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RESUMO

ANALISE DO SECRETOMA DAS CELULAS DE CARCINOMA MAMARIO
SILENCIADAS PARA GALECTINA-3

Autora: Evelyn Emyli Barros Rosa

Orientadoras: Marcia Cury El-Cheikh;
Coorientadora: Denise de Abreu Pereira.

O cancer de mama apresenta alta incidéncia entre mulheres e permanece como
um dos principais desafios da saude publica em todo o mundo. A Galectina-3,
uma lectina multifuncional com afinidade por B-galactosideos, atua em tumores
mamarios devido a sua capacidade de promover interagdes célula-célula e
célula-matriz extracelular. Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar o
impacto do silenciamento da Galectina-3 em células de carcinoma mamario 4T1,
avaliando seu secretoma em comparagdo ao controle. Os resultados indicam que o
silenciamento promoveu aumento da migracao celular e alteragdes em moléculas
de adesdao como no versican, sugerindo papel modulador na biologia tumoral. As
proteinas com abundancia reduzida na linhagem silenciada apresentaram
associacdo ao metabolismo de hexoses e glicose, com forte interagdo com Enol,
AldoA, AldoC e GAPDH, enzimas-chave da glicdlise e gliconeogénese. No
entanto, proteinas como MMP3, MMP10, THBS1 ¢ DAG-1 mostraram maior
abundancia, indicando uma possivel implicacdo na remodelacdo da matriz
extracelular e potencial influéncia na metéstase. Os achados demonstram, pela
primeira vez, que o silenciamento de Galectina-3 altera significativamente o
secretoma de células 4TI, favorecendo -caracteristicas metastaticas, como

evidenciado por ensaios in vivo € in vitro.

Palavras-chave: cancer de mama; Galectina-3; metastase; secretoma; biologia

tumoral.



ABSTRACT

ANALYSIS OF SECRETOME OF GALECTIN-3 SILENCED BREAST
CARCINOMA CELLS

Author: Evelyn Emyli Barros Rosa

Supervisor: Marcia Cury El-Cheikh;
Co-supervisor: Denise de Abreu Pereira.

Breast cancer has a high incidence among women and remains one of the
major global public health challenges. Galectin-3, a multifunctional lectin with
affinity for P-galactosides, plays a role in breast tumors due to its ability to
mediate cell—cell and cell-extracellular matrix interactions. Therefore, this study
aimed to investigate the impact of Galectin-3 silencing in 4T1 murine breast
carcinoma cells by analyzing their secretome in comparison to control cells. The
results indicate that Galectin-3 silencing led to increased cell migration and
changes in adhesion molecules such as versican, suggesting a modulatory role in
tumor biology. Proteins with reduced expression in the silenced lineage were
associated with hexose and glucose metabolism, showing strong interactions with
Enol, AldoA, AldoC, and GAPDH, which are key enzymes in glycolysis and
gluconeogenesis. In contrast, proteins such as MMP3, MMP10, THBSI, and
DAG-1 were upregulated, indicating potential involvement in extracellular matrix
remodeling and metastatic progression. These findings demonstrate, for the first
time, that Galectin-3 silencing significantly alters the secretome of 4T1 cells,

promoting metastatic features, as evidenced by both in vitro and in vivo assays.

Keywords: breast cancer; Galectin-3; metastasis; secretome; tumor biology.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer de mama

As neoplasias malignas continuam sendo um grande desafio para a ciéncia,
incluindo o cancer de mama, que apresenta a maior taxa de incidéncia na
populagdo feminina, constituindo assim um problema de satde publica no Brasil.
Para cada ano do triénio de 2023-2025 estima-se cerca de 704 mil novos casos

segundo a estimativa do Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2022).

Cerca de 80% dos canceres de mama se originam do epitélio de revestimento
ductal, ou seja, sdo tumores malignos epiteliais que recebem a nomenclatura de
adenocarcinoma mamario ductal (Caplan, 2014; Zafra-Ceres e cols., 2013). A sua
caracterizacdo ou classificagdo ¢ baseada nos receptores de estrogénio (RE) e
receptor de progesterona (RP), receptores tipo 2 do fator de crescimento
epidérmico humano (HER2) e indice de proliferagdo celular Ki67 (Russnes e
cols.., 2017; Vilardell e cols., 2012). A expressao diferencial destes marcadores
definem os subtipos dos carcinomas mamarios ductais em: Luminal A, Luminal

B, superexpressdao de HER2 e triplo negativo (TN) (Voduc e cols., 2010).

O tipo Luminal A tem origem em células epiteliais do ducto-lobular e ¢
caracterizado pela presen¢a de RE, de RP, e auséncia de HER2. Apresentam baixo
indice de proliferacdo, isto ¢, <14%, sdo altamente sensiveis a hormonioterapia e
correspondem de 30 a 40% dos casos. O tipo Luminal B tem a mesma origem
celular que o Luminal A, sendo que os RE estdo em concentragdes mais estaveis
que o receptor de RP, que podem estar presentes tanto em alta quanto em baixa
concentragdo. A superexpressdo de HER2, porém, pode ser detectada em até 20%
dos casos de cancer de mama e, possui um alto indice de proliferagcdo, tendo um
Ki-67 > 14%. O fato de alguns pacientes apresentarem o HER2 os torna elegiveis
ao uso do anticorpo monoclonal anti-HER2 (trastuzumab) além de serem
sensiveis @ hormonioterapia Este tumor corresponde de 20 a 30% dos casos de

carcinoma mamario (Prat e Perou. 2011).

Com a superexpressao de HER2 o progndstico € ruim, porém o uso combinado
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de trastuzumabe e pertuzumabe com a quimioterapia podem apresentar um
prognostico mais favoravel. Estes tumores sao em geral RE negativos, o que nao
favorece o prognostico (Carey, 2010). O cancer de mama definido como TN ¢
caracterizado pela auséncia dos RE, RP e de superexpressao de HER2 no cancer
de mama e representa um subtipo heterogéneo e de pior progndstico, com
sobrevida geral mais curta e, representa de 15% a 20% de todos os casos

(Collignon e cols., 2016; Russnes e cols., 2017).

A diversidade dos fendtipos das células de carcinoma mamario bem como sua
evolugdo nos da a dimensao de sua complexidade, que envolve controles
hormonais bem como expressdo de proto-oncogenes, (Russnes e cols., 2017). As
células tumorais ndo sdo, portanto, entidades autonomas per se, sendo controladas
local e sistemicamente. Embora o avango das terapias alvo tenham elevado a
sobrevida dos pacientes, o carcinomas mamarios TN ainda apresentam alta
morbidade e mortalidade devido as metastases Osseas, de pulmdo e cerebrais
(Deepak e cols., 2020). Portanto, cada vez mais se faz necessario a compreensao
do microambiente tumoral e sua relagdo com as células malignas, buscando

destrinchar as assinaturas moleculares entre as duas entidades histoldgicas.

Desta forma, o nicho ou o microambiente tumoral € uma estrutura
indispensavel para a iniciagdo e progressdo tumoral, induzindo a proliferagao,
angiogénese, supressdo da apoptose e escape do sistema imunoldgico (Deepak e
cols., 2020). As células presentes neste milieu irdo adquirir imortalidade, isto &,
alto indice proliferativo, que associada a neovascularizacdo, se tornam propensas
a invasdo local e a distancia. Esta estrutura complexa da matriz extracelular
(MEC) formada de vasos, células do sistema imunologico e células, no qual
resulta em um ambiente imunossupressor e dificulta as imunoterapias, atuando
como barreira para o cancer e apoiando a progressao tumoral, o que leva ao

desfecho metastatico (Yuan e cols., 2023).
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1.2 O papel da Gal-3 no microambiente tumoral: implicacées na metastase

O microambiente tumoral, por ser uma estrutura celular e molecular
heterogénea e complexa, ao induzir a rapida proliferagdo das células tumorais
promove uma hipéxia. A hipoxia per se leva a reprogramacgdao das células
tumorais tornando-as mais susceptiveis a metastase através da transi¢ao
epitélio/mesénquima, geragdo de células tronco tumorais e predispondo a

angiogénese (Yu, T e cols., 2017).

A metéstase se inicia quando as células do tumor primario perdem a expressao
de moléculas responsaveis por ligacdes homotipicas e/ou heterotipicas bem como
a ligacao entre elas e a MEC que formam parte do estroma tumoral. O escape das
células do tumor primério e sua migracdo para sitios distantes envolve
principalmente a sua capacidade em modular negativamente algumas moléculas
adesivas e, uma vez dentro dos vasos, elas passam a modular positivamente
moléculas pro-adesivas para garantirem sua retencao dentro da microcirculagao,
extravasamento e estabelecimento em oOrgdos e tecidos distantes, estabelecendo
novos nichos ou microambientes tumorais (Nangia-Makker e cols., 2008;

Oliveira e cols., 2010; Cardoso ¢ cols., 2016).

E bem documentado que a interagio do tumor com o seu microambiente é
crucial para a sua progressao. Os glicosaminoglicanos (Gags) e os proteoglicanos
(PG), bem como o coldgeno e lamininas podem agir como uma barreira fisica ao
crescimento tumoral (Tamimi e Ahmed, 1987). Os Gags e os PGs sdo moléculas
cruciais na progressdo do tumor, regulando a adesdo e a migragdo das mesmas
(Viola e cols., 2017). Dentre estas moléculas ressaltamos o sindecan e o versican
como moléculas que aumentam a adesdo e a invasdo dos tumores primarios, sendo
considerados marcadores de valor prognostico (Hassan e cols., 2013). E
importante ressaltar que as ligacdes célula-célula e célula-MEC sao mediadas em
grande parte por proteinas com capacidade de se ligar a carboidratos, e dentre elas
destacamos a Galectina-3 (Gal-3). A sua interagdo com componentes glicosilados
como os Gags no microambiente tumoral, pode formar scaffolds tanto fisicos

como funcionais com papel relevante para a biologia tumoral (Newlaczyl e Yu,
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2011). A interagdo da Gal-3 ¢ mais efetiva quando os Gags sdo menos sulfatados.

1.3 O ciancer de mama e a Gal-3

A Gal-3 ¢ uma proteina que pertence a familia das lectinas com afinidade a
acucares (Nangia-Makker e cols., 2018), que sdo caracterizadas pela capacidade
de se ligarem a carboidratos. Os mondmeros de Gal-3 sdo formados por dois
dominios distintos funcionalmente: um dominio N-terminal (residuos 1-137) e um
dominio C-terminal (C-term) (residuos 118-264). O dominio N- terminal ndo se
liga a carboidratos e, € essencial para sua atividade anti apoptética bem como sua
interagdo proteina-proteina. Devido ao seu longo dominio, os mondmeros de
Gal-3 se auto agregam formando estruturas em treli¢as ou lattices, fundamentais
para sua atividade bioldgica (Sasaki e cols., 1998). O dominio C-term forma uma
estrutura globular e acomoda o sitio de reconhecimento a carboidratos (Barondes

e cols., 1994; Fukumori e cols., 2007) (Figura 1).

Esta proteina é codificada por um tnico gene (Lgals3), formado por 5 intros e
6 exons, localizados no cromossomo 14, locus q21—q22, tendo a proteina peso
molecular de aproximadamente 31 kDa (Raimond e cols., 1997; Dong e cols.,

2018; Niang e cols., 2022).

Gal-3 oligomers

Mediate extracellular galectin-3
functions

CRD H‘:’; : .
N-ter
Domain
Lactose
Galectin-3 natural ligand C-term
Domain
Mediate Intracellular
-carbohydrates hin_di_ng Protein -prntein
-anti apopiotic activity interactions

Figura 1: Estrutura da Gal-3 e ligantes ¢ mecanismos de inibi¢do. A lactose ¢ o ligante padrdo da
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Gal-3 e se liga através do seu dominio de reconhecimento de carboidrato (DRC) do C-term e induz
a sua oligomerizagdo. O dominio N-terminal faz o cross-link dos monémeros de Gal-3 formando
oligdbmeros responsaveis por parte da fungdo da Gal-3 extracelular (Adaptado de Niang e cols.,
2022).

Sua localizagdo ¢ predominantemente citoplasmatica, mas pode ser translocada
ao nucleo, a superficie celular ou ser secretada para o meio extracelular,
corroborando com a ideia de uma acao pleiotropica desta molécula (Figura 2). O
papel da Gal-3 no meio intracelular esta relacionado a interagdo com sequéncias
anti-apoptoticas, presente nos linfomas de células B proteinas inibindo a apoptose
celular, sendo portanto considerada uma molécula genuinamente anti-apoptotica,
podendo desta forma controlar o ciclo celular (Akahani e cols., 1997; Yu e cols.,
2002). Ainda a Gal-3 intracelular ¢ identificada como fator envolvido no splicing
de RNA mensageiro (Dagher e cols., 1995; Dong e cols., 2018) podendo também
interagir com fatores transcricionais como Activator Protein-1 (Proteina
Ativadora-1) (AP-1) e Specificity Protein-1 (Proteina de Especificidade-1) (SP-1)
em sitios promotores de versican aumentando a sua expressao (Bhattacharyya e

Tobacman, 2012).

Cytoplasm Nucleus

cell survival (growth, | pre-mRNA splicing
cycle and apoptosis) | transcription regulation

Galectin-3 1

modulate cell-cell, epithelial cell-
extracellular matrix interaction

Cell surface Circulation

Figura 2: Funcdo da Gal-3. Funcao em diferentes locais, incluindo citoplasma, nucleo, superficie
celular e circulagao (Adaptado de Dong e cols., 2018).
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No meio extracelular ¢ bem documentado que ela se liga aos acucares
presentes em componentes da MEC, laminina, fibronectina e colageno do tipo IV
(membrana basal), como demonstrado em tumores de mama (Ochieng e cols.,
1998). Tanto a Gal-3 ligada a proteinas da MEC bem como sua forma clivada
pelas metaloproteinases estdo envolvidas na progressio do tumor
(Nangia-Makker, 2008). A perda de sitios de ligagdo da Gal-3 com MEC em
paralelo com o aumento de sua expressao no tumor primario, sao eventos cruciais
para o estabelecimento de metastases (Zhao e cols., 2010; Oliveira e cols., 2010).
Na célula tumoral 4T1 silenciada para Gal-3 (4T1 shRNA-Gal-3), a auséncia
dessa proteina no meio extracelular influenciou a progressdo e a metastase,
segundo Pereira e cols., 2016. Este trabalho mostrou a importancia da Gal-3 como
molécula de ligacdo entre a membrana celular e o meio extracelular, organizando
a estrutura tecidual. A Gal-3 ¢ expressa em uma variedade de tumores e sua
intensidade bem como sua localizacdo vao ditar a progressdo, invasibilidade e
potencial metastatico do tumor, tornando esta lectina um marcador importante na

biologia dos tumores (Niang e cols., 2022).

1.4 Gal-3 e seu papel na biologia tumoral

O papel da Gal-3 nas células tumorais ¢ bastante controverso estando
aumentada em hepatocarcinomas (Hsu e cols., 1999), no cancer da tireoide (Xu e
cols., 1995). Por outro lado, a Gal-3 possui sua expressdo diminuida em alguns
tumores de mama e pele (Califice e cols., 2004; Takenaka e cols., 2004). Tal fato
reforga o carater controverso da Gal-3 frente aos diversos tipos de tumores. A
Gal-3 ¢ também produzida por células inflamatorias peri-tumorais bem como por
células do estroma, indicando que o comportamento do tumor pode ser
influenciado também pelo hospedeiro (Nangia-Makker e cols., 2008). Assim, a
Gal-3 vem sendo descrita como um importante marcador de progndstico em
varios tumores, podendo ter um papel relevante na tumorigénese, capacidade
invasiva e metastatica. Além de interagir com os seus ligantes, os B-galactosideos,

se associa a mucinas expressas em células tumorais aumentando a adesdo e
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evitando o “anoikis”, que ¢ a morte por auséncia de substratos (Radosavljevic e

cols., 2012).

A Gal-3 regula a migragdo e invasdo tumoral facilitando o clustering das
integrinas na superficie celular, mediando assim a endocitose das mesmas ou
ativando-as diretamente (Liu e Rabinovich, 2005), tendo desta forma papel como
moduladora da progressdo tumoral. Nas células de carcinoma mamério humano
MDA-MB-231 a Gal-3 e Beta-1 integrina s3o endocitadas via caveolae,
modulando assim a disponibilidade desta integrina para adesdo tumoral (Ilmer e

cols., 2016).

A Gal-3 também esta envolvida na transi¢do epitélio mesénquima, que confere
um fendtipo invasivo aos carcinomas (Ilmer e cols., 2016). E sabido que a
E-caderina, que promove a adesdo entre as células epiteliais, se conecta com a
MEC e, intracelularmente com a actina do citoesqueleto, tendo como parceira a
B-catenina, formando assim o complexo E-caderina/B-catenina. Faz parte deste
complexo a Gal-3 que se liga a B-catenina, estabilizando desta forma a E-caderina
e o fendtipo epitelial. A transloca¢do do complexo para o nucleo se liga a familia
de fatores de transcricdo TCF/LEF que tem como genes alvo o C-myc, ciclina
D1/D2, metaloproteinases 7, levando assim a progressao do tumor regulando
positivamente a N-caderina negativamente a E-caderina (Shimura e cols., 2004;
Li e cols., 2011). E postulado que a Gal-3 inibe a agdo da glicogénio sintase
quinase-3b (GSK-3b) inibindo a fosforilagdo da P-catenina e permitindo a sua
translocagdo nuclear. Por tanto, a distribuicao do complexo Gal-3/B-catenina nas

células tumorais pode indicar o seu potencial metastatico (Ilmer e cols., 2016) .

E importante ressaltar ainda, que a Gal-3 ¢ capaz de interagir com as mucinas,
que sdo definidas como glicoproteinas com alto conteido de oligossacarideos,
reforcando o seu papel no comportamento bioldgico das células tumorais. A
expressao das mucinas aumenta expressivamente nos carcinomas epiteliais,
estando associada aos tumores de pior prognéstico (Zhao e cols,, 2009). E
preconizado que a Gal-3 circulante pode induzir polarizagdo da mucina, expondo

as moléculas de adesdo e facilitando a agregagdo das células no sitio primario do
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tumor. A baixa expressdo da Gal-3 pode favorecer a endocitose das mucinas e
perda de moléculas de adesdao levando a desagregacdo celular. Por outro lado, o
aumento da Gal-3 coexpressa nas células tumorais com as mucinas, facilita o
cluster das mesmas e a aderéncia das células tumorais ao endotélio vascular
facilitando o processo metastatico (Boscher e cols., 2012; Ilmer e cols., 2016). Os
dados descritos acima reforcam o papel da Gal-3 aderida a superficie celular
modulando a expressao de moléculas de adesdao e oligossacarideos e sua reacao

com o0 microambiente tumoral.

Entretanto, o papel intracelular da Gal-3 como molécula envolvida na migragao
de células tumorais foi demonstrado por Park e col., 2015 usando a estratégia de
silenciamento da Gal-3 nas células de osteossarcoma. Este evento diminuiu a
capacidade migratéria e invasiva destas células, reduzindo a expressao de
B-catenina e alterando as vias de FAK, Src e Lyn. O silenciamento da Gal-3 nas
linhagens celulares de carcinoma hepatocelular, pancredtico e sarcoma também
reduziu a capacidade migratoria e de invasibilidade destas linhagens, envolvendo
B-catenina, phospho-Akt, GSK-3, e metaloproteases (Kobayashi e cols., 2011;
Melo e cols., 2011). O silenciamento da Gal-3 nas células tumorais de colon
diminui a atividade transcricional de AP-1 e Sp-1 (Bhattacharyya e cols., 2014).
Estes dados validaram a acdo canonica da Gal-3 nos diversos tumores, refor¢ando

o seu papel em varias fungdes celulares (Bhattacharyya e cols., 2014).

Em estudos in vitro e in vivo onde foram utilizadas células da linhagem de
carcinoma mamario murino 4T1 shRNA-Gal-3, nds observamos que a expressao
da Gal-3 foi reduzida, resultando na formacdo de tumores menores na injecao
ortotopica, com aumento da capacidade metastitica para a medula Ossea,
evidenciando seu papel na progressao tumoral. Nas células silenciadas o conteudo
de sindecan na superficie celular diminuiu, ¢ os niveis de condroitim sulfato
aumentaram, indicando claramente que a Gal-3 na célula tumoral regula sua
progressao e interagdo com os GAGs do microambiente tumoral (Pereira e cols.,

2019).

Diante do complexo papel da Gal-3 sobre o comportamento biolégico dos
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tumores, em especial nas células do carcinoma mamario 4T1, buscamos avaliar o
padrdo de secre¢cdo das proteinas e sua correlagdo com os eventos biologicos. A
analise do secretoma de clones de células 4T1 com diferentes potenciais
metastaticos foi realizada pelo grupo de Erin e cols., 2018. Os resultados
mostraram que a metastase para diferentes 6rgaos como pulmao, figado e coragao
possuem padrdo diferencial de proteinas secretadas, sendo o TGF-B1 a proteina
master em todos os clones metastaticos. Entretanto, ndo temos dados na literatura
demonstrando o perfil de proteinas secretadas pelas células 4T1 shRNA-Gal-3

com potencial metastatico para a medula ossea.

2. JUSTIFICATIVA

Em nosso trabalho anterior, nds demonstramos que o silenciamento da Gal-3
nas c¢lulas 4T1 modificou o comportamento das mesmas tornando-as mais
metastaticas para a medula 6ssea. O aumento do seu potencial metastatico foi
associado a diminui¢do dos GAGs nas c¢lulas e da sindecan-1 membranar e, um
aumento do sulfato de condroitin (A e C) versican, e metaloproteinase 9 (MMP9).
Estes dados demonstram que a metdstase estd intrinsecamente associada ao
remodelamento da MEC modulada pela Gal-3 intracelular facilitando assim a
migracdo celular. A diminui¢do da expressdo da Gal-3 na célula tumoral envolve
modulagdo positiva e negativa de moléculas facilitadoras da migragdo celular.
Devido a complexidade das vias envolvidas e sua putativa interacdo com outras
proteinas, nos buscamos investigar o perfil das moléculas secretadas pelas células
silenciadas para Gal-3 in vitro. Esta metodologia nos permitira avaliar ndo s o
padrdo de proteinas secretas mas também a interatividade entre elas e seu possivel

papel na biologia da célula tumoral.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar o efeito do silenciamento da Gal-3 sobre as proteinas do secretoma
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das células 4T1.

3.2. Objetivos especificos

1. Efetuar e validar o silenciamento da Gal-3 na linhagem 4T1 gerando células

4T1 controle (scramble) (4T1 shRNA-SCRB) e 4T1 shRNA-Gal-3;

2. Obtencao dos clones a partir das células 4T1 shRNA-SCRB e 4TI
shRNA-Gal-3 através da dilui¢do limitante;

3. Expandir os clones gerados, 4T1 shrRNA-SCRB e 4T1 shRNA-Gal-3, para
validagdo do silenciamento pelas técnicas de Reverse Transcription quantitative
Polymerase Chain Reaction (Reagdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa com

Transcri¢do Reversa) (RT-qPCR), immunoblotting e Imunofluorescéncia;
4. Expandir os clones para obtencdo dos secretomas;

5. Concentrar os secretomas obtidos, quantificar as proteinas totais e hidrolisar as

proteinas para analise protedmica;

6. Identificar e quantificar as proteinas presentes nos secretomas das linhagens

celulares;

7. Analisar as proteinas identificadas e quantificadas utilizando ferramentas de

bioinformatica;

8. Identificar as proteinas com diferencas de abundéncia significativas entre as
duas linhagens, analisar as diferencas encontradas nos processos bioldgicos,
fungdes moleculares e vias de sinalizagdo causadas pelo silenciamento da Gal-3

na linhagem celular 4T1.
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4. METODOLOGIA
4.1 Células 4T1 Wild Type (WT)

A linhagem celular 4T1, isolada de carcinoma ductal mamario de
camundongas fémeas Balb/c, foi obtida e certificadas pelo Banco de Células do
Rio de Janeiro (BCRIJ), no Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO) (Xerém - RJ) e mantidas no Laboratorio de Proliferagao
e Diferenciacdo Celular (LPDC) no Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB), em
meio RPMI 1640 em 10 % de Soro fetal bovino (SFB) (lote: 6494-500, Cultilab,
Brasil) incubadas a 37 °C e 5 % CO,. Esta linhagem celular foi originalmente
derivada de um tumor mamario induzido espontaneamente em fémeas Balb/c
positivas para o virus Mouse Mammary Tumor Virus (Virus do Tumor Mamario
de Camundongo) (MMTV) (Aslakson e Miller, 1992). Estas células sdo
facilmente transplantadas na glandula mamaria de camundongas fémeas, uma vez
que possuem baixa imunogenicidade. Sdao células altamente tumorigénicas,
invasivas e com grande capacidade metastatica para pulmao, figado e medula
ossea (Pulaski B ¢ cols., 2001; Pereira e cols., 2016). Além destas caracteristicas,
elas ndo expressam receptores para: RE, PR e fator de crescimento epidérmico
(EGF), o que lhes confere o fendtipo TN e o protagonismo de melhor modelo

experimental para o estudo do cancer de mama (Kaur e cols., 2012).

4.2 Células 4T1 shRNA-Gal-3 (Lgals3)

Foram desenvolvidas linhagens celulares 4T1 shRNA-Gal-3, as células 4T1
com supressdo de expressio de Lgals3 e as linhagens celulares 4TI
shRNA-SCRB, respectivo controle do silenciamento. Para isso, particulas
lentivirais foram geradas em células HEK293T utilizando o kit Virapower
(Invitrogen, USA). Os virus produzidos foram transferidos para as células 4T1
apos atingirem a confluéncia de area entre 70-80 %, mantidas em cultura por 24
horas. As constru¢des plasmidiais utilizadas foram: a-pLKO1 shGAL3 (Open
Biosystems, USA), que contém a sequéncia codificante para RNA do tipo short

hairpin (shRNA) contra os transcritos de Lgals3 foram geradas e nomeadas
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“shRNA-Gal-3”; b-pLKO1 shSCRB (Open Biosystems, USA), contendo a
sequéncia codificante para shRNA contra sequéncia nao relacionada como
controle negativo ¢ nomeadas “shRNA-SCRB”. Em seguida, o meio foi trocado
por meio fresco contendo 5 e 10 pg/ml de puromicina (Invitrogen, USA). As
culturas foram mantidas sob pressdo seletiva, com reposicao periddica do meio de
cultura RPMI-1640, até que toda a populagdo de células controle ndo-transduzidas
fosse eliminada. Apds este procedimento as células foram avaliadas quanto a
presenga de mycoplasma pela marca¢do do DAPI, garantido a sua qualidade para

0s proéximos experimentos.

4.3 Clonagem por diluicdo limitante

As linhagens transfectadas ou transduzidas foram expandidas, tripsinizadas
(Sigma-Aldrich, USA) e ajustadas para 300 células em volume final de 120 mL
de meio. Dessa suspensdo, 50 puL. foram distribuidos em 1 placa de 96 pocos e
incubadas a 37 °C e 5 % CO, foram selecionados os pogos contendo 1 célula por
pogo, obtendo assim possiveis clones. Os pogos contendo uma células foram
acompanhados até a expansdo dos mesmos. Foram obtidos 4 clones de células
silenciadas para Gal-3 (shRNA-Gal-3) e 1 clone (shRNA-SCRB). Estes clones
foram expandidos até a confluéncia de 50 % e avaliados quanto ao silenciamento

da Gal-3 por RT-qPCR e immunoblotting.

4.4 A expressio do gene Lgals3 nas linhagens transduzidas foi verificada

usando a técnica de RT-qPCR

O messenger RNA (RNA mensageiro) (mRNA) foi isolado das células 4T1
shRNA-SCRB e 4T1 shRNA-Gal-3 e utilizando o GeneJET RNA Purification
Kit (Thermo Fisher Scientific, Lithuania). O complementary DNA (DNA
complementar) (cDNA) foi sintetizado a partir de 1 pg do RNA total utilizando o
RevertAid First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (K1622, Thermo Fisher Scientific,
Lithuania). As analises da RT-qPCR foram realizadas em triplicata (o experimento

foi realizado duas vezes) utilizando o SYBR Green PCR Master Mix (Thermo
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Fisher Scientific, Lithuania). A quantificacdo relativa foi feita utilizando o método
AACt (Livak, 2001) normalizando para a expressao do gene GAPDH utilizado. O

primers utilizados estdo localizados no quadro abaixo:

Primers Forward 5°- 3° Reverse 5’ - 3°

Mm Lgals3 RT [CAACAGGAGAGTCATTGTGTGTAA|TTCAACCAGGACTTGTATTTTGAAT]

Mm GAPDH RT| AGGTCGGTGTGAACGGATTTG | TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

Quadro 1: Sequéncia de primers utilizados - RT-qPCR

4.5 Avaliacao dos niveis proteicos de Gal-3 por immunoblotting

A partir da confluéncia das células 4T1 shRNA-SCRB e 4T1 shRNA-Gal-3 em
frascos de cultivo de 25 c¢cm?, foi realizada a extra¢do de proteinas em solugdo
Radioimmunoprecipitation ~ Assay  Buffer =~ (Tampao de  Ensaio de
Radioimunoprecipitagdo) (RIPA) (NacL 150 mM, EDTA 5 mM, Triton x-100 1
%, Desoxicolato de soédio 1 %, SDS 0,1 %, Tris HCL 25 mM, H:0 destilada) e
coquetel bloqueador de protease Halt™ Protease Inhibitor Cocktail (100 X)
(Thermo Fisher Scientific, USA). As amostras foram incubadas por 30 minutos
em banho de gelo e foram agitadas trés vezes com incubagdo em banho de gelo
por 5 minutos entre elas. Por ultimo, as amostras foram recolhidas por
centrifugacdo a 12,000 RPM por 20 minutos a 4 °C. As amostras foram
armazenadas a -20 °C. A concentracdo de proteinas foi determinada pelo ensaio
colorimétrico pelo kit Padrao de Albumina-Pierce™ BCA Protein Assay Reagent
A/B, (Thermo Fisher Scientific, USA), sendo lido em espectrofotémetro (Loccus,
Brasil) em comprimento de onda de 560 nm.

Apbs a quantificagdo dos extratos proteicos, a Eletroforese em gel Sodium
Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (Eletroforese em Gel de
Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de S6dio) (SDS-PAGE) foi realizada. Foram
preparados 30 pg de proteina total com 10 pL de tampao de amostra (2x Laemmli

Sample Buffer #1610737, Bio-Rad) com B-mercaptoetanol, e aquecidas a 95 °C
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por 5 minutos antes da aplicagdo no gel para a eletroforese. As eletroforeses de
proteinas foram realizadas em gel de SDS-PAGE 10 % com 1,5 mm de espessura,
na cuba de eletroforese (MINI protean tetra cell [Biorad, USA]) com tampao de
corrida (Biorad ®) 1:10 em 4gua Milli-Q. Apos as aplicagdes das amostras, as
mesmas foram submetidas a corrente elétrica de 80 V durante o gel de
empilhamento ¢ 120 V durante o gel de separacdo. Apos a eletroforese, as
proteinas do gel foram transferidas para membrana de nitrocelulose.

A transferéncia das proteinas contidas no gel de poliacrilamida para a
membrana de nitrocelulose foi realizada com o tampao de transferéncia (10 %
Biorad ®, 20 % Metanol e 70 % de agua Milli-Q) submetidos a corrente elétrica
de 90 V por 1 hora e 30 minutos em camara umida. Apds a transferéncia a
membrana foi corada com Ponceau, lavada com agua destilada e incubada com a
solucao de bloqueio (BSA 5 %, TBS-T 0,1 %) por 1 hora a temperatura ambiente.
Apds o bloqueio, a membrana foi incubada com solucdo de TBS-T 0,1 %
contendo os anticorpo primario para Gal-3 produzido em mouse (Galectin-3;
monoclonal IgG; Santa Cruz Biotechnology, USA) 1:500 e Alfa Tubulina (Sigma,
USA) 1:1000 e mantida sob agitagdo overnight em camara fria. No dia seguinte, o
anticorpo primdrio foi retirado por meio de quatro lavagens sucessivas com
T-TBS 0,1 %, por 5 minutos para cada lavagem e, em seguida, a membrana foi
incubada com solugdo de TBS-T 0,1 % contendo os anticorpos secundarios:
Anti-Mouse 1gG (H+L), HRP Conjugate (Promega, USA) 1:20,000. Depois de
quatro lavagens com T-TBS 0,1 %, a membrana foi revelada com o kit ECL
(Biorad ®, USA) e as imagens adquiridas pelo equipamento ChemiDoc Imaging
System (Bio-Rad, USA), em conjunto com o software Imagelab 5.1 (Bio-Rad,
USA).

4.6 Obtenc¢ao do sobrenadante das células em cultura

As linhagens shRNA-SCRB e 4T1 shRNA-Gal-3, foram cultivadas em meio
RPMI 1640 a 10 % de SFB até atingirem a confluéncia, em garrafas de 25 cm?, 75
cm? e 150 cm?. Em seguida, as células foram lavadas com PBS 1 X e NACI2 M e

cultivadas em meio de RPMI-1640 sem vermelho de fenol e sem SFB, incubadas
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a 37 °C e 5 % de CO, por 48 horas. Em seguida, o meio condicionado foi
concentrado em tubos AMICON 3 KDa (UFC900324, Millipore) e realizada a
centrifugacao a 3,000 g durante 60 minutos, e foi realizada a adi¢do do inibidor de
protease (Halt™ Protease Inhibitor Cocktail - Thermo Fisher Scientific, USA).
Em seguida, as proteinas secretadas foram quantificadas com o Padrdo de
Albumina - Pierce™ BCA Protein Assay Reagent A/B - (Thermo Fisher
Scientific, USA) e congeladas a -20 °C.

4.7 Gel de poliacrilamida corado com Coomassie Brilliant Blue G-250

Foi realizado um gel de poliacrilamida 10 % com a coloracdo por Coomassie
Brilliant Blue G-250 para verificar a qualidade das proteinas obtidas a partir dos
concentrados do meio condicionado e também dos extratos em RIPA para o
immunoblotting. Apos a corrida, o gel foi incubado em um recipiente com a
Solugdo de Revelagio Fixadora (30 % etanol e 2 %), Acido Fosforico 2 % e
Solucdo de Revelagio (Acido Fosforico 2 %, Etanol 18 %, Sulfato de Aménio 15
%), cada solucdo por 1 hora. Apds a incubacdo das solucgdes, foi adicionado
Coomassie Brilliant Blue G-250, e incubado por 72 horas e o gel foi descorado

com agua destilada para a revelagao.

4.8 Imunofluorescéncia para Gal-3

As linhagens 4T1 shRNA-Gal-3 e shRNA-SCRB foram cultivadas em laminas
de vidro (Lab-Tek® II Chamber Slide™ System) até atingirem a confluéncia. Em
seguida foram lavadas 2 vezes em PBS e fixadas em uma solugcdo de PBS
contendo 4 % de formaldeido (Sigma-Aldrich, USA) e 3 % de sacarose
(Proquimios, Brasil) por 20 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as
células foram lavadas por 1 vez em PBS 1 X e desidratadas em etanol 100 %
(Proquimios, Brasil) por 5 minutos a 4 graus. Apds lavagem com PBS as células
foram tratadas com uma solu¢do de PBS contendo 0,25 % de Triton X-100 por 10
minutos a temperatura ambiente (TA), para permeabilizacdo da membrana. O

bloqueio das ligacdes ndo especificas foi realizado com uma solu¢do de PBS
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contendo 5 % da albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich, USA) em agitacdo por
30 minutos. Apdés a lavagem, o anticorpo primdrio anti-Gal3, uma IgG
monoclonal, (Santa Cruz, USA) na dilui¢do 1/200 em uma solugdo de PBSa 1 %
de BSA, foi adicionado as células por 1 hora, sob agitacdo. Apds lavagem com
PBS, o anticorpo secundario (anti-rabbit CFL 555) na diluicao 1:250 em PBS a 1
% de BSA, foi adicionado as células por 1 hora sob agitacdo a TA e protegido da
luz. Em seguida foi adicionado o dapi na concentragao de 300 mM por 5 minutos.
As laminas foram montadas usando o Prolong Gold e visualizadas por
microscopia confocal. A quantificacdo foi realizada pelo programa IMAGE J
(FIJI), pelo nimero de células (93 para células 4T1 shRNA-SCRB e 72 para
c€lulas 4T1 shRNA-Gal-3) dividido pela quantificagdo dos pixels, que

representam a intensidade da fluorescéncia dividida.

4.9 Hidrolise de proteinas

A partir do secretoma concentrado das linhagens celulares 4T1 shRNA-SCRB
e 4T1 shRNA-Gal-3, 200 pg de proteinas totais foram obtidas e foram
ressuspendidas em bicarbonato de aménio 50 mM contendo Rapigest SF (Waters,
n° cat. 186001861) na concentragdo de 0,1 %. As amostras foram incubadas a 80
°C em termobloco durante 15 minutos. Apos centrifugacdo para baixar as
goticulas da tampa, foi adicionado 10 pL de ditiotreitol a 100 mM, as amostras
foram agitadas em vortex e incubadas em termobloco a 60 °C durante 30 minutos.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas para baixar as goticulas da tampa, e
foram adicionados 10 pL de iodoacetamida a 300 mM. As amostras foram
incubadas no escuro durante 30 minutos. Na sequéncia, foram adicionados 20 pL
da solugdo de tripsina (Promega, V5111) na concentragdo de 0,1 pg/ul em
NH4HCO3 (Essa ¢ uma relacao 1:100 wt:wt enzima:proteina). As reacdes foram
incubadas em termobloco a 37 °C com agitagao durante 20 horas. No dia seguinte,
apos a digestdo enzimatica, a reagdo foi paralisada pela adi¢cdo de 10 uL de TFA a
20 % e incubada a 37 °C durante 90 minutos. Em seguida as amostras foram
centrifugadas a 14.000 rpm a 6 °C durante 30 minutos. O sobrenadante, foi

coletado e seco em centrifuga a vacuo. E encaminhado para a analise protedmica.
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4.10 Analise proteomica

As andlises dos peptideos tripticos foram feitas por label free LC-MS em um
espectrometro de massas do tipo SYNAPT XS™ (Waters, USA). Cada uma das
condigdes foi analisada em triplicata experimental, os volumes de inje¢do foram
normalizados para garantir equivaléncia de intensidade, e os peptideos separados
por cromatografia liquida com configura¢do 1D utilizando a coluna HSS T3, (75
pm x 150 mm x 1.8 pm) (Waters , Milford , MA) em elui¢do a 0,3 pl/min, com
gradiente linear de acetonitrila (3—40 %) contendo 0,1 % de acido férmico. Os
espectros de massa foram obtidos utilizando o espectrometro Synapt XS (Waters,
Milford, MA) com interface para o sistema de cromatografia capilar M-class. A
ionizagdo por eletrospray (ESI) foi realizada utilizando 3000 V, com temperatura
da fonte de 80 °C e voltagem de cone 40 V. A aquisi¢do dos dados e controle do
instrumento foi conduzida no programa MassLynx (Versao 4.1 , Waters). Foram
realizadas corridas cromatograficas com amplitude de 50-2000 razdo massa/carga
(m/z), usando intervalos de 1 segundo aplicados durante todo o processo
cromatografico. Espectros de massa de alta e baixa e energia foram adquiridos de
forma alternada, gerando dados independentes de aquisi¢do (DIA) do tipo MSE. A
energia de colisdo nas aquisicdes de baixa energia foram feitas em 6 V, e a
aquisicdo em alta energia foi feita em uma rampa de 15 — 55 V. Todos os dados
foram processados usando o servidor Progenesis QI for proteomics (Nonlinear
Dynamics,Waters, Manchester, UK) onde o valor da massa/carga de cada
precursor e fragmento foi determinada a partir dos espectros de massas oriundos
desses cromatogramas, utilizando para calibra¢do o sistema GFP LockSpray ™
(Waters, Milford, MA). Os espectros foram submetidos a uma busca no banco de
dados Mus musculos do Uniprot KB (2025 _02) incluindo tripsina de porco como
contaminante. Foi adotada uma tolerancia de 10 ppm e 20 ppm para os
precursores e fragmentos, respectivamente. A quantificacdo das proteinas foi
realizada a partir da abundancia normalizada dos peptideos ndo conflitantes das
proteinas, sendo consideradas confidveis aquelas cujas expressdao apresentou

p-valor de ANOVA menor que 0.05.
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4.11 Analises in silico e estatistica

As analises de Gene Ontology e da rede de interagdo entre as proteinas, foram
feitas na plataforma STRING (https://string-db.org/). As andlises de heatmap
foram feitas com 0 programa Morpheus
(https://software.broadinstitute.org/morpheus/). As analises estatisticas para
identificar as proteinas com diferengas de abundéancia significativas foram

realizadas com o programa Perseus versao 1.6.2.2 (https://maxquant.net/perseus/).

5. RESULTADOS

5.1 Analise da regulacao negativa da Gal-3 nas células 4T1

Ap6s a clonagem por diluicdo limitante nds obtivemos quatro clones da célula
4T1 shRNA-Gal-3 (shGal3 cl; shGal3 c2; shGal3 c3; shGal3 c4) ¢ um clone da
célula 4T1 shRNA-SCRB (shSCRB). Ao avaliar a expressdo do RNA mensageiro
para a Gal-3, somente os clones 1 e 3 apresentaram eficacia no silenciamento da
ordem de 80 % e 90 % respectivamente (Figura 3A). Entretanto, nos clones 2 e 4
ndo ocorreu a diminuicdo da expressdo do RNA mensageiro para Gal-3 (Figura
3B), indicando que apos a clonagem ¢ necessario checar se o silenciamento foi
eficaz. Em seguida, avaliamos nos clones shGal3 c1 e shGal3 c3 se a diminuigao

da expressao do RNA mensageiro estava compativel com a sintese da proteina.

Lgals3
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Figura 3: Analise por RT-qPCR da expressdao de RNA mensageiro para Gal-3. (A) Células 4T1
shRNA-SCRB e 4T1 shRNA-Gal-3 (clone 1 e clone 3) e células (B) 4T1 shRNA-SCRB ¢ 4T1
shRNA-Gal-3 (clone 2 ¢ clone 4).

Em seguida, fizemos por immunoblotting a deteccao da Gal-3 nas células 4T1
SshRNA-SCRB (SC) e 4T1 shRNA-Gal-3 (Shl; Sh3). E possivel observar a
intensidade da banda de proteina quantificada na Figura 4A e 4B, sendo que o
clone 1 apresentou mais de 70 % de diminuigdo da proteina em relagdo ao
controle, sendo o clone com maior nivel de silenciamento. A partir destes dados, o
clone 1 foi o clone utilizado nos proximos experimentos. Apds a obten¢ao do
secretoma, foi realizado o gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 10 % com a
coloracdo por Coomassie Brilliant Blue G-250, para verificar a qualidade das
proteinas obtidas a partir do secretoma e do extrato das células feito em Tampao

RIPA das células 4T1 shRNA-SCRB e 4T1 shRNA-GAL-3 (Figura 4C).
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Figura 4: Analise de Immunoblotting ¢ Gel de poliacrilamida com coloragdo de Coomassie
Brilliant Blue G-250. Analise de immunoblotting das células 4T1 shRNA-SCRB (SC) e 4T1
shRNA-Gal-3 (Shl - clone 1 e Sh3 - clone 3) (A,B). Gel de poliacrilamida com coloragdo de
Coomassie Brilliant Blue G-250, do secretoma ¢ do extrato de células para o immunoblotting
(N=2), das células 4T1 shRNA-SCRB ¢ 4T1 shRNA-GAL-3 (C).

5.2 Microscopia das células 4T1 reguladas negativamente para Gal-3

Apbs a transfeccdo, a morfologia das células em cultura apresentaram
diferencas ao microscopio de fase. As células 4T1 shRNA-Gal-3 se apresentaram
mais coesas formando nichos de células aderidas umas as outras (Figura 5B,

cabeca de seta), o que ndo foi observado nas células 4T1 shRNA-SCRB (Figura
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5A, cabeca de seta), que cresceram mais espraiadas, indicando que o
silenciamento alterou o fendtipo das células.

Em relagdo a imunofluorescéncia, ¢ possivel observar a marcacao (Figura 6A;
6B; 6C) e a quantificag¢do (p=0.0021) (Figura 7A) para Gal-3 presente nas células,

validando o silenciamento.

Figura 5: Morfologia das células 4T1 shRNA-SCRB (A) e 4T1 shRNA-Gal-3 (B) observadas ao
microscopio invertido, apds a confluéncia.

E E
200 pm 200 pm

Figura 6: Detecgdo por imunofluorescéncia de Gal-3 nas células 4T1 shRNA-SCRB (B), nas
células 4T1 shRNA-Gal-3 (C) em (A) controle negativo da reagdo.
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Figura 7: Quantificacdo da expressio de Gal-3 por imunofluorescéncia nas células 4T1
shRNA-SCRB e nas células 4T1 shRNA-Gal-3.

5.3 Analise das proteinas identificadas e quantificadas pelo estudo
protedmico do secretoma das linhagens celulares 4T1 shRNA-SCRB e 4T1
shRNA-Gal-3

Um total de 342 proteinas comuns aos dois grupos estudados 4TI
shRNA-SCRB e 4T1 shRNA-Gal-3 foram identificadas e quantificadas pela
analise protedmica. Com o intuito de identificar dentre essas proteinas quais
apresentavam diferenca de abundancia significativa entre a linhagem 4Tl
shRNA-Gal-3 e a linhagem 4T1 shRNA-SCRB, foi feita uma andlise estatistica
no programa Perseus para a constru¢do do volcano plot. A figura 8, mostra o
resultado obtido no qual cada circulo representa uma proteina. Os circulos em
vermelho representam as proteinas que possuem abundancia significativamente
aumentada com (p-valor < 0.05 e Fold Change > 1,4) em 4T1 shRNA-Gal-3 em
relacdo a linhagem 4T1 shRNA-SCRB (Quadro 2 em anexo) e os circulos em azul
representam as proteinas que apresentaram abundancia significativamente
diminuida em 4T1 shRNA-Gal-3 (p-valor < 0.05 e Fold Change < 0,71) em
relagdo a linhagem 4T1 shRNA-SCRB (Quadro 3 em anexo).
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Figura 8: Volcano Plot mostrando as proteinas com diferengas de abundancia significativa no
secretoma da linhagem celular 4T1 shRNA-Gal-3 em relag@o a linhagem 4T1 shRNA-SCRB. Os
circulos vermelhos representam as proteinas que apresentaram diferenga de abundancia
significativamente aumentada e os circulos azuis representam as proteinas que apresentaram a
abundancia significativamente diminuida em 4T1 shRNA-Gal-3 em relagdo a 4T1 shRNA-SCRB.



Accessior Gene Name Deexcription Fold Chanze p-value

QSERLD Prs22 Braiin-specific serine protease 4 05=Mus musoul s OX=10090 GN=Prss22 PE=2 5y=2 3.501 1.99E€-05
006390 Cly Clusterin O5=Mus musculus OX=10090 GN=Ch PE=1 5v'=1 2.470 1.40E-05
PL1268 anv Emwelope ghyoo pro tein O5=Radiation murine keukemia virus OX=11787 GN=snv PE=3 5V=2 2.368 1.12E-05
BIL7E4 any Emvelope glycoprotein O5=Radiation murine leukemia virus fstrain Kaplan] 0X=31683 GN=env PE=135V=1 2.368 1.12E-05
P35a4] Thizs1 Thrambospondin-1 Of=Mus musculus 0%= 10090 GN=This1 PE=15V=1 2295 1.57E6-04
QAEPL2 Chtnl Calsyntenin-1 O5=Mus musoulus OX= 10090 GN=Chinl PE=15V=1 2.262 1.420-05
Q61531 IgTop? Inzuliin-like growth factor-binding protein 7 O5=Mus musculus OX=10030 GN=Igfbp? PE=1 5V=3 2260 1.75E-05
PIG7aT7 Cusl Procathemin L O5=kus muscules OX=10030 GN=Cisl PE=1 Sv=2 2.258 8.19E-05
1887 B2m Beta-2-micr oglobulin 05=Mus musculus OX=10090 GN=B2m PE=15V=2 2255 4. 88E-04
P49935 Cish Pro-cathepsin H O5=Mus muscubus OX=10090 GN=Cish PE=1 5V=2 2.146 7.62E-04
PO3386 env Enveloge ghyoo protein D5=4KV murine leukemia virus OX=11791 GN=em PE=1 SV=1 2.1n 8.16E-06
Q61207 Psap Prosaposin 05=Mus muscubus OX=10090 GN=Psap PE=1 SW/=2 2.018 4.45E-05
Q00433 Cpe Carbaxy peptidase £ OS=Mus musculus OX=10090 GN=Cpe PE=1 Sv=2 2.013 3.41E-05
Q62165 Dagl Dystroghycan 1 05=Mus musculus OX=10090 GN=Dagl PE=15V=4 1.974 3.99E-04
P24363 Ppib Peptidybprolyl co-trans isomernase B 05=Mus muscuhs OX=10090 GN =Ppib PE=1 Sv=2 192 1.97E-04
055123 Mmpld Stromebysin-2 O5=Mus musculys OX=10090 GN=Mmp10 PE=2 5y=1 1918 3.75E-04
PI8063 Bmpl Bane morphagenetic protein 1 05=Mus musoulus 0X=10090 GN=Bmpl PE=1 Sy=2 189 5.30E-06
P25785 Timp2 Mz tallo pro teinase inhibitor 2 05=Mus musoulus OX%=10090 GN=Timp2 PE=15V=2 1866 1.22E-04
Q9n1ls Htral Serine protease HTRA L O5=Mus musculus DX=10030 GN=Htral PE=1 SV=2 1axn 3.34E-04
miass3 Hefm Meurafilam ent medium poly peptide 05=Mus musoulus 0X=10090 GN=Nefm PE=15V=4 178 3.73E-05
QI3 g Carbawy peptidase 0 05=Mus muscuhs 0X%= 10090 GN=Cog PE=1 5V=1 1.780 7.57E0-04
060663 Hnrnged Heterogeneaus nuc kear ribo nucle oprotsin DO OS=Mus musculus OX=10090 GN=Hnrnpd PE=1 S=2 1.766 1.17E-04
Q06335 Agip2 Amyloid beta precursor ke protsin 2 O5=Mus musculus OX=10090 GH =4 plp2 PE=1 5V=4 176 9.78E-06
Q6lass Foolce Procollagen C-endopeptidase enhancer 1 05=Mus musculus OX=10090 GN=Pookce PE=15V=2 1.720 3.26E-05
P2A862 Mimp3 Stromehysin-1 05 =Mus musculus OX=10090 GN=Mmp3 PE=2 5V=2 1.706 1.35E-04
Q61147 Cp Cenuloplasmin O5=Mus musoubus 0X%= 10080 GN=Cp PE=1 SW=2 1.3z 2.33E-04
P23168 a8 Gag polypro tein O 5= Murine leukemia vires {strain DEF27 ) OX=31688 GN=gag PE=315v=3 1.636 1.62E-03
P21460 =13 Cystatin-C 05=Muw musculus OX=10090 GN=Cst3 PE=15v=2 1.663 5.54E-05
P5273 Efnal Ephrin- ALl O5=Mus muscubus O¥=10090 GN=Efnal PE=1 5W=1 1.660 2.47E-04
MG2137 Pppleca Sering/ thregnine-peo tein phosghatase PPL-alpha catal ytic subunit O 5=Mus musculus OX=10090 GN =Ppplca PE=1 Sv=1 1612 1.32E-02
oAcRR2 Tmemd2 Transmembrane protein 42 08=Mus muscublus 0X= 10090 GN=Tmemd2 PE=25V=1 1.530 5.10E-05
POLO27 ] Complement C3 05 =Mus muscuius OX=10090GN=C3IPE=15v=3 1573 2.53E-04
Q9ivuo Fam3c Protein FAM3C O5=Mus musculus OX=10090 GN =Fam3c PE=1 5V=1 1.557 3.09E-05
Qarra? Lgaks3bp Gabectin-3-inding pro tein O5=Mus musculus 0X=10090 GN=Lgakibp PE=1 Sv=1 1.5% 7.43E0-04
P12023 App Ak id-beta precursar protein O5=Mus musoulus 0X= 10090 GN=App PE=1 Sv=3 1513 3.85E-03
PaI023 Prdad Poor gairedigdin-5 _ miitoc ho ndrial O 5=Mus muscubus 0X=10090 GN =PrdxS PE=1 5V=2 1.500 2.33E-02
QGPESS Pagirl Platelet-derived growth factor recepta r-lie protein O5=Mus musculus OX=10090GN =Pdgir PE=25V=1 1.430 6.13E-03
Q61463 Msin Mesgthalin 05=Mus musoulus OX=10090 GN=Mzin PE=1 5V=1 1.471 2.15E-04
rl4211 Calr Calreticulin 05=Mus musculus OX= 10030 GN=Calr PE=1 5v=1 1.460 6.73E-05
0A0ZR4 Qaf Dt at first protein homolag 05=Mus muzculus 0X=10090 GN=Daf PE=2 5v=1 1.451 1.16E-03
LLEL R H2-K1 H-2 diass | histocompatibility antigen_ K-W 23 alpha chain 05 =Mus musculus OX=10090GN=H2-K1PE=15V=2 1.435 1.34E-02
CADAUT Wide2 WA Tour-disulfide coredomain protein 2 O5=Mus musculus OX= 10030 GN='Widc2 PE=1 SW=1 1.430 1.85E-05
P50543 5100411 Protein S100-411 O5=Mus musculus OX=10090 GN=5100a11 PE=1 5v=1 1.418 9.83E-04
PS0228 Cxcls C-¥-C motif chemokine § 05=Muws mucubus OX=10090 GN=CxclS PE=15V=2 1.415 4.01E-02

Quadro 2: Proteinas que possuem abundéincia significativamente aumentada (p-valor <0.05) e
Fold Change > 1,4 em 4T1 shRNA-Gal-3 (circulos vermelhos do volcano plot).



Accession Gene Name Description ald Clmm p-value

Fos041 Fek2 Phosphoglycerste kinase 2 03=Mus musculus OX= 10090 GN=Pgk2 PE=15v=4 1a4sE-04
ag4727 vd Vinculin OS=Mus musculus OX=10090 GN=Vcl PE=15V=4 0.704 124603
Fa0881 Hmgb2 High mability group protein 82 05=hus musculus 0X=10050 GN=Hmgh2 PE=15V=3 0.702  TOSE-G3
F20152 vim Vimentin 03=Mus musculus 0= 10090 GN=Vim PE=15V=3 0.701 41304
FE3158 Hmebl High mability group protein 81 05=hus musculus 0X=10050 GN=Hmgb1 PE=15V=2 0.701 637E-03
F14152 Mdhi Malate dehydrogenase_ oytoplasmic 05=Mus musculus 0X=10050 GN=Mdh1 PE=1 Sv=3 0.700 23402
ascrug Glal Lactoylglutathions lyase 05=Mus musculus 0X=100590 GN=Glod PE=1 5V=3 0.700 18304
Pa5573 Rpli2 Large ribosomal subunit protein ul11 05=Mus musculus OX=10090 GN=Rpl12 PE=15v=2 0.8%6 131503
Q7TMM3  Tubh2s Tubuiin beta-24 chain 05=Mus musculus OX= 10090 GN=Tubb2a PE=1 Sv=1 0.896 650604
QSCWF2 | Tubb2b Tubuiin beta-2B chain 05=Mus musculus OX= 10090 GN=Tubb2b PE=1 Sv=1 0.896 650604
QsRoE2 Plodl Procollagen lysine_2-cxaglutarste S-diowygenase 1 05=Mus musculus OX= 10090 GN=Plod1 PE=1 Sv=1 0.895 13702
PE2E31 Esflal " Elongation factor 1-alpha 2 08=Mus muscuius OX= 10090 GN=Eef1a2 PE=1 8/=1 0.695 923k
PEozis ca3 T-complex protein 1 subunit gamma 08=Mus musculus OX=10090 GN=Cct3 PE=1 0.594 T4
Pi0128 Eeflal Elongstion factor 1-alpha 1 08=Mus musculus O¥= 10090 GN=Eefial PE=1 V=3 0.891 238E05
PoSoa4 TubkSs Tubulin beta-5 chain 08=Mus musculus 0 %=10090 GN=TubbS PE=1 v=1 0557 67:E M4
PES372  Tubbdb Tubuiin bet=-4B chain 05=Mus musculus OX= 10090 GN=Tubb4b PE=1 Sv=1 0.582 26404
PE2506 Hacl Histone H4 05=Mus musculus OX=10090 GN=H4cl PE=15V=2 0532 15504
PES362  Tubsda Tubulin alpha-44 chain 05=Mus musculus OX=10090 GN=Tuba4a PE=15V=1 0.531 530504
Q4457 Gapdhs Glyceraldehyde-3 phosphate dehydrogensse_ testis-specific 05=Mus musculus %= 10090 GN=Gapdhs PE=1 S¢=1 0.573 95303
Q87105 Clicl B Chioride intracellular channel protein 108=Mus musculus OX=10090 GN=Clic1 PE=1 Sv=3 0676 266603
Psa321 Uchi4 Ubiquitin carboxykterminal hydrolase isozyme L4 05=Mus musculus OX=10090 GN=Uchl4 PE=2 9¢=1 0.575 1002
POS213 Tubslb i Tubulin slpha-18 chain 05=Mus musculus 0%=10090 GN=Tuba1h PE=15V=2 0.575 104803
002553 Dpysi2 Dihydropyrirmidinase-relsted protein 2 05=Mus musculus 0X=10080 GN=Dpysl3 PE=15V=1 0.572 110604
Q1206 Pafshit2 Platelet activating factor acetyhydrolase B subunit alpha2 0S=Mus musculus 0X- 10090 GN=Pafah 162 PE= 15V=2 0.563 278603
aglies Tslp Thymic stromal ymphopoistin 05=Mus musculus O¥=10090 GN=TslpPE=19/=1 0.855 380603
PRO314 Cet2 T-complex protein 1 subunit beta 0S=Mus musculus O¥=10090 GN=Cct2 PE=1SV=4 0652 92105
PE3323 Rps12 Smallribosomsl subunit protein 8512 O=hus musculus 0X=10050 GN=Rps12 PE=1 S1=3 0547 21204
31001 Des Desmin 0S=Mus musculus 0¥=10050 GN=Des PE=1 5V=3 0544 972E05
P21550 Eno3 Beta-enolass 05=Mus musculus O¥= 10090 GN=Eno3 PE=1 SU=3 0541 505606
Pi7182 Enal Alpha-anclass 05=Mus musculus O¥=10090 EN=Enal PE=15V=3 0.540 D4%E-04
a1 Hnrngf Hetemgeneous nuclesr ribonudleoprotein F 0S=Mus musculus 0¥=10050 GN=Hrrngf PE=1 V=3 0838 345504
Qg7 Rrhl Ribonucleass inhibitor OS=Mus musculus O¥%=10080GN=Rnhl PE=15V=1 087 308503
QSBHNZ  Gsnab Neutrsl alphs-glucosidsss AB 05=Mus musculus 0¥=10090 GN=Ganab PE=1 Sv=1 086 350604
Q32274 Tubbs Tubulin bets-6 chain 05=Mus musculus 0 %=10050 GN=Tubb& PE=1 V=1 080 53205
P40124 capl Adenylylcydase assnciated protein 1 05=Mus musculus0X= 10090 GN=Cap1 PE=1 Su=4 080 317806
F15858 Gapdh Glyceraldehyde-3 e dety 0S=Musmusculus OX= 10090 GN=Gapch PE=15V=2 0.830 268503
Pa0142 Tkt Transketolase 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Tit PE=1 V=1 0516 38%-05
Fo7051 510054 Protein 5100-A4 05=Mus musculus 0X=10050 GN=5100s4 PE=15V=1 0.505 274605
055183 stel Stanniocalcin-1 05=Mus musculus OX= 10090 GN=Stc1 PE=2 S¥=1 0.5% 145605
F10805 [==1 Cathepsin 8 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Ctsb PE=1 5¥=2 0.5 40404
P1B&7S Ctsa Lysosomal protective protein 05=Mus musculus 0X=10030 GN=Ctsa PE=15V=1 0.594 639803
035737 Hnmphl ' nuclear ribonuc inH 0S=Mus musculusOX=10090 GN=Hnrnph1 PE=15V=3 0.591 541505
F34884 Mif Macmphg! migration |m|nmry factor 0S=Mus musculus 0X=10030 GN=Mif PE=1 S\¥=2 0.5%0 123603
POG745 Gpi Glucose-6-phosphate isomerase 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Gpi PE=1 §V=4 0.586 2.81e-05
POSOE4 Aldoa Fructase-bisphosphate aldolsss A OS=Mus musculus DX=10090 GN=Aldos PE=15V=2 0.585 28304
P52430 Pim Pyruvete kinase PKM 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Pkm PE=1 Sv=4 0.57% 108605
QEaKCS Ipas Importin-5 05=Mus musculus OX=10050 GN=IpaS PE=1 =3 0.572 213805
QacaD4 CopsTa COP9 signalosome complex subunit 7a 05=Mus musculus OX=10050 GN=CopsTzs PE=15V=2 0.566 145E-03
P54071 Idh2 Isocitrate dehydrogenass [NADF]_ mitochendrial OS=Mus musculus OX= 10030 GN=Idh2 PE=1 v=3 0.563 426508
FO5151 Ldha L-lsctate dehydrogenase A chain O5=Mus musculus OX=10050 GN=Ldhs PE=15V=3 0.543  TS0E05
QgasLy Arf2 ADP-ribosylation factor 2 08=Mus musculus OX= 10090 GN=Arf2 PE=15V=2 0.547 352304
P41245 Mmps Matrix metalloproteinase-3 05=Mus musculus OX=10090 GN=Mmg3 PE=15v=2 0.545 608E-05
17751 Tpil Triosephosphate somersse 05=hus musculus 0X=10050 GN=Tpil PE=15V=5 0.538 371504
Pi7183 EnaZ Gamime-enalase 05=Mus musculus 0X=10030 GN=Eno2 FE=15V=2 0.5 715607
PE3242 EifSa Eukaryotic translation initiation factor 54-1 05=Mus musculus OX= 10090 GN=EifSa PE=1 Sv=2 0.5%0 435505
083783 FS Coagulation factor V 05=Mus musculus OX=10090 GN=F5 PE=1 Sv=1 0.526 550606
PE2774 Mpn Mystrophin 05=Mus musculus 0%=10090 GN=Mtpn PE=1 Sv=2 0.522 78305
Qs00m Fgml Phosphoglucomutase-1 05=Mus musculus OX=10090 GN=Pgm PE=1 SV=4 0.520 9.606-07
Q1166 Maprel Microtubule-associated protein RF/ E8 family member 105=M culus OX=10090 prelPE=15V=3 0.512 T3TEOS
FoS063 Aldoc Fructose- bisphosphate sldolass C0S=Mus musculus OX=10090 GN=Aldoc PE=15V=4 0.505 235605
Qs0ass M=p S-methyt 5'-thicad enasine phospharylase 05=Mus musculus OX= 10090 GN=Mt=p PE=1 SV=1 0.504 427505
PE1205 Af2 ADP-ribosylation factor 3 05=Mus musculus OX=10090 GN=A3 PE=25V=2 0499 42%-04
PoS411 Peki Phasphogtycerste kinase 1 03=Mus musculus OX= 10090 GN=Pgk1PE-15/=4 0489 251505
Paa07E Al ADP-ribasylation factor 1 05=Mus musculus OX=10090 GN=Arf1 PE=15V=2 0463 30%E-04
P28ES6  Napll Nucleosome assembly protein 1ike 1 05=Mus musculus 0X=10050 GN=N=plil PE=1 3v=2 0463 133605
PE1750 Arf4 ADP-ribasylation factor 4 05=Mus musculus OX= 10090 GN=Arf4 PE=15V=2 0455 148203
PRanas ArfS ADP-ribasylation factor 5 05=Mus musculus O¥= 10090 GN=Ar5 PE=15V=2 0455 148203
Q5ROPS Dstn Destrin 03=Mus musculus 0%=10090 GN=Dstn PE=1 SV=3 0.455  135E07
PSO247 Ahcy Adenosylhomacystainase 05=Mus musculus OX=10050 GN=2hcy PE=1 51=3 0.454 225606
70877 Casp3 Caspase-3 08=Mus musculus OX=10090 GN=Casp2 PE=1 5v=1 0438 123:03
Pgazie H3c2 Histone H2.2 05=Mus musculus OX= 10090 GN=H3c2 PE=1 /=2 0.438 63203
P15110 Lgak3 Galectin-3 05=Mus musculus OX=10090 GN=Lgals3 PE=13V=3 0.426 63205
Po2301 H35 Histone H3.3C 05=Mus musculus 0X%=10050 GN=H3-5 PE=3 $\=3 0.376 65307
PRa2as HZ 3= Histone H3.3 08=Mus musculus 0X=10090 GN=H3-3= PE=1 §1=2 0.376 65307
asoa00 Tipal Alpha-tocopherol transfer protein-like 05=Mus musculus OX=10090 GN=Ttpal PE=15V=3 0.376 65307
025244 Idhi Isocitrate dehydrogenase [NADF] oytoplesmic 0S=Mus musculus OX= 10030 GN=lch1 PE=15=2 0.347 482506
Qg2433 Ndrgl Frotain NDRE1 05=Mus musculus O¥= 10090 GN=Ndrg1 PE=1 Sv=1 0.343 475605
P4SITE Akribl Aldo-keto reductase family 1 member B1 0%=Mus musculus 0X=10050 GN=Akr1b1 PE=15V=3 0.341 215606
QsROP2 Esd Sfammylglutathions hydrolass 05=Mus musculus 0¥=10090 GN=Esd PE=15\=1 0338 638505
PoSS51 Nefi Neurofilamert light polypeptide 0S=Mus musculus 0X=10050 GN=Nefl PE=15V=5 0331 610603
003529 Capr2 Calpsin-2 catalytic subunit 03=Mus musculus 0¥=10090 GN=Czpn2 PE=15V=4 0234 130607
azuus Scimp SLPadapter andtsx.inmamng membrane protein 05=Mus musculus 0¥%=10090 GN=Scimp PE=1 SV=1 0257 170601
ascss2 Prps2 Ribo inase 2 05=Mus musculus 0X=10050 GN=Prpsd PE=15V=4 0233 274605
OF9RE  Smared? | SWI/SNFrelated matrix associsted amnependmt regulator of chomatin subfamily O member 205=Mus musculusOX=10090 GN=Smarcdd PE=15V=  0.217 538604
P47757 Capzb F-actin-capping protein subunit beta 05=Mus musculus OX=10090 GN=Capzb PE=135V=3 0.137 213602
P14065 S100s6 Protein 5100-A8 05=Mus musculus 0¥=10050 GN=S100s5 PE=15V=3 0.031 2420

Quadro 3: Proteinas que apresentaram abundéncia significativamente diminuida (p-valor <0.05) e
Fold Change < 0,71 em 4T1 shRNA-Gal-3.



5.4 Analise de Gene Ontology realizada com as proteinas que apresentaram
diferenca de abundancia significativa entre o secretoma da linhagem celular

4T1 shRNA-Gal-3 em relacdao a 4T1 shRNA-SCRB

A andlise de Gene Ontology foi realizada na plataforma String com as 130
proteinas que apresentaram diferencas de abundancia significativas em 4T1
shRNA-Gal-3 em relagdo a 4T1 shRNA-SCRB. Destas, 86 proteinas
apresentaram abundancia diminuida e 44 proteinas apresentaram abundancia
aumentada e foram analisadas separadas. A figura 9, mostra os graficos de
Enriquecimento em Processos Biologicos obtidos nesta anélise. Podemos observar
que, as proteinas diminuidas no secretoma da 4T1 shRNA-Gal-3 (Figura 9A)
foram classificadas em processos como metabolismo de hexose e glicose além do
catabolismo de carboidratos. J4 as proteinas aumentadas no secretoma da 4TI
shRNA-Gal-3 (Figura 9B) foram classificadas em processos envolvendo

regulacdo da atividade hidrolitica, da proteolise e da atividade de peptidases.

A | Bickogpen| Pruscaie (Ganu Ginclogy| envithan B Biogitzal Process (Gene Oetology] erchment
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Figura 9: Andlise de Gene Ontology feita na plataforma String mostrando os 10 processos
bioldgicos mais enriquecidos com as proteinas secretadas que apresentaram abundancia diminuida
(A) ou aumentada (B) em 4T1 shRNA- Gal-3 em relacdo a 4T1 shRNA-SCRB.

Os graficos de Enriquecimento em Fun¢do Molecular obtidos com as proteinas
com abundancia diminuida (Figura 10A) ou aumentada (Figura 10B) em 4T1
shRNA-Gal-3 em relacdo a 4T1 shRNA-SCRB sao apresentados na figura 10.
Podemos observar em A que a maioria das proteinas secretadas com abundancia
diminuida foram classificadas em fun¢des moleculares como ligacdo de pequenas

moléculas e atividade de moléculas estruturais. J& em B, a maioria das proteinas
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secretadas com abundancia aumentada foram classificadas em fungdes
moleculares como ligacdo do receptor de sinalizacdo e atividade reguladora de

peptidase.
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Figura 10: Analise de Gene Ontology feita na plataforma String (https://string-db.org/) mostrando
as 10 fungdes moleculares mais enriquecidas com as proteinas secretadas que apresentaram
abundancia diminuida (A) ou aumentada (B) em 4T1 shRNA-Gal-3 em relagdo a 4Tl
shRNA-SCRB.

A figura 11, mostra os graficos obtidos na andlise das Vias de Sinalizagdo do
Reactome. Podemos observar que as proteinas presentes no secretoma que
apresentaram abundancia diminuida em fung¢do do silenciamento da Gal-3 (Figura
11A) foram classificadas em vias de sinalizacdo relacionadas ao metabolismo de
glicose, glicolise e gliconeogénese, ja as proteinas que apresentaram abundancia
aumentada no secretoma da linhagem 4T1 shRNA-Gal-3 (Figura 11B) foram

classificadas em vias de sinalizacao relacionadas a organizagao da MEC.

E‘ Factrns Ealinas snashmiant

Figura 11: Andlise de Gene Ontology feita na plataforma String (https://string-db.org/) mostrando
as 10 vias de sinalizacdo do Reactome mais enriquecidas com as proteinas secretadas que
apresentaram abundancia diminuida (A) ou aumentada (B) em 4T1 shRNA-Gal-3 em relacdo a
4T1 shRNA-SCRB.
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5.5 Anailise da rede de interacdes proteina-proteina no secretoma da

linhagem 4T1 shRNA-Gal-3 em relacio a linhagem 4T1 shRNA-SCRB

Com o objetivo de analisar como as proteinas com diferencas de abundancia
significativamente diminuidas, que foram classificadas em processos bioldgicos e
vias de sinaliza¢do relacionadas ao metabolismo de carboidratos e glicose no
secretoma da linhagem celular 4T1 shRNA-Gal-3, interagem entre si, nds
construimos a rede de interagdo proteina-proteina (PPI Network) na plataforma
String. A figura 12 mostra o resultado obtido, podemos observar a formagao de
uma rede bastante significativa com um p-valor inferior a 1.0 x 10™'° (p < 1.0e-16)
para o seu enriquecimento. Nesta figura, podemos observar também, as proteinas
coloridas marcadas com as cores dos processos biologicos e vias de sinalizagao

mostrados na tabela ao lado da rede de PPI formando um nicho no interior desta.

Na figura 13, temos o resultado da rede de PPI obtido com as proteinas com
diferengas de abundancia significativamente aumentadas, que foram classificadas
em processos bioldgicos e vias de sinalizacdo relacionadas a regulacao da
atividade proteolitica, atividade de peptidase e organizacdo da MEC no secretoma
da linhagem celular 4T1 shRNA-Gal-3. A rede de interagdes proteina-proteina
apresentou um enriquecimento com um p-valor inferior a 1.0 x 10™° (p < 1.0e-16)
apresentando um ntimero de interagcdes maior do que o esperado para o numero de
proteinas analisadas. Podemos observar as proteinas coloridas classificadas nos
processos biologicos e vias de sinalizacdo de acordo com as cores mostradas na

tabela ao lado da rede de PPI.
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Figura 12: Rede de interagdes proteina-proteina com as proteinas que apresentaram diferenga de
abundancia significativamente diminuida no secretoma da 4T1 shRNA-Gal-3 em relagdo a 4T1
shRNA-SCRB.

etk s

Figura 13: Rede de interagdes proteina-proteina com as proteinas que apresentaram diferenga de
abundancia significativamente aumentadas no secretoma da 4T1 shRNA-Gal-3 em relagdo a 4T1
shRNA-SCRB.

5.6 Analise de heatmap feita com proteinas que apresentaram diferencas de
abundincia no secretoma das células 4T1 reguladas negativamente para

Gal-3

Podemos observar a reprodutibilidade entre as 3 replicatas experimentais
analisadas para cada secretoma estudado. Nas replicatas em que a proteina

aparece marcada de vermelho sua abundancia estd aumentada e de azul sua
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abundancia estd diminuida (Figura 14). E podemos observar as principais

proteinas e suas fungoes (Quadro 4).

row min row max

Figura 14: Heatmap (programa Morpheus) das principais proteinas com diferenca de abundancia
significativa classificadas nos processos de metabolismo de carboidratos (diminuida) e nos
processos de reorganizacdo da MEC (aumentadas).

Proteinas Funcao Referéncia
Prss22 Regulacdo do (GENECARDS, 2025)
desenvolvimento das vias
aéreas
Thbsl1 Regulagdo da angiogénese e al (GENECARDS, 2025)
adesao celular
Ctsl Degradacao de proteinas € | (PROTEIN ATLAS, 2025)




remodelacdo celular

Dagl

Ligacdo da matriz
extracelular ao citoesqueleto

(GENECARDS, 2025)

Mmp10

Degradacao de componentes
da matriz extracelular e esta
associada a progressao
tumoral

(GENECARDS, 2025)

Bmpl

Processamento de proteinas
da matriz extracelular e esta
envolvida na formagdo dssea

(Santos e cols., 2005)

Timp2

Regulagdo da remodelagao daj
matriz extracelular e a
progressao do cancer

(Escalona e cols., 2020)

Htral

Regulacdo da sinalizagdo do
TGF-beta e na homeostase
celular

(Chen e cols., 2021)

Cpq

Degradacdo de peptideos

(GENECARDS, 2025)

Aplp2

Adesao celular e na
sinaliza¢do neuronal

(GENECARDS, 2025)

Pcolce

Atuacao na atividade da
endopeptidase do colageno

(GENECARDS, 2025)

Mmp3

Degradacdo dos componentes
da matriz extracelular e esta
envolvida na inflamacgao e
progressao tumoral

(GENECARDS, 2025)

Cst3

Regulacdo da resposta
inflamatoria e na funcdo renal

(Fernando e cols., 2020)

Efnal

Regulagdo da migracao
celular e da angiogénese

(Zhang e cols., 2021)

C3

proteina do sistema
complemento, essencial para
a imunidade inata

(GENECARDS, 2025)

App

Proteina precursora do
amiloide, envolvida na
funcdo sinaptica e na doenca
de Alzheimer

(GENECARDS, 2025)

Prdx5

Protecao contra o estresse
oxidativo

(UNIPROT, 2025)

Wfdc2

Atuagdo na imunidade inata e
na progressio do cancer

(Bingle e cols., 2006)

Pgk2

Metabolismo energético e
sobrevivéncia de células
tumorais

(Wu e cols., 2020)

Mdh1

Enzima do ciclo do acido

citrico

(GENECARDS, 2025)
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Gaqpdhs Atuacao em metabolismo de (GENECARDS, 2025)
carboidratos
Eno3 Atuag@o no musculo (GENECARDS, 2025)

esquelético (glicolise e no
metabolismo energético)

Enol Atuacdo na glicolise, respostal (Li e cols., 2024)
celular ao estresse
Gapdh Atuacdo na glicolise e (GENECARDS, 2025)
apoptose
Tkt Atuacdo na sintese de (Deshpande e cols., 2019)
nucleotideos
Gpll Atuacdo como enzima (NCBI, 2025)

glicolitica (citoplasma) na
sobrevivéncia de neurénios

motores
Aldoa Atuacdo na glicolise e (GENECARDS, 2025)
progressdo do cancer

Pkm Glicdlise e proliferacao (UNIPROT, 2025)
celular

Ldha Conversao de piruvato em (UNIPROT, 2025)
lactato

Tpil Atuagdo na glicolise e na (Jin e cols., 2022)

oliconeogénese
Eno2 Atuacdo na glicolise e (GENECARDS, 2025)
desenvolvimento neuronal
Pgml Metabolismo de carboidratos (NCBI, 2025)
Aldoc Atuagdo na glicolise ena | (PROTEIN ATLAS, 2025)
func¢do neuronal
Pgkl Atuagdo na glicolise e na (Zhang e cols., 2023)
regulagdo do metabolismo
celular
AKkrlbl Atuacdo na glicolise (GENECARDS, 2025)
Prps2 Atuacdo na sintese de (Lu e cols., 2023)
nucleotideos

Quadro 4: Principais proteinas com diferenga de abundéncia significativa classificadas nos
processos de metabolismo de carboidratos (diminuida) e nos processos de reorganizagdo da MEC

(aumentadas), e suas fungdes.

6. DISCUSSAO

A Gal-3 ¢ uma lectina com papel relevante em varios fendmenos biologicos,
incluindo os eventos de interagdo célula-célula e célula-matriz, bem como uma

lectina com fun¢do anti-apoptotica. Nas neoplasias o seu aumento esta
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relacionado com o desenvolvimento, progressao e contribui¢do para 0s processos
metastaticos (Nangia-Makker e cols., 2008). A Gal-3 derivada de tumores tém um
papel relevante nas células do sistema imunologico tanto promovendo inflamagao
quanto levando a diminui¢do da resposta inflamatoria (Zhao e cols., 2009;
Cardoso e cols., 2016). A Gal-3 produzida pelo tumor tem um papel na biologia
do proprio tumor, como nas células do microambiente tumoral. Nas células de
carcinoma mamario humano MDA-MB-231, a Gal-3 e a integrina Beta-1 sao
endocitadas via caveolae, modulando assim a disponibilidade desta integrina para
adesao tumoral (Ilmer e cols., 2016). Este dado corrobora o seu papel na célula
tumoral facilitando a adesdo as proteinas da matriz o que poderia levar a sua
retengdo no nicho primario do tumor ou dependendo de outros fatores como a
produgcdo de metaloproteinases, poderia facilitar sua migragdo e portanto a

metastase.

Em nosso trabalho, primeiramente optamos por trabalhar com clones das
linhagens shRNA-Gal-3 e shRNA-SCRB na tentativa de minimizar a
heterogeneidade entre as células tumorais. Surpreendentemente obtivemos clones
que apresentaram silenciamento da ordem de 40 a 50%. E em dois clones tivemos
um silenciamento da ordem de 90%. Esses nossos dados refor¢am a importancia
da clonalidade para obtencdo de dados mais proximos a condi¢do do tumor
primario. Nos artigos que usaram o silenciamento em linhagens de cancer de
coOlon, os autores ndo trabalharam com clones (Bhattacharyya e cols., 2014), de
forma que o nosso trabalho neste aspecto propde a importancia da clonalidade.
Apds o silenciamento, a Gal-3 residual foi detectada majoritariamente no
citoplasma, em uma distribuicdo semelhante as células ndo silenciadas, porém
com muito menos intensidade, dado que foi corroborado na detec¢dao da proteina
por immunoblotting. Em células do sistema imunolégico como as células NK, a
Gal-3 ¢ expressa principalmente no nucleo e citoplasma, o que corrobora com sua
funcdo de citotoxicidade e independéncia do meio extracelular (Brittoli e cols.,

2018).

Outro ponto importante a ser discutido ¢ a capacidade da Gal-3 de interagir
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com os Gags quando estes se encontram menos sulfatados (Bhattacharyya e cols.,
2017). Em trabalho anterior do grupo (Pereira e cols., 2019), foi demonstrado um
aumento de Arilsulfatase B (ARSB) nas células silenciadas para Gal-3, o que
indicaria uma maior remocdo dos grupos sulfatos do condroitin 4 proteoglicano
(CSPG4). Este dado poderia explicar em parte a presenca ainda da Gal-3 no
citoplasma devido a uma maior interagcdo entre eles, o que poderia levar a uma
menor disponibilidade do CSPG4 na superficie celular. O papel da Gal-3 na
interacdo entre os grupos sulfatos deve ser melhor investigada em trabalhos
futuros, uma vez que a maior ou menor disponibilidade dos PGs na superficie

celular poderia alterar a relagao da célula tumoral com os elementos da MEC.

No modelo experimental usando células de carcinoma mamario 4TI, o
silenciamento da Gal-3 levou a uma mudanga de fendtipo nestas células (Pereira
e cols., 2019), com a diminui¢do de moléculas de adesdo na membrana celular.
Em paralelo, as células aumentaram os niveis de condroitin sulfato, versican
responsavel pela migragdo celular, além de aumentarem a expressdo de
metaloproteases. A diminui¢do da Gal-3 na célula tumoral culminou com uma
maior capacidade migratoria tanto in vivo quanto in vitro. O conjunto dos dados
descritos neste trabalho sugere que a Gal-3 controla eventos complexos, o que
neste modelo experimental indica que a sua presenga nas células favorece um
atraso na migracdo ¢ metastase para a medula 0ssea, portanto um marcador de

bom progndstico.

Considerando que as modificagdes descritas nas células 4T1 silenciadas para a
Gal-3 envolvem regulagdo positiva e negativa de sintese de proteinas e PGs, nos
partimos para uma analise ampla do padrido de secre¢do de proteinas por estas
células. Na literatura, encontramos esta abordagem para subclones de células 4T1
com capacidades metastasicas diferenciadas (Erin e cols., 2018). Neste trabalho,
os autores demonstram que a preferéncia de metdstase para 6rgaos como figado,
cérebro e coragdo esta associada a diferengas nas proteinas secretadas. Dentre as
500 proteinas secretadas, oitenta e cinco foram significativamente alteradas nas

células metastaticas incluindo fibulina-4, BMP-1 (bone morphogenic protein-1),
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TGF-B1, MMP-3, MMP-9, and Thymic Stromal Lymphopoietin.

Neste trabalho, dentre as 342 proteinas identificadas e quantificadas nas
linhagens celulares estudadas, identificamos 130 proteinas com diferengas de
abundancia significativas. Dentre estas, 44 proteinas apresentam abundancias
significativamente aumentadas e 86 apresentam abundancias significativamente
diminuidas na linhagem 4T1 silenciada para Gal-3. A andlise de Gene Ontology
mostrou que, essas proteinas com maior abundancia foram classificadas em
processos bioldgicos, fungdes moleculares e vias de sinalizagcdo relacionadas a
regulacdo da atividade hidrolitica, da protedlise e da atividade de peptidases.
Nossos resultados estdo de acordo com os obtidos por Erin e cols., 2018, que
mostraram aumento da secre¢do de proteinas como metaloproteases nas linhagens
metastaticas. J& na andlise de Gene Ontology as 86 proteinas secretadas que
apresentaram abundancia significativamente diminuidas na linhagem silenciada
para Gal-3 foram classificadas em processos biologicos, fungdes moleculares e
vias de sinaliza¢do relacionadas ao metabolismo de hexose e glicose além do
catabolismo de carboidratos. Mostrando que na célula tumoral sShARNA-SCRB o
metabolismo celular esta totalmente ativo, caracterizando um dos “hallmarks” do
cancer (Schwartz L e cols., 2017), o efeito Warburg. Neste, a célula tumoral
aumenta a glicolise anaerdbica com producdo de lactato em detrimento da
respiracdo mitocondrial, promovendo a carcinogénese (Jiang e Ye, 2025). De fato,
a rede de interacdes proteina-proteina gerada mostrou uma forte interagao de
proteinas como: Enol, AldoA, AldoC, GAPDH, proteinas com papel fundamental
na glicdlise e na gliconeogénese. A célula tumoral mesmo na presenca de
oxigénio prioriza o metabolismo anaerdbico para acelerar a geracao de energia e
promover a proliferacao, sobrevivéncia, crescimento e invasao celular (Pavlova e

cols., 2022).

Comparativamente, na linhagem celular que foi silenciada para Gal-3, esse
metabolismo ¢ diminuido, e a célula tumoral silenciada para Gal-3 aumenta a
secrecdo de proteinas como MMP3, MMP10, THBS1, DAG-1 no intuito de

corrigir a deficiéncia da Gal-3 e promover a migragdo, invasao e angiogénese
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fundamentais para o processo de sobrevivéncia celular e a formacdo de metastase.

7. CONCLUSAO

A presenga da Gal-3 nas células 4T1 scramble estd relacionada ao
metabolismo glicolitico. A diminui¢do da Gal-3 nas células 4T1 esta relacionada
ao remodelamento da matriz extracelular, gerando maior potencial migratorio.
Logo, o modelo in vivo gerado em resultados preliminares, citados anteriormente

na introducao foi validado.
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9. APENDICE
APENDICE A — Artigo submetido 3 publicacéo

Analysis of the secretome of triple negative breast carcinoma cells silenced for
galectin-3; Breast Cancer Research and Treatment; Ref: Submission ID

724375c4-2adf-400e-9a06-63b5£72¢9829.

APENDICE B - Quadro 2

Proteinas que possuem abundancia significativamente aumentada (p-valor <0.05)

e Fold Change > 1,4 em 4T1 shRNA-Gal-3 (circulos vermelhos do volcano plot).

Accession Gene name Description Fold Change p-value
QY9ER10 Prss22 Brain-specific serine protease 4 OS=Mus musculus 3,50 1,99E-05
0X=10090 GN=Prss22 PE=2 SV=2

Q06890 Clu Clusterin OS=Mus musculus OX=10090 GN=Clu 2,47 1,4E-05
PE=1 SV=1

P11268 env Envelope glycoprotein OS=Radiation murine 2,37 1,12E-05

leukemia virus OX=11787 GN=env PE=3 SV=2
P31794 env Envelope glycoprotein OS=Radiation murine 2,37 1,12E-05
leukemia virus (strain Kaplan) OX=31689 GN=env

PE=1 SV=1

P35441 Thbs1 Thrombospondin-1 OS=Mus musculus OX=10090 2,30 0,000157

GN=Thbs1 PE=1 SV=1
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Q9EPL2 Clstnl Calsyntenin-1 OS=Mus musculus OX=10090 2,26 1,42E-05
GN=Clstnl PE=1 SV=1
Q61581 Igtbp7 Insulin-like growth factor-binding protein 7 2,26 1,75E-05
OS=Mus musculus OX=10090 GN=Igfbp7 PE=1
SV=3
P06797 Ctsl Procathepsin L OS=Mus musculus OX=10090 2,26 8,19E-05
GN=Ctsl PE=1 SV=2
P01887 B2m Beta-2-microglobulin OS=Mus musculus 2,25 0,000488
0X=10090 GN=B2m PE=1 SV=2
P49935 Ctsh Pro-cathepsin H OS=Mus musculus OX=10090 2,15 0,000762
GN=Ctsh PE=1 SV=2
P03386 env Envelope glycoprotein OS=AKYV murine leukemia 2,12 8,16E-06
virus OX=11791 GN=env PE=1 SV=I
Q61207 Psap Prosaposin OS=Mus musculus OX=10090 2,02 4,45E-05
GN=Psap PE=1 SV=2
Q00493 Cpe Carboxypeptidase E OS=Mus musculus OX=10090 2,01 3,41E-05
GN=Cpe PE=1 SV=2
Q62165 Dagl Dystroglycan 1 OS=Mus musculus OX=10090 1,97 0,000399
GN=Dagl PE=1 SV=4
P24369 Ppib Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B OS=Mus 1,93 0,000197
musculus OX=10090 GN=Ppib PE=1 SV=2
055123 Mmp10 Stromelysin-2 OS=Mus musculus OX=10090 1,92 0,000375
GN=Mmpl0 PE=2 SV=1
P98063 Bmpl Bone morphogenetic protein 1 OS=Mus musculus 1,90 5,3E-06
0X=10090 GN=Bmp1 PE=1 SV=2
P25785 Timp2 Metalloproteinase inhibitor 2 OS=Mus musculus 1,87 0,000122
0X=10090 GN=Timp2 PE=1 SV=2
QI9R118 Htral Serine protease HTRA1 OS=Mus musculus 1,82 0,000334
0X=10090 GN=Htral PE=1 SV=2
P08553 Nefm Neurofilament medium polypeptide OS=Mus 1,78 3,73E-05
musculus OX=10090 GN=Nefm PE=1 SV=4
Q9WVIJ3 Cpq Carboxypeptidase Q OS=Mus musculus OX=10090 1,78 0,000757
GN=Cpq PE=1 SV=1
Q60668 Hnrnpd Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO 1,77 0,000117
0OS=Mus musculus OX=10090 GN=Hnrnpd PE=1
SvV=2
Q06335 Aplp2 Amyloid beta precursor like protein 2 OS=Mus 1,76 9,78E-06
musculus OX=10090 GN=Aplp2 PE=1 SV=4
Q61398 Pcolce Procollagen C-endopeptidase enhancer 1 OS=Mus 1,72 3,26E-05
musculus OX=10090 GN=Pcolce PE=1 SV=2
P28862 Mmp3 Stromelysin-1 OS=Mus musculus OX=10090 1,71 0,000135
GN=Mmp3 PE=2 SV=2
Q61147 Cp Ceruloplasmin OS=Mus musculus OX=10090 1,69 0,000233
GN=Cp PE=1 SV=2
P29168 gag Gag polyprotein OS=Murine leukemia virus (strain 1,69 0,001621
DEF27) 0X=31688 GN=gag PE=3 SV=3
P21460 Cst3 Cystatin-C OS=Mus musculus OX=10090 GN=Cst3 1,67 5,54E-05
PE=1 SV=2
P52793 Efnal Ephrin-A1 OS=Mus musculus OX=10090 1,66 0,000247
GN=Efnal PE=1 SV=1
P62137 Ppplca Serine/threonine-protein phosphatase PP1-alpha 1,61 0,013186
catalytic subunit OS=Mus musculus OX=10090
GN=Ppplca PE=1 SV=1
QI9CR22 Tmem42 Transmembrane protein 42 OS=Mus musculus 1,59 5,1E-05

0X=10090 GN=Tmem42 PE=2 SV=1
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P01027 C3 Complement C3 OS=Mus musculus OX=10090 1,57 0,000253
GN=C3 PE=1 SV=3

Q91VUO Fam3c Protein FAM3C OS=Mus musculus OX=10090 1,56 3,09E-05
GN=Fam3c PE=1 SV=1

Q07797 Lgals3bp Galectin-3-binding protein OS=Mus musculus 1,53 0,000749
0X=10090 GN=Lgals3bp PE=1 SV=1

P12023 App Amyloid-beta precursor protein OS=Mus musculus 1,51 0,003853
0X=10090 GN=App PE=1 SV=3

P99029 Prdx5 Peroxiredoxin-5_ mitochondrial OS=Mus musculus 1,50 0,023293
0X=10090 GN=Prdx5 PE=1 SV=2

Q6PESS Pdgfrl Platelet-derived growth factor receptor-like protein 1,49 0,006134
OS=Mus musculus OX=10090 GN=Pdgfr]l PE=2
Sv=1

Q61468 Msln Mesothelin OS=Mus musculus OX=10090 1,47 0,000215
GN=MsIn PE=1 SV=1

P14211 Calr Calreticulin OS=Mus musculus OX=10090 1,46 6,73E-05
GN=Calr PE=1 SV=1

Q8QZR4 Oaf Out at first protein homolog OS=Mus musculus 1,45 0,001162
0X=10090 GN=0Oaf PE=2 SV=1

P03991 H2-K1 H-2 class I histocompatibility antigen K-W28 1,44 0,013446
alpha chain OS=Mus musculus OX=10090
GN=H2-K1 PE=1 SV=2

Q9DAU7 Widc2 WAP four-disulfide core domain protein 2 OS=Mus 1,43 1,85E-05
musculus OX=10090 GN=Wfdc2 PE=1 SV=1

P50543 S100all Protein S100-A11 OS=Mus musculus OX=10090 1,42 0,000983
GN=S100all PE=1 SV=1

P50228 Cxcl5 C-X-C motif chemokine 5 OS=Mus musculus 1,42 0,040113

0X=10090 GN=Cxcl5 PE=1 SV=2

APENDICE C - Quadro 3

Proteinas que apresentaram abundancia significativamente diminuida (p-valor <0.05) e

Fold Change < 0,71 em 4T1 shRNA-Gal-3.

Accession Gene name Description Fold Change p-value

P09041 Pgk2 Phosphoglycerate kinase 2 OS=Mus musculus 0,71 1,48E-04
0X=10090 GN=Pgk2 PE=1 SV=4

Q64727 Vel Vinculin OS=Mus musculus OX=10090 GN=Vcl 0,70 1,24E-03
PE=1 SV=4

P30681 Hmgb2 High mobility group protein B2 OS=Mus musculus 0,70 7,05E-03
0X=10090 GN=Hmgb2 PE=1 SV=3

P20152 Vim Vimentin OS=Mus musculus OX=10090 GN=Vim 0,70 4,13E-04
PE=1 SV=3

P63158 Hmgbl High mobility group protein BI OS=Mus musculus 0,70 6,27E-03

0X=10090 GN=Hmgb1 PE=1 SV=2
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P14152 Mdhl Malate dehydrogenase cytoplasmic OS=Mus 0,70 2,24E-02
musculus OX=10090 GN=Mdh1 PE=1 SV=3

Q9CPUO Glol Lactoylglutathione lyase OS=Mus musculus 0,70 1,83E-04
0X=10090 GN=Glol PE=1 SV=3

P35979 Rpl12 Large ribosomal subunit protein uL.11 OS=Mus 0,70 1,31E-03
musculus OX=10090 GN=Rpl12 PE=1 SV=2

Q7TMM9 | Tubb2a Tubulin beta-2A chain OS=Mus musculus OX=10090 | 0,70 6,50E-04
GN=Tubb2a PE=1 SV=1

QICWE2 Tubb2b Tubulin beta-2B chain OS=Mus musculus OX=10090 | 0,70 6,50E-04
GN=Tubb2b PE=1 SV=1

Q9ROE2 Plod1 Procollagen-lysine 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 1 0,70 1,37E-02
0S=Mus musculus OX=10090 GN=Plod1 PE=1
Sv=I1

P62631 Eefla2 Elongation factor 1-alpha 2 OS=Mus musculus 0,69 9,23E-04
0X=10090 GN=Eefla2 PE=1 SV=I

PR0318 Cet3 T-complex protein 1 subunit gamma OS=Mus 0,69 7,14E-04
musculus OX=10090 GN=Cct3 PE=1 SV=1

P10126 Eeflal Elongation factor 1-alpha 1 OS=Mus musculus 0,69 2,86E-05
0X=10090 GN=Eeflal PE=1 SV=3

P99024 Tubb5 Tubulin beta-5 chain OS=Mus musculus OX=10090 0,69 6,73E-04
GN=Tubb5 PE=1 SV=1

P68372 Tubb4b Tubulin beta-4B chain OS=Mus musculus OX=10090 | 0,68 2,64E-04
GN=Tubb4b PE=1 SV=1

P62806 H4cl Histone H4 OS=Mus musculus OX=10090 GN=H4c1 | 0,68 1,95E-04
PE=1 SV=2

P68368 Tubada Tubulin alpha-4A chain OS=Mus musculus 0,68 5,80E-04
0X=10090 GN=Tubada PE=1 SV=1

Q64467 Gapdhs Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 0,68 9,58E-03
testis-specific OS=Mus musculus OX=10090
GN=Gapdhs PE=1 SV=1

Q971Q5 Clicl Chloride intracellular channel protein 1 OS=Mus 0,68 2,66E-03
musculus OX=10090 GN=Clicl PE=1 SV=3

P58321 Uchl4 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L4 0,67 1,09E-02
0S=Mus musculus OX=10090 GN=Uchl4 PE=2
Sv=1

P05213 Tubalb Tubulin alpha-1B chain OS=Mus musculus 0,67 1,04E-03
0X=10090 GN=Tubalb PE=1 SV=2

008553 Dpysl2 Dihydropyrimidinase-related protein 2 OS=Mus 0,67 1,10E-04
musculus 0X=10090 GN=Dpys|2 PE=1 SV=2

Q61206 Pafah1b2 Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit 0,66 2,78E-03
alpha2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Pafah1b2
PE=1 SV=2

QOJIE6 Tslp Thymic stromal lymphopoietin OS=Mus musculus 0,66 3,60E-03
0X=10090 GN=Tslp PE=1 SV=1

P80314 Cet2 T-complex protein 1 subunit beta OS=Mus musculus | 0,65 9,21E-05
0X=10090 GN=Cct2 PE=1 SV=4

P63323 Rpsi12 Small ribosomal subunit protein eS12 OS=Mus 0,65 2,12E-04
musculus OX=10090 GN=Rps12 PE=1 SV=3

P31001 Des Desmin OS=Mus musculus OX=10090 GN=Des 0,64 9,72E-05
PE=1 SV=3

P21550 Eno3 Beta-enolase OS=Mus musculus OX=10090 0,64 5,09E-06
GN=Eno3 PE=1 SV=3

P17182 Enol Alpha-enolase OS=Mus musculus OX=10090 0,64 8,49E-04

GN=Enol PE=1 SV=3
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Q9722X1 Hnrnpf Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F OS=Mus | 0,64 3,45E-04
musculus OX=10090 GN=Hnrnpf PE=1 SV=3

Q91VI7 Rnhl Ribonuclease inhibitor OS=Mus musculus 0,64 3,08E-03
0X=10090 GN=Rnh1 PE=1 SV=1

Q8BHN3 Ganab Neutral alpha-glucosidase AB OS=Mus musculus 0,64 3,50E-04
0X=10090 GN=Ganab PE=1 SV=1

Q922F4 Tubbb6 Tubulin beta-6 chain OS=Mus musculus OX=10090 0,63 5,32E-05
GN=Tubb6 PE=1 SV=1

P40124 Capl Adenylyl cyclase-associated protein 1 OS=Mus 0,63 3,17E-06
musculus OX=10090 GN=Capl PE=1 SV=4

P16858 Gapdh Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase OS=Mus | 0,63 2,68E-03
musculus OX=10090 GN=Gapdh PE=1 SV=2

P40142 Tkt Transketolase OS=Mus musculus OX=10090 0,62 3,89E-05
GN=Tkt PE=1 SV=1

P07091 S100a4 Protein S100-A4 OS=Mus musculus OX=10090 0,60 2,74E-05
GN=S100a4 PE=1 SV=1

055183 Stel Stanniocalcin-1 OS=Mus musculus OX=10090 0,60 1,45E-05
GN=Stcl PE=2 SV=1

P10605 Ctsb Cathepsin B OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ctsb | 0,59 4,04E-04
PE=1 SV=2

P16675 Ctsa Lysosomal protective protein OS=Mus musculus 0,59 6,98E-03
0X=10090 GN=Ctsa PE=1 SV=1

035737 Hnrnphl Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H OS=Mus | 0,59 5,41E-05
musculus OX=10090 GN=Hnrnphl PE=1 SV=3

P34884 Mif Macrophage migration inhibitory factor OS=Mus 0,59 1,29E-03
musculus OX=10090 GN=Mif PE=1 SV=2

P06745 Gpi Glucose-6-phosphate isomerase OS=Mus musculus 0,59 2,81E-05
0X=10090 GN=Gpi PE=1 SV=4

P05064 Aldoa Fructose-bisphosphate aldolase A OS=Mus musculus | 0,59 2,83E-04
0X=10090 GN=Aldoa PE=1 SV=2

P52480 Pkm Pyruvate kinase PKM OS=Mus musculus OX=10090 | 0,58 1,08E-05
GN=Pkm PE=1 SV=4

Q8BKC5 Ipo5 Importin-5 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ipo5 | 0,57 2,13E-05
PE=1 SV=3

Q9CZ04 Cops7a COP9 signalosome complex subunit 7a OS=Mus 0,57 1,45E-03
musculus OX=10090 GN=Cops7a PE=1 SV=2

P54071 Idh2 Isocitrate dehydrogenase [NADP] mitochondrial 0,56 4,26E-08
0OS=Mus musculus OX=10090 GN=Idh2 PE=1 SV=3

P06151 Ldha L-lactate dehydrogenase A chain OS=Mus musculus | 0,55 7,90E-05
0X=10090 GN=Ldha PE=1 SV=3

Q8BSL7 Arf2 ADP-ribosylation factor 2 OS=Mus musculus 0,55 3,52E-04
0X=10090 GN=Arf2 PE=1 SV=2

P41245 Mmp9 Matrix metalloproteinase-9 OS=Mus musculus 0,55 6,08E-05
0X=10090 GN=Mmp9 PE=1 SV=2

P17751 Tpil Triosephosphate isomerase OS=Mus musculus 0,54 3,71E-04
0X=10090 GN=Tpil PE=1 SV=5

P17183 Eno2 Gamma-enolase OS=Mus musculus OX=10090 0,54 7,19E-07
GN=Eno2 PE=1 SV=2

P63242 Eif5a Eukaryotic translation initiation factor SA-1 OS=Mus | 0,53 4,95E-05
musculus OX=10090 GN=Eif5a PE=1 SV=2

088783 F5 Coagulation factor V. OS=Mus musculus OX=10090 | 0,53 5,50E-06
GN=F5 PE=1 SV=1

P62774 Mtpn Myotrophin OS=Mus musculus OX=10090 0,52 7,83E-05

GN=Mtpn PE=1 SV=2
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Q9DOF9 Pgml Phosphoglucomutase-1 OS=Mus musculus 0,52 9,60E-07
0X=10090 GN=Pgm1 PE=1 SV=4

Q61166 Maprel Microtubule-associated protein RP/EB family 0,51 7,37E-05
member 1 OS=Mus musculus OX=10090
GN=Maprel PE=1 SV=3

P05063 Aldoc Fructose-bisphosphate aldolase C OS=Mus musculus | 0,51 2,25E-05
0X=10090 GN=Aldoc PE=1 SV=4

Q9CQ65 Mtap S-methyl-5'-thioadenosine phosphorylase OS=Mus 0,50 4,27E-05
musculus OX=10090 GN=Mtap PE=1 SV=1

P61205 Arf3 ADP-ribosylation factor 3 OS=Mus musculus 0,50 4,29E-04
0X=10090 GN=Arf3 PE=2 SV=2

P09411 Pgkl Phosphoglycerate kinase 1 OS=Mus musculus 0,49 2,51E-05
0X=10090 GN=Pgkl PE=1 SV=4

P84078 Arfl ADP-ribosylation factor 1 OS=Mus musculus 0,47 3,09E-04
0X=10090 GN=Arfl PE=1 SV=2

P28656 Naplll Nucleosome assembly protein 1-like 1 OS=Mus 0,47 1,33E-05
musculus OX=10090 GN=Nap11l PE=1 SV=2

P61750 Arf4 ADP-ribosylation factor 4 OS=Mus musculus 0,46 1,48E-03
0X=10090 GN=Arf4 PE=1 SV=2

P84084 Arf5 ADP-ribosylation factor 5 OS=Mus musculus 0,46 1,48E-03
0X=10090 GN=Arf5 PE=1 SV=2

QI9ROP5 Dstn Destrin OS=Mus musculus OX=10090 GN=Dstn 0,46 1,95E-07
PE=1 SV=3

P50247 Ahcy Adenosylhomocysteinase OS=Mus musculus 0,45 2,29E-06
0X=10090 GN=Ahcy PE=1 SV=3

P70677 Casp3 Caspase-3 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Casp3 | 0,44 1,23E-03
PE=1 SV=1

P84228 H3c2 Histone H3.2 OS=Mus musculus OX=10090 0,44 6,92E-03
GN=H3c2 PE=1 SV=2

P16110 Lgals3 Galectin-3 OS=Mus musculus OX=10090 0,43 6,38E-05
GN=Lgals3 PE=1 SV=3

P02301 H3-5 Histone H3.3C OS=Mus musculus OX=10090 0,38 6,53E-07
GN=H3-5 PE=3 SV=3

P84244 H3-3a Histone H3.3 OS=Mus musculus OX=10090 0,38 6,53E-07
GN=H3-3a PE=1 SV=2

Q9D3D0 Ttpal Alpha-tocopherol transfer protein-like OS=Mus 0,38 6,53E-07
musculus OX=10090 GN=Ttpal PE=1 SV=3

088844 Idh1 Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic 0,35 4,62E-06
0S=Mus musculus OX=10090 GN=Idh1 PE=1 SV=2

Q62433 Ndrgl Protein NDRG1 OS=Mus musculus OX=10090 0,34 4,79E-05
GN=Ndrgl PE=1 SV=1

P45376 Akrlbl Aldo-keto reductase family 1 member B1 OS=Mus 0,34 8,19E-06
musculus OX=10090 GN=Akr1bl PE=1 SV=3

Q9ROP3 Esd S-formylglutathione hydrolase OS=Mus musculus 0,34 6,36E-05
0X=10090 GN=Esd PE=1 SV=1

P08551 Nefl Neurofilament light polypeptide OS=Mus musculus 0,33 6,10E-03
0X=10090 GN=Nefl PE=1 SV=5

008529 Capn2 Calpain-2 catalytic subunit OS=Mus musculus 0,29 1,30E-07
0X=10090 GN=Capn2 PE=1 SV=4

Q3UU41 Scimp SLP adapter and CSK-interacting membrane protein | 0,29 1,70E-01
0OS=Mus musculus OX=10090 GN=Scimp PE=1
Sv=1

Q9CS42 Prps2 Ribose-phosphate pyrophosphokinase 2 OS=Mus 0,23 2,74E-05

musculus OX=10090 GN=Prps2 PE=1 SV=4
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QY9JRS

Smarcd2

SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent
regulator of chromatin subfamily D member 2
0S=Mus musculus OX=10090 GN=Smarcd2 PE=1
Sv=2

0,22

5,28E-04

P47757

Capzb

F-actin-capping protein subunit beta OS=Mus
musculus OX=10090 GN=Capzb PE=1 SV=3

0,14

2,13E-02

P14069

S100a6

Protein S100-A6 OS=Mus musculus OX=10090
GN=S100a6 PE=1 SV=3

0,03

2,42E-02




APENDICE D - Figura 9

Analise de Gene Ontology feita na plataforma String mostrando os 10 processos
bioldgicos mais enriquecidos com as proteinas secretadas que apresentaram
abundancia diminuida (A) ou aumentada (B) em 4T1 shRNA- Gal-3 em relagdo a

4T1 shRNA-SCRB.
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APENDICE E — Figura 10

Andlise de Gene Ontology feita na plataforma String (https://string-db.org/)
mostrando as 10 fungdes moleculares mais enriquecidas com as proteinas
secretadas que apresentaram abundancia diminuida (A) ou aumentada (B) em 4T1

shRNA-Gal-3 em relagdo a 4T1 shRNA-SCRB.
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APENDICE F - Figura 11

67

Andlise de Gene Ontology feita na plataforma String (https://string-db.org/)

mostrando as 10 vias de sinalizagdo do Reactome mais enriquecidas com as

proteinas secretadas que apresentaram abundancia diminuida (A) ou aumentada

(B) em 4T1 shRNA-Gal-3 em rela¢do a 4T1 shRNA-SCRB.
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APENDICE G - Figura 12

Rede de interag¢des proteina-proteina com as proteinas que apresentaram diferenca
de abundancia significativamente diminuida no secretoma da 4T1 shRNA-Gal-3

em relagdo a 4T1 shRNA-SCRB.
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APENDICE H - Figura 13

Rede de interag¢des proteina-proteina com as proteinas que apresentaram diferenca
de abundancia significativamente aumentadas no secretoma da 4T1 shRNA-Gal-3

em relagdo a 4T1 shRNA-SCRB.
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