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RESUMO

PAIVA, Samuel Inicio da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, junho de 2022.
Efeito do inibidor de Serine Arginine Protein Kinases (SRPKS) SRPIN340 e derivados
em células murinas de cancer de mama metastatico. Orientador: Gustavo Costa Bressan.

Globalmente, o cancer de mama é o cancer mais comum e a segunda principal causa de
mortalidade e morbidade em mulheres. No Brasil, dados INCA mostram que esse cancer € o
mais incidente no publico feminino, além de ser a principal causa de morte por cancer neste
género. Diversos fatores sdo responsdveis pela alta taxa de mortalidade do cancer de mama,
onde a metdstase para 6rgdos vitais € identificada como o principal dentre eles. Um crescente
numero de evidéncias tem associado o splicing alternativo disfuncional de genes e as
atividades e/ou expressOes alteradas de moléculas chaves deste processo a fendtipos
metastdticos e carcinogénicos. Nesse sentido, as serine/arginine protein kinases (SRPKs), que
atuam fosforilando fatores de splicing da familia SR, tém sido encontradas superexpressas em
diferentes tipos de cancer, incluindo o cancer de mama metastitico. Neste estudo foi
investigada a atividade bioldgica de um conjunto de novas moléculas derivadas de um
inibidor de SRPKs (SRPIN340) sobre células de cancer de mama e de outros tumores cuja
expressdao de SRPKs ja foi demonstrada. A substancia MR48 foi identificada por apresentar
atividade citotoxica nos ensaios de viabilidade e por apresentar efeitos antimetastiticos em
linhagem de célula de cincer de mama metastético 4T1, este composto também prejudicou a
atividade de SRPKI intracelularmente. Adicionalmente, foi também realizado estudo piloto
visando estabelecer um modelo murino de cancer de mama metastatico baseado na inoculagdo
da linhagem 4T1 em camundongos. Para tal, animais BALB/c fémeas foram inoculadas com
suspensdes das células 4T1 em diferentes densidades na 4  glandula mamadria. O curso da
doenca foi monitorado, no entanto, os animais nio foram capazes de gerar tumores de forma
satisfatéria. Novos ensaios devem ser realizados visando otimizar o estabelecimento deste
modelo de cancer de mama. Em suma, este trabalho identificou uma molécula promissora que

deve ser melhor avaliada em futuros estudos in vitro € in vivo.

Palavras-chave: Serine Arginine Protein kinases. Células murinas. Céancer de mama

metastatico.



ABSTRACT

PAIVA, Samuel Inicio da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, June, 2022. Effect
of the Serine Arginine Protein kKinases (SRPKS) inhibitor sSRPIN340 and derivatives
on murine cells of metastatic breast cancer. Advisor: Gustavo Costa Bressan.

Globally, breast cancer is the most common cancer and the second leading cause of mortality
and morbidity in women. In Brazil, INCA data show that this cancer is the most common
among women, besides being the main cause of death by cancer in this gender. Several factors
are responsible for the high mortality rate of breast cancer, where metastasis to vital organs is
identified as the main one among them. A growing body of evidence has associated
dysfunctional alternative gene splicing and altered activities and/or expressions of key
molecules in this process with metastatic and carcinogenic phenotypes. In this regard,
serine/arginine protein kinases (SRPKs), which act by phosphorylating SR family splicing
factors, have been found to be overexpressed in different types of cancer, including metastatic
breast cancer. In this study, the biological activity of a set of novel molecules derived from an
inhibitor of SRPKs (SRPIN340) on breast cancer cells and other tumors whose expression of
SRPKs has already been demonstrated was investigated. The substance MR48 was identified
as showing cytotoxic activity in viability assays and antimetastatic effects in 4T1 metastatic
breast cancer cell line, this compound also impaired SRPK1 activity intracellularly. In
addition, a pilot study was also conducted to establish a murine model of metastatic breast
cancer based on the inoculation of the 4T1 cell line in mice. For this purpose, female BALB/c
animals were inoculated with suspensions of the 4T1 cells at different densities in the 4th
mammary gland. The course of the disease was monitored, however, the animals were not
able to generate tumors satisfactorily. New assays should be performed in order to optimize
the establishment of this breast cancer model. In summary, this work identified a promising

molecule that should be further evaluated in future in vitro and in vivo studies.

Keywords: Serine Arginine Protein kinases. Murine cells. Breast cancer metastatic.
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1 INTRODUCAO

Em todo o mundo, o cancer de mama € o cancer mais comum e a segunda principal
causa de mortalidade e morbidade em mulheres (COUGHLIN, 2019; LI et al, 2014). Para o
Brasil, a estimativa do tri€énio 2020-2022 aponta que o cancer de mama serd o segundo mais
incidente, sendo o mais frequente em mulheres em todas as regides brasileiras (Instituto
Nacional do Cancer - INCA, 2019). Também, de acordo com os nimeros de cancer do INCA,
o carcinoma mamadrio no Brasil € a principal causa de morte por cancer em mulheres.

Esta estabelecido que os eventos de perturbacdo de splicing alternativo, um processo
que gera vdrios produtos de mRNAs maduros que podem ser traduzidos em diferentes
proteinas a fim de manter a diversidade proteica e a homeostasia celular, estdo associados ao
aparecimento e a agressividade do cancer de mama, onde a quinase SRPK1 parece estar
envolvida (LIN et al, 2014; MARTINEZ-MONTIEL et al., 2017; NIKAS et al., 2020;
SILIPO; GAUTREY; TYSON-CAPPER, 2015; YANG et al., 2019).

SRPK1 é uma proteina-quinase que atua fosforilando fatores de splicing ricos em
dominios serina/arginina, destacando-se as proteinas SR (GIANNAKOUROS et al., 2011;
NIKAS et al., 2020; ZHANG et al., 2021). A expressao dessa quinase € elevada no cancer de
mama (HAYES; CARRIGAN; MILLER, 2007; LI et al., 2014; LIN et al., 2014; MALVI et
al., 2020; NIKAS et al., 2019; van ROOSMALEN et al., 2015; WANG et al., 2020), assim
como hd também o aumento da expressdo de algumas proteinas SR (MARTINEZ-MONTIEL
et al., 2017; PARK et al., 2019; SILIPO; GAUTREY; TYSON-CAPPER, 2015), como por
exemplo, a proteina SR SRSF1, que € altamente expressa € tem seu gene ampliado neste
cancer. Esses eventos, por consequéncia, acarretam na desregulacdo do processo de splicing
de genes chave no tumor e, dessa forma, hd geracdo de proteinas alteradas que exercem
atividades pré-cancer, contribuindo com a carcinogénese mamaria (ANCZUKOW et al.,
2012; PARK et al., 2019; SILIPO; GAUTREY; TYSON-CAPPER, 2015).

De fato, estudos mostram que o splicing alternativo perturbado estd envolvido no
processo da carcinogénese, jd que esta perturbacdo gera isoformas aberrantes de mRNAs
maduros que podem resultar na sintese de proteinas com atividades relevantes ao tumor
(NARO; SETTE, 2013; GROSSO; MARTINS; CARMO-FONSECA, 2008). Essas proteinas
alteradas no contexto do cancer de mama estdo associadas, dentre outros eventos, a evasao da
apoptose celular (LIN et al., 2014), migracdo celular (van ROOSMALEN et al., 2015) e
progressao metastatica (MALVI, et al., 2020). A titulo de exemplo, o estudo de Wang et al

(2020) mostrou que SRPK1 tem um impacto significativo no splicing dos principais
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reguladores da apoptose em células de carcinoma mamadrio, favorecendo a evasdo da apoptose
e a resisténcia citotoxica dessas células ao tratamento com o quimioterdpico cisplatina.

Em conformidade com o pardgrafo acima, outros estudos mostraram que o aumento da
expressdao de SRPK1 leva a perturbagdes nos eventos de splicing que se correlacionam com o
aumento da incidéncia de metdstases e mortes em pacientes com cancer de mama (LIN et al.,
2014; MALVI et al., 2020; NIKAS et al., 2019). A elevada expressao de SRPKI1 se
correlaciona com o grau e a agressividade do tumor mamdrio (HAYES; CARRIGAN;
MILLER, 2007; van ROOSMALEN et al., 2015), além de estar associada com a redugao do
tempo de sobrevida em pacientes (LI et al., 2014).

Por estar envolvida na patogénese do cancer de mama e de vdrios outros tipos de
canceres (BULLOCK; OLTEAN, 2017), a SRPK1 vem sendo considerada um potencial alvo
terapéutico de drogas (LI et al., 2014; van ROOSMALEN et al., 2015). Diferentes estudos
visaram a inibi¢ao farmacolégica de SRPK1 em diferentes tipos de canceres (GAMMONS et
al., 2014; MAVROU et al., 2015; TZELEPIS et al., 2018) e em cancer de mama (LIN et al.,
2014; MALVlI et al., 2020; WANG et al., 2020), obtendo resultados promissores.

A substancia  N-(2-(piperidin-1-yl)-5-(trifluoromethyl)phenyl)  isonicotinamide,
denominada SRPIN340 (figura 1, a), € um inibidor de SRPKs que vem sendo demonstrado
biologicamente ativo em diversos modelos de cancer, incluindo o de mama (MALVI et al.,
2020; WANG et al., 2020). No entanto, suas solubilidades e atividade inibitéria baixas tém
motivado a busca por derivados com melhores propriedades farmacoldgicas (DA SILVA et
al., 2015). Nessa linha de raciocinio, diferentes andlogos t€ém sido desenvolvidos (SIQUEIRA
et al., 2017). Como os compostos SRVICs (Trifluorometil arilamidas) que se mostraram
promissores em diferentes células de leucemia, além de melanoma (MOREIRA et al., 2018;
SIQUEIRA et al., 2017; VALE et al., 2020). Além disso, outros compostos inspirados em
SRPIN340, como SPHINX e SPHINX31 tiveram significativas atividades anticancer
(BELALI et al., 2020; SUPRADIT et al.; 2022).

Nesse painel, vinte e dois compostos andlogos a SRPIN340 foram desenvolvidos a fim
de avaliar o potencial anticancer. SRPIN340 € um exemplo de amida - um grupo funcional
contendo uma carbonila ligada a um nitrogénio - presente em diversos produtos farmacéuticos
(ACOSTA-GUZMAN; MATEUS-GOMEZ; GAMBA-SANCHES, 2018; FUKUHARA et
al., 2006; LANIGAN; SHEPPARD, 2013; LI; SZOSTAK, 2018). De fato, esse grupo &
encontrado em medicamentos registrados além de novos candidatos a farmacos (ACOSTA-

GUZMAN; MATEUS-GOMEZ; GAMBA-SANCHES, 2018; LI; SZOSTAK, 2018).
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Ja foi relatado que amidas possuem um potencial efeito antiproliferativo contra células
de cancer de mama, além de atuarem como potentes agentes antitumorais contra diversos
tipos de tumores (DI MARZO et al., 2001; SUPURAN, 2012). Por isso, esfor¢cos vém sendo
empregados na tentativa de obter amidas de auto rendimento. Assim, metodologias como a de
Pereira et al. (2014) demonstraram que a abertura do anel de azalactonas (figura 1, ¢) pode
implicar na obtencdo de amidas de alta eficdcia. As azalactonas sdo caracterizadas por terem
porcdo de oxazolona (figura 1, b) — um intermedidrio importante para a sintese de vérios
compostos, como amidas (KHAN et al., 2006; MOHAMED et al., 2017; PEREIRA et al.,
2014). Tendo como base essa metodologia, foram sintetizadas novas amidas inspiradas em
SRPIN340.

No cendrio da busca por tratamentos promissores contra o cancer, os estudos pré-
clinicos em modelos experimentais se destacam, constituindo a base dos estigios iniciais para
o desenvolvimento e triagem de potenciais drogas com propriedades anticancerigenas
(HERTER-SPRIE; KUNG; WONG, 2013; PAN et al., 2020). Em vista disso, o modelo 4T1
de cincer de mama metastatico é um modelo relevante, pois, ainda que haja uma alta
semelhanca entre o genoma de murinos de laboratorio Mus musculus e os de Homo sapiens,
ha incertezas na tradugdo dos resultados de modelos de camundongos para prever desfechos
no tratamento clinico (HERTER-SPRIE; KUNG; WONG, 2013; PULASKI; OSTRAND-
ROSENBERG, 2001). Por exemplo, hd modelos de xenoenxertos que apresentam problemas
na replicacdo da metastase tumoral (TAO et al., 2008). No entanto, problemas assim como
esse podem ser superados com o uso de modelos experimentais que melhor retratem a
biologia da doenga. E o caso de 4T1, que é mimético ao estigio IV do cincer de mama
humano, onde ha metastases distantes. Esse modelo € capaz de representar fielmente o
processo metastitico como ocorre in vivo, exibindo caracteristicas metastdticas mais
semelhantes as observadas em pacientes com cancer além de melhor retrar a biologia da
doenca (HERTER-SPRIE; KUNG; WONG, 2013; PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG,
2001; TAO et al., 2008). Destaca-se, também, que células 4T1 se assemelham
transcricionalmente as células de cancer de mama triplo negativo humano, que ndo
apresentam receptores hormonais e nao siao capazes de superexpressar HER2 (DE RUIJTER
et al., 2011; IRVIN JR; CAREY, 2008; SCHRORS et al., 2020). Essas caracteristicas elevam
o valor preditivo de ensaios pré-clinicos nesse modelo.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos farmacoldgicos de andlogos
ao inibidor de SRPKs (SRPIN340) in vitro bem como realizar estudos piloto visando

estabelecer o modelo murino 4T1 de cancer de mama metastatico.
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Figura 1- Estrutura quimica dos compostos citados no texto.
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Fonte: (RODRIGUES et al. No prelo)
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer de mama

O cancer de mama é uma das doencas malignas mais comuns entre mulheres em todo
o mundo e € a principal causa da maioria das mortes relacionadas ao cancer (LIANG et al.,
2020). As estatisticas globais de cincer mostram que o carcinoma mamadrio ultrapassou o
cancer de pulmao, tornando-se a malignidade mais comumente diagnosticada (SUNG et al.,
2021). No Brasil, esse cancer ocupa a primeira posi¢ao de incidéncia em mulheres (Figura 2,
a), além de ser a principal causa de mortalidade por cancer neste publico (Figura 2, b).

(INCA, 2019; INCA, 2021)

Figura 2 - a) Incidéncia de cancer no Brasil no ptbico feminino, mostrando que o cincer de mama ocupa a
primeira posi¢do em mulheres. b) Mortalidade por cancer de mama em mulheres no Brasil, apontando o cancer

de mama como a principal causa de mortalidade neste género
a) Localizagdo Priméria Casos Novos % b)  Localizagio Primaria Obitos %
Mama feminina 66.280 27 Mama 18.068 164
Colon ¢ Reto 20470 92 Traquela, Bronquios e Puimdes 12.621 14

16.710

Cdlon e Reto 10.385 94

Traquela, Bronquio e Pulmdo 12.440 56
Colo do Utero 6.59% 60

Gldndula Tireoide 11.950

Pancreas 5893 53
Estémago 5.475 50
- Sistema Nervoso Central 4663 42
Corpo do utero

infoma ndo-Hodakin Figado e Vias biliares intrahepaticas 4584 42

Ovario 4128 37

Sistema Nervoso Central

Todas as, exceto pele ndo melanoma 223110 100,0 Leucemias 3.356 30

Todas as Neoplasias 316.280 Todas neoplasias 110.344 100,0

Fonte: Figuras extraidas de: INCA. Estimativa 2020: incidéncia de cancer no Brasil; INCA. Ndmeros de cancer,
2021.

Diversos fatores sdo responsdveis pela alta taxa de mortalidade do cancer de mama,
onde a metdstase para 6rgdos vitais € identificada como o principal dentre eles. De fato, o
cancer de mama metastatico € responsavel por mais de 90% das mortes relacionadas ao
cancer. Isso se dd devido a heterogeneidade metastatica desse cancer, tendo metdstases
disseminadas para ossos, pulmao, figado e cérebro, o que leva a diferentes desfechos no
tratamento da doenca (LIANG et al., 2020; WANG, L.; ZHANG, S.; WANG, X., 2021).

No contexto metastatico e terapéutico, destaca-se o cancer de mama em estagio IV
(quando ha dissemina¢do de metdstases para além do tumor primario) e o cancer de mama
triplo negativo. Esse cancer € altamente maligno, metastitico, carente de receptores

hormonais, ndo superexpressa HER2 e é tradicionalmente incurdvel, sendo alvo de diversos
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estudos a fim de encontrar potenciais tratamentos para melhores desfechos (DE RUIITER et
al.,2011; TESHOME, 2018)

Um crescente corpo de evidéncias tem associado o splicing alternativo disfuncional de
genes e as atividades e/ou expressodes alteradas de moléculas chaves deste processo, como as
proteinas SR e SRPKI1, a fenétipos metastiticos e oncogénicos em cancer de mama € no
cancer em geral. Essas disfuncdes estdo intimamente relacionadas com progressoes
metastiaticas e tumorais, sendo potenciais alvos-chave terapéuticos antimetastiticos e
anticancerigenos. (HAN et al., 2021; SILIPO; GAUTREY; TYSON-CAPPER, 2015; van
ROOSMALEN et al., 2015; WANG et al., 2020; ZHANG et al., 2021).

2.2 SPLICING alternativo e cancer

O splicing alternativo é um evento de modificagdo pds-transcricional de um RNA
mensageiro imaturo (pre-mRNA), sendo fundamental para a geracdo de diversificadas
isoformas de RNAs mensageiros (mRNAs) maduros que serdo traduzidas em diferentes
proteinas. Através desse processo, um unico pre-mRNA pode resultar em varios mRNAs e,
dessa maneira, gerar diferentes proteinas que podem ter distintas funcdes em diversos
contextos biologicos (PAJARES et al., 2007).

A variedade de isoformas mRNAs maduros gerada a partir de um tnico pre-mRNA
imaturo no processo de splicing alternativo, estd relacionada a remocdo de introns
(partes/sequéncias nao codificadoras de proteinas) e juncdo de éxons (partes/sequéncias
codificadoras de proteinas) em multiplas combinagdes, onde essas diferentes combinagdes
acarretam na producdo de diferentes mRNAs. Esses podem vir a ser traduzidos em proteinas
variadas que atuam em importantes episddios bioldgicos, como vias de sinalizacdo celular,
interacOes proteina-proteina, além de inimeros outros eventos que resultam em uma ampla
gama de fungdes celulares. Alguns processos de splicing alternativo de RNA incluem:
inclusdo de éxons, reten¢do de éxons, exclusdao de introns, dentre outros (DONG; CHEN,
2020; DU et al., 2021).

O splicing alternativo é realizado pelo spliceossomo além de outros componentes, no
qual incluem-se os fatores de splicing — que sao denominados elementos-trans, bem como os
elementos-cis. O spliceossomo € um complexo macromolecular composto por cinco pequenas
ribonucleoproteinas nucleares (snRNPs, U1, U2, U4, U6 e US) e uma ampla diversidade de
proteinas acessorias. Ele € o responsdvel por catalisar os eventos de splicing, sendo montado

nos sitios de splicing (3’ e/ou 5°) possuidores de sequéncias consenso, que sao sequéncias
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conservadas presentes no pre-mRNA importantes para o correto reconhecimento dos sitios
pelo spliceossomo. Esse reconhecimento se d4 mediante interacdes entre proteinas, como as
que ocorrem entre as SnRNPs e o RNA (DONG; CHEN, 2020; PAJARES et al., 2007).

Em apoio ao pardgrafo anterior, o processamento de splicing tem inicio com o correto
reconhecimento das sequéncias consenso do sitio 5’ pela ribonucleoproteina Ul snRNP, onde
apods ocorre sua ligacdo. Além disso ha também o reconhecimento do sitio 3’ por U2-snRNP e
posterior ligacdo, no qual apds o tri-snRNP (U4/U6-US5) € recrutado ocorrendo, finalmente, a
montagem do complexo spliceossomo. Apdés a montagem, esse complexo cataliticamente
ativo processa as reagdes necessdrias para a remocao de introns do pre-mRNA e juncdo de
éxons. (CHEN; MOORE, 2015; DENG et al., 2021; WILKINSON et al., 2021; ZHANG et
al.,2017; LEE; DONALD, 2015).

H4 sequéncias consenso tanto em introns quanto em éxons no pre-mRNA, entretanto
apenas estas sequéncias ndo proveem toda a informagdo necessdria para a regulagem do
evento de splicing, sendo requeridos mais elementos para tal finalidade. Esses incluem os
elementos-cis (presentes no pre-mRNA) que atuam como intensificadores/promotores ou
silenciadores/repressores de splicing, além dos elementos-trans - que sdo compostos pelos
fatores de splicing (SONG et al., 2018).

Os elementos-cis sdo encontrados tanto nos introns quanto nos éxons, e geralmente
estdo localizados proximos aos sitios de splicing no pre-mRNA. Os elementos-cis
classificados como intensificadores/promotores de splicing exdnicos e intronicos (ESEs e
ISEs), atuam estimulando a montagem do spliceossomo e o reconhecimento dos sitios de
splicing pelo mesmo. Ja os elementos-cis silenciadores/repressores de splicing exdnicos e
intronicos (ESSs e ISSs) tém o efeito oposto. Destaca-se que esses elementos sdo importantes
na regulacdo do uso de diferentes sitios de splicing no pre-mRNA durante o splicing
alternativo, ja que apresentam funcdes antogonicas (PAJARES et al., 2007).

Os elementos-trans sao fatores de splicing que estdo envolvidos na montagem ou
repressao do spliceossomo (Figura 3. a, b), portanto t€m um papel importante no controle do
splicing alternativo de uma célula. Por exemplo, dentre esses fatores destaca-se as proteinas
SR, que constituem uma familia de fatores reguladores de splicing onde, nos éxons,
geralmente se ligam a ESEs (elementos-cis intensificadores/promotores) para promoverem o
splicing através do auxilio na montagem do spliceossomo. Sob outra perspectiva ha também
as hnRNPs - ribonucleoproteinas de ntcleo heterogéneo, que sdo igualmente fatores
reguladores de splicing, atuando de modo oposto as SR. Deveras, as hnRNPs se ligam a ESSs

(elementos-cis silenciadores/repressores) para reprimirem a montagem do spliceossomo,
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atuando como supressoras de splicing (Figura 3, b). Por consequéncia, as interagdes entre
fatores de splicing e elementos-cis promotores/repressores formam uma complexa rede de
interacdo que pode ser responsavel pela diversidade da regulacdo de eventos de splicing, uma
vez que sob diferentes condi¢des celulares o nivel e a atividade de cada fator de splicing
variam significativamente, implicando em diferentes resultados de splicing — que € o splicing
alternativo - do mesmo pre-mRNA (BUSCH; HERTEL, 2012; PAJARES et al., 2007; SONG
et al., 2018). Em outras palavras, acarretando na producdo de diferentes mRNAs a partir do

mesmo pre-mRNA.

Figura 3 — Splicing alternativo e fatores de splicing. a) Um fator de splicing (SF), como uma proteina SR,
associa-se ao pré-mRNA e atua na montagem do spliceossomo. (1) Apds a associagdo de um SF, hd inicio da
montagem do spliceossomo. (2) e (3) Apds o inicio da montagem, outros componentes spliceossomais se
associam ao pre-mRNA. (4) e (5) Finalizada a montagem, o spliceossomo cataliticamente ativo promove a
remog¢do de um intron. b) A ribonucleoproteina de nicleo heterogéneo (hnRNP) atua reprimindo a montagem do
spliceossomo  impedindo a  ligacdo  dos  componentes  spliceossomais ao  pre-mRNA.

L)

ExonA - Exon B

il D Bxon
, 3 [l5is) —— Repression

Mature mRNA for translation 10N

Fonte: (BOWLER; OLTEAN, 2019); BUSCH; HERTEL, 2012).

A desregulacdo do processo de splicing alternativo é uma marca de vdrios canceres,
incluindo o de mama. Esse evento desregulado leva a geracdo de isoformas de mRNAs ndo
existentes previamente e/ou modificacdes em isoformas de mRNAs de tecidos especificos.
Com efeito, essas isoformas advindas de mecanismos de splicing alternativo desregulados
levam a producdo de proteinas com funcdes bioldgicas alteradas que contribuem com
fendtipos tumorigénicos em diversos canceres. Isso é exemplificado pela figura 4 abaixo,

ilustrando essas isoformas geradas/alteradas no contexto de células cancerigenas e suas
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relagdes com alteragdes na regulacio do ciclo celular e aumento da proliferagdo, inducao de
angiogénese, transicdo epitélio-mesenquimal, aumento da migracdo celular, invasao,
metastase e colonizagdo, evasao da morte celular por apoptose, além de escape da destruicao
mediada pelo sistema imunolégico. Importante destacar também que essa desregulacdo estd
relacionada a resisténcia de células cancerigenas aos tratamentos anticAncer (ANCZUKOW;

KRAINER, 2016; DUTERTRE; VAGNER; AUBOEUF, 2010; PAJARES et al., 2007).

Figura 4- Desregulacdo de splicing alternativo e cancer. A desregulacido do processo de splicing alternativo leva
a geracdo e/ou modificacio de isoformas de mRNA. Na figura abaixo, essas isoformas aberrantes sdo
exemplificadas com a letra T e diferem das isoformas normais exemplificadas pela letra N. Isoformas aberrantes
levam a produg@o de proteinas com atividades pré-tumorais

Differential splicing patterns

— in tumors (T) vs normal (N)
i e - )
Y[ : 1] )
Proliferation Apoptosis Invasion Metabolism
[(BEBE BEBL D \ 4 1 =
@ e R
: v
FGFR,MDM2,S6K1... BCL-X, FAS, BIM... ENAH, CD44, RON... PKM2...
Angiogenesis DNA Drug Immune
g damage resistance response,
ol & ""/’," N :.—
R OO v o
VEGF... CHECK1, BRCAT... BIM, HER2, BRAF... CD19...

Fonte: (ANCZUKOW: KRAINER, 2016).

Os mecanismos que levam a defeitos de splicing alternativo em céncer estdo sendo
identificados, entretanto destaca-se duas principais causas: mutagdes em elementos-cis e
mudancas em elementos-trans (fatores de splicing) - aqui em particular destacando o papel
das proteinas SR e das quinases SRPK - que possuem atividades oncogéncias em
determinados contextos (Figura 5) (CZUBATY; PIEKIELKO-WITKOWSKA, 2017;
PAJARES et al., 2007).
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Figura 5- Desregulagdo de splicing alternativo em céincer e elementos-trans. A desregulacdo de elementos-trans
(fatores de splicing) como das proteinas SR e SRPKs, pode implicar na formacao de isoformas de mRNAs ndo
existentes previamente e/ou modificacdes de isoformas de mRNAs em tecidos especificos no contexto do céncer.
Esse evento é capaz de produzir proteinas com atividades pré-cancer.
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Fonte: (DA SILVA et al., 2015)

Desregulacao das proteinas sr e a contribuicao para o processo oncologico

As proteinas SR (SRs) sdo uma familia constituida de 12 proteinas (SRSFs 1-12)

consideradas fatores de splicing que desempenham papéis no metabolismo do RNA. Essas

proteinas possuem uma estrutura bipartida contendo um ou dois motivos de reconhecimento

de RNA (RRMs) na sua regido amino-terminal (N) e um dominio RS enriquecido em

repeti¢des de serina/arginina na regido carboxi-terminal (C) (Figura 6). Elas estdo envolvidas

tanto no splicing constitutivo quanto no alternativo, além de participarem de outros eventos de

processamento de RNA, como exportacio de mRNA maduro para traducdo de proteinas

(GRAVELEY, 2004; LIN et al., 2005; PANDIT et al., 2013; TWYFFELS; GUEYDAN;
KRUYS, 2011).
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Figura 6 - - Esquema estrutural das proteinas SR. As proteinas SR sdo uma familia constituida por 12 proteinas,
contendo uma estrutura bipartida possuindo um ou dois motivos de reconhecimento de RNA (RRM) na sua
regido amino-terminal (N) e um dominio RS rico em em serina/arginina na regido carboxi-terminal (C)

Name Synonym UniProt

T Y o, W

sksr2 (scas) ootz R revl— B Rs O

srRsF3  (SRp2o)|  es4t03 D RRv . RS

1 I o —

SRSF6 (SRpSS) Q13247 RRM 1 RRM 2

SRSF7 (9G8) Q16629 RRM RS

sRsFe (SRpds)  cseris L ReM M RS
SRSF9 (SRp30c) Q13242 RRM RRM 2

e P N |

SRSF10  SRPAS O7sass RRM

SRSF11 (054) Q05519 m . RS .
srsFi2 (sRp3s)  cewxro IRl Rs

Fonte: (TWYFFELS; GUEYDAN; KRUYS, 2011).

No contexto especifico do splicing, essas proteinas atuam ao receberem sinais
bioldgicos ativadores, onde entdo as mesmas podem desempenhar importantes contribuicdes
para a montagem do complexo spliceossomo — uma etapa crucial e um pré-requisito para o
processamento de emenda (splicing) de um pre-mRNA. Destaca-se nesse processo de
sinalizacdo bioldgica ativadora o papel das proteinas quinases, como as SRPKs, que atuam
fosforilando e ativando as SRs. Uma vez ativadas, as proteinas SR atuam reconhecendo
elementos-cis especificos presentes no pre-mRNA, denominados intensificadores/promotores
de splicing exdnicos (ESEs), onde entdo se ligam através de seus motivos de reconhecimento
de RNA (RRM) e estabelecem os sitios de splicing onde ocorrerd a montagem do
spliceossomo durante o splicing alternativo (Figura 7). Em resumo, as proteinas SR ligadas a
ESEs ativam os sitios de splicing e recrutam componentes spliceossomais para o pré-mRNA
(BUSCH; KLEMENS, 2012; CHEN et al., 2021; DU et al., 2021; JEONG, 2017; ZHONG et
al., 2009).
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Figura 7 - Proteinas SR e intensificadores de splicing exdnicos (ESEs). Proteinas SR atuam reconhecendo ESEs,
onde ap6s estabelecem sitios de splicing onde ocorrerd a montagem do spliceossomo

a oSS
- ~
-
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.~ \\‘ ‘." | ‘s* % ~

§'ss 3'ss
Fonte: (ZHOU; FU, 2013).

Uma variedade robusta de evidéncias tem relatado que as proteinas SR podem ter
caracteristicas oncogénicas quando desreguladas (SHILO; SIEGFRIED; KARNI, 2015;
SHKRETA et al., 2013; GAUTREY; TYSON-CAPPER, 2012). A desregulacdo de tais
proteinas pode estar relacionada a modificagdes de suas atividades bem como no aumento de
sua expressao através de mutacdes em genes codificadores de fatores de splicing (DVINGE et
al., 2016).

H4 associacdes entre a expressao alterada e/ou atividade de fatores de splicing, como
as proteinas SR, com o splicing alternativo desregulado relacionado ao cancer e a
transformacgdo celular. Em diversos casos essas proteinas orquestram eventos alterados de
splicing alternativo que levam ao aumento de proteinas com atividades pré-oncogénicas.
Nesse contexto, SRSF1 € frequentemente superexpresso em células de cancer e atua como um
proto-oncogene. Esse fator de splicing age na desregulagcdo de centenas de eventos de splicing
alternativo, além disso, também estd implicado na ativagdo direta da via da quinase mTOR
promovendo assim crescimento e proliferacio celular (DVINGE er al., 2016; SHILO;
SIEGFRIED; KARNI, 2015; SONG et al., 2018).

Outros SRSFs disfuncionais também contribuem com processos oncogénicos. A titulo
de exemplo, SRSF2 foi encontrado altamente expresso em tumores pulmonares, tendo relagao
direta na estimulagdo de células cancerosas a entrarem na fase S do ciclo celular, estimulando
a progressao deste. Além de que, interferiu na atividade de genes supressores de tumor, como
por exemplo o KLF6, um gene supressor de tumor que perde sua capacidade supressora
devido a retirada de seu dominio de ligacio do DNA resultante de evento aberrante de
splicing alternativo mediado por SRSF2 desregulado (SHILO; SIEGFRIED; KARNI, 2015).

SRSF3 estd superexpresso em cancer de ovario, isso leva a prevengdo da apoptose
celular e induz a transi¢do da fase G2/M no ciclo celular, estando portanto relacionado a

proliferacado celular (JIA et al., 2010).
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No cancer de mama, SRSFs estdo anormalmente expressos e com atividades alteradas.
Um percentual significativo dos tumores de mama tem uma alteracdo em, pelo menos, um
membro da familia de proteinas SR (LIU; RABADAN, 2021; MARTINEZ-MONTIEL et al.,
2017; PARK et al., 2019; SILIPO; GAUTREY; TYSON-CAPPER, 2015; SUNGHEE et al.
2019). E o caso da proteina SR SRSF1, que estimula a proliferacio celular e a inibi¢io da
morte celular por apoptose, contribuindo, dessa maneira, para a tumorigénese (ANCZUKOW
etal.,2012; PARK et al., 2019; SILIPO; GAUTREY; TYSON-CAPPER, 2015). As proteinas
SRSF3, SRSF4, SRSF5, SRSF6 ¢ SRSF10 também tém sido relacionadas ao crescimento
celular, invasdo e metdstase (Figura 8). Cabe citar também que SRSF11 estd implicada na
resisténcia a drogas anticancer (DU et al., 2021; PARK et al., 2019; READ; NATRAJAN,
2018; SILIPO; GAUTREY; TYSON-CAPPER, 2015).

Figura 8 - Anormalidade de proteinas SR no cancer de mama. Um percentual significativo dos tumores de mama
tem uma alteragdo em pelo menos um membro da familia de proteinas SR, levando a fendtipos carcinogénicos
como proliferacdo celular e invasio

SPLICING-FACTOR ALTERATIONS IN BREAST TUMORS
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Fonte: (PARK et al., 2019)

2.4  SRPKI1 e seu papel no cancer

SRPK1 é um membro pertencente a familia de serina-treonina quinases. Essa
proteina contém dois dominios de quinase bifurcados por uma regido espacadora (Figura 9),
sendo um dominio N-terminal contendo o sitio ativo ligado a um dominio C-terminal, que

forma uma ranhura de encaixe que reconhece dominios RS ricos em repeti¢oes de dipeptideos
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serina-arginina. Destaca-se que, na lista de proteinas contendo esses dominios, as proteinas
SR prevalecem (GIANNAKOUROS et al., 2011; GHOSH; ADAMS, 2011;
KOUTROUMANI et al. 2017; TUNNICLIFFE et al., 2019).

Figura 9 — Esquema estrutural de SRPK1. SRPK1 ¢ uma serina-arginina proteina quinase composta por dois
dominios de quinase bifurcados por uma regido espagadora.

A PPNKMT(326) VAGKYS(587)

SRPK1 | _N_| Kinase domain Vi | spacer [ Kinase domain VI-X1 |
1 57 225 491 655aa
Fonte: (ZHOU et al. 2012).

Sabe-se que SRPK1 atua regulando a atividade de proteinas SR através da fosforilagdo
das mesmas no citoplasma e no nucleo celular. Isso estd relacionado com a regulacdo do
splicing alternativo, ja que as SRs fosforiladas estdao implicadas nesse evento (Figura 10). De
certo, a fosforilacdo de SRs altera sua atividade e implica no trafego dessas proteinas do
citoplasma para o nucleo celular, onde entdo sdo novamente fosforiladas para assim atuarem
em processos regulatdrios de splicing alternativo. Por exemplo, uma vez que SRPK1 fosforila
SRs no nucleo celular, estas entram em atividade e podem atuar modulando a montagem do
spliceossomo em diferentes sitios de splicing em um pre-mRNA. Cabe salientar também que a
ligacdo de SRs fosforiladas a intensificadores de splicing exdnicos (ESEs) acarreta no
reconhecimento e reten¢do de éxons em mRNAs. Esse ciclo implica em reter éxons de
variadas maneiras (splicing alternativo), gerando assim uma diversidade de isoformas de
mRNAs maduros através de um mesmo pre-mRNA (ABOU-OUF et al., 2020; HAN et al.,
2011; LONG; CACERES, 2009; TUNNICLIFFE et al., 2019).



26

Figura 10 - Fosforilagdo de proteinas SR por SRPK1. SRPK1 atua regulando a atividade de proteinas SR através
da fosforilagdo das mesmas, acarretando no trafego de proteinas SR do citoplasma para o nicleo celular, onde
entdo sdo novamente fosforildas por SRPK1 e, dessa forma, poderdo atuar em processos regulatérios de splicing
alternativo.
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Fonte: (Zhong XY, et al., 2009)

O papel principal desempenhado por SRPKs, incluindo SRPK1, no splicing alternativo
de mRNA ¢é particularmente aparente em estudos sobre condi¢des patoldgicas, como infec¢ao
viral e desenvolvimento tumoral (GIANNAKOUROS et al., 2011, HAYES; CARRIGAN;
MILLER, 2007; MOLE et al., 2020).

Suportando o pardgrafo anterior, as desregulacdes em eventos de splicing alternativo
associadas a alteragdes de SRPK1 e ao favorecimento de cinceres ja foram mostradas em
leucemia (TZELEPIS et al., 2018), cancer de prostata (MAVROU; OLTEAN, 2016),
melanoma (GAMMONS et al., 2014), cancer colorretal (GONCALVES et al., 2020) além de
cancer mama (WANG et al. 2020).

A expressao elevada de SRPK1 e sua desregulagdo foi encontrada variados tipos de
canceres. Essa proteina estd elevada em cancer de pulmao e isso foi associado ao crescimento
celular e tumorigénese (GONG et al., 2016). No mesmo sentido, em cancer de estdmago e
figado, o aumento de SRPKI se relacionou com o aumento da proliferacdo celular (LI, Y. e?
al., 2019; ZHOU et al., 2013). Em leucemia, a desregulacdo dessa quinase foi relacionada a
proliferacdo celular, resisténcia a apoptose e crescimento tumoral (TZELEPIS et al., 2018).

Destaca-se que SRPK1 tem um papel expressivo em processos oncoldgicos no cancer
de mama, onde se destaca a resisténcia a agentes anticancer. A titulo de exemplo, SRPK1 ¢é
anormalmente expressa em células de cancro mamario e tem sua atividade aumentada, isto
estd significativamente associado a um mau progndstico da doenca, jd que a expressao

elevada dessa quinase e o aumento de sua acdo favorecem a geracdo de isoformas de mRNAs
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advinda de splicing alternativo desregulado, como MCL-1L e Bcl-xL, acarretando na
producdo de proteinas anti-apoptdticas, o que beneficia a fuga da morte celular por apoptose,
onde este evento estd implicado em resisténcia ao tratamento quimioterdpico (LIN et al.,
2014; Yl et al., 2018; WANG et al., 2020).

SRPK1 tem relagdao com diversos fen6tipos metastaticos. A metdstase € um processo
de muiltiplos passos, onde a disseminacdo de células tumorais e colonizagdo de novos sitios
envolve a infiltracdo ou invasdo local de células tumorais no tecido primdrio, migracdo para
os vasos sanguineo e linfatico, sobrevivéncia no sistema circulatério, extravasamento para um
novo tecido secunddrio e, por fim, proliferacdo e crescimento levando a colonizacdo
metastatica (GUI; BIVONA, 2022; HAPACH et al. 2019; van ZIJIL; KRUPITZA;
MIKULITS, 2011; van ROOSMALEN et al., 2015).

Nessa ideia, a elevada expressdo de SRPKI1 no cancer gastrico foi associada ao
aumento da invasdo de células tumorais. No mesmo sentido, em cancer de prdstata, o aumento
da expressdo dessa proteina foi relacionado a invasdo e estdgio avancado da doencga
(BULLOCK et al., 2016; XU et al., 2017).

No carcinoma basocelular, um dos tipos mais comuns de cincer de pele humano, foi
demonstrado que a superexpressdo de SRPK1 promoveu migracdo de células cancerosas (LI,
Z.R. et al., 2019). Em cancer colorretal humano, SRPK1 também tem impacto na migracao
celular, ja que estd relacionada com a capacidade migratéria neste cancer (Y1 et al., 2018).

Foi demonstrado o efeito de SRPK1 em adenocarcinoma de célon, onde teve
correlagdo significativa com capacidade aumentada de formacgdo de colonias e proliferacao
celular. Na mesma via, essa quinase tem associacdo com a formacao clonogénica de células
de cancer gastrico (LI, Y. et al., 2019; LIU et al., 2021).

No contexto do cincer de mama, a expressdao elevada de SRPK1 bem como sua
atividade desregulada estdo associados a progressdo metastitica. Em destaque, o aumento de
SRPK1 em pacientes com cancer de mama tem relacio com metdstases preferenciais para os
pulmdes e cérebro, migracdo celular, agressividade, progressdo e grau tumoral, além de
resisténcia a terapia anticancer e pior sobrevida livre de metastases (BULLOCK; OLTEAN,
2017; MALVI et al., 2020; van ROOSMALEN et al., 2015; WANG et al., 2020).

Em face do exposto, o acimulo de evidéncias sugere que a desregulacio de SRPK1
estd implicada na carcinogénese através da perturbacdo do splicing alternativo, o que resulta
em alteracOes fenotipicas pro-cancer (figura 11), onde esse evento € documentado como um
mecanismo-chave que estd relacionado ao favorecimento do desenvolvimento de varios

canceres, além de ter implicacdo em resisténcia a terapias e metdstases, destacando essa
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quinase como um potencial alvo terapéutico para o tratamento do cancer (BULLOCK;

OLTEAN, 2017; NIKAS et al., 2020).

Figura 11 - SRPK1 e oncogénese. A expressdo/atividade desregulada de SRPK1 estd diretamente implicada em
desregulacdo de splicing alternativo em células tumorais, isto estd relacionado a carcinogénese via producio de
proteinas com atividades bioldgicas pré-tumora tumorais levando a fendtipos cancerosos como evasdo da
apoptose, invasdo e metdstases, crescimento celular e angiogénese.
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2.5 Inibicao farmacolégica de SRPKS como alternativa no tratamento do cancer

As protefnas-quinases sdo uma familia de enzimas amplamente estudas como alvos
terapéuticos no desenvolvimento de novos farmacos, sendo de grande importancia no que diz
respeito a biologia do céncer, evidenciando a importancia das SRPKs (KURIMCHAK et al.,
2020).

Um efeito muito estudado de SRPKs na mudanca de padrao de splicing alternativo diz
respeito a angiogénese. Esse processo modificado € importante para o crescimento e
metdstase de tumores primdrios. Um importante regulador da angiogénese € o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), que pode ser pr6 ou antiangiogénico. SRPKI1
mostrou regular positivamente a expressdo de VEGF pro-angiogénico em melanoma, um tipo

agressivo de cancer de pele através de modificacdo de splicing alternativo. Em contraste, a

inibicdo de SRPKs por SRPIN340 demonstrou uma reducdo significativa no VEGF pro-
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angiogénico, e, também, um aumento significativo em VEGF antiangiogénico. Esses efeitos
também foram vistos em um modelo in vivo de melanoma, onde adicionalmente houve
redugdo do crescimento tumoral. Resultados semelhantes em reducdo do tamanho tumoral e
aumento de VEGF antiangiogénico foram também observados em um modelo de cancer de
proéstata tratado com um farmaco inibidor de SRPK1 chamado SPHINX (GAMMONS et al.,
2014; MAVROU et al., 2015).

Em leucemia, SRPK1 atua a favor da proliferagao e sobrevivéncia celular. Em outra
via, a inibi¢do dessa enzima leva a eventos opostos. Um estudo utilizando outro inibidor
farmacoldgico de SRPKs denominado SPHINX31 reduziu o crescimento de linhagens de
células de leucemia mieloide aguda, isso foi associado a parada do ciclo celular. Além disso,
um outro composto capaz de inibir SRPK1, cuja denominac¢do é C02, desencadeou a morte
por apoptose em células Jurkat — uma linhagem celular leucémica (CHANDRA et al., 2020).
No mesmo sentido, o tratamento de células de leucemia linfoide e mieloide com SRPIN340
trouxe reducdo da viabilidade celular além de apoptose tardia e precoce (NIKAS et al. 2019;
SIQUEIRA et al., 2015; TZELEPIS et al., 2018).

SRPK1 tem associagdo intima com diversos fenotipos cancerigenos em cancer de
mama, como resisténcia a terapia anticancer, resisténcia a apoptose, migracdo celular,
metdstases e caracteristicas clinicas desfavordveis. A expressdo mais alta, além da maior
atividade dessa quinase, acarreta na resisténcia de células de cancer de mama a compostos
quimioterapicos; em sentido inverso o tratamento com SRPIN340 € capaz de ressensibilizar a
resposta ao tratamento com o quimioterdpico cisplatina (WANG et al., 2020).

Essa proteina também estd associada a modulacdo da resisténcia a morte celular por
apoptose em células de cancer de mama. De fato, foi demonstrado que a deplecdo e inibicao
de SRPK1 exerceram um efeito substancial na inducdo de apoptose em células MCF-7, uma
linhagem celular de carcinoma mamadrio agressiva. Além do mais, a inibicdo da quinase
também resulta em aumento da morte celular apds o tratamento com o0s agentes
quimiterdpicos gencitabina e cisplatina em células tumorais mamdrias (HAYES;
CARRIGAN; MILLER, 2007; LIN et al., 2014).

J4 foi relatado que SRPKI1 € essencial para fendtipos metastaticos em células de
carcinoma mamadrio. Por exemplo, essa proteina estd associada a migracdo de células de
cancer de mama. Em sentido inverso, o silenciamento de SRPK1 teve como desfecho a
diminui¢do do fendétipo migratério. Ademais, o tratamento de células de cancer de mama com

SRPIN340 (um inibidor de SRPKs) reduziu o potencial metastatico das mesmas, acarretando
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em reducdo da capacidade invasiva. (KOEDOOT et al., 2019; MALVI et al., 2020; van
ROOSMALEN et al., 2015).

Sustentando o pardgrafo anterior, os niveis elevados de SRPKI1 causam a
dissemina¢do tumoral para diferentes 6rgdos a partir do tumor primdrio em um modelo
experimental de metdstase de cancer de mama. A valer, SRPK1 estd associada a metdstases
pulmonares e cerebrais. O esgotamento de SRPK1 em uma linhagem celular de carcinoma
mamario metastatico murino (4T1) foi capaz de erradicar quase completamente o potencial de
metastases dessas células em colonizar os pulmdes (van ROOSMALEN et al., 2015). Além
disso, a inibi¢do farmacoldgica da quinase LIMK2 teve como desfecho o bloqueio da
progressdo metastitica em um modelo in vivo de carcinoma mamadrio, via bloqueio da
fosforilagao e atividade de SRPK1 (MALVI et al., 2020).

As relagdes entre a expressdo de SRPKI1 e caracteristicas clinicas em carcinoma
mamério j4 foram demonstradas. Os niveis dessa quinase estdo elevados em tecidos de
pacientes de cancer de mama quando comparados com tecidos mamarios normais bem como
tecidos normais adjacentes. Esse aumento de expressao foi significativamente correlacionado
com maior grau tumoral e mau progndstico, alto grau de estdgio clinico (IV), além de menor
tempo de sobrevida. Em contraste, a reducdo de SRPK1 leva a um maior tempo de sobrevida.
(LIetal., 2014)

Tomados em conjunto, o papel de SRPKI1 no desenvolvimento de canceres &
relevante, tornando essa proteina-quinase um alvo terapéutico. Entretanto, ainda que a
inibicao farmacoldgica de alguns inibidores da maquinaria de splicing para a terapé€utica do
cancer seja promissora, a baixa capacidade farmacoldgica de SRPIN340, um inibidor de
SRPKs, ja foi observada. As classes existentes de inibidores de SRPKs apresentam baixa
poténcia, portanto, € oportuno encontrar inibidores mais eficientes (BATSON et al., 2017;
CHANDRA et al., 2020; DA SILVA et al., 2015).

Nesse raciocinio, visando uma maior inibicao de SRPKs, esfor¢os vém sendo feitos no
desenvolvimento de compostos, como as trifluorometil arilamidas — que sdo andlogos ao
SRPIN340. Essas j4 apresentaram efeitos expressivos anticancer via inibicdo de SRPKs em
linhagens de células de leucemia e melanoma in vitro, além de terem apresentado efeitos
antimetastdticos e anticancerigenos in vivo em modelos experimentais de melanoma (VALE
et al., 2020; MOREIRA et al., 2018; SIQUEIRA et al., 2017). Assim, tendo em vista o papel
das SRPKs em cancer de mama, em especial a SRPK1, serdo abordados neste trabalho os

efeitos de novos compostos derivados do inibidor de SRPKs SRPIN340.
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2.6 Modelo 4T1 e relevancia pré-clinica

O cancer de mama € globalmente o mais incidente (SUNG et al., 2021). Nesse
contexto, diversos tratamentos potenciais para essa malignidade, como os tratamentos
combinados, vém tomando relevantes propor¢des devido as possibilidades de prolongamento
da sobrevida de pacientes (FISUSI; AKALA, 2019).

No cendrio da busca por tratamentos promissores contra o cancer, os estudos pré-
clinicos em modelos experimentais se destacam, constituindo a base dos estdgios iniciais para
o desenvolvimento e triagem de potenciais drogas com propriedades anticancerigenas. A
titulo de exemplo, os modelos experimentais murinos podem ser bons preditivos de respostas
a drogas anticancer bem como de resisténcias que sdo observadas na clinica (HERTER-
SPRIE; KUNG; WONG, 2013; PAN et al., 2020).

Contudo, h4 incertezas na traducdo dos resultados de modelos de camundongos para
prever desfechos no tratamento clinico. No entanto, essas contradi¢des podem ser superadas
com o uso de modelos experimentais que melhor retratem a biologia da doenga, elevando
dessa maneira o valor preditivo dos ensaios pré-clinicos (HERTER-SPRIE; KUNG; WONG,
2013).

Nesse sentido, o modelo 4T1 de cancer de mama metastdtico ¢ um modelo relevante
que possui diversas caracteristicas bioldgicas que os tornam um modelo animal experimental
adequado para cancer de mama humano. Em destaque, as células 4T1 de cancer de mama
murino sdo inoculadas na glandula mamaria a fim de que o tumor primdrio cresca no local
anatomicamente correto, além disto, assim como no cancer de mama humano, a doenca
metastdtica de 4T1 se desenvolve de maneira espontanea a partir do tumor primadrio, tendo
disseminagdo progressiva de metdstases para os linfonodos, pulmao, figado, cérebro e ossos
(PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG, 2001).

Cabe destacar também que as células 4T1 se assemelham em nivel transcricional ao
cancer de mama humano triplo-negativo, um cancer altamente metastitico e maligno que
possui falta de terapias direcionadas (IRVIN JR; CAREY, 2008; SCHRORS et al., 2020). De
fato, as células 4T1 quando comparadas as de cancer de mama triplo-negativo humano,
possuem uma relevante semelhanca em nivel de genes diferencialmente expressos, como a
alta expressdo de genes associados a metdstases, bem como de genes relacionados a

proliferacdo e sobrevivéncia celular (SCHRORS et al., 2020).
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Dada a relevancia do modelo experimental 4T1 para futuras investigagdes envolvendo
potenciais tratamentos anticancer, este estudo testard a padronizacdo de um modelo

experimental de cancer de mama metastético a partir de diferentes densidades celulares 4T1.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar os possiveis efeitos da inibicdo farmacoldgica de SRPKs, em especial
SRPK1, em células de ciancer de mama no contexto antimetastatico in vitro e estabelecer o

modelo murino 4T1 de cancer de mama metastatico.

3.2 Objetivos especificos

1.  Realizar a triagem citotéxica dos compostos SRPIN340 e derivados MRs em diferentes
linhagens de células tumorais;

2. Determinar valor da metade da concentracdo inibitéria maxima (IC50) dos compostos
MRs em células tumorais mamarias e nao tumorais através do ensaio de MTT;

3. Avaliar o efeito do composto MR48 na migracdo celular de células tumorais mamarias;

4.  Avaliar o efeito do composto MR48 na formagdo de colonias celulares em células
tumorais mamarias;

5. Vertificar o efeito do composto MR48 na localiza¢do subcelular de SRPK1 em células
tumorais mamadrias;

6.  Estabelecer o modelo murino 4T1 de cancer de mama metastatico através da inoculacdo

diferentes densidades de células.
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4 METODOLOGIA

4.1  Metodologia IN VITRO

4.1.1 Compostos

Na tabela abaixo € apresentada a série de vinte e dois compostos MR inspirados no
SRPIN340. Essa série foi cedida pelo Professor Dr. Robson Ricardo Teixeira, do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vicosa (UFV).

Tabela 1 - Série de 22 compostos MR inspirados no SRPIN340.
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4.1.2 Cultivo celular

As linhagens celulares utilizadas neste trabalho foram: 4T1 (carcinoma mamadrio
metastastatico murino) HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), HelLa (carcinoma cervical
humano) e VERO (rim de macaco verde). A linhagem celular 4T1 foi gentilmente doada pela
professora Vanessa Carla Furtado Mosqueira, da Escola de Farmécia — Universidade Federal
de Ouro Preto (UFOP). Para o cultivo utilizou-se meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial
Institute Medium, Sigma), pH 7,2, suplementado com 100 U/mL de penicilina (Sigma), 100
pug/mL de estreptomicina (Sigma) e 10% V/V de soro fetal bovino (SFB, GIBCO). As células
foram crescidas utilizando garrafas de 25, 75 e 182 cm2, mantidas em atmosfera com 95% de

umidade, a 37°C e 5% de CO2.

4.1.3 Triagem citotéxica dos compostos pelo método do MTT

Para a triagem da atividade citotoxica dos compostos, as células foram contadas em
camaras de neubauer, ressuspendidas em meio RPMI 1640 (10% V/V SFB, 100 U/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina) e incubadas em placa de 96 pocos de fundo chato,
na densidade de 1x10* células/poco para linhagem 4T1, HeLa e HepG2 por 24 horas a 37°C e
5% de CO2 para adaptagdo e adesdo das células. Os compostos foram avaliados na
concentragdo de 100 uM (umol L-1) por 48 horas de incubacdo a 37°C e 5% de CO2. Como
controle negativo foi utilizado o composto SRPIN340. Para verificacdao do efeito citotéxico,
foi adicionado a cada pogo 10 pL do reagente MTT (brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5
difenil tetrazdlio, Sigma) na concentracdo 5 mg/mL e incubou-se novamente a placa a 37°C
por 3 horas. Posteriormente, o sobrenadante foi removido, o formazan foi ressuspendido em
100 uLL de DMSO e a placa foi incubada por 10 minutos a 37°C e 5% de CO2, entdo a leitura
de absorbancia no comprimento de onda de 540 nm foi realizada em leitora automatica de
microplacas (Biotek Sinergy HT). Para os calculos da viabilidade e preparo dos gréficos

utilizou-se os programas Microsoft Excel e GraphPad Prism.

4.1.4 Determinaciao do IC50 dos compostos pelo método do MTT

Para a determinagdo do IC50 dos compostos, as células foram contadas em camaras de

neubauer, ressuspendidas em meio RPMI 1640 (10% V/V SFB, 100 U/mL de penicilina e 100
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pug/mL de estreptomicina) e incubadas em placa de 96 pogos de fundo chato, na densidade de
1x10* células/pogo para linhagem 4T1 e 3x10* células/poco para linhagem VERO, por 24
horas a 37°C e 5% de CO2 para adaptacao e adesdo das células, onde entdo foram tratadas
com concentracdes aumentadas de 0-200 uM (umol L-1) dos compostos por 48 horas. Como
veiculo controle foi utilizado o solvente organico dimetilsulféxido (DMSO) na concentracio
0,4% VIV.

Apos 48 horas de tratamento foi adicionado a cada poco 10 puL do reagente MTT
(brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazélio), Sigma) na concentragdo 5 mg/mL
e incubou-se novamente a placa a 37°C por 3 horas. Posteriormente, o sobrenadante foi
removido, o formazan foi ressuspendido em 100 uLL. de DMSO e a placa foi incubada por 10
minutos a 37°C e 5% de CO?2, ap0s a leitura de absorbancia no comprimento de onda de 540
nm foi realizada em leitora automatica de microplacas (Biotek Sinergy HT). Os célculos da
metade da concentracdo inibitéria méaxima (IC50) foram realizados conforme previamente
publicado (SIQUEIRA et al., 2015) utilizando-se os programas Microsoft Excel e GraphPad

Prism.

4.1.5 Ensaio de Migracao Celular

O ensaio de fechamento do risco foi realizado para avaliar a capacidade do composto
MR48 em inibir a migracao celular. Células 4T1 foram incubadas em placas de 24 pogos na
concentragdo 1x10° células/poco por 24 horas em um volume total de 1 mL de meio de
cultura/poco a 37°C e 5% de CO2 para adaptacdo e adesdo. AplOs esse periodo, as
monocamadas de células foram riscadas usando uma ponta de pipeta estéril de 200 pL. Para
isso, o meio de cultura foi removido e as células lavadas duas vezes com PBS para remover as
células destacadas onde, entdo, foram riscadas fazendo-se um risco vertical na monocamada.
ApOs o risco, as células foram tratadas com o composto MR48 nas concentragdes de 5,75;
11,5 e 17,25 pM (umol L-1) por 24 horas diluidos em meio de cultura. O tratamento com
veiculo DMSO (0,4% v / v) foi usado como controle. As fotos dos riscos foram tiradas em
foto microscopio EVOS fl (Life Technologies). As taxas de fechamento dos riscos foram
calculadas quantitativamente como a diferenca entre a largura do risco em 0 hora e 24 horas.
As zonas riscadas ndo preenchidas foram quantificadas pelo programa ImageJ. Os resultados

foram expressos como uma porcentagem da migragado celular.



39

4.1.6 Ensaio de Formacao de Colonias

A capacidade do composto MR48 para inibir a formacao de coldnias foi avaliada de
acordo com o ensaio previamente descrito (CUI et al., 2016) com adaptacdo. Células 4T1
foram semeadas em placas de 6 pogos na densidade de 1x10° células /pogo em um volume
total de 2 mL de meio de cultura/poco. Entdo, foram incubadas por 24 horas a 37°C e 5% de
CO2 para adaptagao e adesdo. Apds o periodo de incubagdo, as células foram tratadas com o
composto MR48 nas concentragdes 5,75; 11,5 e 17,25 uM (umol L-1) por 24 horas. O
tratamento com veiculo DMSO (0,4% v/v) foi usado como controle. Decorrido o periodo de
tratamento, o meio foi trocado e as células foram cultivadas por 9 dias. Apds, as coldnias
formadas foram fixadas e coradas utilizando-se solu¢do de azul de toluidina (0,5% v/v) e
metanol (20% v/v) por 30 minutos, entdo foram finalmente contadas. A determinacdo do
percentual de formacdo de coldnias foi calculada comparando-se o nimero total de colOnias

nos po¢os controle e nos PO¢os tratados.

4.1.7 Ensaio de Imunofluorescéncia

As células 4T1 foram semeadas na densidade de 4x10* por poco em placas de 24
pocos contendo laminulas em um volume total de 1 mL de meio de cultura e incubadas por 24
horas a 37°C e 5% de CO2 para adaptacdo e adesdo. O regime de tratamento foi escolhido
conforme descrito anteriormente (MOREIRA et al., 2018), onde as células foram tratadas
com MR48 na concentragdo de 100 uM (umol L-1) por 2 horas. As células tratadas com o
veiculo DMSO (0,4% v/v) e meio RPMI foram utilizadas como controle. Decorrido o periodo
de tratamento, o meio foi removido dos pocos e os mesmos foram lavados com PBS. Apds, as
laminulas foram fixadas com 4% v/v de paraformaldeido por 20 minutos, lavadas com PBS e,
em seguida, permeabilizadas e bloqueadas em 0,5% v/v de Triton X-100 e 3% de Albumina
do Soro Bovino (BSA) por 1 hora. As células foram entdo incubadas com anticorpos
primdrios anti-SRPK1 (BD Biosciences; 1:400) durante 2 horas. Entdo, as células foram
incubadas com anticorpo secundério anti-IgG-Alexa Fluor 488 de camundongo (Invitrogen;
1:500) por 2 horas. O composto 4 ', 6-diamidino-2-fenilindole (DAPI, Invitrogen) foi usado
como um contra corante nuclear. A fluorescéncia foi registrada usando um microscépio

invertido de fluorescéncia (EVOS FL).
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4.2  Metodologia IN VIVO

4.2.1 Animais e Comité de Etica

Em um primeiro momento, camundongos BALB/c fémeas (n = 22, 8 semanas),
oriundos do Biotério Central da UFV, foram mantidos no Biotério de Experimentacdo de
Imunovirologia Molecular de Departamento de Biologia Geral (UFV) alojados em gaiolas (30
cm x 20 cm x 13 cm) e em condig¢des controladas de temperatura (21 + 2°C), umidade relativa
do ar (60-70%) e luminosidade (12 - 12h claro/escuro). Os animais receberam comida e dgua
ad libitum. Em um segundo momento, camundongos BALB/c fémeas (n = 30, 8 semanas),
oriundos do Biotério Central da UFV, foram mantidos no Biotério de Experimentacdo do
Laboratério de Virologia Animal, do Departamento de Medicina Veterindria (UFV), alojados
em gaiolas (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 dgua ad libitum. Os procedimentos experimentais seguiram os critérios
apresentados pelo Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal, sendo o projeto submetido e
aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da UFV (CEUA, niimero de protocolo

54/2021).

4.2.3 Grupos experimentais

Em um primeiro momento, para a formag¢do de massa tumoral, os animais foram
divididos aleatoriamente em grupos de acordo com a densidade celular, sendo grupo 2x10* (n
= 8) 1x10* (n = 7) e controle (n = 7). Suspensdes celulares nas densidades 2x10* e 1x10*
foram preparadas em meio RPMI isento de soro de acordo com o protocolo descrito
anteriormente (PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG, 2001), sendo que dessas suspensoes
50 pL foram inoculados na 4* glandula mamadria de 15 animais. Como controle, 50 uL. meio
RPMl isento de soro foram inoculados na 4* glandula mamaria de 7 animais.

Em um segundo momento, visando formar massa tumoral, os animais foram divididos
aleatoriamente em grupos de acordo com a densidade celular, sendo grupo 4x10° (n = 8),
2x10° (n = 8), 1x 10° (n=7) e controle (n = 7). Suspensdes celulares nas densidades 4x10°,
2x10°, e 1x10°, foram preparadas em meio RPMI isento de soro de acordo com o protocolo

descrito anteriormente (YANG; ZHANG; HUANG, 2012), sendo que dessas suspensdes 100
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puL foram inoculados na 4* glandula mamdria de 23 animais. Como controle, 100 pL. meio

RPMI isento de soro foram inoculados na 4* glandula mamaria de 7 animais.

4.2.4 Mensuracio do volume tumoral e pesagem dos animais

Da data em que o a glandula maméria do animal apresentou nédulo tumoral palpavel,
0 mesmo teve seu volume mensurado a cada trés dias utilizando-se paquimetro, em um total
de 30 dias. O volume tumoral foi calculado utilizando-se a férmula Volume (V) = 0,52 x D x
d?, onde D e d correspondem ao maior € menor didmetro do tumor, respectivamente
(FIGUEIREDO et al., 2015). O peso corporal do animal também foi aferido a cada trés dias

em balanca digital.

4.2.5 Eutanasia e determinaciao das massas relativas e absolutas dos orgaos

A eutandsia ocorreu no dia 30 apds indculo das células 4T1 nos animais. Os animais
foram pesados e sedados utilizando cloridrato de xilazina (10 mg/kg/intraperitoneal) e
anestesiados com cloridrato de quetamina em alta dose (150 mg/kg/intraperitoneal). Apos,
realizou-se o deslocamento cervical. Posteriormente, procedeu-se com a abertura da cavidade
abdominal e os 6rgdos figado, pulmao, bagco foram removidos e pesados a fim de se obter suas
massas absolutas e relativas. Para a determinacao das massas relativas, utilizou-se a seguinte
formula: Massa relativa (g/100g) = Massa do o6rgao (g) X 100/ Massa corporal final do animal
(g) (VALE, 2017). Posteriormente, os 6rgaos foram imersos em solucdo de paraformaldeido

4% para futuras andlises histoldgicas.

4.2.6 Analise estatistica

Para as andlises estatisticas, foram utilizados os programas Microsoft Excel (Microsoft
Office Software), GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.) e ImageJ. Os resultados in vitro
apresentados aqui sdo média + desvio padrao de experimentos independentes repetidos duas
vezes em triplicata (n = 6). Os resultados in vivo aqui apresentados sao média + desvio padrao
de n = 7 animais. A significancia estatistica foi avaliada por ANOVA de uma via seguida de
testes post hoc de Dunn’s ou Dunnett’s ou teste t. *, ** *** indicam p<0,05, p<0,01 e

p<0,001 em relagd@o aos controles.
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5 RESULTADOS

5.1 Triagem citotoxica dos compostos MRs contra células tumorais

A triagem citotoxica foi realizada contra células tumorais de carcinoma mamario
metastitico murino 4T1, carcinoma humano hepatocelular HepG2 e carcinoma cervical
humano HeLa, todas com expressdao de SRPK1 (AUBOL et al., 2016; van ROOSMALEN et
al., 2015; WANG, Q; Wang, G.T.; LU, 2021), a fim de verificar se hd diferencas de efeitos
citotoxicos entre o inibidor de SRPKs SRPIN340 e os vinte e dois compostos andlogos ao
mesmo, denominados MR. Para isso, foi utilizado o método do MTT para verificar as
diferencas de valores de viabilidade celular.

Os resultados indicaram que entre os vinte e dois compostos andlogos, oito foram
significativamente mais citotoxicos (**p<0,01; ***p<0,001), apresentando maior percentual
de reducdo de viabilidade celular em células tumorais 4T1 quando comparados com

SRPIN340 (Figura 12).

Figura 12 - Triagem citéxica dos compostos MRs contra a linhagem células tumorais 4T1. As células foram
expostas a 100 uM dos compostos por 48 h. Os resultados sdo expresos como média + desvio padrdo por
ANOVA e teste pos hoc de Dunnet’s. **p<0,01 e *** p<0,001 versus SRPIN340.
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Fonte: (Elaborada pelo autor.)

Para a linhagem celular tumoral HepG2 (figura 13), oito compostos foram

significativamente mais citotdxicos (**p<0,01) quando comparados com SRPIN340.
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Figura 13 - Triagem citot6xica dos compostos MRs realizada contra a linhagem de células tumorais HepG2. As
células foram expostas a 100 uM dos compostos por 48 h. Os resultados sdo expressos como média + desvio
padrao por ANOVA e teste post hoc de Dunnett’s. *p<0, 05 e **p<0,01 versus SRPIN340.
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Fonte: (Elaborada pelo autor.)

Contra as células tumorais HeLa (figura 14), sete compostos apresentaram

significancia citotéxica (*p<0,05; **p<0,01) quando comparados com SRPIN340.

Figura 14 - Triagem citot6xica dos compostos MRs realizada contra a linhagem de células tumorais HeLa. As
células foram expostas a 100 uM dos compostos por 48 h. Os resultados sdo expressos como média + desvio
padrdo por ANOVA e teste post hoc de Dunnett’s. *p<0, 05 e **p<0,01 versus SRPIN340.

120+
1104
1004
90-
80+
70+
60+
50-
40+
304
20
10
0

% Viabilidade Celular HeLa

% ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ * o’ & Ll ’ &’ ’
Qg\\‘ N A A A A A A A N N N N N N N NN
(=)

Fonte: (Elaborada pelo autor.)

Baseados nesses resultados, selecionamos os compostos MR que melhor apresentaram
resultados citotéxicos para serem levados em ensaios posteriores a fim de estudar seus efeitos

em cé€lulas metastaticas mamarias.
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5.2 Determinacao da metade da concentracao inibitéoria maxima (IC50) de MRs em

células tumorais mamarias 4T1 e ndo tumorais e triagem citotoxica do MR48

Para a determinagdo da metade da concentracdo inibitéria maxima (IC50) foram
selecionados, além do composto inibidor de SRPKs SRPIN340, outros compostos MR
andlogos ao SRPIN340. A selecdo desses compostos foi baseada em resultados anteriores de
triagem citotoxica contra células tumorais 4T1 (figura 12), HepG2 (figura 13) e HeLa (figura
14), onde houve atividade citotdxica significativa dos compostos selecionados.

Neste ensaio, incluiram-se além de células tumorais metastiticas de cancer de mama
4T1, também células ndo tumorais VERO. As células foram tratadas em diferentes
concentracdes de cada composto (0-200 uM) por 48 horas através do método do MTT. A
tabela 1 abaixo apresenta os valores da metade da concentracao inibitéria maxima (IC50) para
as células tumorais mamarias (4T1) e ndo tumorais (VERO).

De acordo com a tabela 1, foi observado que os seis compostos andlogos ao
SRPIN340 apresentaram capacidade moderada de inibir pela metade a viabilidade celular de
células tumorais 4T1 de carcinoma mamdrio, mas ainda assim mostraram valores superiores
aos de SRPIN340. Além disso, cinco andlogos (MR-30; MR-38; MR-42; MR-45; MR-51)
apresentaram uma maior capacidade em inibir pela metade a viabilidade celular de linhagem
de células nao tumorais VERO, quando comparados com células tumorais 4T1.

O composto MR48 apresentou maior capacidade de reduzir pela metade a viabilidade
celular de células tumorais 4T1 (tabela 1, superior) e menor capacidade em células ndo
tumorais VERO (tabela 1, inferior). Além disso, mostrou melhores resultados de inibi¢ao
contra células tumorais 4T1 quando comparado com SRPIN340 (tabela 1, superior). Além do
mais, a fim de ratificar os resultados obtidos pelo IC50, o composto MR48 foi selecionado
para triagem citotoxica onde as células tumorais metastaticas 4T1 e ndo tumorais VERO
foram expostas a concentracdo de 100 uM do composto por 48 horas. Conforme figura 15
abaixo, o composto MR48 foi significativamente mais citotoxico para a linhagem 4T1
cancerigena em comparacdo com a linhagem VERO nio cancerigena. A partir desses valores,

esse composto foi selecionado para os demais ensaios fenotipicos do presente estudo.
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Tabela 2 - Valores da metade da concentracdo inibitéria mixima (IC50) para os compostos MR. Células
tumorais e ndo tumorais foram tratadas com concentragdes crescentes (0-200uM) de cada composto por 48 h. Os
resultados s@o expressos como média + desvio padrao.

Linhagem Celular Composto ICS50 [uM]
4T1 MR30 25,75+£3,0
MR38 23,09+2.5
MR42 10,49+2.9
MR45 18,47+1 4
MR48 23,12+33
MRS51 23,87+3.9
SRPIN340 =100*
Linhagem Celular Composto ICS0 [uM]
VERO MR30 13,64+3,9
MR38 10,45+5,2
MR42 8.02+7,0
MR45 16,19+1,9
MR48 36,23+£7,5
MR51 16,73x2,7
SRPIN340 =100*

* A baixa solubilidade do composto (SRPIN340) nio permitiu a determinagio do valor de IC50 acima de 100
uM.

Fonte: (Elaborada pelo autor.)
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Figura 15 - Triagem citotéxica de MR48 contra células tumorais 4T1 e ndao tumorais VERO. As células foram
expostas a concentragdo de 100uM do composto MR48 por 48 h. Os resultados sdo expressos como média +
desvio padrdo por teste t. *p<0,05 versus 4T1.

1201
110
100
90+
80+
704
604 *

50+ —
40-
304
201

0- T

A O
&

% Viabilidade Celular

™

MR48 [100uM]

Fonte: (Elaborada pelo autor.)

5.3 Efeito antimetastatico in vitro do composto MR48

Considerando que SRPKI1 estd relacionado a fenotipos metastaticos em cancer de
mama € que sua inibicdo farmacoldgica e/ou silenciamento se mostrou eficaz na supressao
desses processos (MALVI et al., 2020; van ROOSMALEN et al., 2015), foi avaliado se
MR48 poderia influenciar fenétipos de metdstase em células 4T1, uma linhagem celular
altamente tumorigénica e invasiva com alta expressdao de SRPK1 (PULASKI; OSTRAND-
ROSENBERG, 2001; van ROOSMALEN et al., 2015).

Primeiramente, o ensaio de fechamento do risco foi realizado para avaliar se MR48
poderia suprimir a migracdo de células 4T1 de carcinoma mamario metastitico. Para esse
ensaio foram utilizados valores abaixo do valor de IC50 determinado, a fim de que o
envolvimento da viabilidade celular e citotoxicidade ndo influenciassem no comportamento
migratério das células. Para isso, as células foram tratadas nas concentragdes de 5,75 uM;
11,5 uM e 17,25 uM por 24 horas. Consoante a figura 16 abaixo, os resultados indicaram a
concentragdo de 17,25 uM de MR48 apresentou efeito antimigratorio, suprimindo a migragao

de células de carcinoma mamdrio significativamente (***p<0,001) quando comparado a
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células tratadas com veiculo controle (DMSO). Sem diferencas significativas para nas demais

concentragoes.

Figura 16 - Efeito do composto MR48 no fechamento do risco de células de cancer de mama 4T1. a) O grafico
mostra a porcentagem de inibicdo de migragdo celular causada pelo composto. Os resultados sdo expressos como
média + desvio padrdo por ANOVA e teste pos hoc de Dunn’s. **¥p<0,001 versus controle DMSO. b) O
composto afetou a migra¢do de células de cincer de mama. As células 4T1 foram tratadas com MR48 (5,25;
11,5; 17,25 uM) ou veiculo DMSO. Para esse experimento, as concentragdes abaixo do valor de IC50 foram
escolhidas. As fotografias do ensaio do fechamento do risco foram tiradas no momento 0 h e 24 h apds o
tratamento. As imagens sdo representativas de experimentos independentes repetidos duas vezes.
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Fonte: (Elaborada pelo autor.)

24h

Realizou-se também o ensaio de formacdo de coldnias. Esse ensaio permite avaliar a
sobrevivéncia de células reprodutivas in vitro, onde uma tnica célula pode produzir progénie,

ou seja, crescer em colonia (uma unica célula capaz de formar uma coldnia de 50 ou mais
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células). O ensaio clonogénico ¢ comumente utilizado para determinar os efeitos de agentes
citotéxicos na capacidade de formacao de coldnias (BRIX et al., 2020; RAFEHI et al., 2011)
Nesse contexto, para avaliar se MR48 poderia reduzir a formacdo de coldnias de
células 4T1 de carcinoma mamaério metastatico, as células foram tratadas com concentragdes
abaixo do IC50 [5,75; 11,5 e 17,25 uM] do composto. Segundo a figura 17 abaixo, as células
tratadas na concentracdo de 17,25 uM reduziram significativamente a formacdo de coldnias
(**p<0,01) quando comparadas com células tratadas com veiculo controle (DMSO). Sem

diferencas significativas nas demais concentragdes.

Figura 17 - Efeito do composto MR48 na formacdo de coldnias de células de cancer de mama. a) O grifico
mostra os efeitos dos tratamentos com MR48 (5,75; 11,5; 17,25 uM) no percentual de formacgdo de coldnias de
células tumorais 4T1 em comparagdo com células tumorais 4T1 em compara¢do com células tumorais tratadas
com veiculo DMSO. Para esse experimento as concentragdes abaixo do valor de IC50 foram escolhidas. Os
resultados sdo expressos como média + desvio padrio. **p<0,01 em relagido ao controle DMSO por ANOVA e
teste pos hoc de Dunn’s. b) as células 4T1 foram tratadas com MR48 (5,25; 11,5; 17,25 uM) ou veiculo DMSO.
O ensaio de formacdo de colonias foi realizado por coloracdo com azul de toluidina apés 9 dias. As imagens
mostradas sdo representativas de experimentos independentes repetidos duas vezes.
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Em conjunto, os resultados mostram que o composto MR48, em concentracdo abaixo
do valor de IC50, € capaz de atuar positivamente contra fendtipos metastaticos em células de

cancer de mama metastatico 4T1 in vitro.

5.4 Efeito do composto MR48 na localizacio subcelular de SRPK1

Relatos anteriores mostraram que compostos andlogos ao SRPIN340 apresentaram
efeitos supressores na atividade de SRPK em células de leucemia e melanoma (MOREIRA et
al., 2018; SIQUEIRA et al., 2017). Além disso, SRPK1 estd implicada em piores desfechos
em cancer de mama, como reducao da sobrevida, recorréncia da doenca, assim como diversos
fendtipos pro-tumorais, incluindo metdstases e resisténcia ao tratamento clinico (LI et al,
2014; WANG et al., 2020). Nesse raciocinio, com a finalidade de verificar se o andlogo
MR48 também poderia influenciar a atividade de SRPK1 em células de cancer de mama 4T1,
realizou-se o ensaio de imunofluorescéncia.

De acordo com Zhou et al. (2012) a atividade de autofosforilacdo de SRPK1 leva a sua
translocacao nuclear. Assim, para verificar se 0 composto MR48 é capaz de afetar a atividade
catalitica de SRPKI intracelularmente, ensaios de localizacdo celular foram realizados. Os
resultados mostrados na figura 18 abaixo indicam que MR48 pode influenciar a atividade de
SRPK1 em células 4T1 de cancer de mama, uma vez que houve maior predominincia
citoplasmatica de SRPK1 em células tratadas com MR48 (figura 18, c, inferior) em
comparagdo com c€lulas tratadas com veiculo controle DMSO (figura 18, b, inferior) e sem

tratamento — Meio RPMI (figura 18, a, inferior).
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Figura 18 - Efeito do composto MR48 na localizag¢do subcelular de SRPK1. As células 4T1 de cancer de mama
foram tratadas com 100 uM do composto MR48 por 2 h. Meio RPMI e veiculo DMSO foram usados como
tratamentos controle. O regime de tratamento e a avaliagdo da localizagdo subcelular de SRPK1 foi baseado em
um trabalho anterior (MOREIRA et al., 2018). A localizag@o subcelular de SRPKI1 (a, b, c) foi avaliada com
anticorpos anti-SRPK1. DAPI foi usado como contra-corante nuclear e a fluorescéncia foi registrada usando um
microscépio invertido de fluorescéncia (EVOS FL). As imagens sdo representativas de experimentos
independentes repetidos duas vezes.
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Fonte: (Elaborada pelo autor.)

5.5  Peso corporal e massas relativa e absoluta dos animais

A tabela 3 abaixo mostra as confrontacdes das massas absolutas (g) e relativas
(g/100g) dos 6rgios dos animais bem como o peso corporal (g) dos grupos controle, 1x10* e
2x10*. Nao houve diferengas significativas entre as massas absolutas e relativas dos 6rgaos
entre 0os animais dos grupos controle, 1x10* e 2x10*. Alem disso, os animais ndo

apresentaram reducgdo de peso corporal ao longo do experimento.

Tabela 3 - Peso corporal (PC) inicial, PC final e massa absoluta e relativa dos 6rgdos camundongos BALB/c
fémeas inoculadas com densidades 104 de células 4T1.

Controle Grupo 2 x 10¢ Grupo 1 x 10¢
Peso Corporal Inicial (g) 23+2.2 28,1422 23+19
Peso Corporal Final (g) 258+19 30+18 26+23
Pulmio (g) 0,26 + 0,06 0,25+ 0,07 0,21 + 0,02
Pulmio (g/100g) 1,0+0,26 0,850,225 0,83+ 0,10
Figado (g) 13+0,16 1,5+0.18 1,2+0.19
Figado (g/100g) 5,2+0,63 5,13+ 0,61 48+0,76
Baco (g) 0,13+ 0,03 0,15+ 0,03 0,13+ 0,04
Baco (g/100g) 0,53+ 0,12 0,51 +0.10 0,50 £ 0,15

*Valores expressos como média + desvio padrdo. Sem diferencga significativa entre os grupos por ANOVA de
uma via seguida de teste post hoc de Dunnet.
Fonte: (Elaborada pelo autor.)
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A tabela 4 abaixo ilustra as comparagdes entre as massas absolutas (g) e relativas
(g/100g) dos 6rgdos dos animais bem como o peso corporal (g) entre os grupos controle,
1x105, 2x105 e 4x105. Nao houve diferencas significativas entre as massas absolutas e
relativas dos 6rgdos comparando-se os animais dos grupos 4x105 e 2x105 com o grupo
controle. J& o grupo 1x105 apresentou diferencas significativas nas massas absolutas e

relativas dos 6rgdos quando comparado com o controle.

Tabela 4 - Peso corporal (PC) inicial, PC final e massa absoluta e relativa dos 6rgdos camundongos BALB/c
fémeas inoculadas com densidades 105 de células 4T1.

Controle Grupo 4x10° Grupo 2x10°  Grupo 1x10°
Peso Corporal Inicial (g) 26520 254+ 29 264+13 26+1.0

Peso Corporal Final (g) 292+1,8 274+1,7 282+13 292+0,9
Pulmaio (g) 0,24 = 0,02 0,22 +0,02 0,22 £ 0,03 0,19 + 0,02*
Pulmio (g/100g) 0,84 + 0,08 0,83 + 0,09 0,79 +0,1 0,65 + 0,08*
Figado (g) 1,52+ 0,09 1,34+ 0,1 1,44 £0,2 1,20 + 0,08*
Figado (g/100g) 520+£03 489+03 5,12 £ 0,77 441 + 0,29
Baco (g) 0,17 £ 0,01 0,14 £ 0,01 0,16 + 0,02 0,13 +£0,02*
Baco (g/100g) 0,58 = 0,05 0,53 + 0,06 0,59 £ 0,07 0.44 + 0.08*

Fonte: (Elaborada pelo autor.)

5.6  Tumores palpaveis, incidéncia, volume e rejeicao tumoral

Na presente investiga¢do, os animais inoculados com densidade celular 10* ndo foram
capazes de desencadearem tumores palpéveis.

Em sentindo contrdrio, para os animais inoculados com densidade celular 10° houve
desencadeamento de tumores palpaveis. Conforme a tabela 4 abaixo, a partir do dia 6 apés o
inoculo das células cancerigenas 4T1, houve em todos os grupos animais apresentando
tumores palpdveis, sendo para o grupo 1x10° (n=1), para o grupo 2x10° (n=3) e grupo 4x10°

(n=3).
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Tabela 5 - Ndmero de animais apresentando tumores palpdveis e percentual de incidéncia tumoral em
camundongos BALB/c fémeas inoculadas com diferentes densidades de 105 de células 4T1.

Grupo 4x10° Grupo 2x10° Grupo 1x10°
(n=8) (n=8) (n=7)

Dias Apés Tumores %Incidéncia Tumores %Incidéncia Tumores %Incidéncia
Inoculo palpaveis (n) Tumoral palpiveis (n) Tumoral palpiveis (n) Tumoral
0 n=0/8 0 n=0/8 0 n=0/7 0
6 n=3/8 37,50% n=3/8 37,50% n=1/7 14,20%
9 n=35/8 62,50% n=4/8 50% n=2/7 28,50%
12 n=35/8 62,50% n=3/8 37,50% n=1/7 14,20%
15 n=4/8 50% n=3/8 37.50% n=1/7 14,20%

18 n=1/8 12,50% n=0/8 0 n=0/7 0
21 n=0/8 0 n=0/8 0 n = 0/7 0

*n = nimero total de animais por grupo e nimero de animais apresentando tumores palpdveis por grupo
Fonte: (Elaborada pelo autor.)

No decorrer dos demais dias ap6s o 6° dia de inoculo das células 4T1, os valores de
percentual de incidéncia tumoral nos animais variaram. O grupo 4x10° apresentou maiores
resultados totais de incidéncia tumoral, seguido em ordem descrescente pelo grupo 2x10° e
1x10°.

Com relagdo aos valores volume tumoral apresentado pelos animais, a figura 19 abaixo
mostra que o grupo de maior densidade celular 4x10° (n=2) tendeu a ter valor de volume
superior quando comparado com os demais valores de volume dos animais do grupo 2x10°
(n=2) nos dias 9 a 15. No que se refere ao grupo 1x10°, a tendéncia de superiorade de volume
tumoral foi analisada apenas no dia 9, uma vez que nos dias posteriores apenas 1 animal
apresentou tumor palpdvel neste grupo (Tabela 5). Sobre isso, a tendéncia de superiorirdade
para o grupo 4x10° (n=2), no dia 9, se manteve em rela¢io ao grupo 1x10° (n=2). Além disso,
o grupo 2x10° (n=2) tendeu a ter maior volume tumoral em comparagdo com o grupo 1x10°

(n=2) no nono dia (figura 19).
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Figura 19 - O grifico abaixo mostra os volumes tumorais dos grupos de camundongos BALB/c fémeas
inoculadas com diferentes densidades celulares 10° de células 4T1.

80-
- 0
60+ - |’
- .0

Volume Tumoral mm?
[X) D
£ 9

N7 N2
Dias apos in6culo das células 4T1

Fonte: (Elaborada pelo autor.)

A respeito da rejeicao tumoral, a partir do dia 9 foi dado inicio o evento para os grupos
1x10° e 2x10°, resultando em declinio do volume tumoral (figura 19), menor percentual de
incidéncia tumoral e reducdo do numero de animais (n) apresentando tumores palpdveis
(tabela 4). A rejeicdo total tumoral para ambos os grupos ocorreu no dia 18 (tabela 5).

Em contrapartida, para o grupo de 4x10°, a rejeicio tumoral teve inicio mais
tardiamente, a partir do dia 12, apesar de que apresentou os mesmos eventos dos grupos
anteriores de redugdo de volume tumoral (figura 19), além de diminui¢cdo no percentual de
incidéncia tumoral bem como no nimero de animais (n) apresentando tumores palpdveis
(tabela 4). A integral rejeicdo tumoral para esse grupo se deu no dia 21 (tabela 5).

Coletivamente, os dados mostram que houve uma maior tendéncia de surgimento de
tumores palpdveis e aumentos de volume tumoral (tabela 5; figura 19), assim como de
elevacdo de percentual de incidéncia tumoral (tabela 5), nos animais do grupo de densidade
celular 4x10°. Porém, todos os animais que apresentaram tumores palpdveis nos diferentes

grupos foram totalmente capazes de desencadearem a rejei¢do tumoral completa (tabela 5).
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6 DISCUSSAO

J4 estd estabelecido o papel de SRPKs em metdstase e génese do cancer (NIKAS et
al., 2019; PATEL; SACHIDANANDAN; ADNAN, 2019). H4d uma relacdo direta com
desequilibrios em splicing alternativo de pre-mRNA em variados tipos de cancer. Por
consequéncia dessa desregulacdo, células tumorais sdo capazes de resistir a tratamentos
anticancerigenos além de tornarem-se mais agressivas e assumirem fendtipos metastaticos.
Portanto, SRPKs se mostram como alvos promissores no desenvolvimento de novas drogas
para terapéutica do cancer (CHANG et al., 2015; HUANG et al., 2021). Nesse cendrio, neste
estudo foi avaliado o efeito citotéxico de vinte e dois compostos andlogos ao inibidor de
SRPKs SRPIN340 contra diferentes linhagens de células tumorais, além de -efeitos
antimetastdticos e anti-SRPK1 contra a linhagem de células agressivas 4T1 de cancer de
mama metastitico murino. Essa linhagem compartiha semelhancas transcricionais com
células de cancer de mama humano triplo-negativo, que € um subtipo de carcinoma mamadrio
metastitico altamente maligno e que possui falta de terapias direcionadas (IRVIN JR;
CAREY, 2008; SCHRORS et al., 2020).

Na presente investigacdo, novas descobertas significativas foram encontradas. Isso
inclui potencial citotéxico contra diferentes linhagens de células tumorais que expressam
SRPK1, além de efeitos antimetastiticos e possivelmente inibitérios dessa proteina em células
invasivas mamadrias 4T1. Esses achados reforcam o maior potencial citotéxico de compostos
andlogos a SRPIN340 quando comparados ao mesmo, além de implicar a provavel inibi¢do de
SRPK1 na reducdo de fendtipos de metdstases (LIN et al., 2014; WANG et al., 2017),
mostrando que esta quinase pode ser um candidato no tratamento do cancer. Os resultados sdao
discutidos a seguir.

Ensaios in vitro sdo cruciais para avaliacdo pré-clinica de agentes com potenciais
propriedades anticancer (MIRZAYANS; ANDRAIS; MURRAY, 2018). Destaca-se, nesse
contexto, o ensaio de medi¢do da viabilidade celular, que é considerado padrdo ouro para
triagens citotoxicas de farmacos (ADAN; KIRAZ; BARAN, 2016; PINTOR et al., 2020). Os
resultados de triagem de citotoxicidade na presente investigacdo mostram que, dentre os vinte
e dois compostos derivados do inibidor de SRPKs SRPIN340, oito apresentaram maior
potencial citotéxico quando comparados ao prorpio SRPIN340 contra células tumorais
mamarias 4T1 (figura 12) e células de carcinoma hepatocelular humano HepG?2 (figura 13),
além disso, sete sao substancialmente mais citotoxicos contra células de carcinoma cervical

humano HeLa (figura 14).
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Esses achados estdo de acordo com os de outros estudos, onde compostos sintetizados
inspirados no SRPIN340 também mostraram citotoxicidade significativa contra células de
glioblastoma, melanoma e leucemia (MOREIRA er al., 2018; SOUSA et al., 2021;
SIQUEIRA et al., 2017). Essa maior citotoxicidade dos compostos andlogos a SRPIN340
pode ter relacdo com a ja relatada baixa poténcia de SRPIN340, conforme vista em estudos
anteriores (GAMMONS et al., 2014; SIQUEIRA et al., 2020). Além disso, sugere-se que 0s
compostos andlogos podem ter uma maior acdo inibitéria de SRPK, ji que esta transferase
estd envolvida na resisténcia citotoxica de células tumorais a terapias anticancer através da
evasdo da apoptose celular, além de também contribuir com a viabilidade celular (DONG et
al., 2022; HUANG et al., 2021; ODUNSI et al., 2012). Assim sendo, propde-se que alguns
compostos derivados do inibidor de SRPKs SRPIN340 e que aqui foram denominados MR,
eventualmente inibem SRPKSs, acarretando na significativa toxicidade dos mesmos contra
células tumorais.

A medida da metade da concentragdo inibitéria mdxima (IC50) é largamente utilizada
por fornecer informagdes sobre a eficdcia de um composto farmacolégico, mostrando o
quanto de composto € necessario para inibir um determinado processo bioldgico pela metade
(AYKUL; MARTINEZ-HACKERT, 2016). Neste estudo, seis compostos MR andlogos ao
SRPIN340 que mostraram atividade citotoxica substancial contra diferentes linhagens de
células tumorais (figura 12; figura 13; figura 14), além do préprio SRPIN340, tiveram a
metade da concentracdo inibitéria maxima (IC50) avaliada contra células tumorais
metastiticas mamdrias € ndo tumorais, a fim de determinar a dose de composto necessaria
para inibir pela metade a viabilidade celular, que é determinada como o nimero de células
sauddveis em uma amostra (ADAN; KIRAZ; BARAN, 2016). Os resultados mostram que seis
compostos andlogos apresentaram maior eficicia em inibir pela metade a viabilidade celular
de células de cancer de mama metastatico mamario 4T1 quando comparados com SRPIN340
(Tabela 1, parte superior), necessitando de menores concentracdes. No entanto,
intrigantemente, dentre os seis compostos andlogos, cinco apresentaram também alta eficicia
em inibir pela metade a viabilidade celular de células ndo tumorais VERO (Tabela 1, parte
inferior), se mostrando citotoxicos. Essa citotoxicidade contra células ndo tumorais pode estar
relacionada com a especificidade desses compostos andlogos, que t€m possibilidade de ndo
atuarem diretamente apenas na quinase-alvo, como também em locais fora do alvo, o que
pode acarretar em respostas citotoxicas conforme ja demonstrado em estudos anteriores
abordando inibidores de quinase (BHULLAR et al., 2018; DASANU et al. 2012;
HASINOFF; PATEL, 2010; VASTA et al., 2018).



56

De modo geral, embora os inibidores de quinase sejam projetados para serem
direcionados seletivamente a quinases expressas de forma anormal em células cancerigenas,
estudos ja demonstraram que alguns inibidores s@o citotoxicos para células normais devido a
atuacdo fora do alvo, que causa, por exemplo, toxicidade mitocondrial (ZHANG et al., 2017,
ZHANG et al., 2018)

No ambito do presente estudo, uma provavel explanagdo sobre o processo citotdoxico
de alguns MR contra células ndo tumorais pode estar relacionada com o sitio de ligacdo de
ATP presente em SRPK, onde grande parte dos inibidores desta quinase atuam reconhecendo
(FUKUHARA et al., 2006; CHANDRA et al., 2020). A titulo de exemplo, SRPIN340 ¢ um
inibidor competitivo de ATP, entretanto hd uma alta conservacio e similaridade do sitio de
ligacdo de ATP entre quinases e outras enzimas, isto torna desafiador o desenvolvimento de
drogas que tenham como alvo seletivo apenas SRPK. Além disso, ja foi demonstrado que
inibidores de quinase direcionados ao sitio de ATP sdo capazes de apresentar reatividade
cruzada ndo s6 entre diferentes quinases e enzimas, mas também com outras proteinas
acessorias (BATSON et al., 2017, CHANDRA et al., 2020; VALSASINA; KALISZ;
ISACCHI, 2004). Para mais, caracteristicas estruturais dos compostos também devem ser
levadas em consideragdo, uma vez que mudangas estruturais em compostos inibidores de
quinase podem levar a atividades fora do alvo (ROSS-MACDONALD et al., 2008).
Certamente essas consideracdes sugeridas necessitam de estudos posteriores para maior
clareza e aprofundamento, indo além do escopo da presente investigacao.

Em contraste, destaca-se o composto andlogo MR48 apresentou maior eficicia em
inibir pela metade a viabilidade celular de células tumorais 4T1, e menor eficdcia em células
ndo tumorais VERO (Tabela 1, superior e inferior). Além de tudo, apresentou menor efeito
citotoxico contra VERO e maior efeito contra 4T1 (figura 15). Essa menor citotoxicidade de
compostos andlogos ao SRPIN340 contra células ndo tumorais ja foi demonstrada em estudos
anteriores (SIQUEIRA et al., 2017).

Assim sendo, os dados apontam que os novos compostos andlogos ao inibidor de
SRPKs SRPIN340 apresentam maior eficicia em reduzir pela metade a viabilidade celular de
células tumorais 4T1 de cancer de mama quando comparados ao SRPIN340, mostrando, deste
modo, melhor eficdcia redutora. Contudo, sdo necessdrios estudos futuros para elucidar o
motivo de alguns andlogos terem mostrado também eficicia de reducdo de viabilidade celular
em células ndo tumorais.

A metéstase é um processo de multiplas etapas, destacando entre estas a capacidade

migratéria de células cancerigenas. Essa habilidade exerce significativa influéncia na
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disseminacdo e espalhamento de células tumorais para locais distantes do tumor primdrio
(HUNTER; CRAWFORD; ALSARRAJ, 2008; van ZIJL; KRUPITZA; MIKULITS, 2011).
De fato, é cada vez mais reconhecido que o controle da migracdo de células de cancer ¢ um
acentuado problema no tratamento de tumores, € que o processo de motilidade celular pode
fornecer novos alvos para a terapia do cancer, onde inibidores apropriados podem atuar
restringindo a migracdo celular e metastase (ECCLES; BOX; COURT, 2005; KARAKUS et
al., 2018). E o caso de SRPKI, um alvo que estd implicado na migragdo de células de
carcinoma (LI, Z.R. et al., 2019; YI et al., 2018). Nessa linha, a presente investigacdo
analisou se um composto andlogo ao SRPIN340, denominado MR48, poderia exercer
influéncia na migracdo de células de cancer de mama 4T1. Conforme mostrado (Figura 16), o
composto MR48, em concentracdo inferior ao valor de IC50, foi capaz de reduzir
significativamente a migracao de células malignas mamarias. Esse resultado vai de encontro a
outros obtidos por estudos que utilizaram diferentes compostos inibidores de SRPKs andlogos
ao SRPIN340, onde foram capazes de reduzir o processo migratério de células de melanoma
(MOREIRA et al., 2018).

O crescimento de coldnias metastiticas representa a fase final e mais mortal na
progressdo maligna de um céncer, nesta etapa ocorre a colonizacio de locais distantes do
tumor primério (LAMBERT; PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2017; SUHAIL et al., 2019).
Genericamente, nesse estdgio as células tumorais que migraram do tumor primario e se
direcionaram a Orgdos distantes e adjacentes conseguem sobreviver nestes novos
microambientes, estabelecendo nichos (colonias) de células metastéticas via proliferacdo de
células iniciadoras de metastases (MASSAGUE; OBENAUF, 2016). SRPK1 ja se mostrou
como um facilitador na habilidade de células tumorais formarem colonias (LI, Y. et al., 2019;
ODUNSI et al., 2012). Nesse ambito, foi avaliado se o composto MR48 anélogo ao inibidor
de SRPKs SRPIN340 seria capaz de interferir na habilidade de formagdo de colOnias de
células de cancer de mama 4T1. Os dados mostram que MR48 foi capaz de reduzir
significativamente a formacdo de colonias em células de cincer de mama metastético (figura
17), em concentracdo inferior ao IC50. Esse achado vai de encontro a outros estudos
utilizando andlogos ao SRPIN340, que também se mostraram eficazes em reduzir a
capacidade clonogénica em células de melanoma (MOREIRA et al., 2018).

Foi demonstrado que MR48, em concentracdo abaixo do IC50, € capaz de atuar contra
processos de metdstase in vitro. No entanto, duas concentracoes do composto ndo exerceram
efeitos considerdaveis em células tumorais 4T1 no contexto metastatico (Figuras 16 e 17). Isso

pode estar relacionado as caracteristicas fenotipicas dessas células, ja que as 4T1 apresentam
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alta agressividade tumoral devido ao seu padrdo genético, que resulta em alto nivel de
migracdo e proliferacio (MAZZUCCHELLI et al., 2017). Apesar disso, embora duas
concentracoes inferiores ao valor de IC50 nao tenham exercido efeitos considerdaveis em
fenétipos metastaticos, uma foi significativamente eficaz. Portanto, mostra-se que SRPKs,
com destaque para SRPK1, é um alvo atrativo no contexto do carcinoma mamaério metastatico
e que MR48 foi capaz de atuar positivamente contra fendtipos de metdastase.

A expressao elevada e atividade de SRPK1 € causa de desfechos ndo favordveis em
cancer de mama, como metdstases, mau progndstico clinico, fuga da apoptose celular,
resisténcia a tratamentos anticancer, recorréncia da doenca, além de menor sobrevida (LI et
al., 2014; LIN et al., 2014; MALVI et al., 2020; van ROOSMALEN et al., 2015; WANG et
al., 2020). Isso esté relacionado a desregulagdo de eventos de splicing alternativo em células
de cancer que superexpressam SRPKI1, o que contribui com a geracdo de proteinas com
atividades bioldgicas pré-tumorais (BELALI et al., 2020; DA SILVA et al., 2015; HAYES;
CARRIGAN; MILLER, 2007; KURIMCHAK et al., 2020). Nesse contexto, tendo essa
quinase como alvo, os resultados do presente estudo mostram que o composto MR48 foi
capaz de atrapalhar a atividade de SRPK1 em células 4T1 de cancer de mama metastatico,
onde houve maior acimulo citoplasmatico de SRPK1 (figura 18), o que aponta que este
composto foi capaz de alterar o trafego dessa quinase para o nucleo celular. Esse resultado vai
de encontro a outros de estudos anteriores que utilizaram inibidores de SRPKSs inspirados no
SRPIN340, onde obtiveram resultados favordveis na acao inibitéria de SRPKs em melanoma
e leucemia (MOREIRA et al., 2018; SIQUEIRA et al., 2017).

Na atualidade, diversos tratamentos potenciais contra cancer de mama, como OS
tratamentos combinados, vém tomando significativas propor¢des devido as possibilidades de
prolongamento da sobrevida de pacientes (FISUSI; AKALA, 2019). Assim, no cenario da
busca por terapéuticos promissores contra o cancer, os estudos pré-clinicos em modelos
experimentais sao relevantes, constituindo a base dos estdgios iniciais para o desenvolvimento
e triagem de possiveis drogas com agdo anticancerigenas. A titulo de exemplo, os modelos
experimentais murinos podem ser bons preditivos de respostas a drogas anticancer bem como
de resisténcias que sdo observadas na clinica (HERTER-SPRIE; KUNG; WONG, 2013; PAN
et al., 2020). Nesse ambiente, visamos estabelecer o modelo murino 4T1 de cancer de mama
mestastatico.

J4 € bem documentado que o modelo 4T1 de cancer de mama metastatico € relevante
por possuir diversas caracteristicas bioldgicas semelhantes a doenca, tornando assim um

modelo animal experimental adequado para cancer de mama humano (PULASKI;
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OSTRAND-ROSENBERG, 2001). Diversos estudos abordando esse modelo utilizaram
diferentes densidades celulares de 4T1, como 10* e 10°, para inducdo da doenca obtendo
resultados satisfatorios (LI er al., 2007; WENZEL; ZEISIG; FICHTNER, 2010).

Nessa luz, realizamos experimentos pilotos a fim de determinar a densidade ideal de
células 4T1 necessdria para estabelecer o modelo murino 4T1 de cancer de mama metastético.
Para tal, em um primeiro momento, inoculamos densidades celulares 4T1 de 1x10* e 2x10*
nas glandulas mamadrias dos animais em suspensdes de 50 uL. de meio RPMI isento de soro
(PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG, 2001). Todavia, essas densidades de células ndo
foram capazes de desencadear nédulos tumorais palpaveis.

Em um segundo momento, aumentamos as densidades celulares para 1x10°, 2x10° e
4x10° e inoculamos estas densidades em suspensdes de 100 uL de meio RPMI isento de soro
nas glandulas mamarias dos animais (YANG; ZHANG; HUANG, 2012). Nessas densidades e
suspensodes houve um timido desenvolvimento tumoral.

Importante destacar que ambas densidades celulares, apds inoculadas, ndo resultaram
na perda de peso corporal (g) em nenhum grupo (tabela 2; tabela 3), mostrando que a saide
dos animais ndo foi afetada e que os procedimentos experimentais ndo resultaram em estresse
(LEE et al., 2012).

Nesta investigacdo, ocorreram diferengas significativas entre as massas relativa e
absoluta do grupo 1x10° em relagio ao controle (tabela 3). Estudos reportam que essas
diferengas podem estar relacionadas a metastases (GEBREMESKEL et al., 2015;
NAKAMURA et al., 1999), contudo nesta pesquisa esta hipdtese foi descartada. A diferencga
significativa no presente trabalho nio estd relacionada ao aumento do peso do bago dos
animais do grupo 1x10° em relagfio ao controle. A saber, o aumento da progressio tumoral em
4T1 tem como desfecho a esplenomegalia, por isto o baco dos animais tende a ter maior
volume, implicando consequentemente na elevacdo de peso do 6rgdo conforme a doenca
progride (STEENBRUGGE et al., 2019). Isso ndo ocorreu neste trabalho, onde o valor das
massas absoluta e relativa do baco do grupo 1x10° foi menor quando comparado ao controle
(tabela 3). Por conta disso, a possibilidade de metastase e progressao tumoral de doenga 4T1
foi desconsiderada.

Nossos resultados mostram que, na densidade 10* de células 4T1, ndo houve
desenvolvimento tumoral. Na densidade celular 10°, embora os valores de percentual de
incidéncia tumoral e de animais apresentando tumores palpdveis tenham variado (tabela 4),
bem como os volumes tumorais (figura 19), houve rejeicdo completa de tumores (tabela 4).

Isso sugere que as células inoculadas nos animais levaram a imunogenicidade ndo intencional.
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Considerando que a resposta imunolégica adaptativa em modelos de roedores ja € evidente ao
longo de 15 dias e que apresentam aumentos constantes nos dias posteriores (FANELLI et al.,
2017), infere-se que houve uma atuacdo crescente das respostas imunoldgicas adaptativas
contra as diferentes densidades de células 4T1 ao longo do tempo, ja que a rejeicao tumoral
dos animais no grupo de maior densidade celular 4x10° ocorreu mais tardiamente quando
comparada com os demais grupos (tabela 4). Em resumo, os resultados apontam que
possivelmente o crescimento tumoral foi restringido pelas a¢des do sistema imunolégico
adaptativo dos animais, que ja se mostrou capaz de atuar contra tumores (KRALL et al.,
2018).

Tomados na totalidade, os dados da presente pesquisa expdem que o composto MR48
andlogo ao inibidor de SRPKs SRPIN340 levou a um maior efeito citotoxico contra diferentes
linhagens células tumorais, incluindo as mamadrias. Além disso, MR48 apresentou efeitos
antimetastdticos e supressores de SRPK1 intracelularmente em células malignas de cancer de
mama. Além do mais, no que tange a0 modelo murino 4T1, os animais ndo geraram tumores
de forma satisfatoria, possivelmente por terem apresentado uma resposta imune contra as
células 4T1 inoculadas, que podem ter desencadeado imunogenicidade nao intencional no

nosso modelo.

7 CONCLUSOES

Os dados mostram que compostos MR apresentou atividade citotoxica
significativamente superior ao SRPIN340 contra células cancerigenas. Além disso, a fim de
determinar a capacidade em reduzir pela metade a viabilidade celular de células tumorais
mamarias metastaticas 4T1 e ndo tumorais VERO, seis compostos MR e SRPIN340 foram
selecionados, onde o composto MR48 apresentou os melhores resultados, tendo maior
capacidade em diminuir pela metade a viabilidade celular de 4T1 e menor capacidade em
VERO. Esse composto foi selecionado para ensaios posteriores e apresentou efeitos
antimetastdticos e eventualmente inibitérios de SRPK1 intracelularmente.

No estudo piloto, a tentativa em estabelecer o modelo de cancer de mama murino
metastitico 4T1, mesmo apds inoculacdes de diferentes densidades celulares 4T1, ndo foi
possivel. Os tumores foram totalmente rejeitados pelos animais, apesar de um timido aumento
no volume tumoral na densidade celular 10°. Nossa especulacio é que essas células levaram a
imunogenicidade ndo intencional no nosso modelo animal imunocompetente. Outros estudos

podem ser feitos visando esclarecer as questdes abertas nesta presente investigagao.



61

PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste estudo, o composto MR48 mostrou potencial contra fendtipos metastéticos,
além de atrapalhar o trdfego de SRPK1. Para melhor concretizar sua atuagdo antimetastatica,
futuros experimentos como o de invasao podem ser feitos. SRPK1 atua fosforilando proteinas
SR, dessa forma, para melhor avaliar a possivel inibicdo dessa quinase por MR48, sugere-se
que sejam realizados futuros estudos avaliando o estado de fosforilagao de SR quando células
sdo tratadas com o composto.

EGF ¢é um fator de crescimento que estimula a autofosforilagdo e translocacdo de
SRPK (ZHOU et al., 2012), por isso, posteriores experimentos tratando células com esse fator
em conjunto com MR48, poderia trazer mais insight sobre o potencial dessa molécula em
atrapalhar a atividade de SRPKs.

Embora estudos ja tenham relatado que inoculagdes de altas densidades de células 4T1
geram tumores de rdpido crescimento, porém com risco de baixa taxa de obten¢do metastitica
(GREGORIO et al., 2016), outros trazem como resultados o oposto, onde altas densidades
celulares de 4T1, como as de 10°, quando inoculadas resultam em tumores consideraveis bem
como taxa metastatica (YANG; ZHANG; HUANG, 2012). No nosso estudo, densidades
celulares de 10* ndo foram capazes de formar tumores, além de que, densidades 103
acarretaram em tumores timidos e que foram rejeitados pelos animais. Portanto, sugere-se a
alternativa de inocular maiores densidades celulares de 4T1, como as de 10° ou 107, ji que ha
estudos mostrando que estas densidades sdo capazes de causar tumores e metdstases
(SAMANT et al., 2006; TAO et al., 2008).

No presente estudo, os animais foram capazes de rejeitar as células tumorais devida a
uma suposta imunogenicidade ndo intencional. Assim sendo, uma alternativa é realizar a
imunossupressao dos animais a fim de evitar esse possivel desfecho ndo programado.

Essas sugestdes podem ser levadas em conta para futuros experimentos que visem

padronizar o modelo de cancer de mama murino 4T1.
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ANEXO A - CERTIFICADO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA PARA USO
DE ANIMAIS

CERTIFICADO

A Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que o processo n°
5342021, mttulado “Efeito antimetastitico de compostos inibidores de SEPK no modelo
de cincer de mama murine 471", coordenado pele professor Gustave Costa Bressan do
Departamento de Bioquimica e Biclogia Molecular, estd de acordo com a Legislagio vigente
(Lei N° 11.794, de 08 de outubro de 2008), as Fesclugdes Normativas editadas pelo
CONCEAMCTIC. a DBCA (Diretriz Brasileira de Prafica para o Cuidado e a Utilizaco de
Ammais para Fins Cientificos e Didatices) e as Direfrizes da Prafica de Eutandsia preconizadas
pelo CONCEAMCTIC, portante sendo aprovado por esta Comissiio em 23/00/2021, com

validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committes in Animal Use/UFV certify that the process number 542021,
named “Antimetastatic effect of SRPK inhibitor compounds in the 4T1 murine breast
cancer model”, 1s in agreement with the a actual Brazihian legislation { Lei N® 11.794, 2008,
Nommative Resolutions edited by CONCEAMCTIC, the DBCA (Brazilian Prachice Guideline
for the Care and Use of Animals for Scientific and the Guidelines of Practice the Euthanasia
recommended by CONCEAMCTIC therefore bemng approved by the Committes on
September 23, 2021 valid for 12 months.
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