familias ja caracterizados como RAS (HRAS, NRAS e KRAS),
RAF (ARAF, BRAF e CRAF), MEK (MEK1 e MEK?2) e ERK (ERK1 e ERK2), as quais
exercem funcdes ndo redundantes (MANDALA; VOIT, 2013).

A ativagdo da sinalizacdo MAPK por mutacdes oncogénicas foi encontrada
em até 90% dos casos de melanoma (DAVIES et al., 2002). Portanto, terapias que
visam bloquear especificamente os componentes da via MAPK sé&o estratégias de
tratamento essenciais para antagonizar essas vias de transducdo de sinal
patogénicas em melanoma (DHOMEN; MARAIS, 2009).
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Figura 1 - Cascata de sinalizacdo RAS-RAF-MEK-ERK.
Fonte: Adaptado de BIS; TSAO, 2013.

3.5 Principais Etiologias

Durante a ultima década, houve muito progresso na compreensdo das
alteracdes genéticas subjacentes ao melanoma. Vias de sinalizag&o criticas, como
as das MAPKSs, Proteina Quinase Ativada por Mitdgeno, e Fosfatidil-inositol 3
quinase, PI3K, séo frequentemente mutados no melanoma e foram cuidadosamente

dissecados como potenciais vias de terapias futuras (BIS; TSAO, 2013).

3.5.1 Mutacdes em CDKN2A

O gene gue codificada para o Inibidor 2A de Quinase Dependente de Ciclina,
CDKN2A, é o primeiro locus identificado como fator de risco para o melanoma
familiar. Localizado no cromossomo 9p21, o CDKN2A codifica para duas proteinas
supressoras de tumor diferentes, a p16K* e a p14ARF ambas envolvidas na
regulacdo do ciclo celular. A p16™k4 normalmente inibe a Ciclina Dependente da

Quinase 4 (CDK4) e Ciclina Dependente da Quinase 6 (CDK6), impedindo assim a
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fosforilacdo da proteina do Retinoblastoma (pRb) (SNOO; HAYWARD, 2005). A p16
guando mantido no estado néo fosforilado permanece ligada a fatores transcricionais
como o E2F, o que leva a parada do ciclo celular (FREEDBERG et al., 2008).

A pl4”RF no entanto, blogueia a degradacdo de p53 pela HDM2 (Minuto
Duplo Humano 2), homologa da MDM2 em camundongos (Minuto Duplo Murino 2),
aumentando a apoptose (SNOO, DE; HAYWARD, 2005). A HDM2 é uma proteina
ubiquitina-ligase que suprime a atividade de transcricdo do supressor de tumor p53 e
promove a sua degradacdo (PATEL; PLAYER, 2008). A p53 promove a ativacdo da
p21l, a qual se liga e inativa complexos de Ciclina-CDK, responsaveis pela
transcricdo de genes especificos que induzem as células a passarem pelo ponto de
checagem G1/S do ciclo celular (CANCER; ATLAS, 2008).

Portanto, alteracdes genéticas e epigenéticas nas proteinas pl6 e pl4 que
levam ao funcionamento anormal pela perda de funcdo parental (FREEDBERG et
al., 2008), induzem o crescimento celular descontrolado. A perda de funcéo da pl6
levaria a hiperfosforilagdo da pRB, a qual induziria uma proliferacdo descontrolado
do ciclo celular, enquanto o n&o funcionamento da pl4 promoveria uma
desregulacéo dos pontos de checagem orientados pela p53 interferindo no controle
do ciclo celular (BIS; TSAO, 2013).

Além de mutacdes germinativas em CDKN2A, muta¢Bes autossdmicas
dominantes oncogénicas no exon 2 de CDK4, foram identificados em menor nimero
em pacientes com melanoma (SNOO; HAYWARD, 2005). As mutacoes
germinativas em CDKN2A foram observadas em cerca de 20 a 57% de familias com

pelo menos trés casos de melanoma (BERWICK et al., 2006),

3.5.2 Mutacdes em NRAS

Proteinas RAS regulatérias, incluindo o Oncogene Viral RAS Homdlogo de
Neuroblastoma (NRAS), sédo ativadas através da ligacgdo de GTP (Guanosina
Trifosfato) ou mutacdes na proteina que causam sua ativacado constitutiva (BIS;

TSAO, 2013). As proteinas RAS sédo ativadas pelo acoplamento dos ligantes aos
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Receptores de Tirosina Quinase, estimulando uma complexa ativividade de
transcricdo nuclear, mediada por rotas metabdlicas como as das MAPKs e PI3K,
levando a progressao do ciclo celular, diferenciagcéo celular e sobrevivéncia celular
(POSCH; ORTIZ-URDA, 2013). O tipo selvagem de NRAS alterna entre a forma
inativa (ligada ao GDP — Guanosina Difosfato) e a forma ativa (ligada ao GTP),
enquanto as formas mutantes previnem a hidrdlise do GTP, mantendo a proteina
permanentemente na sua forma ativa (ligada ao GTP) o que resulta em uma
estimulacdo constante das vias jusantes (POSCH; ORTIZ-URDA, 2013).

MutacBes em NRAS foram identificadas em 18 % de tumores de melanoma
cutdneo e em 81% de nevus melanocitico congénito verdadeiro (LEE et al., 2011).
Em melanomas cutaneos, as mutacdes ativadoras mais comuuns em NRAS
localizam-se no cédon 61: 0 Q61R (CAA / CGA) e Q61K (CAA / AAA), alteracdes
gue conduzem a substituicbes de glutamina por arginina ou lisina, respectivamente
(LEE et al., 2011).

3.5.3 Mutacdes em BRAF

BRAF € um membro da familia de RAF Quinases indutoras de crescimento e
de transducéo de sinal. A proteina BRAF, uma proteina Serina/Treonina Quinase,
tem um papel na regulagcdo da via de sinalizagcdo das MAPKs/ERKSs, sofrendo
regulacdo de NRAS e promovendo a divisdo celular, diferenciagdo e secrecao
(SLIPICEVIC; HERLYN, 2012).

MutacBes em BRAF ocorrem em cerca de 50% dos melanomas cutaneos e
sao frequentemente associados com exposicdo ndo cronica ao sol. Essa taxa de
mutacdo pode variar entre 25-80% em nevus, melanomas primarios ou metastaticos
e linhagens celulares. Diferencas no relato das mutacées em BRAF podem refletir
variacdes nas proporcdes e nos subtipos histolégicos e a inclusdo de amostras de
melanoma em estagios mais ou menos avancados (THOMAS, 2006). Mais de 30
mutantes de BRAF foram identificadas em tumores, com aproximadamente 90%

com mutacdo localizada no segmento codificador para o sitio de ativacdo da
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proteina no éxon 15, sendo as mutacfes mais frequentes V600E (troca de valina
para acido glutdmico) e menos frequentes V600K (troca de valina para lisina), e 0os
outros 10% em uma estrutura de Lago P codificado no éxon 11, também responséavel
por um segmento de ativagcdo de BRAF, caracterizando uma atividade de Quinase
elevada representada na Figura 2 (WAN et al., 2004).

A importancia do BRAF na biologia dos melandcitos, através do Hormonio
Estimulante de alpha-melanocortina (a-MSH) que inicia proliferagéo pela ativagcédo de
BRAF na cascata de sinalizacdo da ERK Quinase, tem sido citada como uma
possivel razdo para a elevada freqiéncia mutacional de BRAF em melanomas
(GARNETT; MARAIS, 2004).

Além das fungBes mais conhecidas de BRAF V600E como ativador de MEK /
ERK, diversas outras atividades tém sido relacionadas a sua atividade oncogénica
como: evasao de senescéncia e apoptose, potencial replicativo sem pontos de
checagem, angiogénese (através da ativacao HIF-1a e VEGF dependente de MEK),
a invasao de tecidos e metastases (através de regulacéo positiva de varias proteinas
envolvidas na migracdo, sinalizacdo de integrinas, contratibilidade celular), bem
como a evasao da resposta imune (MAURER et al., 2011). Essas caracteristicas
conferem ao melanoma portador de BRAF V600E um comportamento agressivo,
justificando seu mau prondstico e alto indice de mortalidade (MANDALA; VOIT,
2013).

A alta incidéncia de mutacdes em BRAF e o fendétipo agressivo de melanomas
portando mutacGes nessa proteina resultaram no desenvolvimento de drogas que
visam inibir sua atividade oncogénica, além disso, inibidores de BRAF V600E/K
aumentam a imunogenicidade do tumor, permitindo tratamentos combinados com
imunoterapias (KUDCHADKAR et al., 2013), fomentando ainda mais investimentos

nessa diretriz.
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Figura 2 — Cascata de sinalizacdo RAF-MEK-ERK constantemente ativada por BRAF mutado.
Fonte: Adaptado de SULLIVAN; FLAHERTY, 2013.

3.6 Inibidores de BRAF mutado

3.6.1 Sorafenibe

Sorafenibe foi o primeiro inibidor da RAF estudado em pacientes com
melanoma (HAUSCHILD et al., 2009).. Inicialmente, este farmaco foi desenvolvido
como um inibidor CRAF, entretanto mais tarde foi comprovado que sua inibicdo se
estendia a multiplos alvos como BRAF, CRAF, Receptor do Fator de Crescimento
Derivado da Plaqueta (PDGFR), Receptor de Fator de Crescimento Endotelial
Vascular (VEGFR), p38 e C-KIT (Receptor Tironisa Quinase Tipo lll) (EISEN et al.,
2006). Infelizmente, apesar de ter sido avaliado em numerosos testes clinicos de
fase I, Il e lll como agente Unico ou em combin¢cdo com quimioterapia, a utilidade
clinica do Sorafenibe foi desapontante, pois em um estudo com 37 pacientes,
apenas 1 apresentou resposta pelo Critério de Avaliagdo de Tumor Soélido (RECIST).
Esse estudo foi seguido por varios testes de Sorafenibe em combinacdo com
agentes citotdxicos, entretanto a eficiéncia foi muito abaixo do esperado, o que
incentivou o desenvolvimento de novos inibidores de BRAF (HAUSCHILD et al.,
2009).
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3.6.2 Vemurafenibe

Vemurafenibe (PLX4032, RG7204, comercializado como Zelboraf®) é um
inibidor oralmente disponivel com seletividade 30 vezes maior por BRAF V600E
comparado ao BRAF selvagem (JOSEPH et al., 2010).

Vemurafenibe foi o primeiro inibidor de BRAF a completar testes clinicos de
fase I, demonstrando beneficio clinico significativo (FLAHERTY et al., 2010). Neste
estudo, os autores demonstraram que os niveis tumorais de ERK fosforilada (pERK),
Ciclina D1 e Ki-67 foram significativamente reduzidos a partir do dia 15 de
tratamento em comparagcdo com o0s nhiveis no pré-tratamento (MANDALA; VOIT,
2013).

No estudo de fase I/ll de ensaios clinicos, aproximadamente 80% dos
pacientes com estagio IV de melanoma BRAF V600E tratadas com a dose de 960mg
duas vezes por dia mostraram beneficio com o tratamento com Vemurafenibe. Estas
respostas foram associadas com a inibicdo intratumoral de pERK, relatando um
sobrevida média de 13,8 meses (SMALLEY et al., 2012).

Diante dos resultados promissores o Vemurafenibe foi aprovado para o
tratamento de melanoma metastatico portador de mutacdo BRAF V600E em agosto
de 2011 nos Estados Unidos e em fevereiro de 2012 na Unido Europeia e no Brasil
(BOLLAG et al., 2012).

Apesar do grande sucesso incial e altas taxas de eficiéncia que resultaram no
aumento da sobrevida dos pacientes com melanoma metastatico, relatos posteriores
de aquisicao de resisténcia ao tratamento ap6s 7 meses do inicio do mesmo foram
observados (APLIN et al., 2011).

3.6.3 Dabrafenibe

Dabrafenibe (GSK2118436, comercializado como Tafinlar) € um potente

inibidor de BRAF mutado por competicdo por ATP, apresentando seletividade 100
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vezes maior por BRAF mutante do que BRAF selvagem em linhagens celulares
(MENZIES et al., 2012), o qual foi aprovado para comercializagcdo nos Estados
Unidos em Maio de 2013. Em um dos testes clinicos de fase I/ Il onde 35 pacientes
com BRAF V600E/K foram tratados com duas altas doses (15 pacientes: 150mg
duas vezes por dia e 20 pacientes: 200mg duas vezes ao dia) 77% pacientes com
mutacBes V600E tiveram respostas objetivas. O estudo néo revelou a resposta
especifica sobre os pacientes com BRAF V600K. Outro resultado importante foi que
7 dos 10 pacientes com metastase cerebral apresentaram um reducdo da
metastase, onde 3 deles obtiveram reducdo completa. Dabrafenibe foi o primeiro
inibidor de BRAF com atividade intracranial comprovada (FALCHOOK et al., 2012).

Apesar de o Dabrafenibe apresentar resultados, quanto a eficiéncia,
semelhantes ao Vemurafenibe, o perfil de toxicidade do Dabrafenib parece ser
bastante diferente. Dabrafenibe tem menores incidéncias de Pirexia (estado febril),
Fotosensibilidade, Artralgia (dor nas articulagdes) e Fadiga (MANDALA; VOIT,
2013).

Embora os resultados com Dabrafenibe sejam bastante promissores,
inevitavelmente muitos dos pacientes deixam de responder ao tratamento apés
alguns meses do inicio do mesmo, tornando necessario criar métodos de deteccéo

precoce da resisténcia adquirida aos inibidores de BRAF (GREGER et al., 2012).

3.7 Mecanismos de Resisténcia aos inibidores de BRAF

O mais importante limitante na administracdo de inibidores de BRAF como
agentes unicos de tratamento € o tempo de efeito antitumoral relativamente curto.
Em ensaios clinicos, a maioria dos pacientes progrediu (reincidiu o crescimento
tumoral) apds 6-7 meses de tratamento e apenas uma minoria dos pacientes ainda
esta em terapia apds dois anos. Esse subgrupo de pacientes com maior tempo de
resposta teve, geralmente, a doenca detectada ainda em estagios iniciais. Pelo
contrario, quando o melanoma € detectado em estagios mais avancados, portanto

com maior carga da doenca e mais sintomatico, prediz uma menor probabilidade de
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regressao tumoral e uma menor duracdo da resposta antitumoral. Dessa maneira,
compreender oS mecanismos de resisténcia pode fornecer pistas tanto para o
desenvolvimento de novos medicamentos e para a identificagdo de novos
biomarcadores, quanto para prever e diagnosticar a sensibilidade e a resisténcia ao
tratamento (MANDALA; VOIT, 2013).

Infelizmente, alguns tumores de melanoma BRAF mutante ndo regridem nem
mesmo no inicio do tratamento, caracterizando uma resisténcia intrinseca e, em
outros casos como ja mencionado, apesar da impressionante reducao inicial do
tumor, surge a resisténcia adquirida que ocorre na grande maioria dos casos
(CHAPMAN et al., 2011; GREGER et al., 2012).

Embora as razdes porque essa resisténcia ocorre ndo sao completamente
compreendidas, o fendbmeno ndo é totalmente surpreendente: os melanomas séo
conhecidas por terem padrbes multiplos e complexos de mutacdes e ampliacdes
gendmicas. Como essas multiplas alteracbes genéticas interagem para levar a
resisténcia aos inibidores de BRAF é atualmente o foco de intensa investigacao
(KUDCHADKAR et al., 2013).

A resisténcia intrinseca, ou seja, aquela que faz com que o paciente ndo
responda ao tratamento em nenhum momento, tem 3 mecanismos principais ja
indentificados. Por exemplo, uma andlise recente de pacientes que receberam
Dabrafenibe mostrou que pacientes com melanoma BRAF mutante que
apresentaram disfuncdo em PTEN (Proteina Homéloga de Fosfatase e Tensina)
exibiram taxas de resposta mais baixas do que aqueles pacientes cujos tumores
possuiam PTEN em funcionamento normal, pois a perda de funcdo de PTEN
suprime a apoptose mediada por BIM (proteina da familia da BCL-2) (PARAISO et
al., 2011; NATHANSON et al., 2013).

A amplificacdo de Ciclina D1 representa outro mecanismo de resisténcia
intrinseca e quando na presenca de outra mutacdo no gene CDK4, pode conferir
resisténcia ao tratamento. Isso pode ser explicado, pois o blogueio da via das MAPK
leva a diminuicdo da expressdo de Ciclina D1 e uma superexpressao da p27KIP1,

inibidor de CDK. Como é necesséria a cooperacdo de Ciclina D1 e CDK4 para a
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progressao através do ciclo celular, a hipotese de que a ativacdo de mutacbes em
CDK4 pode aumentar a resisténcia a inibidores de BRAF (SMALLEY et al., 2008).

Outros estudos identificaram a proteina Quinase D3 (PRKD3) como um
mediador potencial da resisténcia intrinseca por meio da reativacdo da sinalizacéo

pela via metabdlica das PI3K/AKT, via de sobrevivéncia celular (CHEN et al., 2011).

Diferentemente da resisténcia intrinseca que pode ser detectada antes do
inicio do tratamento, a resisténcia adquirida constitui o atual desafio tanto na
identificacdo de novos mecanismos quanto no processo de reversdao dos mesmos.
Na maioria dos casos, a resisténcia adquirida aos inibidores de BRAF ocorre devido
a heterogeneidade do tumor. Esse fato pode ser explicado devido a existéncia de
pequenas populacdes de células de melanoma capazes de sobreviver ao tratamento
inicial, adquirindo resisténcia plena tipicamente apés 3 a 6 meses apos o inicio do
tratamento (PARAISO et al., 2010). Embora nédo tenha sido relatada aquisicao de
mutacBes secundarias no sitio de ligacao dos inibidores de BRAF a proteina mutante
que poderia impedir a ligagdo do farmaco, diversos outros mecanismos ja foram
descobertos (YAUCH et al., 2009).

A partir dos primeiros estudos pré-clinicos a supreexpressao dos Receptores
de Tirosina Quinase (RTK) tem demonstrado desempenhar um papel crucial na
superacgédo da toxicidade do inibidor de BRAF (NAZARIAN et al., 2010) (Figura 3A).
Em particular, o Receptor de Crescimento Derivado de Plaquetas Beta (PDGFRB) e
Receptor do Fator de Crescimento Semelhante a Insulina 1 (IGF-1R) estdo
implicados na ativacdo das vias PI3K/AKT por estimulacdo de mTOR (Alvo da

Rapamicina em Mamiferos), promovendo a progressao tumoral (ATEFI et al., 2011).

A expressao de isoformas de splicing de BRAF também constitui uma forma
de resisténcia. Um estudo conduzido com diversas linhagens celulares resistentes
ao Vemurafenibe indentificou formas alternativas de BRAF como 61-KDa BRAF que
nao possui 0s éxons 4 a 8, os quais codificam o dominio de ligacdo das proteinas
RAS (Figura 3C). Posteriormente foi comprovado que a expressao de isoformas de
BRAF que n&o possuem o dominio RAS, provoca a dimerizagdo de BRAF (ativacao)
de uma maneira independente de RAS (POULIKAKOS et al., 2011).
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Um segundo mecanismo de resisténcia diretamente dependente de BRAF foi
identificado em um estudo conduzido com 20 pacientes que progediram com a
administracdo de farmacos contra BRAF mutado. Foi descoberto que 20% dos
pacientes apresentavam amplificacbes génomicas de BRAF através de ganho do
namero de coépias do gene (Figura 3D). Como o numero de BRAF ativo estava
aumentado, as doses do farmaco que estavam sendo administradas passavam a ser
insuficientes, permitindo a reincidéncia de crescimento do tumor (SHI et al., 2012).
Em testes em modelos pré-clinicos, esse tipo de resisténcia pode ser revertida com
o0 aumento da dose do inibidor de BRAF (SULLIVAN; FLAHERTY, 2013).

MutacBes secundarias em outras proteinas da via das MAPKs representam
mecanismos para burlar o efeito de inibidores de BRAF. Algumas muta¢gfes na
proteina NRAS, por exemplo, fazem com que ela passe a ativar proteinas
alternativas a BRAF (Figura 3B), como o CRAF, permitindo a continuacdo da
cascata de sinalizacdo (NAZARIAN et al., 2010; ATEFI et al., 2011). Mutacdes
ativadoras constitutivas em MEK também ja foram descritas por conferir resisténcia
aos inibidores de BRAF (Figura 3E), através da constante estimulacdo da via das
MAPKs, independentemente da ativacdo prévia por BRAF. Nesse contexto, a
resisténcia pode ser revertida através da aplicacéo tripla de Inibidores de BRAF,
MEK e PIBK/mTOR (VILLANUEVA et al., 2013).

Outro mecanismo de resisténcia se da através da superexpressao de outras
MAPKs como COT. Foi demonstrado que a proteina COT (Oncogene de Cancer de
Tire6ide) também conhecido como MAP3K8, é um agonista da via das MAPKs que é
capaz de ativar ERK por mecanismos ligados a MEK que ndo dependem da ativacéo
prévia por BRAF (Figura 3F). Esse mecanismo de resisténcia é passivel de reversao
através da administracdo conjunta de inibidores de COT e BRAF ou inibidores de
BRAF e MEK (JOHANNESSEN et al., 2010).
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Figura 3 — Mecanismos de resisténcia aos inibidores de BRAF.

Fonte: Adaptado de SULLIVAN; FLAHERTY, 2013.

A descoberta de novos mecanismos de resisténcia adquirida impulsionou um
numeroso esforco para identificar métodos de reversdo dos mesmos (ATEFI et al.,
2011; GREGER et al., 2012; HATZIVASSILIOU et al., 2012; THAKUR, DAS et al.,
2013; TENTORI et al., 2013), entretanto faz-se necessario a detec¢do precoce dos
mecanismos de resisténcia presentes no paciente. Pacientes com melanoma
metastatico apresentam diversos tumores secundarios, 0s quais podem apresentar
diferentes mecanismos de resisténcia e, por muitas vezes, ndo sao biopsaveis. A
possibilidade de se obter um parecer global do metabolismo dos tumores

secundarios € imensamente apreciavel e necessario.

3.8 Exossomos

A maioria das células é conhecida por liberar continuamente fatores sollveis e

por esfoliar vesiculas derivadas de membrana para o espaco extracelular (THERY et
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al., 2002). Essas vesiculas derivadas de membrana sdo geralmente discriminadas
por tamanho, com duas classes principais, a classe maior € chamada microvesiculas
(200-1000 nm) e a classe menor, de tamanho nanométrico, é chamada de

exossomos (30-200 nm).

Em 1983, essas nhanovesiculas foram descritas pela primeira vez na
externalizacdo do Receptor de Transferrina durante a maturacdo dos reticulocitos
em ovelhas que foram mais tarde denominados exossomos (PAN; JOHNSTONE,
1983). Durante muitos anos, os exossomos foram considerados organelas para
remocao de detritos celulares ou proteinas de superficie obsoletas. No entanto, em
1996, os exossomos foram demonstrados estarem envolvidos na apresentacdo de
antigenos, identificando, assim, um papel fundamental em processos imunoldgicos
(RAPOSO et al., 1996).

Além disso, nos ultimos anos, 0s exossomos surgiram como mediadores
importantes da comunicacdo celular e estdo envolvidos em ambos processos
fisiologicos normais, tais como participagcdo do desenvolvimento das glandulas
mamarias (HENDRIX; HUME, 2011), neuroprotecdo (KALANI et al.,, 2013), e
também no desenvolvimento e progressdo de doencas, tais como processo de
metastase do melanoma (HOOD et al., 2011), processos infecciosos como 0s
realizados pelo virus HIV (NARAYANAN et al., 2013), entre outros. A presenca dos
exossomos foi identificada na maioria dos fluidos corporais, incluindo urina, liquido
amniético, soro, saliva, leite materno, liquido cefalorraquidiano e secre¢des nasais
(HANNAFON; DING, 2013). A complexidade dos mecanismos de atuacdo do
exossomos pode ser presumida pela sua presenca em todos os fluidos corporais,
além de carregar divesas moléculas biol6gicas ativas como microRNAs
(KHARAZIHA et al.,, 2012), proteinas (LOGOZZI et al., 2009), mRNA, DNA
gendmico, DNA mitocondrial e retrotransposons (BARTENEVA et al.,, 2013). No
contexto do cancer, estudos demonstraram que células cancerosas secretam niveis
de exossomos em maiores quantidades do que células normais (HENDERSON;
AZORSA, 2012), indicando sua potencial utilizagdo como biomarcadores para o
diagnostico da doenca (HANNAFON; DING, 2013).
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3.8.1 Biogénese Exossomal

Embora o mecanismo detalhado da biogénese dos exossomos permanece
incompletamente definido, os modelos atuais dividem-o em 4 etapas: iniciacao,
endocitose, formacdo dos corpos multivesiculares (MVBs) e secrecdo dos

€eX0ossomaos.

Receptores na membrana plasmatica das células podem ser destinados a
reciclagem (por exemplo, Receptor de Transferrina, Receptor de Lipoproteina de
Baixa Densidade) ou a degradacao (por exemplo, Receptor do Fator de Crescimento
Epidérmico — EGFR) e esse direcionamento € mediado pela formacdo de MVBs
(KHARAZIHA et al.,, 2012). Proteinas mono-ubiquitinadas séo internalizadas nos
endossomos precoces, 0S quais sofrem invaginacdo vesicular, formando as
Vesiculas Intraluminais (ILVs), fazendo que os endossomos passem a se chamar

Corpos Multivesiculares (MVBS).

Ap6s a acumulacdo das vesiculas contendo as mais diversas moléculas
biolégicas, os MVBs sdo direcionados para a degradacdo no lisossomo (por
exemplo, por ativacdo de EGF) ou para reciclagem paela rede Trans-Golgi ( TGN )
ou para a fusdo com a membrana plasmatica que resulta na liberacdo das vesiculas
intraluminais, passando a ser chamadas de exossomos, aptos a desempenhar
sistemas complexos de comunicagdo intercelular (SIMONS; RAPOSO, 2009;
LUDWIG; GIEBEL, 2012; KHARAZIHA et al., 2012; BANG; THUM, 2012).

3.8.2 Aplicagdes Biotecnoldgicas dos Exossomos

A partir do grande interesse sobre 0os exossomos na ultima década e aliado ao
seu complexo papel na comunicagéo celular, surgiram diversas aplicacdes utilizando

0S exossomos em diferentes contextos.

Varios estudos de Fase | com exossomos foram concluidos recentemente

(VLASSOV et al., 2012). O primeiro usou Exossomos Derivados de Células



37

Dendriticas Autélogas (DEX). Os DEX foram gerados contendo complexos de
MHC/complexos peptidicos funcionais capazes de promover respostas imunes de
células T. Para tal finalidade os pesquisadores anexaram peptideos antigénicos
MAGE 3 diretamente nos exossomos purificados dos pacientes. Apos a injeccéo de
DEX nos pacientes, foi observado um aumento do niumero de células Natural Killers
e foi observado que expressdo NKG2D foi restabelecida em células NK e células T
CD8. Nao houve toxicidade severa e nenhum nivel de dose méxima foi alcancgado,
indicando a seguranca da administracdo dos exossomos como vacina terapéutica
(ESCUDIER et al., 2005).

Os exossomos constituem também um mecanismo valioso para diagnostico
patologico através, por exemplo, de proteinas tumorais, assim como, mRNA e
microRNA. Com esse intuito, um estudo piloto conduzido para validar o exossomos
presentes na urina como portadores de informacbes (genéticas e,
consequentemente, potencial biomarcadores de cancer de préstata. Nesse estudo
foram amplificados dois biomarcadores de mRNA prognésticos, sendo um deles o
PCA-3 (Antigeno 3 de Cancer de Prostata) e o outro € um produto de um rearranjo
cromossbmico, 0 que cria um transcrito comum em cancer de préstata, o
TMPRSS2:ERG. Através do acompanhamento desses dois produtos através dos
exossomos, foi possivel acompanhar a evolucdo do status da doenca, permitindo
predizer o genotipo/fenétipo tumoral e o potencial metastatico (NILSSON et al.,
2009).

Além das aplicacbes citadas, 0s exossomos constituem potenciais
ferramentas em diversos outro contextos como Drug Delivery (SHTAM et al., 2013),
transfeccdo génica (KOGURE et al., 2013), reprogramagédo celular
(QUESENBERRY; ALIOTTA, 2010), entre outras.



38

4. Metodologia

4.1 Cultivo de Células

Linhagens de melanoma sensiveis/parentais (M229, M238 e M249) e
resistentes (M229AR9, M238AR2 e M249AR4) ao farmaco PLX4032, homozigotas
para mutacdo BRAF V600E e obtidas, previamente, pelo laboratério a partir de
cultivo primario de células de pacientes com melanoma metastatico, foram cultivadas
em RPMI (Corning Cellgro), 10% FBS (Soro Fetal Bovino - Omega Scientific) e 1%

de PSF (Penicilina, Estreptomicina e Anfotericina B - Omega Scientific).

O FBS utilizado foi submetido a uma ultracentrifugacdo de 100000xg por 70
minutos para retirar 0S exossomos bovinos presentes no mesmo e 0 sobrenadante
coletado foi posteriomente filtrado a vacuo usando membrana de 0.22um (Sterile
50ml Disposable Vacuum Filtration System - Millipore) para promover sua
esterilidade. As linhagens resistentes foram cultivadas em 1uM de Vemurafenibe
(PLX4032) que foi obtido por MTA (Acordo de Transferéncia de Material) com a
Plexikkon (Berkeley, CA) e Roche (Nutley, NJ). O PLX4032 foi dissolvido em DMSO
(Sulféxido de Dimetilo — Fisher Scientific).

As células foram incubadas em estufa a 37°C, 95% de umidade e 5% de CO:
até atingirem um estagio de subconfluéncia de aproximadamente 80%, onde as
células foram destinadas para as analises proteicas e o sobrenadante para o

isolamento dos exossomos.

4.2 |solamento dos Exossomos

O meétodo de isolamento padrdo dos exossomos é extramente laborioso e é
feito por Centrifugacéo Diferencial (300xg por 10 min, 2000xg por 10 min, 10000xg
por 30 min, 100000xg por 70 min, 100000xg por 70 min) (THERY et al., 2006), n&o
permitindo anélises em alta escala. Com o intuito de criar um método de deteccao de

resisténcia adquirida ao tratamento de melanoma que facilite sua execucéo,
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testamos dois métodos alternativos ao isolamento padrdo de exossomos, o Kit
comercialmente disponivel Exoquick® (System Biosciences) e um protocolo
otimizado de isolamento de exossomos de biofluidos (GALLO et al., 2012).

O método de Exoquick® consiste no isolamento exossomal por precipitacdo
dos exossomos conjugados com um polimero presente nesse kit. O protocolo de
isolamento inicia com a centrifugacdo do sobrenadante do cultivo celular a 3000xg
por 15 minutos para retirar células mortas. Em seguida, transferiu-se o sobrenadante
para um tubo estéril e adiocionou-se o Exoquick® em uma proporgéo de 5 partes de
sobranadante para 1 parte de Exoquick®. Manteve-se o tubo em refrigeracdo a 4°C
por 12 horas e posteriomente foi realizada uma centrifugacdo de 1500xg por 30
minutos para formar o pellet de exossomos/polimero. Retirou-se o sobrenadante,
descartando-o e o tubo foi submetido a uma nova centrifugacdo de 1500xg por 5

minutos para retirar todos os tracos de sobrenadante remanescentes.

O protocolo otimizado para biofluidos (GALLO et al., 2012) foi testado para
verificar sua eficiéncia no isolamento de exossomos de cultivo celular e constitui 3
centrifugagfes: 1500xg por 15 minutos para retirar células mortas, o sobrenadante
coletado é centrifugado a 17000xg por 15 minutos para retirar restos celulares e
agregrados proteicos e, novamente, o sobrenadante € centrifugado a 160000xg por
70 minutos para isolar os exossomos ha forma de pellet. Essa dltima
ultracentrifugacéo foi realizada a 4°C utilizando tubos de Polialomero (Beckman
Coulter), o rotor SW 32 Ti (Beckman Coulter) e a ultracentrifuga Optima L-100 XP

(Beckman Coulter).

4.3 Microscopia Eletrénica

A microscopia eletrbnica foi realizada para confirmar os protocolos de
isolamento de exossomos. Esse experimento foi realizado como um servigco
contratado e foi conduzido no Instituto de Patologia da UCLA. Basicamento o pellet
da centrifugacéo final dos dois métodos de isolamento foram ressuspendidos em

cerca de 10uL de &gua. Em seguida, foram adicionados 50uL de 2%
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Paraformaldeido e 5uL dessa mistura foi depositada em Grides de microscopia
eletronica cobertos com Carbono-Formvar e foram deixados para absorcdo por 20
minutos. ApOGs a secagem os grides foram, sutiimente, lavados com PBS e foi
adicionado um volume de 50uL de 2% de Glutaraldeido por 5 minutos.
Posteriomente adicionou-se 100uL de agua destilada, deixando o gride com essa
mistura por 2 minutos antes de inverté-lo para permitir uma sequéncia de 8
lavagens. Para realizar o contraste, foram adicionados 50puL de Oxalato de Uranilo
por 5 minutos, inverteu-se o gride para retirar essa solucao e adicionaram-se 50uL
Metilcelulose por 10 minutos no gelo. Removeu-se 0 excesso de solucdo no gride
com um papel filtro e deixou-se o gride secar por 10 minutos. ApoOs esses
processamentos o gride foi observado em um microscopio de transmissdo

eletrénico.

4.4 Citometria de Fluxo

Um segundo método de confirmagdo de isolamento dos exossomos foi
realizado por detecgéo da proteina CD63, um marcador molecular de exossomos. A
citometria de fluxo anti-CD63 nédo foi utilizada para os exossomos isolados pelo
Exoquick® devido a dificuldade de aplicacbes downstream na presenca do polimero
utilizado para a precipitagdo dos exossomos por esse kit, 0 que sera discutido nos
resultados.

A citometria de fluxo anti-CD63 foi realizada para os exossomos obtidos pelo
isolamento otimizado (GALLO et al.,, 2012) seguindo o protolo recomendado pela
empresa Invitrogen utilizando o kit Exosome - Human CD63 Isolation/Detection®
(Invitrogen). ApO0s a ultima centrifugacdo do protocolo de isolamento de exossomos,
o pellet foi ressuspendido em 100uL de Isolation Buffer e foram adicionados 20uL
dos Beads Magnéticos Dynabeads® que sdo conjugados com um anticorpo anti-
CD63 presentes no kit da Invitrogen. Essa mistura ficou incubada por 18 horas sob
agitacdo a 4°C e os tubos foram centrifugados por 3 segundos para formar um pellet

dos exossomos ligados aos Dynabeads®, o qual foi lavado 3 vezes com o Isolation
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Buffer com o auxilio de um im& e foram ressuspendidos em um volume final de
300uL de Isolation Buffer.

Em seguida, os exossomos ligados aos Dynabeads® estavam prontos para a
incubacéo com os anticorpos desejados. Foram transferidos 100uL dessas amostras
para um novo tubo e adicionados 6L de FITC anti-CD63 (BD Biosciences), seguido
de incubacdo por 45 minutos a temperatura ambiente sob agitacdo. As amostras
foram lavadas com 300uL de Isolation Buffer e ressuspendidas em 200uL de
Isolation Buffer para a citometria de fluxo, realizada no Citbmetro de Fluxo
FACSCalibur (BD Biosciences).

4.5 Extracao e Determinacdo de Concentracéo Proteica

As células cultivadas até a subconfluéncia de aproximadamente 80% tiveram
seu sobrenadante coletado para o isolamento dos exossomos e as células foram
expostas a Tripsina EDTA (Omega Scientific) por 4 minutos e adicionadas 4mL de
meio de cultivo, seguidas de centrifugacdo a 1500 rpm por 5 minutos. O pellet de
células formado foi mantido e as células foram lisadas com 750uL tampédo RIPA
(radioimunoprecipitacdo — Thermo Scientific), contendo o Coquetel de Inibicdo de
Protease (Roche) e Inibidores de Fosfatase A/B (Thermo Scientific). Essa solucéo foi
mantida por 10 minutos em gelo e, posteriormente, aliquotada em tubos com 100puL.
A extracao de proteinas dos exossomos segue 0s mesmos padrdes da extracdo em
células diferindo somente no volume de tampéao de lise, o qual é de 100uL devido a

baixa concentracdo de proteinas exossomais comparadas as células.

A medicdo da concentracao proteica foi realizada com o BCA Protein Assay
kit (Thermo Scientific) seguindo o protocolo sugerido pela empresa, onde o
Reagente A e 0 Reagente B sdao misturados em uma propor¢céo de 980pL: 20uL,
respectivamente, e adicionou-se 5uL das amostras da extragdo proteica que
posteriormente foram incubadas por 30 minutos a 37°C. As amostras foram
analisadas utilizando um espectrofotometro, fornecendo a concentracdo de

protreinas das amostras.
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4.6 SDS —Page, Coomassie Blue e Western Blot

Para a realizacdo do SDS-Page as proteinas foram reduzidas com 4x
Laemmli Sample Buffer e Beta-Mercaptoetanol e incubadas a 95°C por 5 minutos
para desnaturacdo. As amostras foram aplicadas com a mesma concentracdo de
proteinas em gel de sistema PAGE 12% (Mini-PROTEAN TGX - Bio Rad), sob uma
voltagem de 150V por 60 minutos, utilizando tampao de 1X Tris-glicina (Bio Rad).

Para verificar se o perfil proteico dos exossomos corresponde ao perfil
proteico da célula parental foi realizada uma coloracdo por Coomassie Blue, onde o
corante se liga a todas as proteinas presentes na amostra. Foi utilizado o kit
Colloidal Blue Staining (Life Technologies) seguindo o protocolo da empresa. Apos
a corrida do SDS-Page o gel é retirado e submerso em uma mistura contendo 55mL
de agua deionizada, 20mL de Metanol, 5mL do Corante A e 20mL do Corante B,
permanecendo sob agitacdo por 7 horas. Apos a coloracdo, o0 gel permaneceu
lavando com 200mL de &gua deionizada por 7 horas e posteriomente foi registrado

por scaneamento das bandas de proteinas.

O Western Blot foi realizado para observar a expressdo de proteinas
envolvidas na biologia do melanoma e na aquisicdo de resisténcia ao tratamento
com inibidores de V600OE BRAF. Apos o SDS-Page, o gel foi retirado e lavado com
PBS, enquanto a membrana de PVDF (Thermo Scientific) foi ativada com Metanol
(Sigma Aldrich). Em seguida a transferéncia das proteinas do gel para a membrana
foi executada a uma voltagem de 100V por 60 minutos. A membrana contendo as
proteinas foi bloqueada com Albumina (Thermo Scientific) por 60 minutos, além de a
mesma ter sido utilizada para diluir os anticorpos primarios e secundarios. Os
anticorpos primarios para CD63 (Santa Cruz Biotechnology), PDGFR-B (Cell
Signaling), CAV-1 (BD Biosciences), MART-1 (Santa Cruz Biotechnology) e GAPDH
(Cell Signaling) sofreram diluicbes de 1:1000, enquando os anticorpos secundario

anti-camundongo e anti-coelho foram diluidos na proporgao de 1:5000.

Os anticorpos primarios foram incubados overnight 4°C e ap0s a incubacéo
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foram submetidos a 3 lavagens de 5 minutos cada com PBS e 0.1% de Tween 20
(Bio Rad). A incubacdo com os respectivos anticorpos secundarios ocorreu por 30
minutos a temperatura ambiente com posterior se¢do de 3 lavagens de 5 minutos
cada com PBS e 0.1% de Tween 20 (Bio Rad).

As bandas foram visualizadas através da reacdo de quimioluminescéncia
conduzida pelo kit ECL Plus (Thermo Scientific) seguindo o protocolo sugerido pela
empresa e reveladas por Raio —X (Denwville).
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5. Resultados e Discussao

O cultivo das linhagens celulares de melanoma sensiveis e resistentes ao
farmaco PLX4032 possibilitou o isolamento dos exossomos pelos dois métodos
testados, por Exoquick® e pelo protocolo otimizado para biofluidos. Entretanto, o
isolamento dos exossomos pelo Exoquick® impossibilitou aplicacdes downstream
como Western Blot, possivelmente pela presenca do polimero para precipitacdo do
exossomos, sendo o mesmo incompativel com 0s nossos sistemas de andlises
proteicas (Bio Rad). Dessa maneira, prosseguimos com as analises utilizando os
exossomos isolados pelo método de Gallo, 2012, o qual demonstrou ser um método
de isolamento eficiente para exossomos de cultivo celular, apesar de ter sido
modificado para biofluidos. O mesmo demonstrou ser um método com tempo de
procedimento muito menor devido ao numero reduzido de etapas de centrifugacao,
portanto tornando-o um protocolo menos oneroso e apto a ser empregado em

analises em alta escala.

A Microscopia Eletrénica confirmou uma populacdo de exossomos com
tamanho médio de 80-100 nm de diametro (Figura 4), aparentemente integros e
com conformacao vesicular mantida, além da suspencao enriquecida de exossomos
obtidas através da atima ultracentrifugacdo de 160000xg fornecer um pellet com

poucos restos membranosos/celulares.
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Figura 4 - Imagem da Microscopia Eletronica confirmando o isolamento dos exossomos
utilizando o protocolo otimizado para biofluidos.

A Citometria de Fluxo anti-CD63 forneceu uma segunda confirmacdo do
isolamento dos exossomos que, por ser uma técnica altamente sensivel, é
recomendavel para confirmar a presenca de exossomos quando se usa um
protocolo novo. Devido ao fato dos exossomos serem muito pequenos, a grande
maioria dos Citbmetros de Fluxo ndo consegue detecta-los, exigindo assim, sua
conjugacao com Beads, como os Dynabeads®. O kit utilizado (kit Exosome - Human
CD63 Isolation/Detection®) promoveu uma dupla confirmagéo da positividade para o
marcador molecular exossomal CD63. Como o0s beads magnéticos sdo conjugados
com anticorpos anti-CD63 eles selecionam somente as vesiculas exossomais e isso,
acrescido a incubacdo com os anticorpos FITC anti-CD63 confirmou que as

vesiculas isoladas sdo exossomos (Figura 5).
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Figura 5 - Citometria de Fluxo confirmando que 99,1% dos exossomos sao positivos para
CD63. O quadrante inferior direito representa 0s exossomos positivos para CD63 e os demais
quadrantes exossomos negativos para CD63.

O experimento de coloragéo por Coomassie Blue demonstrou que apesar de
muitas bandas proteicas serem compartilhadas entre exossomos e suas células
parentais, muitas proteinas diferem entre as mesmas (Figura 6). Isso corrobora com
o conhecimento de que as células possivelmente traduzam proteinas para compor
especificamente o conteddo dos exossomos, assim como, outras moléculas
biolégicas a exemplo dos microRNAs e mRNA (XIAO et al.,, 2012), para serem
enderacadas a outros locais, participando na comunicacdo celular e
imunomodulacdo. Na Figura 5 também se pode notar que algumas bandas proteicas
séo caracteristicas dos exossomos, pois células sensiveis e resistentes as possuem,

caracterizando, possivelmente, proteinas da biogénese exossomal.
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Figura 6 - Coloragdo por Coomassie Blue. Foram aplicados15ug de proteinas. M (marcador),
Cell (célula) e Exos (exossomos).

Outra observacdo importante é que mesmo aplicando-se concentracfes de
proteinas iguais entre células e exossomos, as bandas exossomais sdo muito mais
brandas que as das células, fato que pode ser explicados pela contaminacédo de
BSA (Albumina Sérica Bovina) que representa a maior banda presente nas amostras
dos exossomos. Esse evento € caracterizado pela presenca de BSA no FBS que
constitui 0 meio de cultivo celular e sua remocéo se da principalmente pela lavagem
com PBS antes da extracdo proteica. Entretanto a lavagem com PBS dos
exossomos constitui a ressuspensdo do pellet da centrifugacéo final, seguida de
uma nova ultracentrifugacdo de 160000xg. Esse acréscimo de etapa aumenta o
tempo do protocolo, além de promover uma perda expressiva no numero de
exossomos. O uso de uma etapa de lavagem de exossomos € possivel durante
pesquisas cientificas, entratanto pode inviabilizar uma aplicacdo em alta escala pela
perda do nimero de exossomos além de estender o tempo de execucdo do
protocolo. A presenca de BSA, no entanto, ndo afeta a detecc¢do de outras proteinas,
dessa maneira resolvemos n&o lavar os exossomos com o intuito de criar um

meétodo de deteccdo de proteinas exossomais clinicamente aplicavel.

Como observado no Coomassie Blue, a expressdo de algumas proteinas
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pode divergir entre células e exossomos, exigindo uma deteccédo cautelosa para
proteinas especificas no desenvolvimento do melanoma e na aquisicdo de
resisténcia ao tratamento com inibidores de BRAF mutado. Dessa maneira,
prosseguimos com as analises proteicas por Western Blot, demonstrando que
algumas proteinas tem expressdo semelhante entre células e exossomos,

permitindo inclusive observar alteracdes de expressdo em contextos especificos.
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Figura 7 - Western Blot. Foram aplicados 15ug de proteinas para 0os exossomos e 5ug para
as células. Cell (célula) e Exos (exossomo).

As proteinas presentes na Figura 7 apresentam expressdo semelhante entre
as células e seus exossomos correspondentes, inclusive as diferencas de expressao
entre as linhagens sensiveis e resistentes ao farmaco PLX4032. A proteina MART-1,
marcador molecular para melanoma, envolvida no processo de maturacdo do
melanossomo (HOASHI et al., 2005), apresenta expressao acentuada na linhagem
sensivel ao farmaco (M229), enquanto na linhagem resistente (M229AR9) ha uma
perda de expressdo da mesma, fato que pode ser observado nos exossomos. A
perda de expressdo de MART-1 pode ser consequéncia do processo de

desdiferenciacdo da célula na aquisicdo de resisténcia ao farmaco e ja foi relatada
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sua expressao heterogénea, especialmente em melanomas em estagio metastatico
(TAP et al., 1996).

A proteina CAV-1 (Caveolina- 1) ja foi demonstrada ser altamente expressa
em exossomos secretados por células de melanoma humano, enquanto apresenta-
se quase indetectavel em exossomos de pacientes saudaveis, idealizando um
potencial marcador molecular para exossomos de melanoma (LOGOZZI et al.,
2009). Por esse motivo escolhemos obrservar sua expressdo por Western Blot e,
surpreendetemente, foi notado que sua expressdo é aumentada nas células
resistentes (M229AR9) ao farmaco PLX4032, fato ndo reportado até o momento.
Uma possivel explicacdo dessa observacado é que a CAV-1 liga as subunidades de
Integrina na Tirosina Quinase FYN, passo inicial da ligacdo das Integrinas na
cascata RAS-ERK, promovendo o progresso do ciclo celular (WARY, 1998) e, no
caso de resisténcia aos inibidores de BRAF, possivel reativacdo da via de

sinalizacdo das MAPK.

J& a proteina PDGFR-B esta envolvido em um mecanismo ja caracterizado de
resisténcia ao tratamento de melanoma por inibidores de BRAF mutado. Sua
superexpressao leva a uma reativacdo da cascata de sinalizacdo das MAPKSs,
induzindo a proliferacdo celular. Sua expressdo aumentada ja foi relatada nas
linhagens resistente de melanoma M229AR9 (NAZARIAN et al.,, 2010), a qual
também pode ser observada nos exossomos resistentes de M229AR9 quando

comparada a linhagem sensivel, M229.

A possibilidade de detectar a expressado diferenciada nos exossomos de
proteinas envolvidas na biologia do melanoma e na aquisicdo de resisténcia ao
tratamento possibilita a utilizagdo dos exossomos como ferramentas para
acompanhamento da doenca no paciente. Esse método pode ser futuramente
aplicado em pacientes através do isolamento de exossomos do plasma por
imunocapturacdo de exossomos positivos para marcadores moleculares de
melanoma como MART-1, GP100 e possivelmente CAV-1. Isso garantira que
analisemos exossomos de origem do melanoma, tornando possivel a analise do
tumor de forma indireta, principalmente em sitios de localizacdo de dificil acesso

para biopsias ou cirurgias. Além disso, o acompanhamento do perfil de expressao do
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tumor através dos exossomos fornecera um parecer global dos mecanismos de
resisténcia que possam estar emergindo em diferentes sitios metastaticos, pois

devido a independéncia dos mesmos, pode haver mecanismos de resisténcia

distintos em um mesmo paciente (ROMANO et al., 2013).

O isolamento de exossomos de pacientes podera ainda ser realizado de
forma nédo invasiva, através do processamento da urina ou saliva, tornando-o um

método pacivel de aplicagdo em exames de rotina.



51

6. Consideracfes Finais

A oportunidade de realizar o meu Trabalho de Concluséo de Curso na UCLA
contribui imensuravelmente para a minha formagdo académica, amadurecimento
pessoal e incentivo profissional. Os resultados obtidos sugerem que 0S €x0SSOMOsS
tem uma potencial aplicacdo no desenvolvimento de um método de diagndéstico de
resisténcia adquirida ao tratamento de melanoma por inibidores de BRAF mutado.
Realizamos o primeiro trabalho que detecta proteinas diferencialmente expressas
em linhagens celulares resistentes e sensiveis ao PLX4032.

A expressdao aumentada de PDGFR-B pode ser detectada nas linhagens
resistentes e, teoricamente, os exossomos podem ser usados para a identificacédo
precoce dos demais mecanismos de resisténcia como, expressao de diferentes
isoformas de BRAF, superexpressao de outros Receptores de Tirosina Quinase,

superexpressao de diferentes MAPKSs, entre outros.

Apesar da necessidade de confirmagdo in vivo, os dados obtidos,
potencialmente, poderdo ser aplicados em pacientes que estejam sendo tratados
contra 0 melanoma, possibilitando o acompanhamento da expressdo de proteinas
relacionadas tanto a resisténcia quanto ao prognostico da doenca. Esse possivel
método podera ser aplicado a pacientes em estagios metastaticos onde a biopsia
ndo é passivel de execuc¢do, garantindo um acompanhamento mais detalhado da
terapia, além de ser um método nao invasivo, pois 0S exossomos poderiam ser

coletados através da saliva ou urina.
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