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RESUMO

O céncer de pancreas € um tipo raro de tumor, mas se apresenta como 0 sétimo
mais letal no mundo. Adenocarcinoma ductal pancreatico (ADP) caracteriza 90% dos
casos. Possui uma evolucdo silenciosa e geralmente despercebida. Por isso, 0s pacientes
buscam tratamento apenas em estagios avancados da doenca, altamente infiltrada e com
potencial metastatico. Nesses casos a ressecc¢do cirdrgica é impossivel. A opcdo de
tratamento é por via quimioterdpica usando gemcitabina (GEM). Muitos casos de
resisténcia a essa droga sdo registrados. A comunicacao entre células tumorais e saudaveis
parece ter um papel importante nesse fenébmeno. A via de vesiculas extracelulares é
essencial para a realizacdo dessa comunicacgdo celular. Essas vesiculas sdo estruturas de
bicamada lipidica, classificadas por origem e tamanho. Exossomos (EXOs), as vesiculas de
40 — 100 nm, formadas a partir de corpos multivesiculares, sdo caracterizadas por
possuirem uma alta gama de moléculas e por sua alta capacidade de penetrancia. Em ADP,
sdo descritos como responsaveis por piores progndsticos e formacao de nicho metastético.
Entretanto seu papel na formacdo de quimioresisténcia e resposta inicial a droga
permanece pouco explorado. Para investigar alteracbes em processos de comunicacao
celular através de EXOs como resposta a GEM nos caracterizamos os efeitos da exposicédo
inicial da linhagem PANC-1 a droga e a liberacdo de EXOs durante esse tempo. Analises
de citometria de fluxo utilizando anexina V, iodeto de propidio e laranja de acridina
revelaram que GEM ndo induz metabolismo de morte, nem fluxo autofagico depois de 24
horas de tratamento com diferentes concentracdes da droga. Contudo, GEM induziu
alteracdo no tamanho das células. Utilizando Western blot para marcadores de EXO
demonstramos diferencas na abundancia das proteinas CD9 e CD54. Como a dose ICs
descrita de GEM, 10 puM demonstrou a mesma variagdo para ambos marcadores, a mesma
foi utilizada nos demais testes. O sobrenadante de células tratadas e n&o-tratadas foi
submetido a ultracentrifugacdo para isolamento de vesiculas. Essas vesiculas sdo EXOs
como determinado por microscopia eletronica de transmissao e espalhamento dinamico de
luz. Além disso, as celulas tratadas com 10 uM de GEM liberaram exosomos diferentes em
tamanho, forma e organizacdo, se comparados aos EXOs controle. Além disso, houve
aumento na liberacdo de EXO pelas células tratadas. Como os EXOs mudam em resposta a

GEM, é necessario investigar seu contetdo e propriedades bioldgicas.



ABSTRACT

Pancreatic cancer is a rare cancer worldwide, however it is the seventh more lethal.
Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) comprises 90% of cases. It remains unnoticed
due its silencing progression. Therefore, patients seek treatment in a very advanced state,
high infiltrate and potentially metastatic. Surgical resection is impossible in most cases.
Chemotherapeutic treatment is the remaining option, through gemcitabine (GEM). There
are a lot of chemoresistant cases well described in literature. Cell communication between
tumor and healthy cells appears to play an important role in this process. Extracellular
vesicles pathway is essential in cell to cell communication. Those vesicles are double layer
lipidic structures, classified by its origin and size. Exosomes (EXOs), vesicles ranging
from 40 — 100 nm, and formed from multivesicular bodies, are reported as carrying a wide
variety of molecules and with high penetrant capability. For PDAC, they are described as
responsible for bad progressions and metastatic niche formation. However, their role
during chemoresistant phenotype initiation, and initial response to drug contact remains
little explored. To investigate possible changes in cell communication through EXOs as a
response to GEM, we characterized PANC-1 initial response to drug and analyzed EXOs
released during this time. Flow cytometry analyses using Annexin V, propidium iodide and
acridine orange revealed that GEM do not induce death phenotype after 24 hours
treatments with different concentrations, neither autophagic metabolism. However, GEM
induces size increase in treated cells. Western blot analysis for EXO markers revealed
changes in cellular abundance of CD9 and CD54. As ICs, reported 10 uM GEM
concentration showed the same variation on protein abundance for these markers, it was
used as treatment. Treated and untreated cells supernatants were ultracentrifugated for
vesicles isolation. The vesicles obtained were confirmed as EXO by transmission electron
microscopy and dynamic light scattering. Also 10 uM GEM treated cells exosomes,
revealed to be smaller, different in shape and organization compared to vehicle treated
exosomes. Moreover, treated cells EXOs increased concentration as response to GEM
exposure. As EXOs change in response to GEM treatment, further investigation is needed
to determine its cell changing capabilities.



1. INTRODUCAO

1.1 Cancer de pancreas

Apesar de ser considerado um tipo raro de cancer (14° em incidéncia na populacéo
mundial), o cancer de pancreas apresenta uma elevada taxa de mortalidade (7° tumor mais
letal mundialmente) (WHO, 2018). Os tumores de pancreas seguem este padréo
principalmente entre os paises mais desenvolvidos, o que demonstra que fatores ambientais
e de padrdo de vida tém uma forte influéncia sobre a doenca. No Brasil, 0 cancer de
pancreas segue 0 mesmo tipo de distribuicdo, sendo o 10° tumor em incidéncia e 0 6° em
letalidade (Mcguigan et al., 2018; INCA, 2018; WHO, 2018).

A alta taxa de mortalidade associada a um tumor considerado raro deve-se a
evolucdo rapida e silenciosa da doenca, bem como as dificuldades no diagnostico, tanto
por problemas nas técnicas de monitoramento e identificacdo da doenca, bem como por
sintomas facilmente confundiveis com outras patologias (Muniraj, Jamidar & Aslanian,
2013). Tais fatores levam a descoberta de tumores de pancreas em estagios avancados,
normalmente inoperaveis e metastaticos, o que combinados a baixa eficacia das drogas
hoje conhecidas para o tratamento dessa enfermidade, levam & uma taxa de sobrevida de 5
anos de apenas 2-9%. O diagnostico precoce ainda permanece a principal barreira a ser
ultrapassada para atingir melhores desfechos aos pacientes (Kandel & Wallace, 2018;
Mcguigan et al., 2018).

Os tumores de pancreas se apresentam em 90% dos casos como adenocarcinoma
ductal pancreatico (ADP), com origem no epitélio do ducto pancreatico. Outros tipos de
tumores de origem exocrina e enddcrina compdem 0s demais casos da doenga, 0s quais sdo
considerados extremamente raros. Esses, sdo classificados como: carcinomas de células
acinares, carcinomas adenoescamosos, carcinomas coléides e hepatdides, neoplasma
mucinoso intraductal papilar, naoplasma mucinoso cistico, neoplasia intraepitelial
pancreatica, pancreatoblastoma, cisteadonoma seroso, carcinoma de células do anel de
sinete, neoplasma solido-pseudopapilar, carcinomas indiferenciados, carcinomas
indiferenciados com células gigantes osteoclasto e tumores neuroendocrinos (Kanji &
Gallinger, 2013; Johns Hopkins Medicine, 2018; Mcguigan et al., 2018 ). As patologias

ndo-ADP, compreendem um grupo de doengas muito singulares, com evolugdes
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moleculares especificas e tratamentos muito direcionados e que acometem um pequeno
namero de pacientes. Apesar de importantes, os tumores ndo-ADP, ndo serdo consideradas
neste trabalho, uma vez que o ADP acomete uma maior porcentagem de pacientes e possui
em proporcdo o0 maior nimero de casos avancados e com baixa sobrevida (DePinho &
Bardeesy, 2002; Bosman, Carneiro & Hruban, 2018).

No caso dos ADPs, a localizacdo dos tumores iniciais se da em diferentes porcdes
do 6rgdo e por isso apresentam diferentes desfechos clinicos, bem como sintomas
especificos e possibilidades de tratamento Unicas. Os tumores localizados na regido da
cabeca do pancreas compdem cerca de 60 — 70% dos casos da doenga e possuem uma
melhor possibilidade de resseccdo devido a sua localizacgdo no abddémen e
consequentemente, um melhor prognostico (Fig. 1). Os demais ADPs se dividem em 15%
na regido da cauda e 15% na regido do corpo do pancreas, sendo esses tumores de mais
dificil acesso, bem como de piores prognosticos (Muniraj, Jamidar & Aslanian, 2013;
Mcguigan et al., 2018). No entanto, no momento do diagndstico, cerca de 80% dos
pacientes apresenta tumores inoperaveis que ja se disseminaram por todo o 6rgdo e ndo
pouco comumente, apresentam crescimento metastatico em 6érgdos associados (Kanji &
Gallinger, 2013).
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Figura 1: Anatomia do pancreas humano, estruturas associadas e
citologia. a) Localizacdo pancreatica e orgaos associados. b) Citologia do
pancreas. ¢) Divisdo anatbmica do 6rgdo. Adaptado de DePinho & Bardeesy
(2002); Muniraj, Jamidar & Aslanian (2013); Hirshberg Foundation (2018).

A grande quantidade de pacientes que apresenta doenca avancada deve-se tanto ao
diagndstico tardio, quanto aos sintomas que frequentemente sdo inespecificos. O cancer de
pancreas é considerado raro e normalmente ndo adicionado ao screening de pacientes,
apenas em casos de risco familiar, idade avancada e pacientes ja diagnosticados com cistos
(Moutinho-Ribeiro et al., 2017;Mcguigan et al., 2018).

O cancer de pancreas se apresenta assintomatico em estagios iniciais de
desenvolvimento, o que impede muitas vezes o diagnostico precoce. Uma vez que 0S
sintomas comegam a se manifestar, alguns deles podem dar indicio da localizacdo do
tumor no 6rgdo. Geralmente tumores localizados na cabeca do 6rgdo causam obstrucéo
biliar, devido a pressdo anatbmica sobre os dutos biliares (De La Cruz, Young & Ruffin,
2014). Tumores localizados no corpo e na cauda do pancreas geralmente sdo associados a
perda de peso subita e inexplicada. Sintomas comuns sdo a ictericia, dor abdominal,
prurido, urina escura, anorexia, nausea e depressdao. Qualquer desses sintomas
acompanhado de diabetes tipo 2 subita, é um forte indicio de tumor pancreatico (Muniraj,
Jamidar & Aslanian, 2013).
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Alguns fatores de risco estdo associados ao desenvolvimento da doenca. Os
mesmos sdo divididos em ndo modificaveis e modificaveis, sendo esta classificacdo
baseada em fatores genéticos e ndo controlaveis e fatores ambientais/comportamentais
alteraveis, respectivamente.

Dentro do grupo dos fatores ndo modificaveis estdo: idade, tumores de pancreas
aparentemente aparecem a partir dos 40 anos; género, mais comuns em homens; grupo
étnico, mais comum entre negros; tipo sanguineo, mais tipico dos tipos sanguineos AB, B
ou A (Muniraj, Jamidar & Aslanian, 2013; McGuigan et al., 2018). A microbiota oral
parece ter um importante papel na patologia da doenca, encontrada elevada para alguns
tipos bacterianos em pacientes oncologicos de pancreas. Histdrico familiar com
predisposicdo a tumores pancreaticos também eleva o risco para a doenca em cerca de 9
vezes, principalmente para aqueles individuos com casos na familia de mutacdes nos genes
BRCA1, BRCA2, MMR, entre outros. Diabetes tipo 2 também é um conhecido fator pré-
tumoral.

Os fatores modificaveis sdo aqueles associados a padrGes de comportamento e
habitos de vida que podem ser alterados. No entanto, uma vez exposto a qualquer um
desses fatores, o individuo aumenta seu risco de cancer de pancreas muitas vezes, mesmo
modificando tal habito (Moutinho-Ribeiro et al., 2017; McGuigan et al., 2018). Consumo
de tabaco e alcool possuem dados mistos na literatura sobre seu efeito no desfecho de
pacientes com tumores de pancreas. Porém na maioria dos casos parece haver uma
correlacdo positiva entre 0s pacientes oncoldgicos e essas duas drogas. Obesidade e fatores
dietéarios parecem elevar e muito o risco de tumores pancreaticos. Dietas ricas em acucar,
carne vermelha e alto teor de gordura apresentam-se como grupo de risco. Além disso,
pancreatite cronica e infeccbes do péncreas e trato gastrointestinal frequentes e
consecutivas, como por exemplo, Helicobacter pylori e hepatite C, levam a formagéo de

lesBes pancreaticas que podem evoluir para tumores.

1.1.1 Diagnostico
Dada a existéncia de pequenos grupos de risco, bem como fatores que podem levar

ao desenvolvimento de tumores pancreaticos e alguns sintomas que podem indicar a

presenca de neoplasias ductais, faz-se o uso principalmente de ferramentas de diagnostico
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por imagem para a identificacdo de possiveis danos e estruturas incomuns na morfologia
do pancreas (Kanji & Gallinger, 2013; Muniraj, Jamidar & Aslanian, 2013; Moutinho-
Ribeiro et al., 2017; McGuigan et al., 2018). No entanto, tais técnicas apresentam um
impedimento anatdmico quando utilizadas. O pancreas é uma pequena estrutura localizada
no centro do abdémen, envolto por vérios 6rgdos grandes e densos (figado, vesiculas,
intestinos, etc.) e por si s é uma estrutura muito sélida pouco enervada e vascularizada.
Assim, pequenas alteracdes de estrutura passam despercebidas aos olhos dos radiologistas,
bem como massas densas ¢ localizadas em pontos “cegos” podem afetar o laudo. Além
disso, 0 conjunto de sintomas comuns aos tumores de pancreas e a pancreatites, associados
a raridade da doenga, levam a uma tendéncia no momento do diagnéstico, muitas vezes
levando ao laudo errbneo de pancreatite sobre tumores pancreaticos, tornando esta etapa
uma das que mais necessita de avancos e atencdo (Fogel et al., 2017; Kandel & Wallace,
2018).

A técnica mais utilizada entre as ferramentas de diagnostico por imagem
disponiveis é a tomografia computadorizada (CT, do inglés computed tomography). No
entanto, diversas alteracdes ao protocolo padréo de CT s&o aplicadas a fim de superar as
barreiras fisicas e anatdbmicas do 6rgdo (Tyang et al., 2015; Lin et al., 2017). Inicialmente,
uma rapida injecdo de contraste com iodo deve ser feita e varias pos- e pré- aquisicdes de
imagens sdo realizadas, a fim de revelar as veias e artérias. O contraste neutro com agua
auxilia na visualizacdo de bordas da estrutura e de érgdos ligados, como o intestino.
Reconstrucdes de diferentes eixos e angulos, ndo comuns na rotina auxiliam na formulagéo
de imagens mais claras. Tais modificacdes sdo chamadas de protocolo pancreéatico (Kandel
& Wallace, 2018).

Outras técnicas como a ressonancia magnetica nuclear (MRI, do inglés magnetic
ressonance imaging) auxiliam na complementacdo do diagndstico, mas ndo sao
consideradas tdo sensiveis quanto a CT. A utilizacdo das mesmas se da principalmente em
situagcBes em que o paciente é alérgico aos contrastes usados na CT. Nesse caso 0 uso de
contraste com gadolinio auxilia na aquisicdo das imagens, mas pode levar a algumas
complicagbes (Kandel & Wallace, 2018). A MRI operada no modo
colangiopancreatografia pode auxiliar em reconstrugdes mais exatas (McGuigan et al.,
2018).
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O ultrassom abdominal é muito util em casos onde o tumor € menor que 2 cm,
assim como o PET (do inglés, positron emission tomography), os quais, podem levar ao
complemento do diagndstico. No entanto, a técnica mais sensivel € o ultrassom
endoscopico (EUS do inglés, endoscopic ultrasound) (Kandel & Wallace, 2018). Atraveés
de um pequeno transdutor, imagens muito detalhadas séo obtidas por vias endoscopicas e
revelam pequenas alteracbes que acabam passando despercebidas pelos exames menos
invasivos. O acoplamento de uma pequena agulha EUS-FNA (do inglés, endoscopic
ultrasound-fine needle aspiration) que permite a bidpsia de uma pequena porc¢éo do local é
considerada a técnica mais sensivel para a deteccdo e estagiamento de possiveis lesdes
encontradas (Yabar & Winter, 2016; McGuigan et al., 2018). .

Com uma amostra de tecido biopsiada é possivel determinar a malignidade do
tumor e caracterizar as lesdes encontradas.

Existem uma série de lesdes pré-malignas de pancreas muito bem descritas
molecularmente, de acordo com o conjunto de mutacGes que leva a sua formacdo e que
possuem tratamentos especificos e desfechos bem caracterizados (Maitra et al., 2005;
Ottenhof et al., 2011). Detectar as lesdes pré-malignas € crucial para o desfecho dos
pacientes e possibilita uma sobrevida maior e um tratamento menos doloroso. Porém, essas
neoplasias geralmente sdo assintomaticas e comumente confundidas com outras patologias
(McGuigan et al., 2018).

O IPMN (do inglés, intraductal papillary mucinous neoplasm) traduzido como
neoplasma mucinoso papilar intraductal, € o tipo de lesdo menos comum, embora muito
bem caracterizado. Sua classificacdo deriva em varios subtipos de acordo com a
localizagdo do tumor e idade do paciente (Singh & Maitra, 2007). A principal mutacdo
encontrada no IPMN esta localizada no gene GNAS e esse tipo de lesdo possui uma
tendéncia a evoluir para casos invasivos malignos. Uma vez detectada, tal lesdo €
considerada de bom progndstico pois permite o tratamento precoce e desfechos mais
controlados. O IPMN se caracteriza pelo crescimento de pequenas papulas com secregédo
mucinosa (Ottenhof et al., 2011; McGuigan et al., 2018).

A PanIN (do inglés, pancreatic intraepithelial neoplasia) traduzido como
neoplasia intraepitelial pancreatica € o tipo mais comum de lesdo pré-maligna, bem
caracterizado e descrito (Maitra et al., 2005). Formado por pequenos crescimentos de

células disformes nos ductos pancreaticos, as PanINs possuem uma evolugdo molecular
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detalhada e comum em 90% dos casos. A principal mutacdo detectada nessas lesfes é no
gene KRAS. A evolucdo natural das PanINs é de tumores com malignidade média, no
entanto, seu crescimento € o mais comumente confundido com pancreatite, devido aos
poucos ou quase nulos sintomas e a formacédo de pequenas lesdes, dificilmente detectaveis
via MRI, PET e CT. As PanINs séo classificadas de 1 a 3 de acordo com o tipo de leséo e
mutacgdes associadas (Ottenhof et al., 2011; Moutinho-Ribeiro et al., 2017) .

O MCN (do inglés, mucinous cystic neoplasm) traduzido como neoplasma cistico
mucinoso € o tipo mais raro de lesdo. Caracterizam-se por serem pequenos cistos septados
sem comunicagdo com 0s dutos pancreaticos e com acumulo de secre¢cdo mucinosa no seu
interior (Singh & Maitra, 2007). Sua forma de ovario caracteristica facilita a identificacao
se comparada a outras lesdes, no entanto, sua evolucdo molecular € a menos definida, com
mutacdes em varios genes, sem um padrdo definido ocorrendo em varios casos. Os MCNs
tipicamente ocorrem em porgdes da cauda e corpo do pancreas e quando detectados na
cabeca, sdo sinais de evolugdes malignas dos tumores (Moutinho-Ribeiro et al., 2017).

Uma vez biopsiada a amostra permite determinar o estadiamento do tumor de
acordo com a American Joint Comittee on Cancer, a partir do qual se determinam as
possiveis linhas de tratamento (Tabela 1), variando de resseccdo cirurgica (la-11a) a
tratamento paliativo (I1b-1v) (Muniraj, Jamidar & Aslanian, 2013; Yabar & Winter, 2016).
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Tabela 1: Classificacdo dos estidgios de desenvolvimento
tumoral para tumores de pancreas. De acordo com o tamanho da
lesdo e sua infiltracdo em &reas associadas ao pancreas, classifica-
se 0 desenvolvimento tumoral entre 6 estagios possiveis. Fonte:
Yabar & Winter. 2016.

TNM pancreatic cancer staging system

T categories
Tis Carcinoma in situ
T1 Mass <2 cm. confined to the pancreas
T2 Mass >2 am, still confined to the pancreas
T3 Mass that extends beyond the pancreas
T4 Mass invades visceral arteries (ie, locally advanced)
N categories
NO No affected lymph nodes
N1 Reglonal lymph node metastases
M categorics
MO No evidence of metastases
M1 Distant metastases
Stage grouping for pancreatic cancer*
Stage 0 Tis, NO, MO
Stage IA T1, NO, MO
Stage I8 T2, NO, MO
Stage HA T3, NO, MO
Stage B T1-3. N1, MO
Stage W T4, any N, MO
Stage IV Any T, any N, M1

* Information from the American Joint Committee on Cancer 7th edition TNM staging system,

Used with permission of the American Joint Committee on Cancer (AJCC), Chicago, lilinois, The
original and primary source for this information is the AJCC Cancer Staging Manual, Seventh Ed|
tion (2010) published by Springer Science+Business Media.

Biomarcadores ndo baseados em diagnéstico por imagem e menos invasivos ja
estdo disponiveis para o diagndstico do ADP, embora ndo suficientes para deteccdo e
caracterizacdo das lesdes.

O antigeno sérico 19-9 (CA 19-9) é o unico biomarcador aprovado pelo FDA. No
entanto, 0 mesmo possui uma baixa taxa de positividade ndo sendo til para screenings
populacionais, apenas para acompanhamento do tratamento e evolucdo das lesdes. O
mesmo é detectado através de espectrometria de massas de metabolitos pancreaticos
(Ansari, Gustafsson & Andersson, 2015).

A alta taxa de mutacdes existentes em todas as lesdes de adenocarcinoma também
serve como biomarcador da doenga. Sequenciamento de DNA livre circulante no sangue e
em secrecOes pancredticas pode levar a insights sobre lesdes e detectar previamente
tumores em formagdo. No entanto, tais técnicas ainda permanecem com baixa
sensibilidade (Kanda et al., 2016; Riva et al., 2016).
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A andlise de compostos organicos volateis (VOCs do inglés, volatile organic
compounds) permanece em estudo para futuras aplicacbes. Seu uso em ar exalado

facilitaria a deteccdo de tumores de forma pouco invasiva (McGuigan et al., 2018).

1.1.2 Tratamento

O tratamento utilizando resseccdo cirargica é utilizado como primeira linha de
combate para tumores pancreaticos. A ressec¢do completa é garantia de cura para 0s
pacientes. No entanto, dado o estadgio avancado da maioria dos tumores de pancreas no
momento do diagndstico, poucos pacientes tem a chance de uma cura completa via
resseccdo e passam por procedimentos cirdrgicos que diminuem a massa tumoral e
permitem sucesso em tratamentos secundarios (Yabar & Winter, 2016). Em estagios muito
avancados do tumor, no caso de infiltracdo em vasos sanguineos, 0rgaos proximos ou
metastase, a opc¢do cirurgica se torna inviavel, uma vez que 0s tumores ndo seriam
retirados e a razdo beneficio/efeitos adversos diminui drasticamente (Fogel et al., 2017).

O objetivo da resseccdo cirdrgica € alcancar uma margem de resseccao do tipo RO
(sem evidéncia macroscopica de tecido tumoral durante a cirurgia, sem evidéncia
microscopica dada a analise patoldgica do tecido poés-cirurgia e sem evidéncia de infiltrado
via CT — 1 mm). Tal tipo de operacdo possui uma baixa taxa de mortalidade 5%, no
entanto, possui cerca de 60% de morbidade, com uma série de problemas e complicagdes
decorrentes da cirurgia, uma vez que a retirada de tecido pancreatico é altamente invasiva
(Kanji & Gallinger, 2013; Buanes, 2017). A maioria dos casos cirurgicos de pancreas
chega a ressec¢des do tipo R1 (sem evidéncia macroscopica de tecido tumoral durante a
cirurgia, mas com evidéncia microscopica de infiltrado tumoral dentro da margem de
resseccdo de 1 mm) (Hackert, Schneider & Biichler, 2015). Os casos mais avancados onde
a cirurgia ainda é recomendavel chegam a ressec¢des do tipo R2 (evidéncia macroscépica
de tecido tumoral ndo-operavel). No entanto, nesses casos a cirurgia geralmente traria mais
complicagdes do que beneficios e o tratamento segue na forma paliativa (Isaji et al., 2018)

Os procedimentos cirdrgicos utilizados para ressec¢ao sdo colangiopancreatografia
retrograda endoscopica (ERCP, do inglés endoscopic retrograde
cholangiopancreatography), pancreatoduodenoctomia, pancreatoduodenoctomia distal e
resseccgoes vasculares (Mcguigan et al., 2018).
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A técnica de ERCP ¢ utilizada tanto como forma de diagnéstico quanto forma de
cirurgia endoscdpica pouco invasiva. Consiste na endoscopia combinada a contrastes e CT,
permitindo uma visualizacdo de todas as estruturas pancreaticas e permite pequenos
procedimentos como a retirada de bloqueios, bidpsias e pequenos tumores dos dutos
pancreaticos (Kanji & Gallinger, 2013). A pancreatoduodenoctomia também chamada de
procedimento de Whipple, consiste na retirada de por¢bes do tecido pancreético
principalmente na regido da cabeca e também de Orgdos associados ao tumor como
intestino e estdmago, por exemplo (Hackert, Schneider & Blichler, 2015). O procedimento
aplicado nas regifes da cauda e corpo do pancreas se chama pancreatoduodenoctomia
distal. Além disso, ressec¢des vasculares e arteriais sdo recomendadas para a retirada de
infiltrados nos vasos e com isso permitir a maior chance de uma ressecc¢do do tipo RO (Isaji
etal., 2018).

Em casos em que ndo é possivel a ressec¢do cirdrgica ou que o estado de evolugdo
tumoral é avancado, porém ainda operavel, a quimioterapia € utilizada como tratamento
principal, adjuvante ou neoadjuvante. O principal quimioterapico utilizado em tumores
pancreaticos é a gemcitabina (Yabar & Winter, 2016; Fogel et al., 2017; Mcguigan et al.,
2018).

A gemcitabina foi estabelecida em 2007 para o tratamento de tumores
pancreaticos, sendo considerada o quimioterapico com melhores resultados, bem como
com menores efeitos colaterais ao paciente (Eckel & Schmid, 2007). A gemcitabina
funciona através do mecanismo de analogo de nucleosideo, sendo incorporada durante a
replicacio do DNA em substituicdo aos nucleotideos convencionais. Apds sua
incorporacdo, a DNA-polimerase ainda é capaz de adicionar mais um nucleotideo a cadeia
nascente. No entanto, apds tal evento, a estrutura da gemcitabina mais nucleotideo resulta
em impedimentos estéricos a DNA polimerase, cessando a replicacdo e impedindo a
excisao de nucleotideos via atividade de exonuclease 3’ -> 5’ (mecanismo denominado
Masked Chain Termination) (Fig. 3) (Gesto et al., 2012). Mecanismos secundarios
relacionados ao metabolismo da droga também garantem sua absorcéo e funcionamento.
Um dos produtos metabolicos da absor¢do da gemcitabina é a gemcitabina difosfato
(dFdCDP), que atua diretamente sobre a enzima ribonucleotideo redutase, pela ligacéo

covalente ao sitio ativo da enzima. Assim, a sintese dos nucleotideos comuns acaba sendo
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afetada, diminuindo seu pool e permitindo que a gemcitabina seja facilmente incorporada
durante a sintese de DNA (De Sousa Cavalcante & Monteiro, 2014).
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Figura 2: Mecanismos de acdo da gemcitabina. a) Masked chain
termination. b) Acdo sobre a ribonucleotideo redutase. dfdCTP
gemcitabina trifosfato. dFdCDP = gemcitabina difosfato. dFdC
gemcitabina. Adaptado de De Sousa Cavalcante & Monteiro (2014).

Apesar de ser o principal quimioterépico utilizado no tratamento do ADP, muitos
trabalhos e protocolos de tratamento utilizam combinacGes de gemcitabina com outros
quimioterapicos de diferentes classes e mecanismos de acdo, buscando melhoras no
desfecho final do paciente (Mcguigan et al., 2018). Quimioterapicos comumente utilizados
em combinagdo com gemcitabina sdo 5-Fluoracil, leucovorina, irinotecano, oxaliplatina,
erlotinib e paclitaxel. (Fiteni et al., 2014; De Sousa Cavalvante e Monteiro 2014; Yabar &
Winter, 2016; Fogel et al., 2017)

O tratamento dos pacientes metastaticos € feito principalmente através de um
regime de combinacdo de quatro drogas chamado FOLFIRINOX. O regime consiste em
combinar as drogas 5-Fluoracil, leucovorina, irinotecano, oxaliplatina aumentando
significativamente a expectativa de vida de 6 meses em 79,7%. No entanto, tal combinagéo
traz efeitos adversos graves ao estado de saude do paciente (Yabar & Winter, 2016; Fogel
etal., 2017; Tong et al., 2018)

A radioterapia tem sido utilizada na forma de tratamento neoadjuvante, antes da

quimioterapia principal ou do tratamento cirdrgico. Alguns estudos demonstram que tal

20



combinacdo permite um melhor desfecho para o tratamento principal (Fogel et al., 2017;
Mcguigan et al., 2018).

1.2 Vesiculas Extracelulares

Vesiculas extracelulares desempenham um papel fundamental em processos
celulares diversos, sendo responsaveis pela comunicacdo intercelular especifica e
inespecifica, a curto, medio e longo alcance (Colombo, Raposo & Théry. 2014). Todos 0s
seres vivos secretam vesiculas extracelulares como forma de comunicacéo, seja dentro de
um organismo multicelular, seja em comunidades (biofilmes, simbioses, etc) compostas de
diferentes organismos ou organismos unicelulares (Stahl et al., 2019).

As vesiculas extracelulares sdo responsaveis pelo envio de diversos tipos de
moléculas ao meio exterior, variando de DNAs a proteinas, lipidios, metabdlitos, RNAs,
organelas, entre outros (Szatanek et al., 2017). Isso ocorre pois, dependendo da vesicula
em questdo e da situacdo metabdlica celular, o empacotamento de moléculas independe de
vias complexas de sinalizacdo e marcacbes via sinais bioquimicos, sendo pura e
simplesmente um processo de invaginacdes de membrana. Logicamente, existe também
um processo muito bem controlado de enderecamento de componentes na formacgdo das
vesiculas (Juan & Furthauer, 2018).

Existem muitas classificacGes para as vesiculas extracelulares. O consenso € de que
todas sdo produtos do metabolismo de células formada por bicamadas lipidicas (Colombo,
Raposo & Théry. 2014). A nomenclatura para os diversos tipos de vesiculas extracelulares
também ¢é fortemente revisada na literatura especifica. Pelo fato das vesiculas serem
encontradas em todos os fluidos bioldgicos, muito antes de se estabelecer alguma
convengdo para classificacdo e nomenclatura, as vesiculas extracelulares receberam nomes
de acordo com o material de onde eram isoladas, como por exemplo oncossomos (Hauser,
Wang & Didenko, 2017). Atualmente, existe um certo consenso entre os pesquisadores da
area de classificar as vesiculas de acordo com seu tamanho e biogénese (Hessvik &
Llorente, 2018). Nesse sentido, existem trés grandes categorias de vesiculas extracelulares:

corpos apoptéticos, microvesiculas e exossomos (Fig. 3).
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Figura 3: Exossomos e microvesiculas. Processo de biogénese de
exossomos (génese intracitoplasmatica) (30-100 nm) e microvesiculas
(génese de partes de membrana) (200-1000 nm). MVB, multivesicular body.
PM, plasmatic membrane. Fonte: (Colombo, Raposo & Théry. 2014).

Os exossomos sdo as menores vesiculas secretadas pelas células vivas. Seu
tamanho varia de 30 — 100 nm de didmetro, sendo esta caracteristica ainda fonte de debate
entre o0s cientistas. Sua génese passa por processos de sinalizacdo que envolvem
invaginacdes da membrana plasmatica formacdo de corpos multivesiculares
citoplasmaticos, absorcdo de moléculas, cascatas de sinalizacdo que levam a separacdo
desses corpos em lisossomos e exossomos e posterior liberacdo via exocitose (Colombo,
Raposo & Théry. 2014). Sua absor¢do nas células de destino se da por fusdo a proteinas de
membrana, especificas ou inespecificas e endocitose. Dentre as vesiculas extracelulares, 0s
exossomos sdo as descritas com uma maior variedade de moléculas em seu interior. Seu
pequeno tamanho garante a esse tipo de vesicula caracteristicas especiais, como a
capacidade de adentrar sitios imunoprotegidos e ultrapassar a barreira hematoencefalica
(Hessvik & Llorente, 2018; Juan & Firthauer, 2018).

As microvesiculas possuem escala micrometrica variando de 200 — 1000 nm,
classificacdo também ainda em debate. Sua génese se da por processos de brotamento de
membrana, atraves de vias de sinalizacdo que levam a formacdo de evaginacGes na

superficie da célula e carregam as proteinas de membrana proximas localizadas na
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membrana plasmatica (Colombo, Raposo & Théry, 2014). Metabdlitos proximos também
podem ser carregados nesse processo. Sao descritas com um elevado nimero de moléculas
em seu interior, no entanto, com uma menor variedade que 0s exossomos. Por outro lado,
por constituirem brotamentos de membrana, possuem uma gama muito maior de receptores
de superficie (Juan & Firthauer, 2018).

Os corpos apoptoticos sdo resultado de processos de morte celular. Seu tamanho
é considerado superior aos 1000 nm. Apesar de serem resultado de processos de morte
celular, os corpos apoptdticos carregam dentro de si muitas informacdes capazes de alterar
0 metabolismo de células vizinhas. Seu conteudo é variado e podem possuir fragmentos do
nacleo, ricos em cromatina ou citoplasma, rico em organelas, com contetdo podendo ser
controlado pela célula em morte, de maneira organizada (Szatanek et al., 2017). Essa
diferenciacdo de conteudo divide os corpos apoptéticos em citoplasmaticos ou nucleares.
Por serem produtos de metabolismo de morte celular via apoptose, muitas vezes 0s corpos
maiores se dividem em pequenas vesiculas menores, chamadas de microparticulas
apoptoticas ou bolhas apoptéticas. Nesse caso, 0S corpos apoptoticos passam a existir na
faixa de tamanhos que compreende exossomos e microvesiculas, variando de 50 — 5000
nm. Contudo sua génese relacionada a morte celular faz com que essas vesiculas nédo
possam ser agrupadas com as demais, pois possuem propriedades de sinalizacdo diferentes
(Hauser, Wang & Didenko, 2017).

1.2.1 [Exossomos e cancer de pancreas

Nos ultimos anos o0s exossomos tem ganhado foco pela sua comprovada
participacdo em processos patoldgicos, bem como pela sua estrutura e biogénese com
objetivos em pesquisa aplicada (El Andaloussi et al., 2013; Maas, Breakefield & Weaver,
2017; Castro-Marrero et al., 2018).

Por participarem de processos de sinalizacdo intercelular, os exossomos tém sido
descritos contendo um variado ndmero de moléculas, nos mais diversos tipos de
patologias, desde doencas neurodegenerativas, infecciosas, autoimunes, cancer, entre
outras (Pomatto et al., 2017; Yang et al., 2018; Caruso Bavisotto et al., 2019; Stahl et al.,
2019).
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Seu papel em tumores é crucial, desde o momento do estabelecimento das
neoplasias, formacdo, crescimento, estabelecimento do microambiente e até a resisténcia a
tratamentos (Robinson et al., 2016; Richards et al., 2017; Massoumi et al., 2019). As
células mutadas que dao origem a tumores se utilizam desse mecanismo de comunicacao
intercelular para recrutar células que ndo participam do processo tumoral, bem como para
afetar o funcionamento do sistema imune e modular as células vizinhas a fim de criar um
ambiente favordvel ao crescimento do tumor. Além disso, muitos s80 0s casos de
resisténcia tumoral a drogas utilizadas em tratamentos quimioterapicos com comprovada
participacdo exossomal (Jin, Wu & Tan, 2016; Wei et al., 2017; Fan et al., 2018; Qiu et
al., 2018; Yan, Fu & Ming, 2018). Alguns trabalhos demonstram inclusive papel principal
de exossomos na infiltracdo tumoral e estabelecimento de metastases (Becker et al., 2016).
Assim como 0S ex0ssomos Sdo agentes em todos esses processos, investiga-se também a
possibilidade de os mesmos funcionarem como biomarcadores, tanto para o
acompanhamento tumoral quanto para diagndstico precoce, uma vez que carregam
moléculas especificas das células de origem e seu conteudo é heterogéneo, altamente
dependente do momento metabolico da célula (Nuzhat et al., 2017; Tai et al., 2018).

No caso especifico de tumores pancreéticos, existem uma série de trabalhos que
demonstram a participacdo de exossomos derivados de ADPs em piores desfechos
tumorais (Charrier et al., 2014; Zhou et al., 2014; Masamune et al., 2018). A principal
participacdo dos exossomos se da na formacdo de um nicho pré-metastatico, onde 0s
exossomos derivados do tumor assumem um papel de mensageiros iniciais do
estabelecimento de metéstases. Sua funcgdo € regular o ambiente no qual a metastase sera
inserida, criando um suporte tecidual e preparando as futuras células vizinhas da metastase
para o seu estabelecimento (Costa-Silva et al., 2015; Yan, Fu & Ming, 2018). Um segundo
papel desempenhado pelos exossomos esta relacionado a subita perda de peso recorrente
em pacientes com tumores pancreaticos avancados. Artigos demonstram que alguns
exossomoas pancredticos contém adrenomedulina, molécula que afeta a produgdo de
insulina via inibicdo das células beta pancreaticas e promove lipolise do tecido adiposo
associado (Jin, Wu & Tan, 2016; Nuzhat et al., 2017).

Muitos pacientes de adenocarcinoma pancreatico também apresentam uma alta taxa
de quimioresisténcia tanto para a terapia adjuvante com gemcitabina quanto para a droga

como forma de tratamento principal. Relatos de miRNAs associados a resisténcia a drogas
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em exossomos derivados de ADPs sdo comuns (Wei et al., 2017; Fan et al., 2018; Qiu et
al., 2018). Além disso, tais exossomos podem ser utilizados como sinalizadores para
células que suportam o ambiente tumoral, como os fibroblastos associados ao cancer
(CAFs do inglés, cancer-associated fibroblasts) (Jin, Wu & Tan, 2016).

Sabe-se que os exossomos possuem papel crucial desde o momento inicial da
formacéo tumoral, além de carregarem informac6es sobre as células tumorais durante toda
a existéncia e manutencdo do tumor (Jin, Wu & Tan, 2016). Além disso, muitos trabalhos
determinam que tumores alteram o conteudo dessas vesiculas em resposta direta ao
estresse quimioterapico, podendo levar & quimioresisténcia tumoral (Zhou et al., 2014;
Becker et al., 2016; Batista & Melo, 2019). Entretanto, para ADP, faltam trabalhos que
explorem a biologia bésica de resposta das células em um primeiro contato com
gemcitabina e os efeitos iniciais dessa interagdo, no campo da comunicacdo intercelular
através de vesiculas. Explorar tal campo pode revelar mecanismos pelos quais a resisténcia
tumoral se estabelece, bem como aspectos basicos do metabolismo secretorio de ADP. Tais
observacGes podem auxiliar em ferramentas de diagndstico precoce, monitoramento e
manejo dos pacientes e ajudar a superar assim 0s principais problemas envolvidos no

cancer de pancreas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta celular e a secregdo de exossomos da linhagem celular de

adenocarcinoma ductal pancreatico PANC-1 exposta ao quimioterapico gemcitabina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Estabelecer uma curva dose-resposta a gemcitabina;

B) Auvaliar efeitos celulares em resposta a droga;

C) Determinar a expressédo de marcadores de exossomos em resposta ao tratamento
com diferentes doses de gemcitabina;

D) Isolar vesiculas extracelulares secretadas por células PANC-1 na presenca e
auséncia da droga;

E) Caracterizar as vesiculas isoladas quanto ao tipo, de acordo com o tamanho e a
biogénese.
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Abstract

Background: Although not a common tumor, pancreatic cancer is one of the most lethal

cancers. Unnoticed by its silencing progression, patitens seeks treatment in advanced stages,
making surgical ressection impossible. Gemcitabine is the second option. Chemoresistance is well
reported in these cases. Unfortunately, cell communication processes are not fully investigated, and
could be the mechanism to resistance. In cell communication literature, exosomes are the main

vesicles explored.
Methods: To investigate exosomes release PANC-1cells were treated with different gemcitabine

dosis for 24 hours. Cellular effects were analyzed. Vesicles at supernatant were collected from
treated and untreated cells, through ultracentrifugation. Vesicles were characterized using

transmission electron microscopy and dynamic light scattering.
Results: The treated cells showed a morphology change, but not apoptotic or necrotic death,

neither autophagic metabolism. Exosomes markers showed decrease and 10 uM was the chosen
dose for investigation. Vesicles were confirmed as exosomes. After gemcitabine exposure,

exosomes released by cells appear to be distinct in shape and size.
Conclusions: Gemcitabine alters cell morphology but did not induce cell death phenotype after

24 hours. Exosomes markers change in response to gemcitabine. The realeased exosomes showed
changes after drug exposure, implying a possible response to gemcitabine. Exosomes content and

cellular effect remains to be explored.

Introduction

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) originates in the ductal pancreatic epithelium
and represents about 90% of the pancreatic cancer disease cases *. Although PDAC is not among
the most common cancer types, it is listed as the seventh cause of deaths related to cancer
worldwide *. As PDAC shows non-specific symptoms, most patients present the disease in a very
advanced stage at the moment of diagnosis, with high metastatic potential. Thus, early diagnosis
remains the major barrier for PDAC treatment **. Surgical resection is not possible in advanced
disease stages. So, for these patients chemotherapy is the main treatment option *.

In pancreatic cancer, chemotherapy is based mainly on gemcitabine (GEM) °. In the last
decade, some combined treatments displayed advances, but the current protocols still rely on cycles
of GEM ®"®, GEM is a nucleotide analog, working molecularly through masked chain termination

mechanism °. This means that the molecule works as a usual nucleotide and is incorporated at the
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new DNA strands in the moment of cell replication. As GEM is incorporated at the new DNA
strand, it permits the addition of one more nucleotide and then the replication process ceases
through steric inhibition. DNA polymerase exonuclease 5°-3” activity is repressed by the nucleotide
added correctly after GEM. GEM also works via secondary mechanisms that interfer with
nucleotide processing and pool, grating its addition at the DNA replication *°.

Exposure of tumor cells to low drug doses and non-lethal treatment periods cause change in
cell metabolism and molecular mechanisms, that could induce morphological and physiological
anomalies *?*3, Sublethal doses and not correct treatment periods can cause the emergence of
drug resistance fenomena and alter cell processes, changing signaling pathways in reponse to this
stimuli. In PDAC, sublethal doses of chemotherapeutic drugs are a concerning topic, as pancreas
physical architecture do not enable full penetrance and spreading of molecules, keeping different
organ areas exposed to disparate drug doses for variating times ** ***°. Pancreas is very dense in
cells and a low vascularizated and enervated organ ®’. Besides, very dense solid tumors also show
low vascularization and not attainable inside structures. So, chemotherapy delivered through
circulatory system, can not reach pancreatic tumors in an homogenous way, creating sub dosage
areas in the organ, triggering different molecular responses in the cells exposed. Resistance and
non-response to treatment is well documented in PDAC literature and could be a result of these and

other combined factors *&*.

There are many examples of chemotherapic resistence for almost all types of cancers in
literature *#1*?%?! Recent evidences suggest that cell communication has an important role in these
fenomena, notably the extracelular vesicles pathways **%. Extracelular vesicles are responsible for
a diversity of cell to cell signalling purposes, that appears to be altered not only in cancer but in
other pathologies 2*. These double layer lipidic vesicles are classified by its origin and size.
Exosomes (EXOs), the vesicles ranging from 40 — 100 nm and formed from multivesicular bodies,
have been associated with many tumorigenic process %%, EXOs have high penetrance capability,
trespassing even the blood-brain barrier, and the wide range of molecules they are able to transport
due to its origin are described as capable of cell and extracellular matrix altering through DNAS,
RNAs and protein delivery 2",

For PDAC, the interplay between cell to cell communication through extracellular vesicles
and chemotherapeutic response have been recently explored. Some research demonstrated the
presence of miRNAs associated with chemoresistance in the vesicles secreted by chemotherapy
treated cells 2. As exosomes are related not only to chemoresistance but also with hyperplasia
iniciation, evolution and outcomes ?>?3 further research is needed to clarify their role in PDAC
tumor development. Few works focus on PDAC cells response to GEM treatment at EXOs level,

after a non-lethal chemotherapeutic regime applied, which could be the first step at
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chemoresistance establishment in pancreatic cancer. Investigating exosome secretion after GEM
treatment in PDAC cells could provide useful information not only about drug resistance but also

to improve early diagnosis, two major barriers in pancreatic cancer handling.

Methods

Cell culture - The PANC-1 cell line (Banco de Células do Rio de Janeiro - BR) was cultured at
Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) low glucose media (Thermo Fisher Scientific - US)
with 10% fetal bovine serum (FBS) supplementation and penicillin and streptomycin (PS) 1%
(Thermo Fisher Scientific). The cultures were subcultured every time they reach 80% confluence.

Gemcitabine treatment — PANC-1 cells were plated at 5.5 x 10* célls/mL at 24-well plates (Greiner
Bio-one International - AT) and maintained in DMEM media FBS 10%, PS 1% for 24 h. Then,
cells were whased with PBS 1X and DMEM media containing different GEM doses (1, 10 and 30
UM) or vehicle (water) was added to the cells. After 24 h, cells were collected and tested for
necrosis, autophagy and apoptosis. The treatment doses and times used in this work were based on
studies performed by Awasthi et al., 2013* and Yong-Xian et al., 2013%.

Apoptosis assay — Apoptosis and necrosis were evaluated using Annexin V apoptosis kit (Santa
Cruz Biotechnology - US) as manufacturer’s instructions and analyzed by flow cytometry (Attune

Cell Cytometer - Applied Biosciences - US).

Autophagy — Autophagy was evaluated by flow cytometry using acridine orange (1 pg/mL) added
as a stain after cells collection and incubation for 15 min. Autophagy was also monitored by
western blot using LC3-11 antibody (Abcam - UK).

Conditionated Media - To vesicles isolation, cells (5.5 x 10* cells/mL) were plated at T75 culture
flasks. After 24 h, the media were substituted by DMEM FBS 10% with 10 UM gemcitabine
(Sigma-Aldrich - US) or vehicle. After 24 h, cells were washed with PBS 1X and cultured with
DMEM, without FBS supplementation, for additional 24 h. Then culture supernatant was collected,
labeled as condiotionated media (CM) and submitted to vesicle isolation or stored at 4 °C for 1

week maximum.
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Exosome lIsolation — The exosomes released by GEM treated and untreated cells were isolated from
CM by sequential centrifugation and ultracentrifugation as described by Colombo et al., 20147,
with some modifications. Briefly, CM was submitted to sequentially centrifugation at 1 200 x g 10
min, 3 000 x g 20 min and 10 000 x g 30 min to remove cell debris, cells, and large vesicles,
respectively. The resultant supernatants were filtered at 0.22 pm filter unit (Termo Fisher
Scientific), eliminating vesicles larger than 220 nm. These CMs were subjected to
ultracentrifugation (Beckman Coulter - US) for 2 h at 100 000 x g, 4 °C to exosome sedimentation.
The recovered pellet was washed with PBS 1X and submitted to a new round of 2 h
ultracentrifugation at 100 000 x g, 4 °C. After, the pellet was ressuspended in PBS 1X and stored at
-20 °C to the following experiments. Protein concentration assessed by Bio-Rad protein assay (Bio-
Rad — US), using Bradford method as manufacturer instructions, was used as an indirect tool to
measure vesicles concentration. The total protein obtained from each extraction was divided by the
input CM at the beginning of isolation process and yield was expressed as the mean of all

extractions performed (n=2).

Western Blot analysis — The cells treated with GEM as described before (1, 10 and 30 uM GEM),
were lysed using cell lysis buffer (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1mM, SDS 0,1% (v/v),
Triton X100 1% (v/v), Sodium Deoxycholate 1% (m/v), Proteases inhibitor mix 1% (v/v) and
phenylmethylsulfonyl fluoride 1% (v/v) — Sigma — Aldrich). Protein concentration was assessed
using Bradford method by Bio-Rad protein assay. Twenty micrograms of protein from each cellular
extract were resolved at a 12% SDS-PAGE and electrotransfered to polyvinylidene fluoride
(PVDF) membranes. Membranes were blocked overnight at 4 °C, and incubated overnight with
primary antibodies (1:1 000 v/v in TBS 1X) at 4 °C. Secondary antibody incubation was conducted
for 2 h at 4 °C and revelation was made using ECL Immobilon Western Chemiluminescent HRP
Substrate ( Merck — Millipore — DE) at Imagequant LAS500 equipment (GE healthcare — US)
using PVDF membranes stained with Comassie G-250 (Sigma-Aldrich) as protein load control.
Primary and secondary antibodies were provided from CST - Exosomal Marker Antibody Sampler
Kit (Cell signaling — US) for exosomes markers CD54 and CD9 and anti-LC3B rabbit (Abcam —
UK) and anti-rabbit 1Gg, HRP linked (Cell signaling) for autophagy evaluation.

Transmission Electron Microscopy (TEM) — Fifteen microliters from isolated vesicles were set
over a carbon/copper grid, fixated with paraformaldehyde 2% (Sigma — Aldrich - US), contrasted
with uranyl acetate 1% (Sigma — Aldrich - US) and stored over silica beads for at least 1 day before
analysis. Micrographs were generated at MET JEM 1 200 ExII equipment at Centro de Microscopia
e Microanalise (CMM — UFRGS).
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Dynamic Light Scattering (DLS) Analysis — Mean size of vesicles in samples was determined by
DLS method in zeta sizer equipment (Zeta Sizer nano — Malvern - UK) at Faculdade de Farmécia
(UFRGS). Analysis were performed by dilluting vesicle samples 1/1 000 (v/v) in MilliQ water.

Results

GEM effects on PANC-1 cells

We treated PANCL1 cells with different doses of GEM in order to evaluate drug effects on
morphology, death and autophagic metabolism. We chose a short incubation time seeking a
treatment that did not interfere in the vesicles release, as it is known that highly apoptotic and
necrotic cells have little secretory phenotypes and the autophagic metabolism impairs vesicles
formation.

As denoted in Fig. 1a to d, microscopic analysis revealed that after 24 h treatment with 1,
10 and 30 uM GEM, PANC-1 cells presented significant morphological changes. Compared to
vehicle treated cells, GEM treated cells became misshapen and showed a detached morphology,
evidencing that GEM has a clear effect over PANC-1 cell line morphology, at all tested conditions.
To confirm the observed morphological changes, flow cytometry analyses were performed as
illustrated by Fig. 1 e. Changes in FSC parameter were detected after GEM treatment for all tested
drug concentrations, indicanting cell size alteration. Vehicle treated cells are about half of the size
of GEM treated cells and no statistical difference in cell size between GEM tested doses was
observed.

Cell death analysis for PANC-1 cells treated over 24 h with 1, 10 and 30 pM GEM
indicates that necrosis and apoptosis were not induced in these conditions (Fig. 1 f). GEM treated
cells showed no statistical difference compared to vehicle treated cells for necrosis and apoptosis,

suggesting that our doses and drug incubation time were not sufficient to induce cell death.
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Figure 1: GEM effects on PANC-1 cells. Microscopy images obtained from cells after 24 h of treatment
with a) vehicle or gemcitabine at b) 1 uM (G1), ¢) 10 uM (G10) and d) 30 uM (G30). Scale bars
represents 200 um. €) Graphic quantification of FSC flow cytometry parameter (size) from PANC-1
cells. Anova test was performed at GraphPad prism 8 software, with Dunnet multiple comparisons test as
non-parametric analysis. * indicates p < 0,05, and ** indicates p < 0,01. Bars represent standard
deviation. f) Apoptosis and necrosis measured by flow cytometry via annexin and propidium iodide
fluorescence, respectively. No statistical difference was obtained at Anova test, for any treatment. Bars
represent standard deviation. At all results data from 2 (n=2) independent experiments.
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GEM do not alter autophagy

GEM effects on cellular autophagy were evaluated for PANC-1 treated with 1, 10 and 30
UM of drug for 24 h.Flow cytometry analyses using acridine orange (Fig. 2 a) indicated that there
were no significant levels of autophagy in cells treated with GEM compared to vehicle treated
cells. To further investigate autophagy fenomena, Western blot analysis of LC3II protein, related to
autophagic flux, was performed (Fig. 2 b). There was little difference in the abundance of LC3lI
protein between vehicle and GEM treated cells in 24 h. Besides that, no difference between GEM
concentrations could be detected. These results indicated low autophagic flux in PANC-1 cells, and

little or no significant change in this status after GEM treatment.
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Figure 2: GEM treatment does not alter autophagy status. a) Autophagy measured via acridine
orange fluorescence turnover ratio. Graphic representation of flow cytometry experiments after 24 h drug
treatment. C = control, vehicle treated cells; GEM treated cells at G1 = 1 uM, G10 = 10 uM and G30 =
30 uM. Anova test performed at Graphpad prism 8 software showed no statistic difference between the
groups. Bars represent standard deviation. Data from 2 independent experiments (n=2). b) Western blot
analysis of autophagy-related protein LC3-11, after 24 h GEM treatment. Numbers underlaying results are
ImageJ software pixels quantification. LC = load control (protein), C = vehicle treated cells or, GEM
treated cells at G1 =1 uM, G10 =10 pM and G30 =30 pM.

Altered expression of EXO markers in GEM treated cells

We evaluated changes in EXO markers CD9 and CD54 in different concentrations of GEM
PANC-1 treated cells, for 24 h, at cellular expression levels. We could observe a decrease in CD9
and CD54 protein abundance as a response to GEM treatment by Western Blot (Fig. 3). The GEM
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dose of 10 puM showed the same level of reduction in the expression of both markers, while 1 and

30 UM doses displayed more variable results, compared to vehicle treated cells. Therefore, by this

and previous results, 10 uM dose of GEM by 24h, was chosen as the treatment regime for the

subsequent experiments of exosome isolation.

Figure 3: GEM induces changes in cellular abundance of EXO markers. Western Blot analysis of
cellular extracts after 24 h GEM treatments. Numbers underlying results are ImageJ software pixels
quantification. LC = load control (protein). C = control, vehicle treated. GEM at G1 = 1 uM, G10 = 10

C Gl G10 G30

- CD9
1,00 0.81 0.77 0.84

- - CD54
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puM and G30 =30 pM.

wew ol W L

Exosome Isolation and Characterization

After treating PANC-1 cells with 10 uM of GEM or vehicle for 24 h, the both resulting 24

h of culture conditioned media was collected, filtered and extracellular vesicles isolated through

ultracentrifugation. The vesicle yield was assessed by indirect quantification using Bradford assay.

Vesicles isolated from vehicle treated cells yielded 0,16 pg/mL of protein while vesicles isolated

from 10 uM GEM treated cells yielded 0,225 pg/mL of protein. Although no statistical difference

was observed by t student test between GEM treated or vehicle treated cells, vesicle protein

recovery was 40% higher for cells exposed to the drug (Table 1).

Table 1: Size and concentration of vesicles released by PANC1 cells treated with vehicle or GEM. Raw data
obtained from DLS experiments (expressed by mean +/- standard deviation) and indirect vesicle quatification
trough protein concetration measurement by Bradford assay (mean total protein obtained after vesicle isolation,
corrected by CM volume produced). (n=2).

Vehicle
vesicles

10 uM GEM
vesicles

Average size (nm)

94187 +/' 61235

68,06 +/- 0

Protein recovery (pug/mL of cultured media)

0,16

0,23
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TEM analyses revealed that vesicles obtained from vehicle and 10 uM GEM treated cells

have sizes compatible with EXO scale (40 — 100 nm) (Fig.4 a to d). Comparing exosomes obtained

from control (Fig. 4 a and c¢) and GEM treated cells (Fig. 4 b and d), we could notice some
particular differences. EXOs obtained from PANC-1 cells treated with 10 uM GEM look smaller

and very spherical shaped. Also, they are more abundant at all fields analysed. On the other hand,

EXOs obtained from vehicle treated cells look bigger in size, a good portion of it showed more

non-spherical shapes and tend to be more aggregated in all microscopic fields analysed.
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Figure 4: GEM treatment alters EXO structure and size. Electromicrography of vesicles obtained
from PANC1 cells treated with vehicle (a and c¢) or 10 uM of GEM (b and d) for 24 h. a) and b)
magnification 300,000x. Scale bar represents 100 nm. ¢) and d) magnification 500,000x. Scale bars
represents 50 nm. Red arrows indicate EXO structures, blue arrows indicate aggregation areas ang gvhite
arrows show very small structures at the equipment limit of detection, found only in GEM treated fields.
Figures are representatives of 2 independent TEM preparations. DLS graphic reports for EXO isolated
from e) vehicle and f) GEM treated cells indicating mean size change.
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DLS experiments (Fig 4 e and f; Table 1) demonstrated that GEM affects EXO size.
Vehicle treated cells isolated EXOs presented a mean diameter of 94.87 nm, whereas EXOs from10
UM GEM treated cells showed a mean diameter of 68,06 nm. Overall, our results indicated that
GEM treatment affect EXO release, size and structure, impacting cell communication processes as
a result of non-lethal GEM exposure.

Discussion

As PDAC shows a high mortality rate worldwide its necessary to further investigate the
cell biology and molecular mechanisms to understand particulars in its behavior and also to dispose
of strategies for early diagnosis and advanced disease treatments *’. The very advanced stage in
what patients seek treatment is responsible for high mortality rates and could explain the reasons
for so many chemoresistant cases documented *#?*%_ A new approach in cell communication
could elucidate the aggressive phenotype of PDAC and the strong resistance of that tumor cells
demonstrate to GEM treatment.

GEM is the main chemotherapeutic alternative for PDAC treatment, but there is a lack of
information on cellular effects and response to this drug, specially in terms of cell communication.
Also the supporting literature is often confused and low established. As dennoted in the present
work, 24 h treatment with different doses of GEM is not sufficient to induce cell death in PANC-1
cells, but it is able to cause morphological alteration in the treated cells. The literature also
corroborates with these data, as cited by Awasthi et al. (2013)*?, Yong-Xian et al. (2016)* and Zhu
et al. (2018)*. The killing effect observed in these works was reached only after longer periods
treatments (48 — 72h), or higher GEM concentrations (100 uM). This chareteristc behavior could
be described by the fact that GEM needs more than just a few cell cicles to produce significant
effects, what could be explained by its mechanism of action. GEM takes time to decrease common
dNTPs and make GEM itself a great part of nucleotide pool by its accessory mechanisms,
interfering with cell replication **°. However, to our main purpose, that was to elucidate effects of
the drug over cell to cell communication processes mediated by EXOs, this might be a beneficial
phenomenon. If GEM had an fast killing effect, cells would prepare to cell death and probably no
extracellular vesicles could be realesed. In addition, our supernatant samples would be
contaminated by cell debries and fragments, which would turn the EXO purification process more
difficult. Moreover, if cells respond to GEM by entering in an autophagic metabolism, vesicles
would not be produced, as membranes would be realocated to autophagy ***’. Cell reaction to
GEM exposure drug metabolism until the effective cell death, remains unknown. We suggest that

PANC-1 cells could react to GEM exposure by entering in a very secretory phenotype, that could
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contribute to further chemoresistance and its vesicles could be delivering molecules that could
improve its ability to keep GEM low cytotoxic®.

During GEM treatment we observed changes in cellular abundance of EXO markers in
PANC-1 cells **%. We expected that EXO markers decrease its concentration in cellular extracts
upon GEM exposure, since the drug could be inducing a secretory phenotype and EXOs would
need to be produced and released from the cell. In fact, we observed this behavior for all GEM
tested doses, however there were differences in CD9 and CD54 expression depending on drug
concentration. As both markers showed the same amount of decrease in 10 uM treatment, and a
pronounced decrease in CD54 for 1 and 30 uM treatments, molecular responses to GEM not
involved with EXO production and release pathways for these last two treatments could interfer in
the further analyses. CD54 is an adhesion involved molecule *, so responses to GEM could be
altering cell adhesion and interfer with secretory pathways. Also, such low production of CD54
could indicate no EXO producing behavior.

Overall all these observations supported by dose-response studies on literature 333%
showed that 10 pM GEM treatment for 24 h is the best choice to investigate drug effect on EXO
production. Summarizing, no dose presented cell death related phenotype in our study, all
concentrations induced morphology change in response to GEM, no autophagic metabolism could
be detected and EXO markers vary equally at 10 uM treatment. And also the literature describes
this concentration as 1Cs, at longer treatment periods.

Applying the estabelished treatment of 10 uM GEM for 24 h, we have isolated and
characterized the extracellular vesicles released by PANC1 cells. Our vesicle characterization
revealed some interesting aspects of EXO released in response to GEM. First, the sizes obtained in
all analysis are around 100 nm, corresponding to exosomes size range, confirmed by TEM and
DLS techniques. Also, the shape of vesicles revealed by TEM and the characteristic spherical
morphology (Fig. 2) are corresponding to exosomes portrayal by the literature **. Exosomes were
previously described as carriers of molecules responsible for worst prognosis and metastatic

formation in pancreatic cancer #3444 So,

it is not surprising that cell response to GEM could be
affecting extracelular communication pathways. As revealed by TEM and DLS, GEM affects
exosomes shape and size, reducing the vesicles size and making them less aggregated as compared
to EXO isolated from vehicle treated cells. PANC-1 cells appears to be more secretory in response
to the drug, result also supported by the indirect EXO quantification through protein concentration
measurement that showed an increase after GEM treatment.In addition, these cells are already
described as high secretory 7 However, the cargo of these exosomes remains unknown, and needs

to be explored.
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The characterization of cellular response to chemotherapeutic treatment is crucial for
understanding cell behavior and could help to elucidate better ways to treat patients and improve
life quality and expectancy in the field of cancer research. Especially in the context of pancreatic
cancer, more studies are necessary to reveal cells reponse to GEM, as they could expand the
knowledge about this disease and reveal mechanisms that could be used as tools to overcome
treatment barriers in PDAC. Our study unveils a cellular response newly reported to PANC-1 cell
line, and for our knowledge, to pancreatic cancer in general, which comprise changes in EXO
biology as response to GEM treatment. As EXO physically changes in response to GEM, we
expect to anlyse the cargo content of these vesicles, to understand which metabolic signals follow
these changes. We hope this could lead to better understanding of pancreatic cancer processes and
could help to elucidate what are the first cellular responses to drug contact that could lead to

chemoresistant phenotype.
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Supplementary Figure 1: Flow cytometry reports from Annexin V/Propidium iodide and
Acridine Orange experiments. Annexin V/Propidium iodide results for a) vehicle treated cells
(C), GEM treated cells at b) 1 uM (G1), ¢) 10 uM (G10) and d) 30 uM (G30). All parameters were
set based at annexin only and propidium iodine only controls. Acridine orange results for e) vehicle
treated cells (C), GEM treated cells at f) 1 uM (G1), g) 10 uM (G10) and h) 30 uM (G30). All
parameters were set based at vehicle autophagy range control. Color boxes at side of figures
indicates cells percentage (%) from total.
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4. DISCUSSAO

EXOs tém demonstrado grande importancia no contexto tumoral, seja na regulacéo
de células associadas ao tumor, no estabelecimento dos nichos tumorais, na metastizagéo,
estabelecimento de resisténcia tumoral e em muitos outros processos (Jin, Wu & Tan,
2016; Nuzhat et al., 2017; Wei et al., 2017; Fan et al., 2018; Qiu et al., 2018; Yan, Fu &
Ming, 2018). No entanto, na area de cancer de pancreas, esse tipo de vesicula extracelular
precisa ser melhor explorado. Muitos trabalhos demonstram seu potencial uso como
ferramenta de diagndstico precoce, 0 que representa um grande avango para o tratamento
da doenca e potencial de cura aos pacientes (EI Andaloussi, 2013; Fogel et al., 2017;
Batista & Melo, 2019). Outros estudos denotam sua participacdo em processos tumorais ja
estdo estabelecidos, regulacdo e sinalizagdo das demais células ndo tumorais e seu
comportamento frente aos tratamentos quimioterapicos (Robinson et al., 2016; Richards et
al., 2017; Batista & Melo, 2019; Massoumi et al., 2019). Contudo, muitas lacunas no
entendimento da biologia celular de PDAC levam ao ndo completo entendimento de sua
evolugdo, resposta a GEM e quimiorresisténcia e consequentemente altos indices de
letalitade e pocas estratégias de acao.

No presente trabalho avaliamos a resposta de células da uma linhagem de ADP,
PANC-1, ao tratamento com o quimioterapico padrdo utilizado no tratamento de tumores
pancreaticos, GEM (Mcguigan et al., 2018). Apesar do pequeno numero de trabalhos na
area, é possivel observar um padrdo de resposta desta linhagem celular a GEM. Como
demonstrado em nossos estudos celulares, apesar de o quimioterapico afetar estrutura e
morfologia celular, é necessario um tempo mais longo que 24 h de contato e efeito de tal
droga, para a observacao de respostas pronunciadas e alteracdes em desfechos celulares
visto que ndo observamos alteracfes no metabolismo de morte via necrose e apoptose e
fluxo autofagico ap6s esse tempo de tratamento. Tal resposta se manteve coerente com a
observada nos estudos de Awasthi et al., (2013), Yong-Xian et al., (2016) e Zhu et al.,
(2018), uma vez que nesses trabalhos, doses similares necessitam de tempos maiores para
atingir o efeito letal (48 — 72h) e se comportam de maneira similar no mesmo tempo
analisado (24 h). Apesar de ndo haver indugdo de morte celular nas primeiras horas de

tratamento, tanto para as doses testadas neste estudo, como para as doses utilizadas na
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literatura, é possivel ver que existem interferéncias profundas no metabolismo celular
causadas por GEM (Song, Baba & Mukaida, 2016; Zhu et al., 2018).

GEM é um analogo de nucleosideo, o qual precisa ser incorporado ao DNA durante
0 processo de replicagdo para produzir efeitos no metabolismo celular. Através do seu
mecanismo de acdo masked chain termination, a droga é incorporada e impede que o ciclo
celular siga seu fluxo normal, impedindo divisbes corretas e aumento na populacdo de
células (De Sousa Cavalcante & Monteiro, 2014). Entranto, na forma como ¢é
comercializada, gemcitabina hidrocloreto, a droga ndo possui efeito direto no metabolismo
celular. A mesma precisa ser absorvida e transportada para o ambiente intracelular através
de transportadores especificos e através da acao de diversas enzimas intracelulares passa a
sua forma nucleotidica trifosfatada, onde pode ser incorporada a fita de DNA nascente.
Além disso, 0s mecanismos acessorios pelos quais GEM age, também necessitam de tempo
para ocorrer. Por exemplo, no seu primeiro contato com o ambiente intracelular, GEM
depois de ser absorvida e modificada, se torna apenas mais um entre 0s demais
nucleotideos a serem incorporados na fita de DNA nascente, fazendo parte do pool de
dNTPs que alimenta a replicacdo, sendo incorporada ao acaso. No entanto, sua agao sobre
a enzima ribonucletideo redutase, responsavel por produzir deoxinucleotideos, inibindo-a
por ligacdo covalente faz com que esse pool de dNTPs se torne cada vez menos diverso,
aumentando a probabilidade de incorpocdes ao acaso de GEM ao DNA nascente e
impulsionando seu efeito (Gesto et al., 2012).

Assim sendo, é esperado que tratamentos curtos, como o de 24 h, ndo possuam
grandes efeitos sobre a quantidade total de células e os possiveis desfechos de morte
celular. No entanto, longos tempos exposicdo a GEM, descritos na literatura como 72 h
para doses proximas as utilizadas neste estudo, levam a efeitos acentuados e danos
irreparéveis ao ciclo celular, causando efeitos pronunciados sobre o nimero total de células
(Awasthi et al., 2013; Yong-Xian et al., 2016; Zhu et al., 2018). O mesmo efeito pode ser
observado em outras linhagens de tumores pancreaticos, como por exemplo em células
Mia PaCa e Colo *7 (Aspe et al., 2014; Patel et al., 2017). A baixa taxa de morte celular
induzida por GEM em tempos curtos de tratamento em PANC-1 ¢é o fato que permite o
estudo de vesiculas extracelulares em tal linhagem e inclusive poderia explicar a
resisténcia adquirida observada no tratamento com GEM (Becker et al., 2016; Tai et al.,

2018) bem como, o motivo pelo qual PANC-1 é uma linhagem descrita como naturalmente
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mais resistente a GEM (Fryer et al.,, 2011). Se nossa andlise fosse realizada em um
momento em que GEM induz altas taxas de apoptose ou necrose (72 h de acordo com a
literatura), as amostras seriam contaminadas com debries, restos celulares e corpos
apoptoticos, o que dificultaria a purificacdo de EXO, bem como apresentariam populagdes
vesiculares escassas, uma vez que as células estariam se preparando para eventos de morte
celular, com seu metabolismo e membranas alocados para esses processos e ndo para fins
de comunicacdo celular. Apesar de ndo possuir efeitos letais pronunciados nas primeiras
horas de tratamento, GEM causa alteracdes consideraveis, afetando a morfologia geral da
célula, como observado em nossos dados, bem como modificando vias de sinalizacdo e
rotas metabodlicas, como descrito na literatura (Yong-Xian et al., 2016; Patel et al., 2017,
Zhu et al., 2018). Esse periodo em que GEM ¢ incorporada e modificada, bem como atua
via seus mecanismos acessorios, € um periodo com alta atividade de comunicacédo célula-
célula, como podemos ver pelo aumento do nimero de exossomos secretados observado
através de TEM e da quantificacdo proteica relativa. Ndo sabemos se esse aumento de
atividade secretoria poderia ser uma resposta celular 8 GEM em uma possivel acdo da
mesma sobre a via de transporte endossomal, ou se seria uma resposta celular de defesa,
com sinalizacdo de suporte ou atencdo as demais células tumorais preparando-as ou
alertando-as sobre um possivel contato com GEM, no entanto, tal fato precisa ser melhor
explorado.

O fenbmeno de autofagia também apresentou uma baixa resposta nas doses de
GEM testadas. Sabe-se que muitos tipos celulares possuem uma resposta autofagica como
forma de defesa a quimioterapia (Li et al., 2017; Sun et al., 2018). A autofagia, assim
como a sinalizacdo por vesiculas extracelulares, € um processo que ocorre através da via
endossomal e utiliza muito das membranas celulares. Recentemente, observou-se que altas
taxas autofagicas rompem as vias de sinalizacdo extracelular através de vesiculas, uma vez
que as membranas celulares estdo sendo direcionadas ao processo de engolfamento de
organelas e se tornam indisponiveis para a formagdo de corpos multivesiculares,
necessarios a producdo de exossomos, por exemplo. Portanto, metabolismos altamente
autofagicos ndo sd@o caracteristicos de celulas altamente secretdrias. Além disso, 0
fendmeno recentemente descoberto e nomeado autofagia secretoria compartilha vias e
membranas com a via endossomal, podendo afetar a disponibilidade de bicamadas para a

formacdo de vesiculas extracelulares, quando exacerbado (Papandreou & Tavernarakis,
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2017; Pleet et al., 2018). Portanto, é esperado que durante as primeiras horas de contato
com GEM, a autofagia esteja ocorrendo em baixos niveis, uma vez que observamos uma
grande quantidade de liberacdo de vesiculas. No entanto, GEM atua sobre as vias
autofagicas, como demonstrado por Zhu et al., (2018) e pelo leve decréscimo da proteina
LC3-11 observado em nossos resultados.

Muitos marcadores exossomais tém sido estabelecidos nos ultimos anos. Por ser o
tipo de vesicula extracelular cuja origem passa pela formacdo de endossomos, corpos
multivesiculares, trafico intracelular, carregamento de moléculas e posterior liberagdo,
varias proteinas fazem parte de sua estrutura e superficie, participando de interacbes com o
citoesqueleto e cascatas de sinalizacdo de transporte. Em especial, varias tetraspaninas
parecem ser muito importantes para a estruturacdo e formacdo dos exossomos, sendo as
proteinas mais abundantes encontradas nessas vesiculas (Heiler, Wang & Zéller, 2016; Lu
et al., 2017). Nossa investigacdo de marcadores exossomais nos lisados de células PANC-1
tratadas com GEM revelou diferentes padrdes dose-dependentes. A tetraspanina CD9 e a
molécula de adesdo CD54, ambas descritas como componentes da membrana exossomal,
apresentaram padrfes de expressdo distintos. Na dose de 10 pM os marcadores parecem
reduzir igualmente os seus niveis de expressdo em resposta a droga, podendo indicar
liberacdo de exossomos. Nas demais doses testasdas, 1 UM e 30 UM, foi observada uma
maior diferenca entre a expressdo dos marcadores, e uma maior diminuicdo de CD54. Tais
resultados poderiam indicar um menor efeito da droga na liberacdo de vesiculas em células
tratadas com 1 uM de GEM e um efeito maior em células tratadas com 30 pM da droga.
No entanto, como tal efeito ndo é acompanhado por igual alteragdo na expressdo de ambos
os marcadores, influéncias de vias externas a de liberacdo exossomal poderiam afetar
experimentos posteriores, bem como, o baixo nivel de expressdo de CD54 nédo
acompanhado por CD9, poderia indicar inibicdo da via de liberacdo de exossomos.

Com base na analise de todos esses fendmenos, a dose de 10 uM foi escolhida para
0s experimentos posteriores uma vez que: tal dose € relatada como o I1Csy para GEM em
varios trabalhos (Awasthi et al., 2013; Yong-Xian et al., 2016; Zhu et al., 2018); durante o
tratamento das células PANC-1 por 24 h, demonstrou possuir efeitos celulares que levam a
alteracdo da morfologia e estrutura das mesmas, sem induzir altas taxas de morte via
necrose e apoptose que acarretariam em uma diminuicdo da producdo de EXO para

andlises posteriores; ndo possui influéncia sobre o metabolismo autofagico, que poderia
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testadas, a Unica que demonstrou igual diminuicdo da expressdo dos marcadores CD54 e
CD9, o que pode indicar producéo e liberacdo de EXO e baixa ou nenhuma influéncia de
vias externas no metabolismo de EXO.

O potencial de exossomos pancreaticos em auxiliar fenotipos tumorais e estabelecer
metastases esta muito bem descrito e fundamentado na literatura (Charrier et al., 2014;
Zhou et al., 2014; Costa-Silva et al., 2015; Masamune et al., 2018). Em todos os trabalhos,
é muito importante a etapa de caracterizagdo vesicular, uma vez que, ainda ndo esta bem
estabelecido quais técnicas sdo primordiais para a identificacdo de um tipo de vesicula e
néo de outra (Mcguigan et al., 2018).

Para o isolamento de EXOs, duas principais metodologias sdo empregadas:
ultracentrifugacéo e precipitacdo (Colombo, Raposo & Théry, 2014; Li et al., 2017). A
ultracentrifugacdo compreende o uso de rotores que permitem submeter as amostras a
aceleracGes muito superiores do que a forca da gravidade. Tais acelaracdes permitem
retirar suspensGes muito pequenas, como 0s EXO das solucGes que as contém. Variagoes
da técnica involvem a utilizacdo de gradientes de viscosidade para isolamento de fracdes
especificas, uso de filtros com diferentes porosidades para eliminacdo de faixas de
vesiculas e aplicacdo de centrifugacGes sequenciais para retirada de fragdes de ndo
interesse. Tais técnicas sao utilizadas principalmente para grandes volumes amostrais, no
entanto, possuem normalmente um baixo rendimento devido a perdas, acoplamento de
processos e baixa capacidade de precipitar as suspensdes através das altas aceleracGes. As
técnicas baseadas em precipitacdo involvem o uso de agentes que permitem a retirada de
particulas da solucdo usando caracteristicas quimicas de solventes e interacdes amostrais.
Muitos Kits comerciais se baseiam no uso dessas técnicas e compreendem diferentes
combinacg0es de solventes e solugfes para tal. Variagdes compreendem o uso de anticorpos
e imunoprecipitacdo para a retirada especifica a partir de alvos definidos pelos anticorpos.
Tais técnicas possuem um alto rendimento, no entanto, sdo menos especificas, uma vez que
as solucdes empregadas muitas vezes permitem a coprecipitacdo de faixas vesiculares de
n&o interesse.

Poucos trabalhos exploram os dados obtidos na caracterizagédo de EXOs, podendo
perder dados importantes e de grande valor cientifico no processo. Em nosso estudo foi

possivel aplicar duas técnicas para a caracterizacdo dos EXOs isolados ap0s o tratamento
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de células da linhagem PANC-1 com GEM 10 uM, por 24 h. A primeira técnica utilizada e
que revelou muitos detalhes sobre os efeitos da droga foi a microscopia eletronica de
transmissdo. Primeiramente, em todas as imagens adquiridas, as vesiculas isoladas se
distribuiram na escala <100 nM, em ambas as condigdes experimentais, 0 que caracteriza
as vesiculas estudadas como EXOs segundo Colombo, Raposo e Théry (2014) e Stahl et
al., (2019).

As imagens de TEM também revelam que o tratamento com GEM parece afetar a
morfologia e estrutura dos EXOs liberados por PANC-1. Os EXOs das células tratadas
apresentaram tamanhos menores, inclusive com estruturas aparecendo no limite de
deteccdo do equipamento. Esses EXOs apresentam forma esférica e formam grandes
aglomerados, no entanto, os mesmos sdo muito menos frequentes que aqueles observados
nos EXOs isolados de células ndo tratadas. Os EXOs liberados pelas células ndo tratadas se
mostraram maiores em tamanho, bem como, frequentemente aparecem nos campos
formando aglomerados. Além disso, em varios campos do grid essas vesiculas eram
estrtuturas ndo esféricas. Em todas as imagens, para ambas condi¢des as estrtuturas
observadas e suas caracteristicas estdo de acordo com a literatura (Mincheva-Nilsson et al.,
2016). Mais experimentos sdo necessarios para determinar se o efeito da droga sobre a
estrutura e morfologia exossomal possui efeitos bioldgicos relevantes e sobre o conteddo
das vesiculas.

A confirmacdo de alteracdo de tamanho dos EXOs causada pelo tratamento com
GEM foi realizada em experimentos de DLS (do inglés “dynamic light scattering”).
Apesar da existéncia de polidispercdo amostral, muito provavelmente causada pelos
aglomerados de vesiculas, a média de tamanhos existente na amostra de vesiculas isoladas
das células ndo tratadas foi de 94,87 nm, enquanto que a média de tamanho das vesiculas
purificadas das células tratadas com GEM foi de 68,06 nm. E possivel verificar que GEM
interfere na estrtuturacdo dos EXOs, ainda a ser determinado se por resposta direta a
ineterferéncia da droga nas vias de endossomos ou uma resposta celular controlada ao
estresse quimioterapico.

O fendtipo secretério de ADP é muito bem caracterizado no que diz respeito a
vesiculas extracelulares, sendo considerado um tumor altamente secretério (Zhao et al.,
2017) bem como a linhagem de ADP PANC-1 (Valenzuela et al., 2015). Nossos resultados
corroboram com estes dados e demonstram que o tratamento com GEM (10 puM 24 h),
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possivelmente aumenta a secrecdo de EXO, uma vez que a quantificacdo indireta via
quantificacdo de protpeinas por método de Bradford indica uma produgdo 40% maior de
vesiculas, rendendo 0,16 ug de proteina para cada mL de meio condicionado para as
células ndo tratadas e 0,225 ug de proteina para cada mL de meio condicionado para as
células tratadas com GEM. O aumento do fenétipo secretorio pode ser uma resposta ao
tratamento. Mais experimentos por metodologias de NTA (nanotracking analysis) séo
necessarios para determinar se 0 aumento da proteina total obtida reflete na quantidade de
EXOs obtida. No entanto, como observado pelas técnicas de microscopia eletrénica, 0s
€X0SSomos parecem ser muito mais abundantes nas células tratadas com GEM.

As duas principais barreiras que levam a alta taxa de mortalidade por ADP sdo o
diagnostico tardio e a resisténcia a drogas elevada dos casos mais avancados da doenca.
Estudos em biologia tumoral basica, como o apresentado neste trabalho, podem levar ao
entendimento mais profundo dos mecanismos da doenga, 0 que pode acarretar em uma
melhora na qualidade de vida dos pacientes, bem como em opcdes de tratamento menos
invasivas e mais eficazes. A literatura sobre comunicacéo celular em ADP ainda é pouco
trabalhada e pode ser a chave para a criagdo de técnicas de diagndstico avancadas e
elucidacdo das ferramentas moleculares que levam a construcdo do fen6tipo de resisténcia
tumoral. Apo6s nossas analises, pudemos determinar que no periodo em que GEM age
sobre a célula, causando alteracdes morfoldgicas e possivelmente metabolicas, porém sem
induzir morte celular, ha indicios do aumento da secrecdo de EXOs. Além disso, a acdo da
droga provocou alteracbes na estrutura e organizacdo dos mesmos, bem como uma
consideravel reducdo no tamanho. E possivel que tal resposta seja acompanhada na
alteracdo das moléculas carregadas por esses EXOs, e uma vez aumentada, seja
responsavel pela transmissdo de sinais de estabelecimento de resisténcia. Investigacoes
posteriores sdo necessarias para determinar o conteldo dessas vesiculas. Nosso trabalho
revela uma resposta até entdo despercebida das células PANC-1 ao tratamento com GEM e

cria base para estudos mais avancados em comunicacao celular tumoral.
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PERSPECTIVAS

- Finalizar a caracterizacdo dos EXOs liberados pelas células PANCL1 tratadas com
GEM, através de NTA e Western Blot;

- Verificar os efeitos bioldgicos das vesiculas isoladas, determinando efeitos de
dose-dependéncia, possiveis efeitos em resisténcia a droga, etc;

- Analisar o contetdo dos EXOs isolados atraves de abordagens proetémicas e
andlise de diferentes tipos de RNAsS;

- Realizar experimentos com as demais doses testadas e determinar se existem
relaces de dose-depedéncia na resposta de PANC-1 a EXOs;

- Determinar se os efeitos de GEM se manifestam de forma aguda ou se mantém
apos o tratamento;

- Realizar as andlises em outras linhagens de ADP e determinar se a resposta é

linhagem especifica.
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