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RESUMO

SOUZA, Juliana Regina Ribeiro, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2020. Relacao funcional entre Serine arginine protein kinase 2 (SRPK2) e
Thymosin beta 4 (TB4) em melanoma metastatico murino. Orientador: Gustavo
Costa Brassan. Coorientadores: Abelardo Silva Junior e Juliana Lopes Rangel Fietto.

O presente trabalho buscou estudar in vitro e in vivo a relagéo funcional em modelo
de melanoma metastatico murino (células B16F10) entre serine arginine protein
kinases (SRPKs), que estdo ligadas a regulacao do splicing do pré-mRNA pela
fosforilacdo de proteinas SR e sdo encontradas superexpressas em diferentes
tumores, incluindo melanoma, e Thymosin Beta 4 (Tp4), um peptideo sequestrador de
actina de 4,9-kDa e 43 aminoacidos que desempenha papel na motilidade celular, na
transicao epitélio-mesenquimal (EMT) e em outras multiplas atividades biol6gicas,
como cicatrizacao de feridas, crescimento capilar, inibicdo da apoptose e metastase
tumoral. Observamos que utilizando SRPIN340 e T4 (juntos e separadamente), ha
diferenca na proliferagdo celular, no modo de migracao celular e na formagéo de
colénias, ensaios estes que apresentam o SRPIN340 com resultados reduzidos em
comparacao ao controle, o Tp4 aumentados e os dois conjugados tendendo a ter um
comportamento intermediario, sugerindo que dividem uma relagao funcional. Também
ha diferenca no padrdo de fosforilagdo de proteinas SR (através de ensaio de
imunofluorescéncia), e modificacbes fenotipicas da actina, possivelmente
relacionadas com sequestro de AKT e de G-actina. Visto isso, entender a atuacao das
SRPKs em interagdes, como a com o TPB4, pode levar ao desenvolvimento de

estratégias terapéuticas contra tumores, principalmente metastaticos.

Palavras-chave: SRPKs. T34. Melanoma.



ABSTRACT

SOUZA, Juliana Regina Ribeiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2020. Functional relationship between serine arginine protein kinase 2 (SRPK2)
and thymosin beta 4 (TB4) in murine metastatic melanoma. Adviser: Gustavo
Costa Brassan. Co-advisers: Abelardo Silva Junior and Juliana Lopes Rangel Fietto.

The present work sought to study in vitro and in vivo the functional relationship in a
model of murine metastatic melanoma (B16F10 cells) between serine arginine protein
kinases (SRPKs), that are related to the regulation of pre-mRNA splicing by the SR
proteins phosphorylation and are found to be overexpressed in different tumors,
including melanoma and Thymosin Beta 4 (Tp4), an actin-hijacker peptide of 4,9-kDa
and 43 amino acids that operates in cell motility, in the epithelial-mesenchymal
transition (EMT) and in other multiple biological activities, such as wound healing, hair
growth, apoptosis inhibition and tumor metastasis. We observed that using SRPIN340
and Tp4 (together and separately), there is a difference in cell proliferation, in the cell
migration mode and in the colonies formation, these trials present the SRPIN340 with
reduced results in comparison with the control group, the T4 increased and the two
of them combined tending to have an intermediate behavior, suggesting that they
share a functional relation. There is also a difference in the SR proteins
phosphorylation pattern (through immunofluorescence assay), and actin phenotypic
modifications, possibly related to AKT and G-actin hijack. Given this, understanding
the role of SRPKs in interactions, such as that with TB4, can lead to the development
of therapeutic strategies against tumors, especially metastatic.

Keywords: SRPK2. T4. Melanoma.
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1. INTRODUCAO

Eventos de splicing anormais podem gerar variantes que contribuem para o
desenvolvimento de diversos tipos de cancer, uma vez que alteragcdes no padrao do
splicing alternativo podem fazer com que as células cancerigenas produzam
isoformas que beneficiem o seu desenvolvimento, como o aumento da proliferagéo
celular, crescimento do tumor, aumento da invasividade e a capacidade de formacgao
de metastases (BRINKMAN, 2004). As Serine arginine protein kinases (SRPKs
regulam o splicing do pré-mRNA pela fosforilacao de regides ricas em serina e arginina
presentes nas proteinas SR, uma importante familia de fatores de splicing (XIAO e
MANLEY, 1997).

As SRPKs tém sido observadas com expressao elevada em diferentes tipos de
cancer, incluindo melanoma (HAYES et al,2007; JANG et al,2008; ROOSMALEN et
al., 2015; WANG et al., 2016), o que as tornam potenciais alvos terapéuticos. Visando
aprofundar o conhecimento sobre os mecanismos moleculares relacionados a acao
das SRPKs em cancer, nosso grupo de pesquisa previamente realizou triagens de
duplo hibrido em leveduras que apontaram o peptideo Timosina 4 (TB4) como
potencial parceiro de interagdo de SRPK2 (MELLO, 2014). T4 é um peptideo que
regula a dindmica da actina em células de mamiferos e tem sido também encontrado
em diferentes tipos de cancer, onde regula eventos celulares relevantes como
migragao, invasao, sobrevivéncia celular, ativagdo de células-tronco além de
proliferacao e metastase (MANNHERZ e HANNAPPEL, 2009; PIAO et al., 2014).

A metéstase tumoral € um processo de varias etapas que envolve migracao e
invasdo de células tumorais, angiogénese e crescimento de células tumorais
metastaticas. Os resultados de varios estudos sugerem que a expressao da T34 pode
ser importante nas metastases tumorais (CHA, 2003; PIAO et al, 2014), assim como
as SRPKs (VAN ROOSMALEN et al., 2015; BULLOCK et al., 2016; ZHOU et al.,2018).

Como essas duas moléculas também foram encontradas alteradas em
melanoma (MOREIRA et al, 2018; MORITA, HAYASHI, 2018); hipotetizamos que a
relacdo funcional entre elas pudesse levar a uma melhor compreensdo das
caracteristicas moleculares do melanoma metastatico. Com isso, o objetivo deste
trabalho foi obter pistas para o papel da interagdo SRPK2-T34 no crescimento tumoral

e processo metastatico em modelo murinho de melanoma.


file:///C:/Users/JBOS/Desktop/Dissertação/Cópia%20de%20Relatorio%20da%20Qualificação%20Gabriela%20Alves.docx%23_ENREF_123
file:///C:/Users/JBOS/Desktop/Dissertação/Cópia%20de%20Relatorio%20da%20Qualificação%20Gabriela%20Alves.docx%23_ENREF_14
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2. REVISAO BIBIOGRAFICA

2.1. CANCER E MELANOMA

O céancer € a segunda principal causa de morte no mundo, representando cerca
de 9,6 milhdes de mortes, ou uma em cada seis mortes, em 2018 (WHO, 2019). A
caracteristica mais fundamental das células cancerigenas envolve sua capacidade de
sustentar a proliferacao crénica. Os tecidos normais controlam a producéo e liberacao
de sinais de promoc¢ao do crescimento que instruem a entrada e a progressao através
do ciclo de crescimento e divisdo celular, garantindo assim uma homeostase do
namero de células e a manutencao da arquitetura e fungdo normais dos tecidos. As
células cancerigenas, ao desregular esses sinais, tornam-se mestres de seus proprios

destinos (Hanahan e Weinberg, 2011) (Figura 1).

Como surge o cancer?

) l‘ ._ @l ‘ -.- A

\\ (i' !(\\X) 5 :' '°‘°

c.o
.'.\\K" ()

,\\ )RS .'."’-'.::; Y

Multiplicacéo Actmulo de Tumor

descontrolada de células cancerosas
células alteradas

(INCA

Figura 1: Surgimento do Cancer. multiplicagdo descontrolada e irreversivel das células
alteradas (INCA, 2020).

Melanoma € um tipo de cancer que se desenvolve nas células responsaveis pela
pigmentagdo da pele, chamadas de melandcitos. Trata-se de uma lesdo maligna
potencialmente grave, que pode surgir na pele, nas membranas mucosas, nos olhos
e no sistema nervoso central, com grande risco de produzir metastases e com altas
taxas de mortalidade nos estagios mais avangados (LIU, 2015). De acordo com a “Skin
Cancer Foundation”, no mundo, um em cada trés tipos de cancer diagnosticados € de
pele, dos quais 4% constitui casos de melanoma. Estes, apresentam tratamento
potencialmente eficiente quando tratados no estagio primario (WHO, 2019). Segundo
o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2019), no Brasil, o cancer de pele € o mais
frequente e corresponda a cerca de 30% de todos os tumores malignos registrados
no pais, mas o melanoma representa apenas 3% das neoplasias malignas do 6rgao.


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/homeostasis
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Devido ao grande risco de desenvolver metastase, 0 melanoma apresenta altas
taxas de mortalidade, sendo responséavel por 80% das mortes relacionadas ao cancer
de pele (MILLER E MIHM, 2006). Embora o melanoma cutédneo primario possa ser
tratado por cirurgia, 0 melanoma metastatico avancado nao pode ser tratado apenas
por cirurgia e, portanto, requer melhores abordagens terapéuticas (LIU, 2015).

O melanoma, assim como outros tipos de tumores, surge a partir da desregulagao
de vias de sinalizagdo criticas que controlam a proliferacdo, migracdo, invasao,
adesao e morte celular (HANAHAN E WEINBERG, 2011). Somado as vias de
sinalizacdo, o microambiente contribui para a progressao tumoral uma vez que ele é
constituido de componentes importantes para a sustentacdo do tumor, tais como
células imunes, mediadores inflamatoérios, citocinas, fatores de crescimento e
metaloproteinases (MMps) (GUAN et al, 2015, HANAHAN E WEINBERG, 2011)
(Figura 2).

{ Célula tronco cancerigena (CSC) l

Fibroblasto associado ao
cancer (CAF)

Célula Cancerigena (CC) ‘

PO ‘
; @ . .
f céta it

Células estaminais e
progenitoras do estroma
local derivadas da medula

00006

Nucleo do microambiente Microambiente Microambiente
do tumor primdério tumoral invasivo tumoral metastético

Figura 2: Microambiente do melanoma. O estabelecimento e progressdo do melanoma
ocorre devido a desregulacdo de vias de sinalizagdo somados aos fatores presentes no
microambiente tumoral, como citocinas, células do sistema imune, mediadores inflamatérios,
metaloproteinases e fatores de crescimento (Adaptado de Hanahan e Weinberg, 2011).

Dentro do microambiente epitelial do cancer, as quimiocinas e seus receptores
podem influenciar o infiltrado inflamatério (com presenga de mediadores inflamatérios,

incluindo fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6)
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e 6xido nitrico (NO), promover ou inibir a angiogénese, modificar o crescimento e a
sobrevivéncia das células tumorais e desempenhar um papel na disseminacao
metastatica (WILSON E BALKWILL, 2002). Uma alteracdo oncogénica atrai a
circulagdo periférica do tumor os mondcitos, neutréfilos e linfocitos que ajudardo a
promover o desenvolvimento de tumores, resultando na ativacdo de fatores de
transcri¢ao, principalmente fator nuclear kB (NF-kB), transdutor de sinal e ativador da
transcricdo 3 (STAT3) e fator indutivel por hipoxia 1a (HIF1a) nas células tumorais.
Esses fatores de transcricdo coordenam a producdo de mediadores inflamatorios,
incluindo citocinas e quimiocinas, bem como a producéo de ciclo-oxigenase 2 (COX2)
e prostaglandinas e recrutam e ativam varios leucocitos, fazendo com que a
inflamacao fumegante relacionada ao cancer tenha efeitos promotores de tumores
(MANTOVANI et al., 2008). Com isso, o microambiente tumoral também tem um papel

relevante no desenvolvimento e metastase do melanoma (PASSARELLI et al.,2017).

2.2. SRPKS: Splicing e proteinas SR

As serine arginine protein kinases (SPRKs) constituem uma subfamilia de
serina-treonina quinases que fosforilam especificamente residuos de serina que
residem em motivos dipeptidicos de serina-arginina/arginina-serina, notadamente
presentes em fatores reguladores de splicing conhecidos como proteinas SR
(GIANNAKOUROS et al, 2011). AS SRPKs possuem um dominio catalitico de
aproximadamente 290 aminoacidos dividido em 2 I6bulos, N-terminal e C-terminal, por
uma regido espacadora estruturalmente desordenada e pouco conservada
(KUROYANAGI et al, 1998) (Figura 3).

mSRPK 1 (648 aa)

RB RB

u Dominio Cinase I Dominio Cinase

mSRPK?2 (681 aa)

Rico em P RB

[I Dominio Cinase l DA ‘Dominio Cinase

Figura 3: Representagédo esquematica da estrutura primaria das proteinas SRPK1 e SRPK2.
RB: regiao basica; DA: Dominio Acido; P: Prolina. (Adaptado Kuroyanagi et al, 1998)
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Cada membro da familia de SRPKs possui seu proprio dominio espagador, com
tamanho e sequéncia de aminoacidos determinados, além de possivelmente estarem
relacionados com uma funcao especifica (GIANNAKOUROS et al., 2011). O dominio
espacador pode ser considerado um efetor em resposta a determinados sinais que
controlam a distribuicdo celular das SRPKs. A localizagdo principalmente
citoplasmatica das SRPKs é mantida através de interagbes entre seu dominio
espacador e membros especificos da familia de chaperonas moleculares. Entretanto,
estas cinases podem ser translocadas para o nucleo em resposta a determinados
sinais (ZHONG et al., 2009).

Em mamiferos, a familia de SRPK é constituida por trés membros: SRPK1,
SRPK2 e SRPK3. Esses membros sdo expressos de forma diferente nos tecidos.
SRPK1 ocorre na maioria dos tipos celulares e tecidos, como nos testiculos e
pancreas, a SRPK2 é mais elevada no cérebro (WANG et al., 1998), enquanto que a
SRPK3 é expressa nas células musculares esqueléticas e coracao (NAKAGAWA et
al., 2005). Em suas células, o splicing do pré-mRNA ocorre em um grande complexo
dindmico de ribonucleoproteinas conhecido como spliceossomo que é composto pelos
fatores de splicing e pelos pequenos RNAs nucleares (snRNP) U1, U2, U4, U5 e U6,

formados por um pequeno RNA estavel ligado a proteinas (Query,2009) (Figura 4).

@ LS
o ‘f’a‘ Aj mRNA
—_———\T Uo

xE e
E@@

Figura 4: Etapas de formacao do spliceossomo e edicdo do RNAm. O pré-RNAm é formado
por regides codificantes (exons) e ndo codificantes (introns), que precisam ser editadas pelo
spliceossomo. O componente U1 do spliceossomo se liga ao RNA que sera editado e
posteriormente, as subunidades remanescentes - U2, U4, U5 e U6 — interagem com o
complexo RNA-U1. U1 e U4 deixam o complexo, ativando a catalise mediada pelo
spliceossomo e o splicing do RNA. Finalmente, o spliceossomo remove o intron e une os
exons, deixando o RNAm pronto para ser traduzido. (Query,2009)

Essa maquinaria complexa € capaz de reconhecer elementos na sequéncia no
pre-mRNA que definem os limites dos introns e promover a excisdo precisa dos
mesmos (JURICA e MOORE, 2003). A interacédo entre o pré-mRNA e os snRNPs
durante a montagem do spliceossomo permite a selecdo dos sitios de splicing e
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estabelece um core catalitico para que possa ocorrer a reagdo de splicing no
spliceossomo (WANG et al, 1998). A maioria dessas interacoes é mediada pelos
fatores de splicing ndo-snRNPs, sendo que os melhores caracterizados pertencem a
superfamilia de fatores de splicing contendo dominios ricos em serina/arginina, as
proteinas SR (FU, 1995).

A familia de proteinas SR, reguladoras de splicing, é altamente conservada e
caracteriza-se pela presenca de um ou dois motivos de reconhecimento de RNA em
sua regido aminoterminal, um dominio rico em aminoacidos serina e arginina (SR) em
sua extremidade carboxiterminal e outros dominios SR ao longo da cadeia
polipeptidica. Os motivos de reconhecimento de RNA s&o responsaveis pela ligagéo
da proteina ao RNA, enquanto os dominios SR estdo envolvidos em diversas
interacdes proteina-proteina importantes durante a montagem do spliceossomo
(WANG et al.,, 1998). A localizagc&o destas proteinas, € predominantemente nuclear,
mas quando ndo estdo envolvidas no processo de transcricdo ou de splicing, as
proteinas SR residem nos speckles nucleares, os quais sao subdivisdes no nucleo
que armazenam os fatores de splicing (JANG et al, 2008). Ao serem fosforiladas em
suas serinas, as proteinas SR saem dos speckles e vao para o nucleoplasma onde
interagem com o pré-mRNA nascente. O balanco entre fosforilagéo e desfosforilagao
promove a escolha correta do sitio de splicing e posteriormente a catélise do processo
(SHEPARD E HERTEL, 2009) (Figura 5).
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Figura 5: Regulacao e fungdo de SRPK na maturagédo de mRNA (Giannakouros et al, 2011).
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2.3. SRPKS: Vias de sinalizacao e cancer
As SRPKs possuem papel essencial na importagdo nuclear de proteinas SR
recém-sintetizadas, pois este transporte ocorre de forma dependente de fosforilagcéo,
que na presencga de um estimulo, como EGF, as SRPKs podem ser translocadas do
citoplasma para o nucleo e participarem da regulagcéo dos niveis de fosforilacao das
proteinas SR em diferentes fases do splicing (DING et al., 2006; ZHONG et al., 2009).
Apés o estimulo por EGF, ocorre a interacao entre SRPK1 e AKT, que, além
de ser importante em diversas vias de sinalizacao, incluindo migracéao, diferenciacao,
proliferacdo e sobrevivéncia celular (MANNING E CANTLEY, 2007), induz a
autofosforilagdo de SRPK1, havendo modificagdes na interagcdo com chaperonas
moleculares e permitindo sua translocacéo para o nucleo (ZHOU et al., 2012). As
chaperonas Hsp70 ancoram as cinases de splicing no citoplasma, e os complexos
Hsp90 facilitam a translocagcdo das SRPKs para o nucleo (ZHOU E FU, 2013).
As SRPKs sao consideradas transdutores centrais na via de sinalizacdo de
EGF e nos niveis de splicing alternativo, sugerindo que o eixo AKT-SRPK-SR constitui
o ramo central na transducao de sinal de EGF para regular o programa de splicing no
nucleo (ZHOU et al., 2012) (Figura 6).
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Figura 6: Resumo da sinalizacdo do EGF através do eixo Akt-SRPK-SR para regular o
processamento alternativo no nucleo.A Hsp70 é responsavel por inibir a importacao nuclear
das quinases de processamento, a Hsp90 elimina a Hsp70 para facilitar a importagdo nuclear
e as funcbes 14-3-3 para evitar a acumulagao excessiva das quinases de processamento no
nucleo (Zhou et al, 2012).



19

O splicing alternativo de pré-mRNA é responsavel pela producdo de varios
mRNAs maduros a partir de um Unico gene, capazes de atuar em diferentes processos
celulares. Eventos de splicing anormais, como perda de fidelidade, variagdo do
processo de juncdo, mudanga controlada para alternativas de juncao especificas,
podem ocorrer durante a progressdao do tumor e podem desempenhar um papel
importante na carcinogénese, ja que as células cancerigenas podem produzir
isoformas que beneficiam o seu desenvolvimento, como o aumento da proliferacéo
celular e crescimento do tumor, aumento da invasividade e a capacidade de formacao
de metastase. Isso ocorre porque 0s genes normalmente afetados pelas alteragbes
no padrao de splicing codificam proteinas envolvidas no controle do ciclo celular,
proliferacao, diferenciacao, vias de transducéao de sinais, morte celular e angiogénese
(BRINKMAN, 2004).

Segundo diversos estudos, ha uma elevada expressdo de SRPKs em
diferentes tipos de cancer. Altos niveis de expressdo de SRPK1 foram observados em
carcinomas de pancreas, de mama e de colon (HAYES et al., 2007), gliomas (CHANG
et al.,, 2015), carcinoma e adenocarcinoma de pulmao (GOUT et al., 2012; GONG et
al., 2016), carcinoma hepatocelular (ZHOU et al., 2013) e préstata (BULLOCK et al.,
2016). O desequilibrio na expressdo de SRPK1 promove o cancer, pois tanto o
aumento quanto a diminuicdo dos niveis de expressdo dessas cinases contribuem
para o desenvolvimento do tumor (WANG et al., 2014). O aumento da expressao de
SRPK2 foi observado em leucemia (JANG et al., 2008), carcinoma das células nao-
pequenas do pulmao (GOUT et al., 2012) e cancer de célon (WANG et al., 2016).
Além disso, a inibicdo de SRPKs através da utilizagdo do inibidor farmacol6gico
SRPIN340, apresentou efeitos anti-leucemia (SIQUEIRA et al., 2015).

No contexto de migracao celular, Wang e colaboradores 2016, mostram que o
aumento das SRPK2 em células de cancer de cdlon esta diretamente ligado com o
aumento do crescimento, migracdo e tumorogénese. Ao realizarem um Knockdown
de SRPK2, observam o efeito inverso, comprovando a relacdo de SRPK2 nos
processos de crescimento e migracao de células de cancer de célon. A migracao das
células tumorais € importante para a disseminacao do cancer no organismo a partir
do tumor primario. A invasao das células cancerigenas entre os tecidos vizinhos e a
formacao de metastase em 6rgaos distantes € uma das principais causas de morte
relacionadas ao céancer. Esse processo complexo € caracterizado por
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remodelamentos na matriz extracelular e no citoesqueleto, bem como pela
reorganizacao dinamica da adesao entre células vizinhas e com os tecidos conectivos
subjacentes (adesodes focais) (ROOSMALEN et al., 2015). (Figura 7)

Primary tumour

Endothelial cell
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Figura 7: Esquema demonstrando a metastase. As células reduzem a adeséo as células
vizinhas e migram para os vasos. Na corrente sanguinea as células podem burlar o
mecanismo de defesa do sistema imune. Ao sair da corrente sanguinea ocorre a retracao das
células endoteliais ou morte. (Schroeder et al., 2012).

Outra importante observacao, € que a SRPK1 contribui para a regulacdo do
splicing alternativo de Rac1b, uma pequena GTPase que promove progressao do ciclo
celular e sobrevivéncia via sinalizagao de NFkB. A expressao de Rac1b é elevada em
tumores de colon e esta correlacionada com o baixo progndstico para os pacientes
(MATOS et al., 2016). A expressao de Rac1b ocorre pelo aumento da inclusédo do
exon 3 promovido por SRSF1, que se transloca para o nucleo de forma dependente
de fosforilacao induzida por SRPK1. A deple¢cdo de SRPK1 em células de cancer de
cblon previne o transporte nuclear de SRSF1 além de induzir sua degradacao,
limitando sua habilidade de controlar o splicing de Rac1b (GONCALVES et al., 2014)
(Figura 8).
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Figura 8: A) Splicing alternativo regulado positivamente por proteinas SR. B) EGF ativando
SRPK1-2 induzindo o splicing de Racla

Ja as SRPK2, além da sua atuacao principal na fosforilagcao das proteinas SR,
ja foram relatadas com outras fung¢des independentes da regulagédo do splicing com
importancia na progresséao do ciclo celular e apoptose (JANG et al., 2009). A atuagéo
nesses processos indica que SRPK2 poderia agir também no desenvolvimento do
cancer (WANG et al., 2016).

Cada tipo de céancer pode ativar diferentes vias de sinalizacdo downstream
pelas SRPKs e causar a alteracédo de varios processos celulares. Os diversos papéis
das SRPKs nestes processos podem ser mediados pela fosforilacao de diferentes
proteinas SR tecido-especificas ou célula-especificas, dependendo do tumor
(BULLOCK, OLTEAN, 2017). Observando as ultimas descobertas sobre as diferentes
fungcdes das SRPKs fica evidente a necessidade de estudos que visem elucidar os
mecanismos moleculares de atuagdo das SRPKs nas vias de sinalizacao, splicing do
pré-mRNA, além de outros processos celulares, sobretudo relacionados ao
desenvolvimento do céncer e formacdao de metastase. Sendo assim, novas
descobertas poderao ser feitas sobre o papel oncogénico das SRPKs, permitindo que
essas cinases sirvam como potenciais biomarcadores além de poderem ser vistas

como alvos terapéuticos atraentes contra o cancer.

2.4. SRPKS: inibicao com SRPIN340

Um dos inibidores de SRPK é conhecido como SRPIN340 e é derivado de
isonicotinamida  N-[2-(1-piperidinil)-5-(trifluorometil) fenil isonicotinamida. Este
composto inibe a atividade quinase da SRPK1 e SRPK2 por evitar, de forma
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competitiva, a ligacdo da molécula de ATP ao sitio ativo da enzima, modulando o
estado de fosforilagao dos fatores de splicing SR (Karakama et al., 2010; Anwar et al.,

2011) (Figura 9).
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Figura 9: Estrutura do SRPIN340. (Sigma Aldrich, 2019)

Em melanoma o tratamento com SRPIN340 reduziu significativamente a
proporcdo de SRSF1 nuclear e a expresséo da isoforma pré-angiogénica VEGF165.
Dados in vivo corroboraram com esses resultados mostrando uma diminuicdo do
crescimento do tumor (GAMMONS et al., 2014). Assim como foi capaz de reduzir a
proliferacdo, migracdo, adesdo, invasao e formacdo de colénia em células de
melanoma B16-F10. Ensaios in vivo apoiaram esses resultados, inibindo também a
formacao de metastase pulmonar (MOREIRA et al, 2018).

Segundo Goncalves e Jordan, 2015, em um estudo com céancer colorretal, a
inibicdo da SRPK1 por meio do SRPIN340 promoveu uma diminuicdo do
desenvolvimento tumoral devido & menor expressao da isoforma Rac1b, que contribui
para a sobrevivéncia de células tumorais. Em células de mieldide e leucemias
linfoides, esse composto foi capaz de reduzir a viabilidade celular de forma seletiva.
Precursores de vias de sobrevivéncia celular como MAP3K, MAPK1 e AKT foram
vistos afetados pelo tratamento com o SRPIN340 (SIQUEIRA et al., 2015).

Com resultados positivos quanto a inibicdo por esse composto, inibicdo
especifica dessas quinases podem ser vantajosas para o tratamento do melanoma
metastatico.

2.5.Thymosin Beta 4 (Tp4)

A timosina beta-4 (TB4) € um peptideo sequestrador de actina de 4,9-kDa que
contém 43 aminodacidos e apresenta varias fungdes, desempenhando um papel
importante na motilidade celular e promovendo a angiogénese (LV et al., 2013),
metastase (CHA et al., 2003), cicatrizacao de feridas (PHILP et al., 2004), além de
apresentar um papel anti-apoptose (MOON et al., 2007), anti-inflamatério (SOSNE et
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al., 2007) e estar envolvido na via de sinalizagdo de AKT (BOCK-MARQUETTE et al.,
2004). E altamente conservado entre as espécies e é encontrado em todos os tecidos
e tipos de células, exceto glébulos vermelhos. (SOSNE et al, 2015), mas foi descrito
originalmente como um fator de maturacéo do timo (LOW et al., 1981). Os niveis
diferentes desse polipeptideo sdo detectados em diferentes tipos de células e em
fluidos corporais. Niveis elevados ocorrem em macrofagos e globulos brancos,
enquanto as plaquetas contém niveis mais baixos. E indetectavel nos eritrécitos, mas
esta presente no plasma sanguineo. Niveis muito altos ocorrem no fluido da ferida e
o polipeptideo pode ser liberado das plaquetas em resposta ao ferimento. Além disso,
foi localizada no endotélio do desenvolvimento de vasos sanguineos e no coragao.
Curiosamente, em estagios posteriores de desenvolvimento, nem todas as células
endoteliais foram positivas para a Tp4, sugerindo que o polipeptideo pode ser
importante para o desenvolvimento de vasos sanguineos. Tal agéo estaria de acordo
com os resultados dos efeitos dela na angiogénese (LARSSON, HOLCK, 2007)

E 0 membro mais abundante e biologicamente ativo da familia das B-timosinas,
sendo o principal peptideo sequestrador de G-actina que modula a dindmica do
citoesqueleto em células de mamiferos (MANNHERZ E HANNAPPEL, 2009). Ele liga-
se a G-actina, bloqueia a polimerizacdo desta, sugerindo sua importancia na
cicatrizacao de feridas (HUFF et al, 2001) (Figura 10).

G-actin x T8, complex

Figura 10: Estrutura de T4 associada a G-actina. (Huff et al, 2001)
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TBR4 esta relacionado com uma ampla variedade de canceres por ser um
regulador de caracteristicas importantes incluindo migragao, invasao, sobrevivéncia
celular, ativacdo de células-tronco e esta diretamente associado ao aumento do
crescimento do tumor e metastase (PIAO et al., 2014). Varios estudos mostraram que
TR4 esta diferencialmente expresso em diferentes tipos de cancer, como: carcinoma
das células ndo-pequenas do pulmao (JI et al., 2003), cancer de colon (GEMOLL et
al., 2015), pancreas (ZHANG et al., 2008), figado (FU et al., 2015), melanoma (CHA
et al., 2003) e em carcinoma das células escamosas orais (HONG et al., 2016).

A migracdo promovida por TPR4 ocorre através de mdultiplas vias, mas a
migracao direta envolve a capacidade de T4 se ligar a actina (SOSNE et al, 2015)
(Figura 11).
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Figura 11: Esquema mostrando o T34 envolvido, por diversas vias, com a migragao. (Sosne
et al, 2015)

2.6. TB4 contribui para a migragao celular

A migracao celular, um evento crucial para a metastase do tumor, depende da
montagem dinamica da actina, um evento regulado pelas Rho GTPases como RhoA,
Cdc42 e Rac1 (YAMAZAKI et al., 2005). As proteinas Rac pertencem a familia de
pequenas Rho GTPases e podem ser encontradas na forma inativa ligada a GDP, ou
na forma ativa ligada a GTP. A interconversdo entre esses dois estados é finamente
controlada pela taxa de troca de nucleotideos de guanina e pela hidrélise de GTP, que
sao aceleradas pelos fatores de troca de nucleotideos (GEFs) e pelas proteinas
ativadoras de GTPase (GAPs), respectivamente (VAN AELST E D‘SOUZA-
SCHOREY, 1997). Rac ligada ao GDP se encontra sequestrada no citoplasma através
da interacdo com inibidores de dissociacdo Rho-GDP (GDI). Em resposta a sinais
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externos, como fatores de crescimento ou ligantes de integrinas, ocorre o
recrutamento de Rac para a membrana plasmatica e a interacao de Rac com GEFs.
A ativacado de Rac e a interacdo com efetores iniciam cascatas de sinalizacao que
controlam diversas funcbes celulares, como a reorganizacdo do citoesqueleto,
modificagdes morfoldgicas celulares e mobilidade celular (BURRIDGE E
WENNERBERG et al., 2004). Rac1b, uma isoforma de Rac1, apresenta uma reduzida
atividade intrinseca de GTPase, aumento da atividade de troca GDP/GTP e baixa
habilidade de interagir com os inibidores de dissociagdo de GDP (FIEGEN et al.,
2004). O aumento da expressao de Racl1b pode ser visto em determinados tipos de
tumores, como cancer de mama (SCHNELZER et al., 2000), pulméao (ZHOU et al.,
2013) e colorretal (JORDAN et al.,, 1999). A up-regulacdo de Raclb resulta no
aumento da producao de espécies reativas de oxigénio, além de mediar Transicdo
Epitélio Mesenquimal (EMT) induzido pelas metaloproteinases-3 (MMP-3) (RADISKY
et al., 2005). A condicdo de hipdxia/reoxigenagcao (H/R) € um evento importante que
ocorre no microambiente tumoral, pois contribui para a resisténcia aos medicamentos
anti-cancer e leva ao aumento da migracdo das células cancerigenas (HARRIS,
2002). Células HelLa sob condi¢cbes de H/R apresentam capacidade de migracao
aumentada, niveis maiores de Tp4 e maior atividade das GTPases Rac1 e Rap1. A
diminuicdo da atividade de Rac1 e Rap1 ocorreu através do knockdown de T(4
nessas células. Juntos, esses resultados indicam que a migracdao de células
cancerigenas pode ser dependente da ativagado de Rap1 e Rac1, mediada por Tp4
(LEE et al., 2015).

Células de cancer de coélon superexpressando Tp4 também possuem alta
capacidade de migracao e altos niveis de expressao de ILK e IQGAP1, um ativador
de Raci. Este estudo mostrou que o aumento da migracdo das células
superexpressando T4 ocorre devido a ativagdo de Rac1 (TANG et al., 2011). Células
de cancer de proéstata superexpressando T4 apresentaram um aumento da formacao
de pseudopodia baseada em actina e migragao celular. Apesar de TP4 ativar
diferentes vias de sinalizacdo, como ILK (BOCK-MARQUETTE et al., 2004) ou Erk
(OH et al., 2006), a formacao de pseudopodia nas células LNCaP foi diminuida através
da inibicado de PI3K, um regulador positivo de ILK que leva a ativacdo de Cdc42 e Rac
e consequentemente, a formacao de pseudopodia. Essas observacbes sugerem que
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a ativacao da via de sinalizagdo de PI3K por TB4 € uma possivel explicagdo para a

formagao de pseudopodia nas células LNCaP (ITO et al., 2009).

2.7. TB4 e angiogénese

A angiogénese aumenta a ocorréncia de metastase em sitios periféricos
através da migracdo das células tumorais (MOON et al, 2010), e vem sendo
considerada uma das atividades mais importantes de T4 no desenvolvimento do
tecido e malignidade. Estudos mostram que T4 induz a angiogénese por promover a
migracao de células endoteliais e de outras células vasculogénicas (CHA et al., 2003).
Entretanto, o mecanismo preciso pelo qual T4 dirige a angiogénese e a migragao
celular ndo estao bem definidos.

O fornecimento de oxigénio em tumores soélidos € frequentemente diminuido
porque as células tumorais crescem mais rapidamente do que as células endoteliais
que formam os vasos sanguineos. A adaptacado das células tumorais a hipdxia é
essencial para o estabelecimento do tumor primario e sua progressao. A expressao
de muitos genes, induziveis por hipdxia, é controlado por HIF-1, um fator de
transcricdo composto pelas subunidades HIF-1a e HIF-13. Em tumores, a atividade
de HIF-1 depende da disponibilidade de HIF-1q, citosdlico, que é rapidamente
degradada pela via ubiquitina-proteassomo em normoxia. Em hipéxia ocorre a inibicao
da degradacéo de HIF-1a, que se transloca para o nucleo e, juntamente com HIF-1(,
estimula a angiogénese por ativar a transcricao de VEGF (HUANG et al., 1998).

Inicialmente foi descoberto que quando TR4 esta superexpresso em células
B16F10 e ocorre o aumento do niumero de vasos sanguineos no tumor sélido através
do aumento da expresséo de VEGF (CHA et al., 2003). Posteriormente, identificou-se
que TR4 aumenta a expressao de VEGF porque estabiliza a subunidade HIF-1a em
nivel de proteina, impedindo a sua degradacao pelo sistema ubiquitina-proteassomo
e possibilitando sua translocagao nuclear (JO et al., 2010). Resultados semelhantes
foram observados em células HeLa em condicdo que hipdxia, em que a estabilizacdo
de HIF-1a por TR4 foi mediado pela ativagao de ERK através do aumento dos niveis
de ERK fosforilado (OH et al., 2008). Em cancer de célon, TB4 e HIF-1a co-localizam,
0 que suporta a conclusao de que Tp4 esta envolvida no aumento da estabilidade de
HIF-1a para induzir a expresséao de VEGF (JO et al., 2010).
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2.8. TB4 contribui para EMT em céncer

A transicdo epitelial-mesenquimal (epithelial-mesenchymal transition, EMT) é
um processo caracterizado pela perda das caracteristicas originais das células
tumorais e 0 ganho do fen6tipo mesenquimal, além da producéo de células isoladas
nao-polarizadas, embebidas na matriz extracelular (LEVAYER E LECUIT, 2008). Em
nivel molecular, EMT requer multiplos eventos, como o rompimento das juncdes
intercelulares, perda da polaridade celular, rompimento dos microtubulos e a ruptura
da membrana basal. Esse processo tem sido considerado uma etapa chave na
progressdao do cancer, pois permite que as células tumorais adquiram um
comportamento invasivo e sejam capazes de se translocarem a partir do tumor
primario, penetrarem no epitélio vascular, entrarem na circulagdo e formarem
metastases nos érgaos distantes (NEMOLATO et al., 2012).

TPR4 esta superexpresso em cancer colorretal e interfere na expresséo de
marcadores de EMT, como E-caderina, N-caderina, vimentina, fibronectina e MMP-2,
promovendo adesao celular, invasao e migracdo. Um exemplo foi o estudo que
demonstra que a superexpressao de T4 nas células de carcinoma SW480 de cblon
provoca uma diminuicdo dramatica em ambos os totais e intercelulares niveis da E-
caderina, que foi postulado como resultado de uma ruptura da juncao aderente devido
a despolimerizagcédo dos microfilamentos de actina desencadeados por esse peptideo
(WANG et al., 2004). O Tp4 desencadeia um EMT no carcinoma colorretal ao regular
positivamente a ILK. A atividade da ILK nesses processos é regulada de maneira
dependente de PI3K. A PI3K ativada estimula a atividade da ILK, que estimula a
fosforilacdo de dois alvos a jusante, AKT e GSK-3B. (KIM, JANG, 2015). Os efeitos
promovidos por TR4 sdo mediados pela via de sinalizagao ILK/Akt/B-catenina (PIAO
et al., 2014). Efeitos semelhantes foram observados em células de carcinoma de
células escamosas bucal, em que houve alteracdo da expressdo dos marcadores de
EMT, além de induzir a ativagdo de MMP-2 (HONG et al., 2016). O papel de T4 em
EMT também ja foi relatado em adenocarcinomas colorretais de pacientes, sendo que
a maior expressdo de Tp4 foi identificada na porgao infiltrativa frontal do tumor
sofrendo EMT, contribuindo para favorecer a invasdo (NEMOLATO et al., 2012). A
elucidacdo dos mecanismos moleculares da atuagéo de T4 no processo de EMT

ainda é um desafio. Entretanto, a determinagado de que forma T4 é capaz de realizar
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essas e outras fungdes que favorecem o desenvolvimento do tumor faz com que este
peptideo seja considerado um possivel alvo para terapias anti-cancer.

Uma outra via na qual o TB4 esta envolvido é a de TGFf, que segundo Morita
e Hayashi (2018), TGFf facilita a expresséo de Tp4 e leva a ativagao de fatores de
transcricdo relacionados ao miocéardio (MRTF), que sé&o coativadores do fator de
resposta sérica (SRF) e regulam a expressdo de genes criticos para a transigao
epitelial-mesenquimal (EMT) e metastase tumoral. T4 ligada a G -actina, ndo permite
que haja interacao desta com MRTFs, ja que o dominio T4 WH2 e os motivos MRTF
RPEL interagem competitivamente com a mesma clave hidrofébica na molécula de
actina. Entdo, um aumento do nivel de T34 provoca a dissociagdo do complexo actina
/ MRTF e, consequientemente, o acumulo e ativacao da MRTF nuclear, uma vez que
com a ligacao da G-actina, a timosina B4 (TB4) induz a translocacdo de MRTF para o
nucleo (Hinkel et al, 2014). A via TGFB / TB4 / MRTF / SRF é critica para metastase e
progressao tumoral. (MORITA et al, 2018)

2.9. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

No presente estudo, hipotetizamos que existe uma relagcado funcional entre
SRPKs e TR4. Visto isso, o estudo sobre as interacbes entre proteinas e suas
consequéncias tém sido cada vez mais exploradas e sdo muito importantes para o
entendimento de mecanismos moleculares envolvidos em diferentes processos
celulares. O carater oncogénico das SRPKs tem sido bem evidenciado, porém, ha
muito a se decifrar sobre seus mecanismos de atuacao nos diferentes tipos de cancer,
sobretudo no que diz respeito as particularidades da funcdo e mecanismos
regulatérios que controlam a atividade de cada uma (SRPK1 ou SRPK2) nos tumores
em que estao superexpressas. Tais detalhes sdo importantes pois podem impactar
diretamente no desenvolvimento de estratégias terapéuticas baseadas na inibicao
dessas enzimas.

Além do papel sequestrador de G-actina desempenhado por TB4, esta
molécula parece atuar de forma muito mais ampla em tumores, como em processos
anti-apoptéticos, angiogénicos e de estimulo a migracéo e invasao. Além disso, ja foi
mostrado que TR4 é requerida para o splicing adequado da proteina muscular titina
em cardiomiécitos, apesar do mecanismo exato de sua atuacdo ainda ser

desconhecido (SMART et al., 2017). Isso leva a especular que T4 pode estar também
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atuando na regulagdo do splicing de outras proteinas no contexto tumoral
potencialmente via SRPK2.

Ademais, T4 é mostrada envolvida em diferentes vias de sinalizacdo, como
por exemplo a de TGFB (MORITA, HAYASHI, 2018) e Integrinas (HUANG, 2007;
BOCK MARQUETTE, 2004), sendo que ambas culminam na ativacao de AKT. As
SRPKs, por sua vez, sdo reguladas por AKT no contexto da via desencadeada por
EGF (ZHOU et al., 2012). Portanto, eventos de cross-talk entre essas vias podem ser
possiveis através da interacdo SRPK2- T34 no contexto tumoral.

Portanto, foi feito um esquema com eventos de sinalizagdo que demonstram a
potencial relagéo entre T4 e SRPK2. A principal via de sinalizacao é a de EGF, no
qual o eixo AKT-SRPK-SR constitui o ramo central na transducao de sinal de EGF
para regular o programa de splicing no nucleo (ZHOU et al., 2012). Como esta via de
sinalizagéo ja esta bem descrita na literatura, (DING et al., 2006; ZHONG et al., 2009;
MANNING E CANTLEY, 2007; ZHOU E FU, 2013), ela se apresenta como 0 eixo
principal com as setas preenchidas, mostrando a traslocacgao pro nucleo de SRPKs e
a influéncia no splicing. Ja foi visto que o T4 forma um complexo com PINCH e ILK
e fosforila AKT que é ativado por PI3K (Fukuda et al, 2003), o que mostra uma ligacao
entre as duas vias (EGF e Integrinas). A partir dai, pode-se sugerir que um dos
caminhos posteriores apo6s fosforilagdo de AKT pelo complexo, pode ter ligagdo com
a SRPK2, o que foi colocado como linhas tracejadas. O esquema também mostra que
TR4 esta diretamente ligado com a actina, uma vez que este é um peptideo
sequestrador de G-actina, que modula a dindmica do citoesqueleto em células de
mamiferos (MANNHERZ e HANNAPPEL, 2009) (Figura 12).
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Figura 12 : Eventos de sinalizagao que demonstram a potencial relagédo entre T4 e SRPK2.
Via de EGF, como ramo central na transdugéo de sinal de EGF para regular o programa de
splicing no nucleo. Via de TGFB mostrando que T4 tem relagdo com os fatores de transcricao
do miocardio (MRTF). O PI3K ativando o complexo TR4-PINCH-ILK, fosforilando AKT, e,
posteriormente com linhas pontilhadas incidando hipétese, a continuacdo por SRPK2
regulando os eventos nucleares. Também é mostrado o T4 com ligacao direta a actina, uma
vez que é um peptideo sequestrador de G-actina.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar a relagéo funcional entre SRPKs e T4 no contexto do melanoma metastatico

murino.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a influéncia da relagdo de SRPK2 e T4 em ensaios fenotipicos
como proliferagéo celular, formagéo de colbnia e migracao;

e Avaliar a influéncia da relagdo de SRPK2 e Tp4 em fosforilacao de proteinas
SR;

e Avaliar a influéncia da relacdo de SRPK2 e TB4 em polimerizacao dos
filamentos de actina;

e Investigar o desenvolvimento do melanoma subcutdneo em camundongos
C57BL/machos inoculados com células B16F10, com aplicacdo dos
tratamentos propostos;

e Avaliar a influéncia da relagdo de SRPK e TB4 em células knockouts para
SRPK1, SRPK2 e Duplo knockout na localizagdo de Tp4, fosforilacdo de
proteinas SR e polimerizagédo de actina;

e Observar ainfluéncia da relagdo de SRPK e T34 com as células knockouts para

SRPK1, SRPK2 e Duplo knockout no ensaio de migracao.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
4.1. CULTIVO CELULAR

4.1.1. Linhagem

Para todas as andlises, as células de melanoma B16F10 (cedidas pela
professora Anésia do Departamento da Biologia Geral da UFV) foram cultivadas em
garrafas de cultivo celular, com meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute
Medium, Sigma), suplementado com 10% de SFB - Soro Fetal Bovino (GIBCO, CAT
10270-106, USA), 11ml/L de tampao Hepes, 10mL/L de antibidticos penicilina-
estreptomicina em 0,85% salina (GIBCO, CAT 15140148, USA).

Para o desenvolvimento dos experimentos, as células serdo desprendidas das
garrafas de cultivo através da exposicao a tripsina (3mL) por 10 minutos, coletadas
em tubos de 15 mL, centrifugadas a 1500rpm por 6 minutos, ressuspensas em meio
RPMI, contadas em Camara de Neubauer e plaqueadas conforme a necessidade.

4.2. OBTENCAO DO SRPIN340, DO PEPTIDEO E DE CELULAS MODIFICADAS

A sintese do inibidor de SRPKs, SRPIN340, (FUKUHARA et al., 2006;
HAGIWARA et al., 2009) foi realizada em parceria com o grupo do professor Dr.
Roébson Ricardo Teixeira do Departamento de Quimica da UFV. Em Moreira et al,
2018, mostrou-se a atividade de SRPIN340 e outros derivados em células B16F10.
Varias concentracoes foram testadas e observou-se diminuicdo em todos os ensaios
- migragao, invasao, adesao celular e formagédo de colbénias - na concentracdo de
25uM. Por isso, foi a concentracdo escolhida para realizacdo dos ensaios
desenvolvidos.

O peptideo TP4 foi conseguido com a empresa farmacéutica Regenerx
Biopharmaceutical. Foram recebidos 20mg do peptideo liofilizado, 99% de pureza. A
ressuspensao foi feita em H20 miliQ. A concentragdo utilizada do TR4 foi de
100ng/mL, a qual foi utilizada diversos estudos realizados com o peptideo, como a
superexpressdo de TP4 em cancer pancreatico em humanos (ZHANG, 2008),
promovendo migracdo de células cardiacas (EVANS et al, 2013), regulando a via de
sinalizagédo pro-inflamatéria TLR (SANTRA et al, 2014), aumento de proliferacdo de
células em palato de rato (ZHU, 2014) e tendo indicios da necessidade do T4 para

gue ocorra o correto splicing de titina (SMART et al, 2017).
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Em parceria com a pesquisadora Angela Saito, pesquisadora e coordenadora
no Laboratério de Organismos Modelo do LNBio/CNPEM, foi feita a técnica de
CRISPR CAS9 para obtencéao de células modificadas, obtendo assim o grupo controle
V2, e células knockouts para SKPK1, SRPK2 e duplo knockout.

4.2.1 Verificacao do peptideo na célula B16F10

Foi adquirido o anticorpo Rabbit anti-TB4 (RayBiotech) para realizagdo de
ensaios com marcagao de TB4. Para averiguar a presencga e localizacdo do Tp4 na
célula de B16F10 tratada, fez-se imunofluorescéncia com o anti-TB4 1:100.
Posteriormente, foi feito um western blot para também comprovar que o peptideo se

encontrava na célula

4.3. ENSAIOS FENOTIPICOS IN VITRO

4.3.1 Ensaio de proliferacao com anticorpo anti-ki67

O ensaio de proliferacdo usando o anticorpo anti-Ki67 (Rabbit Anti-Ki67
antibody, sp6,ab16667, Abcam), foi feito por imunofluorescéncia, de modo com que
se observe, no tempo de 24 horas, o numero de células marcadas. O Ki67 é um
marcador sensivel e especifico de proliferacdo muito usado em laboratorios de
patologia devido ao poder de diagndstico e progndstico no cancer. Também é visto
gue se relaciona com metéstases e estagio clinico dos tumores. (Li et al, 2014).

Para isso, 1x10° células foram plaqueadas em placas de 24 pocos contendo
uma laminula circular previamente lavada e autoclavada. As células foram incubadas
com meio e soro fetal bovino e apds 24 horas, os pogos foram tratados com 0,4%
DMSO (controle), SRPIN340 25 uM (Tratado com SRPIN340 e DMSO), T4 100ng/mL
(Tratado com Tp4 e DMSO) e com ambos (Tratado com Tp4, SRPIN340 e DMSO)

permanecendo entdo por 24 horas.

Apoés o periodo determinado de tratamento, o meio de cultivo foi descartado e
as células foram lavadas com 1 ml de PBS e fixadas com 200 pl de solugéao
paraformaldeido 4 % (v/v) diluido em PBS por 20 minutos. Para a permeabilizacao e
bloqueio, foram adicionados 250 pl de Triton X-100 0,25 % (v/v) € 2 % (m/v) de BSA
diluidos em PBS, mantidas em leve agitacao por 1 hora e depois lavadas trés vezes
com PBé. Apoés as lavagens, as células foram incubadas durante 1 h com o anticorpo
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primario Rabbit Anti-Ki67 antibody — sp6 - (ab16667) diluido em solugao de bloqueio
(BSA 2% m/v em PBS). Foi utilizado o anti-Ki67 produzido em camundongo 1:100.
Ap6s a incubacao com o anticorpo primario, as laminulas foram lavadas quatro vezes
com PBS e incubadas com o anticorpo secundario anti-rabbit IgG Alexa Fluor 488
(Thermo Scientific) por 1 h. Em seguida foram novamente lavadas cinco vezes com
PBS. Para marcagao do nucleo as células foram lavadas com PBS e as |laminas foram
montadas utilizando Prolong Gold® com DAPI (Molecular Probes). As imagens foram
obtidas em microscépio de fluorescéncia EVOS® utilizando os filtros DAPI LED CUBE
e GFP LED CUBE e o grafico montado com programa GraphPadPrism 5.0
(GraphPadSoftware Inc., EUA).

4.3.2 Ensaio de formacao de col6nia

Para complementar a analise sobre a proliferagdo celular foi avaliado o efeito
dos inibidores sobre o potencial replicativo de uma unica célula, com base no ensaio
de formacao de col6nia ou ensaio de clonogenicidade. Como controle, foram usadas
células tratadas apenas com 0,4% DMSO. Os tratamentos com o inibidor SRPIN340
25 uM e o peptideo TR4 100ng/mL foram realizados por 24 horas. Para tal, 1x103
células/pogo em 1,5 mL de meio de cultura RPMI serdo semeadas em placas de
cultura de 6 pocgos, fazendo os tratamentos em triplicata. Ultrapassado o periodo de
24 horas, 0s pogos serdo lavados 3x com PBS e o meio de cultura foi adicionado,
sendo esta, subsequentemente substituido a cada 3 dias. Apés o periodo de 7 dias
de experimento, as células foram fixadas com paraformaldeido a 4% e coradas com
azul de toluidina 1% (sigma). Agregados com mais de 50 células foram reconhecidos
como colbnia e classificados como sobreviventes. As colénias foram identificadas por
meio de analise com microscopio Optico. Foram considerados os valores referentes
ao controle negativo correspondentes a 100% de viabilidade celular. As imagens
representativas das colbnias foram obtidas através de fotografia macroscépica dos
pocos da placa de cultivo. Posteriormente, foi feito o grafico com o programa
GraphPadPrism 6.0 (GraphPadSoftware Inc., EUA).
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4.3.3 Ensaio de migracao celular

A migracgao celular foi avaliada pelo ensaio wound healing, no qual um risco com
uma ponteira de 200uL é feito na placa de cultivo de forma a desfazer a monocamada
de células. A porcentagem de fechamento desse risco, medido com auxilio de
programas de tratamento de imagens, € um indicativo da migracao celular.

Para o ensaio, 1x10° células B16F10 foram semeadas em cada pogo de placas de
24 pogos e mantidas em incubadora com 5% de COz a 37° C, em atmosfera umida
por 48 horas ou até atingirem a confluéncia. Apés esse tempo, foi feito um risco vertical
reto no centro de cada pogo da placa e posteriormente, os pogos foram lavados com
cuidado duas vezes com meio (1mL). Apds a lavagem, 1mL de meio foi adicionado
em cada poco e as células foram tratadas: Controle (tratado apenas com 0,4%
DMSOQO), SRPIN340 25 pM (Tratado com SRPIN e DMSO), T4 100ng/mL (Tratado
com Tp4 e DMSO) e com ambos (Tratado com TB4, SRPIN340 e DMSO). Os
tratamentos foram feitos em triplicata na placa e o experimento também foi repetido
em triplicata. Apds a adicdo do SFB e das drogas os pocos foram fotografados com
auxilio do programa LASV3.8 no tempo 0 e monitorados por fotografias até o tempo
de 24 horas (Ferreira et al., 2013). Posteriormente, foi feito o grafico com o programa
GraphPadPrism 5.0 (GraphPadSoftware Inc., EUA).

4.4 Envolvimento das SRPKs

4.4.1 Avaliacao de proteinas SR e actina por imunofluorescéncia
Avaliacao de proteinas SR e actina por imunofluorescéncia

As células B16F10 serdo incubadas com meio e soro fetal bovino e apo6s 24
horas, 0s pogos serdo tratados com scFvs ou PBS. Apo6s 24h, o meio de cultivo foi
descartado e as células foram lavadas com 1 ml de PBS e fixadas com 200 pul de
solucdo paraformaldeido 4 % (v/v) diluido em PBS por 20 minutos. Para a
permeabilizacao e bloqueio, foram adicionados 250 pl de Triton X-100 0,25 % (v/v) e
2 % (m/v) de BSA diluidos em PBS, mantidas em leve agitagdo por 1 hora e depois
lavadas trés vezes com PBS. Apds as lavagens, as células serdo incubadas durante
1 h com o anticorpo primario diluido em solugao de bloqueio (BSA 2% m/v em PBS).
Foi utilizado o anti-SRSF3 produzido em camundongo 1:100 (BD Biosciences). Apos

a incubacao com o anticorpo primario, as laminulas serdo lavadas quatro vezes com
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PBS e incubadas com o anticorpo secundario anti-mouse IgG Alexa Fluor 488
(Thermo Scientific) por 1 hora. Em seguida serdao novamente lavadas cinco vezes com
PBS.

Para melhor visualizacao da localizacao intracelular das proteinas em estudo,
sera realizada a marcacao dos filamentos de actina utilizando Rhodamine Phalloidin
(Thermo Scientific) por 20 minutos. Para marcagao do nucleo as células serao lavadas
com PBS e as laminas serao montadas utilizando Prolong Gold® com DAPI (Molecular
Probes). As imagens serdo obtidas em microscopio de fluorescéncia EVOS®
utilizando os filtros DAPI LED CUBE e GFP LED CUBE e o gréfico foi gerado com o
programa GraphPadPrism 6.0 (GraphPadSoftware Inc., EUA).

4.5 Western Blot

Para teste do anticorpo anti- TB4, usou-se como controle uma célula de B16F10
sem o peptideo. Fez-se o tratamento da célula com o T4 100ng/mL por 24 horas.
ApéGs esse periodo o sobrenadante foi descartado, as células foram tratadas com
tripsina, para desprendimento da monocamada celular, lavadas com PBS e
centrifugadas. O pellet celular foi entao lisado em tampao PBS 1x (1% V/V de NP40,
1mmol/L de EDTA, 150mmol/L de NaCl e 10mmol/L de Tris pH 7,4) suplementado
com inibidores de proteases e fosfatases (Sigma) (Aprotinina, Leupeptina, Pepstatina,
Ortovanodato de sédio e NaF). Foi utilizada a proporcao de 50uL de tampao de lise
para 2x10° células. As amostras foram incubadas em gelo por 10 minutos,
ressuspendidas vigorosamente com pipeta e centrifugadas para a remogao de
particulas celulares insoluveis. O sobrenadante foi entdo adicionado ao tampao de
amostra 2x (Tris/HCI 100mM pH 6,8, SDS 4% V/V, azul de bromofenol 0,2% V/V e
glicerol 20% V/V) na proporcao 1:1 e aquecido a 80°C por 5 minutos.

A corrida eletroforética foi realizada em gel de poliacrilamida 12% aplicando-se
40 ug de proteinas totais em cada canaleta. A corrida foi iniciada em 70 volts e, apds
passar pelo starting gel, a voltagem foi aumentada para 120 volts até o final.
Posteriormente as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose
(Biorad) a 250 mA por 2 h a 4 °C em tampao de transferéncia (39 mM de glicina, 48
mM de tris base e 20% de metanol). As membranas foram bloqueadas overnight em
TBS-T (50 mM Tris-Cl, pH 7,6, 150 mM NaCl, 1% (v/v) Tween 20) contendo 2 % de
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BSA (Sigma). No dia seguinte, as membranas foram lavadas em TBS-T trés vezes
por 5 minutos cada e incubadas com o anticorpo primario por 1 h. O anticorpo anti-
TB4 (RayBiotech), nas concentracdes de 1:1000 e 1:3000. As membranas foram
lavadas em TBS-T trés vezes durante 10 minutos cada e posteriormente foram
incubadas por 1 h com o anticorpo secundario Anti-Mouse IgG (whole molecule)-
Peroxidase (Sigma) na diluicao 1:10000. Apdés a incubagdo com o anticorpo
secundario as membranas foram lavadas em TBS-T trés vezes de 10 minutos cada.
As bandas proteicas foram visualizadas pela deteccdo de quimioluminescéncia
utiizando o equipamento C-DiGit Blot Scanner (LI-COR), e como substrato,
Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare).

4.5.1 Quantificacao de proteinas pelo método de Bradford

A quantificagcdo de proteinas dos lisados de células foi realizada conforme
metodologia adaptada de BRADFORD, 1976. Inicialmente foi construida uma curva
padrao a partir de diferentes concentragcdes de BSA (1,4 mg/mL; 1,0 mg/mL; 0,7
mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,25 mg/mL; e 0,125 mg/mL) diluida de acordo com cada
experimento. A curva padréo obtida sera utilizada para os calculos da concentracao
de proteina nas amostras. A quantificacdo de proteinas sera realizada utilizando
295uL de Reagente de Bradford e 5 uL de amostra diluida 40 vezes em agua. A leitura

de absorvancia sera feita a 595 nm.

4.6. ENSAIO IN VIVO- TUMOR SUBCUTANEO

4.6.1. Animais e comité de ética

Camundongos C57BL/ machos (n=40, peso= 20g) oriundos do Biotério Central
da UFV, foram mantidos no Biotério do Departamento de Biologia Geral (UFV)
alojados em grupos de quatro animais em caixas de polipropileno (49 cm x 34 cm x
16 cm) e em condi¢cdes controladas de temperatura (21 + 2 °C), umidade relativa do
ar (60-70%) e luminosidade (12 -12h claro/escuro). Os animais receberam comida e
agua ad libitum. Os procedimentos experimentais seguiram as normas propostas pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, sendo o projeto aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFV, com nimero de registro
34/2019.
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4.6.2. Crescimento do tumor subcutaneo

Para analise do crescimento tumoral subcutdneo, suspensdo de células na
concentracgdo de 1x108 células/mL" foi preparada em solucéo salina estéril, sendo que
desta suspensao, 200 pL foram inoculados, por via subcutanea, no flanco direito de
40 camundongos. Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos
experimentais (10 animais por grupo). O SRPIN340 e o T4 foram administrados via
aplicagao intratumoral. No grupo controle foi administrado PBS com DMSO 1%
(intratumoral).

O SRPIN340 (160ug/mL) e o T4 (5mg/kg) foram diluidos em DMSO 1% em
PBS e a aplicacao foi de 50uL por animal. No grupo com a aplicacdo de ambos, foi
aplicado 50uL de cada, totalizando 100uL por animal. Os tratamentos foram iniciados
no 7° dia ap6s a inoculagdo das células tumorais. Os tratamentos pelas vias
intratumorais, foram administrados durante 17 dias. O SRPIN340 foi inoculado
diariamente e o Tb4 foi inoculado duas vezes por semana (Kleinman,2016) nos
primeiros 7 dias. Na segunda semana, a inoculagéo foi feita dia sim, dia ndo. Durante
todo o periodo, 0s pesos corporais dos animais foram mensurados a cada dois dias,
juntamente com a medicao do tamanho do tumor utilizando paquimetro, sendo seu
volume calculado utilizando-se a formula Volume = 0,52 x D12x D2, em que D1 é o
comprimento e D2 a largura do tumor.

No 18° dia os animais foram pesados e anestesiados com cloridrato de xilazina
(10mg/kg/intraperitoneal) e cloridrato de quetamina (150mg/kg/intraperitoneal), sendo
posteriormente retirado o sangue via retro orbital para obtencdo do soro e
eutanasiados por deslocamento cervical. Foram retirados o tumor, o baco e o pulmao
para posteriores analises. Estes foram imersos em solugcdo fixadora de
paraformaldeido (4% em tampao fosfato de sédio 0,2M/pH 7,3) por 24 horas e apds
esse tempo, foram armazenados em alcool 70%.

Apoés a normalizagédo para a taxa de crescimento dos tumores, foi feita a razao
entre o volume do tumor da medicédo no dia em relagcdo ao da medicao anterior para
obtencgéo do grafico.

4.6.3 Analises estatisticas

Os dados foram expressos com média * desvio padrdo. Andlises estatisticas

foram avaliadas por andlise de variancia unidirecional. A diferenca foi considerada
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significativa em p < 0,05. Os resultados foram avaliados quanto a sua normalidade
pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados apresentaram distribuicdo normal, sendo
submetidos a andlise de variancia (ANOVA), e suas médias comparadas pelo teste
de Student Newman Kells a nivel de 5% de significancia

As analises estatisticas dos testes in vivo foram realizadas utilizando o
programa GraphPadPrism 5.0 (GraphPadSoftware Inc., EUA). Para andlise de
variacao do peso foi utilizado analise de variancia (ANOVA) seguido de teste Dunnett,
por permitir comparar os grupos tratados com o controle.
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5. RESULTADOS
5.1. Verificacao do peptideo na célula de B16F10

Foi verificado a presenga do peptideo revelando a imunofluorescéncia e o

western-blot com o anticorpo anti-Tp4 (RayBiotech).

A B
-TR4 +Tp4
-TR4
25 A
+TR4

Anti-TB4 1:1000

Figura 13: Teste de concentragdo anticorpo anti- T4 (RayBiotech). A) A melhor concentragéo
foi de anti- T4 1:100 usando o anticorpo secundario anti-rabbit alexa 488 1:100. A)
fluorescéncia foi registrada usando um microscépio de fluorescéncia invertida (EVOS FL). B)
o Western Blot foi revelado apés um SDS-Page com as amostras de B16F10 sem e com o
peptideo TR4 nas concentragbes de 1:1000 e 1:3000, aparecendo a banda somente na
concentracao de 1:1000.

5.2. Ensaios fenotipicos em B16F10
5.2.1 Ensaio de proliferacao

O percentual de proliferacao para o DMSO 0,4% (Controle) foi de 61,71%; para
o SRPIN340 foi de 8,11%, para o TR4 foi de 90,71% e para T4 e SRPIN340
conjugados foi de 70,18% no tempo de 24 horas. Apresentou-se significancia do grupo
controle comparado ao SRPIN340 e com o TB4 e, também, do SRPIN340 quando

comparado com o T4 e com os dois combinados. (Figura 14)
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Figura 14: Avaliagcdo da proliferacao celular pela marcagéo de Ki67. As células B16F10 foram
tratadas com DMSO (0,4%), SRPIN340 (25uM), T4 (100ng/mL) e com os dois Ultimos
combinados pelo tempo de 24 horas. Obteve-se o numero absoluto de células marcadas pelo
DAPI e GFP, de modo a obter-se umas porcentagem de fluorescéncia. O DAPI foi usado como
contra-coloracdo nuclear e a fluorescéncia foi registrada usando um microscépio de
fluorescéncia invertida (EVOS FL). Barra de escala: 50uM. A) Fotos representativas. B)
Gréfico relativo as porcentagens de fluorescéncia. Os dados sdo expressos em meédia *
desvio padrao, com a sendo P <0,01 versus controle (DMSOQ) pelo teste de Dunnett e b sendo
P <0,01 versos o SRPIN pelo teste de Turkey.

5.2.2 Ensaio de formacao de col6nia
Foi observado que a inibicdo de SRPKs com o SRPIN340 levou a diminuigdo

da formagado de colénias e o tratamento com o T4 levou ao aumento quando
comparado com o controle DMSO. Ja a combinagao dos tratamentos mostrou-se com
um resultado intermediario indicando uma bloqueio parcial do peptideo pelo
SRPIN340. (Figuras 15A e 15B)


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/4-6-diamidino-2-phenylindole
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/microscope
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Figura 15 : Efeito de compostos na formacao de colénias de células de melanoma. (A) As
células B16F10 foram tratadas com DMSO (controle), SRPIN340 (25uM), TB4 (100ng/mL) ou
os dois conjugados. O ensaio de colbnia foi realizado por coloragdo com azul de toluidina apés
7 dias. (B) O grafico mostra o efeito dos tratamentos no nimero absoluto de formagéo de
colénias em comparag¢ao com as células tratadas com veiculo. Os dados sdo expressos como
a média * desvio padrdao das experiéncias em ftriplicado. * P <0,05 ou ** P <0,01 versus
controle (DMSO) pelo teste de Dunnett.

5.2.3 Ensaio de migracao celular

Apbs 24 horas, pode-se observar diminuicdo significativa para SRPIN340
(25uM), aumento significativo para TB4 (100ng/mL) e significAncia também para os
dois combinados, tendo um percentual de migragdo préxima a do grupo controle.
(Figura 16)
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Figura 16: Efeito de compostos no potencial migratério de células de melanoma in vitro. (A)
Os compostos afetam a migracdo das células de melanoma. As células B16F10 foram
tratadas com DMSO, SRPIN340 (25uM), T4 (100ng/mL) ou os dois conjugados. A migracao
celular foi determinada por fotografias do ensaio de cicatrizagéo de feridas apds 24 horas de
exposigao. (B) O grafico mostra a porcentagem de alteracdo da migragéo celular causada
pelos compostos. As células tratadas com DMSO foram usadas como controle. Os resultados
sdo expressos em células adesivas em relagdo ao controle (em 100%) e os dados séo
expressos em média * desvio padrao das experiéncias em triplicado. ** P <0,01 ou *™* P
<0,001 versus controle (DMSO) pelo teste de Dunnett.

5.3 Ensaios de imunofluorescéncia
5.3.1 Avaliacao da fosforilacao de proteinas SR

Pode-se observar que o tratamento com o SRPIN340 levou a diminui¢do da
deteccao de proteinas SR fosforiladas de forma condizente com a inibicdo de SRPKs
(Moreira et al., 2018). O efeito da T4 apresentou um efeito dindmico na fosforilagao,
tendo inicialmente levado a diminui¢cao, porém também ao aumento em tempos de
incubagédo maiores. Interessantemente, quando o tratamento com T4 foi combinado
com o SRPIN340 a fosforilagdo de proteinas SR ndo mais foi detectada. Essa
observacéo indica que T4 pode influenciar a atividade de splicing desempenhada por
proteinas SR de forma dependente da atividade de SRPKs. (Figura 17).
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Figura 17 : Efeito de compostos na fosforilacdo de proteinas SR. As células B16F10 foram
tratadas com DMSO 0,4%, SRPIN340 25uM. TB4 100ng/mL e os dois combinados. Foi feito
um time course (30 minutos, 2h, 8h e 24h) para avaliagdo da fluorescéncia. O anticorpo
primario foi o anti-SRSF3. O DAPI foi utilizado como uma contracorante nuclear e a
fluorescéncia foi registrada usando um microscopio de fluorescéncia invertida (EVOS FL). As
imagens mostradas sao representativas de trés experiéncias independentes. Barra de escala:
10um

5.3.2 Polimerizacao da Actina

Comparando com o controle, as células tratadas com o SRPIN340 apresentam
um perfil com maior ramificacdo dos lamelipédios, enquanto com o Tp4,
aparentemente, ha uma diminuicao destes nos tempos de 8 e 24 horas. Com os dois
tratamentos combinados, apresenta maior ramificacdo nos tempos iniciais e uma
diminuigao nos tempos de 8 e 24 horas, assim como com o tratamento de Tp4. (Figura
18)
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Figura 18: Efeito de compostos na actina. As células B16F10 foram tratadas com DMSO
0,4%, SRPIN340 25uM. Tp4 100ng/mL e os dois conjugados no tempo de 24h. A marcacao
dos filamentos de actina foi feita utilizando Rhodamine Phalloidin (Thermo Scientific) e a
fluorescéncia foi registrada usando um microscopio de fluorescéncia invertida (EVOS FL). As
imagens mostradas s&o representativas de triplicatas independentes. Barra de escala: 10um
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5.4 In vivo
Obteve-se a taxa de crescimento tumoral (Figura 19) através da razédo entre o
volume do tumor da medi¢ao no dia em relacdo ao da medicao anterior.
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Figura 19: Taxa de crescimento tumoral. Inoculagao de 200 pL de uma suspensao de células
na concentragdo de 1x108 células/mL", por via subcutdnea, no flanco direito de 40
camundongos. Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais
de acordo com o tratamento recebido (10 animais por grupo): DMSO (controle), SRPIN340,
TBR4 e os dois combinados. As inoculagdes eram de 50uL de cada composto. O SRPIN340
inoculado diariamente e o TB4 duas vezes na primeira semana € na segunda, a cada dois
dias e o experimento durou 18 dias. O grafico foi gerado pelo GraphPad Prism 6.

Os dados relativos ao peso dos animais, foram tabulados e os grupos com T34
apresentavam maiores valores. Os animais do grupo controle e do SRPIN340
apresentaram quedas de pesos a partir, de aproximadamente, a metade do

experimento (Figura 20).
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Figura 20: Peso dos animais dos grupos DMSO (controle), SRPIN340, TB4 e os dois
combinados ao longo de 18 dias O grafico foi gerado pelo GraphPad Prism 6. * P <0,05 ou **
P <0,01 versus controle (DMSO) pelo teste de Dunnett.



47

Ao analisar a massa do tumor, bago e pulmé&o dos animais eutanasiados, estes
apresentavam valores proximos, nao havendo significancia estatistica quando
comparados com 0 grupo controle, com excecao dos pulmdes de TPB4 que se

apresentaram maiores que os do controle (Figura 21).
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Figura 21: Massa, em gramas, do tumor, baco e pulmao. Quatro grupos experimentais: DMSO
(controle), SRPIN340, T4 e os dois combinados. As pesagens foram feitas apds a eutanasia.
O grafico foi gerado pelo GraphPad Prism 6. * P <0,05 versus controle (DMSO) pelo teste de
Dunnett.

N&o foram observadas metastases visiveis macroscopicamente em nenhum
dos dois 6rgaos retirados. Nao houve significAncia estatistica em nenhum dos
resultados in vivo, sendo este, um piloto para os préximos experimentos com as

modificagcdes adequadas.

5.5 Ensaios em células B16F10 knockouts para SRPK1, SRPK2 e
SRPK1/SRPK2 (duplo knockout)

5.5.1 Avaliacao da localizacao de Tp4 e da fosforilacao de proteinas SR por
imunofluorescéncia

A marcacao de TB4 acontece nuclear nas células apresentando um padrao um
pouco diferente onde, aparentemente, observa-se uma marcagao do citoplasma com
maior intensidade nas SRPK2 KO e nas células duplo knockout a marcacao

citoplasmética parece ndo acontecer (Figura 22).
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Figura 22: Marcacdo de T4 em células B16F10 knockouts. Antes de serem fixadas, as
células foram tratadas ou ndo com T34 por 24 horas. Utilizou-se anticorpo primario anti- T34
1:100 e o anti-rabbit alexa 488 1:100 como secundario. A fluorescéncia foi registrada usando
um microscopio de fluorescéncia invertida (EVOS FL).

Em seguida, averiguou-se a marcacao de proteinas SR fosforiladas em
diferentes tempos de exposicdo a Tp4. Pode-se observar que as proteinas SR nao
sofrem alterac&o no padrao de fosforilagdo ao longo do tempo e nem com o tratamento
de TB4 (Figura 23).

SRPK1 KO SRPK2 KO

Figura 23 : Efeito da T4 na fosforilagao de proteinas SR. As células foram tratadas com
TBR4 durante os tempos indicados. O anticorpo primério foi o anti-SRSF3. O DAPI foi
utilizado como uma contracorante nuclear e a fluorescéncia foi registrada usando um
microscépio de fluorescéncia invertida (EVOS FL). As imagens mostradas séao representativas
de trés experiéncias independentes. Barra de escala: 50um

+TR4
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5.5.2. Polimerizacao de actina em células knockouts

Foi realizado um time course, por imunofluorescéncia, para marcagcao dos
filamentos de actina, utilizando Rhodamine Phalloidin (Thermo Scientific) nas células
V2, SRPK1 KO, SRPK2 KO e Duplo KO. Os tempos foram de 30 minutos, 2 horas, 8
horas e 24 horas. (Figura 24).

As laminas apresentam, de uma forma geral, flamentos de actina alongados e
ramificados, com excecoes aparentes em SRPK2 KO com T4 em 24 horas e Duplo
knockout sem o TB4 e com TR4 em 24 horas. Isso mostra uma pequena diferenca

morfoldgica com os tratamentos.
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Figura 24: Efeito de compostos na actina. As células V2, SRPK1 KO, SRPK2 KO e DK (Duplo
KO) foram tratadas com e sem T4 100ng/mL no tempo de 24h. A marcagéo dos filamentos
de actina foi feita utilizando Rhodamine Phalloidin (Thermo Scientific), a marcacéo do T34 foi
com o anti- TB4 (RayBiotech) 1:100 e a fluorescéncia foi registrada usando um microscopio
de fluorescéncia invertida (EVOS FL). As imagens mostradas séao representativas de varios
experimentos independentes. Barra de escala: 10um
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5.5.3. Ensaio de migracao
Foi realizado o ensaio de migragdo das células B16F10 tratadas (DMSO,

SRPIN340, TB4 e os dois combinados) para as células knockouts. Porém, ndo houve
significancia estatistica. O padrdo de migracao, entre elas as linhagens, foi bem
parecido e ndo parece ter sido alterado com o tratamento de TB4 nas condi¢des

empregadas. (Figura 25).
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Figura 25: Efeito da Tp4 nas células B16F10 V2, SRPK1 KO, SRPK2 KO, DK. As células
foram tratadas ou ndo com T34 (100ng/mL). A migracéo celular foi determinada por fotografias
do ensaio de “Wound Healing”, apés 24 horas de exposi¢cao. O grafico foi gerado pelo
GraphPad Prism 6. Foram realizados 3 experimentos independentes. N&o houve significancia
estatistica entre os grupos.
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6. DISCUSSAO

A partir de um ensaio de duplo hibrido de leveduras observou-se possiveis
interacbes de SRPK2 com diferentes proteinas (MELLO, 2014). Fez-se, entao,
necessario avaliar em maiores detalhes a possivel relagdo funcional entre SRPK2 e
proteinass. Dentre as proteinas identificadas, TR4 é reguladora de processos
importantes em tumores, como migracao, invasao, sobrevivéncia celular, transicao
epitelial-mesenquimal e esta diretamente associada ao aumento do crescimento do
tumoral e metastase (PIAO et al.,, 2014). Além disso, assim como SRPK2, Tp4
participa de vias de sinalizagao que envolvem a ativacdo de AKT e esta relacionada
com diversos tipos de cancer, incluindo o melanoma metastatico (HAYES, 2007;
JANG,2008; ROOSMALEN et al., 2015; WANG et al., 2016; MORIT, HAYASHI, 2018;
WHANG, 2003; CHA et al., 2003). Tomados em conjunto, esses dados disponiveis
indicaram ser importante investigar a relagédo funcional entre T34 e SRPK2.

O papel da SRPK nos canceres e em outras doengas humanas, como infec¢des
virais e proliferacdo vascular desregulada, levou a busca de moléculas capazes de
inibir sua atividade catalitica (DA SILVA et al., 2015; BULLOCK, OLTEAN, 2017). Uma
destas € 0 SRPIN340 que inibe a atividade quinase das SRPKs por evitar, de forma
competitiva, a ligagdo da molécula de ATP ao sitio ativo da enzima (KARAKAMA et
al., 2010).

Ensaios in vitro que permitem avaliar aspectos fenotipicos relacionados ao
cancer e ao processo metastatico sdo de suma importancia para observacao de
respostas a diferentes tratamentos farmacolégicos e, também, para se estudar a
relacao funcional entre proteinas com caracteristicas oncogénicas.

Ja foi visto que a inibicdo das SRPKs promove alteragdes, como por exemplo
em proliferacao celular. Gammons e colaboradores (2014) mostram que a inibicao das
SRPKs provocava uma diminuigdo do crescimento do tumor in vivo, possivelmente
pela diminuigdo da expressao da isoforma pro-angiogénica de VEGF, indicando entéo,
diminuicdo de proliferagdo em melanoma. Outros relatos na literatura mostram que a
inibicdo da SRPK1 esta associada a diminuicdo da proliferacdo em outros tipos de
cancer. Moreira e colaboradores (2018) testou diferentes compostos inibidores de
SRPKs, dentre ele 0 SRPIN340, em diferentes concentragdes, verificando, diminuigéo

de proliferacao, assim como de formagéao de coldnia e migracado em melanoma.


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/catalytic-activity
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041008X1830379X?via%3Dihub#bb0040
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Wang e colaboradores (2016), mostraram que o aumento das SRPK2 em
células de cancer de célon esta diretamente ligado com o aumento do crescimento,
migragcado e tumorogénese. Ao realizarem um Knockdown de SRPK2, observam o
efeito inverso, comprovando a relacdo de SRPK2 nos processos de crescimento e
migracao de células de cancer de célon. Em cancer de pulmao, o “knockdown” da
SRPK1 nesse caso tem a capacidade de inibir os processos de crescimento e
migracao celular (LIU et al, 2015). Wu e colaboradores (2013) consideraram que as
SRPKs poderiam estar associadas a eventos da migragdo celular em gliomas por
meio das vias de sinalizacdo MAPK ou PI3K/AKT, assim como é mostrado por Chang
e colaboradores (2015) que, em tumores cerebrais a inibicdo das SRPKs com iRNA,
promoveu diminuicdo da migracao, uma vez que essa inibicdo acarretou alteragoes
na expressdo de metaloproteinases 2 e 9, responsaveis pela degradacdo de
componentes da matriz extracelular.

TB4 também tem sido documentada como envolvida no controle da
proliferacdo celular (SUMAN, 2012; CHEN, 2012; HUANG et al, 2016; HONG et al,
2016). Em cancer de pulméao, houve uma diminuicdo na proliferagdo de células
quando o T4 enddgeno foi silenciado. Da mesma forma, a inibicdo da expressao da
TB4 suprimiu a formacgéao de colbnias. In vivo, foi feito marcagédo com Ki67 e o numero
de células positivas para Ki67 diminuiu significativamente no grupo knockdown para
TB4 em comparagao com o dos controles (HUANG, 2016). Em cancer colorretal, O
TR4 é superexpresso e promove a invasdo e migragao celular através da via de
sinalizacdo ILK / AKT / b-catenina. Ela interage com ILK, que promove a ativacao de
AKT, b-catenina e integrina. sugerindo que o T4 € um regulador positivo da cascata
de sinalizacao ILK / AKT / b-catenina / Integrina (PIAO, 2014). Lee e colaboradores
(2015) correlaciona o “knockdown” de TR4 com diminuicdo de Racl e Rapl,
reguladoras de splicing. Isso indica que a migracao de células cancerigenas pode ser
dependente da ativacdo de Rap1 e Rac1, mediada por T4. Bock-Marquette (2004)
mostra que a TR4 pode estimular a migragéo de cardiomidcitos e células endoteliais
e promover a sobrevivéncia de cardiomiécitos. As proteinas PINCH e ILK do dominio
LIM, necessarias para a migragdo e sobrevivéncia celular, formaram um complexo
com TB4 que resultou na fosforilagdo da quinase de sobrevivéncia AKT. A inibicdo da
fosforilacdo de AKT reverteu os efeitos da TB4 nas células cardiacas. O complexo
TR4-PINCH-ILK é ativado por PI3K, assim como AKT. A subunidade a-parvin do
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complexo TR4-PINCH-ILK estimula a translocacdo de AKT do citoplasma para a
membrana (FUKUDA et al, 2003), onde ela sera duplamente fosforilada por PDK1 em
Thr-308 e por mTORC2 em Ser-473.

Considerando essas informacodes, ensaios fenotipicos relacionados ao cancer
e a metastase foram avaliados em melanoma metastatico murinho tratadas com
SRPIN340 e TB4 visando obter indicios sobre a relagdo funcional SRPK-TB4. Os
resultados dos trés ensaios fenotipicos realizados corroboram com o que ja foi visto
em estudos anteriores (MOREIRA et al., 2018; SUMAN, 2012; CHEN, 2013; CHEN,
2014; HUANG, 2016; BOCK-MARQUETTE, 2004). Ao analisar os tratamentos com
SRPIN340, este levou a diminui¢cao da proliferagao, formagéo de coldénia e migragéo,
enquanto TR4 levou ao aumento. Por outro lado, interessantemente, os dados
relativos aos tratamentos com SRPIN340 e T4 em conjunto mostraram resultados
intermediarios, demostrando que a inibicido de SRPKs é capaz de bloquear pelo
menos parcialmente a agdo do peptideo. Esses resultados indicam que TR4 parece
de fato ser um elemento de sinalizagdo regulador upstream as SRPKs, porém os
efeitos intermediarios observados sugerem que a ac¢ao do pepetideo ndo depende
exclusivamente da atividade dessas enzimas para promover os fenotipos observados.

As proteinas SR sao fatores de splicing caracterizados por sua capacidade de
interagir simultaneamente com o RNA por meio de um motivo de reconhecimento de
RNA (RRM) e outras proteinas um dominio rico em residuos de arginina e serina, o
dominio RS. A localizacdo destas proteinas é predominantemente nuclear, onde
podem ser encontradas nos speckles nucleares quando ndo estdo envolvidas no
processo de transcricdo ou de splicing. Ao serem fosforiladas em suas serinas, as
proteinas SR pode mudar a sua localizacdo dos speckles para o nucleoplasma onde
interagem com o pré-mRNA nascente. Portanto, o balango entre fosforilacdo e
desfosforilagdo relaciona-se com a atividade dessas proteinas na escolha do sitio a
ser utilizagdo na reagéo de splicing (SHEPARD E HERTEL, 2009).

Nesse sentido, o balanco nos eventos de fosforilacdo/desfosforilagdo das
proteinas SR é um processo altamente dindmico e tempo-dependente, 0 que precisa
ser avaliado no contexto dos experimentos que foram realizados. Considerando o
SRPIN340, este foi capaz de inibir a fosforilagdo das proteinas SR apo6s 2 horas de
tratamento, a fosforilagdo de proteinas SR é inibida, porém, em tempos maiores (8 e
24 horas) as proteinas retomam a fosforilacdo podendo indicar tanto uma baixa na
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atividade do composto como uma compensacgao por deslocamento da via principal de
fosforilagdo, com a célula reorganizando as formas de sinalizagcdo, obtendo-se
atividade de outras quinases que também atuam na fosforilagdo de proteinas SR,
como por exemplo a familia das CLKs. Ja foi visto, por exemplo, que que Clk / Sty tem
como alvo direto as proteinas SR, especificamente ASF / SF2 e SC35 (PRASAD et al,
1999). O TB4 mostra uma ativagdo de proteinas SR apds um tempo maior de
tratamento, o que pode estar relacionado com AKT e a capacidade de T34 realizar um
equilibrio dindmico entre G- e F-actina, essencial para a rapida reorganizacao do
citoesqueleto. Inicialmente, TP4 estaria sequestrando G-actina e evitando a
fosforilacdo de AKT. Posteriormente, ao liberar G-actina, promove a fosforilagédo de
AKT, tendo como consequéncia a fosforilacao de proteinas SR, o que é um indicativo
de que o Tp4 ativa SRPKs. Ao se analisar o tratamento conjunto SRPIN340/TB4, ha
um bloqueio da ativagdo das proteinas SR, corroborando os resultados fenotipicos
anteriores que sugerem que a T4 é um elemento de sinalizacao upstream as SRPKs.
Nesse caso, 0 SRPIN340 é capaz de abolir quase por completo a acdo da T4 sobre
a fosforilacdo das proteinas SR, indicando que as SRPKs sao as principais efetoras
desse pepetideo sobre a ativacao das proteinas SR.

Outro ensaio realizado foi para verificar se a polimerizagdo da actina sofria
modificacdes nos padrdées morfoldgicos quando células B16F10 eram submetidas aos
diferentes tratamentos. O T4 € um sequestrador de G-actina que modula a dindmica
do citoesqueleto em células de mamiferos (MANNHERZ, HANNAPPEL, 2009). Ele
liga-se a G-actina, bloqueia a polimerizagdo desta, sugerindo sua importancia na
cicatrizacao de feridas (HUFF et al, 2001). A G-actina (globular) tem a caracteristica
de se ligar a ATP/ADP e magnésio, € uma molécula polar, sendo que a polimerizacao
€ mais rapida na extremidade positiva da actina (farpada). Filamentos de actina
podem alterar a forma da célula e também gerar movimento em resposta a
sinalizagbes extracelulares. A dindmica de formagé&o dos filamentos de actina funciona
como uma “escada rolante”, ou treadmilling, onde uma unidade globular se incorpora
a uma das extremidades (geralmente a farpada) e vai percorrendo todo o filamento,
se dissociando na outra extremidade (geralmente a pontiaguda) . De acordo com as
propriedades da proteina associada, os filamentos de actina podem se organizar de
forma estavel ou ndo, assumindo diferentes conformag¢des (DOMINGUEZ, HOLMES,
2011). A migracdo celular é dependente de estruturas formadas pela actina. A
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movimentagao celular se inicia pela formagdo de protusdes celulares do tipo
lamelipodio e filopodios, na diregcdo na qual a célula vai se movimentar. Estas
protusdes contém actina, onde as extremidades farpadas de alta polimerizacao se
encontram préximas a membrana plasmatica. Neste processo, a membrana da regiao
que se projeta se adere a superficie em adesdes focais. Em seguida, o nucleo e o
corpo da célula sdo empurrados para frente por forcas mediadas pelas fibras de
estresse. Por Ultimo, fibras de retragdo puxam a parte de tras da célula para frente.
(COOPER et al, 2007).

No time course realizado para avaliar as modificagdes morfologicas da actina,
a faloidina liga-se a F-actina, impedindo a sua despolimerizacdo. Uma das
modificacdes que se pode esperar é a contracao de lamelipédios quando tratado com
o TB4, ja que ao sequestrar G-actina, ele estimula e promove uma despolarizacao de
actina. Sanders e colaboradores (1992) mostram que em cancer de pulmao, ocorre
despolimerizagdo de estruturas de actina apdés micro-injegdes de T[R4, mostrando
diminuicao dos lamelipddios. Isso pode ser observado nos tratamentos de 8 e 24 horas
com o peptideo. Os tratados com SRPIN340 apresentam a actina com ramificagao
dos lamelipédios, mostrando-as polimerizadas. Ao serem combinados, o0s
lamelipddios apresentam-se ramificados, aparentando ter pouco impacto na
despolimerizacéo.

Apés a observacao dos resultados in vitro, o ensaio in vivo foi realizado a fim
de observar o crescimento tumoral e o0 processo metastatico em camundongos.
Moreira e colaboradores (2018) realizou experimentos in vivo com B16F10 e
SRPIN340 em camungongos C57BL, sendo o motivo do modelo escolhido para esse
trabalho. As células de B16F10 foram inoculadas nos camundongos e somente apds
o 7° dia, todos os animais apresentavam o tumor, sendo entao, o dia para inicio dos
tratamentos.

Estudos feitos com o TBR4 sado, normalmente, realizados através da
superexpressao ou Knockdown por iRNA deste (SUMAN, 2012; CHEN, 2012; CHAN,
2014). Um dos intuitos do trabalho foi testar o funcionamento do peptideo quando
inoculado diretamente no tumor, utilizando entdo, o peptideo exdégeno que foi
conseguido com a empresa farmacéutica Regenerx Biopharmaceutical.

Os tumores nao comecaram com valores préximos dos volumes de tumores.
Ao separar aleatoriamente os animais quando receberam as células de B16F10, nas
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primeiras medi¢des, o grupo controle e o do SRPIN340 apresentaram animais com
maiores tumores quando comparados aos outros dois grupos. N&o houve
remanejamento dos animais, porque estes ja se encontravam ambientalizados e
acostumados com o grupo, e caso fosse feita mudanca, eles poderiam brigar entre si,
por exemplo, para estabelecer um macho alfa, uma vez que isso é caracteristica desse
grupo de camundongos. Vale ressaltar, que no segundo dia do experimento, um dos
animais do grupo do T4 havia sido morto, com indicios de briga, e foi comido pelos
outros animais da gaiola.

Era interessante notar que durante todo o tempo do experimento, os pelos dos
animais que recebiam o TP4 cresciam rapidamente, sendo necessaria algumas
depilacdes extras ao longo do estudo. Essa caracteristica ja havia sido notada em
outros estudos como por Gao e colaboradores (2015) e Philp e colaboradores (2003
e 2007), que mostram o peptideo promovendo o crescimento capilar

No 14° dia seria o dia para finalizar o experimento, porém, ao ser feita a
medicao (72 medicdo), os tumores ainda se encontravam aquém do valor maximo
encontrado em Moreira e colaboradores (2018). Decidiu-se entdo, continuar com o
experimento e ir observando o tamanho do tumor e as condi¢gdes dos animais para
estabelecer um limite de dias para que a eutanasia acontecesse. Nos ultimos dias de
experimento, varios tumores apresentavam necrose, principalmente os do grupo
SRPIN340, mostrando diminui¢ao do tumor pelo processo da necrose. No 16° dia os
animais estavam bem, porém, no 17° dia, o grupo SRPIN340 apresentou dois animais
mortos, provavelmente por condi¢ées causadas pela doencga. Os animais dos grupos
que receberam o peptideo T4 apresentaram-se bem durante todo o experimento e
tinham maiores pesos quando comparados com O grupo controle e o grupo
SRPIN340, assim como ao serem eutanasiados, apresentaram peso maior dos
pulmoes.

Este experimento in vivo, foi um piloto para obter condicées e modificagdes a
serem feitas nos proximos que serdo realizados. Os resultados apresentam-se pouco
claros, devendo modificar, por exemplo, os dias de inoculagao do peptideo, padronizar
a quantidade de dias que o experimento durara e realizar analises histologicas dos
orgaos para obtencao de respostas mais claras e objetivas quanto ao crescimento

tumoral e processo metastatico em melanoma com os tratamentos propostos.
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As células que foram modificadas (V2, SRPK1 KO, SRPK2 KO e Duplo KO)
apresentaram localizagdo de Tp4 nuclear em todos 0s grupos, mas apresentou-se
diferenca quanto a localizacao citoplasmatica, a qual pode ser observada em V2,
SRPK1 KO e SRPK2 KO, porém, ndo é observado no duplo knockout. Na
imunofluorescéncia de proteinas SR, estas continuam aparecendo fluorescentes,
podendo indicar um deslocamento da via principal de fosforilagdo, com a célula
reorganizando as formas de sinalizacao, obtendo-se atividade de outras quinases que
também atuam na fosforilacdo destas proteinas, como por exemplo a familia das
CLKs. Quanto ao padrdao de polimerizagdo da actina, aparentemente, ndo ha uma
diferenca muito clara, mas ha uma diferenga, mesmo que pequena, morfolégica que
reflete a um desbalango nos controles de polimerizacao e despolimerizacao de actina,
0 que pode ter a ver com o tratamento. A aplicacdo do TP4 estimularia a
despolimerizagdo. As células também n&o demostram diferengas significativas no
ensaio de migracao.

Um dado interessante a ser comentado, € que o Tp4 ja foi sintetizado e
comercializado para o uso humano como suplemento. Com o nome de TB500
(Enhanced Peptides, Lifetech Lab), estd sendo muito usado por atletas apos os treinos
por ter agbes como aumentar o crescimento muscular, aumento na resisténcia e forcga,
diminuicdo de inflamagao em varios tipos de tecido, diminuicdo de inflamagéao nas
articulagdes, relaxamento de espasmo muscular e melhoramento do tonus muscular,
reparacao de tenddes e ligamentos, melhoria da flexibilidade das articulacdes.

Ha outros efeitos mostrados como caracteristicas do produto, como deposi¢cao
de colageno, cura mais rapida de feridas, reparacéo global de tecidos, crescimento do
cabelo, crescimento de novas células sanguineas, reparacdo do tecido cardiaco
danificado apés um ataque cardiaco, cicatrizacdo de Ulceras e lesbes (incluindo
Ulceras estomacais e intestinais), migracao de queratinécitos, diferenciacao de células
endoteliais (vasos sanguineos e linfaticos), aumento da troca de substancia entre as
células, prevencao de formagdes de aderéncias e bandas fibrosas nos musculos,
tenddes e ligamentos, protege e restaura os neurbnios apds lesao cerebral.
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7. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Esse estudo mostrou que o composto SRPIN340 reduziram o comportamento
metastatico in vitro das células de melanoma, diminuindo a proliferacao, formacao de
colénia e migracao em contrapartida ao peptideo TB4, que demonstrou aumentar o
comportamento metastatico. Os dois tratamentos em conjunto mostram resultados
intermediarios, o que sugere que TR4 e SRPKs possuem uma relagdo funcional.
Houve também, modificacdes com relacao a sinalizagdo de proteinas SR e mudancas
fenotipicas da actina possivelmente relacionadas com sequestro de AKT e de G-
actina. Um primeiro experimento in vivo foi feito como piloto para corroborar os
resultados encontrados, porem modificagdes serdo necessarias para 0s proximos
experimentos a serem realizados, para que se possa fechar os dados com
significancia estatistica.

E de suma importancia, na continuagdo do projeto, desenvolver experimentos
que auxiliarao na confirmacao da interacado SRPK2/TB4, como imunopreciptacao, co-
localizacdo e imunolocalizacdo. Com a continuagdo do estudo com o T4, ha a
possibilidade de aprofundar os experimentos utilizando as células knockouts para
SRPKs (SRPK1, SRPK2 e Duplo knockout) a fim de melhor entender as vias de
sinalizagao relacionadas as moléculas de interesse. As SRPKs tém sido relatadas
como importantes oncoproteinas sendo o conhecimento de suas relagdes funcionais
de suma importancia para o entendimento da biologia do cancer e desenvolvimento

de novas estratégias terapéuticas.
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