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RESUMO 
 

SOUSA, G.C. PROTEÔMICA DE VESÍCULAS EXTRACELULARES DO SORO DE 
CADELAS COM NEOPLASIAS MAMÁRIAS. Botucatu, 94p, 2023 Dissertação 
(Mestrado). Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zootecnia. 
 
As neoplasias mamárias são o tipo de tumor mais frequente em cadelas, 
acometendo cerca de 50% das fêmeas. A espécie é considerada modelo 
experimental para câncer de mama em mulheres. Em vista disso, novas abordagens 
buscando biomarcadores e alvos terapêuticos têm encontrado respostas 
promissoras no estudo de vesículas extracelulares (VEs). As VEs são 
nanopartículas secretadas por diversos tipos celulares, incluindo células 
cancerígenas, as quais carreiam informações da sua célula de origem e estão 
envolvidas na manutenção do microambiente tumoral e metástases. O objetivo 
desse estudo foi investigar a relação da proteômica de VEs séricas de cadelas 
acometidas por neoplasias mamárias 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 I e II (GI, n = 13) e grau III (GII, n = 7). 
Durante a exérese cirúrgica o sangue foi colhido, o soro separado e preparado para 
o isolamento das VEs por cromatografia por exclusão de tamanho. As VEs séricas 
foram caracterizadas por análise de nanopartículas, microscopia eletrônica de 
transmissão. A seguir as amostras foram digeridas com tripsina para proteômica 
com abordagem shotgun. A média ± erro padrão 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). Não houve diferença entre a concentração de VEs (5,5 x 1012 ± 4,4 x 1012; 1,3 
x 1012 ± 0,66 x 1012; 1,1 x 1012 ± 0,88 x 1012 partículas/mL) e tamanho das VEs 
(136,2 ± 6,0; 129,3 ± 4,0; 125,5 ± 6,1 nm) entre os GC, GI e GII, respectivamente. 
Os resultados de VEs isoladamente não foram capazes de diferenciar o GC dos 
grupos GI e GII, entretanto podem ser considerados uma importante contribuição 
para a caracterização, quantificação e validação de VEs sérica em cadelas 
saudáveis e com neoplasia mamária. Na proteômica duas proteínas sintetizadas 
por genes importantes na supressão de tumores em humanos a keratin 18 e a 
protocadherin 17 apresentaram diferente abundância entre os grupos, podendo 
assim servir como candidatas em futuros estudos que busquem identificar 
biomarcadores para as neoplasias mamárias em cadelas por meio das VEs. 
 
Palavras chaves: oncologia, proteína, exossomo, tumor de mama, biopsia líquida  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

ABSTRACT 
 

SOUSA, G.C. PROTEMIC OF SERUM EXTRACELLULAR VESICLES CARGO IN 
BITCHES WITH MAMMARY TUMORS. Botucatu, 94p, 2023 Dissertation (Master 
of Science). São 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 I and II (GI, n = 13), and grade III (GII, 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 1012 ± 4.4 x 1012; 1.3 x 1012 ± 0.66 x 
1012; 1.1 x 1012 ± 0.88 x 1012 particles/mL) and EV size (136.2 ± 6.0; 129.3 ± 4.0; 
125.5 ± 6.1 nm) between GC, GI, and GII, respectively. Our EVs results were not 
able to differentiate the GC from the GI and GII, 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 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 
Neoplasias mamárias estão entre as neoplasias mais frequentes em 

cadelas, acometendo cerca de 50% das fêmeas, com relatos demonstrando até 

60% de incidência a depender da população estudada (VON EULER, 2011; 

PASTOR et al., 2018). Cenário semelhante é observado em humanos, que de 

acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), o câncer de mama é o mais 

frequente em mulheres. Cerca de 2,3 milhões de mulheres foram diagnosticadas 

com câncer de mama e 685.000 morreram em 2020, considerando todo o mundo. 

A neoplasia mamária em cadelas é 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 diagnóstico precoce 

da doença tem relação com o estadiamento e prognóstico dos animais acometidos 

(MISDORP 2002; CASSALI et al., 2019a). 

Recentes estudos na oncologia humana identificaram biomarcadores, 

contidos em vesículas extracelulares (VEs), para o diagnóstico precoce, 

estadiamento, prognóstico e monitoramento de diversos tipos de câncer, uma vez 

que podem refletir o estado da célula de origem (CHEN et al., 2018; TIAN et al., 

2021). Além disso, estas biomoléculas são consideradas alvo terapêutico 

relacionados com a resistência aos quimioterápicos, 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 limitações, como a 

dificuldade de estabelecer métodos padrões de isolamento, detecção, análise e 

ausência de marcadores universais específicos (LÖTVALL et al., 2014; THÉRY et 

al., 2018). Esses desafios estão relacionados com a heterogeneidade do tamanho 

e conteúdo das subpopulações de VEs e dificuldade de distinção de outras 

estruturas com tamanhos similares como lipoproteínas, agregados proteicos e vírus 

(BONGIOVANNI et al., 2021; GUAN et al., 2021). 

O perfil proteico de VEs obtidas de tecidos neoplásicos foi correlacionado 

com o subtipo de neoplasias mamárias de mulheres, sendo um importante avanço 

para o diagnóstico por métodos não invasivos (RONTOGIANNI et al., 2019).  
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Na veterinária, pesquisas com VEs têm identificado uma área promissora a 

ser explorada. VEs do plasma sanguíneo de cães com neoplasias de várias origens 

foram encontradas em maior abundância quando comparadas com animais 

saudáveis (ŻMIGRODZKA et al., 2019).  

Em vista do exposto e considerando as neoplasias mamárias um dos tipos 

neoplásicos que mais acomete cadelas, este estudo objetivou, de forma inédita, 

analisar e comparar a proteômica das VEs presentes no soro de cadelas 

acometidas por tumor de mama a fim de identificar possíveis biomarcadores que 

auxiliem no diagnóstico precoce e monitoramento da neoplasia, utilizando-se um 

método considerado minimamente invasivo. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Neoplasias mamárias 

A neoplasia mamária é o tipo mais comum de câncer encontrado em 

cadelas, contudo a incidência pode variar de acordo com a população investigada. 

Este tipo de câncer demonstra malignidade entre 53 e 60% dos casos (PASTOR et 

al., 2018). No Brasil, a porcentagem de malignidade em tumores mamários 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 não-castrados e é uma 

das maiores causas de morte em fêmeas 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 exposição hormonal, e um possível envolvimento 

genético, uma vez que é observado uma maior incidência em determinadas raças. 

Na Suécia, um estudo identificou uma incidência de 112 casos de neoplasia 

mamária 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 mamária 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., 
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2005; BURRAI et al., 2020). De fato, há incremento de 1,19x de risco de malignidade 

a cada 1 ano de avanço da idade de cadelas (GEDON et al., 2020). 

Em relação a raça, há estudos demonstrando que animais de raças puras 

têm maior incidência de neoplasias mamárias, especialmente cadelas Poodle, 

Cocker Spaniel inglês, Dachshund, Labradores, Pastor Alemão, Spitz Alemão e 

Golden Retriever (ZATLOUKAL et al., 2005; NADHIYA et al., 2020; ARIYARATHNA 

et al., 2021; GEDON et al., 2021). Estes resultados são variáveis, de acordo com o 

local de estudo, desde que outros levantamentos encontraram maior incidência em 

animais sem raça definida (PASTOR et al., 2018). 

Quanto ao status reprodutivo, os tumores de mama podem acometer 

animais castrados e não-castrados e estudo aponta que cadelas castradas antes 

do primeiro estro, tem incidência de 0,5% de neoplasias mamárias; quando 

esterilizadas entre o primeiro e o segundo estro, a ocorrência aumentou para 8%; e 

entre o segundo e terceiro para 26%. Esse estudo não observou a 

ováriohisterectomia como fator preventivo das neoplasias mamárias após o quarto 

estro (SCHNEIDER et al., 1969). 

A exposição hormonal parece ser um fator importante no desenvolvimento 

das neoplasias mamárias, uma vez que a glândula mamária possui receptores de 

estrógeno, progesterona e prolactina que são necessários para o desempenho das 

funções das mamas em momentos importantes da vida reprodutiva da cadela, como 

na produção de leite durante a lactação (PEREZ ALENZA et al., 2000; QUEIROGA 

et al., 2005; SORENMO et al., 2011). 

O mecanismo exato do desenvolvimento e proliferação das neoplasias 

mamária ainda é desconhecido, entretanto sabe-se que o estrógeno possui efeito 

mitogênico e de promoção da proliferação intralobular e ductal, além da expansão 

de ductos e lóbulos do epitélio mamário. Já a progesterona tem efeitos sobre o 

desenvolvimento da glândula mamária pela produção de hormônio somatotrófico e 

seus receptores, enquanto a prolactina tem sido sugerida como um fator promotor 

do crescimento dos tumores de mama, já que concentrações maiores deste 

hormônio foram encontradas em cadelas em anestro com neoplasias benignas e 

malignas (TONITI et al., 2009; SORENMO et al., 2011;). Os esteróides foram 
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relacionados a progressão tumoral e foram observadas maiores concentrações em 

cadelas com neoplasias malignas quando comparadas com cadelas com 

neoplasias benignas ou sem alterações (QUEIROGA et al., 2005). Foi observado 

também que o avanço espontâneo da neoplasia de benigna para maligna foi 

correlacionada com uma menor dependência hormonal, demonstrada pelo menor 

número de receptores de progesterona nesses tipos neoplásicos 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 clínico, grau histológico e agressividade da 

neoplasia, sendo animais acometidos com neoplasias pouco diferenciadas 

atribuídos um maior tempo de sobrevida e animais com tipos histológicos muito 

indiferenciados como carcinoma sólido e anaplásico, há estudos demonstrando 

apenas 3 meses de sobrevida (CASSALI et al., 2013; CANADAS et al., 2019; 

CHOCTEAU et al., 2019). O diagnóstico das neoplasias mamárias deve ser 

realizado por um conjunto de avaliações clínicas e exames complementares. O 

exame clínico completo do animal, assim como o exame específico das glândulas 

mamárias, incluindo a inspeção e palpação de todas as mamas e linfonodos 

adjacentes, e os nódulos encontrados devem ser mensurados. Os exames 

complementares consistem em hemograma, bioquímico para avaliação do quadro 

clínico geral, e exames de imagem, com raio X torácico e ultrassonografia 

abdominal, para a pesquisa de metástases distantes (GOLDSCHMIDT et al., 2011). 

O estadiamento clínico é uma ferramenta importante, pois permite o 

planejamento do melhor tratamento a ser empregado uma vez que é possível 

determinar a fase da doença que o animal se encontra, além de auxiliar no 

estabelecimento de um prognóstico mais adequado ao paciente. O sistema de 

estadiamento proposto por Owen (1980) modificado por Cassali et al. (2013) 

consiste na avaliação TNM, sendo T o tamanho do(s) nódulo(s), N se há 

acometimento dos linfonodos adjacentes por micro metástases, e M se há 

identificação de metástases distantes. Desta forma, os animais serão classificados 

entre estádios I e V conforme demonstrado na Tabela 1. Outro modelo de 

modificação do sistema de Owen (1980), baseado naquele utilizado em humanos, 
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foi proposto por Chocteau et al. (2019), o qual demonstrou alta correlação entre o 

estadiamento e a sobrevida, contudo a avaliação de tamanho (T) e linfonodo (N) foi 

modificada para tamanho (pT) e linfonodo patológico (pN), sendo essas 

características avaliadas pelo patologista. 

De forma geral, os animais com neoplasias mamárias apresentam-se 

estáveis e saudáveis, sendo que em casos de tumores inflamatórios, grandes, 

ulcerados, com contaminação bacterina, metástases distantes e comprometimento 

sistêmico, o animal pode estar debilitado, com quadro clínico alterado e 

consequentemente um prognóstico desfavorável (MISDORP; HART, 1976; PEREZ 

ALENZA et al., 2000). 

 

Tabela 1. Estadiamento clínico proposto por Owen (1980) e modificado por Casali 

et al. (2013). 

Estádio 
Tamanho do tumor 

primário  
Linfonodos 
Regionais 

Metástase 
distante 

I T < 3 cm N0 M0 

II 3 > T > 5 cm N0 M0 

III T > 5cm N0 M0 

IV Qualquer tamanho N1 M0 

V Qualquer tamanho N0 ou N1 M1 

Legenda: T – tumor primário, N0 – ausência de metástase, N1 – presença de 

metástase, M0 – ausência de metástase, M1 – presença de metástase.  

 

A origem histológica da neoplasia mamária é epitelial, todavia podem ter 

componentes mesenquimais e mioepiteliais que sofrem efeitos carcinogênicos, com 

consequentes alterações, progredindo de nódulos benignos para malignos 

(SORENMO et al., 2009; GOLDSCHMIDT et al., 2011; SORENMO et al., 2013). As 

neoplasias mamárias são consideradas heterogêneas, tanto na espécie humana 

como canina, e por esse motivo o exame histopatológico é considerado padrão ouro 

para identificação do subtipo, graduação e estadiamento adequado dos pacientes 

(GOLDSCHMIDT et al., 2011; CASSALI et al., 2013). 



7 
 

 

A similaridade das características epidemiológicas, clínicas, morfológicas e 

prognósticas entre neoplasias mamárias em cadelas e em mulheres, favorecem a 

promoção de novos estudos de forma translacional, a fim de promover o 

desenvolvimento e identificação de novos métodos para o diagnóstico e tratamento 

para ambas as espécies (ROWELL et al., 2011; GRAY et al., 2020; KWON et al., 

2023). 

 

2.2 Vesículas extracelulares 

As VEs foram inicialmente consideradas como garbage bags que seriam 

secretadas para o meio extracelular com a função de descarte de produtos não 

necessários para a célula, favorecendo assim a maturação destas (HARDING, et 

al., 1983; JOHNSTONE, 1992; VIDAL, 2019). Todavia, estudos demonstraram que 

essas partículas parecem ter importantes funções em processos metabólicos e que 

seu conteúdo pode servir como biomarcadores para auxiliar a elucidar diversos 

processos fisiológicos, além disso auxiliar no diagnóstico, monitoramento, 

prognóstico e transporte de fármacos para tratamento de doenças (COLOMBO, 

2014). 

São nanopartículas com dupla membrana lipídica e formato esférico, 

derivadas de células e contendo informações em seu interior ou em sua superfície 

(THÉRY et al., 2018) e secretadas por vários tipos celulares e, durante sua 

formação, são enriquecidas com moléculas presentes no citoplasma e na 

membrana da célula de origem (Figura 1) (CUFARO et al., 2019). As VEs contêm 

proteínas, lipídios e ácidos 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).  

É percebido que a nomenclatura das VEs ainda não é padronizada na 

literatura, uma vez que há estudos que se referem VEs como como exossomos, 

sendo esse termo podendo se referir ao tipo de formação da vesícula, a vesículas 

pequenas (30 – 150 nm) e ainda como nanopartículas que possuem função 

fisiológica (GOULD; RAPOSO, 2013). Entretanto, a Sociedade Internacional de 
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Vesículas Extracelular (ISEV), em publicação de 2018, recomenda que as VEs 

sejam classificadas preferencialmente de acordo com seu tamanho (vesículas 

pequenas < 100 ou < 200 nm e médias/grandes >200nm) ou densidade, 

composição bioquímica e descrição da célula de origem. Desta forma, as VEs 

devem ser denominadas como exossomos, microvesículas ou corpos apoptóticos, 

se no método de caracterização for possível identificar biomarcadores específicos 

que comprovem o mecanismo de formação, além disso o uso do termo vesículas 

extracelulares para denominar essas nanopartículas também é incentivado (THÉRY 

et al., 2018). 

 

 
Figura 1. Ilustração de alguns dos marcadores presentes na superfície ou no interior 

das VEs, que são adquiridos durante seu processo de formação, e contém 

informações específicas sobre as VEs e suas células de origem. Fonte: Adaptado 

de Veerman et al. (2019). 

 

A formação/secreção das VEs na célula de origem ocorre de diferentes 

formas de acordo com o tipo de vesícula (Figura 2). Os exossomos são formados 

pelo sistema endossômico, no qual partículas extracelulares são internalizadas pela 

célula e formam corpos multivesiculares (CMVs). Nesse processo pode ter dois 

caminhos, a fusão com lisossomos e posterior degradação; ou a fusão direta com a 

membrana plasmática e exocitose do conteúdo dos CMVs, os exossomos 
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(HARDING et al., 1983; PAN; JOHNSTONE, 1983). As microvesículas/ectossomos 

descritas inicialmente em 1947 (CHARGAFF; WEST, 1946) são produzidas pela 

fusão e posterior fissura da membrana plasmática da célula de origem seguida pela 

secreção das microvesículas para o meio extracelular (COCUCCI et al., 2009; 

AKERS et al., 2013). Por fim, os corpos apoptóticos são formados pela fusão da 

membrana plasmática fragmentada de células em processo de apoptose (KERR et 

al., 1972; GYÖRGY et al., 2011).  

As VEs são enriquecidas com moléculas presentes no citoplasma e na 

membrana da sua célula de origem e cuja funções incluem a comunicação 

intercelular pelo transporte de bioativos nas células alvo, reparo tecidual, regulação 

e supressão da resposta imune (WOLFERS et al., 2001; COLOMBO, 2014). 

 

 
Figura 2. Processos de formação e secreção dos exossomos, microvesículas e 

corpos apoptóticos. Fonte: Adaptado de Gurunathan et al. (2019). 

O uso de VEs e seu conteúdo como biomarcadores está relacionado a sua 

maior estabilidade devido a proteção pela membrana bilipídica, prevenindo a 

degradação de seu conteúdo por lipases e proteases, e apesar de ser uma 
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nanopartícula, a elevada quantidade de VEs nos fluidos corporais, indica maior 

concentração de biomarcadores, quando comparada à de biomarcadores livres, 

sendo assim capaz de auxiliar no monitoramento de doenças (BOUKOURIS; 

MATHIVANAN, 2015; DOBRA et al., 2020; TOMIYAMA et al., 2021). Os diferentes 

tipos de VEs contêm proteínas comuns relacionadas com funções estruturais e de 

formação, e proteínas exclusivas produzidas pelas células de origem, como as 

células cancerígenas, e que são relacionadas com processos fisiológicos e 

patológicos dessas células (Figura 3) (RAIMONDO et al., 2011; CHOI et al., 2013). 

 

 
Figura 3. As VEs são secretadas por células cancerígenas, podendo ser isoladas 

em biofluidos corporais como sangue. Essas VEs contêm informações específicas 

como proteínas, marcadores de superfície e miRNA, sobre suas células de origem.  

 

2.2.1 Isolamento e caracterização das VEs 

Existem vários métodos de isolamento e caracterização das VEs, como a 

ultracentrifugação, ultracentrifugação com gradientes de densidade, imuno-

afinidade, ultrafiltração, precipitação e a cromatografia por exclusão de tamanho. 

Esses métodos possuem vantagens e desvantagens, como demonstrado na Tabela 
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2., e ainda não foi definido pela ISEV um padrão ouro para o isolamento das 

nanopartículas, sendo recomendado a utilização de métodos complementares para 

que haja maior purificação e concentração satisfatória de VEs que permitam as 

análises (LÖTVALL et al., 2014; THÉRY et al., 2018). 

A ultracentrifugação é o método mais antigo e ainda o mais utilizado para 

isolamento de VEs. Esta técnica consiste na separação das partículas por 

densidade, tamanho e formato, sendo que as partículas mais pesadas e maiores 

sedimentam primeiro e o sobrenadante é submetido a centrifugações seriadas 

(THÉRY et al., 2006; GARDINER et al., 2016). Possui como principais vantagens o 

baixo custo e maior quantidade de vesículas isoladas; por outro lado, o longo tempo 

para realização da técnica (cerca de 4 h) e o co-isolamento de partículas como 

lipoproteínas e albumina, além da necessidade de volumes maiores de amostra, 

são as principais desvantagens desse método (THÉRY et al., 2006; TAURO et al., 

2012; DOYLE; WANG, 2019; THÉRY et al., 2018;). A ultracentrifugação por 

gradiente de densidade formado por diferentes concentrações de sacarose e 

iodixanol é outra opção para a separação das VEs, com a vantagem aumentar a 

pureza pela retirada de partículas que foram co-isoladas nas ultracentrifugações, 

mas que não flutuarão no gradiente de sacarose (THÉRY et al., 2006; LOBB et al., 

2015) 

A imuno-afinidade permite o isolamento pela interação das VEs com 

marcadores proteicos específicos como CD9, CD63 e CD81, utilizando por exemplo 

beads magnéticas (CLAYTON et al., 2001; THÉRY et al., 2006). A ultrafiltração e a 

cromatografia por exclusão de tamanho são isolamentos baseados no tamanho das 

moléculas (BÖING et al., 2014; MONGUIÓ-TORTAJADA et al., 2019). A 

ultrafiltração 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 ultracentrifugação, a fim de elevar a pureza e rendimento 

das moléculas isoladas (CRESCITELLI et al., 2013; PARISET et al., 2017; THÉRY 

et al., 2018). 

Já a cromatografia por exclusão de tamanho consiste no uso de colunas 

porosas, nas quais as moléculas maiores são filtradas primeiro e as menores ficam 
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retidas temporariamente nos poros da coluna e são eluidas posteriormente. Esse 

método é promissor para utilização clínica do isolamento de VEs, uma vez que tem 

custo acessível, é de fácil manipulação e necessita de pouco tempo para realização 

(BÖING 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 redução do co-isolamento de lipoproteínas e albumina, e combinada com a pré-

centrifugação aumenta a pureza das partículas isoladas (BÖING et al., 2014; 

MONGUIÓ-TORTAJADA et al., 2019). 

A precipitação consiste em reduzir a solubilidade das VEs na presença de 

um polímero. Geralmente, são utilizados kits comerciais e é um método rápido, que 

permite repetição e alto rendimento. Apesar disso, apresenta baixa pureza no 

isolamento e observa-se alterações na morfologia das vesículas, comprometendo a 

caracterização e análises do conteúdo vesicular (VAN DEUN et al., 2014; 

GARDINER et al., 2016; PARISET et al., 2017; THÉRY et al., 2018). 

Após 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 quantificação e caracterização são análise de 

nanopartículas (Nano tracking Analysis, NTA - 80%), western blotting (74%), 

microscopia eletrônica de transmissão (60%) e citometria de fluxo (41%). A análise 

de nanopartículas é utilizada tanto para determinar a concentração quando o 

tamanho das partículas isoladas. Já o western blotting serve principalmente para 

validação e caracterização das VEs, uma vez que a técnica permite a 

imunomarcação de biomarcadores contidos na superfície das vesículas (CD9, 

CD63, CD81, Alix). A imunomarcação negativa de proteínas ausentes nas 

partículas 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 nanopartículas não visualizadas em microscópio óptico comum, é 

necessário a microscopia eletrônica de transmissão para sua caracterização pelo 

tamanho e forma (THÉRY 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 

Ultracentrifugação 

Recuperação de maior 

quantidade de partículas 

Alta repetibilidade 

Reduzido custo 

Co-isolamento de 

lipoproteínas e agregados 

exossomais 

Tempo 

Ultracentrifugação em 

gradiente de 

densidade 

Reduzido custo 

Reduz o co-isolamento de 

lipoproteínas 

Tempo 

Imuno-afinidade Alta pureza 

Necessidade de uso de 

marcadores específicos; 

Baixo rendimento; 

possibilidade de dano à 

integridade das VEs; 

poucos marcadores 

específicos disponíveis no 

mercado; alto custo 

Ultrafiltração 

Rápido 

Fácil realização 

Reduzido custo 

Co-isolamento de 

peptídeos e albuminas 

Baixo rendimento 

Baixa pureza 

Cromatografia por 

exclusão de tamanho 

Rápido 

Baixo co-isolamento de 

agregados exossomais 

Manutenção da 

integridade das VEs 

Rendimento intermediário 

Alto volume eluido 

Precipitação 

Rápido 

Alta repetibilidade 

Alto rendimento 

Co-isolamento de 

lipoproteínas e albumina 

Baixa especificidade 

Alterações morfológicas 

das VEs 
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2.2.2 VEs na oncologia 

Na oncologia, as VEs foram relacionadas com a carcinogênese, 

promovendo a comunicação intercelular pela expressão de fatores implicados no 

crescimento e proliferação tumoral como TGF-ᵦ, VEGF e SDF-1. Além disso, estão 

envolvidas na formação do microambiente tumoral, imunomodulação e transporte 

de informações pró-metastáticas (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 diagnóstico, fatores prognósticos e alvos 

terapêuticos, incluindo o tumor de mama em mulheres e cadelas. 

A maioria dos estudos com VEs utiliza métodos complementares para 

análise de VEs uma vez que não existe um padrão ouro que consiga determinar 

uma análise completa das propriedades das VEs em fluidos corporais e amostras 

clínicas (THÉRY et al., 2018). Em geral os métodos utilizados são baseados em 

análises de características físicas e bioquímicas para identificação e quantificação 

de VEs. Para análise do conteúdo das VEs são utilizados métodos biomoleculares 

específicos como proteômica, lipidômica e genômica (CHOI et al., 2013; ROSA-

FERNANDES et al., 2017). 

Em humanos com neoplasias estudos observaram há maior concentração 

de VEs na corrente sanguínea em relação a indivíduos saudáveis (GALINDO-

HERNANDEZ et al., 2013; ARBELAIZ et al., 2017) resultados também observados 

em pacientes acometidos por tumor de ovário correlacionando esta informação com 

o estadiamento precoce ou tardio dos pacientes (SZAJNIK et al., 2013)  

O perfil proteico de VEs obtidas de tecidos neoplásicos também tem sido 

estudado e foi correlacionado com o subtipo de neoplasias mamárias, sendo um 

importante avanço para o diagnóstico por métodos não invasivos (RONTOGIANNI 

et al., 2019). Proteínas 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 mamária foram 

sugeridos como potenciais biomarcadores para diagnóstico e prognóstico (RISHA 

et al., 2020). Já o perfil proteico de VEs do sangue total e do plasma de mulheres 

com câncer de mama sugeriu, como potenciais biomarcadores prognósticos, as 
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proteínas serpin 1, KRT6B e SOCS3 como favoráveis e a IGF2R como desfavorável 

(TUTANOV et al., 2020). Outro estudo com plasma sanguíneo e linhagens celulares 

identificou proteínas únicas em mulheres com câncer de mama proveniente de VEs 

como a serpin B3, tripeptidyl--peptidase 2, prolactina-inducible proteín, tetraspanin-

15 e proteassoma subtunits, sendo que algumas dessas proteínas tem funções 

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 proteínas associadas a imunossupressão como α-feto proteína, a 

qual foi mais abundante nas linhagens neoplásicas quando comparada a linhagens 

não-neoplásicas, e o TGFβ foi encontrado apenas em exossomos das linhagens 

neoplásicas (TROYER et al., 2017). Outro estudo in vivo, de cães com 

osteossarcoma identificou mais de 170 proteínas em VEs séricas, correlacionadas 

com proteólise, regulação do sistema imune, ativação da resposta ao estresse e 

regulação de processos metabólicos (BRADY et al., 2018). 

Perfil molecular composto por miRNA foi encontrado em VEs do soro de 

cães diagnosticados e tratados com linfoma multicêntrico, e sugeridos como 

potenciais biomarcadores para a resposta ao tratamento (GARNICA et al., 2020). 

Alterações na concentração total e no tamanho de partículas isoladas foram 

encontradas em estudo de VEs do plasma sanguíneo de cães, no qual animais com 

linfoma e adenocarcinoma tiveram maior concentração de VEs quando comparados 

a animais e saudáveis, e a animais com linfoma ainda demonstraram menor 

tamanho de partícula de VEs quando comprados a animais saudáveis (KULKA et 

al., 2022). 

Em relação a resposta a quimioterapia estudos identificaram proteínas 

oriundas de VEs do soro de cães, 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 conteúdo das VEs pode ser utilizado como 

biomarcadores, a fim de auxiliar no diagnóstico precoce e monitoramento de 
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doenças, incluindo o câncer, uma vez que podem refletir o estado da célula de 

origem da VEs (CHEN et al., 2018; BONGIOVANNI et al., 2021). 

 

3. HIPÓTESE 
Vesículas extracelulares do soro de cadelas com neoplasia mamária estão 

em maior concentração/mL e possuem conteúdo proteico diferenciado que podem 

ser considerados um marcador de malignidade tumoral. 

 

4. OBJETIVOS 

• Geral: 

o Isolar, caracterizar e comparar a concentração/mL de VEs do soro 

sanguíneo de cadelas acometidas ou não por neoplasias mamárias. 

o Caracterizar e comparar o perfil de proteínas de VEs séricas de 

cadelas saudáveis e com neoplasias mamárias. 
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ABSTRACT 16 

This study aimed to characterize the size, format, and concentration of the 17 

serum EVs in dogs and to investigate the association between serum EVs 18 

proteomics from bitches with mammary neoplasms and tumor malignancy. Thirty 19 

bitches were selected and divided into three groups, control (GC, n = 10) composed 20 

of bitches without tumors; bitches with grade I and II (GI, n = 13), and grade III (GII, 21 

n = 7) tumors. Blood was collected during surgical excision, and the serum was 22 

separated and prepared for isolation of EVs by size exclusion chromatography. EVs 23 

were characterized by nanoparticle analysis, transmission electron microscopy. 24 

Then the samples were digested with trypsin for proteomics with a shotgun 25 

approach. The mean ± standard error for age  (1.95 ± 0.33; 10.1 ± 0.60; 12.1 ± 0.70 26 

years), body weight (16.2 ± 2.5; 17.9 ± 3.6; 10.9 ± 3.4 kg). There was no difference 27 

in the concentration of EVs (5.5 x 1012 ± 4.4 x 1012; 1.3 x 1012 ± 0.66 x 1012; 1.1 x 28 

1012 ± 0.88 x 1012 particles/mL) and EV size (136.2 ± 6.0; 129.3 ± 4.0; 125.5 ± 6.1 29 

nm) between GC, GI, and GII, respectively. We found a total of 91 proteins in our 30 

samples enriched with EVs, and 6 of these proteins presented difference among the 31 

groups (FDR < 0.05). Keratin 18 was up regulated in GI, while sushi domain-32 

containing protein, EvC ciliary subunit 2 and joining chain of multimeric IgM and IgA 33 

were upregulated in GII. Finally, protocadherin 17 and albumin were the proteins 34 

upregulated in GI and GII. Our EVs results were not able to differentiate the GC from 35 

the GI and GII, however, are an important contribution for the characterization 36 

quantification and validation of serum EVs in bitches. Also, our proteomics results 37 

showed two important proteins from tumor suppressors genes in humans’ keratin 18 38 

and protocadherin 17 that showed differences in regulation among the groups and 39 

could be a target for future studies that intent to identify biomarkers for the canine 40 

mammary neoplasia.  41 

 42 

Keywords: oncology, protein, exosome, mammary tumor, liquid biopsy 43 

  44 



27 
 

 

INTRODUÇÃO 45 

A neoplasia mamária é o tipo mais comum de câncer encontrado em 46 

cadelas, sendo uma das principais causa de morte nesta espécie (PASTOR et al., 47 

2018; BURRAI et al., 2020; ARIYARATHNA et al., 2021). Este tipo de câncer 48 

demonstra malignidade entre 53 e 60% dos casos, sendo no Brasil observada entre 49 

67 e 89% (BIONDI et al., 2014; PASTOR et al., 2018; SILVA et al., 2019). Panorama 50 

semelhante é observado em mulheres, em 2020 cerca de 2,3 milhões de mulheres 51 

foram diagnosticadas e 685.000 morreram em decorrência do câncer de mama em 52 

todo o mundo, segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS). Em vista dessa 53 

alta ocorrência, estudos que buscam identificar biomarcadores relacionados a 54 

neoplasias mamárias vêm tendo cada vez mais destaque.  55 

Na oncologia humana, recentes estudos, identificaram biomarcadores, 56 

contidos em vesículas extracelulares (VEs), nanopartículas com dupla membrana 57 

lipídica e formato esférico, que podem auxiliar no diagnóstico precoce, 58 

estadiamento, prognóstico e monitoramento de diversos tipos de câncer, uma vez 59 

que estas podem refletir o estado da célula de origem (CHEN et al., 2018; TIAN et 60 

al., 2021). Além de ter como conteúdo proteínas, lipídios e ácidos nucleicos, que 61 

são produzidos pela célula progenitora, as VEs podem ainda ser isoladas em 62 

tecidos, e fluidos corporais como plasma e soro sanguíneo, saliva, urina e leite 63 

(BOUKOURIS; MATHIVANAN, 2015; SUN et al., 2017; TOMIYAMA et al., 2021). 64 

O uso de VEs como biomarcadores tem como vantagem a sua maior 65 

estabilidade devido a proteção pela membrana bilipídica, prevenindo a degradação 66 

de seu conteúdo por lipases e proteases, e apesar de ser uma nanopartícula, a 67 

elevada quantidade de VEs nos fluidos corporais, indica maior concentração de 68 

biomarcadores, quando comparada à de biomarcadores livres, sendo assim capaz 69 

de auxiliar no monitoramento de doenças (BOUKOURIS; MATHIVANAN, 2015; 70 

DOBRA et al., 2020; TOMIYAMA et al., 2021). 71 

As VEs têm importantes funções em processos metabólicos, comunicação 72 

intercelular, reparo tecidual, regulação e supressão da resposta imune podem 73 

auxiliar a elucidar diversos processos fisiológicos (WOLFERS et al., 2001; 74 

COLOMBO; RAPOSO; THÉRY, 2014). Na oncologia, as VEs já demonstraram ter 75 
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papel na carcinogênese, promovendo a comunicação intercelular pela expressão 76 

de fatores implicados no crescimento e proliferação tumoral como TGF-ᵦ, VEGF e 77 

SDF-1. Além disso, estão envolvidas na formação do microambiente tumoral, 78 

imunomodulação e transporte de informações pró-metastáticas (LEE et al., 2013; 79 

COLOMBO; RAPOSO; THÉRY, 2014; HARSHMAN et al., 2016). 80 

O conteúdo dessas VEs pela estabilidade e abundância têm despertado 81 

interesse dos pesquisadores para identificação de biomarcadores que possam, no 82 

futuro, ter aplicabilidade na rotina clínica. O perfil proteico de VEs obtidas de tecidos 83 

neoplásicos em mulheres foi correlacionado com o subtipo de neoplasias mamárias, 84 

sendo um importante avanço para o diagnóstico por métodos não invasivos 85 

(RONTOGIANNI et al., 2019). Já o perfil proteico de VEs do sangue total e do 86 

plasma de mulheres com câncer de mama sugeriu, como potenciais biomarcadores 87 

prognósticos, as proteínas serpina 1, KRT6B e SOCS3 como favoráveis e a IGF2R 88 

como desfavorável (TUTANOV et al., 2020). 89 

Na veterinária, pesquisas com VEs, mesmo que ainda não tão numerosas, 90 

têm demonstrado uma área ampla e promissora a ser explorada. Em células de 91 

linhagens de um dos principais tipos de câncer em cães, o osteossarcoma, foram 92 

identificadas proteínas associadas a imunomodulação como a α-feto proteína, o 93 

TGFβ, HSP90 e HSP70 de forma mais abundante nas linhagens neoplásicas 94 

quando comparada a linhagens não-neoplásicas, e o TGFβ foi encontrado apenas 95 

em exossomos das linhagens neoplásicas (TROYER et al., 2017). Já em estudo in 96 

vivo, de cães com osteossarcoma identificou mais de 170 proteínas em VEs séricas, 97 

correlacionadas com proteólise, regulação do sistema imune, ativação da resposta 98 

ao estresse e regulação de processos metabólicos (BRADY et al., 2018). 99 

A concentração de VEs circulante nos biofluidos também tem sido alvo de 100 

investigações, uma vez que possibilita o estudo por um método minimamente 101 

invasivo. No plasma sanguíneo de cães com neoplasias de várias origens foram 102 

encontradas uma maior abundância de VEs, quando comparadas com animais 103 

saudáveis (ŻMIGRODZKA et al., 2019b). Uma maior abundancia de VEs isoladas 104 

do plasma sanguíneo de cães com linfoma e adenocarcinoma em relação a animais 105 

saudáveis também foi observada, além disso, nesse mesmo estudo animais com 106 
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linfoma apresentaram VEs de tamanho menor que animais com saudáveis (KULKA; 107 

BRENNAN; GEE, 2022). 108 

Em neoplasias mamárias ainda há poucos estudos com VEs, entretanto, 109 

essas nanopartículas derivadas de linhagens de neoplasias mamárias já foram 110 

isoladas e caracterizadas em cães e gatos (SAMMARCO et al., 2018), e ademais, 111 

tiveram diferentes métodos de isolamento comparados suas funções autócrinas 112 

avaliadas (MOCCIA et al., 2022).  113 

Em vista do exposto e considerando o amplo campo de pesquisa a ser 114 

explorado com neoplasias mamárias e VEs, este estudo objetivou, de forma inédita, 115 

isolar, caracterizar e comparar o perfil proteico das VEs do soro sanguíneo de 116 

cadelas acometidas com tumor de mama. 117 

 118 

MATERIAL E MÉTODOS 119 

Reagentes 120 

Todos os reagentes utilizados foram de alto grau de pureza e obtidos das 121 

empresas Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA), GE Healthcare Life Science 122 

(São Paulo, São Paulo, Brasil), Waters Corp. (Barueri, São Paulo, Brasil) e Thermo 123 

Fisher Scientific (São Paulo, São Paulo, Brasil), quando não foram citados. 124 

 125 

Preceitos éticos 126 

O estudo foi conduzido de acordo com os preceitos éticos preconizados 127 

pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e 128 

aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) institucional sob o 129 

número de protocolo 0166/2021. 130 

 131 

Seleção dos animais e colheita das amostras 132 

Foram selecionadas 30 cadelas de acordo com o grau de evolução e 133 

estadiamento do tumor de mama. Os critérios de inclusão nos grupos de cadelas 134 

com neoplasia foram animais com idade superior a 4 anos, de todas as raças e que 135 

apresentassem um ou múltiplos nódulos mamários, castrados ou não e sem 136 

histórico de outras neoplasias ou doenças concomitantes. Os animais destes 137 
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grupos foram previamente triados por citologia aspirativa para identificar a origem 138 

da neoplasia e, posteriormente, foram submetidos a cirurgia de mastectomia 139 

unilateral no setor de Reprodução Animal do Hospital Veterinário da Faculdade de 140 

Medicina Veterinária e Zootecnia, UNESP, Campus de Botucatu, São Paulo, Brasil. 141 

Após a mastectomia e identificação das características histológicas da neoplasia, 142 

os grupos foram divididos. Os critérios de inclusão dos animais do grupo controle 143 

foram fêmeas jovens (até 4 anos de idade), saudáveis, sem histórico de neoplasias 144 

e que foram submetidos ovariohisterectomia eletiva na mesma instituição. 145 

Como parte do protocolo do Setor de Reprodução Animal, os animais que 146 

foram submetidos a mastectomia realizaram radiografia torácica para pesquisa de 147 

metástase e eletrocardiograma. Além disso, o sangue foi colhido de todos os 148 

animais do grupo controle e grupos com neoplasia para realização de hemograma 149 

e perfil bioquímico renal e hepático. Todos os tutores responderam ao um 150 

questionário contendo informações sobre o estado geral do animal, tempo de 151 

evolução dos nódulos mamários, status reprodutivo, histórico de doenças 152 

reprodutivas ou não, administração de contraceptivos e outras medicações, além 153 

de assinarem um termo de consentimento e esclarecimento para inclusão do animal 154 

no estudo. O sangue para separação das VEs foi colhido da veia jugular no 155 

transoperatório dos procedimentos de mastectomia ou ovariohisterectomia. 156 

 157 

Histopatologia, classificação dos tumores e divisão dos grupos 158 

Todas as cadeias mamárias excisadas cirurgicamente foram enviadas ao 159 

serviço de Patologia Veterinária do Departamento de Clínica Veterinária da 160 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista, 161 

Campus Botucatu, Botucatu, São Paulo. Os nódulos mamários foram submetidos a 162 

análise histológica e foram classificados de acordo com as características descritas 163 

por Goldschimidt et al. (2011), Cassali et al. (2013) e (2019). Em animais com mais 164 

de um nódulo na mesma cadeia mamária, sempre foi considerada a neoplasia de 165 

maior complexidade, para divisão dos grupos de neoplasia. 166 

As cadelas foram então separadas em 3 grupos, (GI) com tumores grau I e 167 

II (n = 13), (GII) com neoplasias grau III (n = 7) e grupo controle (GC) (n = 10). A 168 
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definição dos grupos GI e GII foi baseada nos resultados do exame histopatológico 169 

do tumor mamário (CASSALI et al., 2019a) após a ressecção cirúrgica. 170 

 171 

Isolamento das VEs 172 

Após a colheita do sangue foram aguardados 15 a 20 minutos para a 173 

formação de coágulo, e em seguida iniciou uma série de 4 centrifugações. A 174 

primeira centrifugação (Celm, Ls4, Barueri, São Paulo, Brasil) foi a 716,8xg por 10 175 

minutos em temperatura ambiente. O soro (sobrenadante) foi recolhido e 176 

centrifugado novamente a 4 ℃, por 3 vezes (Eppendorf® 5810r, Hamburgo, 177 

Alemanha) para retirada de debris celulares e partículas maiores (300xg/10 178 

minutos, 2000xg/10 e 16.500xg/30 minutos) seguindo o protocolo de THÉRY et al. 179 

(27). Após a última centrifugação, o sobrenadante foi aliquotado e armazenado em 180 

freezer a -80 ℃ para posterior isolamento das vesículas extracelulares. 181 

O isolamento das VEs foi realizado por cromatografia de exclusão de 182 

tamanho, usando uma coluna de cromatografia comercial (qEV original35 nm Gen. 183 

2, Izon Science LTDA, Christchurch, Nova Zelândia). Brevemente, a válvula de 184 

gotejamento foi aberta para permitir que o líquido contido na coluna fosse reduzido 185 

até próximo a fase estacionária. Então, 15 mL de tampão fosfato salina da fase 186 

móvel (137 mmol NaCl, 2,7 mmol KCl, 10 mmol Na2HPO4, 2 mmol KH2PO sem Ca+2 187 

ou Mg+2) foi adicionado sobre a fase estacionária para lavagem inicial. Da mesma 188 

forma, foi permitido o gotejamento do PBS, até próximo da fase estacionária, 189 

quando foi adicionado 500 µL da amostra de soro. Após o gotejamento de toda 190 

amostra, outra alíquota de PBS foi adicionada para dar continuidade ao processo 191 

de separação. Após a adição da amostra na coluna, 3 mL foram colhidos e 192 

descartados (void), uma vez, que nesse método, as partículas maiores são as 193 

primeiras a passarem pela coluna. A seguir, 2 mL foram colhidos e armazenados, 194 

já que esse volume contém as partículas menores. 195 

Após a colheita das VEs, as colunas foram lavadas com 15 mL de PBS, 196 

acrescidas de 20 mL de solução de 7,7 mmol de azida sódica e conservadas em 197 

geladeira para reutilização. As amostras obtidas da coluna foram mantidas em gelo 198 

até a quantificação e caracterização das VEs. 199 
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 200 

Quantificação e caracterização das VEs 201 

Para a caracterização das VEs foram utilizadas a quantificação e 202 

caracterização por tamanho pelo método de rastreamento de nanopartículas. O 203 

tamanho das VEs também foi confirmado pela microscopia eletrônica de 204 

transmissão (MET), ambas as metodologias foram de acordo com De Ávila et al. 205 

(2020) e Garnica et al. (2020). Brevemente, após o isolamento das VEs, as 206 

amostras foram diluídas 1:20 e 1:4000 em PBS e uma alíquota foi utilizada para o 207 

rastreamento de nanopartículas (NanoSight NS 300, Malvern Panalytical, Malvern, 208 

Reino Unido). Cinco vídeos de 30 segundos foram capturados com o nível 12 na 209 

câmera, utilizando entre 20 e 100 partículas por quadro e temperatura controlada 210 

de 38,5 ℃. As imagens capturadas foram analisadas pelo software específico 211 

(NanoSight NTA 3.4, Malvern Panalytical, Malvern, Reino Unido). 212 

Para a MET, as amostram foram concentradas por ultracentrifugação a 213 

120.000 xg, durante 70 minutos, a 4 ºC (Ultracentrífuga Optima XE-90; rotor 70 Ti; 214 

Beckman Coulter, Brea, California, EUA), o sobrenadante foi descartado e o pellet 215 

ressuspendido em 50 µL de PBS, seguido da adição de 400 µL de fixador 216 

(Cacodilato de sódio a 0,1mmol, glutaraldeido 2,5% e paraformaldeído 4% com pH 217 

7.2–7.4) e incubado por 2 horas na temperatura ambiente. Após a incubação, foram 218 

adicionados 2 mL de PBS e a amostra foi novamente ultracentrifugada na mesma 219 

velocidade, tempo e temperatura. Novamente o sobrenadante foi descartado e o 220 

pellet ressuspendido em 100 µL de água ultrapura (MilliQ). As amostras foram 221 

refrigeradas até a análise. Para a MET, a solução contendo as VEs foi colocada em 222 

grade de cobre por 20 minutos em temperatura ambiente, acrescida de 2% de 223 

acetato de uranila analisada em microscópio eletrônico de transmissão (FEI Tecnai 224 

20; LAB6 emission; 200 kV, Hillsboro, Oregon, EUA). 225 

 226 

 227 

Preparo das amostras para espectrometria de massas 228 

Após o isolamento das VEs, as proteínas foram preparadas para 229 

espectrometria de massas. Para extração das proteínas das VEs séricas foram 230 
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utilizadas 1,2 x 1010 partículas/1,5 mL de tampão. As amostras de VEs séricas foram 231 

acrescidas de tampão RIPA (150 mmol NaCl, 1% de Triton X-100, 1% deoxicolato 232 

de sódio, 0,1% SDS em 50 mmol de TRIS-HCl pH 7,5, (PEACH; MARSH; 233 

MACPHEE, 2012) contendo inibidores de proteases (0,8 mmol EDTA, 1 µg/mL 234 

aprotinina, 1 µg/mL leupeptina e 35 µg/mL PMSF [phenylmethylsulfonil fluoride] em 235 

50 mmol Tris-HCl pH 7,2 (BOLLAG, et al., 1996). As amostras foram sonicadas 236 

seguindo o protocolo proposto por Souza et al. (2009), seguida da centrifugação a 237 

10.000xg por 30 minutos a 4 ºC. Após a sonicação e centrifugação as amostras 238 

foram concentradas em ultrafiltro (Amicon® 3 kDa, Merck-Sigma Aldrich, Sant Louis, 239 

Michigan, EUA) por 3 vezes a 4 ºC (2x a 14.000xg/30 minutos e 1x a 14.000xg/10 240 

minutos), sendo o volume final de 120 µL. Posteriormente, o volume foi lavado com 241 

solução de 50 mmol de bicarbonato de amônia (AmBic) em tubo ultrafiltro por 5 242 

vezes, a 14.000xg, por 10 minutos, a 4 ºC conforme orientações do fabricante. 243 

A seguir a concentração de proteína total foi determinada pelo método de 244 

Bradford utilizando nanoespectrofotômetro (NanoDrop™ One/One, Thermo Fisher 245 

Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), usando conhecidas concentrações de 246 

albumina sérica bovina para estabelecer uma curva padrão. Após a determinação 247 

da concentração de proteínas totais, as amostras foram preparadas para 248 

eletroforese em gel de poliacrilamida sob condições desnaturantes, com gel de 249 

separação a 10%, utilizando 25 µg. A corrida foi interrompida quando as amostras 250 

atingiram o gel de separação. O gel foi fixado (40% etanol e 10% acido acético 251 

glacial) e corado por 12 horas com azul de Coomassie G-250 (solução estoque: 2% 252 

de ácido fosfórico a 85%, 10% de sulfato de amônia, 0,1% de coomassie G-250 e 253 

500 mL de água ultrapura; solução trabalho 80% de solução estoque e 20% de 254 

metanol). Então, as amostras foram digeridas utilizando protocolo proposto por 255 

Shevchenko et al. (34), com modificações. As bandas únicas foram recortadas e a 256 

descoloração foi realizada 5 vezes com 50% de acetonitrila 50% em 25 mmol de 257 

bicarbonato de amônia (AmBic). Os fragmentos de gel foram desidratados com 258 

100% de acetonitrila. A redução das pontes dissulfeto foi conduzida com 20 mmol 259 

de DTT em 50 mmol de AmBic e a alquilação com 55 mmol de iodoacetamida em 260 

50 mmol de AmBic. A seguir a digestão foi realizada com tripsina (1: 25 261 
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substrato/tripsina) (Promega Trypsin, Part No V511, 20 ng/μL) durante 14 horas. 262 

Após este período a tripsina foi bloqueada com 5% de ácido fórmico (96%) em 50% 263 

de acetonitrila. Os peptídeos foram eluidos com 1% de ácido fórmico (96%) em 60% 264 

de metanol, e posteriormente com 50% de ácido fórmico (96%) em 50% de 265 

acetonitrila. O volume das amostras foi reduzido (Speed Vac™, SPD1010 266 

Integrated SpeedVac™ Systems, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 267 

Massachusetts, EUA) e armazenados a -80 ºC até a espectrometria de massas. 268 

Para a espectrometria de massas as amostras foram descongeladas e 269 

diluídas em ácido fórmico a 0,1% (0,7 μg de proteína/ μL) e centrifugadas a 1.100xg 270 

por 5 minutos. Em seguida 15 μL do sobrenadante foi colocado em tubo específico 271 

com tampa de rosca para a análise no espectrômetro de massas (Clear glass 12 x 272 

32 mm, Waters Corporation, Milford, Massachusetts, EUA). Em seguida uma 273 

alíquota de 4,5 μL foi separada em uma coluna C18 (100 μm x 100 mm) de 274 

cromatografia (nanoACQUITY UPLC®, Waters Corporation, Milford, Massachusetts, 275 

EUA) acoplada a um espectrômetro Q-Tof (Micromass® Q-Tof PREMIER® Mass 12 276 

Spectrometer, Waters Corporation, Milford, Massachusetts, EUA) com fonte de 277 

electrospray com um fluxo de 0,60 μL/minuto, com voltagem mantida a 3,5 kV, e um 278 

cone de voltagem de 30V e temperatura de 100 ℃. O gradiente de acetonitrila (2-279 

90%) em 0,1% de ácido fórmico foi mantido por 45 minutos. O equipamento foi 280 

operado em top three mode, no qual um espectro MS foi adquirido, seguido por 281 

MS/MS dos 3 mais intensos picos detectados. Após a fragmentação MS/MS, os íons 282 

foram colocados numa lista de exclusão por 60 segundos. 283 

Para os parâmetros de busca foram utilizados a tripsina como protease, 1 284 

clivagem permitida, a carboxamidometilação da cisteína como modificação fixa, a 285 

oxidação metionina como modificação variável, tolerância de erro de 1 Da para 286 

ambos os íons de espectro de massa (MS) e fragmento de massa (MS/MS), e 287 

massa molecular monoisotopa.  288 

Os espectros foram adquiridos usando o software MassLynx™ v.4.1 (Waters 289 

Corporation, Milford, Massachusetts, EUA) e os dados brutos convertidos para uma 290 

lista com picos (.mgf) sem adição dos scans e analisados pelo software Mascot 291 

Distiller 2.4.0.0 (Matrix Science Inc., Boston, Massachusetts, EUA) para obter a 292 
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quantificação relativa de cada proteína na mistura foi determinada pelo 293 

exponentially modified protein abundance index (emPAI) (ISHIHAMA et al., 2005) 294 

(ISHIHAMA et al., 2005) . Os resultados foram buscados na base de dados UniProt 295 

KB (www.uniprot.org/) com a taxonomia Canis lupus familiaris (UP000002254). Em 296 

seguida os resultados foram analisados no software Protein Pilot 4.0 (AB Sciex, 297 

Framingham, Massachusetts, EUA) para validação dos espectros de massas e 298 

identificação das proteínas. 299 

 300 

Análise estatística 301 

As variáveis concentração e tamanho das VEs descritas pela média e erro 302 

padrão, e analisadas pelo software Sigma Plot v.11.0. As variáveis foram 303 

submetidas ao teste normalidade de Smirnov Komolgorov e teste de Levene para 304 

avaliar a igualdade das variâncias. A comparação do tamanho das VEs entre os 305 

grupos foi conduzida pelo ANOVA one way e para as comparações múltiplas foi 306 

utilizado o teste de Tukey. Já para análise da concentração de VEs foi utilizado o 307 

teste de Kruskal-Wallis e para comparações múltiplas o teste de Tukey. As variáveis 308 

foram descritas pela média ± erro padrão. As diferenças foram consideradas 309 

significativas quando P < 0,05. 310 

Os dados foram normalizados para excluir as proteínas que não 311 

representasse a população. Desta maneira, proteínas que não estavam presentes 312 

em pelo menos 40% das amostras em cada grupo, foram consideradas ausentes 313 

no grupo e se a mesma situação ocorreu em todos os grupos, a proteína foi excluída 314 

da análise. Os outliers foram corrigidos por dividir o emPAI de cada proteína de 315 

cada amostra pela somatória dos emPAIs da mesma proteína de todas as amostras. 316 

Para análise dos resultados da proteômica utilizou-se a clusterização não-317 

hierárquica da análise multivariada no software MetaboAnalyst 5.0 318 

(www.metaboanalyst.ca/) (XIA; WISHART, 2016). Foi obtida a análise de 319 

componentes principais (PCA) para descrever a variação da amostra na matriz de 320 

pontuação. Um heatmap foi construído para a comparação dos grupos. ANOVA foi 321 

usada para determinar a diferença entre os grupos, utilizando o teste de Fisher LSD, 322 

considerando como valores significativos quando false discovery rate (FDR) foi < 323 
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0,05. As funções moleculares, processos biológicos e componente celular das 324 

proteínas foi descrito utilizando o UniProt (https://www.uniprot.org).  325 

 326 

RESULTADOS 327 

As neoplasias foram classificadas histologicamente para definição dos 328 

grupos e estão descritas nas Tabelas 1 e 2. 329 

A média ± erro padrão da idade das cadelas do GC foi de 1,95 ± 0,33 anos, 330 

do GI de 10,07 ± 0,60 anos e do GII de 12,10 ± 0,70 anos. Já o peso médio ± erro 331 

padrão foi 16,2 ± 2,4 kg, 10,1 ± 3,6 kg e 10,9 ± 3,3 kg, respectivamente para o GC, 332 

GI e GII.  333 

Os tutores das cadelas com neoplasia (GI e GII) afirmaram ter usado 334 

progestágenos em 5% (1/20) dos animais, 70% (15/20) informaram nunca ter feito 335 

uso e 25% (4/20) não souberam informar. 336 

A concentração de VEs não variou entre os grupos (P = 0,124). A média ± 337 

erro padrão da concentração de VEs do GC foi de 5,5 ± 4,4 x 1012 partículas/mL, do 338 

GI foi de 1,32 ± 0,66 x 1012 partículas/mL e para o GII foi 1,06 ± 0,88 x 1012 339 

partículas/mL (Figura 1). 340 

Para análise do tamanho das partículas foi utilizada a moda e a média ± 341 

erro padrão no GC foi 136,2 ± 6,0 nm, no GI 129,3 ± 4,0 nm e GII 125,5 ± 6,1 nm. 342 

Também não houve diferença estatística entre os grupos para o tamanho das 343 

partículas (P = 0,396). Na caracterização das VEs na microscopia eletrônica foram 344 

encontradas partículas de formato esférico/oval (Figura 2).  345 

Na espectrometria de massas das proteínas de VEs foram identificadas 91 346 

proteínas em todos os grupos (Figura 3). A PCA (Figura 4A) e dendrograma (Figura 347 

4B) indicaram uma sobreposição dos grupos, com destaque para o grupo controle. 348 

Os resultados da análise univariada (ANOVA) indicaram 6 proteínas diferente 349 

abundância entre os grupos (FDR < 0,05, Figura 5). A proteína keratin 18 350 

(A0A8I3PJ84) foi a mais abundante no GI, enquanto GII apresentou as proteínas 351 

CABP4 (A0A8I3ML63), EvC cilliary complex subunit 2 (A0A8I3MIA3) e joining chain 352 

of multimeric IgA e IgM (A0A8I3RW25) como as proteínas em maior abundância. Já 353 

as proteínas protocadherin 17(A0A8I3PDN1) e albumin (A0A8I3MY51) foram as 354 
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mais abundantes em ambos os grupos compostos por animais com neoplasias (GI 355 

e GII) (Figura 6). 356 

  357 
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Tabela 1. Descrição da raça, status reprodutivo, resultado do exame histopatológico 358 

da neoplasia mamária e estadiamento das cadelas do GI (n = 13). 359 

Raça Status 
reprodutivo Histopatológico Estadiamento 

Sem raça 
definida Castrada 

Carcinoma em tumor misto grau I 
Carcinoma misto grau I 

Carcinoma complexo grau I 
I 

Shi-tzu Castrada Carcinoma misto grau I 
Ectasia ductal I 

Dachshund Castrada 

Carcinoma sugerindo misto 
benigno 

Tumor misto benigno 
Adenoma complexo 

II 

Sem raça 
definida Castrada Carcinoma tubular grau II II 

Lhasa-Apso Não castrada Carcinoma complexo grau I 
Carcinoma em tumor misto grau I III 

Pastor 
alemão Não castrada Carcinoma em tumor misto grau 

II III 

Labrador Castrada Carcinoma complexo grau I III 
Sem raça 
definida Não castrada Carcinoma complexo grau I 

Carcinoma tubular grau I III 

Sem raça 
definida Não castrada Carcinoma complexo grau I 

Carcinoma complexo grau II III 

Pastor 
Alemão Não castrada Carcinoma em tumor misto grau I 

Carcinoma complexo grau II IV 

Poodle Castrada Hiperplasia lobular 
Carcinoma rico em lipídio IV 

Sem raça 
definida Não castrada Carcinoma complexo grau I 

Carcinoma em tumor misto grau I IV 

Lhasa-Apso Castrada 

Carcinoma tubulopapilífero 
intraductal grau I 

Carcinoma complexo grau I 
Carcinoma micropapilífero grau I 
Adenoma complexo associado a 

mastite 

IV 

360 
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Tabela 2. Descrição da raça, status reprodutivo, resultado do exame 361 

histopatológico da neoplasia mamária e estadiamento das cadelas do GII (n = 7). 362 

Raça Status 
reprodutivo Histopatológico Estadiamento 

Cocker 
Spaniel Castrada 

Comedocarcinoma com área 
focalmente extensa de carcinoma 

micropapilar grau I 
Carcinoma complexo grau I 

I 

Lhasa Apso Castrada Carcinoma sólido grau III III 

Sem raça 
definida Castrada 

Carcinoma misto sólido grau II 
Adenoma associado a epiteliose 
com metaplasia escamosa com 
área focal de carcinoma sólido 

intraductal I 
Adenoma complexo 

III 

Dachshund Castrada 

Carcinoma e mioepitelioma 
maligno grau II 

Adenoma tubular com área focal 
de carcinoma invasor 
Adenoma complexo 

IV 

Maltês Castrada Carcinoma complexo grau I 
Carcinoma cribriforme grau II IV 

Sem raça 
definida 

Não 
castrada 

Carcinoma sólido grau III 
Carcinoma sólido grau III IV 

Boiadeiro 
australiano 

Não 
castrada 

Osteossarcoma mamário 
Carcinoma tubulopapilífero grau I IV 

363 
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 364 

Figura 1. Gráfico demonstrativo da análise de tamanho em nm de VEs realizado 365 

por rastreamento de nanopartículas (NanoSight). VEs isoladas do GC, GI e GII com 366 

partículas de tamanho entre 30 e 150 nm de diâmetro. 367 

 368 

 369 

Figura 2. Imagem da MET de VEs separadas do soro de cadelas. Note o formato 370 

esférico/oval e as medidas que estão entre 30 e 150 nm.371 
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 372 
Figura 3. Diagrama de Venn representando as proteínas encontradas nos grupos 373 

controle, GI e GII. 374 

 375 

376 
Figure 4. (A) Análise de componente principal e (B) dendrograma de proteínas dos 377 

grupos controle, GI e GII.378 
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 379 
Figure 5. Concentração de proteínas alteradas positivas e negativamente. letras 380 

iguais representam ausência de diferença, e letras diferentes representam diferença 381 

estatística FDR <0,05.382 
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 383 
Figure 6. Heat map demonstrando a abundância relativa de proteínas em cada 384 

grupo, sendo vermelha representando uma maior abundância e a cor azul, menor 385 

abundância de proteína. 386 

 387 

DISCUSSÃO 388 

Esse estudo foi desenvolvido com objetivo de investigar as VEs do soro 389 

sanguíneo de cadelas acometidas pela neoplasia mamária e sua relação com a 390 

malignidade da doença, a fim de encontrar biomarcadores por um método 391 

minimamente invasivo, ou sugerir possíveis alvos terapêuticos. 392 

Os animais foram divididos em subgrupos de acordo com grau de 393 

diferenciação das neoplasias de maior agressividade na tentativa de agrupar os 394 

subtipos histológicos de características mais similares, baseada na literatura 395 

(GOLDSCHMIDT et al., 2011; CASSALI et al., 2019b). O grande número de subtipos 396 

é um fator importante em estudos com neoplasias mamárias em cadelas, uma vez 397 

que torna difícil a padronização dos resultados encontrados nas populações 398 

(RASOTTO et al., 2017; CASSALI et al., 2019b). As neoplasias mamárias 399 

acometem principalmente mulheres acima de 55 anos e cadelas de meia idade e 400 

idosas (SORENMO, 2003; PASTOR et al., 2018). Nas cadelas, os fatores de risco, 401 
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além da idade, incluem o status reprodutivo e fatores genéticos que parecem 402 

predispor o aparecimento da neoplasia em determinadas raças (ARIYARATHNA et 403 

al., 2021). Nesse estudo a idade média das cadelas acometidas por neoplasias 404 

foram de acordo com os resultados de outros estudos, que encontraram maior 405 

ocorrência em animais na faixa etária entre 8 e 10 anos (PASTOR et al., 2018; 406 

BURRAI et al., 2020; ARIYARATHNA et al., 2021). 407 

O peso médio das cadelas com neoplasias mamárias pode variar de acordo 408 

com a população estudada (PÉREZ ALENZA et al., 1997; GEDON et al., 2020), 409 

nossos resultados para a média de peso dos grupos neoplasia foram 10,1 e 10,9 410 

kg, contudo uma limitação do estudo foi a ausência de classificação individual do 411 

score de condição corporal, o qual poderia determinar a real condição da fêmea e 412 

a classificação em magro, peso adequado, sobrepeso ou obeso. Este parâmetro 413 

pode ser importante e é pouco mencionado em estudos na medicina veterinária, 414 

mas em mulheres foi demonstrado um maior risco de recidivas, tratamento menos 415 

efetivo e maior chance de complicações cirúrgicas devido ao sobrepeso e a 416 

obesidade (LEE et al., 2019; MOHANTY; MOHANTY, 2021). Apesar disso, o 417 

sobrepeso e a obesidade podem ser considerados fatores de risco no 418 

desenvolvimento e progressão de neoplasias mamárias em mulheres e em cadelas, 419 

entretanto o mecanismo fisiológico ainda não foi completamente esclarecido. 420 

Sugere-se que o acúmulo de tecido adiposo e a exposição do tecido mamário a 421 

fatores de crescimento e hormônios como estrógeno e progesterona predispõe o 422 

aparecimento de tumores, assim com maior grau de malignidade e o pior 423 

prognóstico (LIM et al., 2015a; TESI et al., 2020). O tecido adiposo também é 424 

produtor de fatores pró-inflamatórios que estão associados ao desenvolvimento de 425 

neoplasias (DUMAS; BRISSON, 2021). Cadelas com sobrepeso ou obesas foram 426 

diagnosticadas com neoplasias mamárias mais jovens que cadelas classificadas 427 

como magras ou com peso adequado, além disso apresentam uma maior infiltração 428 

linfática pelas células neoplásicas, que é um fator predisponente ao aparecimento 429 

de metástases (LIM et al., 2015b).  430 

Hormônios exógenos, especialmente progestágenos, usados para 431 

supressão do estro está associado ao desenvolvimento de neoplasias mamárias 432 
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devido doses de aplicação incorretas e apresentações de ação prolongada 433 

(RUTTEMAN; MISDORP, 1993; STØOVRING; MOE; GLATTRE, 1997). Em nosso 434 

estudo, apenas 1 dos 20 tutores (5%), das cadelas com neoplasias mamárias, 435 

afirmou ter realizado uso anterior de progestágenos para supressão do estro, 436 

entretanto, 25% (4/20) não souberam informar sobre o uso anterior de hormônios 437 

com essa finalidade. O uso de progestágenos com objetivo de supressão de ciclo 438 

estral e prevenção da gestação indesejada é uma prática comumente observada na 439 

clínica de pequenos animais (BELL; CHRISTIE, 1971). A falta de informação ao 440 

tutor sobre o período adequado de utilização desses hormônios assim como os 441 

efeitos adversos é o principal problema enfrentado na tentativa de reduzir o uso 442 

dessa medicação. 443 

 Em nosso estudo não foi realizada estatistica para verificar se houve uma 444 

relação entre o uso de progestágenos e o desenvolvimento de neoplasias 445 

mamárias, todavia, dada a relação entre tumores de mama e os hormônios 446 

esteróides endógenos e exógenos (RUTTEMAN; MISDORP, 1993; SPOERRI et al., 447 

2015), se faz necessário que esse questionamento sobre o uso exógeno de 448 

hormônios seja sempre considerado durante a anamnese dos pacientes com 449 

nódulos mamários, assim como o esclarecimento sobre seu uso e efeitos adversos. 450 

Em vista da importância dos estudos de nódulos mamários em cadelas, as 451 

VEs têm se mostrado promissoras na busca por métodos minimamente invasivos e 452 

que busquem identificar biomarcadores que possam auxiliar no monitoramento das 453 

neoplasias mamárias (FISH et al., 2018; SAMMARCO et al., 2018; ŻMIGRODZKA 454 

et al., 2019a) Em nosso estudo, para validação das VEs após o isolamento, foi 455 

utilizado a concentração e caracterização por tamanho e pelo formato das VEs, 456 

sendo esses realizados por 2 métodos indicados na literatura, pelo rastreamento de 457 

nanopartículas e pelo MET (THÉRY et al., 2006; GARDINER et al., 2016; CANADAS 458 

et al., 2019). O rastreamento de nanopartículas investiga a distribuição por 459 

quantidade e tamanho das VEs, utilizando movimento browniano de partículas em 460 

suspensão (SZATANEK et al., 2011). Os resultados encontradas no presente 461 

estudo, quando relacionados ao tamanho das partículas, foram similares as VEs 462 

descritas no soro sanguíneo de humanos (DOBRA et al., 2020) e animais (BRADY 463 
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et al., 2018; GARNICA et al., 2020). Ademais, o tamanho das partículas foi o 464 

esperado para caracterização de vesículas como pequenas, de acordo com a 465 

Sociedade Internacional de Vesículas Extracelular – ISEV (THÉRY et al., 2018).  466 

A concentração de VEs/mL de soro sanguíneo das cadelas com neoplasias 467 

mamárias não apresentou diferença em relação ao controle. As VEs são secretadas 468 

por diversos tipos celulares e a concentração de VEs/mL é um valor que pode ter 469 

interferências de diversos fatores como o tipo de colheita e a armazenamento da 470 

amostra, pH da célula secretora, condição de hipóxia, estresse oxidativo, morte 471 

celular, alterações individuais, estado clínico do paciente, câncer e inflamação. 472 

Estes fatores foram relacionados ao aumento ou diminuição da concentração de 473 

VEs nos tecidos e fluídos (PAROLINI et al., 2009; CHOI et al., 2013; CLAYTON et 474 

al., 2019; LUDWIG; WHITESIDE; REICHERT, 2019). Apesar de diversos estudos 475 

realizados com vesículas, ainda não foi possível identificar um valor ou um intervalo 476 

de concentração média de VEs em fluidos corporais como o soro sanguíneo 477 

(JOHNSEN et al., 2019). A ausência de alterações sistêmicas no grupo de animais 478 

selecionados para o nosso estudo poderia justificar os resultados similares entre os 479 

grupos o que já foi também encontrado em outro estudo com VEs do soro em 480 

mulheres com tumor de mama (OZAWA et al., 2020).  481 

Resultados são contraditórios em relação ao aumento, diminuição ou 482 

ausência de diferença nas concentrações de VEs em pacientes oncológicos. Em 483 

mulheres com câncer de mama, estudos não observaram diferenças nas 484 

concentrações de VEs no soro sanguíneo quando comparados com pacientes sem 485 

neoplasia (OZAWA et al., 2020). Outros estudos encontraram aumento na 486 

concentração de VEs em humanos com carcinoma hepatocelular quando 487 

comparados ao grupo controle ou a grupos neoplásicos de diferentes estádios 488 

(ARBELAIZ et al., 2017). Estes achados foram correlacionados à maior secreção 489 

de VEs pelas células tumorais, agressividade tumoral e prognóstico dos pacientes 490 

(LIN et al., 2022). 491 

Na veterinária também não há uma definição em relação à concentração de 492 

VEs em animais acometidos por neoplasias. Estudo observou diferenças individuais 493 

entre pacientes com ou sem câncer, porém sem ser possível avaliar a significância 494 
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estatística (AGUILERA-ROJAS et al., 2018), enquanto outros demonstraram um 495 

aumento da VEs derivadas de plaquetas, leucócitos e linfócitos T no plasma em 496 

animais com diferentes tipos de neoplasias (ŻMIGRODZKA et al., 2019b). Alteração 497 

na concentração de VEs no soro de cães com linfoma também foi relacionada a 498 

resposta a quimioterapia, onde pacientes em remissão tiveram concentrações 499 

séricas de VEs menores do que animais onde a resposta à quimioterapia não foi 500 

satisfatória ou tinha a doença em progressão (GARNICA et al., 2020). 501 

O formato das VEs foi analisado pela MET, optou-se por essa técnica pela 502 

maior facilidade de acesso, reduzido custo e amplo uso em estudos com VEs 503 

(GARDINER et al., 2016). Foram observadas partículas de formato esférico/oval, 504 

resultado similar aos descritos em estudos com o mesmo tipo de biofluidos 505 

(AGUILERA-ROJAS et al., 2018) e espécie (FISH et al., 2018). Todavia, estudos 506 

também sinalizam uma possível interferência no processo de fixação da lâmina para 507 

leitura da amostra na MET, a qual pode alterar, de forma discreta, o formato esférico 508 

das VEs, sendo assim, outra opção para a caracterização do formato é a crio-509 

microscopia eletrônica, uma vez que essa técnica permite a visualização 3D das 510 

nanopartículas com menor interferência da fixação da amostra para análise do 511 

formato das VEs (ADRIAN et al., 1984; THÉRY et al., 2006; SZATANEK et al., 2011; 512 

CANADAS et al., 2019). 513 

As proteínas são macromoléculas compostas por um conjunto de 514 

aminoácidos e que são importantes para estrutura e desempenho de funções 515 

celulares. As VEs contêm informações sobre suas células de origem, sendo assim 516 

as proteínas podem desempenhar um papel fundamental na identificação de 517 

biomarcadores que possam auxiliar o esclarecimento de processos biológicos 518 

envolvidos na carcinogênese (RAIMONDO et al., 2011; TIAN et al., 2021). 519 

A proteína CD5 like-molecule (A0A8I3NQW4), foi identificada em todos os 520 

grupos em nosso estudo, entretanto sem apresentar diferença entre eles. Essa 521 

proteína é secretada juntamente com VEs (THÉRY et al., 2018), e foi também 522 

identificada em amostras de soro (DOBRA et al., 2020)  e sugerida como um dos 523 

biomarcadores de VEs isoladas de plasma sanguíneo em humanos (DE MENEZES-524 

NETO et al., 2015; GÁMEZ-VALERO et al., 2016), sendo também identificada em  525 
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estudo com câncer de mama em mulheres (KOH et al., 2021)  (Koh. et al, 2021), e 526 

em cães com leishmaniose (ESTEVES et al., 2023), desta forma a espectrometria 527 

de massas foi considerada como um método adicional aos métodos nanotracking 528 

analysis (NTA) e MET para a de caracterização e validação do isolamento de VEs 529 

do nosso estudo.  530 

A keratin 18 (A0A8I3PJ84), é uma proteína de citoesqueleto do tipo I, de 531 

filamento intermediário com função estrutural, expressa em tecidos epiteliais de 532 

camada simples, podendo assim ser considerada como um marcador epitelial 533 

(WENG et al., 2012). Essa proteína geralmente é secretada por células em 534 

apoptose podendo também ser utilizada como um marcador sérico de morte celular 535 

(UENO et al., 2005). É objeto de investigação combinada entre proteômica e a 536 

técnica de imuno-histoquímica, na busca de biomarcadores para neoplasias 537 

mamárias, onde primariamente observa-se uma relação da expressão de cito 538 

queratinas e a origem epitelial dessa neoplasia, e a relação entre a alta expressão 539 

da keratin 18 e a menor invasividade de carcinomas mamários em felinos 540 

(PEÑAFIEL-VERDU et al., 2012). Essa proteína já foi sugerida como biomarcador 541 

de grandes oncossomos, que são VEs derivadas de células cancerígenas com 542 

diâmetro entre 1000 e 10.000 nm, pois VEs de maior tamanho apresentam diferente 543 

perfil proteico. Esse mesmo estudo demostrou por Western blotting uma maior 544 

quantidade de keratin 18 em VEs derivadas do plasma de pacientes com câncer de 545 

próstata, comparada a pacientes saudáveis (MINCIACCHI et al., 2015).  546 

Em nosso estudo a keratin 18 apresentou maior abundância no GI em 547 

relação a GC e GII sugerindo assim um potencial regulador do processo de 548 

crescimento tumoral, uma vez que estudos indicam que essa menor abundância 549 

dessa proteína em pacientes com câncer em estádios mais avançados, está 550 

relacionado com uma maior invasividade tumoral e consequente pior prognóstico 551 

(SCHALLER et al., 1996). Sugere-se que a menor abundância em GII, grupo com 552 

neoplasias mais complexas, pode ser relacionada com uma metilação aberrante do 553 

gene KRT18 (BUTLER et al., 2020), fazendo assim com que haja um silenciamento 554 

desse gene e menor expressão da proteína nesse grupo. A menor abundância da 555 

proteína keratin 18 nas linhagens celulares de neoplasias mamárias em humanos, 556 
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já foi relacionada a indução parcial da transição mesenquimal-epitelial (EMT) pelo 557 

aumento da expressão EpCam e ativação da via de Wnt/β-catenin, promovendo um 558 

aumento das características metastáticas das neoplasias mamárias (SHI et al., 559 

2020), todavia, mais estudos são necessários para que haja comprovação dessa 560 

hipótese em neoplasias mamárias de cadelas. 561 

No GII as proteínas em maior abundância foram sushi domain contaning 562 

protein (A0A8I3ML63), Evc cilliary subunit 2 (A0A8I3MIA3) e joining chain of 563 

multimeric IgA and IgM (A0A8I3RW25). A sushi domain-containing protein é uma 564 

proteína homóloga a complement component biding 4 protein alpha (C4BPA – 565 

A0A8C0P5M3), a C4BPA está envolvida na resposta imune inata por meio da 566 

ativação, e metabolismo de gordura e regulação sistema complemento, sistema 567 

esse que vem sendo estudado por seu papel na carcinogênese 568 

(TVARIJONAVICIUTE et al., 2016; REIS et al., 2018). Essa proteína já foi 569 

anteriormente identificada, sem diferenças entre grupos, em soro de cadelas com 570 

neoplasias mamárias e saudáveis (FRANCO-MARTÍNEZ et al., 2020) e em cães 571 

obesos, sendo mais abundante nos animais com desordem metabólica 572 

(TVARIJONAVICIUTE et al., 2016). Em VEs, estudos em humanos já identificaram 573 

a C4BPA em VEs séricas de pacientes com melanoma (KURG et al., 2022). Em 574 

VEs derivadas de plasma sanguíneo, foi sugerido uma correlação entre a C4BPA, 575 

modulação do microambiente tumoral e escape imunológico através do sistema 576 

complemento, em pacientes com carcinoma hepatocelular, que apresentaram maior 577 

abundância de C4BPA quando comparados a pacientes controle (DONG et al., 578 

2022), essa hipótese de um efeito proteção e escape tumoral pelo sistema 579 

complemento pode ser sugerida aos nossos resultados, onde o grupo com 580 

neoplasias de maior grau e complexidade apresentaram maior abundância da 581 

proteína homologa sushi domain contaning proteín, entretanto são necessários 582 

mais análises para comprovar tal hipótese, especificamente em neoplasias 583 

mamárias em cadelas.  584 

Já EvC cilliary subunit 2 é uma proteína transmembrana que tem função em 585 

processos biológicos, desenvolvimento embrionário, formação dos ossos e 586 

esqueleto (HUBER; CORMIER-DAIRE, 2012). Mutações no gene dessa proteína 587 
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podem causar as chamadas cilíopatias, como a síndrome de Ellis-van-Creveld em 588 

humanos, também conhecida como displasia condroectodérmica (GALDZICKA et 589 

al., 2002; GERHARDT et al., 2016). Outra possível consequência da mutação 590 

gênica é promover disfunções na sinalização de hedgehog, e sugere-se que a 591 

sinalização hedgehog está envolvida em diversos estágios da carcinogênese e 592 

como alvo terapêutico, porém esse mecanismo ainda não está completamente 593 

esclarecido (KUBO et al., 2004; DORN et al., 2012; JIANG, 2022). Em estudo com 594 

diversas neoplasias, em tumores de mama foram encontradas mutações 595 

significativas no gene EVC2, mas não no tumor primário e sim nas metástases, 596 

sugerindo assim alvos para a inibição de metástase (PAUL et al., 2020). Esse gene 597 

também foi identificado com uma maior metilação em células de neoplasias 598 

mamárias triplo negativo, de pacientes que foram considerados não responsivos ao 599 

tratamento com quimioterapia neoadjuvante (PINEDA et al., 2019). Uma maior 600 

metilação em determinado gene, sugere uma menor síntese e consequente menor 601 

abundância dessa proteína, entretanto, nossos resultados apresentaram maior 602 

abundância da proteína EVC cilliary subunit 2 no GII grupo, diferente dos propostos 603 

pela literatura.  604 

A joining chain of multimeric IgA and IgM, é uma proteína com peso de 605 

aproximadamente 15 kDa, que conecta os monômeros IgA e IgM para formação de 606 

anticorpos multimétricos IgA (dímero) e IgM, (pentamétrico), sendo assim 607 

transportados pelo epitélio, e que possuem função de proteção na superfície da 608 

mucosa, na resposta imune e mediador de inflamação (BRANDTZAEG; PRYDZ, 609 

1984; WEI; WANG, 2021). Essa proteína também foi identificada em VEs de 610 

humanos, e na ontologia gênica, em conjunto como outras proteínas, com possível 611 

função de marcador de endocitose e exocitose, em trabalho que investigou 612 

diferentes origens de VEs como tecido, plasma e soro (HOSHINO et al., 2020). Em 613 

estudo cohort a maior expressão de RNA mensageiro do gene JCHAIN foi 614 

correlacionado a sobrevida favorável em câncer de mama em mulheres de origem 615 

luminal, e proposto como possível biomarcador (WANG et al., 2020). Essa proteína 616 

já foi identificada em amostras de soro e saliva de cães com neoplasias mamária, 617 
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sem apresentar diferença em abundância entres grupos com e sem neoplasia 618 

(FRANCO-MARTÍNEZ et al., 2020). 619 

Os grupos de animais com neoplasias mamárias (GI e GII) apresentaram 620 

maior abundância das proteínas protocadherin 17 e albumin. A protocadherin 17, 621 

codificada pelo gene PCDH17, é uma proteína de transmembrana do tipo I da 622 

subfamília das caderinas, são cálcio-dependentes e estão envolvidas em processos 623 

de adesão celular, inibição de crescimento tumoral, migração e invasividade (HAN 624 

et al., 2010). No câncer de próstata em homens a metilação exacerbada do gene 625 

codificador dessa proteína, obtido por PCR em tecido, foi relacionada a grau 626 

patológico maior, linfonodos com metástases e menor sobrevida, sendo a 627 

hipermetilação do PCDH17 sugerida como possível biomarcador dessa neoplasia 628 

(LIN et al., 2014). Em neoplasia de mama em mulheres, essa proteína apresentou 629 

maior abundância em tecido neoplásico com metástase em osso e quando 630 

comparada não metastáticos, promovendo a invasão celular (LI et al., 2013). Por 631 

outro lado, estudos demonstraram uma menor expressão do gene PCHD17 nos 632 

tecidos neoplásicos foi correlacionada com uma maior abundância de marcadores 633 

de angiogênese e hipoxia no soro dessas pacientes (EL-BENHAWY et al., 2021), e 634 

o aumento da expressão ectópica do PCDH17 promoveu inibição da proliferação e 635 

mobilidade celular (YIN et al., 2016). Já cães com linfoma difuso de grandes células 636 

B também foi observada uma menor expressão do gene PCDH17 em cultivo celular 637 

dessa neoplasia, o que foi relacionado com a hipermetilação desse gene supressor 638 

de tumor (ZORZAN et al., 2022).  639 

A albumina (A0A8I3MY51) é uma proteína mais abundante no soro, é 640 

considerada um co-isolamento nas amostras enriquecidas com VEs, e já foi 641 

previamente reportado (THÉRY et al., 2018). Se considerarmos a albumina como 642 

possível contaminante das amostras, sugere-se que esse parâmetro não deveria 643 

apresentar diferença entre os grupos, uma vez que o método de isolamento e 644 

processamento das amostras foi similar em todos os grupos, além disso há estudo 645 

demonstrando a utilização da SEC para isolamento das VEs teve um menor co-646 

isolamento dessa proteína, quando comparado a ultracentrifugação e precipitação 647 

(BUSCHMANN et al., 2018). Contudo, em nosso estudo foi observado que os 648 
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animais dos grupos com neoplasias, apresentaram maior abundância dessa 649 

proteína. A albumina com peso de aproximadamente de 66 kDa, é sintetizada pelo 650 

fígado e possui funções no metabolismo celular, transporte de compostos 651 

endógenos e exógenos (RABBANI; AHN, 2019). Essa proteína foi encontrada em 652 

menor abundância na espectrometria (FRANCO-MARTÍNEZ et al., 2020) e em 653 

menor concentração livre em soro sanguíneo de animais com neoplasias mamária, 654 

incluindo animais com metástases e doenças concomitantes é menor quando 655 

comparado a pacientes saudáveis (TECLES et al., 2009; FRANCO-MARTÍNEZ et 656 

al., 2020).  657 

Em nossos resultados as proteínas EvC cilliary subunit 2, joining chain of 658 

multimeric IgA and IgM, protocadherin 17 e albumin foram identificadas em maior 659 

abundância nos grupos neoplasia de amostras enriquecidas com VEs séricas, 660 

entretanto, na literatura é possível observar que na maior parte dos estudos, essas 661 

proteínas e seus genes codificadores geralmente se encontram em menor 662 

abundância e expressão quando estudadas em tecidos neoplásicos, livres no soro 663 

sanguíneo e em VEs derivadas de tumores (YIN et al., 2016; PINEDA et al., 2019; 664 

FRANCO-MARTÍNEZ et al., 2020; WANG et al., 2020). É sabido que as VEs 665 

carregam informações da sua célula de origem, todavia, quando investigadas no 666 

sangue é possível sugerir que há uma heterogeneidade na origem das populações 667 

de VEs, uma vez que serão secretadas tanto por células tumorais, quanto por 668 

células de outras origens como leucócitos e plaquetas (GEORGE et al., 1982; 669 

PUGHOLM et al., 2016), o que também é observado em animais (ŻMIGRODZKA et 670 

al., 2019b) Sendo assim, sugerimos que o perfil e abundância proteica encontrada 671 

VEs séricas podem se diferir dos achados em tecidos neoplásicos, e em VEs 672 

derivadas desses tecidos, como também proposto em humanos quando comparado 673 

o perfil proteico de VEs de plasma e VEs derivadas de tecido neoplásico (HOSHINO 674 

et al., 2020). Mais estudos comparativos entre VEs séricas e VEs derivadas de 675 

tecido são necessários na tentativa de esclarecer os mecanismos envolvidos 676 

nessas diferenças de perfil proteico.  677 

É importante ressaltar que as proteínas keratin 18 e protocadherin 17 e seus 678 

genes codificadores desempenham importante papel na supressão da proliferação 679 
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e crescimento tumoral no câncer de mama em mulheres (SCHALLER et al., 1996; 680 

YIN et al., 2016; BUTLER et al., 2020; EL-BENHAWY et al., 2021). A identificação 681 

dessas proteínas em nosso estudo ressalta que essas proteínas parecem também 682 

desempenhar funções nos processos biológicos envolvidos em tumores de mamas 683 

em cadelas, sugerindo assim que podem ser consideradas como alvos para futuros 684 

estudos de neoplasia mamária nessa espécie.  685 

Concluímos que a heterogeneidade dos subtipos de neoplasias mamárias 686 

é um dos fatores limitantes para os estudos com esse tipo de neoplasia uma vez 687 

que torna difícil a padronização de metodologias, bem como dos achados. Os 688 

resultados de isolamento e caracterização das VEs, estão de acordo com o que foi 689 

anteriormente observado na literatura para esse tipo de amostra biológica e 690 

acrescentam dados a literatura veterinária a descrição e caracterização das 691 

nanopartículas. Entretanto, os resultados referentes as VEs não indicaram relação 692 

com o tipo e classificação do tumor e não podem ser sugeridos para auxiliar no 693 

diagnóstico e monitoramento das cadelas acometidas por neoplasias mamárias. As 694 

proteínas identificadas em nosso estudo auxiliam no esclarecimento de algumas 695 

funções e sugerem o possível comportamentos de invasividade das neoplasias 696 

mamárias em cadelas, sendo assim um importante avanço na investigação desse 697 

tipo de tumor na medicina veterinária, entretanto mais estudos são necessários para 698 

ampliar a caracterização das proteínas em amostras enriquecidas com VEs e para 699 

a validação dessas proteínas como possíveis marcadores. 700 
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Tables  1063 

 1064 

Supplemental Table 1.  Proteins extracted from serum extracellular vesicles in dogs 1065 
in  the GC, GI and GII groups. 1066 

 1067 

Protein Name ID Gene Group 
Control GI GII 

Acetyl-CoA 
acyltransferase 2 A0A8I3NU61 ACAA2  X  

A-kinase anchoring 
protein 3 A0A8I3Q3V5 AKAP3   X 

Albumin A0A8I3MY51 AFP X X X 
Apolipoprotein E P18649 APOE X   

Asparagine--tRNA 
ligase A0A8I3MX22 NARS2    

Beta 3-
glucosyltransferase A0A8I3PAR3 B3GLCT X   

Cardiotrophin like 
cytokine factor 1 A0A8I3N6Q7 CLCF1 X  X 

Cupin superfamily 
member 1 A0A8I3MM27 C1H18orf54 X X X 

C2 domain containing 3 
centriole elongation 

regulator 
A0A8I3MYR6 C2CD3   X 

CD5 molecule like A0A8I3NQW4 CD5L X X X 
Clock circadian 

regulator A0A8I3NBB7     

C-type lectin domain-
containing protein A0A8I3PY16 CLEC1B   X 

DNA-(apurinic or 
apyrimidinic site) 

endonuclease 
A0A8I3S7J9 APEX2 X X  

DNA-directed RNA 
polymerase subunit beta A0A8I3NPE6 POLR2B   X 

Double-strand break 
repair protein A0A8I3P7Y4 MRE11 X   

Dynamin 1 like A0A8I3P3R6 Dynamin 1 
like X   
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Dynein axonemal heavy 
chain 2 A0A8I3PUB4 

Dynein 
axonemal 

heavy chain 2 
 X  

Dystonin A0A8I3NP68 DST   X 
E3 ubiquitin-protein 

ligase A0A8I3NIE2 DTX3 X   

EvC ciliary complex 
subunit 2 A0A8I3MIA3 EVC2 X X X 

Family with sequence 
similarity 187 member B A0A8I3N5J1 -  X  

FAST kinase domains 5 A0A8I3NZU0 FASTKD5  X  
Fetuin B A0A8I3P629 FETUB  X  

FHA domain-containing 
protein A0A8I3PZW2 MKI67 X   

Fibronectin A0A8I3PED8 FN1 X   
Fibrinogen C-terminal 

domain-containing 
protein 

A0A8I3NLF4 FCN2   X 

F-box and leucine rich 
repeat protein 8 A0A8I3NGN3 FBXL8   X 

Focadhesin A0A8I3NLD5 FOCAD   X 
Globin A2 A0A1K0GGH0 GLNA2 X X X 

Globin family profile 
domain-containing 

protein 
A0A8I3MJ33 HBQ1   X 

Glutamate receptor A0A8I3MAF2 GRIA4 X  X 
Glycerol-3-phosphate 

acyltransferase 1, 
mitochondrial 

A0A8I3Q0U3 GPAM X X X 

Hemoglobin subunit 
alpha1 A0A5B8JID5 HBQ1 X X  

Hyaluronoglucosaminid
ase A0A8I3MPD2 CEMIP X   

60S ribosomal protein 
L30 A0A8I3MP22 -  X  

IF rod domain-
containing protein A0A8I3PEZ2 -  X  

Ig heavy chain V region 
MOO P01785 - X   

Ig heavy chain V region 
GOM P01784 -   X 

Ig-like domain-
containing protein 

A0A8I3P6S7, 
A0A8I3PB96, 

A0A8I3P3K1,A0
A8I3RX63, 

- X X X 
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A0A8I3PVB5, 
A0A8I3S0K3, 

A0A8I3NU27,A0
A8I3NRC4, 

A0A8I3NVL7 
Immunoglobulin V-set 

domain-containing 
protein 

A0A8I3PGC2 -   X 

Joining chain of 
multimeric IgA and IgM A0A8I3RW25 JCHAIN X X X 

Kelch domain containing 
9 A0A8I3Q1J8 KLHDC9 X   

Keratin, type I 
cytoskeletal 9 A0A8I3NNW0 KRT9 X X X 

Keratin, type I 
cytoskeletal 10 A0A8I3NL87 KRT10 X X X 

Keratin, type II 
cytoskeletal 1 Q6EIY9 KRT1 X X X 

Keratin, type II 
cytoskeletal 2 epidermal Q6EIZ1 KRT2 X   

Keratin 18 A0A8I3PJ84 KRT18 X X X 
Keratin 74 A0A8I3PMV1 KRT74 X X  
Keratin 75 A0A8I3PK78 KRT6A X X X 

Kinesin-like protein A0A8I3N413 KIF5B   X 
Lysozyme A0A8I3NX55 LYZ X   

Leucyl and cystinyl 
aminopeptidase A0A8I3ML59 LNPEP   X 

Mitochondrial ribosomal 
protein L21 A0A8I3PYK8 LOC1198688

76   X 

Mitochondrial ribosomal 
protein L43 A0A8I3P6K3 MRPL43 X   

Membrane bound O-
acyltransferase domain 

containing 2 
A0A8I3PNZ4 MBOAT2   X 

Multifunctional ROCO 
family signaling 

regulator 1 
A0A8I3NEN2 MFHAS1   X 

NAD(P)(+)- arginine 
ADP-ribosyltransferase A0A8I3Q484 ART3 X X  

Nestin A0A8I3N5W6 NES  X  
Ninein like A0A8I3Q2Q5 NINL   X 

NLR family pyrin domain 
containing 14 A0A8I3N8P2 NLRP14  X  

Nuclear receptor 
corepressor 2 A0A8I3NQ55 NCOR2   X 
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Peptidase S1 domain-
containing protein A0A8I3P0A5 LOC475521 X X X 

Peptidase S1 domain-
containing protein A0A8I3MX03 LOC479668  X X 

Protocadherin 17 A0A8I3PDN1 PCDH17 X X X 
Protocadherin 9 A0A8I3PB28 PCDH9  X  

POU domain protein A0A8I3P3I7 LOC481709 X   
RAB23, member RAS 

onco family A0A8I3NF40 RAB23  X  

receptor protein-tyrosine 
kinase A0A8I3MB23 EPHA8 X X X 

Ring finger protein 214 A0A8I3MLN4 R14   X 
RING-type E3 ubiquitin 

transferase A0A8I3N3Q3 TRIM17 X   

RUN and FYVE domain 
containing 1 A0A8I3N3X3 RUFY1 X X X 

Secernin 2 A0A8I3NUU3 SCRN2   X 
Serine/threonine-protein 

kinase greatwall A0A8I3MPU6 MASTL   X 

SET binding factor 2 A0A8I3NHN5 SBF2  X  
Solute carrier family 2 

member 6 A0A8I3N592 SLC2A6 X   

SRC kinase signaling 
inhibitor 1 A0A8I3NHM6 SRCIN1  X  

Spectrin repeat 
containing nuclear 
envelope protein 2 

A0A8I3MJS4 SYNE2   X 

Sushi domain-
containing protein A0A8I3ML63 LOC1008554

76 X X X 

Synaptic Ras GTPase 
activating protein 1 A0A8I3PL77 SYNGAP1  X  

Titin A0A8I3PE72 TTN X   
T-complex protein 1 

subunit theta A0A8I3P949 CCT8   X 

Thymocyte selection 
associated high mobility 

group box 
A0A8I3PZX4 TOX X   

Transmembrane protein 
191C A0A8I3PRH2 TMEM191C   X 

SEC63 homolog, protein 
translocation regulator A0A8I3N658 SEC63 X   

Tubulin polymerization 
promoting protein family 

member 3 
A0A8I3N563 TPPP3   X 



 

 

50 

Tumor protein p53 
binding protein 1 A0A8I3S3V8 TP53BP1   X 

Vang-like protein A0A8I3Q337 VANGL1 X   
Vesicle amine transport 

1 A0A8I3RT77 VAT1   X 

WD repeat domain 41 A0A8I3N5E9 WDR41 X   
Uncharacterized protein A0A5F4DJ18 - X X X 
Uncharacterized protein A0A5F4BYG2 -   X 

1068 
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 1069 

Supplemental Table 2. Gene ontology of proteins extracted from serum extracellular vesicles in dogs. Data obtained of 1070 
UniprotKB (www.uniprot.org). 1071 

 1072 

Protein 
Name ID Gene Gene Ontology 

Molecular Function Biological Process Cellular Component 
Acetyl-CoA 
acyltransfer

ase 2 

A0A8I3N
U61 

ACAA
2 

Acyltransferase activity, 
transferring groups other 
than amino-acyl groups 

- - 

A-kinase 
anchoring 
protein 3 

A0A8I3Q
3V5 AKAP3 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 

Albumin A0A8I3M
Y51 AFP - - Extracellular space 

Apolipoprot
ein 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-
-tRNA 
ligase 

A0A8I3M
X22 

NARS
2 

Asparagine-tRNA ligase 
activity; ATP binding; 
nucleic acid binding ; 

Asparaginyl-tRNA aminoacylation 
 - 

Beta 3-
glucosyltran

sferase 

A0A8I3P
AR3 

B3GL
CT - Glycosyltransferase activity Membrane 

Cardiotrophi
n like 

cytokine 
factor 1 

A0A8I3N
6Q7 CLCF1 - - Extracellular region 

Cupin 
superfamily 
member 1 

A0A8I3M
M27 

C1H18
orf54 - - - 

C2 domain 
containing 3 

centriole 
elongation 
regulator 

A0A8I3M
YR6 

C2CD
3 - 

Brain development; centriole elongation; 
embryonic digit morphogenesis;  heart 

looping;  in utero embryonic development; 
neural plate axis specification; neural 
tube development; non-motile cilium 

assembly; protein localization to 
centrosome; protein processing; 

regulation of proteolysis; regulation of 
smoothened signaling pathway 

Centriolar satellite; 
centriole; ciliary 

basal body 
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CD5 
molecule 

like 

A0A8I3N
QW4 CD5L Scavenger receptor activity - Membrane 

Clock 
circadian 
regulator 

A0A8I3N
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 II-specific; E-box binding; 
histone acetyltransferase activity; protein 

dimerization activity 

Chromatoid body; 
chromosome; 
CLOCK-BMAL 
transcription 

complex; cytosol; 
nucleoplasm 

C-type lectin 
domain-

A0A8I3P
Y16 

CLEC1
B - Receptor-mediated endocytosis Membrane 
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containing 
protein 
DNA-

(apurinic or 
apyrimidinic 

site) 
endonuclea

se 

A0A8I3S
7J9 APEX2 DNA binding; 

endonuclease activity; DNA recombination; DNA repair 
Fibrillar center; 
mitochondrion; 
nucleoplasm 

DNA-
directed 

RNA 
polymerase 
subunit beta 

A0A8I3N
PE6 

POLR
2B 

Chromatin binding; DNA 
binding; DNA-directed 5'-3' 
RNA polymerase activity; 

metal ion binding; 
ribonucleoside binding 

Transcription by RNA polymerase II 

Chromosome, 
telomeric region; 

RNA polymerase II, 
core complex 

Double-
strand break 

repair 
protein 

A0A8I3P
7Y4 

MRE1
1 

3'-5'-DNA exonuclease 
activity; 5'-3' exonuclease 

activity; DNA binding; DNA 
helicase activity; identical 

protein binding; 
manganese ion binding; 

single-stranded DNA 
endodeoxyribonuclease 

activity 

Cell population proliferation; DNA strand 
resection involved in replication fork 

processing; double-strand break repair 
via homologous recombination; double-
strand break repair via nonhomologous 
end joining;  homologous chromosome 

pairing at meiosis ; mitotic G2 DNA 
damage checkpoint signaling; mitotic 

intra-S DNA damage checkpoint 
signaling; negative regulation of apoptotic 

process; positive regulation of kinase 
activity; positive regulation of protein 

autophosphorylation; positive regulation 
of telomere maintenance; sister 
chromatid cohesion; telomeric 3' 

overhang formation 

BRCA1-C complex; 
chromosome, 

telomeric region; 
cytoplasm; Mre11 

complex; PML body; 
replication fork; site 

of double-strand 
break 

Dynamin 1 
like 

A0A8I3P
3R6 

Dynam
in 1 
like 

GTP binding; GTPase 
activity - - 
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Dynein 
axonemal 

heavy chain 
2 

A0A8I3P
UB4 

Dynein 
axone

mal 
heavy 

chain 2 

ATP binding; dynein 
intermediate chain binding; 

dynein light intermediate 
chain binding; minus-end-
directed microtubule motor 

activity 

Cilium-dependent cell motility; inner 
dynein arm assembly; microtubule-based 

movement 

Inner dynein arm; 
microtubule; sperm 

flagellum 

Dystonin A0A8I3N
P68 DST 

Actin binding; calcium ion 
binding; microtubule 

binding 

Intermediate filament cytoskeleton 
organization 

Cell projection; 
cytoplasm; 
membrane; 
microtubule 

E3 ubiquitin-
protein 
ligase 

A0A8I3NI
E2 DTX3 Metal ion binding; ubiquitin 

protein ligase activity 
Notch signaling pathway; protein 

ubiquitination Cytoplasm 

EvC ciliary 
complex 
subunit 2 

A0A8I3MI
A3 EVC2 - Smoothened signaling pathway 

Cytoskeleton; 
cytoplasm; ciliary 

membrane 
Family with 
sequence 
similarity 

187 
member B 

A0A8I3N
5J1 - - - Membrane- 

FAST 
kinase 

domains 5 

A0A8I3N
ZU0 

FASTK
D5 

Metal ion binding; 
ubiquitin-protein 

transferase activity 
Protein ubiquitination - 

Fetuin B A0A8I3P
629 

FETU
B 

Cysteine-type 
endopeptidase inhibitor 

activity 
- - 

FHA 
domain-

containing 
protein 

A0A8I3P
ZW2 MKI67 - Cell cycle Nucleus 

Fibronectin A0A8I3P
ED8 FN1 Heparin binding; identical 

protein binding; integrin 
Acute-phase response; biological process 

involved in interaction with symbiont; 
Apical plasma 

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-

containing 
protein 

A0A8I3N
LF4 FCN2 - - - 

F-box and 
leucine rich 

repeat 
protein 8 

A0A8I3N
GN3 FBXL8 - - - 

Focadhesin A0A8I3N
LD5 

FOCA
D - Regulation of post-transcriptional gene 

silencing - 
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Globin A2 A0A1K0
GGH0 

GLNA
2 

Heme binding; metal ion 
binding; oxygen binding; 

oxygen carrier activity 
- Hemoglobin 

complex 

Globin 
family 
profile 

domain-
containing 

protein 

A0A8I3M
J33 HBQ1 

Heme binding; iron ion 
binding; oxygen carrier 
activity; oxygen binding 

- Hemoglobin 
complex 

Glutamate 
receptor 

A0A8I3M
AF2 GRIA4 Ionotropic glutamate 

receptor activity - Postsynaptic 
membrane 

Glycerol-3-
phosphate 
acyltransfer

ase 1, 
mitochondri

al 

A0A8I3Q
0U3 GPAM Glycerol-3-phosphate O-

acyltransferase activity CDP-diacylglycerol biosynthetic process 
Mitochondrial outer 
membrane; plasma 

membrane 

Hemoglobin 
subunit 
alpha1 

A0A5B8J
ID5 HBQ1 

Heme binding; iron ion 
binding; oxygen carrier 
activity; oxygen binding 

- Hemoglobin 
complex 

Hyaluronogl
ucosaminid

ase 

A0A8I3M
PD2 CEMIP - - Plasma membrane 

60S 
ribosomal 

protein L30 

A0A8I3M
P22 - RNA binding; structural 

constituent of ribosome - Cytosolic large 
ribosomal subunit 

IF rod 
domain-

containing 
protein 

A0A8I3P
EZ2 - - - Intermediate 

filament 

Ig heavy 
chain V 

region MOO 
P01785 - - Adaptive immune response External side of 

plasma membrane; 
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immunoglobulin 
complex 

Ig heavy 
chain V 

region GOM 
P01784 - - Adaptive immune response 

External side of 
plasma membrane; 

immunoglobulin 
complex 

Ig-like 
domain-

containing 
protein 

A0A8I3P
6S7, 

A0A8I3P
B96, 

A0A8I3P
3K1,A0A
8I3RX63, 
A0A8I3P

VB5, 
A0A8I3S

0K3, 
A0A8I3N
U27,A0A
8I3NRC4, 
A0A8I3N

VL7 

- - - - 

Immunoglob
ulin V-set 
domain-

containing 
protein 

A0A8I3P
GC2 - - - - 

Joining 
chain of 

multimeric 
IgA and IgM 

A0A8I3R
W25 

JCHAI
N 

IgA binding; 
immunoglobulin receptor 
binding; peptidoglycan 

binding; 
phosphatidylcholine 

binding; protein 

Adaptive immune response; antibacterial 
humoral response; glomerular filtration; 

innate immune response; positive 
regulation of respiratory burst;  protein-

containing complex assembly 

Monomeric IgA 
immunoglobulin 

complex; 
pentameric IgM 
immunoglobulin 

complex; secretory 
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homodimerization activity; 
protein-macromolecule 
adaptor activity; single-
stranded DNA binding; 

dimeric IgA 
immunoglobulin 

complex 

Kelch 
domain 

containing 9 

A0A8I3Q
1J8 

KLHD
C9 - - - 

Keratin, 
type I 

cytoskeletal 
9 

A0A8I3N
NW0 KRT9 Structural molecule activity Intermediate filament organization; skin 

development; spermatogenesis 
Intermediate 

filament 

Keratin, 
type I 

cytoskeletal 
10 

A0A8I3N
L87 KRT10 

Protein heterodimerization 
activity; structural 
constituent of skin 

epidermis 

Keratinocyte differentiation; peptide 
cross-linking; protein 
heterotetramerization 

Cornified envelope; 
cytoplasm; keratin 

filament 

Keratin, 
type II 

cytoskeletal 
1 

Q6EIY9 KRT1 

Protein heterodimerization 
activity; structural 
constituent of skin 

epidermis 

Keratinization; protein 
heterotetramerization 

Cytoplasm; keratin 
filament; plasma 

membrane 

Keratin, 
type II 

cytoskeletal 
2 epidermal 

Q6EIZ1 KRT2 Structural constituent of 
skin epidermis 

Structural constituent of skin epidermis; 
positive regulation of epidermis 

development 

Cytoplasm; keratin 
filament 

Keratin 18 A0A8I3P
J84 KRT18 Structural molecule activity - Intermediate 

filament 

Keratin 74 A0A8I3P
MV1 KRT74 Keratin filament binding Intermediate filament cytoskeleton 

organization 
Cytoplasm; keratin 

filament 

Keratin 75 A0A8I3P
K78 KRT6A - Hematopoietic progenitor cell 

differentiation 
Cornified envelope; 

keratin filament 

Kinesin-like 
protein 

A0A8I3N
413 KIF5B 

ATP binding; identical 
protein binding; 

microtubule binding; 
microtubule motor activity; 

Cellular response to type II interferon; 
centrosome localization; cytoplasm 
organization; lysosome localization; 

mitochondrion transport along 

Centriolar satellite; 
ciliary rootlet; 

cytosol; microtubule; 
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 

Lysozyme A0A8I3N
X55 LYZ Identical protein binding; 

lysozyme activity 

Defense response to Gram-positive 
bacterium; killing of cells of another 

organism 
Extracellular space 

Leucyl and 
cystinyl 

aminopeptid
ase 

A0A8I3M
L59 

LNPE
P 

Aminopeptidase activity; 
metallopeptidase activity; 

zinc ion binding 
Proteolysis Membrane 

Mitochondri
al ribosomal 
protein L21 

A0A8I3P
YK8 

LOC11
98688

76 
- - Cytoplasm; 

ribosome 

Mitochondri
al ribosomal 
protein L43 

A0A8I3P
6K3 

MRPL
43 

Structural constituent of 
ribosome Mitochondrial translation Mitochondrial large 

ribosomal subunit 

Membrane 
bound O-

acyltransfer
ase domain 
containing 2 

A0A8I3P
NZ4 

MBOA
T2 - - Membrane 

Multifunctio
nal ROCO 

family 
signaling 

regulator 1 

A0A8I3N
EN2 

MFHA
S1 

GTP binding; protein 
phosphatase 2A binding; 
ubiquitin protein ligase 

binding 

Erythrocyte differentiation; inflammatory 
response; innate immune response; 
negative regulation of inflammatory 

response; negative regulation of protein 
dephosphorylation; negative regulation of 

Cytoplasm 
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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)(+)- 

arginine 
ADP-

ribosyltransf
erase 

A0A8I3Q
484 ART3 

NAD+-protein-arginine 
ADP-ribosyltransferase 

activity; 
nucleotidyltransferase 

activity 

- Membrane 

Nestin A0A8I3N
5W6 NES Intermediate filament 

binding 

G2/M transition of mitotic cell cycle; 
negative regulation of catalytic activity; 
negative regulation of protein binding; 

stem cell proliferation 

Cytoplasm; 
intermediate 

filament 

Ninein like A0A8I3Q
2Q5 NINL Calcium ion binding - 

Cytosol; intercellular 
bridge; microtubule 

cytoskeleton 
NLR family 

pyrin 
domain 

containing 
14 

A0A8I3N
8P2 

NLRP1
4 - Spermatogenesis - 

Nuclear 
receptor 

A0A8I3N
Q55 

NCOR
2 - - - 
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corepressor 
2 

Peptidase 
S1 domain-
containing 

protein 

A0A8I3P
0A5 

LOC47
5521 

Serine-type endopeptidase 
activity Proteolysis - 

Peptidase 
S1 domain-
containing 

protein 

A0A8I3M
X03 

LOC47
9668 

Hemoglobin binding; 
serine-type endopeptidase 

activity 
Proteolysis Extracellular region 

Protocadher
in 17 

A0A8I3P
DN1 

PCDH
17 Calcium ion binding Homophilic cell adhesion via plasma 

membrane adhesion molecules Plasma membrane 

Protocadher
in 9 

A0A8I3P
B28 

PCDH
9 Calcium ion binding Homophilic cell adhesion via plasma 

membrane adhesion molecules 

Cell-cell contact 
zone; growth cone; 
plasma membrane 

POU 
domain 
protein 

A0A8I3P
3I7 

LOC48
1709 

DNA binding; DNA-binding 
transcription factor activity, 
RNA polymerase II-specific 

- Nucleus 

RAB23, 
member 

RAS onco 
family 

A0A8I3N
F40 RAB23 GTP binding; GTPase 

activity - - 

Receptor 
protein-
tyrosine 
kinase 

A0A8I3M
B23 

EPHA
8 

ATP binding; GPI-linked 
ephrin receptor activity; 
growth factor binding 

Axon guidance; cellular response to 
follicle-stimulating hormone stimulus; 

neuron remodeling; positive regulation of 
MAPK cascade; positive regulation of 
phosphatidylinositol 3-kinase activity; 

protein autophosphorylation; regulation of 
cell adhesion mediated by integrin; 
substrate-dependent cell migration 

Neuron projection; 
plasma membrane 

Ring finger 
protein 214 

A0A8I3M
LN4 

RNF21
4 Metal ion binding - - 
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RING-type 
E3 ubiquitin 
transferase 

A0A8I3N
3Q3 

TRIM1
7 Zinc ion binding - Cytoplasm 

RUN and 
FYVE 

domain 
containing 1 

A0A8I3N
3X3 

RUFY
1 

Metal ion binding; SH2 
domain binding; SH3 

domain binding 

Protein transport; regulation of 
endocytosis; small GTPase mediated 

signal transduction 

Cytosol; endosome; 
nuclear speck 

Secernin 2 A0A8I3N
UU3 

SCRN
2 

Cysteine-type 
exopeptidase activity; 
dipeptidase activity 

Proteolysis - 

Serine/threo
nine-protein 

kinase 
greatwall 

A0A8I3M
PU6 

MAST
L 

ATP binding; protein 
serine/threonine kinase 

activity 

Female meiosis II; positive regulation of 
ubiquitin protein ligase activity; protein 

phosphorylation 

Microtubule 
organizing center; 

nucleus 

SET binding 
factor 2 

A0A8I3N
HN5 SBF2 Guanyl-nucleotide 

exchange factor activity - - 

Solute 
carrier 

family 2 
member 6 

A0A8I3N
592 

SLC2A
6 

Transmembrane 
transporter activity - Membrane 

SRC kinase 
signaling 
inhibitor 1 

A0A8I3N
HM6 

SRCIN
1 Protein kinase binding 

Protein kinase binding; positive regulation 
of protein tyrosine kinase activity; 
postsynaptic actin cytoskeleton 

organization; regulation of cell migration; 
regulation of dendritic spine 

morphogenesis; substrate adhesion-
dependent cell spreading 

Actin cytoskeleton; 
cytoplasm; 

glutamatergic 
synapse 

Spectrin 
repeat 

containing 
nuclear 

envelope 
protein 2 

A0A8I3M
JS4 

SYNE
2 

Actin binding; 
cytoskeleton-nuclear 

membrane anchor activity 

Centrosome localization; nuclear 
migration along microfilament; 

nucleokinesis involved in cell motility in 
cerebral cortex radial glia guided 

migration; positive regulation of cell 
migration; regulation of cilium assembly 

Filopodium 
membrane; focal 

adhesion; 
intermediate 

filament 
cytoskeleton; 
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lamellipodium 
membrane; meiotic 
nuclear membrane 

microtubule 
tethering complex; 

mitochondrion; 
nuclear lumen; 

nuclear membrane; 
sarcoplasmic 

reticulum; Z disc 
Sushi 

domain-
containing 

protein 

A0A8I3M
L63 

LOC10
08554

76 
- 

Involved in many recognition processes, 
including the binding of several 

complement factors to fragments C3b 
and C4b. 

- 

Synaptic 
Ras 

GTPase 
activating 
protein 1 

A0A8I3P
L77 

SYNG
AP1 GTPase activator activity; GTPase activator activity; regulation of 

GTPase activity - 

Titin A0A8I3P
E72 TTN ATP binding; protein 

kinase activity Protein phosphorylation Intracellular 
organelle 

T-complex 
protein 1 
subunit 
theta 

A0A8I3P
949 CCT8 

ATP binding; ATP 
hydrolysis activity; ATP 

hydrolysis activity; 
unfolded protein binding 

Binding of sperm to zona pellucida; 
chaperone-mediated protein folding; pore 
complex assembly; positive regulation of 
establishment of protein localization to 

telomere; positive regulation of telomere 
maintenance via telomerase; protein 

stabilization; toxin transport 

Cell body; 
centrosome; 
chaperonin-
containing T-

complex; cilium; 
intermediate 

filament 
cytoskeleton; 
microtubule; 

microtubule; zona 
pellucida receptor 

complex 
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Thymocyte 
selection 

associated 
high mobility 
group box 

A0A8I3P
ZX4 TOX Chromatin DNA binding 

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; 
natural killer cell differentiation; NK T cell 

lineage commitment; nucleic acid 
metabolic process; Peyer's patch 

development; positive regulation of DNA 
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 

Nucleus 

Transmemb
rane protein 

191C 

A0A8I3P
RH2 

TMEM
191C -  - 

SEC63 
homolog, 
protein 

translocatio
n regulator 

A0A8I3N
658 SEC63 - 

Liver development; liver development; 
multicellular organism aging; nitrogen 
compound metabolic process; post-

translational protein targeting to 
membrane, translocation; SRP-

dependent cotranslational protein 
targeting to membrane 

Endoplasmic 
reticulum; 
membrane 

Tubulin 
polymerizati

on 
promoting 

protein 
family 

member 3 

A0A8I3N
563 TPPP3 Tubulin binding 

Decidualization; embryo implantation; 
microtubule bundle formation; icrotubule 

polymerization 

Microtubule bundle; 
perinuclear region of 

cytoplasm 



 

 

68 

Tumor 
protein p53 

binding 
protein 1 

A0A8I3S
3V8 

TP53B
P1 - DNA damage - 

Vang-like 
protein 

A0A8I3Q
337 

VANG
L1 - Pigmentation Lateral plasma 

membrane 
Vesicle 
amine 

transport 1 

A0A8I3R
T77 VAT1 Oxidoreductase activity; 

zinc ion binding 
Negative regulation of mitochondrial 

fusion - 

WD repeat 
domain 41 

A0A8I3N
5E9 

WDR4
1 - Regulation of autophagy - 

Uncharacter
ized protein 

A0A5F4D
J18 - - Immune response Extracellular space 

Uncharacter
ized protein 

A0A5F4B
YG2 - - Immune response Extracellular space 
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