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RESUMO

CAETANO, Monica Maria Magalhdes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2020. Avaliacdo do silenciamento de SRPK por CRISPR/Cas9 e da interacio com
EFHD2 em melanoma metastitico murino. Orientador: Gustavo Costa Bressan.
Coorientadores: Juliana Lopes Rangel Fietto, Maria Roméria da Silva e Abelardo Silva
Janior.

As proteinas cinases serina/arginina (SRPK) sdo classicamente relacionadas a regulacdo do
splicing do pré-mRNA pela fosforilagdo de fatores de splicing ricos em dipeptideos serina e
arginina, as proteinas SR. E evidente a importancia de estudos que visem elucidar os
mecanismos moleculares da atuacdo das SRPK em diversas vias de sinalizacdo, splicing do
pré-mRNA e outros processos celulares, sobretudo relacionados ao desenvolvimento do
cancer e formacdo de metastase, nos quais essas cinases ja foram identificadas
superexpressas. Neste trabalho, avaliamos o impacto do silenciamento de SRPK em
melanoma metastatico murino. O silenciamento de SRPK?2 na linhagem celular de melanoma,
B16F10, prejudicou o desenvolvimento do tumor subcutineo e a formacdo de nddulos
pulmonares in vivo e diminuiu a proliferacdo e a invasdo celular in vitro. A supressdo da
expressdo de SRPK1 e SRPK2, simultaneamente, diminuiu a capacidade de formacdo de
colonias de B16F10. O mecanismo de acdo de SRPK2 no desenvolvimento do melanoma
parece estar relacionado a sua atuacdo na dindmica de polimerizacdo do citoesqueleto de
Actina, pois o silenciamento de SRPK2 diminuiu a formacao de F-actina nas células B16F10.
Um ensaio de duplo-hibrido em leveduras, realizado anteriormente pelo nosso grupo de
pesquisa, mostrou a possivel interacdo entre a regido espacadora de SRPK2 e proteinas
relacionadas a regulacdo do citoesqueleto de Actina. Dentre elas, EFhd2 estd envolvida na
regulacdo da dindmica de polimerizacdo do citoesqueleto de actina e formacdo de metdstase
em melanoma. Neste trabalho a interagdo entre SRPK2 e EFhd2 foi confirmada pelos ensaios
de co-imunoprecipitacdo € GST-pulldown. Ensaios de fosforilagdo in vitro mostraram que
EFhd2 pode ser fosforilada por SRPK2. Portanto, com os resultados obtidos até o momento, é
possivel sugerir que a diminui¢do da capacidade metastatica de BI6F10 em decorréncia da
supressdo da expressdo de SRPK2 pode envolver, pelo menos parcialmente, alteracdes na
dindmica do citoesqueleto de Actina via EFhd2. Esses dados criam novas perspectivas sobre o
entendimento da relagdo funcional entre SRPK2 e a dindmica do citoesqueleto de Actina no

contexto do melanoma metastatico e potencialmente em outros tipos de tumores.

Palavras-chave: Serine/arginine protein kinase. Melanoma. Metastase.



ABSTRACT

CAETANO, Monica Maria Magalhdes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2020. Evaluation of SRPK silencing by CRISPR/Cas9 and its interaction with EFHD2 in
murine metastatic melanoma. Adviser: Gustavo Costa Bressan. Co-advisers: Juliana Lopes
Rangel Fietto, Maria Roméria da Silva and Abelardo Silva Junior.

Serine/arginine protein kinases (SRPK) are involved in the regulation of pre-mRNA splicing
by the phosphorylation of splicing factors rich in serine and arginine dipeptides (SR proteins).
It is clear the importance of studies that aim to elucidate the molecular mechanisms of SRPK
action in several signaling pathways, pre-mRNA splicing and other cellular processes. This is
especially related to the development of cancer and metastasis formation, in which these
overexpressed kinases have already been identified. In this study, we evaluated the effect of
SRPK silencing on murine metastatic melanoma. The silencing of SRPK?2 in the melanoma
cell line B16F10 impaired the development of a subcutaneous tumor and the formation of
pulmonary nodules in vivo and decreased the proliferation and the cell invasion in vitro. The
simultaneous suppression of the expression of SRPK1 and SRPK?2 decreased the colony-
forming ability of B16F10 cells. The mechanism of action of SRPK2 in the development of
melanoma seems to be related to its role in the polymerization of the Actin cytoskeleton, since
the silencing of SRPK2 decreased the formation of F-actin in B16F10 cells. A yeast two-
hybrid assay previously performed by our research group showed a possible interaction
between the SRPK2 spacer region and some proteins related to the regulation of the Actin
cytoskeleton. Among the proteins found, EFhd2 is involved in the regulation of the
polymerization dynamics of the Actin cytoskeleton and in the formation of metastases in
melanoma. In this study, the interaction between SRPK2 and EFhd2 was confirmed by
performing co-immunoprecipitation and GST pull-down assays. In vitro phosphorylation
assays have demonstrated that EFhd2 can be phosphorylated by SRPK?2. Therefore, from the
results obtained so far, it is possible to suggest that the decrease in the metastatic ability of
B16F10 cells due to the suppression of SRPK2 expression, may involve at least partially,
changes to the dynamics of the Actin cytoskeleton via EFhd2. These data create new
perspectives on the understanding of the functional relationship between SRPK2 and the
dynamics of the Actin cytoskeleton in the context of metastatic melanoma and potentially in

other types of tumors.

Keywords: Serine/arginine protein kinase. Melanoma. Metastasis.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. SRPK regulam o splicing do pré-mRNA fosforilando as proteinas SR

O RNA mensageiro (mRNA) é gerado a partir do processamento de um pré-mRNA no
nicleo. Além da remoc¢do dos introns do pré-mRNA, sequéncias de éxons podem ser
seletivamente unidas através do splicing alternativo, resultando em diferentes mRNAs. A
reacdo de splicing ¢ importante porque contribui para a formacao de proteinas extras a partir
de um conjunto limitado de genes, aumentando a complexidade e a diversidade de proteinas
expressas em resposta a diversos estimulos (KALSOTRA & COOPER 2011).

O splicing do pré-mRNA em células de mamiferos ocorre em um grande complexo
dindmico de ribonucleoproteinas conhecido como spliceossomo. Os spliceossomos sao
compostos pelos fatores de splicing e pelos pequenos RNAs nucleares (snRNP) U1, U2, U4,
US e U6, formados por um pequeno RNA estdvel ligado a proteinas. Essa maquinaria
complexa é capaz de reconhecer elementos na sequéncia no pré-mRNA que definem os
limites dos introns e promover a excisao precisa dos mesmos (JURICA & MOORE, 2003).

A interacdo entre o pré-mRNA e os snRNPs durante a montagem do spliceossomo €
importante porque permite a sele¢do dos sitios de splicing e estabelece um core catalitico para
que possa ocorrer a reacdo de splicing no spliceossomo (WANG et al, 1998). A maioria
dessas interagdes € mediada pelos fatores de splicing nao-snRNPs, sendo que dentre os
melhores caracterizados pertencem a superfamilia de fatores de splicing contendo dominios
ricos em serina/arginina, as proteinas SR (FU, 1995).

A familia de proteinas SR, reguladoras de splicing, é altamente conservada e
caracteriza-se pela presenca de um ou dois motivos de reconhecimento de RNA em sua regidao
aminoterminal, um dominio rico em aminodcidos serina e arginina (SR) em sua extremidade
carboxiterminal e outros dominios SR ao longo da cadeia polipeptidica. Os motivos de
reconhecimento de RNA sdo responsdveis pela ligacdo da proteina ao RNA, enquanto os
dominios SR estdo envolvidos em diversas interagdes proteina-proteina importantes durante a
montagem do spliceossomo (WANG et al., 1998).

As proteinas SR podem sofrer modificacdes pOs-traducionais. Seus residuos SR sdo
alvos de fosforilagdo, de forma reversivel, sendo que este tipo de modificacdo é capaz de
regular a atividade das proteinas SR durante o splicing (WANG et al., 1998). Duas familias de
proteinas cinases (Clk/Sty e SRPK) foram descobertas por sua capacidade de fosforilar as
proteinas SR, alterando sua distribuicdo celular e atividade (WANG et al., 1998; PRASAD &
MANLEY, 2003).
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As proteinas cinases serina/arginina (SRPK) regulam a agdo de fatores de splicing
fosforilando de forma altamente especifica os dominios SR encontrados na estrutura desses
fatores (LIN e FU, 2007). A fosforilacdo nos dominios SR influencia a interacdo destas com
outras proteinas e regula sua atividade no splicing do pré-mRNA (XIAO e MANLEY, 1997).

Em mamiferos, a familia de SRPK € constituida por SRPK1, SRPK1la (isoforma de
SRPK1), SRPK2 e SRPK3 (WANG et al., 1998; NIKOLAKAKI et al., 2001; NAKAGAWA
et al., 2005). A expressao de SRPK1 ocorre na maioria dos tipos celulares e tecidos, como nos
testiculos e pancreas, enquanto a expressao de SRPK?2 € mais elevada no cérebro (WANG et
al., 1998). SRPK3 € expressa nas células musculares esqueléticas e coracao (NAKAGAWA et
al., 2005). Essas cinases sdo conservadas e apresentam cerca de 70% de identidade em seus
residuos de aminoacidos (WANG et al., 1998; NAKAGAWA et al., 2005).

Genes ortdlogos de SRPK podem ser encontrados em Schizosaccharomyces pombe
(Dsk1), Saccharomyces cerevisiae (Skyl), Drosophila e Caenorhabditis elegans (SPK-1),
sugerindo que essas cinases sdo evolutivamente conservadas entre as espécies (TANG et al.,
1998; SIEBEL et al., 1999; LOH et al., 2012; KUROYANAGI et al., 2000).

A familia das SRPK compartilham uma estrutura comum que consiste em uma extensao
N-terminal, um dominio cinase central e uma cauda C-terminal (Figura 1). Além disso,
apresentam um dominio cinase altamente conservado, separado em dois 16bulos por uma
sequéncia ndo conservada conhecida como dominio espacador, importante para estabilizar o
dominio cinase e regular a localizacdo citoplasmatica dessas cinases (DING et al., 2006).
Entretanto, cada membro da familia de SRPK possui seu proprio dominio espagador, com
tamanho e sequéncia de residuos de aminodcidos especificos, possivelmente relacionado a
uma funcdo especifica de cada cinase (GIANNAKOUROS et al.,, 2011). A retirada do
dominio espacador de SRPKI1 ndo altera sua atividade de cinase apesar de afetar sua
localizacdo celular, pois ocorre a maior translocagdo dessas proteinas para o nucleo (DING et
al., 2006). Em contraste, a retirada do dominio espacador de SRPK2 ndo induz sua

translocacdo nuclear, e SRPK2 permanece no citoplasma (VIVARELLI et al., 2013).
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Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura da familia de SRPK de camundongos. Os dominios
conservados (cinza) das SRPK sdo bifurcados pela regido espacadora (branco). (A) SRPK1 e SRPK2
apresentam alta porcentagem de similaridade entre os seus dominios cinase, como indicado. (B)
SRPK3 apresenta alta similaridade em relacdo ao dominio cinase de SRPK1 e SRPK2, mas ndo em
relacdo a regido N-terminal ou ao dominio espacador (Hinge region). SRPK2 e SRPK3 possuem a
regido N-terminal rica em residuos de aminodcidos prolina e serina, respectivamente (adaptada de
LIANG et al., 2014; NAKAGAWA et al., 2005).

A distribuic¢do celular das SRPK pode ser citoplasmatica ou nuclear, e pode ser regulada
por alguns sinais, como EGF (epidermal growth factor) (ZHOU et al., 2012) ou estresse
osmotico (ZHONG et al., 2009). A localizacao principalmente citoplasmética dessas proteinas
¢ mantida através de interacdes entre o seu dominio espacador € membros especificos da
familia de chaperonas moleculares (Figura 2) (ZHOU et al., 2012). A reparticio dessas
cinases entre citoplasma e nucleo € considerada estratégica devido as suas fungdes
relacionadas ao metabolismo do RNA. As SRPK possuem papel essencial na importacdo
nuclear de proteinas SR recém-sintetizadas, pois o seu transporte ocorre de forma dependente
de fosforilacdo. Além disso, na presenga de um estimulo como EGF, as SRPK podem ser
translocadas do citoplasma para o nudcleo onde participam da regulacdo dos niveis de
fosforilagdo das proteinas SR em diferentes fases do splicing (ZHOU et al., 2012; DING et
al., 2006; ZHONG et al., 2009).
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Figura 2. Modelo esquematico indicando o papel de chaperonas moleculares na regulacdo da
translocacao nuclear de SRPK1, fosforilagao de proteinas SR e splicing do pré-mRNA. A formacdo do
complexo entre SRPK1 e a maquinaria Hsp70/Hsp90 mantém SRPKI1 no citoplasma atuando na
fosforilagdo inicial de proteinas SR, critica para a subsequente importagdo dessas proteinas para o
nicleo. A interagdo entre SRPK1 e chaperonas moleculares pode ser modulada por um sinal de
estresse, resultando na liberagdo de SRPK1 a partir do complexo e translocacdo para o nicleo. Sob
determinadas condicdes fisiol6gicas, a migracdo de SRPK1 para o niicleo pode estimular o splicing.
Entretanto, se o nivel nuclear de SRPK1 for muito alto, a hiperfosforilacao de proteinas SR pode
causar um efeito inibitério no splicing (retirada de ZHONG et al., 2009).

As SRPK sdo enzimas ativas constitutivamente € ndo requerem modificagdes pOs-
traducionais para iniciarem a atividade catalitica (NGO et al., 2007). Contudo, o seu estado de
fosforilagdo bem como sua localizagdo subcelular podem atuar como mecanismos
regulatérios da sua atividade enzimética. Apds o estimulo por EGF, ocorre a interacdo entre
SRPK1 e Akt o que induz a autofosforilagdo de SRPK1, permitindo sua translocacido para o
nucleo e atuacdo no splicing (ZHOU et al., 2012). O mecanismo de autofosforilacdo de
SRPK1 dependente da interagdo com Akt explica a observacdo prévia de que a atividade
cinase de SRPK1 é requerida para sua importagcao nuclear (DING et al., 2006).

A fosforilacdo de SRPK2 por Akt em T492 induz sua translocacdo do citoplasma para o
nicleo e aumenta a atividade de cinase de SRPK2, aumentando a expressdo das ciclinas D1, e
levando neur6nios maduros a apoptose. Este movimento de translocag@o citoplasma/nicleo
pode ser inibido através da interacdo de SRPK2 com a proteina 14-3-3, que ao impedir o
acumulo de SRPK?2 no niicleo, evita a ocorréncia de efeitos toxicos para as células (JANG et
al., 2009).

A identificagdo do mecanismo de fosforilacdo das SRPK mostrou que SRPK1 fosforila

residuos de serina préximos, em uma regido especifica do dominio SR dos fatores de splicing.
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SRPKI1 atua por um mecanismo processivo, em que a proteina SR permanece ligada ao
dominio cinase enquanto € fosforilada nos residuos de serina do dominio SR (AUBOL et al.,
2003). O complexo formado entre SRPK1 e SRSF1 possui grande afinidade, que diminui a
medida que SRSF1 vai sendo fosforilado. Isso faz com que haja uma alteragdo do mecanismo
de fosforilagdo para uma forma distributiva, em que a interacdo SRPK1/SRSF1 ocorre em
etapas de associacdo e dissociacdo conforme o dominio SR vai sendo fosforilado (GHOSH e
ADAMS, 2011).

SRPK sdo consideradas transdutores centrais na via de sinalizacdo de EGF e na
regulacdo do splicing alternativo, enquanto outros fatores estabelecidos previamente possuem
papéis menores, sugerindo que o eixo Akt-SRPK-SR constitui o ramo central na transdugdo
de sinal de EGF para regular o programa de splicing no nicleo (Figura 3) (ZHOU et al.,
2012).

EGF

nt»cmnmmcmnmmmwmmm

Hsp70

Cytoplasm

SRs

PPases

Regulated Splicing

Figura 3. Regulacao do splicing alternativo iniciada pela sinalizacio de EGF via Akt-SRPK-SR.
Apés a ligacao de EGF ao seu receptor, EGFR, ocorre a ativagdo de PI3K e posteriormente Akt, que
induz a autofosforilacio e ativagdo de SRPKI1. Apds a ativagdo, SRPKI1 inicia sua atividade
fosforilando proteinas SR e regulando o splicing, sendo que o estado de fosforilacao das proteinas SR
¢ dependente do balanco entre as atividades de cinases e fosfatases. O complexo contendo Hsp70 é
responsavel por ancorar as SRPK no citoplasma, enquanto o complexo contendo Hsp90 facilita sua
translocagdo para o nucleo. As proteinas 14-3-3 atuam na preveng@o do actimulo excessivo de cinases
reguladoras de splicing no nicleo, o que poderia causar efeitos toxicos para as células. Apesar de
mTOR ser o principal efetor na via de sinaliza¢do de Akt, sua contribui¢io ¢ limitada nos eventos de
regulacdo de splicing alternativo induzido por EGF. A via de sinalizacdo Akt-SRPK-SR regula a
maioria dos eventos de splicing induzidos por EGF (retirada de ZHOU et al., 2012).
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A acdo de Akt € importante em diversas vias de sinalizacdo, incluindo migragao,
diferenciagdo, proliferacio e sobrevivéncia celular (MANNING e CANTLEY, 2007). Akt é
fosforilada co-traducionalmente por mTORC2 em Thr450 (OH et al., 2010). Em resposta a
EGF, PI3K (fosfatidilinositol 3-cinase) aumenta a producdo de PIP3 (fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato), que recruta Akt para a membrana plasmética podendo ser fosforilada por PDK-1.
Esse evento desencadeia a fosforilagdo adicional mediada por mTORC2, o que torna Akt
fortemente ativa. Akt estd submetida a varios tipos de controle, resultando em uma atenuacao
rapida dos sinais de crescimento em células normais (CARRACEDO e PANDOLFI, 2008).
Um mecanismo de regulacdo da ativacdo de Akt € a conversdo de PIP3 em PIP2 pela
fosfatase PTEN (MAEHAMA E DIXON, 1999). Além disso, Akt ativada também pode ser
atenuada por desfosforilacdo em locais de ativacdo critica (KUO et al., 2008; BROGNARD et
al., 2007; GAO et al., 2005). A ativacdo constitutiva de Akt € uma caracteristica de varios

tipos de canceres humanos (CARRACEDO e PANDOLFI, 2008).

1.2. SRPK como proteinas mediadoras no desenvolvimento do cancer

O remodelamento do proteoma € essencial para o desenvolvimento celular,
diferenciacdo e respostas aos estimulos fisiologicos. Através do splicing alternativo ocorre o
aumento da diversidade de isoformas que atuam em diferentes processos celulares. Entretanto,
eventos de splicing anormais podem gerar variantes que contribuem para o desenvolvimento
de doencas, como o cancer. Alteragdes no padrdo do splicing alternativo proporcionam a
oportunidade para que as células cancerigenas produzam isoformas de proteinas que
beneficiem o seu desenvolvimento. Entre os beneficios estio o aumento da proliferacdo
celular e crescimento do tumor, aumento da invasividade e a capacidade de formacdo de
metdstase. Isso ocorre porque os genes normalmente afetados pelas alteracdes no padrao de
splicing codificam proteinas envolvidas no controle do ciclo celular, proliferagao,
diferenciagdo, vias de transducao de sinais, morte celular e angiogénese (BRINKMAN, 2004).

Estudos indicam a expressdo elevada de SRPK em diferentes tipos de cincer. Altos
niveis de expressdo de SRPK1 foram observados em carcinomas de pancreas, de mama e de
c6lon (HAYES et al., 2007, ROOSMALEN et al., 2015), melanoma (GAMMONS et al.,
2014), gliomas (CHANG et al., 2015), carcinoma e adenocarcinoma de pulmao (GOUT et al.,
2012; GONG et al.,, 2016), carcinoma hepatocelular (ZHOU et al., 2013), prostata
(BULLOCK et al., 2016) e ovario (ODUNSI et al., 2012). O desequilibrio na expressao de
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SRPK1 promove o cancer, pois tanto o aumento quanto a diminui¢do do nivel de expressdo
dessa cinase contribui para o desenvolvimento do tumor (WANG et al., 2014).

O aumento da expressdo de SRPK2 foi observado em leucemia (JANG et al., 2008),
carcinoma das células ndo-pequenas do pulmdo (GOUT et al., 2012), cancer de cdlon
(WANG et al., 2016; YANG et al., 2018), pancreas (WANG et al., 2019) e préstata (ZHUO et
al., 2018). A hiperfosforilagdo de SRPK?2, indicativo de sua atividade exacerbada, foi
observada em carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogco (HNSCC)
(RADHAKRISHNAN et al., 2016).

A migracdo das células tumorais € importante para a disseminacdo do cancer no
organismo a partir do tumor primério. A invasdo das células cancerigenas entre os tecidos
vizinhos e a formacdo de metdstase em Orgaos distantes € uma das principais causas de morte
relacionadas ao cancer. Esse processo complexo é controlado por remodelamentos na matriz
extracelular e no citoesqueleto, bem como pela reorganizacdo dindmica da adesdo entre
células vizinhas e com os tecidos conectivos subjacentes (adesdes focais) (ROOSMALEN et
al., 2015).

Roosmalen et al. (2015) identificaram a expressao elevada de SRPKI dentre os genes
que regulam a migracdo celular em cancer de mama, e correlacionaram o aumento da
expressao de SRPK1 com o mau progndstico e formagdo de metdstase no pulmao, figado e
baco. Surpreendentemente, os efeitos observados apds o knockdown de SRPK1 em céancer de
mama ndo foram mediados por modificacdes no splicing alternativo, mas na modulagcdo da
expressao de genes alvo componentes das vias candnica e nao-candnica de NFxB. Entretanto,
o mecanismo da regulacdo de SRPKI1 nesta via bem como no contexto de formagdo de
metastase ainda nao foi totalmente elucidado (ROOSMALEN et al., 2015).

O crescimento de um tumor € o surgimento de metdstase requerem a formagdo de novos
vasos sanguineos (HANAHAN & WEINBERG, 2000). Esse processo € dirigido sobretudo
por VEGF (vascular endothelial growth factor), a molécula conhecida mais potente por seus
efeitos angiogénicos (HURWITZ et al., 2004). Através do splicing alternativo, isoformas pré
ou anti-angiogénicas de VEGF podem ser geradas e, por regularem o splicing de VEGF, as
SRPK estdo envolvidas indiretamente no processo de angiogénese, tdo importante para o
desenvolvimento do tumor (WOOLARD et al., 2004; NOWAK et al., 2010). Em células
epiteliais tratadas com IGF-1 ocorre a maior fosforilagdo e translocagcao nuclear de SRSF1 e
maior producdo da isoforma pré-angiogénica de VEGF. Além disso, a inibigdo de SRPK1/2

reduz a angiogénese in vivo e bloqueia a translocagdo nuclear de SRSF1, indicando que essas
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cinases sdo importantes para o balanco das isoformas anti ou pré-angiogénicas de VEGF
(NOWAK et al., 2010; GAMMONS et al., 2014).

O controle da expressdo das formas pré ou anti-angiogénicas de VEGF pelas SRPK
pode ser explorado como estratégia terapéutica com o objetivo de diminuir a vasculariza¢do
em tecidos tumorais, prejudicando o crescimento e o desenvolvimento do tumor.

SRPK1 contribui para a regulacdo do splicing alternativo de Raclb, uma variante de
splicing da pequena GTPase Racl, membro da familia de proteinas ligadoras de GTP, Rho
(FIEGEN et al., 2004). Essa isoforma é gerada a partir do aumento da inclusdo do exon 3 de
Racl promovido por SRSFI1, que se transloca para o nicleo de forma dependente de
fosforilagdo induzida por SRPK1 (GONCALVES et al., 2014). Tanto Racl quanto Raclb
regulam a ativacdo de diversas cascatas de sinalizacdo que controlam processos importantes
como remodelamento do citoesqueleto de Actina, proliferacdo e sobrevivéncia (MATOS et
al., 2000; BOUREUX et al., 2007). Raclb contém um dominio adicional em relacdo a Racl
que resulta na troca acelerada de GDP por GTP ao mesmo tempo em que prejudica a hidrélise
de GTP, tornando-o constitutivamente ativo (FIEGEN et al., 2004).

Raclb € capaz de aumentar a expressao de ciclina D1 e promover a progressao do ciclo
celular e sobrevivéncia via sinalizacdo de NFkB em cancer de célon (MATOS; JORDAN,
2005). A expressdo de Raclb é elevada em tumores de célon, mama e pulmdo e estd
correlacionada com o mau progndstico dos pacientes (MATOS et al., 2016; SCHNELZER et
al., 2000; ZHOU et al., 2013). A deplecao de SRPK1 em células de cancer de c6lon previne o
transporte nuclear de SRSF1 além de induzir sua degradagdo, limitando sua habilidade de
controlar o splicing de Raclb (GONCALVES et al., 2014; FIEGEN et al., 2004).

Também em células de cancer de c6lon, SRPK2 contribui para o crescimento e
migragdo das células tumorais. Esse efeito ocorre pela ativagio da via de sinalizacdo mediada
por ERK (extracellular-related kinase), através da formagdo de um complexo entre SRPK2 e
B-Raf, um regulador upstream na via de sinalizacdo de ERK (WANG et al., 2016).

A transicao epitelial-mesenquimal (epithelial-mesenchymal transition, EMT) € uma fase
importante quando células tumorais se disseminam a partir do tumor primério para colonizar
orgdos distantes, pois permite que as células obtenham um comportamento invasivo e sejam
capazes de penetrar no epitélio vascular, entrarem na circulacdo e formarem metédstases em
orgaos distantes (KALLURI; WEINBERG, 2009). Este processo complexo € caracterizado
pela perda das caracteristicas epiteliais originais das células tumorais e obten¢do do fenétipo

mesenquimal, em que ocorre o rompimento das juncdes intercelulares, perda da polaridade
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celular, rompimento dos microtibulos e a ruptura da membrana basal (Figura 4) (LEVAYER

e LECUIT, 2008).
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Figura 4. Representacio esquematica das modificacoes que caracterizam o processo de transicao
epitelial-mesenquimal (EMT). (A) Vdrias vias de sinalizag¢do sdo capazes de ativar EMT: receptores
tirosina cinases ativados por EGF, IGF, integrinas, Wnt, TGF-B, NFxB. A atuacfo dessas vias tem em
comum o aumento da expressdao de fatores de transcricdo responsdveis por ativar EMT em células
epiteliais (SNAIL, SLUG, ZEB1, TWIST]I, etc), regulando de forma negativa a expressio de E-
caderina e outros genes ligados ao fendtipo epitelial e ativando a transcri¢do de genes associados ao
fendtipo mesenquimal. Com isso as células perdem progressivamente a capacidade de adesdo célula-
célula e adesdo com a matriz extracelular e adquirem a capacidade de migrar a partir do tumor
primdrio e alcancar outros tecidos e 6rgdos distantes. (B) A via de NFkB possui papel importante em
EMT principalmente por regular transcricionalmente a expressdo de fatores de transcri¢ao (TWISTT,
SLUG e SIP1) reprimindo a expressido de marcadores epiteliais (E-caderina) e ativando a expressao de
marcadores mesenquimais (N-caderina e MMP11), resultando na indugéo do processo EMT (adaptada
de BARTIS et al., 2014; PIRES et al., 2017).

EMT pode ser induzida em resposta aos fatores de crescimento TGF-f (transforming
growth factor 3) ou EGF (epithelial growth factor), levando a ativacao das vias de sinalizacao
Wnt e Notch, e ativando a expressao downstream de alguns fatores de transcricdo como
SNAIL, ZEB, SMAD e TWISTI, responsaveis pela inducdo da expressdao de genes efetores
em EMT (SHANKAR; NABI, 2015).
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Em células de cancer de célon, SRPK2 foi identificada atuando em EMT por induzir o
aumento da expressdao de TWISTI, um fator de transcricdo que controla a expressdo de
proteinas envolvidas em adesao celular, consideradas marcadores de EMT, como E-caderina e
N-caderina (YANG et al., 2004; KALLURI, R.; WEINBERG, 2009). A superexpressao de
TWISTI1 tem sido observada em muitos tumores primdrios, incluindo carcinoma de célon,
melanoma, prdstata e mama, além de estar correlacionada ao aumento de migracao das células
tumorais, invasdo e metastase (MAESTRO et al., 1999; KWOK et al., 2005; ANSIEAU et al.,
2008; WEISS et al., 2012).

O knockdown de SRPK2 em células de cancer de cdlon levou a diminui¢do da expressao
de TWIST1 e Vimentina (marcador mesenquimal) enquanto aumentou a expressao de E-
caderina (marcador epitelial). Entretanto, o knockdown de TWIST]1 ndo alterou
significativamente a expressdo de SRPK?2, indicando que SRPK2 estd atuando de forma
upstream a TWIST1. Como conclusdao, SRPK2 pode promover EMT por meio do aumento da
expressdo de TWIST1 em células de cancer de célon (YANG et al., 2018).

SRPK1 regula a atividade do fator de splicing, SRSF1, por meio da fosforilagdo dos
residuos de serina localizados no dominio SR (GONCALVES et al., 2014). O aumento da
expressao ou da atividade do fator de splicing, SRSF1, também promove EMT por regular o
splicing do mRNA codificante do proto-oncogene RON1, um receptor tirosina-kinase que
ativa uma cascata de sinalizacdo levando a dissociacdo celular, migracdo e invasdo da matriz
(GHIGNA, et al., 2005).

IGF-1 (insulin-like growth fator 1) € capaz de induzir EMT através do aumento da
expressao de SRPK1 e dos niveis de Akt fosforilada em cancer gastrico. Na presenca de IGF-
1 ocorre o aumento da expressdo de marcadores de EMT, como N-caderina, MMP2 e SLUG.
O knockdown de SRPKI1 afetou significativamente os niveis de expressio de MMP2, N-
caderina e SLUG além da capacidade de migracdo, invasdo e proliferacdo dessas células
(WANG et al., 2017).

A via de sinalizacdo de mTORCI1 (rapamycin complex 1) é importante por integrar
sinais a partir de fatores de crescimento, nutrientes ou do estado de energia celular e regular
processos celulares anabdlicos ligados ao crescimento e sobrevivéncia celular (DIBBLE;
MANNING, 2013; SAXTON; SABATINI, 2017). A sintese de novo de lipideos em células
cancerigenas é importante porque disponibiliza 4cidos graxos e colesterol para a expansao das
membranas celulares e de organelas (MENENDEZ et al., 2007). Foi descoberto que mTORC1

€ capaz de promover a biogénese de lipideos via SRPK2, e varios genes relacionados a
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biossintese de lipideos foram identificados como sendo alvos dessa via de sinalizagdo. Apds a
fosforilacdo de SRPK?2 no residuo Ser494 por S6K1 (diretamente ativada por mTORC1) e
posteriormente em Ser497 por CK1, SRPK2 pdde se translocar para o nicleo e fosforilar
proteinas SR, induzindo o splicing eficiente dos mRNAs de enzimas lipogénicas (LEE et al.,
2017).

A deplecdo de SRPK1 mediada por siRNA em células de glioma induz apoptose, reduz
a migracdo e invasdo e inibe angiogénese e o crescimento do tumor (CHANG et al., 2015).
Resultados similares foram encontrados em células de cancer de préstata, em que o
silenciamento de SRPK1 atenuou a angiogénese e o crescimento de tumores (MAVROU et
al., 2015).

Sridhara et al. (2017) mostrou que SRPK2 participa da manutencao da estabilidade do
genoma em células de osteosarcoma. A estabilidade do genoma pode ser afetada pelos R-
loops, estruturas hibridas de RNA:DNA ou DNA de fita simples formadas durante a
transcricdo. O acimulo de R-loops pode causar a instabilidade do genoma e
consequentemente, quebras na fita dupla de DNA, impactando no desenvolvimento do céncer.
A pausa da RNA-polimerase II em decorréncia da formacdo dessas estruturas, inicia uma
cascata de sinalizacdo que leva a fosforilacdo da helicase DDX23 por SRPK?2, culminando na
supressdo da formacao dos R-loops. A helicase DDX23 possui um dominio RS (SRIDHARA
et al., 2017).

Em linhagens de hepatocarcinoma celular, o knockdown de SRPK2 aumentou a
expressao da proteina Numb e inibiu a proliferacdo, migracdo e invasao (LU et al., 2015). A
proteina Numb estd envolvida em neurogénese e também no controle da funcido da proteina
supressora de tumor, p53, por prevenir a sua degradacdo dependente de ubiquitinacdo
(COLALUCA et al., 2008). Em células de cancer de pancreas tratadas com gemcitabine e
oxaliplatin (agentes quimioterdticos amplamente utilizados), ocorre 0 aumento da expressao
de p53. Sob o tratamento com 0s quimioterdpicos, o silenciamento ou a superexpressao de
SRPK?2 induziu o aumento ou a diminuic¢do, respectivamente, dos niveis de Numb e p53.
Esses dados indicaram que SRPK2 pode regular negativamente os niveis de p53 ativado,
induzido por agentes quimicos, por meio da diminuicdo da expressdo da proteina Numb
(WANG et al.,, 2019). Resultados semelhantes foram encontrados em células de cancer
colorretal (WANG et al., 2020).

Os estudos publicados ao longo dos ultimos anos permite-nos concluir que as SRPK

atuam de formas diversificadas em cada processo celular, em uma célula saudavel ou tumoral.
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Observamos que SRPK1 afeta processos importantes em diferentes tipos de céncer, como
angiogénese em canceres de prostata (MAVROU et al., 2016) e melanoma GAMMONS et al.,
2014), apoptose em cancer de mama e c6lon (HAYES et al., 2007) e migragdo em cancer de
mama (ROOSMALEN et al., 2015). Além disso, a superexpressdo de SRPK1 em carcinoma
das células ndo-pequenas do pulmdo tem como principal efeito o estimulo para que as células
cancerigenas apresentem o fenotipo de células estaminais, podendo se diferenciar em diversas
linhagens e apresentando a capacidade de autorrenovagdo e divisdo indefinida (GONG et al.,
2016).

SRPK2 também foi encontrada envolvida em diferentes processos, como proliferacdo
em leucemia (JANG et al., 2008), migracao celular e ativacdo do processo de EMT em cancer
de colon (WANG et al., 2016; YANG et al., 2018), metéstase em cancer de préstata (ZHUO
et al., 2018), biossintese de lipideos (LEE et al.,, 2017) e manutencdo da estabilidade do
genoma (SRIDHARA et al., 2017).

Esta pleiotropia provavelmente estd relacionada a ativacdo preferencial de diferentes
vias de sinalizacdo downstream pelas SRPK em cada cancer afetando eventos celulares
diferentes. Os diversos papéis das SRPK nestes eventos podem ser mediados pela fosforilacado
de diferentes proteinas SR tecido-especificas ou célula-especificas, dependendo do tumor
(BULLOCK; OLTEAN, 2017). Além disso, as SRPK podem estar atuando de outras formas,
ainda desconhecidas, e ndo exclusivamente pela fosforilagcdo de proteinas SR e regulacdo do
splicing do pré-mRNA.

Observando o panorama atual em relacdo as ultimas descobertas sobre as diferentes
funcdes das SRPK € evidente a importancia de estudos que visem elucidar os mecanismos
moleculares de atuacdo das SRPK nas vias de sinalizacdo, splicing do pré-mRNA, além de
outros processos celulares, sobretudo relacionados ao desenvolvimento do cancer e formacao
de metdstase. Dessa forma, novas descobertas poderdo ser feitas sobre o papel oncogénico das
SRPK, permitindo que essas cinases sirvam como potenciais biomarcadores ou como alvos

terapéuticos atraentes contra o cancer.

1.3. A inibicao farmacologica de SRPK como potencial terapéutico contra o cancer
Estudos recentes tem mostrado o potencial da inibi¢do farmacoldgica de SRPK como um
alvo promissor para o controle de diferentes neoplasias, impulsionando a busca de inibidores
especificos para essas cinases a fim de serem utilizados em tratamentos contra o cancer.
SRPIN340 ou N-[2-(1-piperidinil)-5-(trifluorometil) fenil] isonicotinamida € um inibidor

seletivo de SRPK1 e SRPK2, derivado de isonicotinamida, capaz de diminuir a viabilidade
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celular, induzir a apoptose e causar modificagcdes no splicing alternativo em células de
leucemia (SIQUEIRA et al., 2015). Em células de melanoma, B16F10, SRPIN340 foi capaz
de reduzir a migracdo, invasdo e formacdo de colonias (MOREIRA et al., 2018). In vivo,
SRPIN340 foi capaz de inibir a tumorigénese em animais com melanoma (GAMMONS et al.,
2014) e a formacao de nddulos pulmonares (MOREIRA et al., 2018).

Além do SRPIN340, dois novos inibidores de SRPK1 foram identificados. O primeiro,
SRPIN803, foi capaz de prevenir a produ¢do de VEGF de forma mais eficiente do que
SRPIN340, pois SRPIN803 causa a inibicao de SRPK1 e CK2 (casein kinase 2) inibindo a
angiogénese em degeneracdo macular em camundongos. Estes resultados sugerem o potencial
de SRPIN8O03 para ser utilizado tendo como alvo a angiogénese em tumores (MOROOKA et
al., 2015).

Outro inibidor de SRPK descoberto recentemente ¢ o SPHINX, que apresenta alta
seletividade para SRPK1 (GAMMONS et al., 2013). O efeito de SPHINX foi observado em
cancer de pancreas, em que a administracdo intraperitoneal deste composto diminuiu a
expressao da isoforma pro-angiogénica de VEGF assim como reduziu o crescimento do tumor
em camundongos (MAVROU et al., 2015). Em células tumorais de pulmao, o tratamento com
SPHINX levou a inibi¢cdo do crescimento dessas células (LIU et al., 2016).

O inibidor de SRPK1 e SRPK?2 mais recentemente descoberto, SRPKIN-1, é o primeiro
capaz de se ligar covalentemente a estrutura da cinase e inibir de forma irreversivel a sua
atividade. SRPKIN-1 € mais eficiente do que SRPIN340, pois € capaz de atenuar a
fosforilagdo de proteinas SR em concentracdes submicromolares, favorecendo a isoforma pro-
angiogénica de VEGF em anti-angiogénica, além de bloquear a neovascularizagdo em um
modelo de retina murino (HATCHER et al., 2018). Considerando seu efeito proeminente em
diminuir a angiogénese em doencas oculares, SRPKIN-1 também pode ser util para inibir

angiogénese em certos tipos de cancer em que SRPK1 e SRPK2 estdo superexpressas.

1.4. A formacido de metastase é dependente do remodelamento do citoesqueleto de
Actina

A Actina € uma das proteinas mais abundantes em células de mamiferos. O

citoesqueleto de Actina é uma estrutura altamente conservada, formado pela polimerizagao de

mondmeros de Actina (G-Actina) em microfilamentos (F-Actina), uma estrutura altamente

dindmica e constantemente remodelada por vdrias proteinas de ligacdo a Actina. A

reorganizacao dinamica do citoesqueleto ocorre devido a montagem e reciclagem continua da
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Actina para manter processos celulares essenciais como endocitose, transporte intracelular,
morfogénese e mobilidade celular (PAPAKONSTANTI; STOURNARAS, 2008).

A iniciag@o de novos filamentos de Actina e sua organizacdo subsequente € uma etapa
importante na formacao de estruturas celulares especializadas, como filopodia (protrusdes de
membrana tipo espinhos), lamelipodia (protrusdes tipo folhas), fibras de estresse (feixes
eldsticos), microvilosidades (saliéncias na superficie da membrana), invadopodia (estruturas
invasivas), entre outras (STEVENSON et al., 2012).

O citoesqueleto é importante para a funcao celular normal, mas também pode favorecer
o desenvolvimento das células tumorais auxiliando no crescimento celular, rigidez,
movimento e invasividade. A Actina apresenta papel importante durante todas as etapas da
formacdo de metastase. Inicialmente a migracdo celular € facilitada pela formacdo das
protrusdes de membranas especializadas dependentes da polimerizacdo dos filamentos de
Actina para romper membranas basais, invadir tecidos, vasos sanguineos e linféticos
(MACHESKY, 2008; NICHOLSON-DYKSTRA et al., 2005; FAIX; ROTTNER, 2006;
BUCCIONE et al.,, 2004). A movimentacdo de células tumorais é possivel devido ao
desenvolvimento das estruturas invasivas como invadopodia, lamelipodia e filopodia

(CONDEELIS; SEGALL, 2003) (Figura 5).
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Figura 5. Protrusoes de membrana formadas durante a migracio e invasdo celular. Essas
estruturas sdo denominadas filopodia, lamelipodia e invadopodia/podossomos, dependendo de sua
morfologia, estrutura e caracteristicas funcionais. Os lamelipddios sdo protuberincias planas em forma
de folha, formadas na borda principal das células em migracdo. Os filopddios s@o projecdes finas e
também s@o observados na frente migratéria das células. Invadopodia sdo protuberancias de
membrana com atividade de degradacdo da matriz extracelular formada por células cancerigenas
altamente invasivas. ECM: extracellular matrix (retirada de YAMAGUCHI; CONDEELIS, 2007).
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Acredita-se que a lamelipodia apresenta o principal papel na conducdo da migracdo
celular, gerando forca para puxar a célula pra frente. Os lamelipddios cont€ém a maquinaria
molecular que controla a polimerizagdo/despolimerizacdo e organizacdo dos filamentos de
Actina (NICHOLSON-DYKSTRA et al., 2005). Em resposta ao sinal de EGF, a lamelipodia
¢ formada apds alguns minutos (SEGALL et a., 1994).

Os filopddios sdo protrusdes de membrana finas, em forma de dedos, altamente
dinamicas consistindo em filamentos de Actina agrupados e também sio observados na borda
das células (FAIX; ROTTNER, 2006).

Invadossomos sdo protuberincias de membrana com atividade de degradacdo da matriz
extracelular formadas por células cancerigenas altamente invasivas. Os invadossomos sdo
compostos por vdrias proteinas, como Actina, proteinas reguladoras de Actina, moléculas de
adesdo, proteinas de remodelagdo da membrana e enzimas de degradacio da matriz
extracelular (BUCCIONE et al., 2004).

Quando as células epiteliais passam pelo processo de EMT, adquirem caracteristicas de
fendtipo mesenquimal e perdem suas conexdes com células vizinhas. Como resultado, as
células epiteliais perdem sua polaridade enquanto ganham potencial migratdrio e invasividade
(GREENBURG; HAY, 1982). Modifica¢des na estrutura do citoesqueleto e na expressao de
genes responsdveis pela forma da célula também sdo observadas (KALLURI; WEINBERG,
2009). Finalmente, a EMT € caracterizada pelo aumento da contratibilidade celular e
formacdo de fibras de estresse de Actina. Entretanto, os mecanismos especificos que
controlam a dindmica de formacdo de F-Actina em EMT ainda precisam ser elucidados
(TESFAMARIAM; 2016).

Durante o extravasamento, as células se prendem a parede do vaso sanguineo e passam
pela matriz extracelular, para estabelecerem um novo sitio de formacdo do tumor. A
penetracdo das células na parede celular € facilitada pelos invadossomos, que exercem uma
funcdo proteolitica de degradacdo da matriz extracelular permitindo a entrada das células em
outros locais e formagao de um novo tumor (SIBONY-BENYAMINI; GIL-HENN, 2012).

O citoesqueleto de Actina também contribui para a sobrevivéncia das células tumorais
durante o seu transporte pelos vasos sanguineos, pois auxilia na protecdo das células contra a
degradacdo e promove a formagdo de juncdes com células sanguineas, como os eritrocitos e
trombdcitos. Essa interagao oferece protecdo fisica contra a destrui¢do e prevencdo contra a

acdo do sistema imune sobre as células cancerigenas (MACHESKY ; 2008).
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O processo de montagem e desmontagem dos microfilamentos de Actina é controlado
pelas proteinas de ligacdo 4 Actina (ABP, actin-binding proteins). Essas proteinas
influenciam a dindmica de polimerizacao pela liberacdo dos mondmeros de Actina a partir dos
complexos de proteinas (Actina/Profilina), bloqueio das extremidades dos filamentos
(Gelsolina, Vilina e Fragmina), ramificacdo (Complexo Arp 2/3), formagdo de novos sitios de
polimerizacdo (Cofilina), criacdo de filamentos agrupados (Fascina, Fimbrina, Swiprosina-1),
estabilizacdo das redes de Actina (Formina) (REMEDIOS et al., 2003; PARK et al., 2016b).
A ligacdo das ABPs a Actina é controlada por cascatas de sinalizag¢do intracelulares. Em
resposta a um sinal interno (pressdo osmdética, concentracdao de Ca2+) ou externo (fatores de
crescimento), as ABPs ativam as GTPases da familia Rho, principais reguladoras da dinamica
de Actina durante EMT (IZDEBSKA et al., 2018).

A metastase € um evento importante em relacdo ao aspecto mortal do cancer, porém o
entendimento dos seus mecanismos moleculares ainda € um desafio para as pesquisas
modernas. O citoesqueleto de Actina € composto por vdrias proteinas envolvidas em
mobilidade, invasdo, polaridade, sobrevivéncia e crescimento em células normais, mas
também apresenta papel importante no desenvolvimento de células tumorais. A compreensao
mais profunda da fun¢do das redes de proteinas que cooperam com a Actina para manter a
dinamica do citoesqueleto permitird a obtengdo de estratégias terapéuticas mais eficazes. Nao
ha um alvo especifico a ser combatido, deve-se levar em conta um conjunto de proteinas e

estruturas montadas que permitem a sobrevivéncia e a locomog¢ao das células tumorais.

1.5. EFhd2: estrutura e diversas funcoes

EFhd2 ou SWSI, também conhecida como Swiprosin-1 é uma proteina de ligacdo &
Actina que possui 240 residuos de aminodcidos e massa molecular predita e aparente de 27
kDa e 33 kDa, respectivamente. Inicialmente EFhd2 foi identificada predominantemente em
linfécitos T CD8" humanos (VUADENS et al., 2004) e posteriormente em células B imaturas
em repouso ou ativadas (MIELENZ et al., 2005; AVRAMIDOU et al., 2007). Sua expressao
pode ser observada em diferentes células ou tecidos como células epiteliais e endoteliais, mas
principalmente no sistema nervoso central (VEGA et al., 2008; FERRER-ACOSTA et al,,
2013).

Estruturalmente, EFhd2 consiste de regides desordenadas N-terminais, dois dominios
EF-hand (EF) e um dominio coiled-coil (CC) C-terminais e trés sitios de ligacdo a proteinas

contendo dominios SH3 (PX) (VUADENS et al., 2004; AVRAMIDOU et al., 2007). A
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ligacdo de dois fons Ca”* aos dominios EF-hand confere rigidez estrutural a EFhd2 (PARK et
al., 2016a). O dominio coiled-coil facilita a dimeriza¢do da proteina na presenga de célcio e,
juntamente com os motivos EF-hand, medeia a funcdo de agrupamento dos filamentos de
Actina além de facilitar a intera¢do entre EFhd2 e outras proteinas (KWON et al., 2013). Os
trés sitios de ligacdo a Actina estdo localizados entre os residuos de aminoécidos 69-96, 96-

163 e 163-199 (KWON et al., 2013) (Figura 6).
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Figura 6. Diagrama esquematico de EFhd2 mostrando seus respectivos dominios e papéis
especificos na regulacio da organizacdo da Actina. D: regides desordenadas. M: sitios de
miristoilagdo. PX: dominio rico em prolina. EF: dominio EF-hand, CC: dominio coiled-coil (adaptada
de KWON et al., 2013; THYLUR et al., 2018).

Devido a identificacdo inicial de EFhd2 em células imunitdrias, por muito tempo a
investigacdo de suas func¢des foi focada no seu envolvimento em resposta imune (VUADENS
et al., 2004; MIELENZ et al., 2005). A inducdo da expressdo de EFhd2 pela via PKC-BI/n
em mastdcitos sugere o seu envolvimento na resposta inflamatoéria dessas células (THYLUR
et al., 2009). EFhd2 foi encontrada em estruturas de membrana do tipo microvilo modulando
a ativacdo de células mastocitarias através do remodelamento de Actina, pois EFhd2 co-
localiza com F-Actina em células HMC-1 (THYLUR et al., 2009).

A via de NFxB € uma via de sinaliza¢do inflamatéria que modula a expressdo de
mediadores pré-inflamatérios como citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo
(LAWRENCE, 2009). O envolvimento de EFhd2 na sinaliza¢do pré-apoptética em células B
estd relacionado a sua atuagdo como um regulador negativo da via de NF«xB por bloquear a
expressao do gene alvo de NF«B, bclxL. A expressao ectopica de EFhd2 nas células B levou a
diminui¢do do potencial de membrana em condi¢des normais, sugerindo que EFhd2 pode
estar modulando a expressdo de Bcl-xL em nivel transcricional e influenciando a sinalizacao

pré-apoptotica em células B imaturas (AVRAMIDOU et al., 2007).
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Alternativamente, em mastocitos EFhd2 regula positivamente a via de NF«xB induzindo
sua atividade promotora, em parte por induzir a degradacdo de IkBo e aumentando a
expressdo das citocinas IL-3 e IL-8 (THYLUR et al., 2009). Esses resultados sugerem que
EFhd2 pode estar envolvida na ativagao de mastdcitos como uma molécula adaptadora de
sinal (THYLUR et al., 2009). Ja em células T ativadas podemos observar a influéncia da via
de NF«B sobre a expressdo de EFhd2, pois o aumento da expressdo de EFhd2 é mediado pela
via de NFkB e PKC-, enquanto a sinalizacio por Ca®* parece exercer um efeito negativo na
expressao de EFhd2 (KIM et al., 2013).

A expressdao de EFhd2 estd aumentada em osteoclastogénese, um processo regulado
primariamente pelo ligante do receptor ativador nuclear kappa B (RANKL) (BOYLE et al.,
2003). A linhagem de macrofagos RAW?264 se diferencia em células multinucleadas
osteoclasto-/ike na presenca de RANKL e, durante a diferenciacao, foi identificada uma maior
expressdao de EFhd2, indicando que ocorre o aumento na expressao de EFhd2 induzido por
RANKL (NOMIYAMA et al., 2005).

EFhd2 regula positivamente o fluxo de Ca™ a partir do reticulo endoplasmatico em
linhagem de células B murinas, WEHI231 (KROCZEK et al., 2010). A ativacdo de células B
maduras é resultado da abertura de canais de Ca** no reticulo endoplasmatico que ocorre em
resposta a ativacdo do receptor de células B (BCR) e depende de outras proteinas envolvidas
na sinalizacdo a partir deste receptor, como Syk, PLCy2 e Lyn (WANG et al., 2000). EFhd2
age como um regulador positivo do fluxo de Ca™ que ocorre pela montagem de Syk, PLCy2 e
BCR nas balsas lipidicas localizadas na membrana plasmatica. Apds a ativacdo de BCR,
EFhd2 € capaz de agir como uma proteina adaptadora que estabiliza a associacdo de BCR
com Syk e PLCy2 aumentando a interac@o constitutiva de Syk e PLCy2 com Lyn levando a
abertura dos canais de Ca** e o efluxo de Ca** a partir do reticulo para o citosol (KROCKZEC
et al., 2010). A regido N-terminal de EFhd2 assim como a ligacdo de Ca® aos seus motivos
EF-hand estio envolvidos no controle da concentracio de Ca®' intracelular em resposta 2
estimulacdo pelo receptor BCR, sendo este processo mediado por um feedback positivo em
resposta a presenca dos ions Ca®* (HAGEN et al., 2012).

Apoptose € um processo de morte celular executado por caspases que pode ser induzido
por agentes quimioterapicos, radiagdo ionizante ou danos mitocondriais (CHECINSKA et al.,
2009). EFhd2 estd envolvida em apoptose em células B imaturas pela via de caspase-7 por
levar a diminuicdo do nivel de expressdo da proteina antiapoptdtica Bcl-xL, membro da

familia Bcl-2 (AVRAMIDOU et al.,, 2007). Em carcinoma de células ndo pequenas do
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pulmdo foi visto que EFhd2 pode se ligar a caspase 9 via proteinas ERM (ezrin, radixin e
moesin), responsaveis pelo crosslink entre proteinas de membrana e filamentos de Actina,
levando a ativacdo de caspase-9 durante a apoptose (CHECINSKA et al, 2009). A
superexpressdo de EFhd2 foi observada em poddcitos nos estdgios iniciais de nefropatia
diabética e promove apoptose dependente de mitocondria por ativar a via de sinalizacdo p38
MAPK nessas células (WANG et al., 2018).

A imunidade humoral leva a produ¢do de anticorpos, ativagao de células Th2, producdo
de citocinas, formacdo de um centro germinal e geracdo de células de memoria (ERARD et
al., 1993; HARRIS; GAUSE, 2011). O envolvimento de EFhd2 em imunidade humoral pode
ser observado em camundongos knockout (EFhd2’/"), nos quais ocorre a indu¢do da producao
de IgE e IgM mediada por células Th2 a partir da infeccdo por helmintos (BRACHS et al.,
2014). Esses resultados sugerem que EFhd2 age como um regulador negativo da imunidade
humoral tipo 2, dependente do centro germinal (BRACHS et al., 2014).

EFhd2 estd altamente expressa em neurOnios da regido cortical, no hipocampo e no
tdlamo em relacdo a outros tipos celulares do sistema nervoso central, em compartimentos
axonais e dendriticos (BORGER et al., 2014). A caracterizacdo de camundongos EFhd2
knockout proporcionou novas descobertas a respeito da fungdo desta proteina no sistema
nervoso central, no qual EFhd2 apresentou um impacto negativo no transporte de vesiculas
em neurdnios do hipocampo e o knockout de EFhd2 aumentou a velocidade do transporte
axonal (PUROHIT et al., 2014). Além disso, EFhd2 apresenta niveis de expressdo alterados
no cortex frontal em deméncia, € o knockdown de EFhd2 parece impulsionar a formagado de
novas conexdes sindpticas, sendo que o mecanismo também parece estar relacionado ao efeito
de EFhd2 em afetar o transporte vesicular ao longo de microtibulos (BORGER et al., 2014).

EFhd2 apresenta expressdo elevada em situagdes patoldgicas como inflamagdo,
neurodegeneracdo, deméncia, esquizofrenia e cancer (FERRER-ACOSTA et al., 2013; HUH
et al., 2015). O envolvimento de EFhd2 em doencas neurodegenerativas pode estar ligado as
suas caracteristicas estruturais similares com proteinas amiloides encontradas em desordens
neuroldgicas, como mal de Alzheimer (FERRER-ACOSTA et al., 2013). Além disso, EFhd2
€ capaz de formar agregados e interagir com proteinas ja conhecidas por estarem envolvidas
em processos degenerativos como Tau, C9orf72 e Lirk2 (VEGA et al., 2008; FERRER-
ACOSTA et al., 2013; VEGA, 2016).

A expressao elevada de EFhd2 foi observada principalmente em lamelipodia, filopodia

e nas bordas das células imunes e neuronais de mamiferos (MIELENZ et al., 2005;
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AVRAMIDOU et al.,, 2007; THYLUR et al., 2009; FERRER-ACOSTA et al., 2013). A
presenca de EFhd2 nessas estruturas de protrusdes de membrana indica o seu papel
importante no remodelamento do citoesqueleto de Actina (KWON et al., 2013). Através dos
seus sitios de ligacdo a Actina, EFhd2 se liga diretamente a F-Actina e funciona como uma
proteina estrutural importante para a formac¢do de protrusdes lamelipodiais além de induzir o
espalhamento celular e migracao (KWON et al., 2013).

O papel de EFhd2 na regula¢@o da polimerizagdo do citoesqueleto de Actina também foi
observado em macréfagos durante o processo de migra¢do induzido por lipopolissacarideos
(LPS) (TU et al., 2018). A migracdo de macréfagos induzida por LPS ocorre a partir da
reorganizacao do citoesqueleto de Actina e da extensdo de protrusdes de membrana, tornando
os macrofagos capazes de invadir as regides infectadas por bactérias (KLEVETA et al.,
2012). O aumento da expressdao de EFhd2 induzido por LPS ocorre de forma dependente de c-
Src, uma cinase que atua sobre proteinas requeridas para a nucleacdo e polimerizacdo de
Actina, NPFs (actin nucleation promoting factors) (OLIVARES et al., 2014). EFhd2 atua no
processo de migracdo de macréfagos induzida por LPS promovendo a polimerizacio de
Actina diretamente. LPS também induz a fosforilacdo de EFhd2 nos residuos Tyr83 e Tyr104,
sendo que essa fosforilagdo parece ser irrelevante para a sua funcdo no remodelamento de
Actina (TU et al., 2018; HUH et al., 2013). Finalmente, EFhd2 pode servir como um alvo
downstream de c-Src no processo de migracdo de macréfagos induzida por LPS por ativar
NPFs, incluindo N-WASP e WAVE (TU et al., 2018).

As funcgdes diversas de EFhd?2 estio resumidas na Figura 7.
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Figura 7. Funcoes de EFhd2 e sua associacdo com vias de sinalizacio em diversos processos
biolégicos. A expressdo de EFhd2 pode ser regulada por RANK-L, PKCB1/n, PKCO ¢ EGFR, o que
pode levar ao aumento da associacdo constitutiva de BCR, Syk e PLCy2 em balsas lipidicas. Isso
também estabiliza a associa¢do de BCR com Syk e PLCy2 aumentando a interag@o constitutiva de Syk
e PLCy2 com Lyn. A regido N-terminal de EFhd2 e/ou a ligacdo de Ca** ao seu dominio EF-hand sio
os reguladores do influxo de Ca** desencadeado por BCR. EFhd2 exibe o papel de regulador negativo
da ativacdo de NFkB por apoptose e neurodegeneracdo mas também pode atuar como um regulador
positivo da ativacdo de NF«kB por liberar mediadores inflamatérios e levar a ativagdo de células
imunes. Durante apoptose, EFhd2 se associa com o complexo de caspase-9 e regula a invasdo e
metastase. EFhd2 se associa com o citoesqueleto de Actina e seus motivos EF-hand e coiled-coil
regulam o agrupamento de Actina e a migragdo celular (espalhamento celular e lamelipédios). EFhd2
se associa com Tau em doenca de Alzheimer. EFhd2 regula negativamente o transporte de
microtibulos mediado por kinesina e formagao de sinapses. Finalmente, EFhd2 regula negativamente
a imunidade humoral tipo-2 dependente do centro germinal (retirada de THYLUR et al., 2018).

1.6. Regulacio da atividade de EFhd2 e sua atuacao em cancer e metastase

As protrusdes de membrana, como lamelipddios e filopddios, sdo estruturas dinamicas
caracterizadas pelo rapido furnover dos filamentos de Actina necessdrios para a migragao
celular (KWON et al., 2013). A dinamica de Actina é regulada por vdrias proteinas que agem
cooperativamente para mediar a montagem, desmontagem e a reorganizacao dos filamentos
(POLLARD & BORISY, 2003). O complexo Arp2/3 inicia a ramificacio e polimerizagdo de
F-Actina enquanto ADF/cofilin medeia a despolimerizagdo dos filamentos modulando o
turnover das redes de Actina (MOUNEIMNE et al., 2006; YAMAGUCHI & CHONDEELIS,
2007).
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EFhd2 atua como uma proteina estrutural capaz de se ligar diretamente a Actina
controlando o agrupamento dos filamentos e aumentando a migracdo e o espalhamento
celular. Sua atuacdo no agrupamento de Actina é mediada pelos dominios EF-hand e coiled-
coil, na presenca de Ca**. O dominio coiled-coil facilita a dimerizacio de EFhd2 de forma
paralela, critica para a sua func@o de agrupar os filamentos de Actina. A auséncia de Ca®* ndo
impede a interacdo entre EFhd2 e Actina mas interfere essencialmente no agrupamento dos
filamentos mediado por EFhd2 (KWON et al., 2013; PARK et al., 2016a). A regido do core
de EFhd2, que compreende os dominios EF-hand, mantém sua estrutura na auséncia de Ca2+,
mas as modifica¢Oes na flexibilidade conformacional de EFhd2 reduzem a sua atividade de
agrupamento de F-Actina devido a coordenacdo incorreta dos sitios de ligacdo a Actina

durante a formacao do dimero paralelo (Figura 8) (PARK et al., 2016a).
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Figura 8. Modelo esquematico da atividade de EFhd2 em agrupar os filamentos de Actina. Na
presenca de Ca** (acima) ocorre a formagio do dimero paralelo de EFhd2 e o agrupamento de F-
Actina. Na auséncia de Ca** (abaixo) ocorre o aumento da flexibilidade estrutural de EFhd2 que perde
sua atividade de agrupar os filamentos, sem alterar a sua capacidade de ligacdo a Actina. ABS: sitio de
ligacdo a Actina; LM: a-hélice conectora; PxxP: dominio rico em prolina (retirada de PARK et al.,
2016a).

A funcido principal de EFhd2, relacionada ao aumento da formagdo dos lamelipddios,
espalhamento celular e migragdo € regular o acesso de Cofilina aos filamentos de F-Actina
(HUH et al., 2013). Cofilina é uma proteina despolimerizante de Actina capaz de se ligar a F-

Actina e iniciar a separagdo do filamento em mondmeros aumentando o pool de G-Actina. A
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separacdo dos filamentos de Actina em mondmeros efetuada por Cofilina aumenta a
disponibilidade de extremidades livres nos filamentos que servem como substratos preferidos
pelo complexo de nucleacdo Arp2/3 (YAMAGUCHI & CHONDEELIS, 2007). A fina
regulacdo da atividade de Cofilina € crucial para a formacdo das protrusdes de membrana,
sendo que a atividade de Cofilina € regulada principalmente por ciclos de fosforilacdo e
desfosforilagdo, mas também pelo controle do seu acesso aos filamentos de Actina mediado

por EFhd2 (Figura 9) (NISHITA et al., 2005; HUH et al., 2013).

Formagdo de lamelipddios
Migragdo celular

Figura 9. Representaciio esquematica da via de sinalizacio iniciada por EGF na regulacio da
polimerizacao e despolimerizacio dos filamentos de Actina e o papel de EFhd2 neste processo.
EFhd2 age regulando o acesso de Cofilina & F-Actina sendo sua fun¢do regulada por fosforilacdo. No
estado nio fosforilado, EFhd2 inibe o acesso de Cofilina aos filamentos de Actina, impedindo a
despolimerizacdo dos filamentos. No estado fosforilado, induzido apds a ativacdo da via por EGF,
EFhd2 deixa de inibir a atuacdo de Cofilina, que pode atuar despolimerizando os filamentos (HUH et
al., 2013). A fosforilagdo de Cofilina por LIMK inibe sua funciio despolimerizante de Actina
(NISHITA et al., 2005). Na outra extremidade do filamento, o complexo Arp2/3 atua fazendo a
nucleacio de novos filamentos de Actina (YAMAGUCHI & CHONDEELIS, 2007). Este mecanismo
dindmico de polimerizagdo/despolimerizacdo do citoesqueleto de Actina leva a formacdo de
lamelipddios e aumento da migracdo celular (HUH et al., 2013).
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A atividade de EFhd2 em agrupar os filamentos de Actina é dependente de fosforilagao
em seu residuo Ser183, localizado na regido entre os sitios de ligacdo a Actina e o dominio
coiled-coil C-terminal (HUH et al., 2013). A presenca da fosforilagdo nessa regido aumenta a
sua flexibilidade e provoca repulsdo eletrostética entre os sitios de liga¢do a Actina alterando
a atividade de EFhd2 em agrupar F-Actina (Figura 10) (PARK et al., 2016b). A fosforilacdo
em Serl183 pode ocorrer de forma transiente em resposta ao sinal de EGF sem afetar a
distribuicdo de EFhd2 em lamelipodia e nem a sua ligacdo a F-Actina, mas bloqueando a
capacidade de EFhd2 de inibir a atividade de Cofilina (HUH et al., 2013). A troca dinamica
entre os estados fosforilado/desfosforilado de EFhd2 € essencial para a regulacdo da dindmica

de Actina e mediar a formagao de lamelipodia (HUH et al., 2013).
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Figura 10. Modelo esquematico do mecanismo de regulacio da atividade de EFhd2 por
fosforilacao. (A) Identificacdo dos dominios de EFhd2, destacando em vermelho a localizacdo do
residuo de Serina 183, alvo de fosforilagdo. (B) EFhd2 no estado ndo fosforilado (a esquerda) forma
uma estrutura rigida para se ligar a F-Actina. Em contraste, EFhd2 no estado fosforilado (a direita),
apresenta a atividade de ligacdo a Actina reduzida devido a flexibilizagdo dos sitios de ligacdo a
Actina na estrutura dimérica. ABS: sitio de ligacdo a Actina; PxxP: regido rica em prolina; LM-helix:
a-hélice conectora (retirada de PARK et al., 2016b).
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A atividade de EFhd2 de regular a dindmica de membrana lamelipodial como uma
proteina de ligacdo e agrupamento de Actina indica o seu potencial papel em invasdo e
metastase (HUH et al., 2015).

A superexpressdo de EFhd2 aumenta a formacao de protrusdes de membrana em células
de melanoma murino, B16F10, e também aumenta o potencial metastitico dessas células
(HUH et al., 2013; HUH et al., 2015). A superexpressdao de EFhd2 também foi observada em
alguns tipos de canceres humanos, como melanoma e célon (HUH et al., 2015). Também, sua
expressdo estd associada com o aumento da habilidade invasiva de células de cancer de
pulmdo, além de servir como um marcador de recorréncia pds-cirirgica em pacientes com
adenocarcinoma de pulmao do tipo I (FAN et al., 2017).

Foi observada a correlagdo entre a expressdo de EFhd2 e EGFR em células B16F10 e
aumento nos niveis de EGFR fosforilado, indicando a ativacdo deste receptor por EGF. Na
presenca de EGF houve aumento da expressdo de EFhd2 de forma dependente da
concentracdo e do tempo de exposi¢do ao EGF, indicando que EFhd2 pode ser up-regulada
pela via de sinalizacdo de EGFR em melanoma maligno (HUH et al., 2015). EFhd2 € capaz de
modular a capacidade de invasdo e metdstase em melanoma murino por mediar a formacao de
protrusdes de membrana e estimular a atividade da familia de Rho GTPases, requerida para a
formacao de lamelipodia (HUH et al., 2015).

O processo de transicdo epitelial-mesenquimal medeia a dissociacdo de células
neoplésicas a partir do tumor primdrio para orgdos distantes por promover o aumento da
proliferagdo, migracdo e invasdo, além de aumentar a resisténcia dessas células contra
apoptose e tornd-las capazes de apresentarem propriedades de células mesenquimais
(KALLURI; WEINBERG, 2009; YANG et al., 2018). O knockdown de EFhd2 em células de
cancer de pulmdo diminuiu a expressao do marcador mesenquimal Vimentina e dos fatores de
transcri¢do envolvidos no processo EMT, SNAIL, TWIST1, ZEB1 e ZEB2. Em contraste, a
superexpressao de EFhd2 aumentou a expressdo de Vimentina, SNAIL, TWISTI1, ZEBI1 e
ZEB?2 e reduziu a expressao do marcador epitelial, E-caderina. Coletivamente, esses dados
sugerem que EFhd2 contribui para a promo¢do de EMT e metdstase em células de

adenocarcinoma de pulmao (FAN et al., 2017).
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2. JUSTIFICATIVA

As proteinas cinase serina/arginina (SRPK) regulam a agdo de fatores de splicing
fosforilando de forma altamente especifica os dominios SR encontrados em sua estrutura (XIAO e
MANLEY, 1997).

Diversos estudos mostraram a expressao elevada de SRPK em vérios tipos de cancer
(HAYES et al., 2007; ROOSMALEN et al., 2015; GAMMONS et al., 2014; CHANG et al.,,
2015; GOUT et al., 2012; GONG et al., 2016; ZHOU et al., 2013; ODUNSI et al., 2012;
BULLOCK et al., 2016; JANG et al., 2008; GOUT et al., 2012; WANG et al., 2016; ZHUO
et al., 2018).

Fica evidente, portanto, a importancia de estudos que visem esclarecer mais detalhadamente
a forma de atuacdo de SRPK nas vias de sinalizacdo, splicing do pré-mRNA, além de outros
processos celulares, sobretudo relacionados ao desenvolvimento do céncer e formacdo de
metdstase. Novas descobertas sobre o papel oncogénico das SRPK certamente impactardo no uso
dessas cinases como potenciais biomarcadores ou alvos terapéuticos atraentes contra o cancer.

Resultados encontrados pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que a inibicdo
farmacoldgica de SRPK leva a diminuic¢io de formacdo de nédulos pulmonares em melanoma
murino (MOREIRA et al., 2018). Também, a fim de descobrirmos novas proteinas parceiras
de interagdo para SRPK2, foi realizado um ensaio de duplo-hibrido em leveduras pelo nosso
grupo de pesquisa que identificou uma possivel interacdo entre a regido espagadora de SRPK2
e EFhd2, uma proteina envolvida na regulacdo da dindmica do citoesqueleto de Actina,
migragado celular e metdstase (MELLO, 2014; HUH et al., 2015).

A atividade de SRPK2 e EFhd2 pode ser regulada pela via de sinalizacdo iniciada por
EGF. O eixo Akt-SRPK-SR constitui 0o ramo central na transducdo de sinal de EGF para
regular o programa de splicing no nucleo (ZHOU et al., 2012). Em células de melanoma, EGF
€ capaz de induzir o aumento da expressao de EFhd2 (HUH et al., 2015). EGF também ¢&
capaz de afetar a atividade de EFhd2 por induzir a fosforilacdo transiente em seu residuo
Ser183, bloqueando a capacidade de EFhd2 de inibir a atividade de Cofilina, uma proteina
despolimerizante de Actina (HUH et al.,, 2013). Essa troca dinamica entre os estados
fosforilado/desfosforilado de EFhd2 é essencial para a regulagdo da dindmica de Actina,
mediar a formacao de lamelipodia e induzir a migracao celular (HUH et al., 2013).

Recentemente SRPK2 e EFhd2 foram identificadas, independentemente, envolvidas no
processo de transi¢do epitelial-mesenquimal (EMT), um evento requerido para a formagdo de

metastase (YANG et al., 2018; FAN et al., 2017). Ambas influenciam a expressdo de
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proteinas consideradas marcadores de EMT, como TWISTI, um fator de transcricio que
modula a expressdo de moléculas de adesdo e auxilia na transi¢do epitelial-mesenquimal em
células tumorais (KALLURI, R.; WEINBERG, 2009). Considerando as informagdes citadas,
este trabalho foi desenvolvido com a finalidade de entendermos melhor o efeito da supressao
da expressdo de SRPK em melanoma metastatico murino e desvendarmos a relacdo entre
SRPK2 e EFhd2 nesse contexto. Esperamos que os dados obtidos possam contribuir com a busca

por estratégias terapéuticas contra tumores, sobretudo metastaticos.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Avaliar o efeito da supressdo da expressdo de SRPK e da interacdo entre SRPK?2 e

EFhd?2 no contexto do melanoma metastatico murino.

3.2. Objetivos especificos

e Promover o silenciamento génico de SRPKI, SRPK2 ou o silenciamento simultaneo de
SRPKI e SRPK2 em células B16F10;

e Avaliar o efeito do silenciamento de SRPK1 e SRPK2 no desenvolvimento do
melanoma subcutaneo e na formag¢do de nddulos pulmonares em camundongos;

e Avaliar o efeito do silenciamento de SRPK1 e SRPK2 in vitro, nos fenétipos
relacionados a capacidade metastatica de células B16F10, tais como migracdo,
invasao, proliferacdo e formacao de coldnias;

e Avaliar o efeito do silenciamento de SRPK1 e SRPK?2 na polimerizagdo de Actina em
células B16F10;

e Confirmar a interagdo entre SRPK2 e EFhd2;

e Avaliar se EFhd2 € substrato de fosforilagio para SRPK2 in vitro e identificar o

residuo fosforilado em EFhd2 por SRPK2.
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4. METODOLOGIA

4.1. Silenciamento de SRPK em células B16F10
4.1.1. Desenho das sequéncias alvo e clonagem no vetor lentiCRISPRV2
Esta etapa foi realizada em parceria com a pesquisadora Dra. Angela Saito,
coordenadora do Laboratério de Organismos Modelo do LNBio/CNPEM.
A ferramenta de andlise CRISPR Design Tool do MIT (http://tools.genome-

engineering.org) (HSU et al., 2013) foi utilizada para identificar e classificar os sitios alvos

mais adequados e computacionalmente predizer os sitios off-target de cada sequéncia alvo. Se
a sequéncia alvo de 20 nucleotideos ndo iniciar com uma base guanina, a eficiéncia de
transcricdo do promotor U6 pode ser reduzida. Nesse caso, uma guanina foi adicionada na
primeira posi¢do da por¢do 57, formando uma sequéncia alvo de 21 bases (RAN et al. 2013).
Para cada construcdo de RNA guia (sgRNA) (Tabela 1, Apéndice A), dois
oligonucleotideos que correspondem a fita de DNA superior e a fita inferior da sequéncia alvo
foram fosforilados pela enzima T4 polinucleotideo quinase (T4 PNK, NEB) e anelados
através de incubacdo de 1 ul do oligo superior a 100 pM, 1 pl do oligo inferior a 100 uM, 1 pl
de tampao 10x da T4 DNA ligase (NEB), 0,5 ul de T4 PNK e 6,5 ul de dgua, nas seguintes
condig¢des: incubagdo a 37°C por 30 min (fosforilagdo dos oligos), seguido de desnaturacdo a

95°C por 5 min, resfriamento gradual até 25°C a 0,1°C/segundo, 25°C por 10 min.

Tabela 1. Sequéncia dos sgRNAs clonadas no vetor lentiCRISPRV2. As sequéncias tem como alvo
regides especificas dos genes SRPKI ou SRPK?2.

Vetor Clone Sequéncia do sgRNA Alvo
1.1 GGCGGTTACCGGTCTCGCCA Promotor e Exon 1
lentiCRISPR SRPK1 2.1 GGTCTCGCCATGGAGCGGAA  Promotor e Exon 1
3.1 TTACCGGTCTCGCCATGGAG Promotor e Exon 1

4.1 GGCTATCATCCAGTGAAAAT Exon 3
lentiCRISPR SRPK?2 5.1 AGGCTGTCTCTGTATAATGC Exon 4
6.3 GGCTGTCTCTGTATAATGCT Exon 4

lentiCRISPR V2 Vetor vazio

Para a clonagem do oligo anelado no vetor lentiviral lentiCRISPRV2 (Addgene #52961)
(Figura 11), o mesmo foi digerido com a enzima de restricio Bsmbl (NEB), defosforilado
com a enzima fosfatase alcalina (CIP, NEB) e purificado. O vetor linearizado (50 ng) foi
entdo ligado ao oligo anelado (1 ul) utilizando 0,5 ul de T4 DNA ligase (NEB) e tampao da

T4 DNA ligase. A reagdo de ligacdo foi incubada a 16 °C por 16 h, transformada em bactérias
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DH5a termocompetentes e plaqueada em meio LB sélido contendo 100 pg/ml de ampicilina.
A confirmagdo de clonagem foi realizada por sequenciamento de DNA com o primer reverso

U6 seq F (GAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTC) (SANJANA et al., 2014).

cPPT
psi+ RRE. U6 sgRNA EFS SpCas9 FLAG P2A Puro WPRE

lentiCRISPRv2

Figura 11. Vetor de expressao lentiviral lentiCRISPRV2. A sequéncia de cada sgRNA foi clonada
neste vetor que também codifica Cas9 e apresenta a marca de sele¢do para puromicina. Psi packaging
signal (psi+), rev response element (RRE), central polypurine tract (cPPT), human U6 promoter (U6);
elongation factor-la short promoter (EFS), Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9); FLAG
octapeptide tag (FLAG), 2A self-cleaving peptide (P2A), puromycin selection marker (puro),
posttranscriptional regulatory element (WPRE) (adaptada de SANJANA et al., 2014).

4.1.2. Producio das particulas lentivirais
A producdo dos virus foi realizada no Laboratério de Vetores Virais (LVV) do
Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio/CNPEM). As particulas virais foram tituladas

utilizando a linhagem de células NIH3T3 tratadas com 1 pg/ml de puromicina.

4.1.3. Cultivo celular, transducao e seleciao das células resistentes a puromicina

Células B16F10 foram cultivadas em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB). As células foram mantidas em cultura a 37 °C, em atmosfera imida com 5% de
CO..

Para a transducdo lentiviral, 1 x 10° células foram plaqueadas em cada pocgo da placa de
6 pocos e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO, durante 24 h. Foi preparada uma mistura
contendo meio RPMI acrescido de 10% de SFB, polybreno (Sigma) (10 pg/ml) e o volume de
virus correspondente a MOI 1 (multiplicity of infection) considerando a quantidade de células
em cada pogo igual a 2 x 10° apos 24 h do plaqueamento. Em cada poco foram pipetados 3 ml
da mistura preparada, e ap6s 24 h o meio de cultivo foi descartado e substituido por 2 ml de
meio RPMI acrescido de 10% de SFB e puromicina (2 ug/ml). A cada 2 dias o meio de
cultivo completo contendo puromicina (2 pg/ml) foi substituido até que houvesse a completa
eliminacdo das células ndo-infectadas (controle) e restassem apenas as células resistentes a
puromicina. As células foram entdo transferidas para uma garrafa de cultivo (25 cm?) e
incubadas em estufa por aproximadamente 1 semana até que fosse possivel obter uma
quantidade suficiente de células para as andlises da expressio de SRPK1 e SRPK2 por

western blotting.
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Neste trabalho as células B16F10 que sofreram o silenciamento génico de SRPKI,
SRPK2 ou ambas (simultaneamente) serdo chamadas, respectivamente, B16F10 SRPK1",
B16F10 SRPK2 e B16F10 SRPK1/2". As células BI16F10 transduzidas com o vetor
IentiCRISPRV2 vazio (controle) serdo chamadas B16F10 V2.

Com o objetivo de se obter um clone de células com a menor expressdo possivel de
SRPKI1, as colonias das células B16F10 SRPK1™ foram isoladas. A metodologia de

isolamento de coldnias de células esta descrita no item 4.1.4.

4.1.4. Silenciamento simultineo de SRPK1 e SRPK2 em células B16F10

Para realizarmos o silenciamento simultdneo de SRPK1 e SRPK2 nas células B16F10
(SRPK1/2), inicialmente foram obtidas as células B16F10 com a expressdo silenciada de
SRPK2 a partir da transduc¢do com a sequéncia 5.1 do sgRNA, conforme item 4.1.3.

Cerca de 1 x 10° células foram plaqueadas em cada pogo da placa de 6 pocos e
incubadas por 24 h em estufa a 37 °C sob atmosfera de 5% de CO,. Essas células foram entdo
transduzidas com o vetor contendo a sequéncia 3.1 do sgRNA para SRPK1 considerando MOI
igual a 1, conforme item 4.1.3. Apds 24 h iniciou-se o tratamento com puromicina (2 pg/ml)
durante alguns dias até que todas as células do poco considerado controle (células B16F10
que nao foram transduzidas) estivessem mortas.

A placa foi deixada em cultivo até que o poco contendo as células BI6F10 SRPK1/2
estivesse confluente. As células foram entdo retiradas dos pocos por tripsinizagdo,
centrifugadas e ressuspendidas em 500 ul de meio RPMI completo. Este volume foi
adicionado a um pogo de uma nova placa de 6 pogos contendo 500 pul de meio RPMI
completo em cada poco. O volume foi misturado e 500 pl foram passados para o segundo
poco. Este processo foi repetido em todos os pogos da placa de 6 pocos, e ao final, todos os
volumes foram completados para 2 ml com meio RPMI completo.

A placa foi incubada em estufa durante aproximadamente 6 dias até que se verificasse o
crescimento das colonias de células. As colonias isoladas foram entao sugadas da placa com o
auxilio de uma pipeta P1000 e cada colonia (em um total de 15) foi passada para um pogo da
placa de 24 pogos que foi novamente incubada em estufa a 37 °C até que os pogos estivessem
confluentes. As células em cultivo foram expandidas para a placa de 6 pogos e incubadas em
estufa até que os pogos atingissem a confluéncia préxima a 100%. As células foram entdao
retiradas dos pogos por tripsinizacdo e o pellet foi preparado centrifugando-se a 500 xg

durante 5 minutos. Foram adicionados 2 ml de meio RPMI completo sobre os pocos da placa
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que foi novamente incubada em estufa até que se atingisse a confluéncia. Esse procedimento
foi repetido mais duas vezes até a obtencdo da quantidade suficiente de células para a lise
celular e andlise da expressdo de SRPK1 e SRPK2 nas células BI6F10 SRPK1/2". A lise
celular e a andlise da expressdo das proteinas por western blotting estdo descritas no item

4.1.5.

4.1.5. Lise celular, quantificacao de proteinas pelo método de Bradford e analise
da expressao de SRPK1 e SRPK2 por western blotting

Os pellets de células B16F10 foram lisados em 40 ul de tampao de lise (20 mM de Tris
pH 7.5, 150 mM de NaCl, 5 mM de EDTA, 1 % de NP40, 1 pg/ml dos inibidores de protease
leupeptina, aprotinina e pepstatina A, 10 mM de ortovanadato de sédio e 5 mM de NaF) e
deixados em gelo durante 30 minutos. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 8000 xg
por 10 min a 4 °C e o sobrenadante (lisado total) foi coletado.

A quantificacdo de proteinas dos lisados foi realizada conforme metodologia adaptada
de BRADFORD, 1976. Inicialmente foi construida uma curva padrdao com soroalbumina
bovina (BSA) (Sigma) que foi utilizada para os cédlculos da concentracdo de proteina nas
amostras. As solucdes de BSA foram preparadas diluindo a BSA em tampao de lise: 14
mg/ml; 10 mg/ml; 7 mg/ml; 5 mg/ml; 2,5 mg/ml; e 1,25 mg/ml. Cada solucdo foi diluida 10
vezes em dgua destilada e utilizada na preparacdo da curva padrio utilizando 5 ul de cada
solucdo de BSA e 95 ul do reagente de Bradford. A quantificacdo de proteinas das amostras
foi realizada utilizando 95 ul de reagente de Bradford e 5 pl de amostra do lisado diluido 10
vezes em agua. A leitura de absorvancia foi feita a 595 nm.

A corrida eletroforética foi realizada em gel de poliacrilamida 12 % aplicando-se 40 pg
de proteinas totais em cada canaleta. Posteriormente as proteinas foram transferidas para
membranas de nitrocelulose (Biorad) a 250 mA por 2 h a 4 °C em tampao de transferéncia (39
mM de glicina, 48 mM de tris base e 20% de metanol). As membranas foram bloqueadas
overnight em BSA 2% diluida em TBS-T (50 mM Tris-Cl, pH 7,6, 150 mM NaCl, 1% (v/v)
Tween 20). Posteriormente, as membranas foram lavadas em TBS-T trés vezes por 5 minutos
cada e incubadas com os anticorpos primarios por 1 h. Os anticorpos primdrios utilizados
foram anti-SRPK1 (BD Bioscences, #611072) e anti-SRPK2 (BD Biosciences, #611118),
ambos na dilui¢do 1:1000 e anti-GAPDH (Invitrogen, #AM4300), na dilui¢do 1:4000. As
membranas foram lavadas em TBS-T trés vezes durante 10 minutos cada e posteriormente

foram incubadas por 1 h com o anticorpo secundédrio Anti-Mouse IgG (whole molecule)-
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Peroxidase (Sigma, #A9044) na diluicdo 1:15000. Apés a incubacdo com o anticorpo
secunddrio as membranas foram lavadas em TBS-T trés vezes de 10 minutos cada. As bandas
proteicas foram visualizadas pela deteccao de quimioluminescéncia utilizando o equipamento
C-DiGit Blot Scanner (LI-COR), e como substrato, Amersham ECL Prime Western Blotting
Detection Reagent (GE Healthcare).

4.2. Ensaios in vivo

4.2.1. Efeito do silenciamento de SRPK no desenvolvimento do melanoma
subcutianeo

Camundongos C57BL/6 machos (n=40, peso= 23) oriundos do Biotério Central da
UFV, foram mantidos no Biotério do Departamento de Biologia Geral (UFV) alojados em
grupos de 5 animais em caixas de polipropileno (30 cm x 20 cm x 13 cm) e em condi¢Oes
controladas de temperatura (21 + 2 °C), umidade relativa do ar (60-70%) e luminosidade (12-
12 h claro/escuro). Os animais receberam comida e dgua ad [libitum. Os procedimentos
experimentais seguiram as normas propostas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal, sendo o projeto aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFV, com numero de registro 30/2019 (Anexo A).

Para a inducdo do crescimento tumoral subcutineo, foi preparada uma suspensdo de
células de melanoma metastitico murino, B16F10, silenciadas para SRPK1, SRPK2, SRPK1
e SRPK2 (simultaneamente) ou V2 (grupo controle). Cerca de 150 pl de solugdo salina estéril
contendo 2 x 10° células foram inoculadas, por via subcutanea, no flanco direito dos
camundongos. Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais. O

esquema do experimento estd representado na Figura 12.

-

Monitoramento
Medicdes e calculo do volume do tumor a cada 2 dias

Inoculagdo das Detecgdo dos Eutanésia

células B16F10: tumores em
v2 alguns animais

SRPK1-
SRPK2-
SRPK1/2- Dia 17

Figura 12. Esquema representativo do experimento in vivo (melanoma subcutineo). As células
B16F10 SRPK1°, SRPK2" ou SRPK1/2" foram inoculadas no flanco direito dos animais, que foram
observados ao longo dos dias. A partir da identificacio dos primeiros animais com tumores, as
medidas de largura e comprimento do tumor foram feitas a cada 2 dias e o seu volume foi calculado. A
eutandsia dos animais foi feita no 17° dia do experimento.
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A partir da identificagdo do aparecimento do tumor nos animais (considerado dia 1), o
seu tamanho foi mensurado com um paquimetro a cada dois dias, sendo o volume calculado
utilizando a férmula volume = 0,52 x D1% x D2, em que D1 € o comprimento e D2 a largura
do tumor (FIGUEIREDO et al., 2015).

No 17° dia do experimento, os animais foram anestesiados com cloridrato de xilazina
(10 mg/kg/intraperitoneal) e cloridrato de quetamina (150 mg/kg/intraperitoneal).

Posteriormente a anestesia foi aprofundada até a morte utilizando-se tiopental (30 mg/kg/ip).

4.2.2. Anadlise histopatolégica do tumor

Os tumores crescidos no flanco direito dos animais foram removidos e imersos em
solugdo fixadora de paraformaldeido 4% em tampao fosfato de sédio 0,2 M pH 7,3 por 24 horas.
Em seguida, os fragmentos foram desidratados em série etandlica crescente (70%, 80%, 90% e
alcool absoluto), diafanizadas em xilol e incluidos em parafina. Cortes histologicos de 3 um de
espessura foram obtidos utilizando-se micrétomo rotativo (Leica, RM225) com navalhas de aco
descartdveis. As laminas contendo os cortes histoldgicos foram coradas com hematoxilina-eosina
(HE) para avaliacdo histopatoldgica geral. As laminas foram analisadas nas objetivas de 10X e

20X e as imagens foram capturadas usando um microscopio de luz (Olympus CKX41).

4.2.3. Efeito do silenciamento de SRPK na inducido da formacio de ndédulos
pulmonares

Camundongos BALB/c machos (n=40, peso= 23) oriundos do Biotério Central da
UFV, foram mantidos no Biotério do Departamento de Biologia Geral (UFV) alojados em
grupos de 5 animais em caixas de polipropileno (30 cm x 20 cm x 13 cm) e em condi¢des
controladas de temperatura (21 + 2 °C), umidade relativa do ar (60-70%) e luminosidade (12 -
12h claro/escuro). Os animais receberam comida e agua ad libitum. Os procedimentos
experimentais seguiram as normas propostas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal, sendo o projeto aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFV, com nimero de registro 30/2019 (Anexo A).

Para a indugdo da formag@o de nodulos pulmonares, uma suspensdo de 2 x 10° células
B16F10 SRPK1", SRPK2", SRPK1/2" ou V2 (grupo controle) foi preparada em solugdo salina
estéril. O volume de 200 pl contendo as células foi inoculado por via intravenosa (veia
caudal) nos camundongos que foram divididos em quatro grupos experimentais (n=10/grupo).
Os animais foram mantidos em observacao por 21 dias. No 22° dia de experimento os animais

foram sedados com xilazina (10 mg/kg/ip) e anestesiadas com cloridrato de quetamina (150
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mg/kg/ip). Posteriormente a anestesia foi aprofundada até a morte utilizando-se tiopental (30
mg/kg/ip) (Figura 13). Apds a eutandsia, os pulmdes dos animais foram coletados e fixados
em solucdo de paraformaldeido 4% durante 24 h. Posteriormente, os pulmdes foram
observados com o auxilio de uma lupa e os nddulos visiveis em sua superficie foram

contados.

- X

Acompanhamento dos animais durante 21 dias

Inoculagdo das células Eutanasia
B16F10 na veia caudal: Coleta dos pulmdes para
V2 contagem de nédulos
SRPK1- ‘
SRPK2-
SRPK1/2- Dia 22
|
Dia 1

Figura 13. Esquema representativo do experimento in vivo (inducdo de nédulos pulmonares). As
células B16F10 SRPK1", SRPK2 ou SRPK1/2" foram inoculadas na veia caudal dos camundongos.
Apés 21 dias, os animais foram eutanasiados e os pulmdes foram coletados para a contagem dos
nédulos.

4.2.4. Analises estatisticas
As andlises estatisticas foram feitas utilizando o software GraphPad Prism v. 6. Os
resultados foram avaliados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados que
apresentaram distribuicdo normal foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), sendo
suas médias comparadas pelo teste de Dunnet a 5% de significancia. J4 os resultados ndo
paramétricos foram submetidos ao teste de Kruskal Wallis, sendo suas médias comparadas
pelo teste de Dunn (P = 5%). Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo da

média.

4.3. Efeito do silenciamento de SRPK nas células B16F10 - ensaios in vitro
4.3.1. Ensaio de migracao “wound healing”
Neste ensaio, a andlise da migracdo € feita por meio de um risco com uma ponteira no
poco da placa de cultivo confluente, desfazendo a monocamada de células. A porcentagem de
fechamento desse risco, medido com auxilio de programas de tratamento de imagens, é um

indicativo de migracao celular.
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Este ensaio foi realizado em triplicata utilizando as células B16F10 SRPK'. Foram
plaqueadas 8 x 10* células em cada poco da placa de 24 pogos. Apds 24 h do plaqueamento os
riscos foram feitos nos pocos da placa com o auxilio de uma ponteira, os pogos foram lavados
e o0 meio de cultivo foi substituido por meio RPMI com 2% de soro fetal bovino acrescido de
EGF na concentragdo de 100 ng/ml (ZHOU et al., 2012). Imediatamente apds o risco € o
tratamento com EGF os pogos foram fotografados no tempo zero e as placas foram incubadas
a 37 °C em estufa. Ap6s 24 h de incubacdo os riscos foram fotografados novamente e o

comprimento da fenda foi medido utilizando o software ImageJ.

4.3.2. Ensaio de proliferacao

Este ensaio foi realizado por meio da marcacdo da proteina indicadora de proliferacdo
celular, Ki67, por imunofluorescéncia. A proteina Ki67 estd presente nas células durante todas
as fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e M) mas esta ausente na fase GO (GERDES et al.,
1984). Essa caracteristica faz com que a expressdao de Ki67 esteja associada com a atividade
proliferativa das células, sendo um marcador clinicamente importante, indicativo de
agressividade de vdrios tipos de tumores (GERDES et al., 1987; DOWSETT et al., 2011; TU
etal., 2011).

Cerca de 2 x 10" células B16F10 SRPK™ foram plaqueadas em placas de 24 pocos
contendo uma laminula circular (13 mm de didmetro) em cada pogo. As placas foram
incubadas em estufa durante 24 h ou 48 h a 37 °C, numa atmosfera de 5% de CO,. O meio de
cultivo dos pogos foi descartado e as células foram lavadas com 1 ml de PBS pH 7.4 e fixadas
com 250 pl de solucdo paraformaldeido 4 % (v/v) diluido em PBS por 15 minutos. Para a
permeabiliza¢do e bloqueio, cada laminula contendo as células foi incubada com 250 ul de
solucdo Triton X-100 0,5 % (v/v) e 2 % (m/v) de BSA diluidos em PBS durante 1 h. As
c€lulas foram lavadas com PBS duas vezes, 5 minutos cada lavagem e em seguida foi feita a
marcacdo da proteina Ki67 nas células com o anti-Ki67 (Abcam, #ab16667) na dilui¢do 1:100
durante 1 h. Apds a marcacdo com o anticorpo primdrio, as células foram lavadas 5x com
PBS e incubadas com o anticorpo secunddrio anti-rabbit IgG Alexa Fluor 488 (ThermoFisher
Scientific, #A11008) na diluicdo 1:100 por 1 h. Em seguida as células foram novamente
lavadas cinco vezes com PBS e as laminas foram montadas utilizando Prolong Diamond®
com DAPI (ThermoFisher Scientific). As imagens foram obtidas em microscépio de
fluorescéncia EVOS® (Life Technologies) e utilizando os filtros DAPI LED CUBE e GFP
LED CUBE.
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As células que apresentaram fluorescéncia (indicando a expressdo de Ki67) foram
contadas utilizando o software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc.) e os valores
obtidos foram utilizados para calcular a proporcao de células expressando Ki67 em relagao ao
nimero de células totais em cada imagem (contadas por meio da identificacio do nicleo

corado com DAPI). Cada laminula foi fotografada em 5 campos diferentes.

4.3.3. Ensaio de invasao em matrigel

Para avaliar a influéncia do silenciamento de SRPK na capacidade de invasdo das
células B16F10, este experimento foi realizado utilizando insertos transwell com o tamanho
do poro de 8 um (Corning Life Sciences). O volume de 35 ul de Matrigel (BD Biosciences)
foi diluido em meio isento de soro (1:12), adicionado a parte superior dos insertos transwell e
deixado durante 2 h a 37 ° C para permitir a formacgao do gel.

Os insertos transwell cobertos com matrigel foram colocados sobre o pogo da placa de
24 pocos e sobre eles, foi adicionado o volume de 200 ul contendo 5 x 10* células diluidas em
meio RPMI isento de soro. Os pogos da placa foram preenchidos com 650 pl de meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino que serviu como um quimioatrator para a
invasdo pelas células. As placas foram incubadas durante 24 h a 37 °C numa atmosfera de 5%
de CO,. Apés esse tempo, as células na parte inferior dos insertos foram fixadas durante 30
minutos com metanol e as células contidas na parte superior da caimara foram removidas com
uma haste flexivel de algodao. As unidades transwell foram removidas das placas e coradas
com azul de toluidina a 1% (Sigma) durante 15 min. Os insertos transwell foram fotogratados
em microscopio de luz (Leica) no aumento 20x em quatro campos diferentes e as células que

passaram para o lado inferior da camara foram contabilizadas utilizando o software ImagelJ.

4.3.4. Ensaio de formacio de colonia

Este ensaio de sobrevivéncia celular in vitro € baseado na capacidade de uma unica
célula se transformar em uma colOnia, testando essencialmente a capacidade das células da
populacdo de sofrer divisao ilimitada (PUCK; MARCUS, 1956).

Em cada poco da placa de 6 pocos foram semeadas 1 x 10° células B16F10 com a
expressao silenciada de SRPK, diluidas em 2 ml de meio de cultura RPMI com 2% de SFB.
Apo6s o periodo de 14 dias de experimento, as células foram fixadas com metanol e coradas
com azul de toluidina 1% (Sigma). As coldnias foram identificadas por meio de andlise com
microscopio Optico e contadas a olho nu. As imagens representativas das colonias foram

obtidas através de fotografia macroscopica dos pogos da placa de cultivo.
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4.3.5. Efeito do silenciamento de SRPK no citoesqueleto de Actina das células
B16F10

Foram plaqueadas 2 x 10* células BI6F10 SRPK™ em placa de 24 pogos contendo uma
laminula circular previamente autoclavada em cada pogo. A placa foi incubada em estufa com
5% de CO, a 37 °C, em atmosfera imida. Apdés 24 h do plaqueamento, as células foram
tratadas com EGF (100 ng/ml) por 1 h (ZHOU et al., 2012).

O meio de cultivo dos pocos foi descartado e as células foram lavadas com 1 ml de PBS
ph 7,4 e fixadas com 250 ul de solug¢do paraformaldeido 4 % (v/v) diluido em PBS por 15
minutos. Para a permeabilizacdo e bloqueio, foram adicionados 250 ul de solug¢do Triton X-
100 0,5 % (v/v) e 2 % (m/v) de BSA diluidos em PBS. Em seguida as células foram lavadas
com PBS duas vezes, 5 minutos cada lavagem.

A marcacdo dos filamentos de Actina foi feita utilizando em cada poco 1,4 ul de
Rhodamine Phalloidin (Thermo Scientific) (6,6 uM) diluida em 250 ul de PBS por 20
minutos. As células foram lavadas com PBS e as 1aminas foram montadas utilizando Prolong
Diamond® com DAPI (Molecular Probes). As imagens foram obtidas em microscépio de

fluorescéncia EVOS® utilizando o filtro RED CUBE.

4.4. RT-qPCR

O RNA total das amostras foi extraido utilizando o TRI Reagent (Sigma) seguindo o
protocolo do fabricante. A quantificacio de RNA das amostras foi realizada por
espectrofotometria (NanoDrop - Thermo Scientific) e analisado quanto a integridade em gel
de agarose a 1,5%. O volume correspondente a 1600 ng de RNA extraido de cada amostra foi
tratado com 1 pul de DNAse (Invitrogen) durante 30 minutos a 37 °C em um volume total de
10 pl. Posteriormente a DN Ase foi inativada com 1 pul de EDTA 50 mM durante 10 minutos a
65 °C.

O RNA tratado com DNAse foi utilizado para a sintese do DNA complementar
(cDNA). Para a sintese de cDNA das amostras de células B16F10 foi utilizado o kit Platus
Transcriber RNAse H- ¢cDNA First Strand (Sinapse Inc) conforme descrito no manual do
produto. Para a sintese de cDNA a partir das amostras de tumores foi utilizado o kit High-
capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems).

Para a realizacdo da PCR quantitativa foi utilizado o kit comercial GoTaq® qPCR
Master Mix (Promega) e o termociclador Real Time PCR 7500 (Applied Biosystems). Cada
reacdo individual foi composta de 20 ng de cDNA, 5 pul de GoTaq® qPCR Master Mix 2X,
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300 nM do corante de referéncia (CXR), 0,5 uM de cada primer (forward ou reverse) (Tabela
2) e 4gua nuclease-free completando o volume para 10 ul. A amplificacio do cDNA foi
executada nas seguintes condi¢des: desnaturacdo das amostras de cDNA a 95 °C por 10
minutos, 40 ciclos de desnaturagdo a 95 °C durante 15 segundos, anelamento e extensdo a 60
°C por 1 minuto. A curva de melting foi construida a partir da desnaturacdo a 95 °C por 15
segundos, anelamento a 60 °C por 1 minuto, 95 °C por 30 segundos e 60 °C por 15 segundos.
As curvas padrio para os genes em andlise foram construidas fazendo a diluicdo seriada
(fator 2) da amostra de cDNA do grupo controle (V2) e projetando-se os valores de Ct em
funcdo do logaritmo da concentracdo de cDNA (BUSTIN et al., 2009) (Apéndice D e
Apéndice E). As amostras obtidas a partir do experimento in vitro foram analisadas em
triplicata. As amostras obtidas a partir do experimento in vivo foram analisadas em duplicata e

6 replicatas bioldgicas.

Tabela 2. Sequéncia dos primers utilizados no RT-PCR quantitativo.

Primers Sequéncia 5°—3’ Referéncia
GAPDH_F TGTGTCCGTCGTGGATCTGA
TAN et al., 2012
GAPDH_R CCTGCTTCACCACCTTCTTGA
IL6_F TCCTTCCTACCCCAATTTCC
CHEN et al., 2016
IL6_R GCCACTCCTTCTGTGACTCC
IL8_F CAAGGCTGGTCCATGCTCC
SUN et al., 2017
IL8_R TGCTATCACTTCCTTTCTGTTGC
TNFo_F TATGGCTCAGGGTCCAACTC
SAHA et al., 2010

TNFo_R CCCATTTGAGTCCTTGATGG
VIMENTIN_F CGGAAAGTGGAATCCTTGCAGG

RONCA et al., 2013
VIMENTIN_R AGCAGTGAGGTCAGGCTTGGAA
NCAD_F CCTTCTCAATGTGAAATTCAGC

TAN et al., 2012

NCAD_R CCACCTTGAAATCTGCTGG
ECAD_F TCAGTTCCGAGGTCTACAC

RONCA et al., 2013
ECAD_R CTTCAAATCTCACTCTGCCC
SNAIL_F CCACTGCAACCGTGCTTTT

TAN et al., 2012
SNAIL_R CACATCCGAGTGGGTTTGG
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4.5. Avaliacao da interacido entre SRPK?2 e EFhd2

4.5.1. Ensaio de co-imunoprecipitacio

4.5.1.1. Cultivo celular
A linhagem de célula HEK293T (Human Embrionary Kidney) foi mantida em meio
DMEM suplementados com 10 % de soro fetal bovino e penicilina 100 U/ml, incubada a 37
°C sob atmosfera de 5 % de COa.

4.5.1.2. Transfeccao das células

A metodologia para transfeccdo de HEK293T foi adaptada de Longo et al. (2013). 5 x
10° células foram plaqueadas em cada garrafa (182 cm?) e incubadas por 24 h, a 37 °C, 5% de
CO;. O meio de cultivo DMEM contido em cada garrafa, acrescido de 10% de soro fetal
bovino, foi substituido por meio DMEM livre de soro apds 24 h de incubacdo e
imediatamente antes da transfecgao.

As células foram transfectadas utilizando como agente de transfeccdo o
polyethylenimine (PEI - Polysciences), na propor¢do de 1:2,5 (DNA:PEI). Os clones
pcDNAS/FRT/TO/SRPK?2 e pEGFP-C1/EFhd?2 utilizados no ensaio de co-imunoprecipitagdao
foram obtidos por SILVA (2017).

A mistura para transfeccdo foi preparada adicionando-se 20 pg de cada plasmideo, 100
pl de PEI (1 pg/ml) e completando o volume para 700 ul com DMEM contendo penicilina,

mas livre de soro.

Tabela 3. Combinacdes de plasmideos, volume de PEI (polyethylenimine) e meio de cultivo DMEM
utilizados para a transfec¢do de células HEK293T no ensaio de co-imunoprecipitagdo. FRT: FLP
Recombination Target site.

Tubo 1 (controle) Tubo 2
pEGFP-Cl/vazio 20 ug -
pcDNAS/FRT/TO/SRPK2 20 ug 20 ug
pEGFP-C1/EFhd2 - 20 ug
PEI (1 pg/ml) 100 pl 100 pl
DMEM Completar o volume para 700 pl

O volume contido em cada tubo foi agitado em vortex em rotagdo minima por 10 s e
deixado em repouso a temperatura ambiente por 15 minutos. A mistura foi gotejada sobre o

meio de cultivo contido em cada garrafa cuidadosamente e as garrafas foram novamente
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incubadas a 37 °C por 3 h. Apds esse tempo, o meio de cultivo das garrafas foi substituido por
meio DMEM acrescido de 10 % de soro e as garrafas foram incubadas em estufa a 37 °C, 5%
CO, durante 40 h. Posteriormente, os pellets das células transfectadas foram preparados

centrifugando-se a 1800 rpm por 5 minutos.

4.5.1.3. Co-imunoprecipitacio de FLAG-SRPK2 e GFP-EFhd2
Cada pellet de células HEK293T transfectadas foi lisado em 800 pl de tampao de lise
(item 4.1.5) e a quantificacdo de proteinas do lisado total de células HEK293T transfectadas
foi realizada a partir da metodologia de Bradford (BRADFORD, M. M., 1976), item 4.1.5.

A resina de agarose proteina A (Sigma) foi utilizada no ensaio de co-imunoprecipitagao.
Inicialmente a resina foi equilibrada em tampao NaH,PO4/NaCl (0,02 M de NaH,PO,, 0,15 M
de NaCl, pH 8,0) respeitando a propor¢do em volume 1:4 (resina:tampao).

Foi realizada uma etapa de clareamento das amostras adicionando-se 45 pl da suspensao
de resina (50 % m/v) sobre 700 ul de cada lisado total e incubando a 4 °C por 30 minutos, sob
agitacdo lenta. As amostras foram centrifugadas a 8000 xg por 1 minuto e o sobrenadante
transferido para um novo tubo, contendo 90 pl de resina (50 % m/v) e 6 pg do anticorpo
monoclonal anti-FLAG M2 produzido em camundongo (Sigma, #F1804). Os tubos foram
incubados a 4 °C overnight, sob agitacdo. Apds o periodo de incubagdo, as amostras foram
centrifugadas a 8000 xg por 1 minuto, removeu-se o sobrenadante e foram feitas quatro
lavagens da resina com 360 pl de tampao de lise (20 mM de Tris pH 7,5, 150 mM de NaCl, 5
mM de EDTA, 1 % de NP40) e mais duas lavagens no tampao 20 mM de Tris pH 7,5, 150
mM de NaCl, 5 mM de EDTA, 0,1 % de NP40. Apds cada lavagem, a resina foi centrifugada
a 8000 xg por 1 minuto e o sobrenadante foi descartado.

Ap6s a tltima lavagem, foram adicionados sobre a resina 55 pl de tampdo de amostra
1X (50 mM de Tris-HCI pH 6,8, 100 mM de B-mercaptoetanol, 0,5 % SDS, 0,1 % de azul de
bromofenol, 10% de glicerol). A mistura foi fervida a 95 °C por 5 minutos, centrifugada por 1
min a 10000 xg a temperatura ambiente e o sobrenadante foi recolhido.

As proteinas foram detectadas por western blotting conforme metodologia descrita no
item 4.1.5. A corrida eletroforética foi realizada em gel de poliacrilamida 12 % aplicando-se
20 pl das amostras provenientes da co-imunoprecipitacdo e 50 pg de proteinas totais dos
lisados de HEK293T transfectadas. A deteccdo de GFP-EFhd2 foi realizada utilizando anti-
GFP-HRP (1:3000) produzido em camundongo (Miltenyi Biotec, #130-091-833). FLAG-
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SRPK?2 foi detectada com anti-SRPK2 (1:500) produzido em camundongo (BD Biosciences,
#611118).

4.5.2. GST-Pulldown

4.5.2.1. Expressio de GST-EFhd2 e GST em sistema procarioto e lise
celular

GST-EFhd2 ou GST foram expressas em E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL,
conforme as metodologias previamente estabelecidas no laboratério. O clone
pET28a/GST/TEV/EFhd2 foi obtido por SILVA, 2017.

E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL foi transformada por choque térmico com
pET28a/GST/TEV/EFhd2 ou pET28a/GST/TEV. Uma coldnia transformada foi inoculada em
5 ml de meio LB contendo 50 pg/ml de canamicina e incubada overnight a 37 °C, 180 rpm.
Esse pré-indculo foi transferido para 500 ml de LB acrescido de 50 pg/ml de canamicina e
incubado a 37 °C e 180 rpm até atingir a densidade 6tica na faixa de 0,6-0,8. Para a indugdo
de GST-EFhd2 foi adicionado 0,1 mM de IPTG a cultura e incubou-se por 2 h, 37°C e 180
rpm. Para a indu¢do de GST foi adicionado 1 mM de IPTG a cultura e incubou-se por 4 h,
37°C e 180 rpm.

Ap6s a indugdo, cada 100 ml de cultura foram centrifugados a 5000 rpm por 10 min a 4
°C. Cada pellet foi ressuspendido em 4 ml de tampao de lise (50 mM de Tris pH 7,4, 150 mM
de NaCl, 2 mM de EDTA e 2 mM de DTT, 1 pg/ml de cada um dos inibidores de protease
aprotinina, pepstatina A e leupeptina, e 300 pg/ml de lisozima). Os tubos foram incubados em
gelo por 30 min e sonicados a uma amplitude de 20 nm por 4 min em intervalos de 10
segundos. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 8000 xg por 15 min a 4 °C. Os

sobrenadantes foram coletados (fracdo soluvel).

4.5.2.2. Expressao de 6xHis-SRPK1 e 6xHis-SRPK2 em sistema procarioto
e lise celular
As SRPK foram expressas em E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL, conforme as
metodologias previamente estabelecidas no laboratério (BARBOSA, 2013).
E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL foi transformada via choque térmico com
pET28a/SRPK1 ou pET28a/SRPK2. As condi¢des de indugdo de 6xHis-SRPK1 foram 0,25
mM de IPTG, incubacio por 20 h a 30 °C a 180 rpm. 6xhis-SRPK2 foi induzida utilizando-se
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0,25 mM de IPTG, incubagdo a 37 °C por 2 h e 180 rpm. Aliquotas de 100 ml de cultura
foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 min a 4 °C.

Cada pellet proveniente da indu¢do de SRPK1 ou SRPK2 foi lisado em 2 ml de tampao.
Para SRPK1 foi utilizado o tampao 20 mM de tampao fosfato pH 7,4, 500 mM de NaCl 20
mM de imidazol. Para SRPK2 foi utilizado o tampao 50 mM de HEPES pH 7.5, 500 mM de
NaCl, 5 % de glicerol, 10 mM imidazol. Os tampdes de lise foram acrescidos de 1 pg/ml de
cada um dos dos inibidores de protease aprotinina, pepstatina A e leupeptina ¢ 300 ug/ml de
lisozima. Apds a ressuspensao em tampao de lise as amostras foram incubadas em gelo por 30
minutos e sonicadas a 20 nm por 5 minutos em intervalos de 30 segundos. A seguir, as
amostras foram centrifugadas por 30 minutos a 8000 xg, 4 °C para a obten¢do da fracdo

solavel.

4.5.2.3. Purificacdo de 6xHis-SRPK1 ou 6xHis-SRPK2 por cromatografia
de afinidade em FPLC

Para a purificacdo de 6xHis-SRPK1 na fracdo soldvel foi utilizado o sistema FPLC em
coluna carregada com resina de niquel HiTrap Chelating HP (GE Healthcare). Esta coluna é
apropriada para a purificagdo de proteinas fusionadas a cauda de histidina devido a alta
afinidade do niquel por estes residuos. O tampao A consistia em 20 mM de fosfato de sddio,
500 mM de NaCl e 20 mM de imidazol e o tampao B consistia em 20 mM de fosfato de
s6dio, 500 mM de NaCl e 500 mM de imidazol. 6xHis-SRPK1 foi dialisada em tampdo 20
mM de Tris base pH 7,4 e 300 mM de NaCl.

O mesmo sistema FPLC foi utilizado para a purificagdo de 6xHis-SRPK?2 da fragdo
solivel, sendo o tampdo A constituido de 50 mM HEPES pH 7,5, 500 mM NaCl, 10 mM
imidazol e 5 % de glicerol e o tampao B, 50 mM HEPES pH 7.5, 500 mM NaCl, 300 mM
imidazol e 5% de glicerol. 6xHis-SRPK?2 foi dialisada em tampao 25 mM Tris base pH 7.4,
100 mM de NaCl e 2 mM de EDTA.

4.5.2.4. Ligacao das proteinas GST a resina de sepharose-glutationa
Foi utilizada a resina de Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare). 40 ul (50 % m/v)
da resina foram pré-equilibrados em 200 pl de PBS pH 7,3 (137 mM de NaCl, 2,7 mM de
KCl, 10 mM de Na,HPO4 e 2 mM de KH,PO,) seguidas da centrifugacdo a 500 g por 5 min e
descarte do sobrenadante. A lavagem da resina com PBS foi repetida 3 vezes. A resina pré-

equilibrada foi incubada por 1 h com 2 ml de fra¢do solivel do lisado de GST-Efhd2 ou GST
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acrescido de 1% de triton X-100, a 4°C, sob leve agitacdo. GST livre foi utilizada como

controle negativo do ensaio de interacao.

4.5.2.5. GST-Pulldown

GST-EFhd2 ou GST ligadas a resina de glutationa-sefarose foram incubadas com 1 ml
de 6xHis-SRPK1 ou 6xHis-SRPK?2 purificadas por cromatografia de afinidade em coluna de
niquel, ambas na concentragdo de 0,4 mg/ml. A incubacao foi feita a 4 °C, por 1 h.

Apds a incubagdo, a resina foi lavada 3 vezes com 200 pl do tampao 50 mM de Tris-
HCI pH 8,0, 1% NP40 e centrifugada a 500 g por 1 minuto. A elui¢do das proteinas ligadas a
resina foi feita utilizando 40 pl do tampdo de eluicdo (50 mM de Tris-HCI, 10 mM de
glutationa reduzida, pH 8,0) a temperatura ambiente por 10 min sob agitacdo suave. Apds a
eluicdo centrifugou-se a 500 g por 1 minuto e o sobrenadante (contendo as proteinas eluidas)
foi recuperado.

A deteccdo das proteinas foi feita por western blotting (item 4.1.5). A eletroforese em
gel de poliacrilamida foi realizada aplicando 15 pl do lisado total das proteinas fusionadas a
GST, 15 pl das SRPKSs purificadas e 15 pl das amostras provenientes do ensaio de pulldown.
Os anticorpos primarios utilizados foram: anti-GST (1:100) — proveniente de hibridoma de
camundongo, gentilmente doado pelo pesquisador Dr. Jorg Kobarg/Unicamp - e anti-his
(1:1000) produzido em camundongo (Sigma, #H1029). O anticorpo secundario utilizado foi
anti-mouse IgG (whole molecule)-Peroxidase (Sigma, #A9044) na diluicdo de 1:5000. As
bandas proteicas foram visualizadas utilizando os reagentes v,y’-Diaminobenzidine (Sigma) e

peroxido de hidrogénio (Sigma).

4.6. Ensaio de fosforilacio in vitro utilizando ATP radioativo

Este ensaio foi realizado no Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio), do Centro
Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM) em parceria com a pesquisadora Dra.
Juliana Helena Costa Smetana.

O objetivo deste ensaio foi avaliar se o efeito da interacdo entre SRPK2 e EFhd2 ocorre
pela relagdo enzima/substrato. Como substratos foram utilizados GST-EFhd2, GST-SF2/ASF
(controle positivo) ou GST (controle negativo).

As reagodes foram realizadas em tampao 10X (Hepes 20 mM pH 7,5, NaCl 100 mM,
MgCl, 10 mM), ATP 0,25 mM e 1uCi de [y-32P]ATP. Cada reacao teve o volume total de 20
ul sendo 2 ul do tampdo 10X, 5 ul de 6xHis-SRPK2 (0,4 mg/ml), 1,5 ul de ATPy** ¢ 0,5 ul

de ATP. O substrato utilizado em cada reacdo foi previamente ligado a resina de glutationa-
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sefarose conforme metodologia descrita no item 4.5.2.4. Os volumes de substrato ligado a

resina de glutationa-sefarose e de H,O utilizados em cada reacao estdo indicados na Tabela 4.

Tabela 4. Composi¢do de cada reacdo realizada no ensaio de fosforilagdo utilizando ATP radioativo.
Foi mantido o volume fixo de 6xHis-SRPK?2 e volumes crescentes de cada substrato GST-EFhd2 ou
GST (controle negativo). Para a reacdo considerada controle positivo do ensaio (reacdo 1), GST-
SF2/ASF foi utilizada em um volume fixo (10,0 pl).

Reacao
1 2 3 4 5 6 7
H,O 1,0 ul 8,5 ul 6,0 ul 1,0 ul 8,5 ul 6,0 ul 1,0 ul
GST-SF2/ASF 10,0 ul - - - - - -
GST - - - - 2,5ul 5,0 ul 10,0 ul
GST-EFhd2 - 2,5 ul 5,0 ul 10,0 ul - - -

6xHis-SRPK2  50ul  50pul  50ul  50ul  50ul  50ul 50upl
Tampdo 10x 20ul 20pl 20pl 20pl 2,0ul 20pl 2,0ul
ATPy? 1,5 ul 1,5 ul 1,5 ul 1,5 ul 1,5 ul 1,5 ul 1,5 ul
ATP 05ul  05ul  05ul  05ul 05wl 05ul  05ul

A reacdo de fosforilagdo foi incubada por 30 minutos a 30 °C. Posteriormente, as
amostras foram fervidas em tampao de amostra 4X e analisadas por eletroforese em gel SDS-
PAGE 10% de poliacrilamida. Apds a corrida eletroforética o gel foi colocado em contato
com o filme radiografico durante 72 h para que fosse possivel a identificacdo das bandas
correspondentes as proteinas fosforiladas. Simultaneamente foi feito outro gel SDS-PAGE

10% com amostras da reagio de fosforilagdo que continham apenas ATP e ndo ATPy™.

4.7. Ensaio de fosforilacio in vitro e andlise por espectrometria de massas
Este ensaio foi realizado no Instituto de Biologia Integrativa do Departamento de
Bioquimica, da Universidade de Liverpool, em parceria com o professor Dr. Patrick Eyers. O
objetivo do ensaio foi identificar o residuo de aminoécido de EFhd2 que pode ser fosforilado

por SRPK2.

4.7.1. Expressao e purificacio de 6xHis-SRPK2 e 6xHis-EFhd2 e preparo das
reacoes de fosforilacao

A 1nducdo da expressdo das proteinas 6xHis-SRPK?2 e 6xHis-EFhd?2 foi feita em E. coli

BL21 (DE3) pLysS (Novagen) utilizando 0,5 mM de IPTG por 18 h a 18 °C. As proteinas
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foram purificadas por cromatografia de afinidade e cromatografia de exclusdo molecular
utilizando a coluna Hil.oad 16/600 Superdex 200 (GE Healthcare) equilibrada em 50 mM
Tris/HCI, pH 7,4, 100 mM NaCl, 1 mM DTT e 10 % (v/v) glicerol.

As reacdes de fosforilagdo foram preparadas utilizando 2 pug de cada proteina purificada
(6xHis-EFhd2 ou 6xHis-SRPK?2). As proteinas foram incubadas por 16 h na presenca de 1
mM de ATP e 10 mM de MgCl,. O tampao utilizado foi 50 mM Tris/HCl, pH 7,4, 100 mM
NaCl, and 1 mM DTT. Como controle, ambas as proteinas (6xHis-EFhd2 ou 6xHis-SRPK?2)

foram incubadas isoladamente nas mesmas condi¢des experimentais descritas acima.

4.7.2. Identificacao do sitio de fosforilacaio em EFhd2 por espectrometria de
massas

As misturas das reagdes preparadas anteriormente foram analisadas por espectrometria
de massas (MS). As ligacoes dissulfeto das proteinas foram reduzidas com DTT 3 mM e
solucdo de bicarbonato de aménio 25 mM (AMBIC) durante 10 minutos, a 60 °C. Os residuos
de cisteina livres foram alquilados com iodoacetamida 14 mM durante 30 minutos a
temperatura ambiente e protegidos da luz. A reacdo de alquilacio foi parada adicionando DTT
para a concentragdo final de 7 mM. As proteinas foram digeridas usando tripsina 2% (m/m)
(PROMEGA) overnight, a 37 °C, sob agitacao.

Para a dessalinizacdo dos peptideos, foram utilizadas ponteiras de 200 ul empacotadas
com um disco de material C18 (EmporeTM Octadecyl C18, 47 mm). As ponteiras foram
equilibradas pela adi¢ao sequencial de 100 ul de metanol, 100 pl de acetonitrila com 0,1% de
acido trifluoroacético (TFA) e 100 pl de H>O. Em seguida, as ponteiras foram centrifugadas a
2000 xg durante 2 minutos para que o liquido passasse completamente. Posteriormente, a
amostra contendo os peptideos foi adicionada a ponteira que foi centrifugada a 2000 xg até
que o liquido passasse completamente. As ponteiras foram entdo lavadas com 100 pl de TFA
0,1% e os peptideos foram eluidos pela adi¢do de 50 pl de acetonitrila 50% com TFA 0,1%.
Os eluentes foram secos pela centrifugacio a vacuo e ressuspendidos em acetonitrila 3% com
TFA 1%, antes das andlises por LC-MS/MS.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa foi realizada usando o sistema
UltiMate 3000 nano (Dionex) acoplado de forma in-line com o espectrometro de massas
Thermo Q Exactive HF (Thermo Fisher Scientific).

Os peptideos foram adicionados a coluna de captura (PepMap100, C18, 300 um x 5

mm) com acetonitrila 2% (v/v), TFA 0,1% usando um loop de injecdo em uma taxa de fluxo
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de 9 ul/minuto durante 7 minutos. Em seguida, para a separacdo dos peptideos, foi utilizada
uma coluna analitica (Easy-Spray C18 75 um x 500 mm, 2 pum didmetro da bead da coluna)
em uma taxa de fluxo de 0,3 pl/minuto usando um gradiente de 60 minutos a partir de 96,2%
A (4cido férmico 0,1 %): 3,8% B (acetonitrila 80% com acido férmico 0,1%) para 50% de B.
Os espectros MS1 foram adquiridos em um intervalo de 350-2000 m/z com resolugdo
de 60K. Os dados dependentes de MS2 foram realizados em uma resolug¢do de 30K e os 18
fons mais abundantes foram selecionados por fragmentacdo HCD (Higher-energy collisional

dissociation) com uma energia de colisdo normalizada de 30%.

4.7.3. Analise dos dados de MS
Os dados brutos foram processados usando o software Thermo Proteome Discoverer (v.
1.4). Os espectros MS2 foram identificados pelo MASCOT e comparados com a sequéncia da
proteina humana, EFhd2, no banco de dados Uniprot (baixado em 17.12.2018) considerando
os parametros: tolerancia de MS1 de 10 ppm, tolerancia de massa de MS/MS de 0,01 Da,
maximo de 2 clivagens perdidas, carbamidometilacio da cisteina como uma modificagao fixa,

modificacdes varidveis da oxida¢do de metionina e fosforilagdao de serina/treonina.

4.8. Obtencao da proteina recombinante Destrin

4.8.1. Clonagem de Destrin em vetor para expressao em sistema procarioto
O inserto de DNA que codifica para Destrin possui 447 pb e foi obtido a partir da
biblioteca de cDNA Universal Humana (Clontech) clonada em vetor pGADT?7. O inserto de
DNA foi amplificado por PCR utilizando os primers apresentados na Tabela 5. O produto de
PCR foi clonado no vetor pGEM-T easy (Promega). Destrin foi subclonada em vetor para
expressao em bactéria, pET28a(+) (Novagen), entre os sitios das enzimas de restri¢do EcoRI

e Sall.

Tabela 5. Sequéncia dos primers utilizados para clonagem de Destrin em pET28a.

Primers Sequéncia 5°—3’
DSTN_EcoRI Forward GAATTCATGAAAGTTCGTAAATGCTCCACACCAGA
DSTN_Sall Reverse GTCGACCTACACAGGGCATCCTTCAAAGGCTAC

A clonagem de Destrin no vetor pET28a foi feita com o objetivo de obtermos a proteina

recombinante fusionada a uma cauda de histidinas, e dessa forma facilitar a separacdo de
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Destrin de outras proteinas por meio da cromatografia por afinidade. A cauda de histidina foi
adicionada ao dominio N-terminal de Destrin (6xHis-Destrin). Além disso, permite a detec¢cdo
da proteina em ensaios de imunoblotting.

Os clones obtidos foram sequenciados no Centro de Pesquisa René Rachou em Belo
Horizonte/MG e confirmados. A sequéncia de DNA clonada foi traduzida pela ferramenta
Translate (http://web.expasy.org/translate/). A sequéncia de aminodcidos da proteina
recombinante obtida foi entao analisada pela ferramenta ProtParam

(http://web.expasy.org/protparam/).

4.8.2. Expressao heterdloga de 6xHis-Destrin em sistema procarioto

A cepa bacteriana Escherichia coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL foi transformada com
pET28a/Destrin por choque térmico e plaqueadas em meio LB sdlido com canamicina (50
pg/ml). Uma coldnia foi inoculada em 10 ml de meio LB acrescido de canamicina 50 pg/ml e
os indculos foram incubados overnight a 37 °C e 180 rpm. Apds a incubagdo, este indculo foi
vertido em 500 ml de meio LB contendo canamicina (50 pg/ml) e deixado sob agitacdo a 37
°C e 180 rpm até que a densidade 6tica (DO) bacteriana a 600 nm atingisse a faixa entre 0,6 —
0,8. Para a inducdo da expressdo de 6xHis-Destrin adicionou-se o indutor Isopropyl p-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG - Sigma) na concentracdo de 0,5 mM durante 16 h a 37°C, sob
agitacdo de 180 rpm (CHIN et al., 2016). Aliquotas de 100 ml de inducdo foram coletadas
apo6s o término da indugdo da expressao e centrifugadas a 8000 xg por 10 minutos a 4 °C. Os

pellets foram identificados e armazenados a -80 °C.

4.8.3. Lise e purificacio de 6xHis-Destrin por cromatografia de afinidade em
resina contendo niquel

Para andlise da expressdo de 6xHis-Destrin foi feita a lise dos pellets com o tampao
Tris-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl 50 mM, DTT 1 mM, 1 pg/ml de cada um dos inibidores de
protease, aprotinina, pepstatina A e leupeptina, e 300 pg/ml de lisozima (CHIN et al., 2016).
Para cada 100 ml de inducdo foram utilizados 4 ml do tampao de lise. Os tubos foram
incubados em gelo por 30 min e o rompimento dos compartimentos celulares foi feito por
sonicacdo (amplitude de 20 nm por 5 min em intervalos de 60 segundos). A seguir, as
amostras foram primeiramente centrifugadas a 4 °C, 10000 rpm por 30 min, seguido de uma
segunda centrifugacdo a 4 °C, 10000 xg por 15 min. A fracdo solivel (sobrenadante) da lise

bacteriana foi coletada, filtrada em membrana de nitrocelulose de 45 um e guardada a -20 °C.


http://web.expasy.org/protparam/
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Para a purificacdo da proteina 6xHis-Destrin foram utilizados 2 ml da resina His-Select
Nickel Affinity Gel (Sigma). Esta resina € apropriada para a purificacdo dessa proteina que
estd fusionada a cauda de histidina devido a alta afinidade do niquel por estes residuos.
Primeiramente a resina foi equilibrada com 15 ml do tampao A (Tris base 20 mM pH 8,0,
NaCl 50 mM, imidazol 10 mM e DTT 1 mM). Para a purificacdo da 6xHis-Destrin foram
aplicados 10 ml de fracdo solivel a resina. Para lavagem da resina usou-se 35 ml do tampao A
e para a elui¢do da 6xHis-Destrin foram utilizados 10 ml do tampao B (Tris base 20 mM pH

8,0, NaCl 50 mM, imidazol 300 mM e DTT 1 mM).

4.8.4. Anadlise da expressao e purificacao de 6xHis-Destrin por western blotting

A confirmacdo da expressdo da proteina recombinante foi realizada por meio de SDS-
PAGE e western blotting. Ap0s a corrida eletroforética, o gel foi colocado em um sistema de
transferéncia em contato com membrana de nitrocelulose (GE Healthcare), ambos entre
papéis de filtro. O sistema foi embebido em tampao de transferéncia (glicina 39 mM, Tris-
base 48 mM e metanol 20 % v/v) e colocado em uma cuba de transferéncia Trans-Blot (Bio-
Rad), a 4 °C, submerso no mesmo tampao. A transferéncia foi realizada por 2 h, a 250 mA.
Ap0s este periodo, a membrana foi lavada em TBS-T (tampao TBS adicionado de 0,1% de
Tween 20) e corada em soluc¢do de Ponceau S (0,1% de Ponceau S e dcido acétido glacial 10
% v/v). Em seguida, a membrana foi incubada em solu¢@o de bloqueio contendo TBS-T e 5 %
de leite em p6 desnatado por 1 h. A etapa de imunodetec¢do consistiu em incubagdo da
membrana em solu¢do de TBS-T contendo anticorpo monoclonal primario anti-HisTag
(Sigma, #H1029) produzido em camundongo, diluido na propor¢do 1:1000. Apds este
periodo, o anticorpo, que ndo se ligou a membrana, foi removido por trés lavagens sucessivas
de 5 min com TBS-T. Incubou-se a membrana por 2 h em TBS-T com o anticorpo secundério
Anti-Mouse IgG (whole molecule)-Peroxidase (Sigma), diluido 1:50000. Em seguida, a
solug@o contendo o anticorpo foi removida lavando-se a membrana em TBS-T por trés vezes
por 5 min. A revelacdo das bandas baseou-se na incuba¢do da membrana com 10 mg do
reagente 3,3-diaminobenzidine (DAB — Sigma) diluido em 1 ml de Tris-HCI 50 mM pH 7,6, 1
ml de NiCl, 0,3 %, 8 ml de dgua destilada e 20 pl de perdxido de hidrogénio 30%.
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4.8.5. Lise e purificacdo de 6xHis-Destrin por cromatografia de troca cationica
em sistema FPLC

A etapa de lise dos pellets de indugdo foi realizada como descrito no item 4.8.3, com o
tampao Hepes 20 mM pH 8,0, NaCl 25 mM e DTT 1 mM, 1 pg/ml de cada um dos inibidores
de protease, aprotinina, pepstatina A e leupeptina e 300 pg/ml de lisozima.

Para a purificagdo da proteina 6xHis-Destrin foi utilizado o sistema FPLC e a coluna de
troca catidonica, Capto S (GE Healthcare). Foram utilizados 10 ml de fracdo solivel e os
tampdes de purificacdo A (indicados pelo manual da resina) Hepes 20 mM pH 8,0, NaCl 25
mM e DTT 1 mM e B (Hepes 20 mM pH 8,0, NaCl 50 mM e DTT 1 mM). A expressao de
6xHis-Destrin na fracdo solivel e a proteina purificada apds a realizagdo da cromatografia de
troca catidnica foram analisadas pela eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. A
confirmacdo da expressdo e da purificacdo da proteina 6xHis-Destrin foram feitas por SDS-

PAGE e western blotting (item 4.8.4).

4.8.6. Lise e purificacao de 6xHis-Destrin por cromatografia de troca anionica
em FPLC

A etapa de lise foi realizada como descrita no tépico 4.8.3, com o tampao de lise
NaHCO; 20 mM pH 10,0, Na,CO3; 20 mM, NaCl 25 mM, DTT 1 mM, 1 pg/ml de cada um
dos inibidores de protease, aprotinina, pepstatina A e leupeptina e 300 pg/ml de lisozima.

Para a purificagdo da proteina 6xHis-Destrin foi utilizado o sistema FPLC e a coluna de
troca anidnica, Capto Q (GE Healthcare). Para a purificagdo, foram utilizados 10 ml de fracao
soluvel e os tampoes de purificacio A (NaHCO3; 20 mM pH 10,0, Na,CO3 20 mM, NaCl 25
mM, DTT 1 mM ) e B (NaHCO; 20 mM pH 10,0, Na,CO3; 20 mM, NaCl 50 mM, DTT 1
mM). A expressdao de 6xHis-Destrin na fracdo soldvel e proteina purificada apds a realizagcdo
da cromatografia de troca anidnica foram analisadas pela eletroforese em gel de
poliacrilamida 12%. A confirmacgdo da expressao e da purificacdo da proteina 6xHis-Destrin

foram feitas por SDS-PAGE e western blotting (item 4.8.4).
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S. RESULTADOS

5.1. Realizacao do silenciamento génico de SRPK nas populacoes de células B16F10

A tecnologia CRISPR/Cas9 permite a edicdo rdpida e eficiente de um gene alvo em
células de mamiferos. O sistema é composto pela nuclease Cas9 e por dois RNAs ndo
codificantes, crRNA e tracrRNA, fusionados em um simples RNA guia (sgRNA). O
complexo Cas9/sgRNA se liga ao DNA em uma regido alvo complementar ao sgRNA e a
clivagem da fita dupla por Cas9 ocorre em uma sequéncia especifica logo apds o motivo PAM
(protospacer adaptor motif). O reparo da dupla-fita de DNA pode ser feito por duas vias
distintas, NHEJ (nonhomologous end joining) ou HDR (homology-directed repair). A via
NHEJ normalmente leva a insercdo ou delecdo (indels) préximas ao local da clivagem pela
Cas9, enquanto a via HDR pode ser usada para introduzir sequéncias especificas no local de
corte se um DNA template exdgeno for fornecido (SANDER; JOUNG, 2014).

Para realizarmos o silenciamento de SRPK nas células B16F10, trés sgRNAs diferentes
foram testados a fim de determinarmos a sequéncia mais eficiente para cada gene, SRPKI ou
SRPK?2. O desenho das sequéncias foi baseado em um software de predicao (RAN et al.,
2013). Para SRPK1, os alvos dos trés sgRNAs foram a regido promotora proximal (19 pb a
montante do exon 1) e exon 1, enquanto para SRPK2 o sgRNA 4.1 tinha como alvo o exon 3 e
0s sgRNAs 5.1 e 6.3 tinham como alvo o exon 4.

A andlise da expressdo de SRPK1 e SRPK2 por western blotting em amostras do mix de
células B16F10 transduzidas com o vetor lentiCRISPRV2 contendo a sequéncia do sgRNA e
selecionadas com puromicina mostrou que para o silenciamento de SRPKI, a melhor
sequéncia do sgRNA foi a 3.1, enquanto para o silenciamento de SRPK2, as sequéncias 5.1 e
6.3 apresentaram efici€éncia semelhante (Figura 14). A proteina GAPDH foi utilizada como
controle endogeno do western blotting. Diante desses resultados, as células B16F10
transduzidas com o vetor contendo a sequéncia do sgRNA 3.1 (SRPKI) ou 5.1 (SRPK2),
foram expandidas para serem utilizadas nos experimentos posteriores.

O silenciamento simultdneo de SRPK1 e SRPK?2 nas células B16F10 foi realizado a
partir da transdugdo das células B16F10 SRPK2" com o vetor contendo o sgRNA para SRPK1
(sequéncia 3.1). A analise da expressdo de SRPK1 e SRPK?2 no lisado preparado a partir do
mix de células mostrou que o silenciamento de SRPK1 realizado dessa forma, ndo funcionou
(Figura 15A e B). Provavelmente isso ocorreu devido as células BI6F10 SRPK2 ja serem
resistentes a puromicina, ndo sendo possivel fazer a sele¢do das células expressando o sgRNA

para SRPKI com o mesmo antibidtico.
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Figura 14. Analise do silenciamento de SRPK1 (A) ou SRPK2 (B) em células B16F10. As células
B16F10 foram transduzidas com o plasmideo lentiCRISPRV?2 carregando diferentes sequéncias de
sgRNAs e a selecio do mix de células expressando estavelmente cada sgRNA foi feita com
puromicina. A andlise por western blotting revelou a expressdo de SRPK1 e SRPK2 comparada com
as amostras de células controle (V2), transduzidas com o vetor lentiCRISPRV?2 vazio. GAPDH foi
utilizado como controle endégeno.

Assim, foi necessario fazer o isolamento dos clones de células a fim de determinarmos o
clone com a menor expressdo de SRPK1. Foram isolados 15 clones e dentre esses, o clone 6
apresentou a menor expressao de SRPK1 (Figura 15C). Este clone foi expandido para ser
utilizado nos ensaios posteriores. Também foram isolados 10 clones de células B16F10
SRPKI1" para identificarmos uma colonia que apresentasse a menor expressao de SRPKI.
Dentre esses, o clone 5 foi escolhido e expandido (Figura 15D).

Na Figura 15E e Figura 15F temos a expressdao de SRPK1 e SRPK?2, respectivamente,
nas células B16F10 com SRPK silenciadas, obtidas pelo sistema CRISPR/Cas9. A pequena
expressdo de SRPK1 e SRPK?2, verificadas nas células B16F10 SRPK1™ ou B16F10 SRPK2"
pode ser explicada devido ao genoma complexo das células tumorais, poliploides, como € o
caso da linhagem B16F10 (HERRERA et al., 2018; SCHARF et al., 2018). Para obtermos um
knockout completo dos genes SRPKI ou SRPK?2 nessas células, todas as cOpias do gene alvo
deveriam ter sido editadas pelo sistema CRISPR/Cas9, o que ndo podemos garantir quando
aplicamos esse sistema.

A estabilidade do silenciamento de SRPK nas células B16F10 foi avaliada 7 meses apos
a obtencdo das células B16F10 SRPK'. Apds esse tempo as células foram submetidas a uma
nova andlise de expressdo de SRPK por western blotting e o resultado mostrou que o

silenciamento de SRPK se manteve (Apéndice B).
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Figura 15. Avaliacido do silenciamento simultidneo de SRPKI ¢ SRPK2 em células B16F10. (A)
Primeira tentativa de geracdo do mix de células B16F10 SRPK1/2". A andlise por western blotting
revelou a expressdo de SRPKI1 nas células B16F10 transduzidas com o vetor lentiCRISPRV2
carregando o sgRNA para SRPK1. (B) Expressdo de SRPK2 no mix de células BI6F10 SRPK1/2". (C)
As colonias das células B16F10 SRPK1/2" foram isoladas para a identificacdo do clone com a menor
expressdo de SRPK1. O clone 6 foi escolhido e expandido. (D) As colonias das células B16F10
SRPK1 foram isoladas para a identificacdo do clone com a menor expressdo de SRPK1. O clone 5 foi
escolhido e expandido. (E) e (F) Andlise da expressao de SRPK1 ou SRPK?2 nas células BI6F10 em
foi realizado o silenciamento génico de SRPKI, SRPK2 ou ambas, em relagdo a B16F10 V2, em que
as células foram transduzidas com o vetor lentiCRISPRV2 vazio.

5.2. Efeito do silenciamento de SRPK no desenvolvimento do tumor subcutianeo

Este ensaio foi realizado para avaliar o efeito do silenciamento de SRPK no crescimento
e desenvolvimento do melanoma subcutaneo em modelo murino.

No segundo dia apds a inoculagdo das células BI6F10 SRPK™ no flanco direito dos
camundongos, o tumor foi identificado nos animais inoculados com as células BI16F10 V2,
B16F10 SRPK1 e B16F10 SRPK1/2". Dois dias apds a detec¢do dos tumores nos primeiros
grupos, o tumor foi identificado nos animais do grupo inoculado com as células B16F10

SRPK?2', indicando um atraso no surgimento do tumor nos animais desse grupo (Figura 16A).
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Figura 16. O silenciamento de SRPK2 em células B16F10 afeta o desenvolvimento do melanoma
subcutineo em modelo murino. (A) Esquema representativo do ensaio de inducdo do melanoma
subcutaneo e as principais observagdes durante o periodo do experimento. As células B1I6F10 SRPK1",
SRPK2" ou SRPK1/2" foram inoculadas na regido subcutinea do flanco direito dos camundongos
C57BL/6 machos. O surgimento do tumor foi mais lento nos animais inoculados com B16F10 SRPK?2"
. A partir do 15° dia de experimento, o volume dos tumores ndo apresentou diferenca significativa
entre si. No 17° dia os animais foram pesados e eutanasiados. (B) Curva de crescimento tumoral. No
13° dia, o volume do tumor foi estatisticamente menor nos animais inoculados com as células B16F10
SRPK2" em relacdo ao grupo controle, V2, (P<0,05) pelo teste de Dunn. A partir do 15° dia, o
crescimento do tumor ndo diferiu entre os grupos. (C) A massa tumoral obtida no 17° dia do
experimento ndo diferiu entre os grupos. (D) Imagens representativas dos tumores nos animais obtidas
no 17° dia do experimento.



65

O grafico que representa o volume tumoral ao longo do tempo de duragdo do
experimento mostrou que no 13° dia, o volume dos tumores nos animais que receberam as
células B16F10 SRPK?2" foi estatisticamente menor em relagdo ao grupo controle, V2 (Figura
16B). O volume do tumor nos outros grupos ndo diferiu significativamente do volume do
grupo inoculado com as células B16F10 V2. A partir do 15° dia, o volume dos tumores se
igualou em todos os grupos e continuou a aumentar intensamente.

No 17° dia do experimento os animais foram eutanasiados e os tumores foram coletados
e pesados. Ndo houve diferenca significativa entre a massa dos tumores coletados (Figura
16C), confirmando os resultados sobre a medida do volume do tumor a partir do 15° dia,
quando ndo houve diferenga significativa entre os grupos. A Figura 16D mostra os animais
eutanasiados evidenciando o tumor desenvolvido apds 17 dias da inoculagdo das células

B16F10 SRPK".

5.2.1. Analise histolégica do tumor subcutineo

Os tumores coletados apds a eutandsia, no 17° dia do experimento, foram utilizados
para a preparacdo de laminas histoldgicas. Os cortes foram corados com hematoxilina e
eosina (HE) para a investiga¢do histopatolégica.

Os cortes histolégicos foram feitos na periferia do tumor, junto a pele. O melanoma &
um tumor originado de melandcitos, altamente maligno. A por¢do central do tumor € espessa
e bem pigmentada devido a producdo de melanina pelas células neoplésicas (Figura 17). Entre
as células tumorais, podemos observar a presenca de melandcitos normais, bem evidentes por
possuirem o citoplasma claro, apresentando pouca melanina (seta azul Figura 17G e H).

A homeostase fisiolégica do tecido é mantida por um equilibro relativo entre
proliferagc@o celular e a disponibilidade de nutrientes. Em contraste, os tumores de melanoma
cutaneo bem estabelecidos sdo caracterizados por células em alta taxa proliferativa e, em
decorréncia disso, baixa disponibilidade de nutrientes, porque nem todas as células dentro do
tumor tem acesso aos nutrientes disponiveis de forma adequada. Portanto muitas regides
dentro do tumor apresentam altos niveis de morte celular.

De fato, a andlise dos cortes histologicos dos tumores revelou extensas dreas em que
houve morte celular, sendo que a maior drea foi observada nos tumores dos animais
inoculados com as células B16F10 SRPKI1 (Figura 17F), enquanto a menor &rea
correspondente a morte celular foi encontrada nos tumores dos animais inoculados com as

células B16F10 SRPK?2" (Figura 17G).
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Figura 17. Analise histologica da pele e tumor subcutineo em camundongos C57BL/6 inoculados
com células B16F10 SRPK'". Fotomicrografia analisada por microscopia de luz. As secdes mostram a
presenca de melanina em marrom (indicado pela seta preta). Os melandcitos estdo apontados pelas
setas azuis. As dreas demarcadas pelo pontilhado mostram regides onde houve intensa morte celular.
As maiores areas com morte celular foram encontradas em (E), (F), (H). A menor drea com morte
celular foi encontrada em (G). Colorag@o: H.E. (hematoxilina-eosina). Imagens A, B, C e D: aumento
10x. Imagens E, F, G e H: aumento 20x.
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5.3. Efeito do silenciamento de SRPK na formacao de nédulos pulmonares

A formacdo de metdstase em Orgdos distantes € uma das principais causas de morte
relacionadas ao cancer. Esse processo complexo é controlado por remodelamentos na matriz
extracelular e no citoesqueleto, bem como pela reorganizagdo dindmica da adesdo entre
células vizinhas e com os tecidos conectivos subjacentes (ROOSMALEN et al., 2015). A
maioria da mortalidade no melanoma estd associada ao processo metastitico, que
normalmente € identificado nas etapas mais avancadas do cancer (BRAEUER et al., 2013).

Realizamos este ensaio a fim de avaliarmos o efeito do silenciamento de SRPK na
capacidade das células B16F10 formarem nddulos pulmonares quando injetadas na veia
caudal dos camundongos.

Podemos observar que o silenciamento de SRPK2 nas células B16F10 reduziu
significativamente a formacdo de nddulos no pulmido dos camundongos, enquanto o
silenciamento de SRPK1 ou SRPK1/2 ndo apresentaram efeito significativo (Figura 18). A
Figura 18A representa os pulmdes dos animais contendo os nddulos. A maioria dos nddulos

contados s6 foram visualizados com o auxilio de uma lupa devido ao seu tamanho reduzido.
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Figura 18. O silenciamento de SRPK2 em células B16F10 afeta o desenvolvimento de ndédulos
pulmonares in vivo. As células BI6F10 SRPK" foram inoculadas na veia caudal dos camundongos e
os pulmdes foram excisados ap6ds 21 dias. Os pulmdes foram fixados em solu¢@o apropriada por 24 h e
o numero de ndédulos pulmonares na superficie foram contados. (A) Imagens representativas dos
pulmdes obtidas apds 21 dias da inoculacdo das células B16F10 SRPK". (B) O grafico mostra o
nimero de nédulos contados na superficie dos pulmdes. Os resultados foram expressos como média +
desvio padrdo (one-way ANOVA seguido do teste Dunn, P<0,05). A comparacio foi feita em relacio
ao grupo controle, V2.
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5.4. Efeito do silenciamento de SRPK em proliferacao celular

A andlise da expressdo da proteina nuclear, Ki67, estd fortemente associada com a
proliferacdo das células tumorais e é amplamente utilizada em exames patolégicos de rotina
como um marcador de proliferacio (KLOPPEL et al., 2004). A proteina Ki67 esti presente
nas células durante todas as fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e M), mas esta ausente na
fase GO (GERDES et al., 1984).

Para avaliar o efeito do silenciamento de SRPK na proliferacdao das células B16F10, a
proteina Ki67 foi marcada nessas células pelo ensaio de imunofluorescéncia. A andlise da
proliferagdo nos tempos de 24 h e 48 h mostrou que o silenciamento de SRPK2 diminuiu a
proliferacdo celular, enquanto o silenciamento de SRPKI1 ou o silenciamento simultaneo de

SRPK1 e SRPK2 ndo afetaram esse fenotipo (Figura 19).
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Figura 19. Efeito do silenciamento de SRPK na proliferacio de células B16F10. (A) A
proliferagdo celular de B16F10 SRPK foi avaliada pela marcac¢do de Ki67 por imunofluorescéncia nos
tempos 24 e 48 horas. (B) Representacdo grafica da proliferacdo das células B16F10 SRPK". Foi
calculada a porcentagem de células expressando Ki67 (fluorescéncia verde) em relacdo ao nimero de
células totais coradas com DAPI (fluorescéncia azul). A contagem das células foi feita utilizando o
software Imagel e os dados foram expressos como média + desvio padrdo. A andlise estatistica foi
feita pelo teste de Dunnet (P<0,05) considerando o grupo controle, V2.
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5.5. Efeito do silenciamento de SRPK em invasao celular

A invasao dos tecidos vizinhos pelas células tumorais através da matriz extracelular ¢ um
passo importante para a formacdo de metdstase do tumor. Este ensaio foi realizado para avaliar o
efeito do silenciamento de SRPK na capacidade invasiva das células B16F10. Para simular os
componentes da membrana basal, o matrigel foi adicionado a parte superior dos insertos
transwell e as células B16F10 SRPK" foram colocadas sobre o matrigel. Apds o periodo de
incubacdo, as células que passaram para a parte inferior dos insertos (células que
apresentaram a capacidade e invadir o inserto transwell revestido com matrigel) foram
fixadas, coradas e contadas.

Quando comparado as células controle, V2, podemos observar que o silenciamento de
SRPK2 diminui a invasdo das células B16F10, enquanto o silenciamento de SRPKI1 ou o

silenciamento simultdneo de SRPKI1 e SRPK2 aumentaram a capacidade de invasdo dessas

células (Figura 20).
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Figura 20. Efeito do silenciamento de SRPK na capacidade de invasido das células B16F10. (A) A
capacidade de invasdo das células foi avaliada por meio da contagem das células que atravessaram os
insertos transwell revestidos com matrigel. (B) Representacdo grafica da invasdo de células B16F10
SRPK'. A anilise estatistica foi feita pelo teste de Dunnet (P<0,05) considerando o grupo controle, V2.
O resultado foi expresso como média + desvio padrao.
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5.6. Efeito do silenciamento de SRPK na capacidade de formacao de colonias das
células B16F10
Este ensaio € um método amplamente utilizado para avaliar a capacidade das células
formarem colonias de forma independente de ancoragem a um substrato (PUCK et al., 1956).
Nessa técnica, as células sdo dispersas em uma placa de cultivo contendo o meio
suplementado com os fatores de crescimento necessarios. As células normais sdo impedidas
de crescer de forma independente de ancoragem devido ao tipo de morte apoptdtica chamada
anoikis, que ocorre em células dependentes de ancoragem quando elas se separam da matriz
extracelular circundante (TADDEI et al., 2012). No entanto, as células transformadas tem a
capacidade de crescer e se dividir sem a necessidade de se ligar a um substrato.
Ao avaliarmos a capacidade de formacdo de colonia das células B16F10 SRPK’,
notamos que o silenciamento simultineo de SRPKI1 e SRPK2 reduziu a quantidade de
colonias formadas (Figura 21). O silenciamento de SRPK1 ou SRPK2, isoladamente, ndo

afetou a capacidade de formacgdo de colonias.
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Figura 21. Efeito do silenciamento de SRPK na capacidade de formacao de colonias das células
B16F10. (A) Fotomicrografias representativas das colonias formadas pelas células B16F10 SRPK"
apdés 14 dias de experimento. As coldnias foram coradas com azul de toluidina para permitir a
visualizacdo e contagem. (B) Representacao gréfica da contagem das coldnias formadas pelas células
B16F10 SRPK'". A andlise estatistica foi feita pelo teste de Dunnet (P<0,05) considerando o grupo
controle, V2. O resultado foi expresso como média * desvio padrdo.
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5.7. Efeito do silenciamento de SRPK na polimeriza¢ao de Actina

O citoesqueleto de Actina é importante para a fungdo celular normal, mas também pode
favorecer o desenvolvimento das células tumorais durante todas as etapas da formagao de
metdstase. A migracdo celular é facilitada pela formacdo de protrusdes de membranas
dependentes da polimerizacdo dos filamentos de Actina como filopodia, lamelipodia e
invadopodia, importantes para a ruptura de membranas basais, invasdo de tecidos, vasos
sanguineos e linfaticos (MACHESKY, 2008; NICHOLSON-DYKSTRA et al., 2005; FAIX;
ROTTNER, 2006; BUCCIONE et al., 2004; CONDEELIS; SEGALL, 2003).

Neste mesmo trabalho nds observamos que o silenciamento de SRPK2 em células
B16F10 prejudicou o desenvolvimento do melanoma subcutaneo e a formacdo de ndédulos
pulmonares quando essas c€lulas foram inoculadas em camundongos (Figura 16 e Figura 18).
Considerando a importancia das alteragdes no citoesqueleto de Actina para o desenvolvimento
da metdstase, nés decidimos avaliar se o silenciamento de SRPK afetaria a organizacdo do
citoesqueleto de Actina nas células B16F10.

Considerando que EGF € capaz de estimular a polimeriza¢do de Actina (RIJKEN et al.,
1991) e que SRPK atua na via de sinalizacdo iniciada por EGF (ZHOU et al., 2012), neste
ensaio as células foram tratadas com EGF (100 ng/ml) durante 1 h e F-Actina foi marcada
com Rodhamine Phalloidin (Thermo Scientific). A Phalloidin tem a capacidade de se ligar
firmemente e especificamente a Actina polimerizada, e ndo a G-Actina (ESTES et al., 1981).
Os resultados foram visualizados por microscopia de fluorescéncia.

Analisando os resultados, percebemos que nas células B16F10 V2 (controle), o
tratamento com EGF durante 1 h estimula a polimerizagdo de Actina para a forma F-Actina,
pois a intensidade da fluorescéncia das células tratadas com EGF estd mais forte (Figura
22A). Nas células B16F10 SRPK1™ ou B16F10 SRPK1/2" parece ndo haver diferenga na
intensidade da fluorescéncia, indicando que o silenciamento de SRPK1 ou silenciamento
simultineo de SRPK1 e SRPK?2 ndo afetaram a polimerizacdo da Actina. Entretanto, nas
células B16F10 SRPK2" foi observada uma menor intensidade de fluorescéncia, indicando
que o silenciamento de SRPK2 prejudicou a formagdo de F-Actina. Esse resultado foi
independente do tratamento com EGF, pois na presenca ou auséncia de EGF as células
apresentaram fluorescéncia menos intensa (Figura 22A). Os detalhes sobre o citoesqueleto de
Actina nas células B16F10 SRPK" tratadas com EGF podem ser visualizados em maior

aumento na Figura 22B. Nas células B16F10 SRPK?2’, a forma F-Actina estdi em menor
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quantidade, pois a baixa intensidade de fluorescéncia indica que menos F-Actina foi detectada

por Phalloidin.
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Figura 22. O silenciamento de SRPK2 afeta a polimerizacio de Actina em células B16F10. (A)
As células foram tratadas com EGF (100 ng/ml) por 1 h e posteriormente fixadas. A detec¢do de F-
Actina foi feita por microscopia de fluorescéncia utilizando Rhodamine Phalloidin (Thermo
Scientific). As imagens foram obtidas em ampliacdo 40x e a barra horizontal branca indica o
comprimento de 100 pm. (B) Imagens obtidas em maior aumento evidenciam a baixa intensidade de
fluorescéncia nas células BI6F10 SRPK?2", indicando a menor quantidade de F-Actina nessas células.
Ampliagdo 100x. A barra horizontal branca indica o comprimento de 10 pm.

5.8. Confirmacao da interacio entre SRPK2 e EFhd2

Neste trabalho, os primeiros resultados observados nos experimentos utilizando as
células B16F10 com SRPK silenciadas indicaram que SRPK2 parece estar envolvida na
regulacdo da dindmica de polimerizacdo do citoesqueleto de Actina e atuando em processos
relacionados a capacidade de formacdo de metastase das células B16F10, avaliados in vitro e
in vivo. Adicionalmente, o nosso grupo de pesquisa ja havia realizado dois ensaios de duplo-
hibrido em leveduras que identificaram a possivel interacdo entre a regido espacadora de
SRPK2 (MELLO, 2014) ou SRPK2 inteira (SILVA, 2017) e proteinas envolvidas na
regulacdo do citoesqueleto de Actina.

Somando essas informagdes com outras obtidas a partir da literatura, concluimos que
seria fundamental estudar mais profundamente a interacdo entre SRPK2 e uma das proteinas

reguladoras da dindmica de Actina identificada pelo duplo-hibrido, a EFhd2 (MELLO, 2014).
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O maior entendimento sobre a interacdo entre SRPK2 e EFhd2 possivelmente nos permitird
compreender melhor o papel de SRPK2 na regulagcdo da dinamica de Actina.

Para avaliar a interacdo entre SRPK2 e EFhd2, inicialmente foi realizado o ensaio de
co-imunoprecipitagdo utilizando lisado de células HEK293T superexpressando FLAG-
SRPK?2 e GFP-EFhd2. Com a realizacdo desse ensaio, concluimos que as proteinas interagem
(Figura 23A). Na canaleta em que foi aplicada as amostras provenientes da
imunoprecipitacdo, no qual as duas proteinas estavam superexpressas, observa-se a banda
referente a GFP-EFhd2, indicando que GFP-EFhd2 interagiu com FLAG-SRPK2, imobilizada
na resina por meio do anticorpo anti-FLAG. FLAG-SRPK2 foi detectada para mostrar que
essa proteina estava presente no lisado total e que se ligou ao anticorpo anti-FLAG
imobilizado na resina de agarose proteina A. Na canaleta em que estava presente a amostra
obtida a partir da imunoprecipitacio em que apenas GFP e FLAG-SRPK2 estavam
superexpressas, nao € possivel a visualizacdo da banda correspondente a GFP, indicando que
essa proteina ndo interage com FLAG-SRPK?2.

Algum tempo ap0s a realizacio deste ensaio de co-imunoprecipitagdo foi identificada
uma mutagdo na sequéncia de nucleotideos de EFhd2 clonada no vetor pEGFPCI por Silva
(2017). Essa mutagdo altera o residuo de aminoicido na posi¢do 66 de Asn para Asp
(Apéndice C), o que poderia influenciar na interacdo identificada. No entanto, 0 mesmo
resultado sobre a interacdo entre SRPK2 e EFhd2 foi obtido com o ensaio de pulldown
utilizando as proteinas purificadas expressas em sistema procarioto (descrito a seguir),
confirmando o resultado da co-imunoprecipitacio e indicando que a mutacdo pontual
verificada tem pouco ou nenhum efeito sobre a interagdo entre as proteinas.

O ensaio de pulldown foi realizado com a finalidade de avaliar a interagdo in vitro entre
as proteinas recombinantes 6xhis-SRPK1, 6xhis-SRPK?2 e GST-EFhd2. As proteinas GST ou
GST-EFhd2 foram fusionadas a membrada de sepharose glutationa e incubadas com 6xHis-
SRPK1 ou 6xHis-SRPK?2 purificadas. Observa-se que ha interacdo de GST-EFhd2 com 6xhis-
SRPK2 nas condicdes avaliadas, mas GST-EFhd2 ndo interage com 6xhis-SRPK1 (Figura
23B).

Observamos uma pequena interagado inespecifica entre GST e SRPK1 ou GST e SRPK2,
porém a intensidade das bandas correspondentes foi muito menor em relacdo a intensidade da

banda que indica a interag¢ao entre EFhd2 e SRPK2.
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Figura 23. Confirmacio da interacio entre SRPK2 e EFhd2. (A) Co-imunoprecipitacdo de FLAG-
SRPK2 e GFP-EFhd2. Células HEK293T foram transfectadas com pEGFP-C1/EFhd2 e
pcDNAS/FRT/TO/SRPK2 para expressar GFP-EFhd2 e FLAG-SRPK2, respectivamente. Como
controle negativo, as células foram transfectadas com pEGFP-C1/vazio e pcDNAS/FRT/TO/SRPK2.
Os lisados foram imunoprecipitados com anti-FLAG e o western blotting foi realizado com anti-GFP
ou anti-FLAG. A seta e o asterisco apontam, respectivamente, a cadeia pesada e leve do anti-FLAG
usado na imunoprecipitacdo. (B) Avaliacdo da interacdo de 6xHis-SRPK1 ou 6xHis-SRPK2 com
GST-Efhd2 por pulldown. GST-EFhd2 ou GST (controle negativo) foram ligadas a resina de
Glutathione Sepharose 4B e posteriormente incubadas com 6xHis-SRPK1 ou 6xHis-SRPK2
purificadas. A interacdo das proteinas foi verificada por western blotting utilizando anti-GST para
detectar GST-EFhd2 ou GST livre e anti-His para detectar 6xHis-SRPK1 ou 6xHis-SRPK?2.

5.9. Ensaios de fosforilacdo in vitro utilizando ATP radioativo

Para avaliar se EFhd2 pode ser um substrato para SRPK2 ou se EFhd2 é capaz de
induzir a autofosforilacdo de SRPK2 foi realizado o ensaio de fosforilag@o in vitro utilizando
ATP marcado radioativamente.

Neste ensaio foram utilizadas as proteinas recombinantes produzidas em bactéria 6xHis-
SRPK2, GST-EFhd2, GST-SF2/ASF (controle positivo) ou GST (controle negativo). Como
mostrado na Figura 24A, a intensidade da banda referente a proteina GST-SF2/ASF
fosforilada indica que 6xHis-SRPK2 estava fortemente ativa durante a reacdo de fosforilacao.
Foi observado que 6xHis-SRPK?2 € capaz de se autofosforilar independentemente da presenca
de GST-EFhd2, pois a mesma intensidade de autofosforilacdo foi verificada quando apenas

GST estava presente na reacdo. Além disso, a quantidade crescente de substrato parece nao
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influenciar na autofosforilacdo de 6xHis-SRPK2 pois a intensidade dessa banda permaneceu
constante a medida em que aumentamos a quantidade de substrato na reagcdo de fosforilacao.
A presenca de uma banda de intensidade fraca foi verificada na regido do filme em que
estavam presentes as amostras contendo GST-EFhd2 como substrato, sendo que o aumento da
intensidade ocorreu de forma proporcional ao aumento da concentracdo de GST-EFhd2 na reacédo
de fosforilagdo. O mesmo ndo foi observado quando apenas GST estava presente. Este resultado
indica que EFhd2 pode ser um substrato para SRPK2. A diferenca na intensidade da banda
quando GST-EFhd2 ou GST-SF2/ASF atuam como substrato na reacdo de fosforilagdo pode ser
explicada pelo nimero de sitios de fosforilacdo presente nessas proteinas. GST-SF2/ASF é uma
proteina SR que pode ser hiperfosforilada na presenca de SRPK2, justificando o tamanho e a
intensidade da banda. O mesmo néo ocorre quando GST-EFhd2 atua como substrato, pois em sua

estrutura ha poucos sitios passiveis de fosforilacao.

GST-EFhd2 GST Positive 6xHis-SRPK2 4+ 4+  +
——
A Control B SFUASFGST 4+ - -
| GST - -4
EFhd2-GST -  + -
6xHis-pSRPK2 — ;
S il
1 =7
‘ 6xHis-SRPK2 — | fi s
* — | -
| . —
GST-pEFhd2 — «— GST-pSF2/ASF :
‘ EFhd2-GST — -
SF2/ASF-GST — | WP
GST —
ATP [y-32P] Comassie

Figura 24. Ensaio de fosforilacdo com ATP radioativo. Foi utilizada 6xHis-SRPK2 purificada por
afinidade em coluna carregada com resina de niquel e como substrato GST-EFhd2, GST-SF2/ASF
(controle positivo) ou GST (controle negativo). (A) As reagdes contendo 6xHis-SRPK2, ATP [y-32P]
e cada substrato foram realizadas por 30 minutos a 30 °C e posteriormente o gel foi exposto ao filme
durante 72 h permitindo a detec¢do de fosforilacdo. (B) A mistura da reagdo contendo ATP frio foi
separada em gel SDS-PAGE 10% e corada com Coomassie blue para visualizacdo das bandas de
proteinas. *A banda indicada pelo asterisco ainda néo foi identificada.

Foi observada a presenca de uma banda indicada pelo asterisco na Figura 24A que ainda
nao foi identificada pelo nosso grupo de pesquisa. Possivelmente essa banda pode
corresponder a uma forma truncada de 6xHis-SRPK?2 expressa em bactéria que permaneceu

em solucdo ainda que 6xHis-SRPK?2 tenha sido purificada por cromatografia de afinidade em
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coluna carregada com resina de niquel. Essa forma truncada pode estar se autofosforilando ou
pode estar sendo fosforilada por 6xHis-SRPK?2 inteira presente na reacdo de fosforilacao.

A Figura 24B corresponde ao gel de poliacrilamida corado com Coomassie blue em que
foram aplicadas as amostras provenientes do ensaio de fosforilagdio em que ATP frio (ndo
radioativo) foi utilizado. Verificamos a presenca de bandas correspondentes as proteinas

envolvidas na reagdo de fosforilagdo.

5.10. Ensaio de fosforilacao - espectrometria de massas

Este ensaio foi realizado para confirmar a fosforilacio de EFhd2 por SRPK2 e também
para identificar o residuo de aminodcido fosforilado em EFhd2. As reacdes de fosforilagao
foram preparadas com as proteinas purificadas 6xHis-EFhd2 e 6xHis-SRPK?2 e analisadas por
espectrometria de massas.

A andlise inicial do sitio de fosforilagdo foi realizada usando um espectrometro de
massas quadrupolo orbitrap (Q Exactive HF). A fragmentacdio do peptideo por MS/MS
produziu um espectro permitindo a identificacdo das séries de fons b e y, e a busca do
resultado no Mascot identificou a sequéncia RADLNQGIGEPQpSPSR. O sitio de
fosforilagdo identificado corresponde ao residuo de Serina em EFhd2, na posi¢do 74 (Figura
25). Na Figura 25B estd representada a sequéncia completa de residuos de aminodcidos de
EFhd2, onde estd evidenciado (em vermelho) o residuo Ser74 que pode ser fosforilado por

SRPK2.
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Figura 25. Identificacio do sitio de fosforilacio em EFhd2 por SRPK2. (A) Apés a realizagido do
ensaio de fosforilacdo, as proteinas foram digeridas com tripsina e os peptideos resultantes foram
analisados por LC-MS/MS. Cada espectro MS/MS € uma colecdo de fons produzidos por dissociagdo
induzida por colisdo a partir do peptideo intacto. A fragmentacdo ocorre preferencialmente nas
ligacOes peptidicas gerando fragmentos N-terminais (fons b) e C-terminais (fons y) em taxas m/z e
intensidades que proporcionam informagdes a respeito da sequéncia do peptideo e sitios de
modifica¢des (indicado pelas linhas verticais entre os residuos de aminodcidos da sequéncia do
peptideo). O espetro MS/MS ilustra os fragmentos resultantes dos fons das séries b e y, usados para
determinar a sequéncia correspondente ao fosfopeptideo RADLNQGIGEPQpSPSR. EFhd2 ¢
fosforilada por SRPK?2 no residuo de Serina 74. (B) Sequéncia dos residuos de aminoacidos de EFhd2.
Em vermelho estd evidenciado o residuo Ser74.

6. RESULTADOS COMPLEMENTARES

6.1. Efeito do silenciamento de SRPK em migracao celular

Para o desenvolvimento da metdstase, € necesséario que as células tumorais adquiram a
capacidade de migrar e invadir os tecidos adjacentes e extravasar aos vasos sanguineos ou
linfaticos. O ensaio de migracdo “wound healing” foi realizado utilizando as células B16F10
SRPK". N6s ji conheciamos o fendtipo migratério dessas células (MOREIRA et al., 2018), e por
isso realizamos este ensaio com o objetivo de avaliar se o silenciamento de SRPK afeta a
capacidade migratoria das células B16F10.

O resultado mostra que, nas condi¢des avaliadas, o silenciamento de SRPK parece ndo

afetar a migragdo dessas células (Figura 26).
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Figura 26. Efeito do silenciamento de SRPK na migrac¢io de células B16F10 pelo ensaio “wound
healing”. (A) A migracdo celular foi monitorada por observag¢do ao microscépio nos tempos de 0 e 24
h apés o risco na placa contendo as células tratadas ou ndo com EGF (100 ng/ml). O ensaio foi
realizado em triplicata. (B) Representacdo grafica da migracdo celular de B16F10 SRPK™ na presenca
ou auséncia de EGF. As imagens foram analisadas pelo software ImageJ. Foram realizadas trés
medidas do tamanho da fenda (parte superior, central e inferior) em cada imagem. Os dados foram
analisados estatisticamente pelo teste de Dunnet (P<0,05) e expressos como média + desvio padrio.
Para plotagem do grifico, o tamanho médio da fenda nos pocos controle (B16F10 V2) foi definido
como 100% e o comprimento nos demais pocos foi calculado proporcionalmente ao controle.

Entretanto, nota-se que apds 24 h de incubacdo, o risco ndo se fechou em nenhum dos
pogos, nem mesmo no pogo controle, V2. O resultado obtido neste trabalho difere um pouco

do que ja foi observado para as células B16F10 wild type, em que o tempo de 24 h € suficiente
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para o fechamento completo do risco (MOREIRA et al., 2018). Essa discrepancia indica que a
transducdo das células com o vetor lentiviral, ainda que ndo contenha a sequéncia do sgRNA,
parece afetar a capacidade de migracdo das células B16F10.

Com o resultado obtido, concluimos que o ensaio de migracao pelo método “wound
healing” nao estd adequado para avaliar a interferéncia do silenciamento de SRPK na

capacidade de migracdo das células B16F10.

6.2. Efeito do silenciamento de SRPK na regulacio da via NFkB e na expressao de
genes relacionados a EMT

O melanoma utiliza a via de NFkB para regular sua sobrevivéncia, proliferacdo e
resisténcia a apoptose e metdstase. Essa via pode ser considerada o principal fator
antiapoptotico celular por induzir a expressdo de importantes proteinas antiapoptdticas € por
restringir a atividade da familia de caspases, central na maioria dos processos apoptoticos.
NF«B também promove o crescimento celular pela inducao da expressao de ciclina D1, um
importante regulador da progressdao do ciclo celular (MADONNA et al., 2012). A via de
NF«B também ¢ capaz de induzir a transi¢ao epitelial-mesenquimal por meio da regulacdo da
expressao de vdrios genes envolvidos em EMT (PIRES et al., 2017).

Apesar dos papéis oncogénicos de NF«kB, essa via também ja foi encontrada atuando na
supress@do do tumor, demonstrando a sua complexidade de atuacdo e regulagdo no
desenvolvimento do tumor ou em terapias (JING; LEE, 2014).

A senescéncia celular € um programa antiproliferativo que limita a propagagdo de
células neopldsicas e pode ser induzida por danos ao DNA (sobretudo aqueles produzidos por
agentes quimioterdpicos citotoxicos), radiacdo ionizante, estresse oxidativo, entre outros
fatores. As células em senescéncia secretam fatores pré-inflamatérios e devido a isso essa
condi¢do tem sido chamada de fenodtipo secretor associado a senescéncia (SASP, senescence-
associated secretory phenotype). A principal caracteristica da SASP € a induc@o irreversivel
da parada do ciclo celular, sendo, portanto um potente mecanismo de supressao de tumor. A
principal via de sinalizacdo indutora da SASP ¢ a via de NF«kB, e como consequéncia, as
células secretam uma variedade de citocinas inflamatdérias e outros moduladores imunes,
como as interleucinas IL1, IL6, IL8, TGF- ¢ TNFo (SALMINEN et al., 2012; KULILMAN
et al., 2008; PRATTICHIZZO et al., 2016).

Em céincer de mama, ja foi observada a relagdo entre SRPK1 e a via de NFkB. O

knockdown de SRPK1 inibiu a migracdo das células tumorais, sendo que o efeito observado
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foi mediado pela modulacdo da expressdo de genes envolvidos nas vias candnicas e ndo-
canonicas de NFkB (ROOSMALEN et al., 2015). Em cancer de c6lon, SRPK1 contribui para
a regulacdo do splicing alternativo de Raclb, uma pequena GTPase que promove progressao
do ciclo celular e sobrevivéncia via sinalizagao de NFkB (MATOS et al., 2016).

Uma relacdo indireta entre SRPK2 e a via de NFkB foi observada em cancer de cdlon,
no qual a atuacdo de SRPK2 levou ao aumento da expressao de TWIST1 e outros genes
capazes de induzir a transi¢do epitelial-mesenquimal (YANG et al., 2018). TWIST1 é um dos
principais fatores de transcri¢do envolvidos em EMT, sendo que sua expressao pode ser
regulada por NFxB (PIRES et al., 2017).

A fim de avaliarmos de forma mais direta se hd relacdo entre a acdo de SRPK2 e a
modulagdo da via de NFxB, assim como a relacdo entre SRPK2 e a indu¢do de EMT em
melanoma, avaliamos a expressdo de genes sob o controle do promotor de NFxB e a
expressao de genes envolvidos em EMT por meio de PCR real time quantitativo.

Dois experimentos diferentes foram realizados. No primeiro, a andlise da expressao dos
genes em estudo foi feita em células B16F10 SRPK" tratadas com EGF (100 ng/ml) durante
12 h. Ap6s o periodo de incubagdo com EGF, o RNA dessas células foi extraido. O segundo
experimento estd descrito no item 4.2.1, em que as células BI6F10 SRPK"™ foram inoculadas
no flanco direito dos camundongos e os tumores desenvolvidos nos animais foram utilizados
para a extracdo do RNA e andlises posteriores.

A analise da expressdo dos genes regulados por NFkB, IL6, IL8 e TNFoa em células
B16F10 SRPK" tratadas com EGF, mostrou que o silenciamento de SRPK parece afetar essa
via (Figura 27). Observamos que o silenciamento de SRPK2 ou o silenciamento simultaneo
de SRPK1 e SRPK?2 aumentaram a expressao de IL6 (Figura 27A) e TNFa (Figura 27C) e o

silenciamento de SRPK1 aumentou a expressdo de IL8 (Figura 27B).
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Figura 27. RT-qPCR foi realizado para avaliar a expressao de genes sob controle do promotor
de NFkB (A, B, C) em células B16F10 SRPK'". Os dados foram expressos como média + desvio
padrdo. A andlise estatistica foi feita pelo teste de Dunnet (P<0,05), considerando o grupo controle,
V2, em cada tempo analisado.

Muitos estudos tem demonstrado que a inflamacdo cronica estd ligada ao
desenvolvimento do cancer (GRIVENNIKOV et al., 2010). Entretanto, certos tipos de
inflamacdo também apresentam um efeito de supressao tumoral (HAABETH et al., 2012).

As citocinas pré-inflamatérias IL6, IL8 e TNFa ja foram relatadas com expressiao
alterada em muitos tipos de cancer. O aumento da concentragcdo de 1L6 no soro de pacientes ja
foi correlacionado a sua curta sobrevivéncia em casos de mieloma multiplo, linfoma, cancer
de ovario, prostata, carcinoma renal, mama e melanoma. As funcdes de IL6 no tumor sdao
relacionadas a inibicdo de apoptose e indugdo da angiogénese (HOEJBERGA et al., 2012).
Inversamente, ja foi observado que IL6 também pode apresentar funcdes de supressido de
tumor. Células B16F10 transfectadas com um vetor para superexpressar 1L6 se tornaram
menos tumorigénicas quando inoculadas em camundongos, assim como os tumores tratados
com IL6 recombinante apresentaram um volume menor. O mecanismo que parece explicar
esses eventos observados sdo a diminui¢do da angiogénese, apesar desse resultado ndo ser

esperado devido a funcdo de IL6 como um mediador de inflamagdo (SUN et al., 1992).
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IL8 apresenta a func¢do de recrutar leucdcitos aos sitios de infec¢do, promovendo
degranulacdo de neutréfilos. A sinaliza¢do iniciada por IL8 em células endoteliais induz
angiogénese (LI et al., 2003). O papel de IL8 em tumores estd relacionado a alteracdo da
composi¢cdo das células imunes no microambiente tumoral, inducio de angiogénese, invasdo e
resisténcia ao tratamento (LONG et al., 2016).

TNFa € uma citocina produzida por macréfagos ativados e outras células relacionado ao
desenvolvimento de processos inflamatérios. Em cancer, TNFa apresenta um papel dual,
podendo atuar como um sinal de regress@o ou sobrevivéncia para as células cancerigenas, pois
pode promover necrose tumoral, mas também migracdo e invasdo, além de regular a
infiltracdo de macréfagos promotores de tumor no microambiente tumoral (MONTFORT et
al., 2019). Sendo assim, a atuacdo de TNFa € bastante complexa em cancer, e o desequilibrio
do seu nivel apresenta efeitos opostos nesse contexto.

Os resultados encontrados aqui nos dao indicios de que as SRPKs pode estar afetando a
via de NFxB, entretanto essa analise foi realizada utilizando as células B16F10 in vitro, fora
de um contexto tumoral. A fim de tentarmos entender mais profundamente o papel de cada
citocina, nds também avaliamos a sua expressd@o nos tumores extraidos dos camundongos
ap6s a realizacdo do experimento in vivo (item 4.2.1), pois o tumor estd inserido em um
microambiente complexo onde hd a interag@o entre as células tumorais e as células do sistema
imune.

Alguns resultados sobre o nivel de expressdo das proteinas em andlise foram
semelhantes entre as amostras dos experimentos in vitro € in vivo. A expressao de IL8
permaneceu aumentada nos animais inoculados com as células B1I6F10 SRPK1™ e SRPK1/2
(Figura 28B). A expressio de TNFoa também permaneceu alta nos tumores de animais
inoculados com as células BI6F10 SRPK2" (Figura 28C). Ja a expressdo de IL6 apresentou
grande alteracdo no padrdo de expressdao quando comparado ao que foi visto nas amostras de
células cultivadas in vitro. Nos tumores, houve diminuicao da expressdo de IL6 em todas as
amostras avaliadas (Figura 28A).

A andlise dos genes relacionados a EMT nos tumores nao permitiu uma andlise muito
precisa sobre o desenvolvimento deste processo devido a expressdo das proteinas avaliadas ter
diferido pouco entre os grupos (Figura 28D a F). O marcador mesenquimal, Vimentin, teve
sua expressao aumentada nos tumores desenvolvidos a partir da inoculacdo das células
B16F10 SRPK1/2". SNAIL € um dos fatores de transcri¢do responsaveis por ativar EMT em

células epiteliais (PIRES et al., 2017), e a sua expressdo foi diminuida nos tumores dos
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animais inoculados com as células B16F10 SRPK?2". O resultado encontrado neste estudo nos
dd um indicio da relacdo entre a atividade de SRPK2 e o desenvolvimento de EMT em

melanoma metastatico (Figura 28G).
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Figura 28. RT-qPCR foi realizado para avaliar a expressao de genes sob controle do promotor
de NFxB (A, B, C) e genes envolvidos em EMT (D, E, F, G) nos tumores de camundongos
gerados a partir da inoculacdo subcutanea das células B16F10 SRPK'. A andlise estatistica foi
feita pelo teste de Dunnet (P<0,05) considerando o grupo controle, V2.

A andlise dos genes relacionados a EMT nos tumores ndo permitiu uma andlise muito
precisa sobre o desenvolvimento deste processo devido a expressdo das proteinas avaliadas ter
diferido pouco entre os grupos (Figura 28D a F). O marcador mesenquimal, Vimentin, teve
sua expressao aumentada nos tumores desenvolvidos a partir da inoculagdo das células
B16F10 SRPK1/2". SNAIL € um dos fatores de transcri¢cao responsaveis por ativar EMT em
células epiteliais (PIRES et al., 2017), e a sua expressao foi diminuida nos tumores dos
animais inoculados com as células BI6F10 SRPK2". O resultado encontrado neste estudo nos
dd um indicio da relacdo entre a atividade de SRPK2 e o desenvolvimento de EMT em
melanoma metastatico (Figura 28G).

As andlises da expressdo relativa dos genes em estudo nos tumores devem ser
consideradas cuidadosamente, pois ao relacionarmos os dados de expressdo obtidos com o
resultado das medidas de volume do tumor ao longo do experimento (Figura 16B)
percebemos que o volume tumoral sé foi estatisticamente diferente entre os grupos no 13° dia

do experimento. Entretanto, os tumores utilizados nas andlises de RT-qPCR foram coletados
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no 17° dia, quando o volume ou a massa tumoral ja ndo diferiam entre os grupos (Figura
16C).

A verificagdo do padrao de expressdo das proteinas em andlise seria mais confidvel se
os tumores tivessem sido coletados mais préximos ao 13° dia de experimento, quando o seu
crescimento estava estatisticamente diferente entre os grupos. NOs ja conheciamos o padrao
de crescimento do tumor gerado a partir da inoculacdo de células B16F10 wild type em
camundongos durante o periodo de 14 dias (MOREIRA et al., 2018). Ao compararmos o
volume dos tumores nos animais inoculados com as células BI6F10 SRPK™ em relacdo aos
tumores nos animais inoculados com as células B16F10 wild type, verificamos que o
crescimento do tumor ocorreu de forma diferente. O tumor cresceu mais devagar nos animais
inoculados com as células B16F10 SRPK’, at¢é mesmo no grupo controle, V2. Com isso, no
trabalho atual decidimos estender o periodo das medicdes de largura e comprimento dos
tumores além dos 14 dias, o que ndo surtiu efeito significativo nas andlises. Pelo contrério,
apos este periodo o volume dos tumores nao diferiu mais entre os grupos e todos continuaram
aumentando intensamente (Figura 16B).

Os resultados encontrados nos dao um indicio de que SRPK pode estar atuando na
regulacdo da via NFkB e desenvolvimento de EMT, no entanto outros experimentos ainda

precisam ser realizados para a confirmacao dessa hipétese.

6.3. Avaliacao da interaciao entre Akt e EFhd2

Considerando que SRPK?2 e EFhd2 estdo envolvidas na via de sinaliza¢do iniciada por
EGF e que Akt € uma proteina importante na mediagdo dessa via conhecida por ativar SRPK
(HUH et al., 2013; ZHOU et al., 2012), inicialmente formulamos a hipétese de que as
proteinas EFhd2 e Akt poderiam estar atuando em complexo, induzindo a ativagdo de SRPK2.
Por isso, avaliamos a interacdo entre EFhd2 e Akt, por co-imunoprecipitacao.

O clone pcDNAS5/FRT/TO/Akt foi doado gentilmente pela pesquisadora Dra. Juliana
Helena Costa Smetana, do Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio), do Centro Nacional
de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM). O clone pEGFP-C1/EFhd2 foi obtido por
Silva (2017). Detalhes da metodologia estdo descritos no item 4.5.1.

A andlise mostrou que FLAG-Akt e GFP-EFhd2 interagem (Figura 29), pois GFP-
EFhd2 foi identificada na canaleta em que foi aplicada a amostra obtida a partir da co-
imunoprecipitacdo de FLAG-Akt. A proteina GFP (controle negativo) ndo foi identificada,

indicando que essa proteina ndo interage com FLAG-AKkt.
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Figura 29. Confirmacao da interacio entre Akt e EFhd2. Co-imunoprecipitacdo de FLAG-Akt e
GFP-EFhd2. Células HEK293T foram transfectadas com pEGFP-C1/EFhd2 e pcDNAS/FRT/TO/Akt
para expressar GFP-EFhd2 e FLAG-Akt, respectivamente. Como controle negativo, as células foram
transfectadas com pEGFP-Cl/vazio e pcDNAS5/FRT/TO/Akt. FLAG-Akt foi imunoprecipitada com
anti-FLAG e o western blotting foi realizado com anti-GFP ou anti-FLAG. A seta aponta a cadeia
pesada anti-FLLAG usado na imunoprecipitacio.

6.4. Expressao heter6loga de 6xHis-Destrin em sistema procarioto

Destrin € uma proteina despolimerizante do filamento de actina pertencente a familia
ADF/Cofilin (YEOH, et al., 2002). A obtencdo de 6xHis-Destrin a partir da clonagem,
expressao e padronizacdo dos métodos de purificacdo foi necessdria para a realizacdo de um
ensaio que nos permitisse avaliar a influéncia de SRPK2 sobre a atividade de EFhd2 em
regular o acesso de cofilina a Actina e a dinamica de polimeriza¢do/despolimerizacdo dos
filamentos de Actina, in vitro (HUH et al., 2013).

Para realizar o ensaio planejado, o nosso grupo de pesquisa ja havia padronizado a
expressdao e a purificagdo de 6xHis-SRPK2 e GST-EFhd2, e ji possuiamos a G-Actina
comercial (Sigma). Precisdvamos de uma proteina com func@o despolimerizante de F-Actina.

Destrin, também conhecida como ADF (Actin-Depolymerizing Factor) é uma proteina
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reguladora de Actina com fun¢do despolimerizante dos filamentos, pertencente a familia
ADF/Cofilina (CHEN et al., 2000). A sequéncia codificante de Destrin foi retirada do vetor de
levedura, pGADT?7 (Clontech), isolado da biblioteca de cDNA universal humana (SILVA,
2017) e clonada em vetor pET28a para a expressdo em sistema procarioto.

A andlise do resultado deste ensaio seria realizada utilizando Rodhamine Phalloidin
(Thermo Scientific), capaz de se ligar a Actina apenas no estado de filamento, permitindo a
detec¢do de F-Actina por microscopia de fluorescéncia (ESTES et al., 1981). Considerando
que o papel de EFhd2 na dindmica de actina é se ligar ao filamento impedindo sua
despolimerizagdo, entdo a presenca da proteina despolimerizante de Actina, 6xHis-Destrin,
seria indispensdvel no experimento. Isso porque o resultado s seria visualizado caso
houvesse alguma alteracdo na dinadmica de polimerizagdo/despolimerizacdo de Actina, o que
nao seria possivel se apenas EFhd?2 estivesse ligada ao filamento.

O desenho experimental estd ilustrado na Figura 30. Para a realizacao deste ensaio, a G-
actina seria incubada com um tampao especifico para a indu¢do da formagdo de F-actina

(etapa 1) e a reacdo de fosforilagdo seria realizada entre SRPK2 e o seu substrato, EFhd2

(etapa 2).
Indugdo da
1 polimerizagdo de actina 2
utilizando um tampao
. especifico Ensaio de
v e fosforilagdo Fosforilacdo
e N utilizando EFhd2 emS74
; & - by T como substrato
) . para SRPK2
G-actina F-actina
(Sigma)

Detecgdo de alteragbes na dinamica de
polimerizagdo/despolimerizagdo de actina por
miscroscopia de fluorescéncia utilizando rodhamine
phalloidin (Thermo Scientific)

Figura 30. Esquema representativo do ensaio de polimerizacao/despolimerizacio de Actina. Este
experimento seria realizado para avaliar o efeito da fosforilacio de EFhd2 por SRPK2 em S74 no
controle da dindmica da polimerizagao/despolimerizacdo da Actina. O ensaio seria realizado em trés
etapas. 1: Inducado da formacao de F-Actina a partir de G-Actina utilizando um tampao especifico para
esse fim (HUH et al.,, 2013). 2: Ensaio de fosforilagdo utilizando 6xHis-SRPK2 e GST-EFhd2
purificadas. 3: Avaliag@o de alteracdes da dindmica de polimeriza¢do/despolimerizacdo da Actina.
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Posteriormente, EFhd2 fosforilada seria incubada com Destrin e F-actina a fim de
verificarmos o  efeito da  fosforilagdio em  EFhd2 na  dindmica de
polimerizac¢ao/despolimerizacdo da Actina (etapa 3). A funcdo de Destrin seria despolimerizar
a Actina causando alteragdes nos niveis de fluorescéncia, pois a deteccdo de F-actina seria
feita por Rodhamine Phalloidin e o ensaio seria revelado por microscopia de fluorescéncia.

Os resultados das tentativas de purificacdo de 6xHis-Destrin estdo descritos a seguir. O
gel de poliacrilamida 12% e o western blotting, referentes a cromatografia de afinidade
utilizando resina de niquel podem ser observados na Figura 31. A proteina 6xHis-Destrin
apresenta massa molecular predita de aproximadamente 20 kDa (TOKURAKU et al., 2001).
A andlise da purificagdo de 6xHis-Destrin eluida da coluna mostrou que a proteina ndo foi
purificada de forma eficiente, pois essas eluicdes apresentavam outras proteinas
contaminantes.
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Figura 31. Perfil da purificacido de 6xHis-Destrin em coluna carregada com niquel. 6xHis-Destrin
foi purificada utilizando a resina His-Select Nickel Affinity Gel e aproximadamente 100 pg de
proteina foram aplicados no gel de poliacrilamida. A seta aponta a banda referente a 6xHis-Destrin
(massa molecular predita de 20,4 kDa) parcialmente purificada em seis eluicdes. MM: Padrio de peso
molecular (em kDa); FS: fracdo solivel; VNL: volume néo ligado; L: lavagem; E1 a E6: eluicdes 1 a
6. Gel de poliacrilamida 12%.

A fim de tentar melhorar a purificacdo de 6xHis-Destrin, foi realizada a cromatografia
de troca cationica em sistema FPLC utilizando a coluna Capto S (GE Healthcare). Podemos
verificar que a purificacdo de 6xHis-Destrin pela cromatografia de troca catidnica ndo foi
eficiente, uma vez que ndo foi observada a presenca de 6xHis-Destrin em nenhuma das
eluicdes (Figura 32). Isso indica que a interacdo entre a proteina e a coluna nao foi forte o
suficiente e a proteina saiu em grande quantidade no volume ndo ligado. Sendo assim, o

método de purificagdo catidnica também nao foi eficiente para purificar 6xHis-Destrin.
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Figura 32. Perfil da purificacdo de 6xHis-Destrin em coluna de troca cationica. 6xHis-Destrin foi
purificada utilizando a coluna Capto S (GE Healthcare) e aproximadamente 100 pg de proteina foram
aplicados no gel de poliacrilamida. A seta aponta a banda referente a 6xHis-Destrin (massa molecular
predita de 20,4 kDa). MM: Padrao de peso molecular (em kDa); FS1 e FS2: fracdo solivel; VNLI1,
VNL2 e VNL3: aliquotas do volume nao ligado coletadas em tempos diferentes; E1 a E5: eluicdes 1 a
5. Gel de poliacrilamida 12%.

Como os métodos anteriores ndo foram satisfatérios para a purificacdo de 6xHis-
Destrin, foi realizada a tentativa de purificacdo anidnica utilizando a resina Capto Q.
Observamos que este método também ndo foi satisfatério visto que a maioria da quantidade
de 6xHis-Destrin saiu no volume ndo ligado e a pequena quantidade presente na primeira

eluicdo estd muito contaminada com outras proteinas (Figura 33).

Ny ) N VYD
AN AR
MM(kDa) & S & SO & Q& MM(kDa) & S & SO &Q
100-
116 - ]
66,2 - &
45 - 50 -
35- 37-
25 - 25
18,4 -
20 - <«6xHis-Destrin

Figura 33. Perfil da purificacao de 6xHis-Destrin em coluna de troca anioénica. 6xHis-Destrin foi
purificada utilizando a coluna Capto Q (GE Healthcare) e aproximadamente 100 ug de proteina foram
aplicados no gel de poliacrilamida. A seta aponta a banda referente a 6xHis-Destrin (massa molecular
predita de 20,4 kDa). MM: Padrio de peso molecular (em kDa); FS1 e FS2: fracao soliivel; VNLI1,
VNL2 e VNL3: aliquotas do volume néo ligado coletadas em tempos diferentes; E1 a E3: elui¢des 1 a
3. Gel de poliacrilamida 12%.

As tentativas de purificacdo de 6xHis-Destrin ndo foram eficientes. Novas condi¢des ou
métodos de purificagdo deveriam ter sido testados, entretanto, optamos por encerrar 0s testes

devido a falta de tempo habil para realizar o experimento planejado.
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7. DISCUSSAO

H4 quase 10 anos, Hanahan e Weinberg (2011) acreditaram que a complexidade do
cancer poderia ser reduzida a um pequeno nimero de propriedades que ditam o seu
crescimento maligno: autossuficiéncia em fatores de crescimento; insensibilidade aos
inibidores de crescimento; evasdo da apoptose; potencial replicativo ilimitado; angiogénese;
reprogramacgdo do metabolismo energético; evasao da destrui¢do pelo sistema imune; invasao
e metastase tecidual (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Com o desenvolvimento desse trabalho, investigamos o efeito do silenciamento de
SRPK em processos importantes que fazem com que a linhagem de células de melanoma,
B16F10, seja tdo agressiva e avaliamos in vivo o efeito da supressdao da expressdao de SRPK
no desenvolvimento do melanoma metastatico.

O silenciamento da expressdao de SRPK nas células B16F10 foi realizado pelo sistema
CRISPR/Cas9. Neste sistema, a via NHEJ € o mecanismo de reparo predominante em células
de mamiferos apds a quebra da dupla fita pela Cas9. Essa via repara quebras na dupla fita
independentemente de um template homologo. O sistema de reparo NHEJ trabalha de maneira
randomica em relacdo a insercdo e delecdo de nucleotideos, o que o torna mais suscetivel a
erros, originando estruturas alteradas sem inativagdo de genes ao longo dos eventos de reparo.
Assim podem ser gerados eventos de knockout incompleto que ainda apresentam alelos
codificantes de proteinas funcionais ou com funcionalidade alterada (MAO et al., 2008;
SCHAREF et al., 2018).

O desenvolvimento do sistema CRISPR/Cas9 permitiu avancos extraordindrios em
diversos campos da ciéncia. Entretanto, a aplicacdo desse sistema em modelos de células de
cancer hiperdipldides ainda € desafiador. Scharf et al., (2018) mostraram que a edicdo
genOmica em linhagens celulares de hepatoma multi-alélico ocorreu de forma incompleta,
pois apds a edi¢do gendmica para gerar o knockout da proteina Axl nessas células, um clone
de células ainda manteve uma pequena expressao dessa proteina. Nesse estudo, a interferéncia
da supressdao da expressio da proteina Axl nos fendtipos analisados foi diretamente
proporcional a eficiéncia do knockout dessa proteina nas células de hepatoma (SCHAREF et
al., 2018).

Com isso, concluimos que o sistema CRISPR/Cas9 pode causar eventos de edi¢cdo
genOmica incompletos em linhagens de células cancerigenas, visto que o nimero de cOpias

dos genes varia com base na heterogeneidade gendmica dessas células.
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Em nosso modelo, B16F10, nao foi possivel obter uma populacio de células
apresentando a eliminacdo completa dos genes SRPKI e SRPK2. Entretanto, a expressao
dessas proteinas apds a edicdo gendmica pelo sistema CRISPR/Cas9 diminuiu
consideravelmente, permitindo-nos avaliar o efeito da supressao da expressdo de SRPK1 e
SRPK2 nos ensaios realizados com essa linhagem de células de melanoma.

O silenciamento de SRPK?2 nas células B16F10 prejudicou o desenvolvimento do tumor
subcutaneo e a formagdo de nddulos pulmonares em camundongos. As andlises in vitro
mostraram que a expressao reduzida de SRPK2 nas células B16F10 diminuiu a proliferacao e
invasdo celular. O silenciamento simultineo de SRPK1 e SRPK?2 nas células B16F10
diminuiu a sua capacidade de formar colonias. O papel de SRPK2 no desenvolvimento do
melanoma parece estar relacionado, pelo menos parcialmente, a sua atuacdo na dindmica de
polimerizacdo do citoesqueleto de actina, pois o silenciamento de SRPK2 diminuiu a
formacdo de F-actina nas células B16F10.

O efeito de SRPK2 em proliferacdo celular foi visto pela primeira vez em células de
leucemia. Nessas células, SRPK2 favoreceu a proliferacdo celular por se ligar e fosforilar
Acinus, uma proteina SR reguladora de splicing, estimulando a progressao do ciclo celular na
fase G2/M (JANG et al., 2008). SRPK2 também j4 foi identificada superexpressa em cancer
de préstata e em células ndo-pequenas do pulmdo promovendo proliferacao (ZHUO et al.,
2018; LI et al., 2019). Os nossos resultados mostraram que hé relacdo entre SRPK2 e a
proliferacdo celular da linhagem de melanoma B16F10, pois o silenciamento de SRPK?2
parece diminuir a proliferacdo nos tempos analisados, 24 h e 48 h. O knockdown de SRPK1
em células de cancer de ovdrio reduziu a progressdo do ciclo celular e a proliferacdo das
células (ODUNSI et al., 2012), entretanto o silenciamento de SRPK1 em células B16F10 nio
afetou a proliferacao celular.

A atuacdo de SRPK em invasao celular, sua relagdo com o estdgio de desenvolvimento
do tumor bem como sua capacidade de formacdo de metdstase ja foi investigada em alguns
tipos de cancer. O aumento da expressdao de SRPK1 em cancer de células ndo-pequenas do
pulm@o promove o crescimento celular, migragdo e invasao (WU et al., 2017). O aumento da
expressao de SRPK?2 foi identificado em cancer de prostata e correlacionado com o estagio
avancado da doenca e formacdo de metdstase. A investigacdo sobre o efeito de SRPK2 em
linhagens de células de cancer de prdstata mostrou que o aumento da expressdo de SRPK2
pode promover proliferacdo, migracdo, invasdo e progressdo do ciclo celular, além de

suprimir apoptose (ZHUO et al., 2018). Também, a inibicdo farmacoldgica de SRPK em
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células B16F10 com o inibidor SRPIN340 e compostos com estrutura andloga ao SRPIN340
mostrou efeitos significativos na diminuicao da capacidade invasiva dessas células in vitro,
além de afetar a formacao de nédulos pulmonares in vivo (MOREIRA et al., 2018).

No presente trabalho, observamos que o silenciamento de SRPK2 diminuiu a
capacidade invasiva das células B16F10, enquanto o silenciamento de SRPKI1 ou o
silenciamento simultaineo de SRPK1 e SRPK2 aumentaram de forma significativa a invasao
celular. Estes resultados s@o interessantes, mas nao sdo surpreendentes, visto que tanto o
aumento quanto a diminuicdo da expressdo de SRPK1 podem afetar a regulacdo da atividade
de Akt e, consequentemente, promover cancer (WANG et al., 2014).

Wang et al. (2014) propuseram um mecanismo para explicar o efeito dual de SRPK1 em
cancer (Figura 34). A atividade de Akt nas células pode ser regulada por ciclos de fosforilagdao
e desfosforilagdo. Na sua forma ativa, Akt pode ser fosforilada por mTORC?2 e posteriormente
por PDK-1 (OH et al., 2012). A inativacdo de Akt através da desfosforilacdo é dependente da
acdo de fosfatases, entre elas, PHLPP. Foi mostrado que SRPKI1 ¢é requerida para o
recrutamento de PHLPP juntamente com chaperonas. Por isso, quando a expressao de SRPK1
€ baixa, a fosfatase PHLPP ndo € recrutada de forma eficiente e consequentemente os niveis
de Akt fosforilada e ativa permanecem elevados. Por outro lado, o aumento da expressao de
SRPK1 provoca o “sequestro” de PHLPP impedindo sua atuacdo sobre Akt, que permanece
fosforilada e ativa (WANG et al., 2014). Dessa forma, SRPK1 pode servir como reguladora

da atividade de Akt nas células de mamiferos.

Chaperones

Figura 34. Modelo proposto para a ativacio constitutiva de Akt em resposta a baixa ou alta
expressao de SRPKI1. Juntamente com chaperonas, SRPK1 ¢ requerida para o recrutamento da
fosfatase especifica para Akt, PHLPP. Quando a expressdao de SRPK1 € baixa, a fosfatase PHLPP ndo
¢ recrutada de forma eficiente para desfosfoforilar e inativar Akt. Quando a expressdao de SRPK1 esta
alta, ocorre o “sequestro” de PHLPP impedindo sua atuacdo sobre Akt, que também permanece
fosforilada e ativa (retirada de WANG et al., 2014).
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O silenciamento de SRPK2 na linhagem B16F10 prejudicou o desenvolvimento do
tumor subcutaneo e a formagao de nédulos tumorais no pulmao dos camundongos, enquanto o
silenciamento de SRPK1 ou o silenciamento simultineo de SRPK1 e SRPK?2 ndo afetaram o
crescimento do tumor. Um trabalho recente do nosso grupo de pesquisa mostrou o efeito do
tratamento com compostos de estrutura andloga ao SRPIN340 sobre camundongos que
receberam as células B16F10 de forma intravenosa. Nesses animais, houve a diminui¢do da
contagem de ndédulos pulmonares (MOREIRA et al., 2018). A novidade em nosso trabalho
atual € que apenas a supressdo da expressao de SRPK2 foi relevante para dificultar o
desenvolvimento do tumor. Assim concluimos que estratégias terap€uticas direcionadas a
inibi¢do especifica de SRPK2 podem ser mais eficientes no tratamento do melanoma.

O mecanismo proposto por Wang et al., 2014 sobre o papel de SRPK1 na regulacdo da
atividade de Akt também pode ser uma possivel explicacdo para os resultados observados em
nossos experimentos in vivo. Observamos que o silenciamento de SRPK1 nao afetou de forma
significativa o desenvolvimento do tumor nos animais. Similarmente, os tumores dos animais
que receberam as células com SRPK1 e SRPK?2 silenciadas simultaneamente, parecem ter
comportamento semelhante aos tumores gerados nos animais que receberam as células com a
expressio de SRPK1 silenciada. E provavel que nesses grupos a atividade aumentada de Akt,
em decorréncia das falhas nos mecanismos de inativacdo por desfosforilagdo, contribuiu para
que o tumor se desenvolvesse de forma semelhante aos tumores do grupo controle, V2.

O ensaio de formacdo de colonias avalia a sobrevivéncia celular, in vitro, com base na
capacidade de uma unica célula se transformar em uma coldnia. O ensaio testa essencialmente
a capacidade de cada célula da populacdo sofrer divisao "ilimitada" (FRANKEN et al., 2006).
Nossos resultados mostraram que o silenciamento de SRPK1 e SRPK?2, simultaneamente, nas
c€lulas B16F10 diminuiu significativamente a sua capacidade de formar colonias, enquanto o
silenciamento de cada proteina isoladamente ndo afetou este fenotipo. A atuagdo de SRPK na
capacidade das células formarem colonias ja foi observada em alguns tipos de cancer. O
silenciamento de SRPK1 em células de cancer de ovario comprometeu a sua capacidade de
formar col6nias (ODUNSI et al., 2012). Ja o silenciamento de SRPK2 diminuiu a formagao
de coldnias em carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (RADHAKRISHNAN et
al., 2016) e c6lon (WANG et al., 2016). A inibicdo farmacolégica de SRPK com SRPIN340
(capaz de inibir SRPK1 e em menor extensdo, SRPK2) mostrou que somente em grande
concentracdo este inibidor prejudicou significativamente a capacidade de formacgdo de

colOnias das células B16F10 (MOREIRA et al., 2018). Esse dado indica que quando
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consideramos a inibicdo de SRPK como uma estratégia para interferir na formagdo de
coldnias in vitro, o tratamento deve ser mais drdstico, e isso talvez explique porque s6
observamos a diminui¢ao da formagao de colonias nas células B16F10 que foram submetidas
ao silenciamento simultineo de SRPK1 e SRPK2.

Quando tomados em conjunto, nossos resultados indicam que SRPK2 apresenta um
papel importante na regulacdao do potencial oncogénico das células B16F10.

A atuagdo de SRPK em cancer esté classicamente relacionada a sua funcdo de regulacio
do splicing pela fosforilacao de proteinas SR (WANG et al., 1998), no entanto ndo podemos
descartar o papel dessas cinases em outros mecanismos celulares essenciais para o
desenvolvimento do tumor, ainda ndo investigados. Surpreendentemente, este trabalho
mostrou pela primeira vez que o knockout de SRPK2 em células B16F10 afetou a
polimerizacdo dos filamentos de Actina no sentido de diminuir a formacdo de F-Actina, além
de impactar os fendtipos relacionados a habilidade de formacdo de metdstase das células
B16F10, como proliferagdo e invasdo celular.

Os resultados obtidos estdo intimamente relacionados entre si, pois a Actina apresenta
papel fundamental durante todas as etapas da formacdo de metédstase. A migracdo celular é
facilitada pela formacdo das protrusdes de membranas especializadas como invadopodia,
lamelipodia e filopodia, dependentes da polimerizacdo dos filamentos de Actina, para romper
membranas basais, invadir tecidos, vasos sanguineos e linfiticos (MACHESKY, 2008;
NICHOLSON-DYKSTRA et al., 2005; FAIX; ROTTNER, 2006; BUCCIONE et al., 2004).

Durante a transic@o epitelial-mesenquimal, ou EMT, as células epiteliais perdem sua
polaridade e jun¢des com células vizinhas, adquirem caracteristicas de fendtipo mesenquimal,
aumentam o potencial migratério e invasividade (GREENBURG; HAY, 1982; KALLURI;
WEINBERG, 2009). A organizagdo cortical dos filamentos de actina € caracteristica de
células epiteliais, enquanto em EMT, ocorre o aumento da contratibilidade celular e formagado
de fibras de estresse de Actina (TESFAMARIAM; 2016). O remodelamento do citoesqueleto
de actina € mediado por Rho GTPases e representa um mecanismo critico para a migracao
celular durante o processo de formacdo de metastase (SHANKAR; NABI, 2015).

Acreditava-se que a hipoxia em grandes tumores sélidos promovia EMT e
consequentemente, metdstase. Entretanto, em carcinoma hepatocelular, foi observado que
somente a hipoxia ndo foi suficiente para desencadear EMT, a ndo ser que o remodelamento

do citoesqueleto de actina fosse provocado simultaneamente (PENG et al., 2018). Esses
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resultados mostraram a importancia do remodelamento do citoesqueleto de Actina no
desenvolvimento de EMT.

Em células de cancer de mama, MCF-7, a despolimerizacao dos filamentos de actina é
capaz de induzir a expressdo de E-caderina de forma dependente da inativacio de RhoA,
sugerindo que o remodelamento do citoesqueleto de actina, upstream a sinalizacao por RhoA,
possui papel importante em EMT (SHANKAR; NABI, 2015).

As informacdes encontradas até o momento sobre a relagdo entre actina e EMT sao de
extrema relevancia porque permite-nos tomar como alvo a sinalizacdo que ativa o
remodelamento do citoesqueleto de actina para tracarmos estratégias terapéuticas a fim de
suprimir EMT, servindo como prevenc¢do ou tratamento para os tumores metastaticos.

O processo de montagem e desmontagem dos microfilamentos de Actina s6 € possivel
devido ao controle feito pelas proteinas de ligacdo a4 Actina (ABPs), que atuam em resposta as
cascatas de sinalizacao intracelulares (IZDEBSKA et al., 2018).

Interessantemente, um ensaio de duplo hibrido em leveduras realizado pelo nosso grupo
de pesquisa identificou a interacdo entre SRPK2 e algumas proteinas reguladoras do
citoesqueleto de actina. Dentre elas, EFhd2 € uma proteina capaz de regular a dindmica de
polimerizacdo dos filamentos de actina ao se ligar aos filamentos e agrupa-los, favorecendo a
formacdo de estruturas que promovem a migragao celular (MELLO, 2014; HUH et al., 2015).

EFhd2 promove o agrupamento de F-actina na presenca de fons Ca®* e dependente de
sua dimerizacdo através dos motivos EF-hand e do dominio coiled-coil (KWON et al., 2013).
Interagdes diretas entre EFhd2 e F-actina promovem a formacao de protrusdes modveis como
lamelipodia e filopodia (HUH et al., 2013), assim como também aumentam a migracdo e
invasao de células de melanoma murino, B16F10 (HUH et al., 2015).

Neste trabalho nds confirmamos a interagao entre SRPK2 e EFhd2. Adicionalmente, o
ensaio de GST-pulldown, realizado com as proteinas recombinantes purificadas, mostrou que
a interacdo entre elas parece ocorrer de forma direta.

A nossa hipdtese sobre a funcdo da interacdo entre SRPK2 e EFhd2 em melanoma
baseia-se em evidéncias obtidas a partir da literatura sobre a funcdo de cada proteina.
Inicialmente notamos que ambas estdo superexpressas em alguns tipos de tumores com alto
potencial metastatico como melanoma, cancer de célon e pulmao (HUH et al., 2015; FAN et
al., 2017; WANG et al., 2016; GOUT et al., 2012), além de estarem envolvidas em processos

comuns que beneficiam o desenvolvimento de células tumorais como migracao celular, EMT
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e formacdo de metéstase (HUH et al., 2015; WANG et al., 2016; YANG et al., 2018; FAN et
al., 2017).

Em melanoma, a superexpressao de EFhd2 estd relacionada ao aumento da invasividade
celular e formacdo de metédstase devido ao seu papel de estimular a atividade de Rho
GTPases, como Racl (HUH et al., 2015). A inibi¢ao farmacoldgica de SRPK com compostos
de estrutura andloga ao SRPIN340 mostrou efeitos positivos no combate ao melanoma
metastatico, pois houve a diminuicio do nimero de nédulos pulmonares em camundongos
inoculados de forma intravenosa com as células de melanoma (MOREIRA et al., 2018). Esses
resultados mostraram a importancia da inibicdo de SRPK em melanoma metastético, apesar
da func¢ao especifica de SRPK2 em melanoma ainda nio ter sido descrita. O papel de SRPK1
em melanoma ja foi relacionado a regulagdo do splicing de VEGF aumentando a expressao da
isoforma pro-angiogénica e promovendo a angiogénese em beneficio do tumor (GAMMONS
et al., 2014).

Além disso, tanto SRPK2 quanto EFhd2 respondem ao sinal de EGF. SRPK2 estd
envolvida na regulacdo do splicing alternativo pela via Akt-SRPK-SR iniciada por EGF
(ZHOU et al., 2012). EGF induz o aumento da expressdo de EFhd2 assim como induz a
fosforilacdo de EFhd2 no residuo Serl83, regulando a sua atividade e consequentemente
controlando a dindmica de polimerizacdo de Actina para que haja a formacao de lamelipddios
e migracao celular (HUH et al., 2015; HUH et al., 2013).

A partir das informagdes encontradas na literatura e considerando que as duas proteinas
em estudo atuam no sentido de promoverem o desenvolvimento do tumor, inicialmente
pensamos que a interacdo entre SRPK2 e EFhd2 poderia ocorrer por meio da relagdo
enzima/substrato. Para avaliar essa hipétese, realizamos o ensaio de fosforilagcdo in vitro, com
as proteinas recombinantes purificadas. Os dados obtidos pelos ensaios de fosforilagao
mostraram que SRPK2 € capaz de fosforilar EFhd2 em seu residuo Ser74. A fosforilagdao de
EFhd?2 no residuo Ser74 pela cinase CdkS5 jé foi observada em tecido cerebral postmortem de
doenca de Alzheimer e também em tecidos cerebrais normais envelhecidos. A abundancia de
EFhd2 fosforilada em Ser74 em cérebros normais envelhecidos em relacdo aos cérebros em
doenca de Alzheimer sugere que essa fosforilacao pode ter efeito na funcdo fisioldégica normal
de EFhd2. A fosforilacdo desse residuo parece estar relacionada 4 sinalizacdo por fons Ca*
nas células, pois como consequéncia, ocorre a reducio da capacidade de ligacdo dos fons Ca**

aos dominios EF-hand de EFhd2. Entretanto, ainda ndo foi determinada a relevancia bioldgica
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da fosforilagdo de EFhd2 em Ser74 relacionada a regulacdo da ligacdo de fons Ca®* a EFhd2
(VAZQUEZ-ROSA et al., 2014).

A expressao de EFhd2 é abundante no sistema nervoso central, apesar dos seus papéis
fisiologicos e patoldgicos nesse contexto ainda ndao serem bem entendidos. EFhd2 ja foi
considerada uma proteina amiloide encontrada co-agregada com a proteina Tau em cérebros
de camundongos e pacientes com doenca de Alzheimer, onde Cdk5 e SRPK2 também ja
foram mostradas superexpressas (FERRER-ACOSTA et al., 2013; HONG et al., 2012).

A atividade aumentada de SRPK2 j4 foi identificada em doencas neurodegenerativas,
como Alzheimer (HONG et al., 2012). SRPK1 e SRPK?2 interagem com a proteina Tau, uma
das proteinas que participa da remodelacdo da rede de microtdbulos, particularmente nos
neurdnios. SRPK?2 € capaz de fosforilar Tau no residuo de Ser214 localizado em um dominio
rico em prolina comprometendo sua funcdo de promover a montagem dos filamentos de
tubulina (HONG et al., 2012). A interacdo entre SRPK2 e Tau ocorre por meio da regidao
espacadora de SRPK2, sendo que o residuo Ser214 fosforilado em Tau por SRPK2 esta
localizado apdés um residuo de prolina, e ndo estd proximo de repeticdes do tipo SRSR,
consideradas sequéncias consenso de reconhecimento e fosforilacio para SRPK. Isso indica
que SRPK2 pode fosforilar sitios ndo convencionais, como “PSLP” em Tau (HONG et al.,
2012).

O residuo Ser74, fosforilado em EFhd2 por SRPK2, encontra-se em um contexto
“SXSR” que remete ao encontrado em proteinas SR (LIN e FU, 2007). No entanto, os fatores
de splicing apresentam multiplos sitios SR, explicando a processividade do mecanismo de
fosforilacdo de SRPK (AUBOL et al., 2003).

Andlises de proteoma e fosfoproteoma do tipo high-throughput utilizando amostras de
melanoma de camundongo ja haviam identificado a fosforilacio de EFhd2 no residuo de
Ser74 (ZANIVAN et al., 2008). Tomando os nossos dados juntamente com aqueles obtidos da
literatura, concluimos que novas informacdes estdo surgindo e contribuindo para o melhor
entendimento da funcdo de SRPK?2 e EFhd2 em tumores, sobretudo no melanoma metastatico.
O desafio, agora, € investigar o efeito fisiologico da fosforilacdo do residuo Ser74 em EFhd2
por SRPK2.

As nossas hipéteses sobre o efeito bioldgico da fosforilagdo de EFhd2 no residuo Ser74
baseiam-se em informagdes obtidas da literatura até o presente momento. A fosforilacao de
uma proteina pode promover ou inibir a sua ubiquitinacio, levando (ou ndo) a degradacdo

proteassomal (HUNTER, 2007). A fosforilacdo de EFhd2 poderia ocorrer de forma a



97

estabilizd-la da degradacdo pela via ubiquitina-proteassoma (Figura 35). Esse mecanismo de
inibicdo da degradacdo de EFhd2 pelo proteassoma poderia explicar pelo menos em parte a

expressao aumentada de EFhd2 induzida pela presenca de EGF (HUH et al., 2015).
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Figura 35. Hipoteses sobre o papel da interacio entre SRPK2 e EFhd2 e as vias de sinalizacio
que medeiam sua funcio no contexto do melanoma metastatico. Em resposta ao sinal de EGF
ocorre a regulacdo do splicing alternativo pela via Akt-SRPK-SR (em cinza) (ZHOU et al., 2012). A
regulacdo do splicing no contexto tumoral pode induzir a expressdao de isoformas que beneficiem o
desenvolvimento do tumor, como Racl e VEGF. Possivelmente, o efeito da atuacdo de EFhd2 em
melanoma pode ser dependente da sua interacdo com SRPK2. Quando EGF esta presente, hd o
aumento da expressdo de EFhd2 e ocorre a despolimerizagdo dos filamentos de Actina mediando a
formagdao de lamelipédios (HUH et al., 2013). A fosforilagio de EFhd2 por SRPK2 em Ser74,
possivelmente em resposta ao sinal de EGF, poderia resultar na estabilizacdo de EFhd2 impedindo a
sua degradacdo pela via ubiquitina-proteassoma. Como EFhd2 estd envolvida na regulacdo da
polimerizagao/despolimeriza¢do do citoesqueleto de Actina e formacdo de metdstase em melanoma
(HUH et al., 2015), a fosforilagdo de EFhd2 por SRPK2 no residuo Ser74 poderia atuar na regulagio
da atividade de EFhd2 em regular a dindmica de Actina. Em mastécitos EFhd2 € capaz de estimular a
degradagdo de IkBa, liberando NF«B para o nucleo e aumentando a expressdo de genes regulados por
NFxB (THYLUR et al., 2009). Em células T, NFxB ¢ capaz de induzir a expressdo de EFhd2 (KIM et
al., 2013). A acdo de SRPK2 e EFhd2, até entdo independentemente, levam ao aumento da expressao
de TWIST1 em cancer de célon e pulmio, respectivamente, e inducdo de EMT (YANG et al., 2018;
FAN et al., 2017). Possivelmente, a interacdo entre SRPK2 e EFhd2 tem como consequéncia a
ativacdo da via de NFkB levando ao aumento da expressdo de TWIST1 e outros genes relacionados a
migracdo, invasdo, EMT e metastase.
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Os resultados obtidos com o desenvolvimento deste trabalho mostraram que o
silenciamento de SRPK2 em células B16F10 perturbou a polimeriza¢do de Actina, revelando
pela primeira vez a relacdo entre SRPK2 e a dindmica de polimerizacao do citoesqueleto de
Actina. EFhd2 estd envolvida na regulacio da polimerizacao/despolimerizacdo do
citoesqueleto de Actina e formacdo de metdstase em melanoma por meio da regulacdo da
formacdo de protrusdes de membrana como os lamelipédios (KWON et al., 2013; HUH et al.,
2015). Possivelmente, a fosforilacdo no residuo Ser74 de EFhd2 feita por SRPK2 poderia
afetar a atividade de EFhd2 na regulacdo da dindmica de Actina (Figura 35).

A via de NF«kB controla a expressdo de genes envolvidos em muitos processos
fisiolégicos como resposta inflamatdria, proliferacdo, diferenciacdo, adesao celular, apoptose
e cancer (XIA et al., 2014). Em cancer, a via de NFxB também ¢ capaz de induzir a transigao
epitelial-mesenquimal por meio da regulacdo da expressdo de vérios genes envolvidos em
EMT (PIRES et al., 2017).

EFhd2 influencia a ativagdo da via de NFkB em mastocitos uma vez que induz a
degradacdo de IkBa, liberando NFkB para o nucleo e aumentando a expressdo de genes
regulados por essa via (THYLUR et al., 2009). Em células T, a via de NF«xB ¢ capaz de
induzir a expressdao de EFhd2 (KIM et al., 2013). Esses resultados indicam que pode haver
alguma relagdo entre a acdo de EFhd2 e a ativacdo da via de NFkB, aparentemente por um
mecanismo de feedback positivo.

A relacdo entre SRPK e a via de NF«B foi observada em cancer de mama, em que o
knockdown de SRPK1 inibiu a migracdo das células tumorais, sendo que o efeito observado
foi mediado pela modulacdo da expressdo de genes envolvidos nas vias candnicas e ndo-
candnicas de NFkB (ROOSMALEN et al., 2015). Em cancer de c6lon, SRPK1 contribuiu
para a regulacdo do splicing alternativo de Raclb, uma pequena GTPase que promove
progressao do ciclo celular e sobrevivéncia via sinalizacdo de NFkB (MATOS et al., 2016).

A relagdo direta entre SRPK2 e a via de NFxB ainda nao foi observada na literatura.
Dois estudos independentes mostraram que a atuacdo de SRPK2 e EFhd2 em cancer de célon
e pulmdo, respectivamente, levam ao aumento da expressio de TWISTI1 e outros genes
capazes de induzir a transicdo epitelial-mesenquimal (YANG et al., 2018; FAN et al., 2017).
TWIST1 é um dos principais fatores de transcri¢do envolvidos em EMT, sendo que sua
expressao pode ser regulada por NFkB (PIRES et al., 2017).

Considerando a relacdo entre EFhd2, SRPK2 ¢ a ativacao da via NFkB em células

imunitdrias e cancer, podemos propor um mecanismo de regulacio da via de NFxB
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dependente da fosforilacdo de EFhd2 por SRPK2 no residuo Ser74. Como consequéncia, a
ativacdo da via de NFkB poderia induzir a expressio de TWIST1, EFhd2 e outros genes
envolvidos no processo de transicdo epitelial-mesenquimal, considerados chave para o
aumento da migracdo celular, invasdo e formacdo de metéstases (Figura 35).

Esperamos que o entendimento da relevancia biolégica da interacdo entre SRPK2 e
EFhd2 em melanoma metastético nos permita entender melhor os papéis dessas proteinas e as
vias de sinalizacdo que medeiam o desenvolvimento do tumor e a formagdo de metéstase. A
compreensdo destes mecanismos € essencial, pois permitird a identificacdo de novos alvos

para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas contra o cancer.
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8. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Com os resultados obtidos até o momento, pudemos entender alguns efeitos do
silenciamento de SRPK em células B16F10 in vitro e in vivo. Descobrimos que o
silenciamento de SRPK2 diminuiu a proliferacdo, a capacidade de invasdo das células
B16F10 e o desenvolvimento do melanoma in vivo. O mecanismo que parece explicar os
efeitos decorrentes da supressdao da expressao de SRPK2 em B16F10 ¢ a atuacdo de SRPK2
na regulacdo da polimerizacdo do citoesqueleto de Actina para formar F-actina, pois o
remodelamento do citoesqueleto ja foi essencialmente relacionado aos eventos de iniciagdo,
desenvolvimento do tumor e formacdo de metdstase. Nos também comprovamos a interagao
entre SRPK?2 e EFhd?2 e descobrimos que SRPK2 ¢é capaz de fosforilar EFhd2.

Como perspectiva, deverd ser investigada a relacdo entre SRPK2 e EFhd2 in vivo
buscando aprofundar o entendimento sobre a func¢do dessa interacdo no desenvolvimento do
cancer.

Com o desenvolvimento deste trabalho esperamos contribuir para a descoberta de novos
papéis para SRPK2 e EFhd2 que nos possibilite entender melhor a funcdo da interagdo entre

essas proteinas e a sua importancia no contexto do melanoma metastético.
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APENDICE A - Alinhamento do sgRNA

Srpkl — I—----

Promotor Exon 1
57 . ATGGAGCGGAAAGGEM

PAM
sgRNA 1.1 GGCGGTTACCGGTCTCGCCATGG

PAM
SgRNA 2.1 GGTCTCGCCATGGAGCGGAAAGG

PAM
sgRNA 3.1 TTACCGGTCTCGCCATGGAGCGG

B

Exon 3 Exon 4
57 ...GTGGCTATCATCCAGTGAAAATTGGAGA.. 57 ..ATTTCATCCAAGGCTGTCTCTGTATAATGCTGGGCAC... ’

PAM PAM
sgRNA 4.1GGCTATCATCCAGTGAAAATTGG sgRNA 5.1 AGGCTGTCTCTGTATAATGCTGG
PAM

sgRNA 6.3 GGCTGTCTCTGTATAATGCTGGG

Figura 36. Esquema representativo mostrando o alinhamento de cada sgRNA clonado no vetor
lentiCRISPRV2 com a sequéncia dos genes SRPKI ou SRPK2. (A) Para SRPK]I, as sequéncias dos
sgRNAs 1.1, 2.1 e 3.1 reconhecem a regido promotora do gene e parte do exon 1. (B) Para SRPK2, o
sgRNA 4.1 reconhece uma regido do exon 3, enquanto os sgRNAs 5.1 e 6.3 se anelam em regides do
exon 4.
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APENDICE B - Estabilidade do silenciamento de SRPK em B16F10

-— s © o+ | <€ SRPK1

<+— SRPK2

———— % | «— GAPDH

Figura 37. Analise do silenciamento de SRPK1 (A) ou SRPK2 (B) na linhagem B16F10 ao longo
do tempo. A andlise por western blotting revelou a expressdo de SRPK1 e SRPK2 comparada com as
células controle (V2), transduzidas com o vetor lentiCRISPRV2 vazio. GAPDH foi utilizado como
controle endégeno. Essa andlise, realizada cerca de 7 meses apds a obteng@o das células B16F10 com
SRPK silenciada, mostra que o silenciamento de SRPK1 ou SRPK2 se manteve estdvel ao longo desse
tempo.
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APENDICE C - Mutaciio na sequéncia de EFhd2 clonada em pEGFPC1

A 1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

1 1

NH_024329.6 ATGGCCACGEACGAGE THGCCACCARGE TGAGCCGELGGE TGOAGATGEAGGECGAGGLCGGLEGLGAGACCCCGEAGCAGCCCGGEE TGARCHEEGCAGCGELGGLGGELEECGHHEGCACCCGACGAGE
EFHD2seq_nucleotide ATGGCCACGGACGAGLTGGCCACCAAGE TGAGECGGCGGLTGCAGATGEAGGGCGAGGGCGGEGECGAGATCCCGGAGCAGCCCEGEL TEARCGEGECAGLEECGGLGECGGCGELGECACCCGACGAGE
Conzenzuz ATGGCCACGEACGAGL TGECCACCARGE TEGAGCCGGLGLE TGCAGAT GEAGLELGAGGEE GELGECGAGACCCCGEAGCAGLCCHGEL TGARCEGEGGCAGLGGCGELTGGLGELGHGEECACCCGACGRGE

131 140 150 160 170 180 180 200 210 220 230 240 250 260
1

1
NH_024329.6 CGGLCGAGGLGCTGGGCAGCGLGGACTGCGRGE TGRGLGCCARGE TECTGCGGLGLGCAGRCC TCARCCAGGGCATCGGCGAGLCCCAGTCGLCCAGCCGCCGCGTCTTCARCCCCTRCACCGAGT TCAR
EFHD2zeq_nuclectide CGGCCGAGGCGCTGGGCAGCGCGGAC TGLGAGE TGAGLGCCARAGE TGLTGCGGECGCGCAGACE TCGACCAGGGCATCGELGAGCCCCAGTCGCCCAGCCGLCGCGTCTTCARCCCCTACACCGAGTTCARA
Consensus  CGGCCGAGGCGCTGEGCAGCGCGERACTGLGAGE TERGCGCCARGL TGLTRCORCECECAGACCTCAACCAGGECATCGECGAGCLCCCAGTCGRCCCAGLCGCCGCGTCTTCARCCCCTACACCGAGTTCAR

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

HH_024329.6 GGAGTTCTCCAGGARGCAGATCARGGACATGGAGARGATET TCARGCAGTATGATGLCGEGCGERACGET TTCATCGACCTGATGEAGE TARRAL TCATGATGGAGARAL T THGEGCLECTCAGRCCCAT
EFHDZseq.nuclectide GGAGTTCTCCAGGARGCAGATCARGGACATGEAGARGATGT TCARGCAGTATGATGCCGGGCGEGACGEE T TCATCGACC TEATGGAGC TAAAAC TCATGATGGAGARAC T TRGGECCCC TCAGACCCAC
Consensus  GGRAGTTCTCCAGGAAGCAGRTCARGGACATGGAGARGATGT TCARGCAGTATGATGCCGGGCGEGACGGCT TCATCGRCC TGATGGAGL TRARAC TCATGATGGAGAARC T TGEGECCCCTCAGRACCCAC
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EFHD2zeq_nucleotide TGGCCCGCCTCTCTGAGATCGACGTCTCCAGTGAGGGTGTCAAGGGGGCCAAGAGCTTCTTTGAGGCCARGGTCCAGGCCATCARCGTGTCCAGCCGLT TCGAGGAGGAGATCARGGCAGAGCAGGAGGR
Consensus TGGCCCGLCTCTCTGAGATCGACGTCTCCAGTGAGGGTGTCAAGGGEGCCARGAGCTTCTT TGAGGCCARGGTCCAGGCCATCARCGTGTCCAGCCGET TCGAGGAGGAGATCARGGECRGAGCAGGAGGA
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Consensus  ARGGRAGARGCAGGCGGAGGAGAT GARGCAGCGGARRGCGGCCT TCARGGRGCTGCAGTCCACCTTTARGTAG
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Figura 38. Analise da mutacio encontrada na sequéncia de EFhd2 clonada no vetor pEGFPC1
por Silva (2017). (A) O alinhamento das sequéncias de nucleotideos de EFhd2 clonada em pEGFPC1
(SILVA, 2017) e a sequéncia referéncia do NCBI (NM_024329.6) identificou uma muta¢do na
posicdo 196 da sequéncia clonada no vetor. (B) A mutacdo tem como consequéncia a alteracdo de um
residuo de aminoédcido na posi¢do 66 da proteina EFhd2 (Asn para Asp) quando alinhada com a
sequéncia referéncia do NCBI (NP_077305.2). (C) Parte do cromatograma obtido apés o
sequenciamento de EFhd2 clonada no vetor pEGFPC1. A base nucleotidica G, marcada por um
retangulo, corresponde a mutagdo encontrada na sequéncia de EFhd?2.




APENDICE D - Curvas-padrao para RT-qPCR usando amostras de células B16F10

com SRPK silenciada
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Figura 39. Curvas padrio utilizadas para andlise da expressdo dos genes (A) GAPDH, (B) IL6,
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IL8 e (D) TNFa em amostras de células B16F10 com SRPK silenciada. O cDNA ou o DNA gendmico
da amostra utilizada como controle, BI6F10 V2, foram submetidos a uma série de diluicdes
conhecidas e utilizadas no ensaio de qPCR. Os valores de Ct obtidos foram relacionados com o log da

concentracdo do cDNA (ou DNA gen6mico) para a construcao das curvas-padrao.



APENDICE E - Curvas-padrio para RT-qPCR usando amostras de tumores
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Figura 40. Curvas padrao utilizadas para andlise da expressdo dos genes (A) GAPDH, (B) E-cadherin,
(C) Vimentin, (D) N-cadherin, (E) SNAIL, (F) IL6, (G) IL8 e (H) TNFa em amostras de tumores
gerados a partir da inoculacéo das células BI6F10 com SRPK silenciada em camundongos de forma
subcutanea. O cDNA da amostra de tumor considerada controle (V2), ou o DNA genémico extraido
das células B16F10 V2 em cultivo, foram submetidos a uma série de dilui¢des e apds a realizacio do
gPCR os valores de Ct foram obtidos. Para a construgdo das curvas, os dados foram plotados
relacionando o valor de Ct com o log da concentracdo de cDNA ou DNA gendmico.
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ANEXO A - Certificado de aprovaciio do Comité de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

A Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que o
processo n° 30/2019, intitulado “Papel das SRPKs no crescimento tumoral e
processo metastitico em modelo de melanoma in vive”, coordenado pelo
professor Gustavo Costa Bressan do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular, estd de acordo com a Legislagio vigente (Lei N° 11.794, de 08 de
outubro de 2008), as Resolugdes Normativas editadas pelo CONCEA/MCTI, a
DBCA (Diretriz Brasileira de Pratica para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais
para Fins Cientificos e Didaticos) e as Diretrizes da Pritica de Eutanasia

preconizadas pelo CONCEA/MCTI, portanto sendo aprovado por esta Comiss#o
em 15/08/2019, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process number
30/2019, named “Role of SRPKSs in tumor growth and metastatic process in
in vivo melanoma model", is in agreement with the a actual Brazilian
legislation ( Lei N° 11.794, 2008), Normative Resolutions edited by CONCEA/
MCTI, the DBCA (Brazilian Practice Guideline for the Care and Use of Animals
for Scientific Purposes and Teaching) and the Guidelines of Practice the
Euthanasia recommended by CONCEA/MCTI therefore being approved by the
Committee on August 15, 2019 valid for 12 months.

Prof. * Silvia Almeida Cardoso
Presidente
Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV
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ANEXO B - Publicaciao: Inibicao farmacolégica combinada de SRPK e Akt apresenta

efeito de sinergismo em células de leucemia
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keyworss: memnMWMMMPMMﬁmmummdmm
Lymphotiestic loukamts e splicing These enxymes ( ly SRPK] and SRPK2) have been found dysregulated in a
SRIX tnhftesr rmydmwmmtknnm“mumbnmnummm
SRPIN340 Jeukemia cells proltferation and found preferentially overexpressed tn T.cell acute lymphoblastic leukemia (T-
m ALL). Previously, synergistic combimation b v and SRPK has been observed In leu
Jurkat kemia cells tn vizo. Heretn we sought to evaluate the th viro combinatory effects of inhibiting SRPK and multiple
other kinase targets from the EGFR pathway tn T-ALL, 2 hematological malignancy with 2 still poor prognosts,
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TALL 1 (all T-ALL) but not tn HL60, an acute myelogenous leukemia cell Uneag
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Furth the mmmmumwm
lyses. Taken togeth these results suggest the therap P | of the combined SRPK and
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1. Introduction subtypes (Banerjec et al, 2016; Kemn et al, 2015; Wee and Wang,
2017). Signals mediated by EGFR can activate downstream

Acute leukemia (ALL) s a hematological cancer fre- genic signaling pathways, such as RAS-RAF-MEK-ERK and PI3K-AKT-

quently assoclated with poor prognosts and survival rate In adults
(Terwilliger and Abdul-Hay, 2017; Xlao et al., 2018). In children, ALL
treatment fallure Is mostly due to relapse, which occurs in approxi-
mately 15% - 209 of patients (Locatedll et al., 2012). Therefore, ALL
treatment options remain limited, which justifies the search for novel
strategles atming at an improved cure rate and the prevention of disease
relapse.

Abnormal activation of the epidermal growth factor receptor
(EGFR) signaling contributes to the pathogenests of several cancers,
Including the development and progression of different leukemia
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mTOR (Wee and Wang, 2017). Thus, EGFR signaling has proved (o be
an attractive target for Inhibiting leukemia cell spread.
Sertne/arginine protein kinases (SRPK) are involved in pre-mRNA
alternative splicing regulation In the context of the EGFR-PIZK-AKT
signaling pathway (Zhou el al, 2012). Upon AKT activation, SRPK
transiocate to the nucleus, where they can regulate splicing by phos-
phorylating SR protetns (Jang et al, 2009; Zhou ef al., 2012). SRPK
have been frequently found overexpressed In a number of cancers, in-
cluding leukemia (Hishizawa et al, 2005; Jang & al., 2008; Salesse
el al., 2004; Siquedra et al, 2015), suggesting these kinases as emerging
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