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RESUMO

Osteossarcoma é a neoplasia 6ssea primaria mais comum em cdes, altamente agressivo,
invasivo e com alto potencial metastatico, sendo os machos mais afetados do que as fémeas.
Apesar dos avangos no tratamento, o prognostico continua ruim e os pacientes ndo ultrapassam
dois anos de sobrevida. As disparidades na incidéncia entre os sexos oferecem oportunidades
para investigacdo da biologia tumoral, diagndstico precoce, estratégias terapéuticas e
determinacdo do prognostico. Para tanto, comparou-se a protedmica de tecido ex vivo de
osteossarcomas apendiculares caninos entre os sexos. Foram colhidas amostras de
osteossarcomas de 4 machos e 4 fémeas. O tecido foi cortado em pequenos fragmentos,
acrescido de tampdo RIPA, sonicado e centrifugado para obtencdo do extrato de proteinas
(sobrenadante). A concentracdo de proteinas totais foi mensurada e confirmada por SDS-
PAGE. Entdo a digestdo triptica foi conduzida e a protedmica foi realizada por espectrometria
de massas (Orbitrap LC-MS). Um total de 9 proteinas foram diferencialmente mais abundantes
nos machos (P < 0.05), das quais todas ja foram descritas em um ou mais tipos de cancer com
papel na carcinogénese ou na resposta terapéutica. Este estudo é pioneiro na avaliacdo das
disparidades proteicas entre 0s sex0s no osteossarcoma canino, e amplia o conhecimento sobre
0 tema, podendo servir de base para futuros estudos sobre vias da oncogénese, resisténcia

terapéutica e de marcadores prognosticos.

Palavras-chave: cdo, neoplasia, 0sso, ex vivo, protebmica, disparidade.



ABSTRACT

Osteosarcoma is the most common primary bone cancer in dogs, highly aggressive and
invasive and has a high metastatic potential, being males more affected than females. Despite
advances in treatment, the prognosis of this tumor remains poor, and the survival of patients
does not exceed two years. Incidence and response to treatment disparities between sexes offer
opportunities to investigate tumoral biology, early diagnosis, therapy strategies, and
establishment of prognosis. Thus, we compared the proteomics of ex vivo tissue of canine
appendicular osteosarcoma between sexes. There were sampled osteosarcomas from 4 males
and 4 females. Tissue was fragmented in small pieces, added RIPA buffer, sonicated e
centrifuged to obtain the protein extract (supernatant). Total proteins concentration was
measured and confirmed by SDS-PAGE. Tryptic digestion was conducted and mass
spectrometry for proteomics performed (Orbitrap LC-MS). Nine proteins were diferentially
more abundant in males (P<0.05), of which all have already been reported in one or more types
of neoplasia playing roles in carcinogenesis or therapy responses. This study is the pioneer in
evaluating protein disparities between sexes on canine osteosarcoma. Consequently, it broads
the knowledge about this subject and it can be the basis of further studies to investigate

oncogenesis pathways, therapy resistance, and prognostic biomarkers.

Key-words: dog, neoplasia, ex vivo, bone, proteomics, disparity.
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Revisdo de literatura

Osteossarcoma

Osteossarcoma (OS) é a neoplasia 6ssea primaria mais comum em cées e humanos.*-3
De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), esta neoplasia é classificada em
osteossarcoma central ou medular, 0 mais comum e normalmente mais agressivo; e periférico
ou superficial (parosteal, periosteal e de alto grau), menos comum e agressivo **l

A etiologia tumoral ainda ndo € bem elucidada, porém acredita-se que OS apendicular
em cées pode ser resultado de mutacdes replicativas derivadas do processo normal de divisdo
celular para formacdo de ossos longos, com pouca contribuicdo de fatores hereditarios ou
ambientais.[

Esporadicamente, algumas observacdes sdo citadas como relacionadas ao
desenvolvimento de OS em cées e humanos, como irritacao cronica, reparo tecidual associado
a osteomielite, presenca de fixadores internos, fraturas e infartos 6sseos, radiacédo e doenca de

Paget.[6]
Caracterizacéo e classificacéo

Osteossarcoma € caracterizado pela producdo de matriz osteoide ou 0sso imaturo pelas
células mesenquimais malignas, que frequentemente acompanham &reas de diferenciacao
condroide e/ou fibrosa, além de hemorragia e necrose, caracteristicas estas usadas na
classificagdo em subtipos tumorais (-8l Diferentes subtipos de osteossarcoma podem produzir
lesGes liticas, produtivas ou mistas, as quais demonstram aspectos macroscopicos e
radiograficos variaveis e, portanto, a diferenciacdo definitiva entre os subtipos se da pelo exame

histopatoldgico.[!



Histologicamente, osteossarcomas sdo subdivididos em seis subtipos na medicina
veterinaria, baseados na morfologia celular e tipo de matriz predominante que consistem em:
osteoblastico, condrobléstico, fibroblastico, pouco diferenciado, telangiectésico e rico em
células gigantes.[”® Outros subtipos como o epitelioide e de células pequenas estio presentes
apenas na medicina humana, porém, provavelmente, ocorrem nos animais.”

Ademais da classificacdo, Klein & Siegal (2006)") demonstraram que a maioria dos
osteossarcomas de origem central é de alto grau e os periféricos de baixo grau, utilizando-se de
critérios como atipia celular, contagem de mitoses, necrose tumoral, produgdo de matriz
osteoide e presenca de células gigantes multinucleadas. J& em cées, existem dois sistemas de
graduacéo que, dentre alguns dos fatores, sdo levados em considerac¢ao o pleomorfismo nuclear,
contagem de mitoses, necrose tumoral, quantidade de matriz, células gigantes e invasao
vascular.[*11

A classificacdo e graduacdo histolégica sdo justificaveis, visto que se correlacionam,
por vezes, com o prognostico do paciente. Exemplificado pelo melhor progndstico do subtipo
fibroblastico em comparacio ao telangiectasico, tanto nos humanos quanto em cées.[*>14 Qutro
ponto avaliado é o tempo de sobrevida reduzido, intervalo livre da doenca apds tratamento e
chance de disseminacdo metastatica em cdes com osteossarcoma grau |1l quando comparado
aos graus | e 11.[5-11

Apesar de menos representativa que o exame histopatoldgico, impossibilitando a
classificacdo em subtipos, a citologia constitui outro exame Util para o diagnostico de OS, sendo
definitiva em casos onde h& associacdo aos achados radiograficos e historia clinica, e com
acuracia potencializada quando se utiliza a coloragdo de Fosfatase Alcalina (FA), que evidencia

os osteoblastos em marrom.[15:16]



Epidemiologia e modelo experimental

O cdo representa um bom modelo experimental para OS em humanos, devido a
incidéncia 10-50 vezes maior de OS em cdes e as similaridades entre os comportamentos
bioldgicos tumorais nestas espécies.[t”-1°]

Cées e humanos compartilham varias semelhancas quanto a incidéncia, como por
exemplo a faixa etaria, o porte do individuo, a localizacdo do tumor e sexo; sendo as criangas,
os adolescentes, o0s idosos, os individuos de porte grande, o esqueleto apendicular e os machos
0s mais afetados.[6:18:20]

Outros dados epidemioldgicos das espécies canina e humana reforcam a similaridade
entre estas espécies. Por exemplo, o risco maior de cdes de racas grandes e gigantes
desenvolverem OS e mais precocemente do que portes menores?? equivalente a maior
frequéncia de acometimento em individuos mais altos em humanos 24,

Geralmente, OS acomete cdes de idade média a idosos, com média de sete anos (7-9
anos), e ha, também, uma concentracdo na faixa etaria de 18-24 meses de idade.[®2%24
Entretanto, em humanos, OS é considerado uma doenca de adolescentes, com média de 16 anos
(10-24 anos) e outro pico de incidéncia em idosos acima dos 60 anos.[821 Ademais, ha
predominio de racas como Rottweiler, Sdo Bernardo, Pastor Alemdo, Labrador Retriever,
Golden Retriever, Deerhound, Doberman Pinscher, Boxer, Setter Irlandés e Lébrel Irlandés e
Dogue Alemao.[t324

Os osteossarcomas em cdes possuem maior incidéncia no esqueleto apendicular, trés a
quatro vezes mais frequente (75-80%) do que o axial (20-25%), e os membros anteriores de
1,6-1,8 vezes mais afetados do que os posteriores.[}?°l Ainda, semelhante aos humanos,

osteossarcomas apendiculares em cdes acometem mais machos do que fémeas, porém com
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algumas variaces entre ragas e localizagdo tumoral.[2621 J4 o oposto é apontando para
osteossarcomas axiais em ces, sendo mais frequentes em fémeas.[??

No &mbito da localizacao, a metéfise distal do radio, a metéafise proximal do Umero e a
porcao distal da tibia sdo mais afetadas, com excecBes entre certas ragas e o porte do animal.
Quanto ao osteossarcoma axial, 50% destes acometem a regido da cabeca.l?2l Em humanos, a
metafise e diafise de 0ssos longos representam 80-90% dos locais de maior acometimento, com
25% destes situados na regido proximal do umero.[®24

O reconhecimento das limitacGes e vantagens do uso de cdes como modelo experimental
para essa neoplasia é essencial para estudos comparativos inovadores que irdo maximizar a
compreensdo e potencializar o desenvolvimento de estratégias mais seguras e efetivas na

prevencio e tratamento de OS em cées e humanos.*"]
Exames de imagem

Os achados radiograficos, tanto nos cdes quanto em humanos, sdo basicamente
destruicdo 0ssea, neoformacao dssea, edema de tecidos moles, padrdo “sunburst” e tridngulo de
Codman.®21 Apesar de que em cées, o padrdo amorfo de matriz 6ssea é o mais frequente do
que o padrdo “sunburst”.!

As alteragOes radiograficas acima descritas refletem as manifestagfes clinicas que
variam de acordo com a localizacdo tumoral, tais como claudicacdo nos osteossarcomas
apendiculares!?®l, dor, fraturas patologicas™™? e corrimento nasal sanguinolento, no caso de OS
nasal.?*! Uma vez que OS apresenta evolucdo réapida, a velocidade de progressdo da lesdo
clinica e radiografica pode ser de importante valor diagndstico.PJAinda, vale ressaltar que ha

baixa taxa de deteccdo metastatica no ato diagnostico por radiografia, cerca de 10% em cées e
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8-10% nos humanos e, por esse motivo, o exame de tomografia computadorizada se torna mais

preciso na deteccdo de micrometastases pulmonares, 61721221
Tratamento e prognostico

Os tratamentos combinam métodos de controle locais, como a amputacdo do membro
ou excisdo do tumor com preservacdo do membro e radioterapia, associadas ou ndo a
quimioterapia para controle das metastases.?°]

Os farmacos comumente utilizados em cées sdo a doxorrubicina e carboplatina, os
quais, quando utilizados em conjunto com as técnicas de controle local acima exemplificadas,
melhoram o tempo de sobrevida, entretanto sem diferencas entre si, exceto pelos menores
efeitos adversos da carboplatina.2®!

A sobrevida em cdes varia de menos de um més até oito meses, infrequentemente
chegando a um ou dois anos de sobrevida. 2”281 Os melhores prognésticos ocorrem através de
uso de quimioterapia adjuvante & amputagao ou técnica de preservacgio de membro.?! Enquanto
em humanos, ha 70% de sobrevida até cinco anos no p6s-operatério com quimioterapia e, ainda
assim, 30-40% dos pacientes apresentam recidivas dentro de trés anos apos tratamento.[52 A
taxa de metéstase sem quimioterapia é de 90% dentro de um ano para cées e de 80% em dois
anos para humanos, com metastase para os pulmdes e outros 6érgédos como linfonodo e cérebro,
de forma precoce no curso da doenca.[®! Tanto em c&es quanto nos humanos, quando se detecta
metastase para linfonodo regional o prognéstico é pior.[>?°]

Outros fatores que levam ao progndstico desfavoravel incluem metastase pulmonar,
tamanho tumoral aumentado, localizagcdo tumoral (Umero), porcentagem de necrose, grau
histoldgico e indice mit6tico aumentado.®%?1) Sendo o indice mitdtico o fator mais confiavel

no caso dos critérios histologicos.



12

Em suma, apesar dos avangos no tratamento cirurgico e quimioterapico e melhoria na
sobrevida dos pacientes, o prognéstico de OS continua ruim.?!l Por isso, o comportamento
bioldgico, marcadores relacionados ao prognéstico e o tratamento sdo assunto de varios
trabalhos de revisdo e meta-andlise, 0s quais ressaltam a importancia de se obter mais

informac@es sobre OS, bem como sobre seus biomarcadores.*:31-3
Biomarcadores

Biomarcadores sao caracteristicas que podem ser medidas e avaliadas objetivamente
como um indicador de processos biol6gicos, processos patogénicos ou respostas a tratamentos
(341 podendo auxiliar na previsao do curso da doenca, a especificar as caracteristicas

moleculares do tumor e permitir uma abordagem terapéutica personalizada.l3s! Existem
biomarcadores teciduais, séricos, plasmaticos e do sangue total, que se relacionam ao
diagnostico, sobrevida, intervalo livre da doenca, agressividade tumoral, risco de metastase,
resisténcia a farmacos e, consequentemente, com o progndéstico em cées e humanos. Dentre
estes, a elevada expressdo de Ezrin, superexpressao de metaloproteinases, oncogene MET,
COX2, VEGF, Survivin, ABCB1 (Glicoproteina P), mutacdes no PTEN e TP53, IL-8, IL-
12p40, Células CD8+ e Treg, mRNA EGFR, receptor Notch 2, HES1, mRNA HEYS,
SERPIND1, componente 6 do MHC, células tumorais circulantes, pSmad2 e YAP, niveis de
monacitos e linfocitos, e alguns microRNAs, como 0 miR-233, miR-214, miR-130a-3p, miR-
126, miR-30c-5p, miR-23a-3p, miR-21 e let-7b-5p podem ser destacadas?1:35-37]

Em humanos, acrescenta-se a superexpressao de c-Fos, CXCR4, uPA/uPAR, mutacao
Rb?Y e um grupo de 12 miRNAs capazes de predizer a resposta dos pacientes a
quimioterapia.l!

Disparidades entre sexos no osteossarcoma
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Em humanos, presume-se que as diferencas entre 0s sexos no cancer sejam sejam
relacionadas a horménios sexuais, especialmente o estr6geno®l, uma vez que modulam a
expressdo génica em diferentes canceres.*® Além disso, observaram-se diferengas na resposta
e efeitos colaterais de farmacos anticincer entre os sexos 1941 e nas taxas de incidéncia e

mortalidade.[*4

De acordo com o Italian Cancer Registry (AIRTUM), um em cada dois homens e uma
a cada trés mulheres tem risco médio de desenvolver cancer, ao passo que um em cada trés
homens e uma em cada seis mulheres tem probabilidade média de morrer de cancer.[*3l A causa
deve residir na interacdo complexa entre horménios sexuais, cromossomos sexuais, células
cancerigenas, 0 microambiente tumoral e o sistema imunoldgico.[*! As células das mulheres
demonstraram maior capacidade de superar o estresse celular pela indugdo de mecanismos de
protecdo, como a autofagial*®, e por possuirem mais defesas antioxidantes do que as células

masculinas.!¢!

Para a maioria dos canceres, os homens tem maior risco de desenvolvimento e pior
prognostico do que as mulheres*”). Um dos motivos pelo qual as mulheres tem menor risco de
mortalidade pelo cancer é por possuirem respostas imunes inatas e adaptativas mais fortes
relacionadas a fatores genéticos e epigeneticos, hormonios sexuais (principalmente o
estrdgeno) e fatores psicossociais.[*®l A exemplo, alguns genes com papel crucial na regulacio
da resposta imune, como os que codificam a subunidade gama de receptors de IL-2 , toll like
receptor (TLR)-7, TLR8, CD40L e o forkhead box P3 (FoxP3) estdo localizados no
cromossomo X. No caso dos hormonios sexuais, estes modulam a diferencia¢do, maturacéo,
fungdes efetoras e sobrevida de células imunitarias inatas, incluindo células dendriticas,

neutrofilos, células natural Killer, macrofagos e linfdcitos B e T.[4l
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Nos cdes, apontam-se diversas neoplasias com incidéncia diferente entre 0s sexos, com
maior incidéncia em machos nos fibrossarcomas, hemangiossarcomas, linfomas, melanomas e
carcinoma de células escamosas, e taxas maiores nas fémeas nos adenocarcinomas.*

N&o obstante, um estudo em camundongos identificou diferengas significativas na
expressdo génica entre os sexos em diferentes tecidost®™!, dos quais varias estdo envolvidas em
doencas com susceptibilidade influenciada pelo sexo.?l Em outro modelo de camundongos,
19 proteinas derivadas dos machos e 10 derivadas das fémeas obtiveram expressdo influenciada
pelo sexo na tumorigénese do cancer hepatico.!

Nesse contexto, as disparidades na incidéncia entre os sexos oferecem oportunidades
para pesquisas sobre a etiologia tumoral em diferentes tipos de cancer*”525% e assim como
descritos em alguns tipos de cancer em humanos, podem trazer também informac6es para o
diagndstico precoce, determinacdo do progndstico, escolha terapéutica e previsao da resposta
as terapias.[®*!

Vale ressaltar que a expressao de mRNAs nem sempre se relaciona com a expresséo
proteica de fato. Porém, assim como nos estudos de transcriptdmica, os estudos comparando a

protedmica entre 0s sexos também encontraram diferencas.™
Protedbmica

O proteoma e suas redes de interacdo se correlacionam com as caracteristicas tumorais
de agressividade e resposta aos farmacos®-8l sendo a protedmica usada frequentemente nos
estudos recentes em osteossarcoma, principalmente em culturas celulares, que buscam melhor

compreensdo tumoral tanto no homem quanto em modelos experimentais, a exemplo do

Cé.O.[34’35]
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A protedmica de culturas celulares é um método de estudo empregado em diversas
caracteristicas tumorais anteriormente citadas. Porém, como discutido por Freshney, % as
diferencas entre in vitro e in vivo devem ser compreendidas, principalmente as relacionadas a
farmacocinética, metabolismo e respostas teciduais e isquémicas.

Nosso estudo traz, portanto, percepcbes moleculares sobre as proteinas
diferencialmente expressas entre 0s sexos em tecido ex vivo de osteossarcomas apendiculares
caninos, investigados pela espectrometria de massas. Um assunto inexplorado na literatura, no
conhecimento dos autores, com a finalidade de melhorar a compreenséo da biologia tumoral,
bem como embasar estudos futuros sobre os potenciais biomarcadores e suas implicagdes no

diagndstico, progndstico e intervencgdes terapéuticas no cenario da abordagem personalizada.
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O artigo a seguir foi redigido em conformidade com as normas do periddico cientifico

“Oncology in Veterinary Medicine in Frontiers in Veterinary Science ”

Sex-biased proteins differences in canine appendicular osteosarcomas

Resumo

Osteossarcoma € a neoplasia 6ssea primaria mais comum em cdes, altamente agressivo,
invasivo e com alto potencial metastatico, sendo os machos mais afetados do que as fémeas.
Apesar dos avancos no tratamento, o progndstico continua ruim e os pacientes nao ultrapassam
dois anos de sobrevida. As disparidades na incidéncia entre os sexos oferecem oportunidades
para investigacdo da biologia tumoral, diagndstico precoce, estratégias terapéuticas e
determinacdo do prognoéstico. Para tanto, comparou-se a protedmica de tecido ex vivo de
osteossarcomas apendiculares caninos entre o0s sexos. Foram colhidas amostras de
osteossarcomas de 4 machos e 4 fémeas. O tecido foi cortado em pequenos fragmentos,
acrescido de tampdo RIPA, sonicado e centrifugado para obtencdo do extrato de proteinas
(sobrenadante). A concentracdo de proteinas totais foi mensurada e confirmada por SDS-
PAGE. Entdo a digestdo triptica foi conduzida e a protedmica foi realizada por espectrometria
de massas (Orbitrap LC-MS). Um total de 9 proteinas foram diferencialmente mais abundantes
nos machos (P < 0.05), das quais todas ja foram descritas em um ou mais tipos de cancer com
papel na carcinogénese ou na resposta terapéutica. Este estudo é pioneiro na avaliacdo das
disparidades proteicas entre 0s sexos no osteossarcoma canino, e amplia o conhecimento sobre
0 tema, podendo servir de base para futuros estudos sobre vias da oncogénese, resisténcia
terapéutica e de marcadores progndsticos.

Palavras-chave: cdo, neoplasia, 0sso, ex vivo, protedbmica, disparidade.
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Introducéo

Osteossarcoma (OS) é a neoplasia 6ssea primaria mais comum em cées. 131 E uma
neoplasia altamente agressiva e a sobrevida varia de menos de um més até oito meses,
infrequentemente chegando a um ou dois anos.?"281 Em suma, apesar dos avangos no
tratamento cirdrgico e quimioterapico, o prognéstico de OS continua ruim. !

Esporadicamente, observagdes foram relacionadas ao desenvolvimento de OS em cées
e humanos, como irritacdo crbnica, reparo associado a osteomielite, presenca de fixadores
internos, fraturas e infartos 6sseos, radiacio e doenca de Paget.[®! Todavia, a etiologia tumoral
ainda ndo é bem elucidada e acredita-se que OS apendicular em cdes pode ser resultado de
mutacdes replicativas derivadas do processo normal de divisdo celular para formacao de 0ssos
longos, com pouca contribuicio de fatores hereditarios ou ambientais.™

O OS apendiculares acometem mais 0os machos do que as fémeas, com algumas
variagdes entre racas e localizagdo tumoral.[*2821 Além disso, a proporcao de mortes por OS é
maior nos machos do que nas fémeas, tanto nos intactos quanto nos castrados, entretanto
Acredita-se que a castracao esteja associada a uma taxa de morte por cancer de 10%—13% maior
em ambos 0s sex0s.[

Em humanos, presume-se que as diferencas entre 0s sexos no cancer sejam relacionadas
a hormanios sexuais, especialmente o estrgenol8l, uma vez que modulam a express&o génica
em diferentes canceres.!*¥ Além disso, observaram-se diferencas na resposta e efeitos adversos
de farmacos anticancer entre os sexos“®#!, inclusive nas taxas de incidéncia e mortalidade.254

Nos cdes, apontam-se diversas neoplasias com incidéncia diferente entre 0s sexos, com
maior incidéncia em machos nos fibrossarcomas, hemangiossarcomas, linfomas, melanomas e

carcinoma de células escamosas; e taxas maiores nas fémeas nos adenocarcinomas. %
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Nesse contexto, as disparidades na incidéncia entre os sexos oferecem oportunidades
para pesquisas sobre a etiologia tumoral™’°2%3 e assim como descritos em outros tipos de
cancer em humanos, podem trazer também informacbes para o diagnostico precoce,
determinago do progndstico, escolha da terapia e previsio de resposta as terapias.>4

Nosso estudo traz, portanto, percepcbes moleculares sobre as proteinas
diferencialmente expressas entre 0s sexos em osteossarcomas apendiculares caninos, assunto

inexplorado na literatura disponivel, no conhecimento dos autores.
Material e métodos

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FMVZ
— Unesp - Botucatu - Protocolo 0020/2022.

As amostras foram obtidas a partir de bidpsias de cdes com lesdes 6sseas com suspeita de
osteossarcoma, que chegaram ao Servico de Patologia Veterinaria do Hospital Veterinario da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Unesp - Campus de Botucatu nos anos de
2020 e 2021, juntamente com as informacdes clinicas de cada paciente.

O tecido tumoral a fresco foi dividido em duas amostras teciduais equivalentes, uma para
graduacdo e classificacdo histopatolégica e outra para a realiza¢do da protedmica.

A primeira amostra foi fixada em formalina tamponada neutra a 10% e submetida ao
processamento de rotina utilizado para o diagndstico histopatoldgico, sendo as laminas coradas
com hematoxilina e eosina. Os tumores foram graduados conforme descrito por Kirpensteijn et
al. P e Loukopoulos e Robinson % e classificados com base na classificagdo histopatologica

de tumores Gsseos proposta por Slayter et al. (6%,
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J& a segunda fracdo da amostra foi selecionada evitando-se &reas de necrose visiveis
macroscopicamente e tecidos adjacentes nao tumorais, e congelada em nitrogénio liquido, em
até 30 minutos apds a exérese da neoplasia ou dbito, para extracdo proteica.

Para extracdo das proteinas, as amostras de osteossarcoma foram seccionadas em
fragmentos pequenos com auxilio de lamina de bisturi na placa de Petri, pesadas na balanga
analitica, acrescida de tampdo RIPA contendo inibidores de proteases (150 mmol NaCl, 1%
Triton X-100, 1% deoxicolato de s6dio, 0,1% SDS, 50 mmol TRIS-HCI pH 7,5, 0,8 mmol
EDTA, 1,0 pg/mL aprotinina, 1,0 pg/mL leupeptina e 350 pg/mL PMSF
[phenylmethylsulfonil fluoride]®®, na proporcdo de 100 puL para cada 100 mg de amostra.
Entfo as amostras foram sonicadas segundo Souza et al. ©lutilizando uma probe de 3,0 mm,
20% de amplitude, por 30 segundos em banho de gelo, repetida 10 vezes, com intervalos de 1
minuto entre as séries. Apds a sonicacao, as amostras foram centrifugadas a 10.000xg, 4 °C for
30 minutes. O sobrenadante resultante foi separado e a concentragdo de proteina total foi
mensurada em espectrofotdmetro na absorvancia 280 (NanoDrop 2000, Termo Fisher Scientific
™ Wilmington, Delaware USA). O SDS-PAGE foi conduzido para confirmacdo da quantidade
de proteina mensurada ¢4,

Para espectrometria de massas, 50 pug do extrato proteico foram submetidos a SDS-
PAGE, porém a corrida foi interrompida quando as amostras atingiram o gel de separacéo,
formando uma banda unica. O gel foi corado e cada banda foi recortada em fragmentos de ~1
mm e digeridas, segundo Shevchenko et al. [®* com modificagdes. Os fragmentos de gel foram
descorados em 50% metanol, 2,5% acido acético diluido em agua ultrapura, por 4 vezes. A
seguir, os fragmentos formam desidratados com 100% acetonitrila. As pontes de ligacdo nas

proteinas foram reduzidas com DTT (Bio-Rad® Lagoa Santa, SP, BR) e alquiladas com
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iodoacetamida (Bio-Rad® Santo Amaro, MG, BR). Entéo, a digestdo foi conduzida overnight
com tripsina (20 ng/uL), na proporcao de 1: 50 (tripsina/substrato). A extracdo dos peptideos
no gel foi realizada com 5% acido formico, as amostras foram concentradas a ~1 pL (SPD1010
Integrated SpeedVac ™ Systems, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) e
armazenadas a -80 °C até a espectrometria de massas.

Para a espectrometria de massas, as amostras foram diluidas e a mistura homogeneizada
em agitador de tubos, centrifugada a 1.100 x g, durante 5 minutos. O sobrenadante foi
depositado em tubos de vidro, especificos para analise no espectrémetro de massas e analisado
em duplicata (Orbitrap Q Exactive Mass Spectometer, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA).

Os digestos tripticos foram analisados por UHPLC Dionex Ultimate 3000 RSLCnano
System (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) acoplado a Q Exactive (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). Neste sistema, o controle de fluxo é regulado em
nl/min. As amostras foram ressuspendidas em 100 pl agua LC/MS contendo 0,1% &cido
férmico. A cromatografia se deu em uma fonte PicoChip (Model 1PCH-550; matriz silica 75
pm ReproSil Pur C18 3 um; New Objective, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA) com fluxo continuo de 300 nL/min. Antes da coluna, foi injetado 3 pl da amostra em 2
cm Acclaim PepMap 100 trap (75 um ID, C18 3 um; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA). A fase movel A correspondeu 0,1% acido férmico diluido em agua e a fase B foi
acetonitrila, 0,1% acido formico diluido em agua.

Cada amostra foi separada seguindo um gradiente 2-40% fase movel B por 2 horas,
seguidas por 10 minutos de lavagem da coluna em 80% do tampé&o B e reequilibrio da coluna

por 10 minutos em 2% do mesmo tampdo. Os espectros de massa foram adquiridos em
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espectrometro de massas por DDA (data dependent aquisition) com selecéo de contagem top
30. A busca dos ions precursores foi 350-1.400 m/z a 70.000 de resolu¢do. Uma janela de
isolamento de 1,2 m/z foi selecionada, energia de colisdo de 30 e higher energy collision
induced dissociation (HCD) MS/MS espectros adquiridos em 15.000 de resolugdo. Automatic
gain control (AGC) target de 10° e tempo maximo de injecdo de 50 ms. Considerou-se a
exclusdo de cargas 1 e > 5 e o0 tempo de exclusdo dindmico de 10 segundos.

Os niveis de expressdo relativos entre as amostras foram avaliados com base na
contagem espectral no software PatternLab for Proteomics ®®! com o uso de banco de dados da

base UNIPROT (www.uniprot.org) para espécie em questdo (Canis lupus familiaris) seguindo

protocolo proposto pelos autores do software, e entdo, os dados foram inseridos no programa
KEGG a fim de determinar as vias de correlagéo.

Para a comparacédo dos niveis proteicos entre o0s sexos foi utilizado o teste t com intervalo

de confianca de 95%, pela plataforma MetaboAnalyst 5.0 (metaboanalyst.ca). Além disso, as

proteinas diferencialmente expressas entre os sexos foram listadas por nome e gene codificador.

Resultados

Foram obtidas 8 amostras de osteossarcomas caninos, sendo 4 fémeas e 4 machos (Tabela
1), das quais identificou-se numero variado de proteinas (Tabela 1), sendo 9 com maior

abundancia nos machos em comparacao com as fémeas, quando P < 0,05 (Tabela 2).


http://www.uniprot.org/
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Tabela 1. Informagdes anatomoclinicas.

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8
Idade (anos) 15 9 10 11 45 6 7 15
Peso (kg) 30 34 16,65 43 54 29 22 254
Raca Go'.d en Labrador SRD Labrador Rottweiler Pastor Alemé&o SRD Délmata
Retriever
Sexo Macho Fémea Fémea Macho Macho Fémea Fémea Macho
Esterilizagdo Sim Sim Néo Néo Néo - Sim Néo
o Distal de radio  Distal de radio ~ Distal de radio ~ Proximal de Gmero Proximal de dmero  Proximal de Distal de Diéfise fémur
Localizagdo . . L .
esquerdo esquerdo esquerdo direito esquerdo Omero direito  metatarso direito  esquerdo
Tamanho (cm) 45x25 55x3,0 11,0x9,2x7,0 11,0x80x6,0 65x60x15 103x99x79 13,0x7,0x50 50x4,0x3,0
Metéstase Pulméo - Ausente PUIT%(; dk;ago, Ausente Pulméo Ausente Ausente
Evolugéo (dias) 120 90 30 90 7 30 60
< x « Amputagdo + x Amputacdo +
Tratamento Amputacdo Amputacdo Amputacio Nenhum carboplatina Amputacdo carboplatina Nenhum
Sobrevida - apos 45 1 300 60 180 60
diagnéstico (dias)
Eutanasia - - Sim Néo Sim Néo Sim
Subtipo Condroblastico  Osteoblastico Osteoblastico Osteoblastico Condroblastico ~ Osteoblastico ~ Condroblastico ~ Osteobléstico
Graduagao | I | 1 | n I I
Proteinas
identificadas 340 359 476 509 272 491 374 271
Tabela 2. Proteinas em maior abundancia (macho/fémea).
Registro UniProt Proteinas Genes P<0.05
AOA8I3NPO7  Collagen type XIl alpha 1 chain COL12A1 A
AOA8I3NLY5  DDRGK domain-containing protein 1 DDRGK1 A
AOAB8I3NK47  Heat shock protein family A (Hsp70) member 8 HSPA8 A
AOA8I3QUB8  N-acyl-aliphatic-L-amino acid amidohydrolase (EC 3.5.1.14) (N-acyl-L-amino-acid amidohydrolase) ~ ACY1 A
A0A8I3Q651  PRAL family protein PRAF2 A
AOABI3NYR1  ST13 Hsp70 interacting protein ST13 A
AOA8I3NM71  Synaptotagmin binding cytoplasmic RNA interacting protein SYNCRIP A
AOA8I3PBU4  Tubulin alpha chain LOC119866377 A
AO0A8I3Q1H9  Tubulin alpha chain TUBA4A A
A maior abundancia
Discussao

As informacdes anatomoclinicas, sdo compativeis com as informacfes da literatura.

Outras caracteristicas que ndo reafirmam dados da literatura ou que estdo ausentes nesse estudo
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podem ter correlacdo com o numero reduzido de amostras, como por exemplo a auséncia de
outras racas, idades, localizagdes e subtipos histopatologicos.

Devido a escassez da literatura relacionada as proteinas diferencialmente identificadas
entre 0s sexos no osteossarcoma canino e de humano, bem como em outras neoplasias dos cées,
no nosso estudo, a discussao foi baseada principalmente na literatura de cancer em humano e,
predominantemente, relacionada a expressdo génica.

As nove proteinas identificadas (Tabela 2) estavam em maior abundancia no grupo dos
machos em comparacdo ao grupo das fémeas, demonstrando que eventualmente possam estar
relacionadas a maior incidéncia do OS em cées machos. A maioria destas proteinas estdo
relacionadas em ultima instancia, de maneira ampla, ao favorecimento da progresséo tumoral,
evasao do sistema imune, invasao, migracdo e disseminacdo metastatica como revisado a seguir.

A expressdo reduzida de HSPAS é benéfica para supressao da proliferacdo de células
cancerosas e atua também na modulagio da viabilidade e da autofagia destas células.[”! A alta
expressdo de HSPAS ja foi identificada em carcinoma hepatocelular e carcinoma endometrial,
estando envolvida no crescimento celular®”7!1 e regulando a autofagia.l’!

O alto nivel de HSPAS8 foi considerado um biomarcador em potencial para o cancer
endometrial em mulheres(®”l e um fator prognostico para baixa sobrevida total em leucemia
mieloide aguda.l®® Também foram encontrados altos niveis de HSPAS8 no plasma sanguineo de
pacientes humanos com cancer de pulm&o.[5°

Em um estudo comparativo entre cultura celular 2D e 3D de osteossarcoma canino, ndo
se demonstrou a superregulacao esperada das proteinas de resposta de estresse celular hsp70 e
hsp90 nas culturas 3D. Inclusive, houve infrarregulacdo de algumas proteinas (HSPAS,

HSPAY).["®l Este fato, relacionado as disparidades proteicas encontradas no nosso estudo, incita
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guestionamentos na comparacdo entre sexos nas diferentes linhagens celulares utilizadas na
pesquisa, visto que a linhagem utilizada pelos autores citados é proveniente de um
osteossarcoma de uma fémea (D-17) e que a expressdo destas proteinas foi maior no grupo dos
machos.

Ha poucos artigos sobre TUBA4A no cancer e apenas cancer de pulmaol’*"® e de
bexiga foram mencionados, podendo ser um biomarcador prognéstico em potencial [

DDRGK domain-containing protein 1 (DDRGK1) é um componente do sistema
ufmylation e sua auséncia induz estresse extenso no reticulo endoplasmaético. H& evidéncias, de
que o sistema ufmylation esteja correlacionado com a autofagia.l’l Além disso, em canceres
gastricos, a baixa expressio de DDRGK1 indica mau progndstico. 78

ACY-1 é uma enzima ligante de zinco que hidrolisa aminoécidos N-acetil em
aminoacidos livres e &cido acético, e é expressa em altos niveis em diversos canceres, como no
cancer hepatico, estando associada a proliferacio tumoral, invasdo e metastase.’*®! ACY1
regula a sinalizacdo de PTEN/PI3K/AKT promovendo a progressdo de cancer de pulméo de
células ndo pequenas®! e do cancer colorretal® porém a supressio no carcinoma
hepatocelular.[®]

SYNCRIP possui papel essencial no splicing de mRNA, edigdo, transporte e
maturacdo.®*®1 E tem sido proposto como um gene candidato para desordens
neurodesenvolvimentais com espectro de autismo, deficiéncia intelectual e epilepsia. 8 Porém
sem descri¢des do seu papel na carcionogénese e comportamento bioldgico dos canceres.

COL12A1 estava superexpressa e envolvida no desenvolvimento de cancer

colorretal [ A expressdo de COL12A1 estava aumentada no cancer géstrico e os niveis
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elevados relacionados com caracteristicas clinicas agressivast®l, promovendo em sinergia com
0 IDO1 a disseminacido metastatica de cancer gastrico.®!!

A alta expressdo de COL12A1 esté correlacionada a metastase nodal e pior sobrevida
geral em pacientes com tumor de mama rico em HER2. Além disso, COL12Al est4
positivamente correlacionado com macréfagos M2 e ao checkpoint imune programmed cell
death 1 ligand 2 (PDCD1LG2) e negativamente correlacionado com a ativacdo de células
natural killer (NK) e células T (CD8)+ em céncer de mama HER2-positivo, desta forma
atuando como possivel biomarcador de mau prognéstico em cancer de mama rico em HER2 e
se correlacionando com a infiltragdo imunitaria em cancer de mama HER2-positivo.?

Proteina ST13 pode facilitar a funcdo de chaperona da Hsc/Hsp70 para controlar as
atividades de proteinas regulatorias como os receptores de esteroide, regular a proliferagéo ou
apoptose e reparacio e dobramento proteico.’®% Os niveis de mMRNA ST13 e da proteina s&o
baixos em cancer colorretal.®®%] E a expressdo proteica elevada de ST13 suprimiu a
proliferacdo de células SW620 de cancer colorretal, induzindo a apoptose.*1 Os mecanismos
pelos quais ST13 atua sdo pouco elucidados e a disparidade encontrada no presente estudo
reforca a necessidade do entendimento de seus mecanismos e niveis de expressdo em diferentes
neoplasias.

PRAF2 é uma proteina de dominio residente do reticulo endoplasmatico (RE), atuando
como a principal guardii do GABAB[®® e mediadora do transporte entre reticulo
endoplasmatico e Golgi.[*®1 PRAF2 é altamente expresso em tecidos normais como no pulmé&o
e cérebro de humanos.[%°!

PRAF2 é considerada um oncogene, uma vez que ¢é frequentemente superexpressal'®,

sendo correlacionada com caracteristicas clinicas com prognostico desfavoravel em gliomas
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malignos e neuroblastomas, por impedir a apoptose!*®? ou estimular o crescimento celular e
migrac&o.l*% Entretanto, relata-se que a superexpressio de PRAF2 induziu apoptose em U20S
(linhagem de células de osteossarcoma de humano), podendo atuar como um gene supressor
tumoral.[’% E também, sua expressio afeta a sobrevida de paciente com carcinoma
hepatocelular?®! em carcinomas de células escamosas de es6fagol'%!, também relacionada ao
estdgio TNM e metastase nodal regional em cancer de mama, promovendo a proliferacao
celular e invas&o.[t%7]

Em suma, boa parte das proteinas aqui identificadas ndo foram estudadas em OS de
humanos e nem de cées, ou fazem parte de escassos estudos. Portanto, devido a escassez literaria
sobre as proteinas identificadas em canceres de cées, investigacdes devem ser conduzidas para
elucidacdo das fungdes destas na biologia tumoral nos osteossarcomas caninos, inclusive na
resposta as terapias e no prognastico.

Ainda, para melhor interpretacdo do presente estudo, algumas consideragdes sobre as
limitacOes devem ser feitas. A amostragem limitada interfere com a representatividade das
diferentes racas, localiza¢des, idades, subtipos e graus histopatoldgicos. Ademais, o presente
estudo ndo levou em consideracdo fatores ambientais e condicdo reprodutiva dos animais
(castrados ou ndo), o que pode influenciar na carcinogénese.

Deve-se atentar que 0 presente estudo representa as proteinas presentes no tumor como
um todo (células cancerosas, estroma e microambiente) e ndo exclusivamente nas células
cancerosas, demandando cautela em comparagdes com experimentos in vitro.

Por fim, o presente trabalho deve servir para evidenciar disparidades moleculares entre

0S Sexo0s no osteossarcoma canino e para embasar estudos futuros sobre tais diferengas nos
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canceres em animais domésticos, bem como para destacar a relevancia da incorporagéo do sexo

na pesquisa, como modo de melhorar a reprodutibilidade, rigor e qualidade cientifica.
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Consideracoes finais

Houve éxito na identificagdo de disparidades proteicas nos osteosarcomas caninos nos
diferentes sexos. Além disso, o presente estudo aborda um tema atual e em expansdo na medicina
humana: as disparidades moleculares nos cénceres entre os sexos. Entretanto, hd poucos
experimentos que abordem o assunto nos animais domésticos. Sendo, as percep¢es moleculares
das proteinas diferencialmente expressas entre 0s sexos em tecido ex vivo de osteossarcomas
apendiculares caninos, investigados através da espectrometria de massas, um assunto
inexplorado na literatura disponivel, no conhecimento do grupo de pesquisa, se mostrando,
portanto, um trabalho pioneiro.

Vale ressaltar também que, devido ao curto espaco de tempo em que as amostras deveriam
ser coletadas ap6s a exérese ou 6bito do animal (até 30 minutos), algumas coletas ndo eram
vidveis, principalmente em clinicas externas e de outras cidades, o que dificultou a obten¢&o de
maior nimero de casos.

N&o obstante, as restricdes impostas pela pandemia da COVID 19 também restringiram o
espaco de tempo para obtencdo de maior nimero de amostras, visto o fechamento do Hospital
Veterinario e a restricdo no numero de atendimentos ap6s sua reabertura. Da mesma forma, o
acesso a clinicas particulares também foi prejudicado, bem como o acesso aos laboratérios onde
outras analises seriam realizadas, como a anélise de PCR, e incertezas na obtenc¢éo dos insumos,
das quais os prazos de entrega eram incertos ou demasiadamente prolongados.

Aos colaboradores do projeto, agradeco imensamente a solicitude e disponibilidade, que
mesmo com 0s desafios impostos pela pandemia da COVID 19, foram fundamentais para a

entrega dos resultados.



