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RESUMO

SOUSA, G.C. PROTEOMICA DE VESICULAS EXTRACELULARES DO SORO DE
CADELAS COM NEOPLASIAS MAMARIAS. Botucatu, 94p, 2023 Dissertagao
(Mestrado). Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia.

As neoplasias mamarias sao o tipo de tumor mais frequente em cadelas,
acometendo cerca de 50% das fémeas. A espécie € considerada modelo
experimental para cancer de mama em mulheres. Em vista disso, novas abordagens
buscando biomarcadores e alvos terapéuticos tém encontrado respostas
promissoras no estudo de vesiculas extracelulares (VEs). As VEs s&o
nanoparticulas secretadas por diversos tipos celulares, incluindo células
cancerigenas, as quais carreiam informagdes da sua célula de origem e estao
envolvidas na manutengdo do microambiente tumoral e metastases. O objetivo
desse estudo foi investigar a relagdo da proteémica de VEs séricas de cadelas
acometidas por neoplasias mamarias e a malignidade tumoral. Trinta cadelas foram
selecionadas e divididas em 3 grupos, controle (GC, n = 10) composto por cadelas
sem neoplasia; cadelas com tumores grau | e Il (Gl, n =13) e grau lll (Gll, n =7).
Durante a exérese cirurgica o sangue foi colhido, o soro separado e preparado para
o isolamento das VEs por cromatografia por exclusdo de tamanho. As VEs séricas
foram caracterizadas por analise de nanoparticulas, microscopia eletrénica de
transmissdo. A seguir as amostras foram digeridas com tripsina para protedmica
com abordagem shotgun. A média + erro padrao para a idade foi (1,95 £+ 0,33; 10,1
+ 0,60; 12,1 £ 0,70 anos), e para o peso corporal (16,2 £2,5; 17,9 £ 3,6; 10,9+ 3,4
kg). Nao houve diferenga entre a concentragao de VEs (5,5 x 10"+ 4,4 x 10'%; 1,3
x 102 + 0,66 x 10'%;, 1,1 x 10'2+ 0,88 x 10'? particulas/mL) e tamanho das VEs
(136,2 £ 6,0; 129,3 + 4,0; 125,5 + 6,1 nm) entre os GC, Gl e Gll, respectivamente.
Os resultados de VEs isoladamente ndo foram capazes de diferenciar o GC dos
grupos Gl e Gll, entretanto podem ser considerados uma importante contribuigao
para a caracterizacdo, quantificagdo e validacdo de VEs sérica em cadelas
saudaveis e com neoplasia mamaria. Na protebmica duas proteinas sintetizadas
por genes importantes na supressao de tumores em humanos a keratin 18 e a
protocadherin 17 apresentaram diferente abundéancia entre os grupos, podendo
assim servir como candidatas em futuros estudos que busquem identificar
biomarcadores para as neoplasias mamarias em cadelas por meio das VEs.

Palavras chaves: oncologia, proteina, exossomo, tumor de mama, biopsia liquida



ABSTRACT

SOUSA, G.C. PROTEMIC OF SERUM EXTRACELLULAR VESICLES CARGO IN
BITCHES WITH MAMMARY TUMORS. Botucatu, 94p, 2023 Dissertation (Master
of Science). S&o Paulo State University, School of Veterinary Medicine and Animal
Science.

Mammary tumors are the most frequent type of neoplasm in bitches, affecting about
50% of females. The canine species is considered an experimental model for breast
cancer in women. In view of this, new approaches seeking biomarkers and
therapeutical targets have found encouraging answers in the research of
extracellular vesicles (EVs). EVs are nanoparticles secreted by several cell types,
including cancer cells, which carry information from their cell of origin and are
involved in the maintenance of the tumor microenvironment and metastases. This
study aimed to investigate the association between serum EVs proteomics from
bitches with mammary neoplasms and tumor malignancy. Thirty bitches were
selected and divided into three groups, control (GC, n = 10) composed of bitches
without tumors; bitches with grade | and Il (Gl, n = 13), and grade lll (Gll, n = 7)
tumors. Blood was collected during surgical excision, and the serum was separated
and prepared for isolation of EVs by size exclusion chromatography. Serum EVs
were characterized by nanoparticle analysis, transmission electron microscopy.
Then the samples were digested with trypsin for proteomics with a shotgun
approach. The mean % standard error for age (1.95 £ 0.33; 10.1 £ 0.60; 12.1 £ 0.70
years) and body weight (16.2 £ 2.5; 17.9 + 3.6; 10.9 + 3.4 kg). There was no
difference in the concentration of EVs (5.5 x 10'2 + 4.4 x 10'%; 1.3 x 10'? + 0.66 x
10'2; 1.1 x 10"? £ 0.88 x 10'? particles/mL) and EV size (136.2 + 6.0; 129.3 + 4.0;
125.5 £ 6.1 nm) between GC, Gl, and GllI, respectively. Our EVs results were not
able to differentiate the GC from the GI and Gll, however, are an important
contribution for the characterization quantification and validation of serum EVs in
bitches. Also, our proteomics results showed two important proteins from genes that
are important for tumor suppression in humans’ keratin 18 and protocadherin 17 that
showed differences in regulation among the groups and could be a target for future
studies that intent to identify and validate biomarkers for the canine mammary
neoplasia.

Keywords: oncology, protein, exosome, mammary tumor, liquid biopsy



SUMARIO

(07X = 1 111 11X o T T 2
1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA.......ocoeerereeerresnssessesssssessessssssssessssssssssssessens 2
2. REVISAO DE LITERATURA .......ooeeetectetresessesse s e s s ssessssssesssssessssssssssssnsens 3
2.1 Neoplasias Mamarias..........ccccuuiiiiimimnmmnemeee s 3
2.2 Vesiculas extracelulares............ccommmimmimmeeennnc s 7
3. HIPOTESE ..ot ces s sss s ss s sas e s st s s s ae s s s s snesnans 16
4. OBUETIVOS .....ooooiiiiiccceeereerssssssssss e s s s s s sssns s e s s s s s ssnnn s e e e s s s s smnn s e s essssssnnnnenesnssnnns 16
5. REFERENCIAS .......ocovieiictrcns s et sss s e s s s s s s ssesssssssessssssnsssans 17
(03X 2 1 L1 11X o T2 23
INTRODUGAO ..ot esesseesessesse e s s ssessssssssssssesaessesasssssssssssessssssssssssens 27
MATERIAL E METODOS ......cccooieiiiniirecesseessesessesssesssessssessssssssssssssssssssssssssssaes 29
ReageNtes ... ——— 29
Preceitos @tiCOoS ... 29
Selecao dos animais e colheita das amostras .......ccccccooemmrrecceiiirieeeccceceeeees 29
Histopatologia, classificacao dos tumores e divisao dos grupos .............. 30
Isolamento das VES ... 31
Quantificagao e caracterizagdo das VES..........ccomeeeiiciiiiiiiinnnninnnsnnneneeeaenans 32
Preparo das amostras para espectrometria de massas......ccccccceevrmveeeniinnns 32
Analise estatistiCa...........cccoeiiiiiiii e ——————— 35
RESULTADOS .......ceeieiiirccsssreessssssssssnse e s ssssssssnss e s essssssnsssssssssssssnnsnesssssssnnnnessnans 36
DISCUSSAD........ceeeeeeeiriresaessesassessessesssssssssessssssssesssssssesssssessssssssssssessessessesenns 25

REFERENCIAS .......ocecirieerertsseceseresesasasas e s sesesesesasssasssssssssssssssssssssssasnssenssenes 37



CAPITULO 1



1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Neoplasias mamarias estdo entre as neoplasias mais frequentes em
cadelas, acometendo cerca de 50% das fémeas, com relatos demonstrando até
60% de incidéncia a depender da populagdo estudada (VON EULER, 2011;
PASTOR et al.,, 2018). Cenario semelhante é observado em humanos, que de
acordo com a Organizagao Mundial de Saude (OMS), o cancer de mama € o mais
frequente em mulheres. Cerca de 2,3 milhdes de mulheres foram diagnosticadas
com cancer de mama e 685.000 morreram em 2020, considerando todo o mundo.
A neoplasia mamaria em cadelas € um dos principais casos atendidos na rotina de
pequenos animais com 41 a 66% dos casos classificados como malignos (SILVA et
al., 2019; BURRAI et al., 2020; ARIYARATHNA et al., 2021). O diagnoéstico precoce
da doencga tem relagdo com o estadiamento e prognostico dos animais acometidos
(MISDORP 2002; CASSALI et al., 2019a).

Recentes estudos na oncologia humana identificaram biomarcadores,
contidos em vesiculas extracelulares (VEs), para o diagnéstico precoce,
estadiamento, prognostico e monitoramento de diversos tipos de cancer, uma vez
que podem refletir o estado da célula de origem (CHEN et al., 2018; TIAN et al.,
2021). Além disso, estas biomoléculas sdo consideradas alvo terapéutico
relacionados com a resisténcia aos quimioterapicos, assim como meios alternativos
que aumentem sua efetividade intracelular (OHNO et al., 2013; VADER et al., 2016;
WEINMAN et al., 2021a).

Estudos utilizando VEs ainda possuem desafios e limitagcdes, como a
dificuldade de estabelecer métodos padrdes de isolamento, deteccéo, analise e
auséncia de marcadores universais especificos (LOTVALL et al., 2014; THERY et
al., 2018). Esses desafios estéo relacionados com a heterogeneidade do tamanho
e conteudo das subpopulacdes de VEs e dificuldade de distincdo de outras
estruturas com tamanhos similares como lipoproteinas, agregados proteicos e virus
(BONGIOVANNI et al., 2021; GUAN et al., 2021).

O perfil proteico de VEs obtidas de tecidos neoplasicos foi correlacionado
com o subtipo de neoplasias mamarias de mulheres, sendo um importante avango

para o diagnostico por métodos ndo invasivos (RONTOGIANNI et al., 2019).



Na veterinaria, pesquisas com VEs tém identificado uma area promissora a
ser explorada. VEs do plasma sanguineo de caes com neoplasias de varias origens
foram encontradas em maior abundéncia quando comparadas com animais
saudaveis (ZMIGRODZKA et al., 2019).

Em vista do exposto e considerando as neoplasias mamarias um dos tipos
neoplasicos que mais acomete cadelas, este estudo objetivou, de forma inédita,
analisar e comparar a protebmica das VEs presentes no soro de cadelas
acometidas por tumor de mama a fim de identificar possiveis biomarcadores que
auxiliem no diagnostico precoce e monitoramento da neoplasia, utilizando-se um

método considerado minimamente invasivo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neoplasias mamarias

A neoplasia mamaria € o tipo mais comum de cancer encontrado em
cadelas, contudo a incidéncia pode variar de acordo com a populagao investigada.
Este tipo de cancer demonstra malignidade entre 53 e 60% dos casos (PASTOR et
al., 2018). No Brasil, a porcentagem de malignidade em tumores mamarios é mais
elevada sendo descrita entre 67 e 89% (BIONDI et al., 2014; SILVA et al., 2019). A
neoplasia pode ser diagnosticada em animais castrados e n&o-castrados e é uma
das maiores causas de morte em fémeas caninas (PASTOR et al., 2018; BURRAI
et al., 2020; ARIYARATHNA et al., 2021).

Os tumores de mama apresentam como principais fatores de risco a idade,
o status reprodutivo, devido a exposicdo hormonal, e um possivel envolvimento
genético, uma vez que é observado uma maior incidéncia em determinadas ragas.
Na Suécia, um estudo identificou uma incidéncia de 112 casos de neoplasia
mamaria a cada 10.000 casos, acometendo, principalmente, animais de meia idade
e idosos, sendo mais frequente em cadelas com média entre 7-12 anos (JITPEAN
et al., 2012; GEDON et al., 2020). Maior risco de displasia e hiperplasia mamaria foi
encontrado em cadelas com média de 8,3 anos, enquanto o maior risco para

neoplasias benignas foi de 8,9 e malignas de 13 anos de idade (ZATLOUKAL et al.,



2005; BURRAI et al., 2020). De fato, ha incremento de 1,19x de risco de malignidade
a cada 1 ano de avanco da idade de cadelas (GEDON et al., 2020).

Em relagdo a raca, ha estudos demonstrando que animais de ragas puras
tém maior incidéncia de neoplasias mamarias, especialmente cadelas Poodle,
Cocker Spaniel inglés, Dachshund, Labradores, Pastor Alemao, Spitz Alemao e
Golden Retriever (ZATLOUKAL et al., 2005; NADHIYA et al., 2020; ARIYARATHNA
et al., 2021; GEDON et al., 2021). Estes resultados s&o variaveis, de acordo com o
local de estudo, desde que outros levantamentos encontraram maior incidéncia em
animais sem raga definida (PASTOR et al., 2018).

Quanto ao status reprodutivo, os tumores de mama podem acometer
animais castrados e ndo-castrados e estudo aponta que cadelas castradas antes
do primeiro estro, tem incidéncia de 0,5% de neoplasias mamarias; quando
esterilizadas entre o primeiro e o segundo estro, a ocorréncia aumentou para 8%; e
entre o segundo e terceiro para 26%. Esse estudo n&o observou a
ovariohisterectomia como fator preventivo das neoplasias mamarias apds o quarto
estro (SCHNEIDER et al., 1969).

A exposicao hormonal parece ser um fator importante no desenvolvimento
das neoplasias mamarias, uma vez que a glandula mamaria possui receptores de
estrogeno, progesterona e prolactina que sao necessarios para o desempenho das
funcdes das mamas em momentos importantes da vida reprodutiva da cadela, como
na producéo de leite durante a lactacdo (PEREZ ALENZA et al., 2000; QUEIROGA
et al., 2005; SORENMO et al., 2011).

O mecanismo exato do desenvolvimento e proliferacdo das neoplasias
mamaria ainda é desconhecido, entretanto sabe-se que o estrégeno possui efeito
mitogénico e de promogéao da proliferagéo intralobular e ductal, além da expanséo
de ductos e Iébulos do epitélio mamario. Ja a progesterona tem efeitos sobre o
desenvolvimento da glandula mamaria pela produgao de horménio somatotréfico e
seus receptores, enquanto a prolactina tem sido sugerida como um fator promotor
do crescimento dos tumores de mama, ja que concentragdes maiores deste
horménio foram encontradas em cadelas em anestro com neoplasias benignas e
malignas (TONITI et al., 2009; SORENMO et al., 2011;). Os esteroides foram



relacionados a progresséo tumoral e foram observadas maiores concentragbes em
cadelas com neoplasias malignas quando comparadas com cadelas com
neoplasias benignas ou sem alteracbes (QUEIROGA et al., 2005). Foi observado
também que o avango espontédneo da neoplasia de benigna para maligna foi
correlacionada com uma menor dependéncia hormonal, demonstrada pelo menor
numero de receptores de progesterona nesses tipos neoplasicos malignos
comparados aos benignos (GERALDES et al., 2000)

Cadelas com tumor de mama tem em média sobrevida de 2 anos, podendo
variar de acordo com o estadiamento clinico, grau histolégico e agressividade da
neoplasia, sendo animais acometidos com neoplasias pouco diferenciadas
atribuidos um maior tempo de sobrevida e animais com tipos histologicos muito
indiferenciados como carcinoma sélido e anaplasico, ha estudos demonstrando
apenas 3 meses de sobrevida (CASSALI et al.,, 2013; CANADAS et al., 2019;
CHOCTEAU et al.,, 2019). O diagnostico das neoplasias mamarias deve ser
realizado por um conjunto de avaliagdes clinicas e exames complementares. O
exame clinico completo do animal, assim como o exame especifico das glandulas
mamarias, incluindo a inspecao e palpacdo de todas as mamas e linfonodos
adjacentes, e os nodulos encontrados devem ser mensurados. Os exames
complementares consistem em hemograma, bioquimico para avaliagdo do quadro
clinico geral, e exames de imagem, com raio X toracico e ultrassonografia
abdominal, para a pesquisa de metastases distantes (GOLDSCHMIDT et al., 2011).

O estadiamento clinico € uma ferramenta importante, pois permite o
planejamento do melhor tratamento a ser empregado uma vez que €& possivel
determinar a fase da doenga que o animal se encontra, além de auxiliar no
estabelecimento de um progndstico mais adequado ao paciente. O sistema de
estadiamento proposto por Owen (1980) modificado por Cassali et al. (2013)
consiste na avaliagdo TNM, sendo T o tamanho do(s) nddulo(s), N se ha
acometimento dos linfonodos adjacentes por micro metastases, e M se ha
identificacdo de metastases distantes. Desta forma, os animais ser&o classificados
entre estadios | e V conforme demonstrado na Tabela 1. Outro modelo de

modificagao do sistema de Owen (1980), baseado naquele utilizado em humanos,



foi proposto por Chocteau et al. (2019), o qual demonstrou alta correlagdo entre o
estadiamento e a sobrevida, contudo a avaliagdo de tamanho (T) e linfonodo (N) foi
modificada para tamanho (pT) e linfonodo patolégico (pN), sendo essas
caracteristicas avaliadas pelo patologista.

De forma geral, os animais com neoplasias mamarias apresentam-se
estaveis e saudaveis, sendo que em casos de tumores inflamatorios, grandes,
ulcerados, com contaminagao bacterina, metastases distantes e comprometimento
sistémico, o animal pode estar debilitado, com quadro clinico alterado e
consequentemente um prognostico desfavoravel (MISDORP; HART, 1976; PEREZ
ALENZA et al., 2000).

Tabela 1. Estadiamento clinico proposto por Owen (1980) e modificado por Casali
et al. (2013).

Tamanho do tumor Linfonodos Metastase
Estadio
primario Regionais distante
I T<3cm No Mo
I 3>T>5cm No Mo
1] T >5cm No Mo
AV Qualquer tamanho N+ Mo
\ Qualquer tamanho No ou N1 M

Legenda: T — tumor primario, No— auséncia de metastase, N1— presenca de
metastase, Mo — auséncia de metastase, M1 — presenca de metastase.

A origem histologica da neoplasia mamaria € epitelial, todavia podem ter
componentes mesenquimais e mioepiteliais que sofrem efeitos carcinogénicos, com
consequentes alteragbes, progredindo de nodulos benignos para malignos
(SORENMO et al., 2009; GOLDSCHMIDT et al., 2011; SORENMO et al., 2013). As
neoplasias mamarias s&o consideradas heterogéneas, tanto na espécie humana
como canina, e por esse motivo o exame histopatoldgico € considerado padréo ouro
para identificagdo do subtipo, graduagéo e estadiamento adequado dos pacientes
(GOLDSCHMIDT et al., 2011; CASSALI et al., 2013).



A similaridade das caracteristicas epidemiologicas, clinicas, morfologicas e
prognosticas entre neoplasias mamarias em cadelas e em mulheres, favorecem a
promog¢ao de novos estudos de forma translacional, a fim de promover o
desenvolvimento e identificacdo de novos métodos para o diagndstico e tratamento
para ambas as espécies (ROWELL et al., 2011; GRAY et al., 2020; KWON et al.,
2023).

2.2 Vesiculas extracelulares

As VEs foram inicialmente consideradas como garbage bags que seriam
secretadas para o meio extracelular com a fungdo de descarte de produtos nao
necessarios para a ceélula, favorecendo assim a maturagédo destas (HARDING, et
al., 1983; JOHNSTONE, 1992; VIDAL, 2019). Todavia, estudos demonstraram que
essas particulas parecem ter importantes fungdes em processos metabdlicos e que
seu conteudo pode servir como biomarcadores para auxiliar a elucidar diversos
processos fisiologicos, além disso auxiliar no diagndstico, monitoramento,
prognostico e transporte de farmacos para tratamento de doengas (COLOMBO,
2014).

Sao nanoparticulas com dupla membrana lipidica e formato esférico,
derivadas de células e contendo informagdes em seu interior ou em sua superficie
(THERY et al.,, 2018) e secretadas por varios tipos celulares e, durante sua
formacédo, sao enriquecidas com moléculas presentes no citoplasma e na
membrana da célula de origem (Figura 1) (CUFARO et al., 2019). As VEs contém
proteinas, lipidios e acidos nucleicos, produzidos pelas células de origem, e podem
ser isoladas em tecidos, e fluidos corporais como sangue (soro e plasma), saliva,
urina e leite (SUN et al., 2017; BOUKOURIS; MATHIVANAN, 2015; TOMIYAMA et
al., 2021).

E percebido que a nomenclatura das VEs ainda ndo é padronizada na
literatura, uma vez que ha estudos que se referem VEs como como exossomos,
sendo esse termo podendo se referir ao tipo de formagao da vesicula, a vesiculas
pequenas (30 — 150 nm) e ainda como nanoparticulas que possuem fungéo
fisiologica (GOULD; RAPOSO, 2013). Entretanto, a Sociedade Internacional de



Vesiculas Extracelular (ISEV), em publicacdo de 2018, recomenda que as VEs
sejam classificadas preferencialmente de acordo com seu tamanho (vesiculas
pequenas < 100 ou < 200 nm e médias/grandes >200nm) ou densidade,
composi¢cado bioquimica e descricdo da célula de origem. Desta forma, as VEs
devem ser denominadas como exossomos, microvesiculas ou corpos apoptéticos,
se no método de caracterizagao for possivel identificar biomarcadores especificos
gue comprovem o0 mecanismo de formacao, além disso o uso do termo vesiculas
extracelulares para denominar essas nanoparticulas também é incentivado (THERY
et al., 2018).
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Figura 1. llustragdo de alguns dos marcadores presentes na superficie ou no interior
das VEs, que sao adquiridos durante seu processo de formacdo, e contém
informagdes especificas sobre as VEs e suas células de origem. Fonte: Adaptado
de Veerman et al. (2019).

A formacao/secrecdo das VEs na célula de origem ocorre de diferentes
formas de acordo com o tipo de vesicula (Figura 2). Os exossomos sao formados
pelo sistema endoss6mico, no qual particulas extracelulares sao internalizadas pela
célula e formam corpos multivesiculares (CMVs). Nesse processo pode ter dois
caminhos, a fusdo com lisossomos e posterior degradacgao; ou a fusédo direta com a

membrana plasmatica e exocitose do conteudo dos CMVs, os exossomos



(HARDING et al., 1983; PAN; JOHNSTONE, 1983). As microvesiculas/ectossomos
descritas inicialmente em 1947 (CHARGAFF; WEST, 1946) sdo produzidas pela
fus&o e posterior fissura da membrana plasmatica da célula de origem seguida pela
secrecdo das microvesiculas para o meio extracelular (COCUCCI et al., 2009;
AKERS et al., 2013). Por fim, os corpos apoptoticos sao formados pela fusado da
membrana plasmatica fragmentada de células em processo de apoptose (KERR et
al., 1972; GYORGY et al., 2011).

As VEs sao enriquecidas com moléculas presentes no citoplasma e na
membrana da sua célula de origem e cuja fungdes incluem a comunicagéo
intercelular pelo transporte de bioativos nas células alvo, reparo tecidual, regulagéo
e supresséao da resposta imune (WOLFERS et al., 2001; COLOMBO, 2014).
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Figura 2. Processos de formagao e secregdo dos exossomos, microvesiculas e
corpos apoptaticos. Fonte: Adaptado de Gurunathan et al. (2019).

O uso de VEs e seu conteudo como biomarcadores esta relacionado a sua
maior estabilidade devido a protecdo pela membrana bilipidica, prevenindo a

degradacdo de seu conteudo por lipases e proteases, e apesar de ser uma
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nanoparticula, a elevada quantidade de VEs nos fluidos corporais, indica maior
concentracdo de biomarcadores, quando comparada a de biomarcadores livres,
sendo assim capaz de auxiliar no monitoramento de doengas (BOUKOURIS;
MATHIVANAN, 2015; DOBRA et al., 2020; TOMIYAMA et al., 2021). Os diferentes
tipos de VEs contém proteinas comuns relacionadas com fungdes estruturais e de
formacao, e proteinas exclusivas produzidas pelas células de origem, como as
células cancerigenas, e que sao relacionadas com processos fisiolégicos e
patoldgicos dessas células (Figura 3) (RAIMONDO et al., 2011; CHOI et al., 2013).

Cancer cells

Blood vessel

Figura 3. As VEs séo secretadas por células cancerigenas, podendo ser isoladas
em biofluidos corporais como sangue. Essas VEs contém informagdes especificas
como proteinas, marcadores de superficie e miRNA, sobre suas células de origem.

2.2.1 Isolamento e caracterizagéo das VEs

Existem varios métodos de isolamento e caracterizagao das VEs, como a
ultracentrifugagao, ultracentrifugacdo com gradientes de densidade, imuno-
afinidade, ultrafiltragcao, precipitacdo e a cromatografia por exclusao de tamanho.

Esses métodos possuem vantagens e desvantagens, como demonstrado na Tabela
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2., e ainda nao foi definido pela ISEV um padrdo ouro para o isolamento das
nanoparticulas, sendo recomendado a utilizagcdo de métodos complementares para
que haja maior purificagdo e concentragdo satisfatoria de VEs que permitam as
analises (LOTVALL et al., 2014; THERY et al., 2018).

A ultracentrifugacdo € o método mais antigo e ainda o mais utilizado para
isolamento de VEs. Esta técnica consiste na separagdo das particulas por
densidade, tamanho e formato, sendo que as particulas mais pesadas e maiores
sedimentam primeiro e o sobrenadante € submetido a centrifugagbes seriadas
(THERY et al., 2006; GARDINER et al., 2016). Possui como principais vantagens o
baixo custo e maior quantidade de vesiculas isoladas; por outro lado, o longo tempo
para realizagdo da técnica (cerca de 4 h) e o co-isolamento de particulas como
lipoproteinas e albumina, além da necessidade de volumes maiores de amostra,
sd0 as principais desvantagens desse método (THERY et al., 2006; TAURO et al.,
2012; DOYLE; WANG, 2019; THERY et al., 2018;). A ultracentrifugagdo por
gradiente de densidade formado por diferentes concentragdes de sacarose e
iodixanol é outra opgéo para a separagado das VEs, com a vantagem aumentar a
pureza pela retirada de particulas que foram co-isoladas nas ultracentrifugacoes,
mas que n3o flutuarédo no gradiente de sacarose (THERY et al., 2006; LOBB et al.,
2015)

A imuno-afinidade permite o isolamento pela interacdo das VEs com
marcadores proteicos especificos como CD9, CD63 e CD81, utilizando por exemplo
beads magnéticas (CLAYTON et al., 2001; THERY et al., 2006). A ultrafiltracdo e a
cromatografia por exclusao de tamanho sao isolamentos baseados no tamanho das
moléculas (BOING et al., 2014; MONGUIO-TORTAJADA et al., 2019). A
ultrafiltracdo consiste na passagem seriada das amostras por dispositivos contendo
membranas de diferentes tamanhos (800, 450, 200 e 100 nm) e, geralmente, é
utilizada em conjunto a ultracentrifugacgéo, a fim de elevar a pureza e rendimento
das moléculas isoladas (CRESCITELLI et al., 2013; PARISET et al., 2017; THERY
et al., 2018).

Ja a cromatografia por exclusdo de tamanho consiste no uso de colunas

porosas, nas quais as moléculas maiores sao filtradas primeiro e as menores ficam
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retidas temporariamente nos poros da coluna e sédo eluidas posteriormente. Esse
meétodo € promissor para utilizagao clinica do isolamento de VEs, uma vez que tem
custo acessivel, é de facil manipulacéo e necessita de pouco tempo para realizagao
(BOING et al., 2014; PARISET et al., 2017;). Além disso, a cromatografia para o
isolamento de VEs em fluidos corporais, como plasma e soro, tem como vantagem
a reducao do co-isolamento de lipoproteinas e albumina, e combinada com a pré-
centrifugagdo aumenta a pureza das particulas isoladas (BOING et al., 2014;
MONGUIO-TORTAJADA et al., 2019).

A precipitagao consiste em reduzir a solubilidade das VEs na presencga de
um polimero. Geralmente, sao utilizados kits comerciais e € um método rapido, que
permite repeticdo e alto rendimento. Apesar disso, apresenta baixa pureza no
isolamento e observa-se alteragbes na morfologia das vesiculas, comprometendo a
caracterizagdo e analises do conteudo vesicular (VAN DEUN et al, 2014;
GARDINER et al., 2016; PARISET et al., 2017; THERY et al., 2018).

ApoGs o isolamento, as VEs devem ser quantificadas e caracterizadas, a
fim de validar o isolamento. Os métodos mais utilizados, segundo pesquisa
realizada em 2016, para a quantificacdo e caracterizacdo sado anadlise de
nanoparticulas (Nano tracking Analysis, NTA - 80%), western blotting (74%),
microscopia eletrénica de transmisséo (60%) e citometria de fluxo (41%). A analise
de nanoparticulas é utilizada tanto para determinar a concentracdo quando o
tamanho das particulas isoladas. Ja o western blotting serve principalmente para
validagdo e caracterizacdo das VEs, uma vez que a técnica permite a
imunomarcacédo de biomarcadores contidos na superficie das vesiculas (CD9,
CD63, CD81, Alix). A imunomarcagao negativa de proteinas ausentes nas
particulas isoladas (TOM-20, citocromo C), também pode ser usada para verificar a
pureza do isolamento (GARDINER et al., 2016; BRENNAN et al., 2020). As VEs,
por serem nanoparticulas n&o visualizadas em microscopio Optico comum, é
necessario a microscopia eletrénica de transmissao para sua caracterizacio pelo
tamanho e forma (THERY et al., 2006; VAN DER POL et al, 2010).
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Tabela 2. Principais vantagens e desvantagens dos métodos de isolamento de VEs.

Método

Vantagem

Desvantagem

Ultracentrifugacao

Ultracentrifugagdo em
gradiente de

densidade

Imuno-afinidade

Ultrafiltracao

Cromatografia por

exclusdo de tamanho

Precipitacao

Recuperacao de maior
quantidade de particulas
Alta repetibilidade
Reduzido custo
Reduzido custo
Reduz o co-isolamento de

lipoproteinas

Alta pureza

Rapido
Facil realizacao
Reduzido custo

Rapido
Baixo co-isolamento de
agregados exossomais
Manutencéo da

integridade das VEs

Rapido
Alta repetibilidade

Alto rendimento

Co-isolamento de
lipoproteinas e agregados
exossomais

Tempo

Tempo

Necessidade de uso de
marcadores especificos;
Baixo rendimento;
possibilidade de dano a
integridade das VEs;
poucos marcadores
especificos disponiveis no
mercado; alto custo
Co-isolamento de
peptideos e albuminas
Baixo rendimento

Baixa pureza

Rendimento intermediario

Alto volume eluido

Co-isolamento de
lipoproteinas e albumina
Baixa especificidade
Alteragbes morfologicas
das VEs
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2.2.2 VEs na oncologia

Na oncologia, as VEs foram relacionadas com a carcinogénese,
promovendo a comunicacao intercelular pela expressido de fatores implicados no
crescimento e proliferagcao tumoral como TGF-g, VEGF e SDF-1. Além disso, estao
envolvidas na formagdo do microambiente tumoral, imunomodulagao e transporte
de informagdes pro-metastaticas (LEE et al., 2013; COLOMBO, 2014; HARSHMAN
et al., 2016). Por estes motivos, o estudo das VEs na oncologia tem sido importante
para determinar métodos diferenciados de diagndstico, fatores progndésticos e alvos
terapéuticos, incluindo o tumor de mama em mulheres e cadelas.

A maioria dos estudos com VEs utiliza métodos complementares para
analise de VEs uma vez que ndo existe um padrdo ouro que consiga determinar
uma analise completa das propriedades das VEs em fluidos corporais e amostras
clinicas (THERY et al., 2018). Em geral os métodos utilizados sdo baseados em
analises de caracteristicas fisicas e bioquimicas para identificacdo e quantificagao
de VEs. Para analise do conteudo das VEs sao utilizados métodos biomoleculares
especificos como protedmica, lipiddmica e genémica (CHOI et al., 2013; ROSA-
FERNANDES et al., 2017).

Em humanos com neoplasias estudos observaram ha maior concentragao
de VEs na corrente sanguinea em relagdo a individuos saudaveis (GALINDO-
HERNANDEZ et al., 2013; ARBELAIZ et al., 2017) resultados também observados
em pacientes acometidos por tumor de ovario correlacionando esta informagéo com
o estadiamento precoce ou tardio dos pacientes (SZAJNIK et al., 2013)

O perfil proteico de VEs obtidas de tecidos neoplasicos também tem sido
estudado e foi correlacionado com o subtipo de neoplasias mamarias, sendo um
importante avango para o diagndstico por métodos ndo invasivos (RONTOGIANNI
et al., 2019). Proteinas transportadoras de glicose (GLUT-1), glypican 1 (GPC-1) e
com desintegrin domain e metalloproteinase (ADAM10) foram identificadas na
membrana de exossomos isolados de linhagens de neoplasia mamaria foram
sugeridos como potenciais biomarcadores para diagnéstico e prognéstico (RISHA
et al., 2020). Ja o perfil proteico de VEs do sangue total e do plasma de mulheres

com cancer de mama sugeriu, como potenciais biomarcadores progndsticos, as
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proteinas serpin 1, KRT6B e SOCS3 como favoraveis e a IGF2R como desfavoravel
(TUTANOV et al., 2020). Outro estudo com plasma sanguineo e linhagens celulares
identificou proteinas unicas em mulheres com cancer de mama proveniente de VEs
como a serpin B3, tripeptidyl--peptidase 2, prolactina-inducible protein, tetraspanin-
15 e proteassoma subtunits, sendo que algumas dessas proteinas tem fungdes
relacionadas com aumento de mobilidade celular, sugerindo um papel no grau de
invasividade celular dessas neoplasias (JORDAN et al., 2020).

Estudo do perfil proteico de VEs de linhagens celulares de osteossarcoma
canino identificou proteinas associadas a imunossupressao como a-feto proteina, a
qual foi mais abundante nas linhagens neoplasicas quando comparada a linhagens
nao-neoplasicas, e o TGF@ foi encontrado apenas em exossomos das linhagens
neoplasicas (TROYER et al.,, 2017). Outro estudo in vivo, de caes com
osteossarcoma identificou mais de 170 proteinas em VEs séricas, correlacionadas
com protedlise, regulacdo do sistema imune, ativagdo da resposta ao estresse e
regulagcédo de processos metabolicos (BRADY et al., 2018).

Perfil molecular composto por miRNA foi encontrado em VEs do soro de
cées diagnosticados e tratados com linfoma multicéntrico, e sugeridos como
potenciais biomarcadores para a resposta ao tratamento (GARNICA et al., 2020).
Alteragbes na concentracédo total e no tamanho de particulas isoladas foram
encontradas em estudo de VEs do plasma sanguineo de caes, no qual animais com
linfoma e adenocarcinoma tiveram maior concentracéo de VEs quando comparados
a animais e saudaveis, e a animais com linfoma ainda demonstraram menor
tamanho de particula de VEs quando comprados a animais saudaveis (KULKA et
al., 2022).

Em relacdo a resposta a quimioterapia estudos identificaram proteinas
oriundas de VEs do soro de caes, como tetranectin, fatores de complemento C2 e
C3, que podem ser potenciais marcadores para avaliar a resposta a quimioterapia
de animais com osteossarcoma, tratados com carboplatina (WEINMAN et al., 2021).

Desta maneira, o conteudo das VEs pode ser utilizado como

biomarcadores, a fim de auxiliar no diagndstico precoce e monitoramento de
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doencas, incluindo o cancer, uma vez que podem refletir o estado da célula de
origem da VEs (CHEN et al., 2018; BONGIOVANNI et al., 2021).

3. HIPOTESE
Vesiculas extracelulares do soro de cadelas com neoplasia mamaria estao
em maior concentracido/mL e possuem conteudo proteico diferenciado que podem

ser considerados um marcador de malignidade tumoral.

4. OBJETIVOS
e Geral:
o lIsolar, caracterizar e comparar a concentracdo/mL de VEs do soro
sanguineo de cadelas acometidas ou nao por neoplasias mamarias.
o Caracterizar e comparar o perfil de proteinas de VEs séricas de

cadelas saudaveis e com neoplasias mamarias.
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ABSTRACT

This study aimed to characterize the size, format, and concentration of the
serum EVs in dogs and to investigate the association between serum EVs
proteomics from bitches with mammary neoplasms and tumor malignancy. Thirty
bitches were selected and divided into three groups, control (GC, n = 10) composed
of bitches without tumors; bitches with grade | and Il (Gl, n = 13), and grade Il (GlI,
n = 7) tumors. Blood was collected during surgical excision, and the serum was
separated and prepared for isolation of EVs by size exclusion chromatography. EVs
were characterized by nanoparticle analysis, transmission electron microscopy.
Then the samples were digested with trypsin for proteomics with a shotgun
approach. The mean * standard error for age (1.95 +0.33; 10.1 £ 0.60; 12.1 £ 0.70
years), body weight (16.2 £ 2.5; 17.9 £ 3.6; 10.9 + 3.4 kg). There was no difference
in the concentration of EVs (5.5 x 10'2 £+ 4.4 x 10'%; 1.3 x 10" £ 0.66 x 10"%; 1.1 x
102 + 0.88 x 10"? particles/mL) and EV size (136.2 + 6.0; 129.3 + 4.0; 125.5 + 6.1
nm) between GC, Gl, and Gll, respectively. We found a total of 91 proteins in our
samples enriched with EVs, and 6 of these proteins presented difference among the
groups (FDR < 0.05). Keratin 18 was up regulated in Gl, while sushi domain-
containing protein, EvC ciliary subunit 2 and joining chain of multimeric IgM and IgA
were upregulated in Gll. Finally, protocadherin 17 and albumin were the proteins
upregulated in Gl and GlI. Our EVs results were not able to differentiate the GC from
the Gl and Gll, however, are an important contribution for the characterization
quantification and validation of serum EVs in bitches. Also, our proteomics results
showed two important proteins from tumor suppressors genes in humans’ keratin 18
and protocadherin 17 that showed differences in regulation among the groups and
could be a target for future studies that intent to identify biomarkers for the canine

mammary neoplasia.

Keywords: oncology, protein, exosome, mammary tumor, liquid biopsy
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INTRODUGAO

A neoplasia mamaria € o tipo mais comum de cancer encontrado em
cadelas, sendo uma das principais causa de morte nesta espécie (PASTOR et al.,
2018; BURRAI et al., 2020; ARIYARATHNA et al.,, 2021). Este tipo de cancer
demonstra malignidade entre 53 e 60% dos casos, sendo no Brasil observada entre
67 e 89% (BIONDI et al., 2014; PASTOR et al., 2018; SILVA et al., 2019). Panorama
semelhante é observado em mulheres, em 2020 cerca de 2,3 milhdes de mulheres
foram diagnosticadas e 685.000 morreram em decorréncia do cancer de mama em
todo o mundo, segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS). Em vista dessa
alta ocorréncia, estudos que buscam identificar biomarcadores relacionados a
neoplasias mamarias vém tendo cada vez mais destaque.

Na oncologia humana, recentes estudos, identificaram biomarcadores,
contidos em vesiculas extracelulares (VEs), nanoparticulas com dupla membrana
lipidica e formato esférico, que podem auxiliar no diagndstico precoce,
estadiamento, prognostico e monitoramento de diversos tipos de céncer, uma vez
que estas podem refletir o estado da célula de origem (CHEN et al., 2018; TIAN et
al., 2021). Além de ter como conteudo proteinas, lipidios e acidos nucleicos, que
sdo produzidos pela célula progenitora, as VEs podem ainda ser isoladas em
tecidos, e fluidos corporais como plasma e soro sanguineo, saliva, urina e leite
(BOUKOURIS; MATHIVANAN, 2015; SUN et al., 2017; TOMIYAMA et al., 2021).

O uso de VEs como biomarcadores tem como vantagem a sua maior
estabilidade devido a protegao pela membrana bilipidica, prevenindo a degradagao
de seu conteudo por lipases e proteases, e apesar de ser uma nanoparticula, a
elevada quantidade de VEs nos fluidos corporais, indica maior concentragdo de
biomarcadores, quando comparada a de biomarcadores livres, sendo assim capaz
de auxiliar no monitoramento de doengas (BOUKOURIS; MATHIVANAN, 2015;
DOBRA et al., 2020; TOMIYAMA et al., 2021).

As VEs tém importantes fungdes em processos metabdlicos, comunicagao
intercelular, reparo tecidual, regulacdo e supressdo da resposta imune podem
auxiliar a elucidar diversos processos fisiologicos (WOLFERS et al., 2001;
COLOMBO; RAPOSO; THERY, 2014). Na oncologia, as VEs ja demonstraram ter
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papel na carcinogénese, promovendo a comunicagao intercelular pela expresséo
de fatores implicados no crescimento e proliferagdo tumoral como TGF-g, VEGF e
SDF-1. Além disso, estdo envolvidas na formagdo do microambiente tumoral,
imunomodulagao e transporte de informag¢des pré-metastaticas (LEE et al., 2013;
COLOMBO; RAPOSO; THERY, 2014; HARSHMAN et al., 2016).

O conteudo dessas VEs pela estabilidade e abundancia tém despertado
interesse dos pesquisadores para identificacdo de biomarcadores que possam, no
futuro, ter aplicabilidade na rotina clinica. O perfil proteico de VEs obtidas de tecidos
neoplasicos em mulheres foi correlacionado com o subtipo de neoplasias mamarias,
sendo um importante avango para o diagnostico por métodos n&o invasivos
(RONTOGIANNI et al., 2019). Ja o perfil proteico de VEs do sangue total e do
plasma de mulheres com cancer de mama sugeriu, como potenciais biomarcadores
prognosticos, as proteinas serpina 1, KRT6B e SOCS3 como favoraveis e a IGF2R
como desfavoravel (TUTANOQV et al., 2020).

Na veterinaria, pesquisas com VEs, mesmo que ainda nao tdo numerosas,
tém demonstrado uma area ampla e promissora a ser explorada. Em células de
linhagens de um dos principais tipos de cancer em caes, o osteossarcoma, foram
identificadas proteinas associadas a imunomodulagdo como a a-feto proteina, o
TGFB, HSP90 e HSP70 de forma mais abundante nas linhagens neoplasicas
quando comparada a linhagens n&o-neoplasicas, e o TGFf foi encontrado apenas
em exossomos das linhagens neoplasicas (TROYER et al., 2017). Ja em estudo in
vivo, de caes com osteossarcoma identificou mais de 170 proteinas em VEs séricas,
correlacionadas com protedlise, regulagéo do sistema imune, ativagdo da resposta
ao estresse e regulacéo de processos metabolicos (BRADY et al., 2018).

A concentragao de VEs circulante nos biofluidos também tem sido alvo de
investigacbes, uma vez que possibilita o estudo por um método minimamente
invasivo. No plasma sanguineo de caes com neoplasias de varias origens foram
encontradas uma maior abundancia de VEs, quando comparadas com animais
saudaveis (ZMIGRODZKA et al., 2019b). Uma maior abundancia de VEs isoladas
do plasma sanguineo de cées com linfoma e adenocarcinoma em relagao a animais

saudaveis também foi observada, além disso, nesse mesmo estudo animais com
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linfoma apresentaram VEs de tamanho menor que animais com saudaveis (KULKA;
BRENNAN; GEE, 2022).

Em neoplasias mamarias ainda ha poucos estudos com VEs, entretanto,
essas nanoparticulas derivadas de linhagens de neoplasias mamarias ja foram
isoladas e caracterizadas em cées e gatos (SAMMARCO et al., 2018), e ademais,
tiveram diferentes métodos de isolamento comparados suas funcdes autdcrinas
avaliadas (MOCCIA et al., 2022).

Em vista do exposto e considerando o amplo campo de pesquisa a ser
explorado com neoplasias mamarias e VEs, este estudo objetivou, de forma inédita,
isolar, caracterizar e comparar o perfil proteico das VEs do soro sanguineo de

cadelas acometidas com tumor de mama.

MATERIAL E METODOS
Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de alto grau de pureza e obtidos das
empresas Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA), GE Healthcare Life Science
(Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil), Waters Corp. (Barueri, Sdo Paulo, Brasil) e Thermo

Fisher Scientific (Sdo Paulo, S&o Paulo, Brasil), quando n&o foram citados.

Preceitos éticos

O estudo foi conduzido de acordo com os preceitos éticos preconizados
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) institucional sob o
numero de protocolo 0166/2021.

Selecao dos animais e colheita das amostras

Foram selecionadas 30 cadelas de acordo com o grau de evolugédo e
estadiamento do tumor de mama. Os critérios de inclusdo nos grupos de cadelas
com neoplasia foram animais com idade superior a 4 anos, de todas as ragas e que
apresentassem um ou multiplos ndédulos mamarios, castrados ou ndo e sem

histérico de outras neoplasias ou doengas concomitantes. Os animais destes
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grupos foram previamente triados por citologia aspirativa para identificar a origem
da neoplasia e, posteriormente, foram submetidos a cirurgia de mastectomia
unilateral no setor de Reproduc¢do Animal do Hospital Veterinario da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Campus de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.
Apoés a mastectomia e identificagdo das caracteristicas histologicas da neoplasia,
os grupos foram divididos. Os critérios de inclusdo dos animais do grupo controle
foram fémeas jovens (até 4 anos de idade), saudaveis, sem histérico de neoplasias
e que foram submetidos ovariohisterectomia eletiva na mesma instituigéo.

Como parte do protocolo do Setor de Reproducédo Animal, os animais que
foram submetidos a mastectomia realizaram radiografia toracica para pesquisa de
metastase e eletrocardiograma. Além disso, o sangue foi colhido de todos os
animais do grupo controle e grupos com neoplasia para realizagdo de hemograma
e perfil bioquimico renal e hepatico. Todos os tutores responderam ao um
questionario contendo informagdes sobre o estado geral do animal, tempo de
evolucdo dos nddulos mamarios, status reprodutivo, histérico de doencas
reprodutivas ou nao, administracdo de contraceptivos e outras medicagdes, além
de assinarem um termo de consentimento e esclarecimento para inclus&o do animal
no estudo. O sangue para separagao das VEs foi colhido da veia jugular no

transoperatério dos procedimentos de mastectomia ou ovariohisterectomia.

Histopatologia, classificacao dos tumores e divisao dos grupos

Todas as cadeias mamarias excisadas cirurgicamente foram enviadas ao
servico de Patologia Veterinaria do Departamento de Clinica Veterinaria da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista,
Campus Botucatu, Botucatu, Sdo Paulo. Os nédulos mamarios foram submetidos a
analise histologica e foram classificados de acordo com as caracteristicas descritas
por Goldschimidt et al. (2011), Cassali et al. (2013) e (2019). Em animais com mais
de um ndédulo na mesma cadeia mamaria, sempre foi considerada a neoplasia de
maior complexidade, para divisdo dos grupos de neoplasia.

As cadelas foram entdo separadas em 3 grupos, (Gl) com tumores grau | e

Il (n = 13), (Gll) com neoplasias grau Ill (n = 7) e grupo controle (GC) (n = 10). A
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definicdo dos grupos Gl e Gll foi baseada nos resultados do exame histopatoldgico

do tumor mamario (CASSALI et al., 2019a) apds a ressecgéo cirurgica.

Isolamento das VEs

Apos a colheita do sangue foram aguardados 15 a 20 minutos para a
formagdo de coagulo, e em seguida iniciou uma série de 4 centrifugagbes. A
primeira centrifugacao (Celm, Ls4, Barueri, Sdo Paulo, Brasil) foi a 716,8xg por 10
minutos em temperatura ambiente. O soro (sobrenadante) foi recolhido e
centrifugado novamente a 4 °C, por 3 vezes (Eppendorf® 5810r, Hamburgo,
Alemanha) para retirada de debris celulares e particulas maiores (300xg/10
minutos, 2000xg/10 e 16.500xg/30 minutos) seguindo o protocolo de THERY et al.
(27). Apos a ultima centrifugac&o, o sobrenadante foi aliquotado e armazenado em
freezer a -80 °C para posterior isolamento das vesiculas extracelulares.

O isolamento das VEs foi realizado por cromatografia de exclusdo de
tamanho, usando uma coluna de cromatografia comercial (QEV original35 nm Gen.
2, Izon Science LTDA, Christchurch, Nova Zelandia). Brevemente, a valvula de
gotejamento foi aberta para permitir que o liquido contido na coluna fosse reduzido
até proximo a fase estacionaria. Entdo, 15 mL de tampéao fosfato salina da fase
moével (137 mmol NaCl, 2,7 mmol KCI, 10 mmol NazHPO4, 2 mmol KH2PO sem Ca*?
ou Mg*?) foi adicionado sobre a fase estacionaria para lavagem inicial. Da mesma
forma, foi permitido o gotejamento do PBS, até préximo da fase estacionaria,
quando foi adicionado 500 pL da amostra de soro. Apos o gotejamento de toda
amostra, outra aliquota de PBS foi adicionada para dar continuidade ao processo
de separagdo. Apdés a adicdo da amostra na coluna, 3 mL foram colhidos e
descartados (void), uma vez, que nesse método, as particulas maiores sao as
primeiras a passarem pela coluna. A seguir, 2 mL foram colhidos e armazenados,
ja que esse volume contém as particulas menores.

ApoOs a colheita das VEs, as colunas foram lavadas com 15 mL de PBS,
acrescidas de 20 mL de solugdo de 7,7 mmol de azida sodica e conservadas em
geladeira para reutilizagdo. As amostras obtidas da coluna foram mantidas em gelo

até a quantificacao e caracterizacido das VEs.
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Quantificagao e caracterizagao das VEs

Para a caracterizacdo das VEs foram utilizadas a quantificacido e
caracterizagcao por tamanho pelo método de rastreamento de nanoparticulas. O
tamanho das VEs também foi confirmado pela microscopia eletrénica de
transmissdo (MET), ambas as metodologias foram de acordo com De Avila et al.
(2020) e Garnica et al. (2020). Brevemente, apdés o isolamento das VEs, as
amostras foram diluidas 1:20 e 1:4000 em PBS e uma aliquota foi utilizada para o
rastreamento de nanoparticulas (NanoSight NS 300, Malvern Panalytical, Malvern,
Reino Unido). Cinco videos de 30 segundos foram capturados com o nivel 12 na
camera, utilizando entre 20 e 100 particulas por quadro e temperatura controlada
de 38,5 °C. As imagens capturadas foram analisadas pelo software especifico
(NanoSight NTA 3.4, Malvern Panalytical, Malvern, Reino Unido).

Para a MET, as amostram foram concentradas por ultracentrifugacéo a
120.000 xg, durante 70 minutos, a 4 °C (Ultracentrifuga Optima XE-90; rotor 70 Ti;
Beckman Coulter, Brea, California, EUA), o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em 50 uL de PBS, seguido da adicdo de 400 uL de fixador
(Cacodilato de sodio a 0,1'mmol, glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 4% com pH
7.2-7.4) e incubado por 2 horas na temperatura ambiente. Apds a incubacgao, foram
adicionados 2 mL de PBS e a amostra foi novamente ultracentrifugada na mesma
velocidade, tempo e temperatura. Novamente o sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspendido em 100 uL de agua ultrapura (MilliQ). As amostras foram
refrigeradas até a analise. Para a MET, a solugdo contendo as VEs foi colocada em
grade de cobre por 20 minutos em temperatura ambiente, acrescida de 2% de
acetato de uranila analisada em microscopio eletrénico de transmiss&o (FEI Tecnai
20; LAB6 emission; 200 kV, Hillsboro, Oregon, EUA).

Preparo das amostras para espectrometria de massas
Ap6s o isolamento das VEs, as proteinas foram preparadas para

espectrometria de massas. Para extragdo das proteinas das VEs séricas foram
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utilizadas 1,2 x 10'° particulas/1,5 mL de tamp3o. As amostras de VEs séricas foram
acrescidas de tampé&o RIPA (150 mmol NaCl, 1% de Triton X-100, 1% deoxicolato
de sodio, 0,1% SDS em 50 mmol de TRIS-HCI pH 7,5, (PEACH; MARSH,;
MACPHEE, 2012) contendo inibidores de proteases (0,8 mmol EDTA, 1 pg/mL
aprotinina, 1 ug/mL leupeptina e 35 pg/mL PMSF [phenylmethylsulfonil fluoride] em
50 mmol Tris-HCI pH 7,2 (BOLLAG, et al., 1996). As amostras foram sonicadas
seguindo o protocolo proposto por Souza et al. (2009), seguida da centrifugacéo a
10.000xg por 30 minutos a 4 °C. Apds a sonicagao e centrifugagdo as amostras
foram concentradas em ultrafiltro (Amicon® 3 kDa, Merck-Sigma Aldrich, Sant Louis,
Michigan, EUA) por 3 vezes a 4 °C (2x a 14.000xg/30 minutos e 1x a 14.000xg/10
minutos), sendo o volume final de 120 pL. Posteriormente, o volume foi lavado com
solugdo de 50 mmol de bicarbonato de amdnia (AmBic) em tubo ultrafiltro por 5
vezes, a 14.000xg, por 10 minutos, a 4 °C conforme orienta¢des do fabricante.

A seguir a concentragao de proteina total foi determinada pelo método de
Bradford utilizando nanoespectrofotdémetro (NanoDrop™ One/One, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), usando conhecidas concentragdes de
albumina sérica bovina para estabelecer uma curva padrao. Apds a determinagao
da concentracdo de proteinas totais, as amostras foram preparadas para
eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢des desnaturantes, com gel de
separagao a 10%, utilizando 25 ug. A corrida foi interrompida quando as amostras
atingiram o gel de separagéo. O gel foi fixado (40% etanol e 10% acido acético
glacial) e corado por 12 horas com azul de Coomassie G-250 (solug&o estoque: 2%
de acido fosférico a 85%, 10% de sulfato de amonia, 0,1% de coomassie G-250 e
500 mL de agua ultrapura; solugao trabalho 80% de solugdo estoque e 20% de
metanol). Entdo, as amostras foram digeridas utilizando protocolo proposto por
Shevchenko et al. (34), com modificagdes. As bandas unicas foram recortadas e a
descoloragao foi realizada 5 vezes com 50% de acetonitrila 50% em 25 mmol de
bicarbonato de amdnia (AmBic). Os fragmentos de gel foram desidratados com
100% de acetonitrila. A reducéo das pontes dissulfeto foi conduzida com 20 mmol
de DTT em 50 mmol de AmBic e a alquilagdo com 55 mmol de iodoacetamida em

50 mmol de AmBic. A seguir a digestdo foi realizada com tripsina (1: 25
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substrato/tripsina) (Promega Trypsin, Part No V511, 20 ng/uL) durante 14 horas.
Ap0s este periodo a tripsina foi bloqueada com 5% de acido formico (96%) em 50%
de acetonitrila. Os peptideos foram eluidos com 1% de acido férmico (96%) em 60%
de metanol, e posteriormente com 50% de acido formico (96%) em 50% de
acetonitrila. O volume das amostras foi reduzido (Speed Vac™, SPD1010
Integrated SpeedVac™ Systems, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, EUA) e armazenados a -80 °C até a espectrometria de massas.

Para a espectrometria de massas as amostras foram descongeladas e
diluidas em acido formico a 0,1% (0,7 ug de proteina/ pL) e centrifugadas a 1.100xg
por 5 minutos. Em seguida 15 yL do sobrenadante foi colocado em tubo especifico
com tampa de rosca para a analise no espectrometro de massas (Clear glass 12 x
32 mm, Waters Corporation, Milford, Massachusetts, EUA). Em seguida uma
aliquota de 4,5 pL foi separada em uma coluna C18 (100 ym x 100 mm) de
cromatografia (nanoACQUITY UPLC®, Waters Corporation, Milford, Massachusetts,
EUA) acoplada a um espectrometro Q-Tof (Micromass® Q-Tof PREMIER® Mass 12
Spectrometer, Waters Corporation, Milford, Massachusetts, EUA) com fonte de
electrospray com um fluxo de 0,60 yL/minuto, com voltagem mantida a 3,5 kV, e um
cone de voltagem de 30V e temperatura de 100 °C. O gradiente de acetonitrila (2-
90%) em 0,1% de acido férmico foi mantido por 45 minutos. O equipamento foi
operado em top three mode, no qual um espectro MS foi adquirido, seguido por
MS/MS dos 3 mais intensos picos detectados. Apos a fragmentagdo MS/MS, os ions
foram colocados numa lista de exclus&o por 60 segundos.

Para os parametros de busca foram utilizados a tripsina como protease, 1
clivagem permitida, a carboxamidometilagdo da cisteina como modificagao fixa, a
oxidacdo metionina como modificacdo variavel, tolerancia de erro de 1 Da para
ambos os ions de espectro de massa (MS) e fragmento de massa (MS/MS), e
massa molecular monoisotopa.

Os espectros foram adquiridos usando o software MassLynx™ v.4.1 (Waters
Corporation, Milford, Massachusetts, EUA) e os dados brutos convertidos para uma
lista com picos (.mgf) sem adicdo dos scans e analisados pelo software Mascot
Distiller 2.4.0.0 (Matrix Science Inc., Boston, Massachusetts, EUA) para obter a
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quantificacdo relativa de cada proteina na mistura foi determinada pelo
exponentially modified protein abundance index (emPAl) (ISHIHAMA et al., 2005)
(ISHIHAMA et al., 2005) . Os resultados foram buscados na base de dados UniProt
KB (www.uniprot.org/) com a taxonomia Canis lupus familiaris (UP000002254). Em
seguida os resultados foram analisados no software Protein Pilot 4.0 (AB Sciex,
Framingham, Massachusetts, EUA) para validacdo dos espectros de massas e
identificag&o das proteinas.

Analise estatistica

As variaveis concentracdo e tamanho das VEs descritas pela média e erro
padrdo, e analisadas pelo software Sigma Plot v.11.0. As variaveis foram
submetidas ao teste normalidade de Smirnov Komolgorov e teste de Levene para
avaliar a igualdade das variancias. A comparagao do tamanho das VEs entre os
grupos foi conduzida pelo ANOVA one way e para as comparag¢des multiplas foi
utilizado o teste de Tukey. Ja para analise da concentragcdo de VEs foi utilizado o
teste de Kruskal-Wallis e para comparagdes multiplas o teste de Tukey. As variaveis
foram descritas pela média + erro padrdo. As diferengas foram consideradas
significativas quando P < 0,05.

Os dados foram normalizados para excluir as proteinas que nao
representasse a populacédo. Desta maneira, proteinas que ndo estavam presentes
em pelo menos 40% das amostras em cada grupo, foram consideradas ausentes
Nno grupo e se a mesma situagéo ocorreu em todos 0s grupos, a proteina foi excluida
da analise. Os outliers foram corrigidos por dividir o emPAI de cada proteina de
cada amostra pela somatdria dos emPAls da mesma proteina de todas as amostras.
Para analise dos resultados da protebmica utilizou-se a clusterizacdo nao-
hierarquica da analise multivariada no software MetaboAnalyst 5.0
(www.metaboanalyst.ca/) (XIA; WISHART, 2016). Foi obtida a analise de
componentes principais (PCA) para descrever a variagdo da amostra na matriz de
pontuagdo. Um heatmap foi construido para a comparagao dos grupos. ANOVA foi
usada para determinar a diferenga entre os grupos, utilizando o teste de Fisher LSD,

considerando como valores significativos quando false discovery rate (FDR) foi <
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0,05. As fungdes moleculares, processos biologicos e componente celular das

proteinas foi descrito utilizando o UniProt (https://www.uniprot.org).

RESULTADOS

As neoplasias foram classificadas histologicamente para definicdo dos
grupos e estao descritas nas Tabelas 1 e 2.

A média % erro padrao da idade das cadelas do GC foi de 1,95 + 0,33 anos,
do Gl de 10,07 + 0,60 anos e do Gll de 12,10 + 0,70 anos. Ja o peso médio + erro
padrao foi 16,2 + 2,4 kg, 10,1 + 3,6 kg e 10,9 + 3,3 kg, respectivamente para o GC,
Gl e Gll.

Os tutores das cadelas com neoplasia (Gl e Gll) afirmaram ter usado
progestagenos em 5% (1/20) dos animais, 70% (15/20) informaram nunca ter feito
uso e 25% (4/20) nao souberam informar.

A concentragéo de VEs n&o variou entre os grupos (P = 0,124). A média *
erro padrdo da concentragdo de VEs do GC foi de 5,5 + 4,4 x 102 particulas/mL, do
Gl foi de 1,32 + 0,66 x 10'? particulas/mL e para o Gll foi 1,06 + 0,88 x 102
particulas/mL (Figura 1).

Para analise do tamanho das particulas foi utilizada a moda e a média +
erro padrao no GC foi 136,2 + 6,0 nm, no Gl 129,3 £ 4,0 nm e GIl 125,5 + 6,1 nm.
Também nao houve diferenga estatistica entre os grupos para o tamanho das
particulas (P = 0,396). Na caracterizagado das VEs na microscopia eletrbnica foram
encontradas particulas de formato esférico/oval (Figura 2).

Na espectrometria de massas das proteinas de VEs foram identificadas 91
proteinas em todos os grupos (Figura 3). A PCA (Figura 4A) e dendrograma (Figura
4B) indicaram uma sobreposi¢ao dos grupos, com destaque para o grupo controle.
Os resultados da analise univariada (ANOVA) indicaram 6 proteinas diferente
abundéncia entre os grupos (FDR < 0,05, Figura 5). A proteina keratin 18
(AOA8I3PJ84) foi a mais abundante no Gl, enquanto Gll apresentou as proteinas
CABP4 (AOA8I3ML63), EvC cilliary complex subunit 2 (AOA8I3MIA3) e joining chain
of multimeric IgA e IgM (AOA8I3RW25) como as proteinas em maior abundancia. Ja
as proteinas protocadherin 17(AOA8I3PDN1) e albumin (AOA8I3MY51) foram as
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355 mais abundantes em ambos 0s grupos compostos por animais com neoplasias (Gl
356 e Gll) (Figura 6).
357
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Tabela 1. Descri¢cao da raga, status reprodutivo, resultado do exame histopatoldgico

da neoplasia mamaria e estadiamento das cadelas do Gl (n = 13).

Status . L .
Raca “ . Histopatolégico Estadiamento
reprodutivo
Carcinoma em tumor misto grau |
Sem raca . .
.. Castrada Carcinoma misto grau | I
definida )
Carcinoma complexo grau |
Shi-tzu Castrada Carmnomg misto grau |
Ectasia ductal
Carcinoma sugerindo misto
Dachshund Castrada bep 'no , Il
Tumor misto benigno
Adenoma complexo
mr .
Se. . aga Castrada Carcinoma tubular grau I |
definida
~ rcin I I
Lhasa-Apso N&o castrada C? cinoma comp exg grad [
Carcinoma em tumor misto grau |
Pastor . Carcinoma em tumor misto grau
~ N&o castrada [
aleméo Il
Labrador Castrada Carcinoma complexo grau | I
Ser.n.raga N&o castrada Carcmpma complexo grau | "
definida Carcinoma tubular grau |
Ser.n.raga N&o castrada Carglnoma complexo grau | "
definida Carcinoma complexo grau |l
Pastor ~ Carcinoma em tumor misto grau |
~ N&o castrada : v
Alemao Carcinoma complexo grau Il
Poodle Castrada H_|perpla§|a Iobul_ar’ : v
Carcinoma rico em lipidio
Ser.n.raga N&o castrada Cgrcmoma complexg grau | v
definida Carcinoma em tumor misto grau |
Carcinoma tubulopapilifero
intraductal grau |
[ I
LhasasApso Castrada Carcinoma complexo grau | v

Carcinoma micropapilifero grau |
Adenoma complexo associado a
mastite
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Tabela 2. Descricdo da

25

raca, status reprodutivo, resultado do exame

histopatolégico da neoplasia mamaria e estadiamento das cadelas do GlI (n = 7).

Status . L . .
Raca . Histopatolégico Estadiamento
reprodutivo
Comedocarcinoma com area
Cocker focalmente extensa de carcinoma
. Castrada . ) I
Spaniel micropapilar grau |
Carcinoma complexo grau |
Lhasa Apso Castrada Carcinoma solido grau lll I
Carcinoma misto solido grau Il
Adenoma associado a epiteliose
Sem raca com metaplasia escamosa com
.. Castrada . : " 1]
definida area focal de carcinoma solido
intraductal |
Adenoma complexo
Carcinoma e mioepitelioma
maligno grau Il
Dachshund Castrada Adenoma tubular com area focal A\
de carcinoma invasor
Adenoma complexo
n Carcinoma complexo grau |
Maltés Castrada . . .p g v
Carcinoma cribriforme grau |l
Sem raga N&o Carcinoma solido grau lll
.. . . Y
definida castrada Carcinoma solido grau lll
Boiadeiro Nao Osteossarcoma mamario I
australiano castrada Carcinoma tubulopapilifero grau |
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365 Figura 1. Grafico demonstrativo da analise de tamanho em nm de VEs realizado
366  por rastreamento de nanoparticulas (NanoSight). VEs isoladas do GC, Gl e Gll com
367 particulas de tamanho entre 30 e 150 nm de diametro.

368

369

370 Figura 2. Imagem da MET de VEs separadas do soro de cadelas. Note o formato
371 esférico/oval e as medidas que estao entre 30 e 150 nm.
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Figure 5. Concentragdo de proteinas alteradas positivas e negativamente. letras
iguais representam auséncia de diferencga, e letras diferentes representam diferenca
estatistica FDR <0,05.
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EVC ciliary complex subunit 2 (AOA8I3MIA3)
Ig-like domain-containing protein (AOA8I3NVL7)
Albumin (AOA8I3MY51)
Protocadherin 17 (AOA8I3PDN1)
CD5 molecule like (AOASI3NQW4)
Ig-like domain-containing protein (AOA8I3P6S7)
Joining chain of multimeric IgA and IgM (AOA8I3RW25)
Sushi domain-containing protein (AOA8I3ML63)
Receptor protein-tyrosine kinase(AOA8I3MB23)
Keratin 18 (AOA8I3PJ84)
NAD(P)(+)--arginine ADP-ribosyltransferase (AOA8I3Q484)
IF rod domain-containing protein (AOA8I3PEZ2)
Ig-like domain-containing protein (AOA5F4DJ18)
| Keratin, type Il cytoskeletal 1 (Q6EIY9)
Peptidase S1 domain-containing protein 1 (AOA8I3P0OAS5)
Keratin 75 (AOA8I3PK78)
Keratin 9 (AOA8BI3NNWO)
1 RUN and FYVE domain containing 1 (AOA8I3N3X3)
Globin A2 (AOA1KOGGHO0)

Hemoglobin subunit alpha1 (AOASB8JIDS5)
DNA-(apurinic or apyrimidinic site) endonuclease (AOA8I3S7J9)
Keratin 10 (AOA8I3NL87)

Control Gl Gll

Figure 6. Heat map demonstrando a abundéancia relativa de proteinas em cada
grupo, sendo vermelha representando uma maior abundancia e a cor azul, menor

abundéncia de proteina.

DISCUSSAO

Esse estudo foi desenvolvido com objetivo de investigar as VEs do soro
sanguineo de cadelas acometidas pela neoplasia mamaria e sua relagdo com a
malignidade da doenca, a fim de encontrar biomarcadores por um método
minimamente invasivo, ou sugerir possiveis alvos terapéuticos.

Os animais foram divididos em subgrupos de acordo com grau de
diferenciagdo das neoplasias de maior agressividade na tentativa de agrupar os
subtipos histologicos de caracteristicas mais similares, baseada na literatura
(GOLDSCHMIDT etal., 2011; CASSALI et al., 2019b). O grande numero de subtipos
€ um fator importante em estudos com neoplasias mamarias em cadelas, uma vez
que torna dificil a padronizacdo dos resultados encontrados nas populacdes
(RASOTTO et al.,, 2017; CASSALI et al., 2019b). As neoplasias mamarias
acometem principalmente mulheres acima de 55 anos e cadelas de meia idade e
idosas (SORENMO, 2003; PASTOR et al., 2018). Nas cadelas, os fatores de risco,
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além da idade, incluem o status reprodutivo e fatores genéticos que parecem
predispor o aparecimento da neoplasia em determinadas ragas (ARIYARATHNA et
al., 2021). Nesse estudo a idade média das cadelas acometidas por neoplasias
foram de acordo com os resultados de outros estudos, que encontraram maior
ocorréncia em animais na faixa etaria entre 8 e 10 anos (PASTOR et al., 2018;
BURRAI et al., 2020; ARIYARATHNA et al., 2021).

O peso médio das cadelas com neoplasias mamarias pode variar de acordo
com a populacédo estudada (PEREZ ALENZA et al., 1997; GEDON et al., 2020),
nossos resultados para a média de peso dos grupos neoplasia foram 10,1 e 10,9
kg, contudo uma limitagdo do estudo foi a auséncia de classificagcdo individual do
score de condigao corporal, o qual poderia determinar a real condigado da fémea e
a classificagcdo em magro, peso adequado, sobrepeso ou obeso. Este parametro
pode ser importante e € pouco mencionado em estudos na medicina veterinaria,
mas em mulheres foi demonstrado um maior risco de recidivas, tratamento menos
efetivo e maior chance de complicagdes cirurgicas devido ao sobrepeso e a
obesidade (LEE et al., 2019; MOHANTY; MOHANTY, 2021). Apesar disso, o
sobrepeso e a obesidade podem ser considerados fatores de risco no
desenvolvimento e progresséo de neoplasias mamarias em mulheres e em cadelas,
entretanto o mecanismo fisiologico ainda ndo foi completamente esclarecido.
Sugere-se que o acumulo de tecido adiposo e a exposi¢gao do tecido mamario a
fatores de crescimento e hormdnios como estrogeno e progesterona predispde o
aparecimento de tumores, assim com maior grau de malignidade e o pior
prognostico (LIM et al.,, 2015a; TESI et al., 2020). O tecido adiposo também é
produtor de fatores pro-inflamatorios que estdo associados ao desenvolvimento de
neoplasias (DUMAS; BRISSON, 2021). Cadelas com sobrepeso ou obesas foram
diagnosticadas com neoplasias mamarias mais jovens que cadelas classificadas
como magras ou com peso adequado, além disso apresentam uma maior infiltragao
linfatica pelas células neoplasicas, que € um fator predisponente ao aparecimento
de metastases (LIM et al., 2015b).

Horménios exdgenos, especialmente progestagenos, usados para

supressao do estro esta associado ao desenvolvimento de neoplasias mamarias
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devido doses de aplicagdo incorretas e apresentagdes de agao prolongada
(RUTTEMAN; MISDORP, 1993; STJOVRING; MOE; GLATTRE, 1997). Em nosso
estudo, apenas 1 dos 20 tutores (5%), das cadelas com neoplasias mamarias,
afirmou ter realizado uso anterior de progestagenos para supressdo do estro,
entretanto, 25% (4/20) ndo souberam informar sobre o uso anterior de hormonios
com essa finalidade. O uso de progestagenos com objetivo de supressao de ciclo
estral e prevengao da gestacéo indesejada é uma pratica comumente observada na
clinica de pequenos animais (BELL; CHRISTIE, 1971). A falta de informagdo ao
tutor sobre o periodo adequado de utilizacido desses hormdnios assim como 0s
efeitos adversos € o principal problema enfrentado na tentativa de reduzir o uso
dessa medicacao.

Em nosso estudo nao foi realizada estatistica para verificar se houve uma
relagdo entre o uso de progestagenos e o desenvolvimento de neoplasias
mamarias, todavia, dada a relagdo entre tumores de mama e os hormoénios
esteroides endogenos e exdégenos (RUTTEMAN; MISDORP, 1993; SPOERRI et al.,
2015), se faz necessario que esse questionamento sobre o uso exdgeno de
horménios seja sempre considerado durante a anamnese dos pacientes com
nodulos mamarios, assim como o esclarecimento sobre seu uso e efeitos adversos.

Em vista da importéncia dos estudos de nédulos mamarios em cadelas, as
VEs tém se mostrado promissoras na busca por métodos minimamente invasivos e
que busquem identificar biomarcadores que possam auxiliar no monitoramento das
neoplasias mamarias (FISH et al., 2018; SAMMARCO et al., 2018; ZMIGRODZKA
et al., 2019a) Em nosso estudo, para validagdo das VEs apos o isolamento, foi
utilizado a concentracdo e caracterizacdo por tamanho e pelo formato das VEs,
sendo esses realizados por 2 métodos indicados na literatura, pelo rastreamento de
nanoparticulas e pelo MET (THERY et al., 2006; GARDINER et al., 2016; CANADAS
et al., 2019). O rastreamento de nanoparticulas investiga a distribuicdo por
quantidade e tamanho das VEs, utilizando movimento browniano de particulas em
suspensao (SZATANEK et al., 2011). Os resultados encontradas no presente
estudo, quando relacionados ao tamanho das particulas, foram similares as VEs

descritas no soro sanguineo de humanos (DOBRA et al., 2020) e animais (BRADY
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et al., 2018; GARNICA et al., 2020). Ademais, o tamanho das particulas foi o
esperado para caracterizagao de vesiculas como pequenas, de acordo com a
Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelular — ISEV (THERY et al., 2018).

A concentragao de VEs/mL de soro sanguineo das cadelas com neoplasias
mamarias nao apresentou diferenga em relagdo ao controle. As VEs sao secretadas
por diversos tipos celulares e a concentragcao de VEs/mL é um valor que pode ter
interferéncias de diversos fatores como o tipo de colheita e a armazenamento da
amostra, pH da célula secretora, condicdo de hipdxia, estresse oxidativo, morte
celular, alteracdes individuais, estado clinico do paciente, cancer e inflamagao.
Estes fatores foram relacionados ao aumento ou diminui¢do da concentragao de
VEs nos tecidos e fluidos (PAROLINI et al., 2009; CHOI et al., 2013; CLAYTON et
al., 2019; LUDWIG; WHITESIDE; REICHERT, 2019). Apesar de diversos estudos
realizados com vesiculas, ainda nao foi possivel identificar um valor ou um intervalo
de concentragdo média de VEs em fluidos corporais como o soro sanguineo
(JOHNSEN et al., 2019). A auséncia de alteragdes sistémicas no grupo de animais
selecionados para o nosso estudo poderia justificar os resultados similares entre os
grupos o que ja foi também encontrado em outro estudo com VEs do soro em
mulheres com tumor de mama (OZAWA et al., 2020).

Resultados sido contraditorios em relagdo ao aumento, diminuicdo ou
auséncia de diferenca nas concentragbes de VEs em pacientes oncoldgicos. Em
mulheres com cancer de mama, estudos nao observaram diferencas nas
concentragdes de VEs no soro sanguineo quando comparados com pacientes sem
neoplasia (OZAWA et al., 2020). Outros estudos encontraram aumento na
concentracdo de VEs em humanos com carcinoma hepatocelular quando
comparados ao grupo controle ou a grupos neoplasicos de diferentes estadios
(ARBELAIZ et al., 2017). Estes achados foram correlacionados a maior secregéo
de VEs pelas células tumorais, agressividade tumoral e prognostico dos pacientes
(LIN et al., 2022).

Na veterinaria também nao ha uma definicdo em relagao a concentragao de
VEs em animais acometidos por neoplasias. Estudo observou diferencas individuais

entre pacientes com ou sem cancer, porém sem ser possivel avaliar a significancia
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estatistica (AGUILERA-ROJAS et al., 2018), enquanto outros demonstraram um
aumento da VEs derivadas de plaquetas, leucocitos e linfécitos T no plasma em
animais com diferentes tipos de neoplasias (ZMIGRODZKA et al., 2019b). Alteragéo
na concentragdo de VEs no soro de caes com linfoma também foi relacionada a
resposta a quimioterapia, onde pacientes em remissdo tiveram concentragdes
séricas de VEs menores do que animais onde a resposta a quimioterapia nao foi
satisfatéria ou tinha a doenga em progressédo (GARNICA et al., 2020).

O formato das VEs foi analisado pela MET, optou-se por essa técnica pela
maior facilidade de acesso, reduzido custo e amplo uso em estudos com VEs
(GARDINER et al., 2016). Foram observadas particulas de formato esférico/oval,
resultado similar aos descritos em estudos com o mesmo tipo de biofluidos
(AGUILERA-ROJAS et al., 2018) e espécie (FISH et al., 2018). Todavia, estudos
também sinalizam uma possivel interferéncia no processo de fixagdo da lamina para
leitura da amostra na MET, a qual pode alterar, de forma discreta, o formato esférico
das VEs, sendo assim, outra op¢do para a caracterizagdo do formato € a crio-
microscopia eletrénica, uma vez que essa técnica permite a visualizagdo 3D das
nanoparticulas com menor interferéncia da fixagdo da amostra para analise do
formato das VEs (ADRIAN et al., 1984; THERY et al., 2006; SZATANEK et al., 2011;
CANADAS et al., 2019).

As proteinas sao macromoléculas compostas por um conjunto de
aminoacidos e que sao importantes para estrutura e desempenho de funcdes
celulares. As VEs contém informagdes sobre suas células de origem, sendo assim
as proteinas podem desempenhar um papel fundamental na identificacdo de
biomarcadores que possam auxiliar o esclarecimento de processos biologicos
envolvidos na carcinogénese (RAIMONDO et al., 2011; TIAN et al., 2021).

A proteina CDS5 like-molecule (AOA8ISNQW4), foi identificada em todos os
grupos em nosso estudo, entretanto sem apresentar diferenga entre eles. Essa
proteina é secretada juntamente com VEs (THERY et al., 2018), e foi também
identificada em amostras de soro (DOBRA et al., 2020) e sugerida como um dos
biomarcadores de VEs isoladas de plasma sanguineo em humanos (DE MENEZES-
NETO et al., 2015; GAMEZ-VALERO et al., 2016), sendo também identificada em
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estudo com cancer de mama em mulheres (KOH et al., 2021) (Koh. et al, 2021), e
em caes com leishmaniose (ESTEVES et al., 2023), desta forma a espectrometria
de massas foi considerada como um método adicional aos métodos nanotracking
analysis (NTA) e MET para a de caracterizagéo e validagdo do isolamento de VEs
do nosso estudo.

A keratin 18 (AOA8I3PJ84), é uma proteina de citoesqueleto do tipo |, de
filamento intermediario com fungado estrutural, expressa em tecidos epiteliais de
camada simples, podendo assim ser considerada como um marcador epitelial
(WENG et al.,, 2012). Essa proteina geralmente & secretada por células em
apoptose podendo também ser utilizada como um marcador sérico de morte celular
(UENO et al., 2005). E objeto de investigagdo combinada entre protedmica e a
técnica de imuno-histoquimica, na busca de biomarcadores para neoplasias
mamarias, onde primariamente observa-se uma relagdo da expressdo de cito
queratinas e a origem epitelial dessa neoplasia, e a relagdo entre a alta expressao
da keratin 18 e a menor invasividade de carcinomas mamarios em felinos
(PENAFIEL-VERDU et al., 2012). Essa proteina ja foi sugerida como biomarcador
de grandes oncossomos, que sao VEs derivadas de células cancerigenas com
diametro entre 1000 e 10.000 nm, pois VEs de maior tamanho apresentam diferente
perfil proteico. Esse mesmo estudo demostrou por Western blotting uma maior
quantidade de keratin 18 em VEs derivadas do plasma de pacientes com cancer de
préstata, comparada a pacientes saudaveis (MINCIACCHI et al., 2015).

Em nosso estudo a keratin 18 apresentou maior abundancia no Gl em
relagdo a GC e GIl sugerindo assim um potencial regulador do processo de
crescimento tumoral, uma vez que estudos indicam que essa menor abundancia
dessa proteina em pacientes com cancer em estadios mais avancados, esta
relacionado com uma maior invasividade tumoral e consequente pior prognostico
(SCHALLER et al., 1996). Sugere-se que a menor abundancia em Gll, grupo com
neoplasias mais complexas, pode ser relacionada com uma metilagao aberrante do
gene KRT18 (BUTLER et al., 2020), fazendo assim com que haja um silenciamento
desse gene e menor expressao da proteina nesse grupo. A menor abundancia da

proteina keratin 18 nas linhagens celulares de neoplasias mamarias em humanos,
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ja foi relacionada a indugao parcial da transicdo mesenquimal-epitelial (EMT) pelo
aumento da expressao EpCam e ativacao da via de Wnt/B-catenin, promovendo um
aumento das caracteristicas metastaticas das neoplasias mamarias (SHI et al.,
2020), todavia, mais estudos sao necessarios para que haja comprovagao dessa
hipétese em neoplasias mamarias de cadelas.

No Gll as proteinas em maior abundéncia foram sushi domain contaning
protein (AOA8I3ML63), Evc cilliary subunit 2 (AOA8I3SMIA3) e joining chain of
multimeric IgA and IgM (AOA8I3RW25). A sushi domain-containing protein € uma
proteina homdloga a complement component biding 4 protein alpha (C4BPA —
AOA8COP5M3), a C4BPA esta envolvida na resposta imune inata por meio da
ativacdo, e metabolismo de gordura e regulagao sistema complemento, sistema
esse que vem sendo estudado por seu papel na carcinogénese
(TVARIJONAVICIUTE et al.,, 2016; REIS et al., 2018). Essa proteina ja foi
anteriormente identificada, sem diferencas entre grupos, em soro de cadelas com
neoplasias mamarias e saudaveis (FRANCO-MARTINEZ et al., 2020) e em cées
obesos, sendo mais abundante nos animais com desordem metabdlica
(TVARIJONAVICIUTE et al., 2016). Em VEs, estudos em humanos ja identificaram
a C4BPA em VEs séricas de pacientes com melanoma (KURG et al., 2022). Em
VEs derivadas de plasma sanguineo, foi sugerido uma correlagao entre a C4BPA,
modulagdo do microambiente tumoral e escape imunolégico através do sistema
complemento, em pacientes com carcinoma hepatocelular, que apresentaram maior
abundéncia de C4BPA quando comparados a pacientes controle (DONG et al.,
2022), essa hipotese de um efeito protecdo e escape tumoral pelo sistema
complemento pode ser sugerida aos nossos resultados, onde o grupo com
neoplasias de maior grau e complexidade apresentaram maior abundancia da
proteina homologa sushi domain contaning protein, entretanto sdo necessarios
mais analises para comprovar tal hipdtese, especificamente em neoplasias
mamarias em cadelas.

Ja EvC cilliary subunit 2 € uma proteina transmembrana que tem fungdo em
processos bioldgicos, desenvolvimento embrionario, formagdo dos ossos e
esqueleto (HUBER; CORMIER-DAIRE, 2012). Mutagbes no gene dessa proteina
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podem causar as chamadas ciliopatias, como a sindrome de Ellis-van-Creveld em
humanos, também conhecida como displasia condroectodérmica (GALDZICKA et
al., 2002; GERHARDT et al., 2016). Outra possivel consequéncia da mutagao
génica é promover disfungbes na sinalizacdo de hedgehog, e sugere-se que a
sinalizagdo hedgehog esta envolvida em diversos estagios da carcinogénese e
como alvo terapéutico, porém esse mecanismo ainda ndo estd completamente
esclarecido (KUBO et al., 2004; DORN et al., 2012; JIANG, 2022). Em estudo com
diversas neoplasias, em tumores de mama foram encontradas mutagdes
significativas no gene EVC2, mas ndo no tumor primario e sim nas metastases,
sugerindo assim alvos para a inibicdo de metastase (PAUL et al., 2020). Esse gene
também foi identificado com uma maior metilacdo em células de neoplasias
mamarias triplo negativo, de pacientes que foram considerados n&o responsivos ao
tratamento com quimioterapia neoadjuvante (PINEDA et al., 2019). Uma maior
metilagdo em determinado gene, sugere uma menor sintese e consequente menor
abundancia dessa proteina, entretanto, nossos resultados apresentaram maior
abundancia da proteina EVC cilliary subunit 2 no GlI grupo, diferente dos propostos
pela literatura.

A joining chain of multimeric IgA and IgM, é uma proteina com peso de
aproximadamente 15 kDa, que conecta os monémeros IgA e IgM para formagao de
anticorpos multimétricos IgA (dimero) e IgM, (pentamétrico), sendo assim
transportados pelo epitélio, e que possuem fungao de protecdo na superficie da
mucosa, na resposta imune e mediador de inflamagdo (BRANDTZAEG; PRYDZ,
1984; WEI; WANG, 2021). Essa proteina também foi identificada em VEs de
humanos, e na ontologia génica, em conjunto como outras proteinas, com possivel
funcdo de marcador de endocitose e exocitose, em trabalho que investigou
diferentes origens de VEs como tecido, plasma e soro (HOSHINO et al., 2020). Em
estudo cohort a maior expressdo de RNA mensageiro do gene JCHAIN foi
correlacionado a sobrevida favoravel em cancer de mama em mulheres de origem
luminal, e proposto como possivel biomarcador (WANG et al., 2020). Essa proteina

ja foi identificada em amostras de soro e saliva de cdes com neoplasias mamairia,
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sem apresentar diferenga em abundéancia entres grupos com e sem neoplasia
(FRANCO-MARTINEZ et al., 2020).

Os grupos de animais com neoplasias mamarias (Gl e Gll) apresentaram
maior abundancia das proteinas protocadherin 17 e albumin. A protocadherin 17,
codificada pelo gene PCDH17, é uma proteina de transmembrana do tipo | da
subfamilia das caderinas, sao calcio-dependentes e estdo envolvidas em processos
de ades&o celular, inibicdo de crescimento tumoral, migragédo e invasividade (HAN
et al., 2010). No cancer de préstata em homens a metilacdo exacerbada do gene
codificador dessa proteina, obtido por PCR em tecido, foi relacionada a grau
patolégico maior, linfonodos com metastases e menor sobrevida, sendo a
hipermetilagdo do PCDH17 sugerida como possivel biomarcador dessa neoplasia
(LIN et al., 2014). Em neoplasia de mama em mulheres, essa proteina apresentou
maior abundancia em tecido neoplasico com metastase em osso e quando
comparada nao metastaticos, promovendo a invaséo celular (LI et al., 2013). Por
outro lado, estudos demonstraram uma menor expressdo do gene PCHD17 nos
tecidos neoplasicos foi correlacionada com uma maior abundéancia de marcadores
de angiogénese e hipoxia no soro dessas pacientes (EL-BENHAWY et al., 2021), e
o aumento da expresséao ectdpica do PCDH17 promoveu inibigdo da proliferacédo e
mobilidade celular (YIN et al., 2016). Ja caes com linfoma difuso de grandes células
B também foi observada uma menor expresséo do gene PCDH17 em cultivo celular
dessa neoplasia, o que foi relacionado com a hipermetilagdo desse gene supressor
de tumor (ZORZAN et al., 2022).

A albumina (AOA8I3MY51) é uma proteina mais abundante no soro, &
considerada um co-isolamento nas amostras enriquecidas com VEs, e ja foi
previamente reportado (THERY et al., 2018). Se considerarmos a albumina como
possivel contaminante das amostras, sugere-se que esse parametro ndo deveria
apresentar diferenca entre os grupos, uma vez que o método de isolamento e
processamento das amostras foi similar em todos os grupos, além disso ha estudo
demonstrando a utilizagdo da SEC para isolamento das VEs teve um menor co-
isolamento dessa proteina, quando comparado a ultracentrifugagéo e precipitagéo
(BUSCHMANN et al., 2018). Contudo, em nosso estudo foi observado que os
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animais dos grupos com neoplasias, apresentaram maior abundancia dessa
proteina. A albumina com peso de aproximadamente de 66 kDa, é sintetizada pelo
figado e possui fungbes no metabolismo celular, transporte de compostos
endogenos e exogenos (RABBANI; AHN, 2019). Essa proteina foi encontrada em
menor abundancia na espectrometria (FRANCO-MARTINEZ et al., 2020) e em
menor concentragado livre em soro sanguineo de animais com neoplasias mamaria,
incluindo animais com metastases e doencas concomitantes € menor quando
comparado a pacientes saudaveis (TECLES et al., 2009; FRANCO-MARTINEZ et
al., 2020).

Em nossos resultados as proteinas EvC cilliary subunit 2, joining chain of
multimeric IgA and IgM, protocadherin 17 e albumin foram identificadas em maior
abundéncia nos grupos neoplasia de amostras enriquecidas com VEs séricas,
entretanto, na literatura € possivel observar que na maior parte dos estudos, essas
proteinas e seus genes codificadores geralmente se encontram em menor
abundancia e expressao quando estudadas em tecidos neoplasicos, livres no soro
sanguineo e em VEs derivadas de tumores (YIN et al., 2016; PINEDA et al., 2019;
FRANCO-MARTINEZ et al., 2020; WANG et al., 2020). E sabido que as VEs
carregam informagdes da sua célula de origem, todavia, quando investigadas no
sangue é possivel sugerir que ha uma heterogeneidade na origem das populagdes
de VEs, uma vez que serao secretadas tanto por células tumorais, quanto por
células de outras origens como leucécitos e plaquetas (GEORGE et al., 1982;
PUGHOLM et al., 2016), o que também & observado em animais (ZMIGRODZKA et
al., 2019b) Sendo assim, sugerimos que o perfil e abundancia proteica encontrada
VEs séricas podem se diferir dos achados em tecidos neoplasicos, e em VEs
derivadas desses tecidos, como também proposto em humanos quando comparado
o perfil proteico de VEs de plasma e VEs derivadas de tecido neoplasico (HOSHINO
et al., 2020). Mais estudos comparativos entre VEs séricas e VEs derivadas de
tecido sdo necessarios na tentativa de esclarecer os mecanismos envolvidos
nessas diferencas de perfil proteico.

E importante ressaltar que as proteinas keratin 18 e protocadherin 17 e seus

genes codificadores desempenham importante papel na supressao da proliferagao
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e crescimento tumoral no cancer de mama em mulheres (SCHALLER et al., 1996;
YIN et al., 2016; BUTLER et al., 2020; EL-BENHAWY et al., 2021). A identificagao
dessas proteinas em nosso estudo ressalta que essas proteinas parecem também
desempenhar fungdes nos processos biolégicos envolvidos em tumores de mamas
em cadelas, sugerindo assim que podem ser consideradas como alvos para futuros
estudos de neoplasia mamaria nessa espécie.

Concluimos que a heterogeneidade dos subtipos de neoplasias mamarias
€ um dos fatores limitantes para os estudos com esse tipo de neoplasia uma vez
que torna dificil a padronizagdo de metodologias, bem como dos achados. Os
resultados de isolamento e caracterizagédo das VEs, estdo de acordo com o que foi
anteriormente observado na literatura para esse tipo de amostra bioldgica e
acrescentam dados a literatura veterinaria a descricdo e caracterizagdo das
nanoparticulas. Entretanto, os resultados referentes as VEs néo indicaram relagéo
com o tipo e classificagdo do tumor e ndo podem ser sugeridos para auxiliar no
diagndstico e monitoramento das cadelas acometidas por neoplasias mamarias. As
proteinas identificadas em nosso estudo auxiliam no esclarecimento de algumas
funcdes e sugerem o possivel comportamentos de invasividade das neoplasias
mamarias em cadelas, sendo assim um importante avango na investigagdo desse
tipo de tumor na medicina veterinaria, entretanto mais estudos sao necessarios para
ampliar a caracterizacado das proteinas em amostras enriquecidas com VEs e para

a validacao dessas proteinas como possiveis marcadores.



702

703

704
705
706

707

708
709
710
711

712
713
714
715

716
717
718
719

720

721

722

723
724
725
726
727

728

36

Informagao dos Autores
*Autor Correspondente

Fabiana Ferreira de Souza, Departamento de Cirurgia Veterinaria e Reprodugéo
Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria, FMVZ, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Botucatu, S&o Paulo, Brasil. E-mail: fabiana.f.souza@unesp.br

Autores

Gabriela Carneiro de Sousa, Departamento de Cirurgia Veterinaria e
Reprodugdo Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria, FMVZ, Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Botucatu, S&o Paulo, Brasil. E-mail:

gc.sousa@unesp.br

Marcos Gomides Carvalho, Departamento de Cirurgia Veterinaria e
Reprodugdo Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria, FMVZ, Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Botucatu, S&o Paulo, Brasil. E-mail:

marcos.gomides@unesp.br

Carlos Eduardo Fonseca Alves, Departamento de Cirurgia Veterinaria e
Reprodugdo Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria, FMVZ, Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Botucatu, S&o Paulo, Brasil. E-mail:

carlos.e.alves@unesp.br

Notas

Os autores declaram nao ter conflito de interesse.
Agradecimentos

Os autores agradecem apoio da Coordenagao de Aperfeigoamento de Pessoal de
Nivel Superior (CAPES), Brasil (codigo de financiamento 001) e a Fundagéo de
Amparo a Pesquisa do Estado de S&do Paulo (FAPESP) (processo # 2021/07318-2)
e ao Centro Nacional de pesquisa em energia e matérias (CNPEM), pela analise
das amostras de protedmica.



729

730
731

732
733

734
735
736

737
738
739

740
741
742
743

744
745
746

747
748

749
750
751
752

753
754
755
756

757
758
759
760

761
762

763
764
765

766
767
768
769

37

REFERENCIAS

ADRIAN, M. et al. Cryo-electron microscopy of viruses. Nature, v. 308, n. 5954, p.
32-36, mar. 1984. Disponivel em: <https://www.nature.com/articles/308032a0>.

AGUILERA-ROJAS, M. et al. Exploration of serum- and cell culture-derived
exosomes from dogs. BMC Veterinary Research, v. 14, n. 1, p. 1-9, 2018.

ARBELAIZ, A. et al. Serum extracellular vesicles contain protein biomarkers for
primary sclerosing cholangitis and cholangiocarcinoma. Hepatology, v. 66, n. 4, p.
1125-1143, 2017.

ARIYARATHNA, H. et al. Canine mammary gland disease in New Zealand: a review
of samples from 797 dogs. New Zealand Veterinary Journal, v. 70, n. 2, p. 95-100,
2021. Disponivel em: <https://doi.org/10.1080/00480169.2021.2004953>.

BELL, E. T.; CHRISTIE, D. W. The use of progestagens in the control of the canine
oestrous cycle*. Journal of Small Animal Practice, v. 12, n. 7, p. 375-382, jul.
1971. Disponivel em: <https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1748-
5827.1971.tb06244 .x>.

BIONDI, L. R. et al. Canine mammary tumors in Santos, Brazil: clinicopathological
and survival profile. Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal
Science, v. 51, n. 3, p. 252, 2014.

BOLLAG, D.M.; ROZYCKII, M.D.; EDELSTEIN, S. . Protein methods. 2nd. ed. New
York: John Wiley & Sons, 1996.

BOUKOURIS, S.; MATHIVANAN, S. Exosomes in bodily fluids are a highly stable
resource of disease biomarkers. PROTEOMICS - Clinical Applications, v. 9, n. 3—
4, p. 358-367, abr. 2015. Disponivel em:
<https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/prca.201400114>.

BRADY, J. V. et al. A Preliminary Proteomic Investigation of Circulating Exosomes
and Discovery of Biomarkers Associated with the Progression of Osteosarcoma in a
Clinical Model of Spontaneous Disease. Translational Oncology, v. 11, n. 5, p.
1137-1146, 2018. Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.tranon.2018.07.004>.

BRANDTZAEG, P.; PRYDZ, H. Direct evidence for an integrated function of J chain
and secretory component in epithelial transport of immunoglobulins. Nature, v. 311,
n. 5981, p. 71-73, set. 1984. Disponivel em:
<https://www.nature.com/articles/311071a0>.

BURRAI, G. P. et al. A statistical analysis of risk factors and biological behavior in
canine mammary tumors: A multicenter study. Animals, v. 10, n. 9, p. 1-12, 2020.

BUSCHMANN, D. et al. Evaluation of serum extracellular vesicle isolation methods
for profiling miRNAs by next-generation sequencing. Journal of Extracellular
Vesicles, v. 7, n. 1, 2018.

BUTLER, C. et al. Hypomethylating Agent Azacitidine Is Effective in Treating Brain
Metastasis Triple-Negative Breast Cancer Through Regulation of DNA Methylation
of Keratin 18 Gene. Translational Oncology, v. 13, n. 6, p. 100775, 2020.
Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.tranon.2020.100775>.



770
771
772

773
774
775

776
777
778

779
780
781

782
783
784

785
786

787
788
789

790
791
792
793

794
795
796

797
798
799
800

801
802
803

804
805
806
807

808
809
810

38

CANADAS, A. et al. Canine Mammary Tumors: Comparison of Classification and
Grading Methods in a Survival Study. Veterinary Pathology, v. 56, n. 2, p. 208—
219, 2019.

CASSALLI, G. D. et al. Consensus for the diagnosis, prognosis and treatment of feline
mammary tumors. Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal
Science, v. 55, n. 2, p. 38-69, 2013.

CASSALI, G. D. et al. Consensus regarding the diagnosis, prognosis and treatment
of canine and feline mammary tumors-2019. Brazilian Journal of Veterinary
Pathology, v. 13, n. 3, p. 555-574, 2019a.

CASSALI, G. D. et al. Consensus Regarding the Diagnosis , Prognosis and
Treatment of Canine and Feline Mammary Tumors - 2019. v. 13, n. 3, p. 555-574,
2019b.

CHEN, I. H. et al. Analytical Pipeline for Discovery and Verification of Glycoproteins
from Plasma-Derived Extracellular Vesicles as Breast Cancer Biomarkers.
Analytical Chemistry, v. 90, n. 10, p. 6307-6313, 2018.

CHOI, D. S. et al. Proteomics, transcriptomics and lipidomics of exosomes and
ectosomes. Proteomics, v. 13, n. 10-11, p. 1554-1571, 2013.

CLAYTON, A. et al. Considerations towards a roadmap for collection, handling and
storage of blood extracellular vesicles. Journal of Extracellular Vesicles, v. 8, n.
1, 2019.

COLOMBO, M.; RAPOSO, G.; THERY, C. Biogenesis, Secretion, and Intercellular
Interactions of Exosomes and Other Extracellular Vesicles. Annual Review of Cell
and Developmental Biology, v. 30, n. 1, p. 255-289, 11 out. 2014. Disponivel em:
<https://www.annualreviews.org/doi/10.1146/annurev-cellbio-101512-122326>.

DE AVILA, A. C. F. C. M. et al. Estrous cycle impacts microRNA content in
extracellular vesicles that modulate bovine cumulus cell transcripts during in vitro
maturation. Biology of Reproduction, v. 102, n. 2, p. 362-375, 2020.

DE MENEZES-NETO, A. et al. Size-exclusion chromatography as a stand-alone
methodology identifies novel markers in mass spectrometry analyses of plasma-
derived vesicles from healthy individuals. Journal of Extracellular Vesicles, v. 4,
n. 1, 2015.

DOBRA, G. et al. Small extracellular vesicles isolated from serum may serve as
signal-enhancers for the monitoring of cns tumors. International Journal of
Molecular Sciences, v. 21, n. 15, p. 1-20, 2020.

DONG, W. et al. Proteomic analysis of small extracellular vesicles from the plasma
of patients with hepatocellular carcinoma. World Journal of Surgical Oncology, v.
20, n. 1, p. 1-15, 2022. Disponivel em: <https://doi.org/10.1186/s12957-022-02849-
y>.

DORN, K. V.; HUGHES, C. E.; ROHATGI, R. A Smoothened-Evc2 Complex
Transduces the Hedgehog Signal at Primary Cilia. Developmental Cell, v. 23, n. 4,
p. 823-835, out. 2012. Disponivel em:



811

812
813
814
815

816
817
818

819
820
821

822
823
824

825
826
827

828
829
830

831
832
833

834
835
836

837
838
839

840
841
842

843
844
845

846
847

848
849

850
851

39

<https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1534580712003231>.

DUMAS, J.-F.; BRISSON, L. Interaction between adipose tissue and cancer cells:
role for cancer progression. Cancer and Metastasis Reviews, v. 40, n. 1, p. 31-46,
2 mar. 2021. Disponivel em: <https://link.springer.com/10.1007/s10555-020-09934-
2>,

EL-BENHAWY, S. A. et al. Repression of protocadherin 17 is correlated with
elevated angiogenesis and hypoxia markers in female patients with breast cancer.
Cancer Biomarkers, v. 31, n. 2, p. 139-148, 2021.

ESTEVES, S. et al. Characterization and Proteomic Analysis of Plasma EVs
Recovered from Healthy and Diseased Dogs with Canine Leishmaniosis.
International Journal of Molecular Sciences, v. 24, n. 6, p. 5490, 2023.

FISH, E. J. et al. Malignant canine mammary epithelial cells shed exosomes
containing differentially expressed microRNA that regulate oncogenic networks.
BMC Cancer, v. 18, n. 1, p. 1-20, 2018.

FRANCO-MARTINEZ, L. et al. Changes in Serum and Salivary Proteins in Canine
Mammary Tumors. Animals, v. 10, n. 4, p. 741, 24 abr. 2020. Disponivel em:
<https://www.mdpi.com/2076-2615/10/4/741>.

GALDZICKA, M. et al. A new gene, EVC2, is mutated in Ellis—van Creveld syndrome.
Molecular Genetics and Metabolism, v. 77, n. 4, p. 291-295, dez. 2002.
Disponivel em: <https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1096719202001786>.

GAMEZ-VALERO, A. et al. Size-Exclusion Chromatography-based isolation
minimally alters Extracellular Vesicles’ characteristics compared to precipitating
agents. Scientific Reports, v. 6, n. June, p. 1-9, 2016.

GARDINER, C. et al. Techniques used for the isolation and characterization of
extracellular vesicles: Results of a worldwide survey. Journal of Extracellular
Vesicles, v. 5, n. 1, 2016.

GARNICA, T. K. et al. Liquid biopsy based on small extracellular vesicles predicts
chemotherapy response of canine multicentric lymphomas. Scientific Reports, v.
10, n. 1, p. 1-11, 2020.

GEDON, J. et al. Canine mammary tumours: Size matters—a progression from low
to highly malignant subtypes. Veterinary and Comparative Oncology, v. 19, n. 4,
p. 707-713, 2020.

GEORGE, J. et al. Isolation of human platelet membrane microparticles from plasma
and serum. Blood, v. 60, n. 4, p. 834-840, 1982. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1182/blood.V60.4.834.834>.

GERHARDT, C. et al. The cilia-regulated proteasome and its role in the development
of ciliopathies and cancer. Cilia, v. 5, n. 1, p. 1-14, 2016.

GOLDSCHMIDT, M. H. et al. Classification and grading of canine mammary tumors.
Veterinary Pathology, v. 48, n. 1, p. 117-131, 2011.

HAN, M. H. et al. Proteomics analysis reveals overlapping functions of clustered
protocadherins. Molecular and Cellular Proteomics, v. 9, n. 1, p. 71-83, 2010.



852

853
854
855
856

857
858

859
860
861
862

863
864
865
866

867
868
869

870
871
872
873

874
875
876

877
878
879
880
881

882
883
884

885
886
887

888
889
890
891

892

40

Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1074/mcp.M900343-MCP200>.

HARSHMAN, S. W. et al. Proteomic characterization of circulating extracellular
vesicles identifies novel serum myeloma associated markers. Journal of
Proteomics, V. 136, p. 89-98, 2016. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.jprot.2015.12.016>.

HOSHINO, A. et al. Extracellular Vesicle and Particle Biomarkers Define Multiple
Human Cancers. Cell, v. 182, n. 4, p. 1044- 1061.e18, 2020.

HUBER, C.; CORMIER-DAIRE, V. Ciliary disorder of the skeleton. American
Journal of Medical Genetics Part C: Seminars in Medical Genetics, v. 160C, n.
3, p. 165-174, 15 ago. 2012. Disponivel em:
<https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/ajmg.c.31336>.

ISHIHAMA, Y. et al. Exponentially modified protein abundance index (emPAl) for
estimation of absolute protein amount in proteomics by the number of sequenced
peptides per protein. Molecular and Cellular Proteomics, v. 4, n. 9, p. 1265-1272,
2005. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1074/mcp.M500061-MCP200>.

JIANG, J. Hedgehog signaling mechanism and role in cancer. Seminars in Cancer
Biology, v. 85, n. April 2021, p. 107-122, 2022. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.semcancer.2021.04.003>.

JOHNSEN, K. B. et al. What is the blood concentration of extracellular vesicles?
Implications for the use of extracellular vesicles as blood-borne biomarkers of
cancer. Biochimica et Biophysica Acta - Reviews on Cancer, v. 1871, n. 1, p.
109-116, 2019.

KOH, Y. Q. et al. Extracellular Vesicle Proteome of Breast Cancer Patients with and
Without Cognitive Impairment Following Anthracycline-based Chemotherapy: An
Exploratory Study. Biomarker Insights, v. 16, 2021.

KUBO, M. et al. Hedgehog Signaling Pathway is a New Therapeutic Target for
Patients with Breast Cancer. Cancer Research, v. 64, n. 17, p. 6071-6074, 1 set.
2004. Disponivel em:
<https://aacrjournals.org/cancerres/article/64/17/6071/511707/Hedgehog-
Signaling-Pathway-is-a-New-Therapeutic>.

KULKA, M.; BRENNAN, K.; GEE, M. M. Investigation of canine extracellular vesicles
in diffuse large B-cell ymphomas. PLoS ONE, v. 17, n. 9 September, p. 1-9, 2022.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0274261>.

KURG, K.; PLANKEN, A.; KURG, R. Proteomic and Biochemical Analysis of
Extracellular Vesicles Isolated from Blood Serum of Patients with Melanoma.
Separations, v. 9, n. 4, p. 1-14, 2022.

LEE, J.-K. et al. Exosomes Derived from Mesenchymal Stem Cells Suppress
Angiogenesis by Down-Regulating VEGF Expression in Breast Cancer Cells. PLoS
ONE, v. 8 n. 12, p. e84256, 31 dez. 2013. Disponivel em:
<https://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0084256>.

LEE, K. et al. The Impact of Obesity on Breast Cancer Diagnosis and Treatment. p.



893

894
895
896

897
898
899

900
901

902
903
904
905

906
907
908

909
910
911

912
913
914

915
916
917
918

919
920
921

922
923
924

925
926

927
928
929

930
931
932

933

41

19-24, 2019.

LI, A. M. et al. Protocadherin-7 induces bone metastasis of breast cancer.
Biochemical and Biophysical Research Communications, v. 436, n. 3, p. 486—
490, 2013. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2013.05.131>.

LIM, H. Y. et al. Effects of Obesity and Obesity-Related Molecules on Canine
Mammary Gland Tumors. Veterinary Pathology, v. 52, n. 6, p. 1045-1051, 2015a.
Disponivel em: <https://doi.org/10.1177/0300985815579994>.

LIM, H. Y. et al. Obesity, expression of adipocytokines, and macrophage infiltration
in canine mammary tumors. Veterinary Journal, v. 203, n. 3, p. 326-331, 2015b.

LIN, K. et al. Comprehensive proteomic profiling of serum extracellular vesicles in
patients with colorectal liver metastases identifies a signature for non-invasive risk
stratification and early-response evaluation. Molecular Cancer, v. 21, n. 1, p. 1-7,
2022.

LIN, Y. L. et al. Aberrant methylation of protocadherin 17 and its clinical significance
in patients with prostate cancer after radical prostatectomy. Medical Science
Monitor, v. 20, p. 1376-1382, 2014.

LUDWIG, N.; WHITESIDE, T. L.; REICHERT, T. E. Challenges in exosome isolation
and analysis in health and disease. International Journal of Molecular Sciences,
v. 20, n. 19, 2019.

MINCIACCHI, V. R. et al. Large oncosomes contain distinct protein cargo and
represent a separate functional class of tumor-derived extracellular vesicles.
Oncotarget, v. 6, n. 13, p. 11327-11341, 2015.

MOCCIA, V. et al. Characterization and function of extracellular vesicles in a canine
mammary tumour cell line: Ultracentrifugation versus size exclusion
chromatography. Veterinary and Comparative Oncology, n. May 2022, p. 36—44,
2022.

MOHANTY, S. S.; MOHANTY, P. K. ScienceDirect Obesity as potential breast
cancer risk factor for postmenopausal women. Genes & Diseases, v.8,n.2,p. 117—-
123, 2021. Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.gendis.2019.09.006>.

OZAWA, P. M. M. et al. Identification of miRNAs enriched in extracellular vesicles
derived from serum samples of breast cancer patients. Biomolecules, v. 10, n. 1,
2020.

PAROLINI, I. et al. Microenvironmental pH is a key factor for exosome traffic in tumor
cells. Journal of Biological Chemistry, v. 284, n. 49, p. 34211-34222, 2009.

PASTOR, N. et al. Epidemiological study of canine mammary tumors: Age, breed,
size and malignancy. Austral Journal of Veterinary Sciences, v. 50, n. 3, p. 143—
147, 2018.

PAUL, M. R. et al. Genomic landscape of metastatic breast cancer identifies
preferentially dysregulated pathways and targets. Journal of Clinical
Investigation, v. 140, n. 8, p. 4252-4265, 2020.

PEACH, M.; MARSH, N.; MACPHEE, D. J. Protein Solubilization: Attend to the



934

935
936
937

938
939
940

941
942
943

944
945

946
947
948
949

950
951
952
953

954
955
956
957

958
959
960

961
962

963
964
965

966
967
968

969
970
971

972
973
974

42

Choice of Lysis Buffer. In: [s.l: s.n.]p. 37—47.

PENAFIEL-VERDU, C. et al. Reduced Expression of E-cadherin and B-catenin and
High Expression of Basal Cytokeratins in Feline Mammary Carcinomas With
Regional Metastasis. Veterinary Pathology, v. 49, n. 6, p. 979-987, 2012.

PEREZ ALENZA, M. D. et al. Clinical and pathological prognostic factors in canine
mammary tumors. Annali dell’lstituto superiore di sanita, v. 33, n. 4, p. 581-5,
1997. Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9616968>.

PINEDA, B. et al. A two-gene epigenetic signature for the prediction of response to
neoadjuvant chemotherapy in triple-negative breast cancer patients. Clinical
Epigenetics, v. 11, n. 1, p. 1-11, 2019.

PUGHOLM, L. H. et al. Phenotyping of Leukocytes and Leukocyte-Derived
Extracellular Vesicles. Journal of Immunology Research, v. 2016, 2016.

RABBANI, G.; AHN, S. N. Structure, enzymatic activities, glycation and therapeutic
potential of human serum albumin: A natural cargo. International Journal of
Biological Macromolecules, v. 123, p. 979-990, 2019. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.ijpbiomac.2018.11.053>.

RAIMONDO, F. et al. Advances in membranous vesicle and exosome proteomics
improving biological understanding and biomarker discovery. Proteomics, v. 11, n.
4, p. 709-720, fev. 2011. Disponivel em:
<https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/pmic.201000422>.

RASOTTO, R. et al. Prognostic Significance of Canine Mammary Tumor Histologic
Subtypes: An Observational Cohort Study of 229 Cases. Veterinary Pathology, v.
54, n. 4, p. 571-578, 29 jul. 2017. Disponivel em:
<http://journals.sagepub.com/doi/10.1177/0300985817698208>.

REIS, E. S. et al. Complement in cancer: Untangling an intricate relationship. Nature
Reviews Immunology, v. 18, n. 1, p. 5-18, 2018. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1038/nri.2017.97>.

RONTOGIANNI, S. et al. Proteomic profiling of extracellular vesicles allows for
human breast cancer subtyping. Communications Biology, v. 2, n. 1, 2019.

RUTTEMAN, G. R.; MISDORP, W. Hormonal background of canine and feline
mammary tumours. Journal of reproduction and fertility. Supplement, v. 47, p.
483-7, 1993. Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8229967>.

SAMMARCO, A. et al. Preliminary investigation of extracellular vesicles in
mammary cancer of dogs and cats: Identification and
characterizationVeterinary and Comparative Oncology, 2018. .

SCHALLER, G. et al. Elevated keratin 18 protein expression indicates a favorable
prognosis in patients with breast cancer. Clinical Cancer Research, v. 2, n. 11, p.
1879-1885, 1996.

SHEVCHENKO, A. et al. In-gel digestion for mass spectrometric characterization of
proteins and proteomes. Nature Protocols, v. 1, n. 6, p. 2856-2860, 25 dez. 2006.
Disponivel em: <http://www.nature.com/articles/nprot.2006.468>.



975
976
977
978

979
980
981

982
983

984
985
986

987
988
989
990

991
992
993
994

995
996
997

998
999

1000
1001
1002
1003

1004
1005
1006

1007
1008
1009

1010
1011
1012
1013

1014
1015

43

SHI, R. et al. Downregulation of cytokeratin 18 induces cellular partial EMT and
stemness through increasing EpCAM expression in breast cancer. Cellular
Signalling, v. 76, n. June, p. 109810, 2020. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.cellsig.2020.109810>.

SILVA, H. D. C. et al. Epidemiology of Canine Mammary Gland Tumours in Espirito
Santo, Brazil. Acta Scientiae Veterinariae, v. 47, n. 1, 28 jan. 2019. Disponivel em:
<https://seer.ufrgs.br/ActaScientiaeVeterinariae/article/view/89901>.

SORENMO, K. Canine mammary gland tumorsVeterinary Clinics of North
America - Small Animal Practice, 2003. .

SOUZA, F. et al. Osteopontin in Seminal Plasma and Sperm Membrane of Dogs.
Reproduction in Domestic Animals, v. 44, p. 283-286, jul. 2009. Disponivel em:
<https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1439-0531.2009.01447 .x>.

SPOERRI, M. et al. Endocrine control of canine mammary neoplasms: Serum
reproductive hormone levels and tissue expression of steroid hormone, prolactin and
growth hormone receptors. BMC Veterinary Research, v. 11, n. 1, p. 1-10, 2015.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1186/s12917-015-0546-y>.

STAOVRING, M.; MOE, L.; GLATTRE, E. A population-based case-control study of
canine mammary tumours and clinical use of medroxyprogesterone acetate. APMIS,
V. 105, n. 712, p. 590-596, jul. 1997. Disponivel  em:
<https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1699-0463.1997 .tb05057 .x>.

SUN, Y. et al. Systematic comparison of exosomal proteomes from human saliva
and serum for the detection of lung cancer. Analytica Chimica Acta, v. 982, p. 84—
95, 2017.

SZATANEK, R. et al. The Methods of Choice for Extracellular Vesicles ( EVs )
Characterization. 2011.

TECLES, F. et al. Serum Acute Phase Protein Concentrations in Female Dogs with
Mammary Tumors. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation, v. 21, n. 2, p.
214-219, 1 mar. 20009. Disponivel em:
<https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1939-1676.2009.0282.x>.

TESI, M. et al. Role of body condition score and adiponectin expression in the
progression of canine mammary carcinomas. Veterinary Medicine and Science, v.
6, n. 3, p. 265-271, 2020.

THERY, C. et al. Isolation and Characterization of Exosomes from Cell Culture
Supernatants and Biological Fluids. Current Protocols in Cell Biology, v. 30, n. 1,
p. 1-29, 20086.

THERY, C. et al. Minimal information for studies of extracellular vesicles 2018
(MISEV2018): a position statement of the International Society for Extracellular
Vesicles and update of the MISEV2014 guidelines. Journal of Extracellular
Vesicles, v. 7, n. 1, 2018.

TIAN, F. et al. Protein analysis of extracellular vesicles to monitor and predict
therapeutic response in metastatic breast cancer. Nature Communications, v. 12,



1016
1017

1018
1019
1020

1021
1022
1023

1024
1025
1026

1027
1028
1029

1030
1031
1032
1033

1034
1035
1036

1037
1038
1039

1040
1041

1042
1043
1044

1045
1046
1047

1048
1049
1050

1051
1052

1053
1054
1055

1056

44

n. 1, p. 1-13, 2021. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1038/s41467-021-22913-
7>.

TOMIYAMA, E. et al. Proteomic analysis of urinary and tissue-exudative extracellular
vesicles to discover novel bladder cancer biomarkers. Cancer Science, v. 112, n.
5, p. 2033-2045, 2021.

TROYER, R. M. et al. Exosomes from Osteosarcoma and normal osteoblast differ
in proteomic cargo and immunomodulatory effects on T cells. Experimental Cell
Research, v. 358, n. 2, p. 369-376, 2017.

TUTANOV, O. et al. Proteomic Profiling of Plasma and Total Blood Exosomes in
Breast Cancer: A Potential Role in Tumor Progression, Diagnosis, and Prognosis.
Frontiers in Oncology, v. 10, n. October, p. 1-16, 2020.

TVARIJONAVICIUTE, A. et al. Obese dogs with and without obesity-related
metabolic dysfunction - a proteomic approach. BMC Veterinary Research, v. 12, n.
1, p. 1-9, 2016.

UENO, T.; TOI, M.; LINDER, S. Detection of epithelial cell death in the body by
cytokeratin 18 measurement. Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 59, p. S359—-
S362, out. 2005. Disponivel em:
<https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0753332205800782>.

WANG, Y. et al. Identification of Tumor Microenvironment-Related Prognostic
Biomarkers in Luminal Breast Cancer. Frontiers in Genetics, v. 11, n. November,
2020.

WEI, H.; WANG, J. Y. Role of polymeric immunoglobulin receptor in iga and igm
transcytosis. International Journal of Molecular Sciences, v. 22, n. 5, p. 1-20,
2021.

WENG, Y. R.; CUl, Y.; FANG, J. Y. Biological functions of cytokeratin 18 in cancer.
Molecular Cancer Research, v. 10, n. 4, p. 485-493, 2012.

WOLFERS, J. et al. Tumor-derived exosomes are a source of shared tumor rejection
antigens for CTL cross-priming. Nature Medicine, v. 7, n. 3, p. 297-303, mar. 2001.
Disponivel em: <http://www.nature.com/articles/nm0301_297>.

XIA, J.; WISHART, D. S. Using MetaboAnalyst 3.0 for Comprehensive Metabolomics
Data Analysis. Current Protocols in Bioinformatics, v. 55, n. 1, 7 set. 2016.
Disponivel em: <https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/cpbi.11>.

YIN, X. et al. Protocadherin 17 functions as a tumor suppressor suppressing Wnt/(3-
catenin signaling and cell metastasis and is frequently methylated in breast cancer.
Oncotarget, v. 7, n. 32, p. 51720-51732, 2016.

ZMIGRODZKA, M. et al. Extracellular vesicles in the blood of dogs with cancer—a
preliminary study. Animals, v. 9, n. 8, p. 1-13, 2019a.

ZMIGRODZKA, M. et al. Extracellular Vesicles in the Blood of Dogs with Cancer—
A Preliminary Study. Animals, v. 9, n. 8, p. 575, 19 ago. 2019b. Disponivel em:
<https://lwww.mdpi.com/2076-2615/9/8/575>.

ZORZAN, E. et al. Hypermethylation-Mediated Silencing of CIDEA, MAL and



1057
1058
1059

1060

45

PCDH17 Tumour Suppressor Genes in Canine DLBCL: From Multi-Omics Analyses
to Mechanistic Studies. International Journal of Molecular Sciences, v. 23, n. 7,
2022.



46

1061  Supplemental Files
1062
1063 Tables
1064
1065 Supplemental Table 1. Proteins extracted from serum extracellular vesicles in dogs
1066 in the GC, Gl and Gll groups.
1067
Protein Name ID Gene Group
Control Gl Gli
Acetyl-CoA
acyltransferase 2 AOA8I3NUG1 ACAA2 X
A-kinase anchoring
orotein 3 AOA8I3Q3V5 AKAP3 X
Albumin AOA8I3MY51 AFP X X X
Apolipoprotein E P18649 APOE X
Asparagine—-tRNA | g agj3Mx22 NARS2
ligase
Beta 3-
glucosyltransferase AOAB8I3PAR3 B3GLCT X
Cardiotrophin like
cytokine factor 1 AOAB8I3N6Q7 CLCF1 X X
Cupin superfamily
member 1 AOA8I3MM27 C1H180rf54 X X X
C2 domain containing 3
centriole elongation AOA8ISMYRG6 C2CD3 X
regulator
CD5 molecule like AOA8I3NQW4 CD5L X X X
Clock circadian
requlator AOA8I3NBB7
C-type lectin domain-
containing protein AOA8I3PY16 CLEC1B X
DNA-(apurinic or
apyrimidinic site) AOA8I3S7J9 APEX2 X X
endonuclease
DNA-directed RNA
polymerase subunit beta AOABISNPEG POLR28B X
Double-strand break | \gagj3p7Yv4 MRE11 X
repair protein
Dynamin 1 like AOA8I3P3R6 Dy”ﬁ‘krzm 1 X
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Dynein axonemal heavy Dynein
. AOA8I3PUB4 axonemal X
chain 2 ;
heavy chain 2
Dystonin AOA8I3NP68 DST X
E3 ubiquitin-protein
ligase AOAB8I3NIE2 DTX3
EvC ciliary complex
subunit 2 AOA8I3MIA3 EVC2 X X
Family with sequence
similarity 187 member B AOABISNSJ1 ] X
FAST kinase domains 5 | AOA8I3NZUO FASTKDS X
Fetuin B AOA8I3P629 FETUB X
FHA domaln—gontalnlng AOASI3PZW2 MKI67
protein
Fibronectin AOABI3PEDS8 FN1
Fibrinogen C-terminal
domain-containing AOA8I3NLF4 FCN2 X
protein
F-box and leucine rich
repeat protein 8 AOA8ISNGN3 FBXL8 X
Focadhesin AOA8I3NLD5 FOCAD X
Globin A2 AOATKOGGHO GLNA2 X X
Globin family profile
domain-containing AOA8I3MJ33 HBQ1 X
protein
Glutamate receptor AOA8ISMAF2 GRIA4 X
Glycerol-3-phosphate
acyltransferase 1, AOA8I3Q0U3 GPAM X X
mitochondrial
Hemoglobin subunit AOA5B8JID5 HBQ1 X
alpha1
Hyaluronoagsll;cosamlmd AOA8I3MPD2 CEMIP
60S rlbosli)ér(])al protein AOA8I3MP22 i X
IF rod domain-
containing protein AOABISPEZ2 ] X
Ig heavy chain V region
MOO P01785 -
Ig heavy chain V region
GOM P01784 - X
AOA8I3P6S7,
|g-like domain- AOA8I3PB9G6, i X X

containing protein

AOA8I3P3K1,A0

A8I3RX63,
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AOA8I3PVBS5,
AOA8I3SO0KS,
AOA8I3NU27,A0
A8I3NRC4,
AOA8I3NVL7
Immunoglobulin V-set
domain-containing AOA8I3PGC2 - X
protein
Joining chain of
multimeric IgA and IgM AOA8I3RW25 JCHAIN X X X
Kelch domaén containing AOA8I3Q1J8 KLHDCO X
Keratin, type |
cytoskeletal 9 AOA8I3NNWO KRT9 X X X
Keratin, type |
cytoskeletal 10 AOAS8I3NL87 KRT10 X X X
Keratin, type Il
cytoskeletal 1 Q6EIY9 KRT1 X X X
Keratin, type Il
cytoskeletal 2 epidermal Q6EIZ1 KRT2 X
Keratin 18 AOA8I3PJ84 KRT18 X X X
Keratin 74 AOA8I3PMV1 KRT74 X X
Keratin 75 AOA8I3PK78 KRT6A X X X
Kinesin-like protein AOA8I3N413 KIF5B X
Lysozyme AOA8I3NX55 LYZ X
Leucyl and cystinyl
aminopeptidase AOA8I3MLS59 LNPEP X
Mitochondrial ribosomal LOC1198688
orotein L21 AOA8I3PYKS 76 X
Mitochondrial ribosomal
orotein L43 AOA8I3P6K3 MRPL43 X
Membrane bound O-
acyltransferase domain AOA8I3PNZ4 MBOAT2 X
containing 2
Multifunctional ROCO
family signaling AOAS8I3NEN2 MFHAS1 X
regulator 1
NAD(P)(+)- arginine
ADP-ribosyltransferase ADABI3Q484 ART3 X X
Nestin AOAB8I3N5W6 NES X
Ninein like AOA813Q2Q5 NINL X
NLR family pyrin domain
containing 14 AOA8I3N8P2 NLRP14 X
Nuclear receptor AOABI3NQ55 NCOR2 X

corepressor 2
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Peptidase S1 domain-

o . AOAB8I3P0OA5 LOC475521 X X
containing protein
Peptidase S1domain- | AgagiaMx03 | LOC479668 X X
containing protein
Protocadherin 17 AOA8I3PDN1 PCDH17 X X
Protocadherin 9 AOA8I3PB28 PCDH9 X
POU domain protein AOAB8I3P3I7 LOC481709
RAB23, member RAS | AgagI3NF40 RAB23 X
onco family
receplor prolein-yrosine | - AoAsI3MB23 EPHAS X X
Ring finger protein 214 AOA8ISMLN4 R14 X
RING-type E3 ubiquitin
transferase AOA8I3N3Q3 TRIM17
RUN and FYVE domain
containing 1 AOAB8I3N3X3 RUFY1 X X
Secernin 2 AOA8I3NUU3 SCRN2 X
Senng/threomne—protem AOA8I3MPU6 MASTL X
kinase greatwall
SET binding factor 2 AOAB8I3NHNS5 SBF2 X
Solute carrier family 2 AOABI3N592 SLC2A6
member 6
SRC kinase signaling | \gagiaNHME | SRCINA X
inhibitor 1
Spectrin repeat
containing nuclear AOA8I3MJS4 SYNE2 X
envelope protein 2
Sushi domain- LOC1008554
containing protein AOABISMLE3 76 X X
Synaptic Ras GTPase | \qagi3p177 | SYNGAP1 X
activating protein 1
Titin AOABI3PE72 TTN
T-complex protein 1 AOA8I3P949 ccTs X
subunit theta
Thymocyte selection
associated high mobility | AOA8I3PZX4 TOX
group box
TransmeTg:%”e protein | - AoA8I3PRH2 | TMEM191C X
SEC63 homolog, protein
translocation regulator AOABI3NGS8 SECE3
Tubulin polymerization
promoting protein family | AOA8I3N563 TPPP3 X

member 3




50

Tumor protein p53

o . AOA8I3S3V8 TP53BP1 X
binding protein 1
Vang-like protein AOA8I3Q337 VANGL1
Vesicle am|1ne transport AOABI3RT77 VAT X
WD repeat domain 41 AOAB8I3N5E9 WDRA41
Uncharacterized protein | AO0A5F4DJ18 - X
Uncharacterized protein | AOA5F4BYG2 - X

1068
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Supplemental Table 2. Gene ontology of proteins extracted from serum extracellular vesicles in dogs. Data obtained of

Gene Ontology

Molecular Function

Biological Process

Cellular Component

Acyltransferase activity,
transferring groups other
than amino-acyl groups

Protein kinase A binding

Blastocyst hatching; protein localization
transmembrane receptor protein
serine/threonine kinase signaling pathway

Acrosomal vesicle;
sperm fibrous
sheath; sperm

midpiece; sperm
principal piece

Extracellular space

1069
1070
1071  UniprotKB (www.uniprot.org).
1072
Protein
Name ID Gene
Acetyl-CoA
acyltransfer AOGSPN AC)2AA
ase 2
A-kinase
anchoring AO:'?\?I;Q AKAP3
protein 3
, AOAS8I3M
Albumin Y51 AFP
Apolipoprot
ain E P18649 | APOE

Amyloid-beta binding;
antioxidant activity;
cholesterol transfer

activity;
enzyme binding; heparan
sulfate proteoglycan
binding; heparin binding;
identical protein binding;
lipoprotein particle binding;
lipoprotein particle binding;
lipoprotein particle binding;
phosphatidylcholine-sterol
O-acyltransferase activator
activity; phospholipid
binding; protein
homodimerization activity;

AMPA glutamate receptor clustering;
amyloid precursor protein metabolic
process; artery morphogenesis; cGMP-
mediated signaling; cholesterol catabolic
process; cholesterol efflux; cholesterol
homeostasis; chylomicron remnant
clearance; fatty acid homeostasis; fatty
acid homeostasis; gene expression; high-
density lipoprotein particle assembly;
high-density lipoprotein particle
clearance; high-density lipoprotein
particle remodeling; intermediate-density
lipoprotein particle clearance intracellular
calcium ion homeostasis; lipid transport
involved in lipid storage; lipoprotein
biosynthetic process; lipoprotein

Chylomicron;
extracellular
exosome;
extracellular space;
Golgi apparatus;
intermediate-density
lipoprotein particle;
low-density
lipoprotein particle;
melanosome;
multivesicular body,
internal vesicle;
plasma membrane;
synaptic cleft; very-
low-density
lipoprotein particle
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tau protein binding;
very-low-density
lipoprotein

biosynthetic process; locomotory
exploration behavior; long-chain fatty acid
transport; long-term memory; long-term
memory; maintenance of location in cell;
melanosome organization; negative
regulation of amyloid fibril formation;
negative regulation of amyloid-beta
formation; negative regulation of blood
vessel endothelial cell migration; negative
regulation of canonical Wnt signaling
pathway; negative regulation of
cholesterol biosynthetic process; negative
regulation of endothelial cell proliferation;
negative regulation of gene expression;
negative regulation of inflammatory
response; negative regulation of
inflammatory response; negative
regulation of inflammatory response;
negative regulation of neuron apoptotic
process; negative regulation of neuron
projection development; negative
regulation of platelet activation; negative
regulation of protein secretion; negative
regulation of smooth muscle cell
proliferation; negative regulation of
triglyceride metabolic process; neuron
projection development; nitric oxide
mediated signal transduction; NMDA
glutamate receptor clustering;
phospholipid efflux; positive regulation by
host of viral process; positive regulation
by host of viral process; positive
regulation of cholesterol efflux; positive
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regulation of cholesterol metabolic
process; positive regulation of CoA-
transferase activity; positive regulation of
dendritic spine development; positive
regulation of dendritic spine maintenance;
positive regulation of DNA-templated
transcription; positive regulation of
endocytosis; positive regulation of
endocytosis; positive regulation of
heparan sulfate binding; positive
regulation of heparan sulfate
proteoglycan binding; positive regulation
of heparan sulfate proteoglycan binding;
positive regulation of lipid transport
across blood-brain barrier; positive
regulation of low-density lipoprotein
particle receptor catabolic process;
positive regulation of membrane protein
ectodomain proteolysis; positive
regulation of neuron projection
development; positive regulation of nitric-
oxide synthase activity; positive
regulation of phospholipid efflux; protein
import receptor-mediated endocytosis;
regulation of amyloid-beta clearance;
regulation of behavioral fear response;
regulation of Cdc42 protein signal
transduction; regulation of cellular
response to very-low-density lipoprotein
particle stimulus; regulation of innate
immune response; regulation of
proteasomal protein catabolic process;
regulation of protein-containing complex
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assembly; response to caloric restriction;

response to dietary excess; response to
dietary excess; reverse cholesterol

transport; reverse cholesterol transport;

triglyceride metabolic process;

triglyceride-rich lipoprotein particle

clearance; vasodilation; very-low-density

lipoprotein particle clearance; very-low-

density lipoprotein particle clearance
virion assembly.

Asparagine- Asparagine-tRNA ligase . . .
RNA AO)A(\SI23M NA2RS activity: ATP binding: Asparaginyl-tRNA aminoacylation i
ligase nucleic acid binding ;
Beta 3-
glucosyltran AO:S?P Bg$L - Glycosyltransferase activity Membrane
sferase
Cardiotrophi
n like AOAB8I3N .
cytokine 6Q7 CLCF1 - - Extracellular region
factor 1
Cupin
. AOA8I3M | C1H18
S“pe”;am';y M27 | orf54 ) ; )
member
Brain development; centriole elongation;
embryonic digit morphogenesis; heart
C2 domain looping; in utero embryonic development;
contalqlng 3 AOA8I3M | c2eD neural plate axis specmcatlo.n; n.e.ural Centrlqlar.sa_t.elllte;
centriole YR6 3 - tube development; non-motile cilium centriole; ciliary
elongation assembly; protein localization to basal body
regulator centrosome; protein processing;

regulation of proteolysis; regulation of
smoothened signaling pathway
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CD5
molecule
like

AOA8I3N
Qw4

CD5L

Scavenger receptor activity

Membrane

Clock
circadian
regulator

AOA8I3N
BB7

Cellular response to
ionizing radiation; circadian
regulation of gene
expression; DNA damage
checkpoint signaling;
negative regulation of
DNA-templated
transcription; negative
regulation of glucocorticoid
receptor signaling
pathway; positive
regulation of circadian
rhythm; positive regulation
of inflammatory response;

positive regulation
of NF-kappaB transcription
factor activity; proteasome-
mediated ubiquitin-
dependent protein
catabolic process; protein
acetylation; regulation of
hair cycle; regulation of
insulin secretion;
regulation of type B
pancreatic cell
development; response to
redox state;
spermatogenesis

Chromatin DNA binding; DNA-binding
transcription activator activity, RNA
polymerase ll-specific; E-box binding;
histone acetyltransferase activity; protein
dimerization activity

Chromatoid body;
chromosome;
CLOCK-BMAL
transcription
complex; cytosol;
nucleoplasm

C-type lectin
domain-

AOAS8I3P
Y16

CLEC1

Receptor-mediated endocytosis

Membrane
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containing
protein
DNA-
(apurinic or Fibrillar center;
apyn;ir;‘nel;ilmc A0¢f$38 APEX2 en doatlgezgglggiivity' DNA recombination; DNA repair mitochondrion;
endonuclea ’ nucleoplasm
se
dDNA— Chromatin binding; DNA Chromosome
irected binding; DNA-directed 5'-3' ) L
RNA AOPAIS?N PgléR RNA polymerase activity; Transcription by RNA polymerase |l Rtﬁ'lgmelrlc reglon,”
polymerase metal ion binding; polymerase 1,
subunit beta ribonucleoside binding core complex
Cell population proliferation; DNA strand
resection involved in replication fork
processing; double-strand break repair
- via homologous recombination; double-
agﬁ&{ﬁg@féﬁgﬁﬁg:ﬁ e straqd_break repair via nonhomologous BRCA1-C complex;
activity',DNA binding; DNA end joining; homologous chromosome chromosome,
Double- helicaée activity: ide,ntical pairing at meiosis ; mitotic G2 DNA telomeric region;
strand break | AOA8I3P | MRE1 orotein binc,lin i damage checkpoint signaling; mitotic cytoplasm; Mre11
repair Y4 1 manganese ion bigaing' intra-S DNA damage checkpoint complex; PML body;
protein single-stranded DNA ’ | signaling; negative regulation of apoptotic | replication fork; site
endodeoxyribonuclease process; pos_ijtive regulajtion of kina§e of double-strand
activity activity; positive regulation of protein break
autophosphorylation; positive regulation
of telomere maintenance; sister
chromatid cohesion; telomeric 3'
overhang formation
Dynamin 1 | AOA8I3P D?’:‘;‘m GTP binding; GTPase )
like 3R6 activity

like
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ATP binding; dynein

Dynein Dynein intermediate chain binding;
axone A o Cilium-dependent cell motility; inner Inner dynein arm;
axonemal | AOAS8I3P dynein light intermediate . T : )
: mal L g dynein arm assembly; microtubule-based | microtubule; sperm
heavy chain uB4 chain binding; minus-end-
heavy . . movement flagellum
2 . directed microtubule motor
chain 2 o
activity
AOAS8I3N Acin binding; calcium ion Intermediate filament cytoskeleton CecII t%rolj:scgw(?n;
Dystonin DST binding; microtubule nent cy ytop '
P68 o organization membrane;
binding .
microtubule
E3 ubiquitin- , - - . . :
. AOASI3NI Metal ion binding; ubiquitin Notch signaling pathway; protein
‘lji;o;g] E2 DTX3 protein ligase activity ubiquitination Cytoplasm
EvC ciliary AOA8I3MI Cytoskeleton;
complex A3 EVC2 - Smoothened signaling pathway cytoplasm; ciliary
subunit 2 membrane
Family with
sequence
similarity AO??PN - - - Membrane-
187
member B
FAST Metal ion binding;
kinase AOABISN | FASTK ubiquitin-protein Protein ubiquitination -
. ZU0 D5 L
domains 5 transferase activity
Cysteine-type
Fetuin B AOASISP | FETU endopeptidase inhibitor - -
629 B o
activity
FHA
domain- AOAS8I3P
containing ZW2 MKI67 - Cell cycle Nucleus
protein
. . AOQA8I3P Heparin binding; identical | Acute-phase response; biological process Apical plasma
Fibronectin FN1 co 2T ) . . . . o )
ED8 protein binding; integrin involved in interaction with symbiont; membrane;
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binding; peptidase
activator activity; protease
binding; proteoglycan
binding

calcium-independent cell-matrix
adhesion; cell-substrate junction
assembly; endodermal cell differentiation;
integrin activation; integrin-mediated
signaling pathway; negative regulation of
monocyte activation; negative regulation
of transforming growth factor beta
production; neural crest cell migration
involved in autonomic nervous system
development; peptide cross-linking;
positive regulation of axon extension;
positive regulation of fibroblast
proliferation; positive regulation of gene
expression; positive regulation of
phosphatidylinositol 3-kinase signaling;
positive regulation of substrate-
dependent cell migration, cell attachment
to substrate; regulation of cell shape;
regulation of ERK1 and ERK2 cascade;
regulation of protein phosphorylation;
substrate adhesion-dependent cell
spreading; wound healing

basement
membrane;
endoplasmic
reticulum-Golgi
intermediate
compartment;
extracellular
exosome; fibrinogen
complex;

Fibrinogen
C-terminal
domain- AOABISN FCN2 - - -
- LF4
containing
protein
F-box and
leucine rich | AOA8I3N
repeat GN3 FBXLS i ) )
protein 8
Focadhesin AO€§I53N FODCA i Regulation of post-transcriptional gene i

silencing
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Heme binding; metal ion

Globin A2 | AQATKO 1 GLNA 1 hinding: oxygen binding: - Hemoglobin
GGHO 2 . o complex
oxygen carrier activity
Globin
family e .
. Heme binding; iron ion .
profllle AOA8I3M HBQ1 binding; oxygen carrier ) Hemoglobin
domain- J33 activity; oxygen bindin complex
containing y: Oxyg 9
protein
Glutamate | AOA8I3M lonotropic glutamate Postsynaptic
GRIA4 o -
receptor AF2 receptor activity membrane
Glycerol-3-
phosphate . :
Mitochondrial outer
acyltransfer | AOA8I3Q Glycerol-3-phosphate O- e : . ]
ase 1, 0U3 GPAM acyltransferase activity CDP-diacylglycerol biosynthetic process | membrane; plasma
, . membrane
mitochondri
al
Hemoglobin Heme binding; iron ion .
subunit AO,IASS5BSJ HBQ1 binding; oxygen carrier - Hi?n?.giggm
alpha1 activity; oxygen binding P
Hyaluronogl|
ucosaminid AOQSISM CEMIP - - Plasma membrane
ase
60S o .
, AOAS8I3M RNA binding; structural Cytosolic large
ribosomal P22 ) constituent of ribosome ) ribosomal subunit
protein L30
IF rod
domain- AOAS8I3P ) i ) Intermediate
containing EZ2 filament
protein
Ig heavy :
chain V P01785 - - Adaptive immune response External side of

region MOO

plasma membrane;
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immunoglobulin
complex

External side of

Ig heavy | b .
chain V P01784 - - Adaptive immune response plasma me[nbr?ne,
region GOM immunoglobulin
complex
AOAS8I3P
657,
AOAS8I3P
B9G6,
AOAS8I3P
3K1,A0A
Ig-like 8I3RX63,
domain- AOAS8I3P
containing VBS5, ) ) ) )
protein AOA8I3S
0K3,
AOAS8I3N
U27,A0A
8I13NRC4,
AOAS8I3N
VL7
Immunoglob
uin V-set | noasiap | _ ] _
- GC2
containing
protein
IgA binding; L R : Monomeric IgA
Joining immunoglobulin receptor Ahduargg\r/; ';22:)%22;?5?;:2?&IZ?%?{?;:;T_” immunoglobulin
chain of AOA8I3R | JCHAI binding; peptidoglycan innate immune ’rgsponse' positive ’ complex;
multimeric W25 N binding; requlation of respirato bur,st' rotein- pentameric IgM
IgA and IgM phosphatidylcholine 9 P Y » P immunoglobulin

binding; protein

containing complex assembly

complex; secretory
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homodimerization activity; dimeric IgA
protein-macromolecule immunoglobulin
adaptor activity; single- complex

stranded DNA binding;

Kelch

. AOA8I13Q | KLHD
domain - - .
. 1J8 C9
containing 9
Keratin,
type | AOAS8I3N KRT9 | Structural molecule activity Intermediate fllament organlzatlon_; skin Intgrmedlate
cytoskeletal NWO development; spermatogenesis filament
9
Keratin, Protein heterodimerization : , o . e ]
type | AOASI3N activity: structural Keratinocyte qlffe;rer.wtlatloq, peptide Cornified e.nvelop_e,
KRT10 . . cross-linking; protein cytoplasm; keratin
cytoskeletal L87 constituent of skin heterotetramerization filament
10 epidermis
Keratin, Protein heterodimerization Cvtoplasm: keratin
type Il activity; structural Keratinization; protein ytop o
Q6EIY9 | KRT1 . . . filament; plasma
cytoskeletal constituent of skin heterotetramerization
) : membrane
1 epidermis
Keratin, . : . .
type Il Structural constituent of Structur_a_l constltuent of Sk'n. ep|d(_arm|s, Cytoplasm; keratin
Q6EIZ1 KRT2 : : . positive regulation of epidermis .
cytoskeletal skin epidermis development filament
2 epidermal P
. AOAS8I3P - Intermediate
Keratin 18 J84 KRT18 | Structural molecule activity - filament
Keratin 74 AOAS8I3P KRT74 Keratin filament binding Intermediate fllamen.t cytoskeleton Cytopl_asm; keratin
MVA1 organization filament
, AOA8I3P i Hematopoietic progenitor cell Cornified envelope;
Keratin 75 K78 KRT6A differentiation keratin filament
ATP binding; identical Cellular response to type Il interferon; Centriolar satellite;
Kinesin-like | AOA8I3N protein binding; centrosome localization; cytoplasm ciliary rootlet;
. KIF5B . o e e o )
protein 413 microtubule binding; organization; lysosome localization; cytosol; microtubule;

microtubule motor activity;

mitochondrion transport along

mitochondrion;
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protein-containing complex
binding;

microtubule; mitocytosis; natural killer cell
mediated cytotoxicity; plus-end-directed
vesicle transport along microtubule;
positive regulation of potassium ion
transport; positive regulation of protein
localization to plasma membrane; positive
regulation of synaptic transmission,
GABAergic; positive regulation of
synaptic transmission, GABAergic; stress
granule disassembly

neuron projection;
phagocytic vesicle

Defense response to Gram-positive

AOAS8I3N Identical protein binding; U
Lysozyme X55 LYZ lysozyme activity bacterium; killing of cells of another Extracellular space
organism

Leucyl and . . o

cystingl | AOASI3M | LNPE Am'r}fpept'qase activity; ooteolv "
aminopeptid L59 P meta _ope_ptlda_se _actlwty, roteolysis embrane

ase zinc ion binding

Mitochondri LOC11 ]
al ibosomal | 9797 | 9gess i i Cytoplasm;
protein L21 76
Mitochondri | Agagi3p | MRPL |  Structural constituent of | | . Mitochondrial large
al ribosomal 6K3 43 fibosome Mitochondrial translation ribosomal subunit
protein L43
Membrane
agoll’:rr;g‘:ar AOASISP | MBOA - - Membrane

y . NZ4 T2
ase domain
containing 2
Multifunctio GTP binding: protein Erythrocyte.c_ilfferen_tlatlon; mflammatc?ry
nal ROCO S response; innate immune response;

: AOA8I3N | MFHA | phosphatase 2A binding; . : )
family N o negative regulation of inflammatory Cytoplasm
. . EN2 S1 ubiquitin protein ligase ) : . .
signaling bindin response; negative regulation of protein

regulator 1 9 dephosphorylation; negative regulation of
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protein localization to nucleus; negative

regulation of toll-like receptor 2 signaling
pathway; negative regulation of toll-like
receptor 4 signaling pathway; positive
regulation of ERK1 and ERK2 cascade;

positive regulation of JNK cascade;

positive regulation of p38MAPK cascade;
positive regulation of protein kinase B
signaling; positive regulation of toll-like
receptor 2 signaling pathway; positive

regulation of toll-like receptor 2 signaling
pathway; regulation of toll-like receptor

signaling pathway

NAD(P)(+)- NAD+-protein-arginine
arginine ADP-ribosyltransferase
ADP- AOﬁ\SS PQ ART3 activity; - Membrane
ribosyltransf nucleotidyltransferase
erase activity
G2/M transition of mitotic cell cycle; Cvtoplasm:
, AOA8I3N Intermediate filament negative regulation of catalytic activity; _ytoplasm,
Nestin NES . : . oS intermediate
5W6 binding negative regulation of protein binding; ;
. : filament
stem cell proliferation
Cytosol; intercellular
Ninein like AO?S?Q NINL Calcium ion binding - bridge; microtubule
cytoskeleton
NLR family
pyrn AOA8I3N | NLRP1 -
domain 8P2 4 - Spermatogenesis -
containing
14
Nuclear AOA8I3N | NCOR i ) i
receptor Q55 2
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corepressor
2
Peptidase
S1 domain- | AOA8I3P | LOC47 | Serine-type endopeptidase . i
containing 0A5 5521 activity Proteolysis
protein
Peptidase o
: Hemoglobin binding;
S1 domain- | AOA8I3M | LOC47 . . . .
containing X03 9668 serine-type e.nQOpeptldase Proteolysis Extracellular region
: activity
protein
Protocadher | AOA8I3P | PCDH L - Homophilic cell adhesion via plasma
in 17 DN1 17 Calcium ion binding membrane adhesion molecules Plasma membrane
. . . Cell-cell contact
plasma membrane
POU DNA binding; DNA-binding
domain AO§|E¥3P L%%gS transcription factor activity, - Nucleus
protein RNA polymerase ll-specific
RAB23,
member | AOASI3N RAB23 GTP binding; GTPase ) )
RAS onco F40 activity
family
Axon guidance; cellular response to
follicle-stimulating hormone stimulus;
Receptor N i neuron remodeling; positive regulation of
protein- AOAS8I3M | EPHA ATP _blndmg, GPI “.m.(e(_j MAPK cascade; positive regulation of Neuron projection;
. ephrin receptor activity; e Ok . o
tyrosine B23 8 rowth factor bindin phosphatidylinositol 3-kinase activity; plasma membrane
kinase 9 9 protein autophosphorylation; regulation of
cell adhesion mediated by integrin;
substrate-dependent cell migration
Ring finger | AOA8I3M | RNF21 : o i ]
protein 214 L N4 4 Metal ion binding
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RING-type

E3 ubiquitin AO?S:ISN TR;NH Zinc ion binding - Cytoplasm
transferase
RUN and Metal ion binding; SH2 Protein transport; regulation of
FYVE AOAS8I3N | RUFY d R . ! ; Cytosol; endosome;
domain 3X3 y omain t_)lndllng_, SH3 endocytos!s, small GTPage mediated nuclear speck
containing 1 domain binding signal transduction
Cysteine-type
Secernin 2 AOS‘S!;N SCZRN exopeptidase activity; Proteolysis -
dipeptidase activity
ﬁ%rgj;/'g]cre?r? AOASI3M | MAST ATP binding; pro.tein Fer_nallel meiosi§ II;. positive .re.:gulation.of Migrgtubule
Kinase PUG L serlne/threqnllne kinase ubiquitin protein ligase a.ct|V|ty; protein organizing center;
greatwall activity phosphorylation nucleus
SET binding | AOA8I3N SBE? Guanyl-nucleotide ) i
factor 2 HNS exchange factor activity
Solute
carrier AOAS8I3N | SLC2A Transmembrane ) Membrane
family 2 592 6 transporter activity
member 6
Protein kinase binding; positive regulation
of protein tyrosine kinase activity; Actin cytoskeleton:
SRC kinase AOA8I3N | SRCIN postsynaptic actin cytoskeleton cytoplasm:; ’
signaling HM6 1 Protein kinase binding organization; regulation of cell migration; qutamaterg,ic
inhibitor 1 regulation of dendritic spine Svnapse
morphogenesis; substrate adhesion- ynap
dependent cell spreading
Spectrin Centrosome localization; nuclear Filopodium
repeat Actin binding; migration along microfilament; membrane; focal
containing | AOA8I3M | SYNE ’ nucleokinesis involved in cell motility in adhesion;
nuclear JS4 2 cytoskeleton-nuclear cerebral cortex radial glia guided intermediate
membrane anchor activity ST o . .
envelope migration; positive regulation of cell filament

protein 2

migration; regulation of cilium assembly

cytoskeleton;
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lamellipodium
membrane; meiotic
nuclear membrane
microtubule
tethering complex;
mitochondrion;
nuclear lumen,;
nuclear membrane;
sarcoplasmic

reticulum; Z disc
Sushi LOC10 Involved in many recognition processes,
domain- AOAS8I3M including the binding of several
- 08554 - -
containing L63 complement factors to fragments C3b
; 76
protein and C4b.
Synaptic
Ras . . .
GTPase AOAS8I3P | SYNG GTPase activator activity; GTPase activator actlery: regulation of i
o L77 AP1 GTPase activity
activating
protein 1
. AOAS8I3P ATP binding; protein . . Intracellular
Titin E72 TTN kinase activity Protein phosphorylation organelle
Cell body;
centrosome,;
Binding of sperm to zona pellucida; chapgrpmn-
chaperone-mediated protein folding; pore containing T-
T-complex ATP binding; ATP complex assembly; positive re ulati,on of complex; cilium;
protein 1 | AOA8I3P hydrolysis activity; ATP ple: Y: POS! gu'a intermediate
. CCT8 . T establishment of protein localization to X
subunit 949 hydrolysis activity; telomere; positive regulation of telomere filament
theta unfolded protein binding ere, p e reg _ ; cytoskeleton;
maintenance via telomerase; protein . )
R microtubule;
stabilization; toxin transport

microtubule; zona
pellucida receptor

complex
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CD4-positive, CD25-positive, alpha-beta
regulatory T cell lineage commitment;
CD8-positive, alpha-beta T cell lineage
commitment; cerebral cortex neuron
differentiation; lymph node development;

Thymocyte natural killer cell differentiation; NK T cell
selection AOA8I3P lineage commitment; nucleic acid
associated 7%4 TOX Chromatin DNA binding metabolic process; Peyer's patch Nucleus
high mobility development; positive regulation of DNA
group box demethylation; positive regulation of
natural killer cell differentiation; positive
regulation of neural precursor cell
proliferation; positive regulation of neuron
projection development; regulation of
positive thymic T cell selection
:gsgsp”:;’;‘ig AOASI3P | TMEM ] )
191C RH2 191C
Liver development; liver development;
SEC63 multicellular organism aging; nitrogen
homolog, AOA8I3N compound metabolic process; post- Endoplasmic
protein 658 SEC63 - translational protein targeting to reticulum;
translocatio membrane, translocation; SRP- membrane
n regulator dependent cotranslational protein
targeting to membrane
Tubulin
polymerizati
on AOASI3N - Decidualization; embryo !mplgntation; Mi(_;rotubule bu_ndle;
promoting 563 TPPP3 Tubulin binding microtubule bundle formation; icrotubule | perinuclear region of
protein polymerization cytoplasm
family

member 3
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Tumor
protein p53 | AOAS8I3S | TP53B i i
binding 3v8 P1 DNA damage
protein 1
Vang-like | AOA8I3Q | VANG : . Lateral plasma
protein 337 L1 ] Pigmentation membrane
\;?nsilrflae AOA8I3R VAT Oxidoreductase activity; Negative regulation of mitochondrial i
T77 zinc ion binding fusion
transport 1
WD repeat | AOA8I3SN | WDR4 .
domain 41 5E9 y - Regulation of autophagy -
pncharactgr AODASFAD - - Immune response Extracellular space
ized protein J18
Uncharacter | AOASF4B
ized protein YG2 - - Immune response Extracellular space
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