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RESUMO

PAIVA, Samuel Inacio da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de
2026. Serine Arginine Protein Kinases (SRPKs) em cancer: uma revisao
sistematica de SRPK2 e avaliacao de possiveis mecanismos estimulatérios em
melanoma metastatico. Orientador: Gustavo Costa Bressan. Coorientadores: Luiz
Alberto Santana e Raoni Pais Siqueira.

O melanoma é um tipo de cancer altamente agressivo e letal. Proteinas quinases
como as SRPK1 e SRPK2 sdo encontradas em niveis de expressao elevados nesse
cancer e contribuem com a sua progressao em metastases. Por ter sido encontrada
uma possivel interacao entre SRPK2 e um dominio citosélico de CD74 previamente
no grupo, foi hipotetizado que a cascata de sinalizacao celular iniciada por MIF/CD74
na membrana plasmatica poderia exercer influéncia na ativagdo das SRPK1/2
intracelularmente. Assim, esse estudo objetivou analisar os impactos do tratamento
de células B16-F10 de melanoma knockouts ou ndo-knockouts para SRPK1/2 com a
proteina recombinante MIF. Os tratamentos realizados revelaram que MIF n&o teve
efeito significativo nos fenotipos metastaticos associados a atividade de SRPK1/2
analisados in vitro, tais como proliferacdo celular, polimerizagdo de filamentos de
actina e formacao de colénias — pelo menos considerando a linhagem B16-F10
avaliada. Ademais, foi também elaborada uma revisdao sistematica com foco no
papel multifacetado da SRPK2 na oncogénese. Embora a funcao biolégica da
SRPK1 em canceres (incluindo os efeitos antitumorais da terapia direcionada a essa
molécula) esteja mais bem elucidada, com variados estudos experimentais e de
revisdo de literatura ja publicados sobre o tema, a SRPK2 ainda carecia de uma
compreensao sistematizada sobre o seu papel em diferentes tipos de cancer.
Constatou-se que a hiperativacdo de SRPK2 favorece fendtipos tumorais e/ou
metastaticos em diferentes tipos de céncer por meio de vias de sinalizagao
oncogénicas dependentes e independentes de splicing, enquanto sua inibicao
(genética e/ou farmacolbgica) atenua esses comportamentos. Adicionalmente, a
expressao de SRPK2 foi associada a implicagdes progndsticas em uma variedade
de canceres. Dessa forma, essa proteina-quinase emerge como um potencial alvo
terapéutico e um possivel biomarcador tumoral.

Palavras-chave: srpk; melanoma; revisao sistematica



ABSTRACT

PAIVA, Samuel Inacio da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2026.
Serine-Arginine Protein Kinases (SRPKs) in Cancer: A Systematic Review of
SRPK2 and Evaluation of Potential Stimulatory Mechanisms in Metastatic
Melanoma. Adviser: Gustavo Costa Bressan. Co-advisers: Luiz Alberto Santana and
Raoni Pais Siqueira.

Melanoma is a highly aggressive and lethal form of cancer. Protein kinases such as
SRPK1 and SRPK2 are highly expressed in this cancer and contribute to its
progression to metastasis. Since a possible interaction between SRPK2 and a
cytosolic domain of CD74 had previously been identified by the group, it was
hypothesized that the cell signaling cascade initiated by MIF/CD74 at the plasma
membrane could influence the intracellular activation of SRPK1/2. Thus, this study
aimed to analyze the effects of treating SRPK1/2 knockout or non-knockout B16-F10
melanoma cells with recombinant MIF protein. The treatments revealed that MIF had
no significant effect on the metastatic phenotypes associated with SRPK1/2 activity
analyzed in vitro, such as cell proliferation, actin filament polymerization, and colony
formation — at least considering the B16-F10 cell line evaluated. Furthermore, a
systematic review was also conducted focusing on the multifaceted role of SRPK2 in
oncogenesis. Although the biological function of SRPK1 in cancers (including the
antitumor effects of therapy targeting this molecule) is better elucidated, with various
experimental studies and literature reviews already published on the topic, SRPK2
still lacks a systematic understanding of its role in different types of cancer. It was
found that the hyperactivation of SRPK2 favors tumor and/or metastatic phenotypes
in different types of cancer through splicing-dependent and splicing-independent
oncogenic signaling pathways, while its inhibition (genetic and/or pharmacological)
attenuates these behaviors. Additionally, the expression of SRPK2 was associated
with prognostic implications in a variety of cancers. Thus, this protein kinase emerges
as a potential therapeutic target and a possible tumor biomarker.

Keywords: srpk; melanoma; systematic review
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SECAO 1 - ANALISE DA INFLUENCIA DE MIF (MACROPHAGE INHIBITORY
FACTOR) NA ATIVACAO DE SRPK1/2 (SERINE/ARGININE PROTEIN KINASE 1/2) E
NOS FENOTIPOS TUMORAIS E METASTATICOS ASSOCIADOS EM B16-F10

1 INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA

O melanoma € um tipo de cancer de pele origindrio dos melandcitos (Eddy et al., 2021).
Esse cancer € conhecido por ser altamente agressivo e mortal, sendo responsdvel por 80% das
mortes por cancer de pele, ainda que represente apenas 1% dos casos (Saginala et al., 2021).

Entre os fatores que contribuem com a elevada agressividade e mortalidade desse cancer
estdo as altas capacidades proliferativas e metastaticas das células tumorais, que podem ser
influenciadas por moléculas-chave (Braeuer et al., 2014). Dentre essas moléculas, destacam-se as
proteinas SRPK1, SRPK2 e MIF.

Em condigdes fisiologicas normais, tanto a SRPK1 quanto a SRPK?2 sdo ativadas pela via
de sinalizacdo celular EGF-PI3K-Akt e desempenham funcdo na regulacdo da expressdao génica,
em especial no evento de splicing alternativo (Zhou et al., 2012). No melanoma, essas proteinas
quinases estdo altamente expressas. Como consequéncia disso, ocorre uma importante
desregulacdo dos processos de splicing alternativo, a qual leva a geracdo de isoformas proteicas
que favorecem a tumorigénese (Caetano et al., 2022; Duggan et al., 2022; Gammons et al., 2014).

Nesse contexto, a SRPK1, por meio de splicing alternativo alterado, estd implicada na
promocdo da angiogénese em melanoma (Gammons et al. 2014), um importante evento para
formacdo de novos vasos sanguineos que nutrem o tumor e facilitam a metdstase de células
tumorais (Wu et al.,, 2022). Além disso, sugere-se que a SRPKI esteja envolvida em
comportamentos metastaticos em células B16-F10 (Moreira et al., 2018) — uma linhagem de
melanoma metastatico murino amplamente utilizada como modelo experimental para o estudo do
melanoma humano (Vale et al., 2022). Ademais, em B16-F10, a SRPK2 parece favorecer a
migracao, a proliferacdo e a colonizacao metastatica (Caetano et al., 2022).

O MIF, por sua vez, esta relacionado com diversos processos bioldgicos. A intera¢do do

MIF com o receptor CD74, conhecida como eixo MIF-CD74, pode resultar na ativagao das vias de



sinalizacdo celular PI3K-Akt, ERK1/2, AMPK e NF-kB, as quais estdo associadas a proliferacio
e sobrevivéncia celular (Farr, Ghosh, Moonah, 2020).

Em melanoma, o MIF e o CD74 sdo encontrados altamente expressos e estdo ligados a
progressao e a agressividade desse cancer (Tanese et al., 2015). A expressao de MIF e CD74 em
células malignas é causa de evasdo, ou escape, da vigilancia do sistema imunolégico por meio da
inducdo da expressdo do receptor PD-L1 — que atrapalha a funcdo de células T contra as células
cancerigenas (Imaoka et al., 2019). Adicionalmente, altos niveis de MIF e CD74 podem atuar
sinergicamente na ativacio de vias de sinaliza¢do celular cancerigenas em células tumorais, como
as vias de PI3k/Akt e de MAPK, para promover a proliferacao celular (Soumoy et al., 2019).

Estudos prévios indicaram uma provavel relacdo entre a transducdo de sinal iniciada por
MIF-CD74 e a atividade de SRPK (Mello, 2014). Nesse contexto, tendo em vista que essas
moléculas estdo envolvidas na progressdo do melanoma e que possuem altos niveis de expressdao
nesse tipo de cancer (Caetano et al., 2022; Gammons et al., 2014; Nikas et al., 2019; Tanese et al.,
2015; Valdez et al, 2024), levantou-se a hipétese de que o MIF pode atuar ativando as SRPK1/2 e,
na presenca dessas quinases, promover desfechos carcinogénicos mais expressivos.

Considerando esse cendrio, objetivou-se analisar os possiveis impactos in vitro do
tratamento de linhagens geneticamente modificadas de células B16-F10 de melanoma murino,
knockouts ou ndo-knockouts para SRPK1/2, com a proteina recombinante MIF e a sua influéncia
na atividade de SRPK1/2 e nos fendtipos oncogénicos associados a essas quinases, em particular

0s tumorais € metastaticos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Melanoma

O melanoma € o terceiro tipo mais comum de cancer de pele e sua incidéncia vem
aumentando progressivamente (Long, er al., 2023; Ostrowski, Fisher, 2021). As estatisticas de
cancer de 2024 mostram um aumento continuo na incidéncia desse cincer, além dos canceres de
mama, prdstata, corpo uterino, pancreas, orofaringe, figado, colorretal e cervical (Siegel,
Giaquinto, Jemal, 2024).

O melanoma se origina nos melandcitos, que sdo as células produtoras de melanina
presentes na camada basal da epiderme humana (Eddy et al., 2021; Ostrowski, Fisher, 2021).
Habitualmente, a exposicdo intermitente a radiacdo ultravioleta (UV) da luz solar e os
bronzeamentos artificiais estdo intimamente associados ao desencadeamento do melanoma (Long,
etal.,2023). A radiacdo UV, proveniente da luz solar ou dos bronzeamentos artificiais, pode causar
danos ao DNA dos melandcitos, levando a alteragdes genéticas, como as mutag€neses, que
favorecem o desenvolvimento do melanoma (Ostrowski, Fisher, 2021).

A transformacdo de melandcitos em melanoma, decorrente de alteragdes ou mutagdes
genéticas, pode desencadear desregulacdes de importantes vias de sinaliza¢do. Por exemplo, em
condi¢des normais, a via de PI3K/Akt regula a homeostasia celular dos melandcitos (Figura 1, a).
Em contraste, a desregulacdo promovida pela ativacao constitutiva dessa via favorece o descontrole
do ciclo celular, da proliferacao, do crescimento, além da sobrevivéncia e da motilidade celular.
Adicionalmente, provoca alteracdes metabdlicas e na expressdo génica do DNA, que cooperam

para o desenvolvimento do melanoma (Figura 1, b) (Schadendorf et al., 2015).
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Figura 1. Transformacio dos melandcitos em melanoma. a) nos melandcitos em condi¢gdes normais, a via de
PI3K/Akt controla a homeostasia celular regulando o ciclo celular, além de controlar o crescimento, sobrevivéncia,
motilidade e metabolismo celular. b) a ativacdo constitutiva de PI3K/Akt em melandcitos, promove desregulacdes que
levam ao descontrole do ciclo celular, crescimento, sobrevivéncia, motilidade e metabolismo celular, favorecendo
assim a transformacdo dos melandcitos em melanoma. Fonte: Schadendorf et al., 2015

CDKN2A

Além das moléculas PI3K/Akt, outras também desempenham um papel expressivo no
desenvolvimento e na agressividade do melanoma. Nesse sentido, as SRPK1/2 sdo um importante
exemplo. Essas proteinas quinases alteram o mecanismo de processamento de RNA, especialmente
o splicing alternativo, em células de melanoma, gerando diferentes proteinas que podem promover
o cancer (Chen et al., 2024). Estudos ja evidenciaram que essas quinases estdo intrinsecamente
associadas ao desenvolvimento do melanoma (Caetano et al., 2022; Gammons et al., 2014; Moreira
etal.,2018).

No mesmo sentido, o eixo MIF-CD74 também € outro importante exemplo. No ambiente
tumoral, a citocina pré-inflamatéria MIF se liga ao seu receptor CD74 levando ao aumento da
proliferacdo celular e da angiogénese — formacao de novos vasos sanguineos (Soumoy et al.,
2019). Esses novos vasos sanguineos nutrem o tumor facilitando o seu crescimento € a

disseminagdo das células tumorais pelo corpo (Wu et al., 2022).
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As SRPKs assim como o eixo MIF-CD74 serdo exploradas em mais detalhes. O objetivo é
entender melhor como essas moléculas atuam para promover canceres, dentre 0s quais o

melanoma.

2.2 Splicing Alternativo, SRPKs e proteinas SR

Os seres humanos possuem aproximadamente 25.000 genes codificadores de proteinas
presentes no DNA, apesar disso, sdo geradas mais de 90.000 proteinas com diferentes funcoes a
partir desses genes (Wang et al., 2014). O splicing alternativo, um evento de processamento de
RNA, desempenha um papel relevante nessa diversidade proteica.

Os genes humanos sdo divididos em duas sequéncias. Ha as exdnicas, denominadas éxons
- que contém informagdes para codificac@o de proteinas; e as intronicas, chamadas de introns, que
nao sao codificadoras (Sahu, Panda, 2011; Will, Luhrmann, 2011). Esses genes e suas sequéncias
sdo transcritos em pré-mRNAs, que sdo os RNAs mensageiros imaturos. Esses pré-mRNAs sdo
processados para se tornarem mRNAs, que sdo os RNAs mensageiros maduros, e eventualmente

serem traduzidos em proteinas (Cramer, 2019; Moore, Proudfoot, 2009).
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No contexto fisiolégico do processamento do pré-mRNA, o splicing alternativo tem um
destacado papel. Ao contrario do splicing constitutivo, onde as sequéncias de éxons presentes no
mRNA estdo na mesma ordem que a presente no gene, o splicing alternativo remove os introns do
pré-mRNA e une ou emenda os éxons em diferentes combinagdes — combinagdes alternativas
(Wang et al., 2014). Isso resulta na formagado de diferentes mRNAs e, consequentemente, diversas

proteinas quando esses mRNAs sdo traduzidos (figura 2).

» PRLS
FAN @ e ~~~~ pre-mRNA

alternative splicing

alternatively
spliced mMRNAs

translation

proteinisoforms

Figura 2. O splicing alternativo. Através do processamento de um pre-mRNA, podem ser gerados diferentes
mRNAs através de diferentes combinacdes de éxons. Esses mRNAs podem ser traduzidos em distintas proteinas.
Fonte: Dupuis et al., 2012.

O splicing alternativo ocorre por meio do spliceossomo, um complexo macromolecular
composto de cinco pequenos RNAs nucleares (snRNPs U1, U2, U4, U5 e U6) e diversas proteinas
associadas, que catalisa a reacdo de splicing (Graveley, 2001). Esse maquindrio macromolecular é
montado nos sitios de splicing, que sdo regides contendo ligacOes entre introns e éxons presentes

no pré-mRNA (Yang et al., 2019).
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O processo de montagem do spliceossomo inicia-se com o reconhecimento do sitio 5’ de
splicing pelo pequeno RNA nuclear U1 snRNP (Figura 3). Em seguida, U2 snRNP € recrutado para
interagir com o sitio 3’ de splicing (Figura 3). Posteriormente, o tri-snRNP U4/U6 e U5 ¢ atraido
(Figura 3). Depois disso, ocorrem as saidas de Ul e U4 snRNPs, promovendo uma mudanca
conformacional no spliceossomo, que consequentemente torna-se cataliticamente ativo (Figura 3).
A partir dai, ocorrem reacdes que resultam na remocgao dos introns e juncao dos éxons (Figura 3)

(Dvinge, 2018).
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Figura 3. Figura representativa do processo de montagem do spliceossomo. Fonte: Dvinge, 2018.

No contexto do reconhecimento dos sitios de splicing pelo spliceossomo, existem elementos
que podem ou promover ou inibir essa agdo (Dvinge, 2018; Will, Luhrmann, 2011). Nesse cendrio,

destacam-se as sequéncias reguladoras cis e os fatores de acdo trans.
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As sequéncias reguladoras cis estdo presentes em um pré-mRNA e podem ser promotoras
de splicing exdnicas/intronicas (ESEs e ISEs) ou inibidoras de splicing exdnicas/intronicas (ESSs
e ISSs) (Wang, Burge, 2008). Essas sequéncias sdo reconhecidas por proteinas de ligagdo ao RNA,
que atuam estimulando ou reprimindo a montagem do spliceossomo (Will, Luhrmann, 2011).

Entre as proteinas de ligacio ao RNA, ha os fatores de acdo trans - onde emergem as
familias de proteinas SR (SRSFs) e as ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas (hnRNPs)
(Dvinge, 2018; Wang, Burge, 2008). Essas proteinas agem de modo antagénico no que se refere a
montagem do spliceossomo.

As hnRNPs reconhecem as sequéncias inibidoras de splicing (ESSs e ISSs) presentes no
pré-mRNA e se ligam a elas através de seus dominios de ligacdo ao RNA. Desse modo, reprimem
a montagem do spliceossomo bloqueando o acesso dos elementos spliceossomais aos sitios de
splicing (Figura 4, a) (Busch, Hertel, 2012; Kedzierska, Piekietko-Witkowska, 2017). De outro
lado, as SRSFs interagem com as sequéncias promotoras de splicing (ESEs e ISEs) no pré-mRNA
e recrutam os componentes do spliceossomo, como U1l snRNP para os sitios de splicing (Figura 4,

b) (Busch, Hertel, 2012; Dvinge, 2018).

U2AF SR
U2AF65 35 Protein

——p Activation

D Exon

= Intron RS Domain

Repression

Figura 4. Papel das proteinas SR e hnRNP na montagem do spliceossomo. a) as hnRNPs se ligam a sequéncias
silenciadoras atuam reprimindo a montagem do spliceossomo. Fonte: Adaptada de Busch, Hertel, 2012. b) as
proteinas SR se associam a sequéncias intensificadoras e recrutam componentes do spliceossomo. Fonte: Adaptada
de Busch, Hertel, 2012.

O mecanismo de splicing alternativo descrito até agora encontra-se desregulado ou alterado

em células tumorais, o que leva a geracdo de diversas proteinas que contribuem com o cancer. Ha
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um robusto corpo de estudos demonstrando que o splicing alternativo aberrante contribui para a
progressdo do cancer, causando alteracdes fenotipicas pro-tumorais em células cancerigenas, que
sdo orquestradas por proteinas oncogénicas (Venables, 2006; Zhang, Manley, 2013).

Nesse cendrio, a desregulacdo do splicing alternativo em células cancerigenas leva a
geracdo de transcritos de mRNAs diferentes daqueles encontrados em um ambiente celular normal
(Venables, 2006). Esses transcritos distintos de mRNAs, quando sdo traduzidos, resultam na
producdo de isoformas de proteinas cancerigenas, que cooperam com a progressdo do cancer
através de processos bioldgicos como o aumento da proliferacdo de células tumorais, promocao da
resisténcia a apoptose, estimulo a angiogénese, além de contribui¢do com a invasido e metastase
(Shilo et al., 2014; Venables, 2006; Zhang, Manley, 2013; Zhang et al., 2021). Moléculas-chave,
destacando os fatores de splicing e seus reguladores, participam da desregulacdo do splicing
alternativo em células tumorais.

Dentre essas, destacam-se as proteinas SR (SRSFs) reguladoras de splicing e seus
reguladores como SRPKs, CLKs, DYRKI1A, entre outros, que estdo superexpressos em multiplos
canceres e contribuem com a tumorigénese (Blackie, Foley, 2022; Boni et al., 2020; Duggan et al.,
2022; Hogg, Findlay, 2023; Wang, et al., 2020; Wan et al., 2022).

A expressao elevada das SRSFs em células tumorais altera o splicing alternativo e leva a
producdo de isoformas aberrantes de mRNAs. Essas isoformas podem gerar proteinas pro-
cancerigenas que auxiliam o crescimento tumoral através do aumento da capacidade proliferativa
e do favorecimento de metastases (Wan et al., 2022). Além disso, as SRSFs alteradas em canceres
estdo associadas a resisténcia de células tumorais a radioterapia (Wan, et al., 2022).

Especialmente as SRPKs, em particular SRPK1 e SRPK?2, estao implicadas na desregulacao
de splicing alternativo e facilitacao da tumorigénese. A SRPK1 € identificada como superexpressa
em canceres e, através de splicing alternativo anormal, causa um aumento na capacidade
proliferativa de células tumorais e resisténcia a terapia anticancer (Duggan et al., 2022). Da mesma
forma, SRPK2 esta elevada em canceres e isso acarreta na resisténcia de células de carcinoma a
terapia e no favorecimento de metéstases (Wang et al., 2020; Zhuo et al., 2018).

Pelo fato das quinases SRPK1 e SRPK2 se mostrarem com expressio aumentada em
canceres e poderem atuar desregulando o splicing alternativo através da modulacdo da atividade
das SRSFs (Naro et al., 2021; Nikolakaki et al., 2022), essas proteinas se destacam como

elementos-chave na promog¢ao tumoral.
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2.3 SRPKs - participacao regulada em splicing alternativo, desregulacao, desfechos em

canceres e a repercussﬁo no melanoma

A familia de serina/arginina proteinas quinases (SRPKs) € constituida por trés membros, a
saber: SRPK1, SRPK2 e SRPK3 (Giannakouros et al., 2010). Estruturalmente, as SRPKs
apresentam dois dominios de quinase (Kinase Domain) que sdo divididos por uma regido

espacadora - SID (Figura 5) (Nakagawa et al., 2005)

Nt Kinase Domainl SID Kinase Domain 2

| |

| | | |

SRPK1 73% 71% 648
SRPK2 78% 78% 682
SRPK3 266

Figura 5. Figura representativa de SRPKs. As SRPKSs possuem dois dominios de quinase que sdo divididos por
uma regido espacadora - SID. Fonte: Nakagawa, et al., 2005.

As regides espacadoras (SID) exercem influéncia na localizacao celular das SRPKs. Essas
regides, por meio da associacdo com chaperonas moleculares, ancoram as SRPKs no citoplasma
da célula (Nikolakaki et al., 2022). Além disso, SID pode servir de scaffold (andaime) para
interagd@o de outras proteinas (Huang et al., 2023).

Os dominios de quinase das SRPKs fosforilam as proteinas SR (SRSFs), levando a
translocacdo dessas proteinas para o nucleo celular (Figura 6) (Ngo et al., 2005). No nicleo, as
SRSFs podem passar por um segundo processo de fosforilacao, que € mediado por SRPKs e CLKs,
para que possam se associar ao pré-mRNA e selecionar os sitios de splicing onde ocorrerdo as

montagens do spliceossomo (Figura 6) (Giannakouros et al., 2010; Zhu, 2000). A fosforilagdo das
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proteinas SR pelas SRPKs € altamente organizada e estd diretamente associada a regulacdo de

splicing alternativo no nicleo (Zhou, Fu, 2013).

Stress, cell evele, other signals

ATP

Spliceosome assembly,
Splice site selection

V

\ Splicing ... Nucleus

Translation

Cytoplasm

Figura 6. Fosforilacdo de proteinas SR por SRPKs. As SRPKs podem fosforilar as protefnas SR levando a
translocag@o dessas proteinas para o nicleo. No niicleo, as proteinas SR podem ser novamente fosforiladas por SRPKs
para atuarem na selegdo dos sitios de splicing e na montagem do spliceossomo. Fonte: Giannakouros et al., 2010.

Nesse entendimento, foi demonstrado que a fosforilacdo das SRSFs é rigidamente
controlada na célula, sendo fundamental para que essas proteinas atuem selecionando corretamente
os sitios de splicing no processo de splicing alternativo (Zhong et al., 2009). As SRPKs
desempenham um proeminente papel no controle da fosforilacdo das SRSFs, ou SRs, através da
via de sinalizacao celular EGF-Akt-SRPK-SR (Figura 7), que ocasiona na translocag¢ao nuclear das

SRPKSs para fosforilar as SRs nucleares e regular o splicing alternativo (Zhou et al., 2012).
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Figura 7. Via EGF-Akt-SRPK-SR. O EGF, um mediador hormonal, se associa ao seu receptor (EGFR) e estimula
através dos transdutores de sinais PI3K e Akt a translocacdo nuclear de SRPK, que fosforila proteinas SR para
regular o splicing alternativo. Fonte: Zhou et al., 2012.

Em contraste, o controle da fosforilacdo de SRSFs por SRPKs em células tumorais
apresenta-se desequilibrado. Um dos fatores que se destaca e induz esse desequilibrio é o aumento
da expressao das SRPKSs, particularmente no contexto tumoral as SRPK1 e SRPK2 (He et al., 2022;
Jang et al., 2008; Zhou et al., 2020). Isso resulta em um padrao alterado de splicing alternativo que
promove resultados pro-tumorais (Figura 8), sendo considerado um dos principais marcadores do

cancer (Bradley, Anczukéw, 2023).
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Figura 8. Splicing alternativo alterado em cancer. A expressio elevada de SRPKs em células tumorais resulta
em desregulagdo de fosforilacdo de proteinas SR que leva a geragdo de mRNAS que podem ser traduzidos em
proteinas oncogénicas que promovem fenétipos pré-tumorais. Fonte: Da Silva et al., 2015.

A SRPKI1 encontra-se elevada em vdarios contextos oncoldgicos e estd relacionada com
piores desfechos em pacientes com cancer, como menor taxa de sobrevida (Huang et al., 2021;
Huang et al., 2023). Digna de destaque, a SRPK1 contribui com a resisténcia de células tumorais
ao tratamento com agentes quimioterdpicos assim como a drogas inibidoras de quinases (Huang et
al., 2021; Huang et al., 2023; Wang et al., 2015). Além do mais, a elevacdo da expressdo de SRPK1
estd associada com o aumento do crescimento e da proliferacdo de células cancerigenas, resisténcia
de células tumorais a morte, promog¢do da capacidade invasiva de células malignas, bem como do
seu potencial metastitico (Duggan et al., 2022).

A SRPK2 possui expressdo aumentada em diversas malignidades cancerosas, e isso estd
associado a vdrios resultados tumorigénicos (Wang et al., 2016; Zhuo et al., 2018). A titulo de
exemplo, a regulacdo positiva de SRPK2 € responsavel pelo aumento da capacidade proliferativa
de células de leucemia (Jang et al., 2008). Em carcinoma pulmonar, o aumento da expressao de
SRPK2 resulta em elevacdo da capacidade clonogénica, inducdo da transi¢do epitelial-
mesenquimal e resisténcia a drogas anticancerigenas (Gout et al., 2012). Ademais, foi demonstrado

que a superexpressdo de SRPK?2 dessensibiliza as células de cancer colorretal e de pancreas ao
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tratamento quimioterdpico e aumenta a capacidade migratéria e invasiva dessas células (Wang et
al., 2019; Wang et al., 2020).

Particularmente no melanoma, as SRPKs contribuem com diversos aspectos tumorais e
metastaticos. A SRPK1 ¢ altamente expressa em células de melanoma humano e tem um papel
fundamental na alteracdo do splicing alternativo (Gammons ef al., 2014). A expressao aumentada
de SRPKI1 em células de melanoma humano gera, através de splicing alternativo anormal, a
producido do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) pré-angiogénico, que contribui com
a formacgdo de novos vasos sanguineos (Gammons et al., 2014). E importante mencionar que a
angiogénese favorece a progressao tumoral, ja que beneficia a nutricao do tumor e contribui com a
metdstase, uma vez que 0S novos vasos sanguineos gerados por esse processo facilitam a
disseminac¢do das células tumorais para a circulagdo corporal (Yang, Cao, 2022).

A SRPK?2 também possui expressdo elevada em melanoma e esse fendmeno esta associado
a pior progndstico da doenga e malignidade das células tumorais (Caetano et al., 2022). De fato, o
silenciamento da expressao de SRPK2 em células de melanoma reduziu a capacidade proliferativa
celular, além da capacidade invasiva quando comparada as células sem alteracoes em SRPK2
(Caetano et al., 2022). Além disso, acarretou a piora da polimerizacao do citoesqueleto de actina
(Caetano et al., 2022). A polimerizacdo do citoesqueleto de actina € um evento que produz forcas
protusivas, ou de empurrdes, que sdo necessdrias para a motilidade e migracdo celular e para a
formacdo de invadopddios, contribuindo, dessa forma, com metéstases (Albiges et al., 2009; Oser
et al., 2010; Svitkina, 2018).

Ainda nao estdo totalmente elucidados os papéis das SRPK1/2 em melanoma. Por um lado,
ha o papel de SRPK1 no melanoma e seu envolvimento em outros fenétipos cancerigenos além da
angiogénese (Gammons et al., 2014), como ja demonstrado (Moreira et al., 2018). Por outro lado,
estudos revelam que a SRPK2 tem grande significancia em desfechos pro-tumorais e metastéaticos
nesse cancer, além de possuir maior expressdao quando comparada a SRPK1 (Caetano et al., 2022).

Sob essa perspectiva, considerando a implicagdo e a importancia das SRPK1/2 em
melanoma, s3o necessdrios mais estudos que investiguem as potenciais relacdes funcionais dessas
proteinas com outras moléculas e suas consequéncias nesse cancer.

As relacdes funcionais sdo imprescindiveis na promocgao da sinalizacao celular, ja que nelas
um grupo de proteinas trabalha em conjunto para promover uma dada resposta (ou

mensagem/sinal) na célula (Nair, Chauhan, Kubatzky, 2019).
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No contexto do cancer, um exemplo claro de relacdo funcional e de resposta celular € a
expressao de genes no DNA de células tumorais, que resulta na producao de proteinas associadas
ao aumento sustentado do crescimento e da proliferacdo celular (Sever, Brugge, 2015). Nesse
panorama, a desregulacdo da via de sinalizacdo celular orquestrada pelo trabalho coletivo das
proteinas PI3K/Akt estd intrincadamente ligada a esses processos, ao promover a expressao de
genes que codificam proteinas pré-tumorais em células de melanoma (Soumoy et al., 2019; Tanese,
Ogata, 2024).

Paralelamente, a citocina inflamatéria MIF (macrophage inhibitory factor) apresenta
elevada expressdao em células tumorais de melanoma e pode ativar, por meio de sua ligacdo ao
receptor CD74 e do recrutamento do co-receptor CD44, a via de PI3K/Akt, favorecendo fenétipos
proliferativos e metastaticos (Soumoy et al., 2019; Tanese, Ogata, 2024). Além disso, nosso grupo
de pesquisa identificou uma interacdo entre a SRPK2 e o CD74 (Mello, 2014). Diante disso,
especulou-se que o MIF, por meio de sua ligacdo com CD74, poderia ativar indiretamente as

SRPK1/2. O eixo MIF-CD74 e sua relacdo com o cancer serdo aprofundados a seguir.

2.4 Eixo MIF-CD74, seu papel no cancer e desdobramentos no melanoma.

O MIF (fator inibitério da migracdo de macréfagos), uma citocina pré-inflamatéria, € um
fator produzido por células do sistema imune (Farr et al., 2020). Além da sua producao pelas células
do sistema imune, essa citocina também pode ser produzida por uma variedade de células, como
as células endoteliais, mesenquimais, neuronais e tumorais (Heinrichs et al., 2011; Jankauskas et
al., 2019; Noe, Mitchell, 2020).

O MIF possui uma variedade de acdes celulares, dentre as quais se destacam a inducao da
expressao de citocinas e a inibicdo da apoptose (Huapeng et al., 2011). Essas acOes podem ser
intracelulares e/ou extracelulares (Noe, Mitchell, 2020). O mecanismo de ac¢@o intracelular
promovido por MIF ocorre por meio de sua interacdo fisica com diversas proteinas e enzimas,
podendo modificar suas atividades (Noe, Mitchell, 2020). Por exemplo, a interacio do MIF
intracelular com a proteina p53 leva ao aumento da proliferacio de células cancerigenas
(Jankauskas et al., 2019).

A p53, uma proteina supressora tumoral que tem como mecanismo de acdo a inducdo de

morte celular (apoptose), € inibida em células tumorais apds a sua interacdo com MIF e,
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consequentemente, ocorrem elevacdes na proliferacdo e sobrevivéncia celular (Jankauskas et al.,
2019).

De particular interesse, ha as a¢des extracelulares mediadas por MIF que ocorrem através
de sua interacdo com receptores extracelulares. Nesse cendrio, o receptor CD74 se sobressai. O
CD74 é uma proteina transmembranar com dominios extracelulares e intracelulares e é considerado
como um receptor especifico de comunicacdo de MIF (Fey et al., 2024). Quando o MIF se liga ao
seu receptor CD74 (eixo MIF-CD74), pode desencadear variadas respostas fenotipicas de acordo
com o contexto e o tipo celular (Fey et al., 2024).

Especialmente em células cancerigenas, o MIF e o CD74 sdo encontrados superexpressos
e isso leva a indmeras respostas pro-tumorais e metastdticas (Charan et al., 2020; Li et al., 2024).
Dentre essas respostas, destacam-se a inibicdo da morte celular, por meio da redu¢@o da expressao
de genes que codificam proteinas pré-apoptoticas (Mora, Stijlemans, Van, 2023), escape do sistema
imunolégico (Imaoka et al. 2019), além de angiogénese, proliferacdo celular e metastase (Tanese,
Ogata, 2024).

Em apoio a essa ideia, a interacdo de MIF com o seu receptor de comunicagdo CD74 tem
papel critico na ativacdo de diferentes vias de sinalizagdo celular que promovem os fendtipos
tumorais previamente mencionados. Mecanisticamente, quando MIF interage com o CD74, um co-
receptor, denominado CD44, ¢é recrutado (Figura 9). Apds esse recrutamento e a dimerizaciao de
CD44 com CD74, h4 a ativagdo da proteina quinase de membrana c-SRC que, em seguida, exerce
sua atividade ativando as vias de sinalizag@o celular a jusante entre as quais ERK1/2, relacionada
com a sobrevivéncia celular, além da via de PI3K/Akt, associada a metdstase e a inibicdo da
apoptose celular e, também, a via de HIFla que estd ligada a angiogénese (Figura 9) (Tanese,

Ogata, 2024).
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Figura 9. Vias de sinalizacdo celular cancerigenas ativadas por meio da interacdo de MIF com o receptor CD74.
Fonte: Tanese, Ogata, 2024.

Particularmente em melanoma, tanto o MIF quanto o CD74 contribuem com a
agressividade desse cancer. O MIF estd superexpresso em diferentes linhagens de células
neopldsicas de melanoma que exibem fendtipos ou comportamentos agressivos, como elevado
potencial proliferativo e migratério (Soumoy et al., 2019). Da mesma forma, CD74 também ¢é
altamente expresso em melanoma e estd associado a resisténcia de células tumorais a apoptose, ou
morte celular, e metastase (Ogata et al., 2020; Soumoy et al., 2019).

O eixo MIF-CD74 em melanoma vem sendo demonstrado como de substancial importancia
para a progressao da doenga. De fato, esse eixo tem sido extensamente evidenciado como um pivo
no ambiente tumoral que apoia a carcinogénese exercendo influéncia na imunossupressdao, no
escape das células cancerigenas da vigilia do sistema imunolégico, na proliferacdo celular e em
metastases (Figueiredo et al., 2018; Soumoy et al., 2019; Tanese et al., 2015). A contribui¢do de
MIF-CD74 na imunossupressdo ocorre através do estimulo para a produgdo das citocinas IL-8 e
IL-6 por células tumorais, que cria um microambiente tumoral imunossuprimido. E importante
mencionar que IL-8 e IL-6 também estdo implicados em metastases (Tanese et al., 2015).

Em células de melanoma, a intera¢do entre MIF e CD74 mostrou ter um importante papel
no estimulo da producdo de PD-L1, através da promog¢ao do aumento da expressdao do gene que

codifica essa proteina (Imaoka et al., 2019). O PD-L1 (uma proteina de superficie celular)
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produzido em células tumorais pode interagir com o receptor PD-1 presente nas células T e, dessa
forma, inativar e impedir a atuacdo dessas células de defesa contra as células cancerosas,
promovendo, assim, o escape das células tumorais do sistema imunolégico (Imaoka et al., 2019).

O eixo MIF-CD74 também estd relacionado a proliferacdo celular e metdstase em
melanoma. A ligagdao de MIF a CD74 pode ativar as vias de sinalizacdo celular de PI3K/Akt e
MAPK, que estao relacionadas a proliferacao celular sustentada, crescimento tumoral e metistases
(Figueiredo et al., 2018; Fukuda et al., 2022; Tanese et al., 2015; Soumoy et al., 2019).

Até o momento, ndo hd evidéncias publicadas que estabelecam uma ligacdo funcional entre
MIF-CD74 e a regulacdo do splicing alternativo mediado por SRPK1/2 em céancer. Uma
investigacdo conduzida pelo nosso grupo de pesquisa sugeriu uma possivel conexdo entre o inicio
da sinalizacdo celular desencadeada pelo eixo MIF-CD74 e a atividade de SRPK2 (Mello, 2014).
Além disso, o tratamento de células B16-F10 com o inibidor de MIF ISO-1, em combinag¢do com
o inibidor de SRPKs SRPIN340, provocou efeitos anticancerigenos in vitro (Moreira, 2020). Tendo
em vista essas observacdes, especulou-se que o MIF poderia ativar, de forma indireta, via Akt, as
SRPKs em melanoma e promover fendtipos cancerigenos de forma mais acentuada (Figura 10).
Dessa forma, hipotetizou-se que o MIF, na presenca das SRPKSs, exerceria uma maior influéncia
na tumorigénese. Baseado nisso, o presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos da
proteina recombinante MIF (rMIF) sobre a atividade das SRPKs, bem como sobre os fen6tipos
tumorais e metastaticos relacionados as quinases, em células de melanoma murino B16-F10

geneticamente modificadas para expressar ou ndo as SRPK1/2.
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Figura 10. Eixo hipotético MIF/CD74/CD44/Akt/SPK. Representagdo mecanistica da hipdtese de que o MIF
ativa indiretamente as SRPKs, por meio de Akt (linhas tracejadas). Fonte: adaptada de Moreira (2020, p. 119).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

O presente estudo teve como objetivo geral analisar os possiveis impactos do tratamento de
duas linhagens de células modificadas de melanoma murino B16-F10, knockouts ou nao para
SRPK1/2, com a proteina recombinante MIF (rMIF), na atividade das SRPKs e nos fenétipos

tumorais e metastaticos relacionados as quinases.

3.2 Objetivos especificos:
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. Validar o knockout de SRPK1/2 em células B16-F10 KO e a expressdo de SRPK1 e SRPK2
nas células B16-F10 V2 através de ensaio de RT-qPCR;

. Analisar o efeito do tratamento de células B16-F10 e B16-F10 KO com proteina
recombinante MIF (rMIF) na atividade de SRPK1/2, através da fosforilagdo de proteinas

SR, por meio de ensaio de imunofluorescéncia;

. Analisar o impacto proliferativo do tratamento de células B16-F10 V2 e B16-F10 KO rMIF,

através do ensaio de exclusao de azul de tripan;

. Analisar o efeito do tratamento de células B16-F10 V2 e B16-F10 KO com rMIF na

dinamica do citoesqueleto de actina, mediante ensaio de coloracdo de citoesqueleto com

rodamina faloidina;

. Avaliar a influéncia do tratamento de células B16-F10 V2 e B16-F10 KO com rMIF na

capacidade clonogénica, através do ensaio de formacao de coldnias.

. Avaliar a implicacdo do tratamento de rMIF na expressao de VEGF-A, por RT-qPCR.
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4 METODOLOGIA

4.1 Cultivo celular

Foram cultivadas as linhagens B16-F10 V2, transduzidas com vetor vazio, e B16-F10 KO,
submetidas a edi¢do génica via sistema CRISPR-Cas9 para atingir os genes SRPK1 e SRPK2.
Essas células foram estabelecidas anteriormente por Caetano et al. (2022).

As células foram cultivadas em RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de
soro bovino fetal (FBS, LGC Biotecnologia), 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de
estreptomicina (Sigma), com pH 7,2 e 37 °C sob atmosfera de 5% de CO..

4.2 Extracao de RNA e RT-qPCR

A andlise da expressdo génica foi conduzida em duas condi¢des experimentais distintas.
Para a validac¢do do knockout, avaliou-se a expressao basal de SRPK1 e SRPK?2 em células B16-
F10 V2 e B16-F10 KO mantidas apenas em meio de cultura e sem tratamento. J4 para investigar a
expressdo de VEGF-A, as células foram expostas ou ndo ao tratamento com proteina recombinante
MIF (tMIF) [100 ng/mL]. Independentemente do grupo experimental, realizou-se a extracdo de
RNA total das linhagens celulares utilizando o reagente TRIzol (Sigma-Aldrich), conforme as
instrucdes do fabricante. A concentracdo e a pureza das amostras foram determinadas por
espectrofotometria (NanoDrop, razdo A260/280), enquanto a integridade do RNA foi verificada
por eletroforese em gel de agarose a 2%. Posteriormente, o RNA foi tratado com DNase
(Invitrogen) a 37 °C por 40 minutos, seguido de incubag@o para inativacido enzimdtica por 10
minutos a 65 °C. Apds, o material tratado foi submetido a sintese de cDNA utilizando-se de kit
comercial de transcri¢do reversa de alta capacidade (Applied Biosystems) seguindo as instrug¢des
do fabricante. A reacdo em cadeia da polimerase em tempo real foi realizada com o kit SYBR Green
PCR Master Mix 2X. Cada reacdo conteve 200 ng de cDNA. As condigdes de ciclagem térmica
foram: desnaturacdo inicial a 95 °C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos compostos por
desnaturagdo a 95 °C por 15 segundos e anelamento/extensao a 60 °C por 1 minuto. A expressao

génica foi quantificada pelo método do Ct comparativo, com base no célculo de 2/ A

para
determinar os niveis relativos de expressao (Rizzacasa et al., 2020). O gene de referéncia utilizado
para a normalizagdo dos dados foi o RPL13, que ndo apresentou variagdes significativas de

expressao entre as linhagens B16-F10 V2 e B16-F10 KO. Os primers de RPL13 (Gong et al., 2016),
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SRPK1 (origene, NM_016795), SRPK2 (origene, NM_009274) e VEGF-A (Quan et al., 2020)

utilizados nas analises foram:

RPL13: sequéncia direta, 5° AGGGGCAGGTTCTGGTATTG 3’; sequéncia reversa 5’
TGTTGATGCCTTCACAGCGT 3°.

SRPK1: sequéncia direta, 5’ GAGGAGAGCATTCGGGCAGATA 3’; sequéncia reversa, 5’
GTCTGCGATCTTCACTTGGAGC 3’.

SRPK2: sequéncia direta, 5’ CCACTTACCGAGCAGGAGGAAA 3’; sequéncia reversa 5’
ATCCAGAGGGTTCACCAACAGG 3’.

VEGF-A: sequencia direta, 5’ CTGCTGTAACGATGAAGCCCTG 3’; sequéncia reversa 5’
GCTGTAGGAAGCTCATCTCTCC 3°

4.3 Ensaios de Imunofluorescéncia

As células B16-F10 V2 ou B16-F10 KO foram plaqueadas em duplicata na concentracio
de 2x10* células/poco em placas de 24 pogos contendo laminulas em um volume total de 500 pL
de meio de cultura completo e, posteriormente, foram incubadas por 24 h a 37°C e 5% de CO2
para adaptacdo e ades@o. Apds, as células foram expostas a diferentes tempos de tratamento com a
proteina recombinante MIF (Prepotech), por 1 hora ou 2 horas, na concentracdao de 100 ng/mL. O
tempo de tratamento e a concentragdo foram determinados com base em estudos anteriores (Li et
al., 2009; Lue et al., 2017; Moreira et al., 2018; Taranto et al., 2019; Zhou et al., 2012). As células
tratadas com o PBS (0,4% v/v) foram utilizadas como controle. Quando encerrados os periodos
dos tratamentos, os meios contendo MIF [100 ng/mL] ou PBS (0,4% v/v) foram removidos e os
pocos foram imediatamente lavados 1x com PBS. Apds a lavagem, as células foram fixadas e
permeabilizadas em 4% v/v de paraformaldeido e 0,5% v/v de Triton X-100 por 30 minutos. Em
seguida, foram lavadas 3x com PBS e bloqueadas com 3% m/v de Albumina do Soro Bovino (BSA)
(Merck) diluida em PBS por 1 hora. Entdo, as células foram lavadas 3x com PBS e foram incubadas
com os anticorpos primdrios anti-fosfoproteinas SR mAb1H4 (1:100, Sigma-Aldrich) durante 1
hora. Em seguida, as células foram lavadas 4x com PBS e foram incubadas com anticorpo
secunddrio anti-IgG-Alexa Fluor 488 de camundongo ou coelho (Invitrogen) por 1 hora. Em

sequéncia, as células foram lavadas 4x com PBS. O composto 4 ', 6-diamidino-2-fenilindole
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(DAPI, Invitrogen) foi usado como um contracorante nuclear. A fluorescéncia foi visualizada

utilizando microscépio invertido de fluorescéncia EVOS FL.

4.4 Coloracao do citoesqueleto de actina com rodamina faloidina

As células B16-F10 V2 ou B16-F10 KO foram plaqueadas em duplicata em placas de 24
pocos contendo laminulas na densidade de 2x10* células/pogos. Apés foram incubadas 24 h para
adaptacdo e adesdo, onde entdo foram tratadas com 100 ng/mL de proteina recombinante MIF
(Peprotech) diluido em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) por 1h (Li et al., 2009; Lue et al., 2017;
Moreira et al., 2018; Taranto et al., 2019). As células tratadas com PBS (0,4% v/v) foram utilizadas
como controle. Posteriormente ao tratamento, os meios contendo rMIF [100 ng/mL] ou PBS (0,4%
v/v) foram removidos dos pocos e os pogos foram imediatamente lavados 1x com PBS. Apos, as
células foram fixadas e permeabilizadas conforme descrito no item 3. Em seguida, foram aplicados
0,5 pL de rodamina faloidina (Thermo Fisher Scientific) diluidos em 200 uL de PBS/pogo e entdo
a placa foi incubada no escuro por 30 min. Em seguida, as laminas foram montadas usando DAPI
(Thermo Fisher Scientific) como um contracorante nuclear. A fluorescéncia foi registrada

utilizando-se de Microscopio Confocal de Varredura a Laser Zeiss, LSM510 META.

4.5 Ensaio de proliferacao celular

As células B16-F10 V2 e B16-F10 KO foram plaqueadas em triplicata na densidade de
1x10° células/pogo em placas contendo 24 pocos. Apés 24 horas, as células foram submetidas ao
tratamento com rMIF (Peprotech), na concentragdo de 100 ng/mL, ou PBS (0,4% v/v) — controle,
pelos periodos de 24, 48 ou 72 horas. A escolha da concentracio de tratamento foi determinada
seguindo um estudo anterior (Taranto et al., 2019). Decorridos os tempos de tratamento, as células
aderentes foram removidas com tripsina, coradas com azul de tripano (0,4% p/v; Sigma-Aldrich)

e contadas em triplicata em um microscopio Optico invertido.

4.6 Ensaio de formacao de colonias

Células B16-F10 V2 e B16-F10 KO foram plaqueadas em triplacata em placas de 6 pocos
na densidade de 1x10° células/poco em um volume total de 2 mL de meio de cultura/poco (Caetano
et al., 2022). Entdo, foram incubadas por 24 h a 37 °C e 5% de CO?2 para adaptacdo e adesdo. Apds

o periodo de incubacao, as células foram expostas ao tratamento com proteina recombinante MIF
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(Peprotech), na concentracdao de 100 ng/mL (Taranto et al., 2019), ou PBS (0,4% v/v) — controle,
pelos tempos de 24, 48 ou 72 horas. Findados os periodos de tratamentos, os meios completos
contendo SFB (10% v/v) foram trocados por meio completo com SFB (2% v/v) e as células foram
cultivadas por 7 dias. Apds, as colonias formadas foram fixadas por 30 minutos com
paraformaldeido (4% v/v). Posteriormente a fixacdo, as células foram coradas utilizando-se solugdo
de azul de toluidina (1% v/v) e metanol (20% v/v) por 30 minutos. Apds a coloragdo, as células

foram contadas manualmente.

4.7 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism 8 (GraphPad Software
Inc.) e expressos como média + desvio padrdo de experimentos independentes realizados duas
vezes em triplicata. A significincia estatistica foi avaliada por meio do teste t de Student para
comparacoes entre dois grupos (independentes) ou por andlise de variancia (ANOVA), seguida de
post hoc de Tukey, considerando-se estatisticamente significativos os valores de *p<0,05;

##p<0,01 e ***p<0,001.

4.8 Declaracao de Uso de Inteligéncia Artificial Generativa

No desenvolvimento desta tese, foram utilizadas as ferramentas de Inteligéncia Artificial
Generativa Gemini (Google) e ChatGPT, exclusivamente para revisdo gramatical dos textos e
aprimoramento da escrita académica produzidos pelo autor. Todo o contetudo cientifico, incluindo
concepcdo e secoes do estudo, delineamento metodoldgico, coleta e andlise de dados, interpretacao
dos resultados e conclusdes, foi elaborado integralmente pelo autor, sem participacdo de
ferramentas de IA. O uso da ferramenta foi restrito ao suporte linguistico, com revisdo critica e
validacdo de todas as sugestdes pelo autor, que assume plena responsabilidade intelectual, ética e
cientifica pelo conteido apresentado. Nenhuma ferramenta de IA foi utilizada para geracdo,
fabrica¢dao ou manipulagao de dados, imagens ou resultados.

Esta declaracdo estd em conformidade com a Portaria CNPq n°® 2.664/2026, que institui a
Politica de Integridade na Atividade Cientifica, e com as diretrizes da Coordenagdo de

Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) para a pos-graduacao stricto sensu.
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5 RESULTADOS

5.1 Validacao do knockout de SRPK1 e SRPK?2

Para validar o duplo knockout de SRPK1/2 nas células B16-F10 KO e confirmar a expressdo
em B16-F10 V2, foi realizada a quantificacdo da expressdo génica por meio de RT-qPCR.

Observou-se uma reducgdo significativa na expressdo do mRNA de SRPK1 (*#*p<0,001) e
do mRNA de SRPK2 (**p<0,01) nas células B16-F10 KO em comparacio as B16-F10 V2 (Figura
11).

Esses dados validam a eficdcia do duplo knockout de SRPK1/2 nas células B16-F10 KO e

a manutencao da expressao dessas quinases nas B16-F10 V2.
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Figura 11. Avaliacio da expressio génica relativa de SRPK1 e SRPK2 em B16-F10 KO e em B16-F10 V2. A
expressdo génica foi quantificada por RT-qPCR nas células B16-F10 (V2) e B16-F10 (KO). Os dados foram
normalizados pelo gene de referéncia RPL13 e calculados pelo método 24, Os resultados representam a média +
desvio padrdo por teste t de Student independente. **p<0,01 e ***p<0,001. Fonte: elaborado pelo autor (2025).

5.2 Efeitos de MIF no estado de fosforilacio de proteinas SR
Considerando o papel do MIF na progressdao tumoral do melanoma e a importancia das

SRPK1/2 na agressividade dessa doenga (Moreira et al.,2018; Soumoy et al., 2019), foi investigado
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se o MIF exerce influéncia na ativagcdo dessas proteinas-quinases. Para isso, avaliou-se o estado de
fluorescéncia das proteinas SR, conhecidas por serem fosforiladas pelas SRPKs (Giannakouros et
al., 2011), tanto em células B16-F10 V2, que expressam as SRPK1 e SRPK?2, bem como nas B16-
F10 KO, que ndo expressam essas quinases. Para tal, as células B16-F10 V2 além das B16-F10
KO foram submetidas ao tratamento com proteina recombinante MIF (rMIF), na concentracdo de
100 ng/mL, ou com o PBS 0,4% v/v, que foi utilizado como controle. Os tratamentos foram
realizados em diferentes tempos: 1 ou 2 horas.

Observou-se que o tratamento com rMIF [100 ng/mL], nos diferentes tempos, ndo exerceu
influéncia no estado fosforilacdo das proteinas SR (Figura 12, A e B). As células mantiveram seus
estados basais de fosforilagdao de proteinas SR na presenca de rMIF, sem diferencas em relagdo ao
controle - PBS. Esses resultados apontam que o tratamento com rMIF, na presenc¢a ou auséncia de
SRPK1/2, ndo foi capaz de exercer influéncia notdvel na alteracdo do estado de fosforilacdo das

proteinas SR.



34

A B16-F10 V2 B16-F10 KO B16-F10 V2 B16-F10 KO
Controle Controle MIF [100 ng/mL] MIF [100 ng/mL]

1h

B B16-F10 V2 B16-F10 KO B16-F10 V2 B16-F10 KO
Controle Controle MIF [100 ng/mL] MIF [100 ng/mL]

Figura 12. Efeitos do tratamento de células B16-F10 V2 ou knockouts para SRPK1/2 (KO) com rMIF no
estado basal de fosforilacio de proteinas SR. O estado de fosforilagio foi analisado por imunofluorescéncia
utilizando-se o anticorpo anti-fosfo-SR (clone mAbl1H4), que reconhece um fosfoepitopo comum a variadas
proteinas SR fosforiladas (Moreira et al., 2018; Siqueira et al., 2015). As células foram tratadas com rMIF [100
ng/mL] ou PBS (controle) por (A) 1 hora ou (B) 2 horas. O regime de tratamento baseou-se em estudos anteriores
(Li et al., 2009; Lue et al., 2017; Moreira et al., 2018; Taranto et al., 2019; Zhou et al., 2012). O DAPI foi utilizado
como contracorante nuclear e a captura das imagens foi realizada em microscépio de fluorescéncia invertido (EVOS
FL). Sao mostradas imagens representativas de dois experimentos independentes. Nao foram observadas alteracdes
notdrias no padrido de fosforilacdo das proteinas SR nos tempos avaliados. Barra de escala: 200 um. Fonte:
elaborado pelo autor (2025).

2h

5.3 Impacto de MIF na proliferacao celular

Estudos anteriores demonstraram o papel das SRPKs na proliferagdo celular de B16-F10
(Caetano et al.,, 2022). Adicionalmente, foi mostrado o efeito pro-proliferativo do MIF em
melanoma (Oliveira et al., 2014).

Para investigar se a sinalizacdo de MIF ativa as SRPKs para beneficiar esses eventos, as

células B16-F10 V2 e B16-F10 KO foram tratadas com proteina recombinante MIF (rMIF) em
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diferentes tempos. Apds isso, avaliou-se o impacto dos tratamentos na proliferacdo celular pelo
ensaio de exclusdo de azul de tripan.

Para a andlise proliferativa, as células B16-F10 V2 e B16-F10 KO foram expostas a 24, 48
ou 72 horas de tratamento com rMIF [100 ng/mL] ou PBS 0,4% v/v (Controle). Apds 24 horas de
tratamento, nao houve diferencas estatisticamente significativas entre B16-F10 V2 e B16-F10 KO
(Figura 12, A). Em contraste, a partir de 48 horas de tratamento, a proliferacao celular de B16-F10
V2, tanto no grupo controle quanto nos grupos tratados, foi significativamente superior a de B16-
F10 KO (**p<0,01) (Figura 13, A). Esse aumento proliferativo também foi observado apds 72
horas de exposi¢ao (*p<0,05) (Figura 13, A).

Na comparacdo entre os grupos B16-F10 V2 Controle e B16-F10 V2 MIF, o tratamento
com rMIF [100 ng/mL] aumentou a proliferacao celular de forma ndo significativa, com efeitos
mais notaveis em 48 e 72 horas (Figura 13, A). J4 para as B16-F10 KO, o tratamento tendeu a
aumentar a proliferacio celular apenas em 72 horas, sem significancia (Figura 13, A).

Em conjunto, estes dados indicam que as SRPK1/2 exercem papel no aumento da
proliferacdo celular basal de células B16-F10. Além disso, evidenciam que a resposta proliferativa

induzida por MIF ndo foi significativa tanto na presenga quanto na auséncia de SRPK1/2.
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mm B16-F10 V2 Controle
B16-F10 V2 MIF [100 ng/mL]
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Figura 13. Impacto do tratamento de células B16-F10 (V2) ou knrockouts para SRPK1/2 (KO) com rMIF na
proliferacao celular. As células B16-F10 V2 e KO foram expostas a 24, 48 ou 72 horas de tratamento com rMIF
[100 ng/mL]. A proliferacdo celular foi avaliada por exclusdo de azul de tripan. A concentragdo de tratamento
utilizada baseou-se em Taranto et al. (2019). Diferencas significativas foram observadas apds 48 e 72 horas. Os
resultados sdo expressos como média + desvio padrdo por ANOVA com post hoc de Tukey. *p<0,05 e **p<0,01.
Fonte: elaborado pelo autor (2025).

5.4 Efeito de MIF na polimerizacio de citoesqueleto de actina

Considerando que as alteracdes no citoesqueleto de actina tém associacdes com metastases
(Arumugam et al., 2021) e que as SRPK1/2 estdo implicadas no rearranjo do citoesquelo e na
migracdo de células B16-F10 (Moreira et al., 2018; Caetano et al., 2022), prop0s-se investigar se
o estimulo com MIF induz uma polimerizagdo de actina mais acentuada e se esse fen6tipo depende
da presenca das SRPKs. Com esse objetivo, as células B16-F10 V2 e as células B16-F10 KO foram
tratadas por 1 hora com proteina recombinante MIF (rMIF).

Foi visto que, na auséncia de tratamento com rMIF, as células B16-F10 KO apresentaram
uma baixa polimerizacdo de filamentos de actina (Figura 14, C), enquanto as células B16-F10 V2
exibiram uma maior polimerizacdo (Figura 14, A). Em contraste, o tratamento de ambas as
linhagens celulares com rMIF resultou em um aumento robusto da polimerizacdo dos filamentos

de actina (Figura 14, B e D).
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No geral, esses dados sugerem que as SRPK1/2 podem desempenhar funcdo no
remodelamento do citoesqueleto de actina em células B16-F10. Além disso, sugerem que o tMIF

exerce papel na polimerizacao de filamentos de actina de maneira independente de SRPK1/2.

B16-F10 V2 B16-F10 V2 MIF B16-F10 KO B16-F10 KO MIF
Controle [100ng/ml] 1h Controle [100ng/mL] 1h

Figura 14. Influéncia do tratamento de células B16-F10 V2 ou knrockouts para SRPK1/2 (KO) com rMIF na
polimerizacido de filamentos de actina. O efeito do tratamento foi analisado por meio da marcagdo com
rodamina-faloidina. As células foram tratadas com rMIF [100 ng/mL] ou PBS (controle) por 1 hora. O regime de
tratamento baseou-se em trabalhos anteriores (Li et al., 2009; Lue et al., 2017; Moreira et al., 2018; Taranto et al.,
2019). O DAPI foi usado como um contracorante nuclear. As imagens foram adquiridas em microscépio confocal
de varredura a laser (Zeiss LSM510 META). Sao apresentadas imagens representativas de dois experimentos
independentes. (A) na auséncia de tratamento, apenas as células V2 exibiram organizacdo evidente de filamentos
de actina polimerizados. (B, D) apds o tratamento com rMIF, ambas as linhagens (V2 e KO) apresentaram aumento
na polimerizac@o dos filamentos de actina. Barra de escala: 50 um. Fonte: elaborado pelo autor (2025).

5.5 Influéncia de MIF na capacidade clonogénica

Para avaliar o efeito de rMIF sobre o potencial clonogénico, definido como a capacidade
de células tnicas formarem coldnias in vitro com pelo menos 50 células descendentes (Brix et al.,
2021), e se esse efeito pode ser mais pronunciado na presenca de SRPK1/2, as células B16-F10 V2
e B16-F10 KO foram expostas ao tratamento com rMIF por 48 e 72 horas. Esses tempos de
tratamento foram escolhidos com base nos resultados prévios deste trabalho, que indicaram sua
maior eficécia (ver Figura 13).

Observou-se que, tanto em 48 como em 72 horas, as células B16-F10 KO exibiram um

menor potencial de formagado de colonias em comparacdo as B16-F10 V2 (Figura 15, B e D). Além
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disso, apds 72 horas de tratamento com rMIF, as células B16-F10 KO mostraram uma reducao
significativa na capacidade clonogénica em relagcdo as B16-F10 V2 (Figura 15, D).

Na comparacdo entre os grupos de células B16-F10 V2 controle e B16-F10 V2 tratadas
com rMIF [100 ng/mL], o tratamento ndo promoveu aumento na capacidade de formacdo de
colonias (Figura 15, B e D). Da mesma forma, nas células B16-F10 KO, o tratamento com rMIF
[100 ng/mL] também nao resultou em aumento do potencial clonogénico em relagdo ao controle
(Figura 15, B e D).

Em suma, os resultados indicam que as SRPK1/2 podem influenciar a capacidade
clonogénica das células B16-F10, enquanto que o tratamento com rMIF potencialmente ndo exerce

efeito significativo nesse contexto.
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Figura 15. Influéncia do tratamento de células B16-F10 V2 ou knockouts para SRPK1/2 (KO) com rMIF na
capacidade clonogénica. As células B16-F10 V2 e B16-F10 KO foram tratadas com rMIF [100 ng/mL] por 48 ou
72 horas. A concentragdo do tratamento baseou-se em estudos anteriores (Taranto et al., 2019). A formacdo de
colonias foi avaliada por coloragdo com azul de toluidina apds 7 dias (A, C) imagens representativas de dois
experimentos independentes (B) apds 48 horas, observou-se menor formagao de coldnias nas células B16-F10 KO
em comparagdo as B16-F10 V2, sem diferenca estatisticamente significativa (D) ap6s 72 horas, as células B16-F10
KO tratadas com rMIF [100 ng/mL] apresentaram capacidade clonogénica significativamente reduzida em
comparacdo as B16-F10 V2 tratadas. Os dados sdo mostrados como média + desvio padrdo por ANOVA com post
hoc de Tukey. *p<0,05. Fonte: elaborado pelo autor (2025).
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5.6 Implicacdo de MIF na expressio de VEGF-A

Estudos prévios evidenciaram que a SRPK1 modula o splicing alternativo de VEGF-A no
melanoma metastatico (Gammons et al., 2014). A via PI3K/Akt € conhecida por ativar as SRPKs
(Zhou et al., 2012). O MIF pode estimular essa via por meio de sua interagdo com o receptor CD74
bem como com o CXCR (reconhecidamente expresso em B16-F10) (Andre et al., 2016; Tanese,
Ogata 2024; Xu et al., 2019). Para investigar se o MIF pode atuar na ativagdo das SRPK1/2 e
favorecer a expressdo de VEGF-A, as células B16-F10 V2 e B16-F10 KO foram submetidas ao
tratamento com rMIF [100 ng/mL] por 48 ou 72 horas. Os tempos de exposicao ao tratamento
foram estabelecidos com base em resultados prévios deste estudo (ver Figuras 13 e 15).

A andlise revelou que os tratamentos ndo promoveram alteracOes estatisticamente
significativas nos niveis de mRNA de VEGF-A nestas linhagens, que se mantiveram estaveis em
todas as condicoes testadas (Figura 16). Em conjunto, os dados indicam que, nas condi¢des
avaliadas, o tratamento com rMIF nao afetou a expressao génica de VEGF-A em células B16-F10,

independentemente da presenca (expressao) de SRPK1/2.

VEGF-A

0.06-

0.04-

0.02+
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0.00

Figura 16. Influéncia de MIF na expressao relativa de transcritos de VEGF-A. Células B16-F10 V2 e B16-
F10 KO foram tratadas com rMIF [100 ng/mL] por 48 ou 72 horas. A concentracdo de tratamento utilizada foi
definida com base em estudos prévios (Taranto et al., 2019). Os niveis relativos de mRNA de VEGF-A foram
determinados por RT-gPCR utilizando o método 2%, com normalizacdo pelo gene de referéncia RPL13. Os
resultados s@o apresentados como média + desvio padrdo por ANOVA com post-hoc de Tukey. Sem diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos. Fonte: elaborado pelo autor (2025).
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6 DISCUSSAO

A identificagdo e o estudo de proteinas aberrantemente expressas em canceres Sao
fundamentais para compreender os papéis bioldgicos exercidos por essas moléculas no
desenvolvimento tumoral e em metéstases (Jarnuczak et al., 2021; Papier et al., 2024; Wang et al.,
2022). Tanto o MIF, como as SRPKSs, sdo proteinas que apresentam expressao significativamente
elevada no melanoma (Caetano et al., 2022; Moreira et al., 2018; Soumoy et al., 2019). Com base
nisso, hipotetizou-se que o MIF ative indiretamente as SRPKs e, na presenca dessas quinases,
promova alteracdes fenotipicas tumorais e metastaticas mais acentuadas. Assim, foi investigado o
impacto do tratamento com a proteina recombinante MIF (rMIF) em células B16-F10 de melanoma
geneticamente modificadas, denominadas B16-F10 V2, que expressam as SRPK1 e SRPK2, ou
B16-F10 KO, que nao expressam as SRPK1/2. Avaliaram-se os efeitos de rMIF na ativagdo das
SRPKs, na proliferacdo celular, na formacao de coldnias e no rearranjo do citoesqueleto de actina,
importantes eventos tumorigénicos (Tufail, Wu, 2023; Zhang et al., 2024), assim como na
expressdo de VEGF-A.

Observou-se que, nessas células, o tratamento com rMIF ndo influenciou a atividade das
SRPKs nem promoveu efeito significativo na expressdo de VEGF-A. Além disso, na presenca de
SRPK1/2, o tMIF afetou discretamente a capacidade clonogénica e proliferativa celular, porém
sem diferenga estatisticamente significativa. Em contraste, o rMIF foi capaz de promover
rearranjos no citoesqueleto de actina de forma independente de SRPK1/2.

As SRPKs, em particular SRPK1 e SRPK2, possuem expressao alterada em diversos tipos
de cancer e podem contribuir com a agressividade da doenca (Nikas et al., 2019). Em melanoma,
o aumento da expressdo de SRPK1/2 estd associado a angiogénese, mau progndstico, estagios
tumorais avancados e baixa sobrevida (Caetano et al., 2022; Duggan et al., 2022, Gammons et al.,
2014). As elevacdes na expressdao dessas quinases desregulam o splicing alternativo em células
tumorais, que consequentemente passam a produzir isoformas de mRNAs aberrantes relacionados
a geracdo de proteinas pré-tumorais (Da Silva et al., 2015). Um dos mecanismos que levam a
perturbacgdes de eventos de splicing alternativo em cancer € a alteracdo da fosforilagao das proteinas
SR, especialmente a hiperfosforilacdo, que pode ser promovida por SRPKs (Changphasuk et al.,
2024).
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Com isso em vista, as células B16-F10 V2 e B16-F10 KO foram expostas a diferentes
tempos de tratamento com rMIF [100 ng/mL] e analisadas quanto ao estado de fosforilacdo das
proteinas SR. Intrigantemente, os diferentes tempos de exposi¢do ao rMIF nido promoveram
alteracdes notdaveis na fosforilacao dessas proteinas. Assim, no painel das células B16-F10, o MIF
parece nao exercer influéncia sobre a ativagao de SRPK1/2 e, ao que tudo indica, a auséncia dessas
quinases em B16-F10 KO provavelmente pode ser compensada por outras proteinas, como as Akt
CLKs e DYRKI1A, que também tém como alvo as proteinas SR (Bei, Shu, 2024; Hogg, Findlay,
2023). Essa especulacdo, no entanto, merece investigacdo em futuros estudos.

Paralelamente, a exposi¢do dessas células ao tratamento com rMIF néo afetou a expressao
de VEGF-A, um importante fator pré-angiogénico conhecido por ser modulado por SRPK1 e que
esta associado ao crescimento e a metastase em melanoma (Gammons et al., 2014). Ressalta-se
que a inibi¢cdo da atividade de SRPK1 em diferentes tipos de cancer, incluindo o melanoma, resulta
na atenuacdo de VEGF-A (Gammons et al., 2014; Supradit et al., 2025). Portanto, esse resultado
apoia a no¢do de que o rMIF provavelmente nio induz a ativacdo de SRPKs em B16-F10.

E importante destacar que investigacdes conduzidas anteriormente identificaram uma
interacao entre SRPK?2 e o receptor CD74 (Mello, 2014). Adicionalmente, o tratamento combinado
de células B16-F10 com os inibidores de MIF, ISO-1, e de SRPKs, SRPIN340, comprometeu
fenétipos tumorais (Moreira, 2020). Essas descobertas sugerem que o inicio da transduc¢ao de sinal
mediada pela interacdo entre MIF e CD74 poderia ativar indiretamente as SRPKs por meio de Akt.
No entanto, um estudo relatou que em B16-F10 nao ha presenca de CD74 nem de CD44, um
correceptor imprescindivel recrutado para promover a sinalizacio mediada pelo complexo MIF-
CD74 (Culp et al., 2007; Tanese, Ogata, 2024). Dado esse contexto, ndo se pode descartar que o
MIF possa influenciar a ativagdo de SRPKs em outras linhagens tumorais que reconhecidamente
expressem CD74/CD44. Portanto, recomenda-se que pesquisas futuras analisem a potencial
influéncia de MIF na ativacdo de SRPK1/2, que, até 0 momento, permanece obscura.

A manuten¢do e/ou aumento da proliferacdo celular, assim como as alteracdes ou rearranjos
no citoesqueleto de actina, sdo fendtipos cancerigenos amplamente reconhecidos como marcas
(hallmarks) do cancer e desempenham papéis relevantes no crescimento tumoral e nas metastases
(Hanahan, 2022; Keibler et al., 2016). Dada a participacdo das SRPK1/2 e do MIF nesses eventos,
este estudo avaliou o impacto de rMIF nos comportamentos proliferativos e de polimerizacdo dos

filamentos de actina em células B16-F10 V2 e B16-F10 KO.
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Evidenciou-se que os grupos de células B16-F10 V2, tratados ou ndao com rMIF,
apresentaram um aumento significativo de proliferacdo celular quando comparados aos de B16-
F10 KO. Esses resultados estdo de acordo com investigacdes anteriores que mostraram que a
inativacdo genética de SRPK1/2, bem como a inibi¢cdo farmacolégica dessas quinases, reduz a taxa
proliferativa dessas células (Caetano et al., 2022; Moreira et al., 2018).

Por outro lado, embora o MIF j4 tenha sido demonstrado como capaz de aumentar a
proliferacao de células de melanoma (Oliveira et al., 2014), nao foram observadas elevacoes
proliferativas significativas nos grupos de células B16-F10 V2 e KO tratados com rMIF quando
comparados aos controles nao tratados. Estudos prévios relataram que a linhagem celular B16-F10
apresenta alta expressdao de MIF e que sua reducdo resultou em atraso da duplicacdo dessas células
in vitro e no estabelecimento tumoral in vivo (Culp et al., 2007). Apesar disso, 0 mesmo estudo
observou que, apds o estabelecimento do tumor, a cinética de crescimento nao foi alterada (Culp
et al., 2007). Um estudo de Girard e colaboradores (2012) reportou que a atenuacdo de MIF em
B16-F10 ndo promoveu alteragdes na taxa proliferativa in vitro, nem afetou o crescimento tumoral
em modelo animal. Em conjunto, as evidéncias sugerem que as SRPK1/2 exercem papel relevante
na proliferacdo das células B16-F10. Em contraste, os dados indicam que o MIF nao influencia
significativamente esse processo (independentemente da presenca dessas quinases), o que estd em
consonancia com estudos anteriores (Girard et al., 2012).

A polimerizacdo do citoesqueleto de actina € um importante evento para a metéstase
(Arumugam et al., 2021). Em células tumorais, as dinamicas de polimerizacio e o rearranjo do
citoesqueleto de actina facilitam a motilidade celular (Kita et al., 2021). Além disso, a
reorganizacdo da actina aumenta a formacao de estruturas invasivas, como os invadopddios, que
favorecem a invasdo (Izdebska et al., 2018). Os dados de imunocolora¢ao com rodamina-faloidina
mostraram que as células B16-F10 V2 nao tratadas com rMIF apresentaram uma organiza¢do mais
evidente dos filamentos de actina quando comparadas as células B16-F10 KO. Esse achado é
consistente com pesquisas anteriores que documentaram que a manipulagcdo genética de SRPK2,
especificamente o seu silenciamento, diminui a polimerizagao de filamentos de actina em células
B16-F10 (Caetano et al., 2022).

Em contrapartida, o tratamento com rMIF promoveu um visivel rearranjo dos filamentos
de actina (F-actina) tanto nas células B16-F10 V2 quanto nas B16-F10 KO. Uma possivel

explicacdo para esse fendmeno € o aumento da expressdo de F-Actina que pode ser influenciado
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positivamente por MIF (Hu et al., 2015). Ademais, ja foi demonstrado que o MIF pode induzir
rapidos aumentos na polimerizacdo de filamentos de actina (Klasen et al., 2014). Desse modo, os
achados corroboram o envolvimento das SRPK1/2 e sugerem a participacdo do MIF na promocao
da polimerizacdo dos filamentos de actina em B16-F10. Além disso, os dados apontam que,
particularmente nessa linhagem celular, o MIF supostamente atua nesse processo de maneira
independente de SRPKs.

O ensaio clonogénico estd relacionado a avaliacdo da capacidade de células tumorais
individuais de sobreviver e formar coldnias (Franken et al., 2006). Em um ambiente cancerigeno,
as células neoplésicas podem invadir tecidos, sobreviver e formar colonias metastéticas, o que pode
resultar na formagdo de novos tumores (Massagué, Obenauf, 2016). Aqui, mostrou-se que as
células B16-F10 KO tratadas com rMIF por 72 horas apresentaram uma redugdo significativa na
capacidade clonogénica em comparacao as B16-F10 V2, que mantiveram um estado proliferativo
aumentado. Além disso, apds 48 horas de tratamento, houve uma tendéncia de diminui¢do da
habilidade de formar colonias nas B16-F10 KO. Esses achados estdo em consonincia com outros
estudos que constataram que tanto a inativacdo genética quanto a inibicdo farmacoldgica de
SRPK1/2 podem prejudicar a formacao de colonias em B16-F10 (Caetano et al., 2022; Moreira et
al., 2018), reforcando a atuag@o dessas proteinas-quinases no contexto tumorigénico. Dessa forma,
as SRPK1/2, mas nao o MIF, parecem ser as principais responsiaveis por promover um maior
potencial clonogénico em B16-F10.

Em suma, as descobertas indicam que, no contexto das células B16-F10, o MIF ndo parece
influenciar a atividade de SRPK1/2 nem promover alteragdes fenotipicas tumorais significativas
na modulacdo da expressdao de VEGF-A, na proliferacdo celular e na formacao de coldnias,
processos que podem ser modulados pela atividade dessas quinases. Além disso, os achados
reforcam o papel de SRPK1/2 no apoio a manutencdo dos fendtipos tumorais e metastaticos nessa
linhagem celular. Por fim, sugerem o MIF como um possivel modulador do rearranjo do

citoesqueleto de actina em B16-F10.

7 CONCLUSAO
A presente investigacdo aponta que, especialmente no contexto das células B16-F10, as
quinases SRPK1 e SRPK2 contribuem positivamente tanto para a promocgao de fenétipos tumorais,

promovendo maior proliferacdo celular, quanto para os fen6tipos metastiticos, ao modular a
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polimerizacdo do citoesqueleto de actina, além de favorecer a formacdo de colonias. Em relagdo
ao MIF, os dados indicam seu provdvel envolvimento no rearranjo de actina, processo que aparenta
ocorrer de maneira independente das SRPKs. Por outro lado, o tratamento com MIF ndo alterou a
ativacdo dessas quinases ou a expressao de VEGF-A. Além disso, ndo influenciou a capacidade
proliferativa e clonogénica. Assim, as evidéncias sinalizam que, nessa linhagem celular, o MIF ndo
parece potencializar os fenétipos tumorais e metastaticos avaliados neste estudo, mesmo na

presenca de SRPK1/2.

8 LIMITACOES

Embora o uso de dois experimentos independentes nos ensaios com rMIF seja uma
limitacdo, os resultados obtidos foram consistentes em demonstrar a auséncia de efeito do
tratamento sobre as SRPKs e os fendtipos tumorais associados a essas quinases na linhagem B16-
F10. Esse cendrio € reforcado pelo fato dessa linhagem nao expressar os receptores CD74/CD44
(Culp et al., 2007). Dado que a interac@o entre SRPK?2 e CD74 j4 foi sugerida em estudos prévios
(Mello, 2014), é provavel que a ativacdo das SRPKs pelo rMIF dependa da presencga desse receptor.
No mesmo sentido, ja se evidenciou que o MIF ndo promove alteragdes fenotipicas tumorais em
B16-F10 in vitro (Girard et al., 2012). Portanto, a falta de resposta ao rMIF estd de acordo com as

evidéncias disponiveis, embora outras hipdteses nao possam ser totalmente descartadas.

9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Esta investiga¢do teve como foco principal avaliar se o MIF € capaz de ativar as proteinas-
quinase SRPK1/2 em células B16-F10 e se essa ativacdo estd associada a efeitos tumorais e
metastdticos mais agressivos. Considerando a auséncia dos receptores CD74/CD44 nessas células
(Culp et al., 2007), bem como uma possivel interacdo entre SRPK2 e CD74 (Mello, 2014),
recomenda-se que estudos futuros utilizem linhagens de células tumorais que comprovadamente
expressem esses receptores, a fim de esclarecer o papel do eixo MIF/CD74 na ativacao das SRPKs

e seus potenciais desdobramentos oncogénicos.
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SECAO 2 - UMA REVISAO SISTEMATICA SOBRE O PAPEL MULTIFACETADO DA
QUINASE SRPK2 EM DIFERENTES TIPOS DE CANCER

1 INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA

O céancer é uma doenca caracterizada por células malignas que crescem, proliferam e
sobrevivem de forma desregulada (Pavel et al., 2018; Shen et al., 2020). Essas caracteristicas estdo
intimamente associadas a alteragdes no metabolismo celular e na expressdo génica, as quais
favorecem a producdo de macromoléculas essenciais ao crescimento celular e influenciam a
geracdo de proteinas relacionadas ao cancer (Boroughs, DeBerardinis, 2015; Boussios et al., 2023).

Tanto as modificacdes metabdlicas quanto as mudancas na expressdo de genes, como as
alteracoes epigenéticas, promovem distirbios no controle genético (Ilango et al., 2020; Tran et al.,
2017). Como consequéncia, erros no reparo de danos ao DNA, além de rearranjos cromossdmicos
aleatérios, sd@o comumente observados nas células cancerigenas (Alhmoud et al.,, 2020;
Torgovnick, Schumacher, 2015; Yoshioka et al., 2021). Esses fatores contribuem para o actimulo
de mutagdes e o desenvolvimento de instabilidade gendmica, um processo que favorece a
carcinogénese (Alhmoud et al., 2020; Yoshioka et al., 2021).

Nos canceres, além das alteracdes genéticas, a regulacdo pds-transcricional da expressao
génica, especialmente o splicing alternativo, um evento de processamento de pré-mRNAs, também
se encontra desregulada (Zhang et al., 2021). Em geral, h4 um aumento da expressao de proteinas-
chave que controlam o splicing, o que gera distirbios nesse evento (Sciarrillo et al., 2020). Tais
desordens provocam erros no processamento de transcritos primérios de RNA, resultando na
producdo de isoformas de mRNAs aberrantes que levam a producdo de proteinas associadas ao
cancer (Choi et al., 2023).

J4 estd bem documentado que as alteragdes no splicing alternativo, que sao reconhecidas
como uma caracteristica (hallmark) do cancer, podem contribuir para a resisténcia das células
tumorais as terapias antineopldsicas, além de favorecerem a ocorréncia de metéstases e a
tumorigénese (Deng et al., 2021; Ladomery et al., 2013; Marzese et al., 2018; Oltean, Bates, 2014).
Diante disso, a compreensao de proteinas-chave que regulam essas modificagdes e suas potenciais
participacdes funcionais em vias de sinalizacdo celular € importante para elucidar os mecanismos

moleculares que favorecem o desenvolvimento de diferentes tipos de cancer.
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Dentre as proteinas implicadas nas alteragdes do splicing alternativo em células
cancerigenas, destacam-se as quinases SRPK1 e SRPK2 (Wang et al., 2019; Wang et al., 2020).
Essas proteinas pertencem a familia das proteinas quinases especificas de serina/arginina (SRPKs)
e atuam no controle do splicing por meio da fosforilagao de proteinas da familia SR (SRSFs), que
sdo proteinas de ligacdo ao RNA (Aubol et al., 2016; Long et al., 2019; Zhou et al., 2012). As
SRSFs, ao se associarem ao pré-mRNA, selecionam os sitios de splicing e auxiliam na montagem
do spliceossomo, que catalisa a reacdo de splicing (Shepard, Hertel, 2009).

Um vasto corpo de literatura, incluindo pesquisas experimentais e artigos de revisdo, tem
se dedicado a investigacdo da SRPK1 no contexto do cancer (Bullock; Oltean, 2017; He et al.,
2022; Huang et al., 2021; 2023; Nikas et al., 2019; Patel et al., 2019). Recentemente, Duggan e
colaboradores (2022) publicaram uma revisdo sistemdtica sobre essa quinase em neoplasias,
demonstrando que a SRPK1 atua ndo apenas no splicing alternativo, mas também em outras vias
de sinalizacdo para promover a progressdo tumoral. Assim, os papéis oncogénicos da SRPK1 sao
relativamente bem caracterizados.

Particularmente quanto a SRPK?2, apesar de existirem diversos estudos investigando sua
funcdo em uma ampla gama de canceres (Caetano et al., 2022; McClellan et al., 2022), hd uma
caréncia na literatura de revisdes sistemadticas abrangentes sobre o papel dessa proteina no contexto
oncoldgico, que abordem sua participagao em multiplos mecanismos de progressao tumoral, como
em vias de sinalizacdo cancerigenas, bem como suas implica¢des progndsticas e 0s potenciais
efeitos terapéuticos decorrentes de sua inibi¢do. Dessa forma, o presente trabalho teve como
objetivo realizar uma revisao sistematica sobre o papel multivariado da SRPK2 em diferentes tipos

de cancer, com o objetivo de elucidar essa complexa questao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SRPK1/2 e seus papéis diversificados em cinceres

Um crescente nimero de estudos vem sendo realizado a fim de investigar a participagdo
das SRPKSs em diferentes tipos de cancer (Tufail, Wu, 2023). Tanto a SRPK1 quanto a SRPK2 t€ém
se mostrado como importantes atores no orquestramento oncolédgico.

A maior parte das pesquisas concentra-se no papel da SRPK1. Essa proteina tem sido
apontada como fundamental para o desenvolvimento de diversos tipos de cancer além de
metdstases, sendo seu nivel de expressdo frequentemente associado a piores progndsticos de
sobrevida e a resisténcia a tratamentos antineopldsicos (Duggan et al., 2022; Nikas et al., 2019).

Nesse contexto, estudos j4 demonstraram que a expressao elevada de SRPK1 estd associada
a menor sobrevida de pacientes oncoldgicos e a estagios tumorais mais avancados (He et al., 2022;
Huang et al., 2021; Xu et al., 2017; Yi et al., 2018). Ademais, essa proteina-quinase tem sido
implicada na promog¢do de metdstases e na progressao tumoral (Malvi et al., 2020; Van et al., 2015).

Ainda nesse cendrio, foi reportado que a SRPK1 pode contribuir com a resisténcia de
células cancerigenas de pulmdo a terapia com inibidores de receptores de tirosina quinase.
Mecanisticamente, a SRPK1, através de sua regido espacadora, interage com GSK3f3, promovendo
sua autofosforilagdo. A GSK3[ autofosforilada atua na fosforilagcdo dos receptores de tirosina
quinase, desregulando assim vias de sinalizacdo celular associadas a esses receptores e aumentando
a viabilidade celular. Além disso, paralelamente, promove a ativa¢do da B-Catenina, induzindo a
expressdo de genes antiapoptdticos. Assim, o eixo SRPK1-GSK3B-f-Catenina induz a resisténcia
das células tumorais ao tratamento com inibidores de tirosina quinase (Huang et al., 2023).

De forma complementar, numerosos estudos t€ém reportado que a SRPK1 estd envolvida na
resisténcia de células tumorais a tratamentos quimioterdpicos (He et al., 2022; Huang et al., 2021;
Wang et al., 2020). Foi revelado que a SRPK1 € capaz de fosforilar a Akt, que por sua vez fosforila
o NF-kB. Como consequéncia, a subunidade p65, que € uma parte integrante do fator transcricional
NF-kB, ¢é translocada para o nicleo celular, onde regula a expressdo de genes que promovem a
resisténcia das células tumorais de cancer de c6lon ao quimioterdpico oxaliplatina (Huang et al.,
2021).

Virios estudos de revisdo tém sido conduzidos com o intuito de aprofundar o entendimento

sobre o potencial prognéstico da SRPK1 em diversos tipos de cancer e de compreender sua
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participacao em diferentes vias de sinalizacdo celular envolvidas na tumorigénese (Duggan et al.,
2022; Nikas et al., 2019; Patel et al., 2019). Dessa forma, o entendimento atual sobre SRPK1
encontra-se mais consolidado.

Em relagdo a SRPK2, pesquisas também apontam para uma forte associacdo com o cancer,
sugerindo um papel importante dessa quinase no ambiente tumoral (Lee et al., 2017; Li et al., 2019;
McClellan et al., 2022; Wang et al., 2016; Wang et al., 2020; Zhuo et al., 2018). Por exemplo, um
estudo conduzido por Caetano e colaboradores (2022) mostrou, através de andlise de células
individuais de pacientes de melanoma, que a expressao da SRPK2 supera a da SRPK1. Além disso,
o silenciamento da SRPK2 em células de melanoma murino, inoculadas em modelo animal,
resultou em menor crescimento tumoral e redug@o da capacidade metastética (Caetano et al., 2022),
sugerindo seu envolvimento na agressividade tumoral.

Ademais, foi evidenciado que a expressdo elevada da SRPK2 favorece a agressividade do
cancer de prdstata, além de promover metastases e estar relacionada com uma menor sobrevida dos
pacientes (Zhuo et al., 2018). De modo semelhante, em céancer de célon, foi relatado que a
superexpressdao da SRPK?2 favorece o crescimento e a migracdo de células tumorais por meio da
ativacdo da via de sinalizacdo de ERK - conhecida por participar da resisténcia de células tumorais
a drogas anticancerigenas (Wang et al., 2016).

Em pacientes com cancer de pulmao de células ndo pequenas, a elevacdo na expressao de
SRPK2 correlaciona-se com pior progndstico e maior proliferacdo celular (Li et al., 2019).

No cancer de mama, estudos indicam que a SRPK2 favorece a expressio do mRNA da
acido graxo sintase FASN, a qual esta associada a agressividade da doenca (McClellan et al., 2022).
Mecanisticamente, o fator de crescimento IGF-1 ativa o complexo mTORCI1, o qual ativa a
SRPK2. Entdo, a SRPK2 promove a ativacio de proteinas SR reguladoras de splicing,
especialmente a SRSF1, para promover o processamento de pré-mRNAs de FASN (McClellan et
al.,2022). A FASN, por sua atua¢cdo no metabolismo lipidico, pode induzir o crescimento de células
tumorais mamarias (Lee et al., 2017).

Embora existam evidéncias consistentes sobre o papel pleiotrépico da SRPK?2 e os efeitos
terapéuticos decorrentes de sua inibicdo em variados tipos de cancer (Caetano et al., 2022, Zhuo et
al., 2018), torna-se necessario um esforco sistematico para sintetizar esse conhecimento. Nesse

sentido, destaca-se a importancia das revisdes sistematicas.
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A revisdo sistematica ¢ um método reprodutivel que sintetiza evidéncias relevantes sobre
um determinado assunto por meio de etapas rigorosas € metodologia reprodutivel, incluindo a
definicdo de critérios de elegibilidade, extragdo de dados, avaliacdo do risco de viés, sintese dos
resultados e interpretacao dos achados. Trata-se de uma ferramenta importante para o entendimento
e aprofundamento de questdes criticas relacionadas a saide (Al-Khabori et al., 2022; Brignardello-
Petersen et al., 2025).

Sob essa perspectiva, a presente pesquisa objetiva realizar uma revisao sistemadtica sobre o
papel multifacetado da SRPK2 em diferentes tipos de cancer, sintetizando as evidéncias que
relacionam essa quinase aos fendtipos tumorais e metastaticos e as vias de sinalizacdo oncogénicas
potencialmente envolvidas, além de abordar suas implicagcdes prognoésticas. Busca-se, ainda,
sumarizar os efeitos das terapias antitumorais direcionadas a SRPK2, com o propésito de
aprofundar a compreensido sobre sua atuacdo em variados contextos tumorais € os desfechos

decorrentes de sua inibic¢ao.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Analisar sistematicamente o papel multifacetado da SRPK2 em diferentes tipos de cancer.

3.2 Objetivos Especificos:

1. Identificar as implicagdes progndsticas de SRPK2 em canceres;

2. Sintetizar as vias de sinalizacdo celular nas quais a SRPK2 atua para favorecer a
tumorigénese;

3. Compreender o impacto da expressdo da SRPK2 nos fendtipos tumorais e/ou metastaticos
em distintos tipos de cancer

4. Sumarizar os efeitos terapéuticos promovidos pela inibicdo de SRPK2, mediados por
intervencdes farmacoldgicas e/ou genéticas, sobre os desfechos antitumorais e

antimetastdticos em diferentes tipos de cancer.
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Abstract:

A systematic review was conducted to evaluate the available evidence regarding the tumorigenic
and metastatic roles of Serine/Arginine Protein Kinase 2 (SRPK?2) across different cancer types. A
range of preclinical studies was included, generally addressing four main aspects: cancer-related
signaling pathways involving SRPK?2; its prognostic associations; its impact on metastatic and/or
tumor phenotypes; and the antitumor and/or antimetastatic effects resulting from its inhibition.
Here, we summarize and discuss the mechanisms through which SRPK2 exerts its oncogenic
functions, as well as the therapeutic potential of targeting this kinase. SRPK2 may promote cancer
development through its canonical role in alternative splicing, as well as through its involvement
in diverse cellular signaling pathways. Moreover, elevated SRPK2 expression across multiple
human malignancies consistently correlates with poor clinical outcomes. Collectively, these

findings highlight SRPK?2 as a promising therapeutic target and potential tumor biomarker.

Keywords: Serine/Arginine Protein Kinase 2 (SRPK2), Cancer, Targeted Therapy, Tumor,

Metastasis.
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1. Introduction

Alternative splicing (AS) is a finely regulated post-transcriptional process in which introns
are removed from primary mRNA transcripts and exons are joined in different combinations,
resulting in the generation of distinct mature messenger RNA (mRNA) isoforms [1]. Under
physiological conditions, AS contributes to the regulation of cellular functions and the maintenance
of tissue homeostasis [2,3]. However, when dysregulated, AS can lead to the development of
various diseases, including cancer [4,5].

In cancer, AS dysregulation promotes tumorigenesis by generating oncogenic mRNA
isoforms that encode pro-tumorigenic proteins [6—8]. These proteins support uncontrolled cell
proliferation, evasion of apoptosis, migration, invasion, and metabolic reprogramming [9—11]. In
addition, alterations in AS may contribute to resistance to anticancer therapies [11]. Therefore,
understanding the molecules involved in AS dysregulation, their roles in cellular signaling
pathways, and their impact on tumorigenesis and metastasis is essential for deciphering this
complex process in cancer biology.

In this context, serine/arginine protein kinase 1 and 2 (SRPK1 and SRPK?2) play a central
role in AS regulation [12]. These kinases are classically activated by the EGF/PI3K/Akt signaling
pathway and function by phosphorylating serine/arginine-rich (SR) proteins, which regulate splice
site selection and facilitate spliceosome assembly [13,14]. Both SRPK1 and SRPK2 are
overexpressed in multiple cancer types and are directly associated with aberrant AS events that
drive disease progression [15-17].

The oncogenic functions of SRPK1 are relatively well characterized. Its overexpression
promotes carcinogenesis by enhancing cell proliferation, resistance to apoptosis, and
chemoresistance [18-20]. The multifaceted roles of SRPK1 have been comprehensively reviewed
elsewhere [21,22], including evidence that multiple signaling pathways regulate SRPK1 activity
and contribute to cancer progression, supporting its relevance as a potential therapeutic target and
prognostic biomarker [23].

In contrast, SRPK2 remains less well understood. Although elevated SRPK?2 expression
has been associated with aggressive tumor phenotypes [17,24—26] and involvement in diverse
signaling pathways that promote tumor progression [27,28], a systematic understanding of its
oncogenic functions and the effects of its inhibition is still lacking. This systematic review aims to

synthesize the available evidence on SRPK2-related signaling pathways in cancer, their prognostic
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implications, roles in tumor progression, and the potential antitumor and antimetastatic effects

resulting from its inhibition.

2 Materials and Methods
2.1 Protocol and registration

This systematic review was conducted in accordance with the PRISMA (Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews) guidelines [31]. The methodological protocol was

registered on the Open Science Framework (OSF) platform and is available at:

https://doi.org/10.17605/OSF.1I0/W34RB

2.2 Guiding questions

The primary guiding question of this review was: What is the oncogenic role of SRPK2 in
different types of cancer?

The secondary questions were: (i) SRPK2 promotes what tumorigenic and metastatic
impacts; (i1) through which cellular signaling pathways does this kinase act to favor tumor

progression; and (ii1) what antitumor and antimetastatic effects result from its inhibition.

2.3 Search Strategy

All studies published up to July 2025 that investigated the oncogenic role of SRPK2 were
included. Standardized descriptors from the MeSH and Emtree vocabularies were used to develop
the search strategy. The search term, which combined the two descriptors, employed in the database
searches was: (("Serine-Arginine Protein Kinase 2” OR “Serine/Arginine Protein Kinase 2 OR
“Serine Arginine Protein Kinase 2” OR SRPK2 OR “SRPK 2’) AND (cancer OR adenocarcinoma
OR neoplasia OR neoplasm)).

2.4 Inclusion and exclusion criteria

Inclusion and exclusion criteria were defined using the PICO framework (Table S1).
Studies investigating the tumorigenic and metastatic roles of SRPK2 in cancer, the cellular
signaling pathways through which SRPK?2 promotes tumor progression, or the effects of genetic or

pharmacological interventions targeting SRPK2 were included.


https://doi.org/10.17605/OSF.IO/W34RB
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Conference papers, review articles, and studies addressing SRPK?2 in benign or non-cancer-
related pathological contexts were excluded. Studies focused exclusively on the structural,
chemical, or physicochemical characterization of SRPK2 inhibitors without biological validation
in cell lines and/or animal models were also excluded. There were no restrictions on the language

of the publications.

2.5 Study selection

Studies were retrieved from the Embase, Scopus, ScienceDirect, PubMed, and Web of
Science databases (Table S2). After duplicate removal, records were subjected to a two-step
screening process. Screening and selection were conducted independently by two authors (Samuel
Inécio da Silva Paiva and Bérbara Braga Ferreira). Initially, studies were screened based on title
and abstract, followed by full-text evaluation. Discrepancies were resolved by consensus or, when
necessary, by consultation with a third author (Raoni Pais Siqueira). All procedures were

performed using Rayyan [32].

2.6 Data extraction

Data extraction from studies was independently performed by two authors (Samuel In4cio
da Silva Paiva and Barbara Braga Ferreira). Extracted data included general study characteristics,
SRPK?2-related oncogenic signaling pathways, tumorigenic and metastatic outcomes associated
with SRPK?2, antitumor and antimetastatic effects resulting from its inhibition, and prognostic

implications. Data on oncogenic and prognostic outcomes were grouped according to cancer type.

2.7 Risk of bias and methodological quality assessment in vivo studies

Risk of bias in in vivo studies was independently assessed by two authors (Alexandre
Martins Oliveira Portes and Sebastido Felipe Ferreira Costa), with each bias domain evaluated
according to SYRCLE’s (Systematic Review Centre for Laboratory Animal Experimentation) tool
[33]. Review Manager software was used for visualization.

Methodological quality was assessed using the CAMARADES (Collaborative Approach to
Meta-Analysis and Review of Animal Data from Experimental Studies) checklist [34], which

comprises 10 items (maximum score: 10 points). Studies were classified as low (1-3 points),
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moderate (4—7 points), or high quality (8—10 points). Analyses were conducted independently by

the same two authors (Alexandre Martins Oliveira Portes and Sebastido Felipe Ferreira Costa).

2.8 Disclosure of Artificial Intelligence use

Grammarly, Gemini (Google), and ChatGPT (OpenAl) were used to improve the clarity
and grammar of the text. All Al-generated suggestions were critically reviewed and incorporated,
when appropriate, into the final text by the authors, who retain full responsibility for the content of

this manuscript.

3 Results and Discussion
3.1 Search results and study characteristics

The initial database search (Embase, PubMed, ScienceDirect, Scopus, and Web of Science),
covering publications up to July 2025, identified 475 records. After duplicate removal, 331 studies
entered in Screening Phase 1 (title and abstract reading), resulting in the exclusion of 284 records.
The remaining 47 articles underwent full-text reading (Phase 2), leading to the exclusion of 25
studies. Ultimately, 22 studies met the eligibility criteria and were included in this systematic
review. The complete process, including reasons for exclusion, is presented in the PRISMA flow

diagram (Figure 1).



70

Identification of studies via databases and registers

—

|
Records identified from (n =
A73): Records removed boforo
Embase (n = 70) SCreeming:
PubMed [n = 44) Duplicate records removed
Sciencelirect (n = 274) (n = 144)
= Scopus (n= 47)
Web of Science (n = 40)
L 3
Records screened » Records excluded
{n=331) (n = 284}
w
Reports sought for retrieval »| Reports not retrieved
? {n=47) (n=0)
E ¥
Reports assessed for efigibility gl
{n=47) 7| Reports excluded (n = 25):
Conference Papers (n = 9)
Did not investigate the role of
SRPEZ in malign tumar
S promaotion and/or metastasis,
¥ nor did it test the effect of
therapies (genetic andfor
Studies included in review pharmacological) targeting
(m=22) SRPK2 (n = 12)

Interventon in SRPK2 in
banign calls (n=1)

[ tnctud

Remaining Duplicates (n = 3)

Figure 1. PRISMA flow diagram for literature search and study selection.

Regarding study characteristics, eighteen studies used human cancer cell lines, including
breast, bladder, colon, head and neck, leukemia, liver, pancreatic, prostate, and lung cancers
[17,25-30,35-44,47]. Three studies used murine melanoma cell lines [15,45,46] (Table 1), while
one study did not employ cell lines [24] (Table 1). Eight studies used animal models
[15,17,25,29,30,38,45,46].
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Eight studies induced SRPK2 overexpression, and one study employed a phosphomimetic
mutant [17,25,26,29,30,36,43,47] (Table 1). Two studies used kinase-dead or phosphodeficient
mutants [17,27] (Table 1). One study indirectly stimulated SRPK2 expression [28] (Table 1), while
three studies evaluated SRPK2 activity using recombinant protein [27,38,43] (Table 1).

Finally, fourteen studies performed genetic interventions targeting SRPK?2 expression,
including knockdown or knockout approaches [15,17,25-27,29,35-39,43,44,47] and ten studies
investigated pharmacological inhibitors [17,26,35,38-42,45,46]. Among these, five combined
pharmacological and genetic approaches to validate SRPK?2 involvement in oncogenic processes,

while the remaining five focused on the effects of pharmacological inhibition (Table 1).

3.2 Prognostic Implications

Elevated SRPK2 expression has been consistently associated with poor clinical outcomes
across multiple solid tumors (Table S3). Higher SRPK2 levels correlate with advanced pathological
stage and higher tumor grade in colon, pancreatic, and prostate cancers, as well as in lung
adenocarcinoma [24,30,36,47].

SRPK2 is also linked to metastatic progression, including lymph node dissemination in
colon and pancreatic cancers, liver metastasis in pancreatic carcinoma [36,47] and metastasis in
prostate cancer [30]. In melanoma, high SRPK?2 expression is associated with poor prognosis [15],
reduced inflammatory response scores, and enrichment of pathways related to Wnt/B-catenin
signaling and epithelial-mesenchymal transition (EMT) [45].

Collectively, these findings support SRPK2 as a relevant prognostic factor and highlight

the need for further evaluation of its potential clinical applicability.

3.3 Oncogenic Roles of SRPK2
Table 1 summarizes the tumorigenic and metastatic mechanisms associated with SRPK2,
the signaling pathways involved, and the antitumor and antimetastatic effects observed following

its targeting in vitro and in vivo. These mechanisms are discussed in detail in the following sections

(Sections 3.3.1-3.3.4 and Section 4).



Table 1. Summary of carcinogenic signaling pathways related to SRPK?2 activity.
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Author, Year Cancer Signaling Tumor/Metastatic Antitumor/Antimetastatic Cell Type  Animal SRPK2
Type Pathway Outcomes Outcomes Model intervention
method
McClellan et Breast IGF-1R/ In vitro: TFASN In vitro: |FASN mRNA Human N/A Knockdown, 73
al., cancer mTORC1/ mRNA expression expression and stability, Breast pharmacological
2022 [35] SRPK?2/SRSF1/ and stability, lpalmitate synthesis Cancer inhibition
FASN Tpalmitate synthesis Lineage (SRPIN340)
Liu et al., Colon SRPK1/2/SRSF1/ In vitro: In vitro: Human Balb/c Knockdown,
2021 [17] cancer MKNK?2b T™MKNK2b, IMKNK2b, |proliferation, Colon nude kinase-dead
Tproliferation, lcolony formation. Cancer mice mutants,
Tcolony formation. In vivo: |tumor growth, Lineage pharmacological
In vivo: 1tumor 1Ki67 inhibition
growth, 1Ki67 (SRPIN340),
overexpression
Wang et al., Colon SRPK2/Numb/ In vitro: In vitro: Human N/A Knockdown,
2020 [36] cancer pS3 Tchemoresistance, lchemoresistance, Colon overexpression
Tmigration, | migration, Cancer
tinvasion | invasion Lineage
Wang et al., Colon SRPK2/B-RAF/ In vitro: 1cell N/A Human Nude Knockdown,
2016 [29] cancer ERK growth, Tcell Colon mice overexpression
migration. Cancer
In vivo: Ttumor Lineage
growth
Yang et al., Colon SRPK2/TWIST N/A In Vitro: |TWIST, |vimentin, Human N/A Knockdown
2018 [37] Cancer 1E-cadherin Colon
Cancer
Lineage
Lee et al., Diverses: mTORC1/S6K1/ N/A In vitro: |expression of Human Nude Knockdown,
2017 [38] Bladder, SRPK2 lipogenic genes, |cell growth. Bladder, CD-1 pharmacological
Breast, In vivo: |tumor growth Breast and mice, inhibition
Lung Lung CB17- (SRPIN340),
Cancer scid mice  insulin stimulation
Lineage
Radhakrishn  Head and N/A N/A In vitro: |colony formation, Human N/A Knockdown,
an neck linvasion Head and pharmacological
et al., 2016 cancer Neck inhibition
[39] Cancer (SRPIN340)

Lineage
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Jang et al., Leukemia ~ SRPK2/Acinus/ In vitro: 1Cyclin In vitro: |Cyclin Al, cell Human N/A Knockdown,
2008 [43] Cyclin Al Al, Accumulation in  cycle arrest in the G1 phase, Leukemia overexpression,
the G2-M phase, lproliferation Lineage recombinant
Tproliferation protein stimulation
(EGF)
Siqueira et Leukemia N/A N/A In vitro: |cell viability, Human N/A Pharmacological
al., 2015 [41] Tapoptosis, |MAP2K1, Leukemia inhibition
IVEGF, 1FAS Lineage (SRPIN340)
Siqueira et Leukemia N/A N/A In vitro: |cell viability, Human N/A Pharmacological
al., 2017 [42] Tapoptosis, Tautophagy, Leukemia inhibition
IMAP2K1, |[MAP2K2, Lineage (SRPIN340,
IVEGF, |RON SRVICs)
Siqueira et Leukemia AKT/SRPK2 N/A In vitro: Synergism in SRPK Human N/A Pharmacological
al., 2020 [40] and AKT inhibition (T-ALL), Leukemia inhibition
lcell viability, Tapoptosis Lineage (SRPIN340)
Zhou et al., Leukemia BP1/ In vitro: 1 SRPK2 N/A Human N/A Indirect
2022 [28] SGMSI1-AS1/ Leukemia modulation via
miR-181d-5p/ Lineage overexpression of
SRPK2 the BP1 protein
Lu et al., Liver Hsp90/SRPK?2/ In vitro: TNumb In vitro: |Numb PRR" 1Numb Human N/A Knockdown
2015 [44] cancer Numb PRR" PRR® Liver
Cancer
Lineage
Wu et al., Liver LINCO1446/ In vitro: 1cell In vitro: |cell growth, |colony Human N/A Knockdown,
2024 [26] cancer SRPK2/SRSF1/ growth, Tcolony formation, | VEGFA ss, Liver pharmacological
VEGFA¢s formation, |sorafenib resistance Cancer inhibition
TVEGFA s, Lineage (SRPKIN-1),

Tsorafenib resistance

overexpression
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Gout et al., Lung N/A Ex vivo: 1SRPK2 in N/A N/A N/A N/A
2012 [24] cancer Non-Small Cell
Lung Cancer
(NSCLC) 1pSRSF2
(NSCLC, ADC
subtype)
Li et al., Lung SRPK2/SC35/ In Vitro: Cell cycle In Vitro: Cell cycle arrest, Human Balb/c Knockdown,
2019 [25] Cancer E2F1 progression, proliferation Lung nude Overexpression
Tproliferation, In vivo: [tumor growth, |Ki67 Cancer mice
1Cyclin E1, Lineage
Tp45SKP2
Caetano et Melanoma N/A N/A In vitro: |proliferation, Murine C57BL/6 Knockout
al., 2022 [15] linvasion, |actin Melanoma
polymerization. Lineage
In vivo: [tumor growth, |lung
metastasis
Moreira et Melanoma N/A N/A In vitro: |migration, Murine C57BL/6  Pharmacological
al., 2018 [46] linvasion, |adhesion, |colony = Melanoma inhibition
formation. Lineage (SRPIN340,
In vivo: |lung metastasis SRVICs)
Moreira et Melanoma N/A N/A In vivo: |tumor growth, Murine C57BL/6  Pharmacological
al., 2022 [45] lmetastasis, Tapoptosis, |N- Melanoma inhibition
cadherin, 1E-cadherin. 1CD4 Lineage (SRPIN340)

and CDS8 infiltration,
Texpression of pro-
inflammatory cytokines,
stimulation of CD80 and
CD86.
In vitro: TMHCI, TMHCII,
attraction of splenocytes
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Fonteneau et  Pancreatic IGF-1/IGF1-R/ In vitro: In vitro: Human N/A Knockdown,
al., 2022 [27] cancer S6K1/SRPK2 1SG formation 1SG formation Pancreatic phosphodeficient
Cancer mutants,
Lineage phosphomimic
mutants,
stimulation with
recombinant
protein (IGF-1)
Wang et al., Pancreatic SRPK2/Numb/ In vitro: In vitro: Human N/A Knockdown,
2019 [47] cancer pS3 Tchemoresistance, lchemoresistance, Pancreatic overexpression
Tmigration, |migration, Lineage
Tinvasion linvasion
Zhuo et al., Prostate N/A In vitro: Cell cycle N/A Human Nude Overexpression
2018 [30] cancer progression, Prostate mice
Tproliferation, Cancer
Tmigration, Lineage
tinvasion,
lapoptosis.
In vivo: Ttumor
growth

1 increase; | decrease; N/A — Not Applicable.
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3.3.1 Regulation of Cell Cycle, Proliferation, and Migration Mediated by SRPK2

SRPK?2 regulates cell cycle progression through distinct signaling mechanisms, depending on
the tumor type. In leukemia, EGF-induced activation of SRPK2 promotes Acinus phosphorylation
and increases Cyclin Al expression, resulting in G2/M phase accumulation (Figure 2a) [43]. In lung
cancer, SRPK2-mediated phosphorylation of SC35 activates the transcription factor E2F1, leading to
increased expression of Cyclin E and p455? (Figure 2b) [25].

In colon cancer, SRPK2 overexpression promotes cell growth via ERK phosphorylation
through its interaction with B-RAF (Figure 2c) [29], while in prostate carcinoma, it enhances cell
cycle progression and proliferation and suppresses apoptosis [30]. In colorectal cancer, elevated
SRPK1/2 expression leads to SRSF1 phosphorylation and increased production of the oncogenic
isoform MKNK?2b, which is associated with enhanced proliferation (Figure 2d) [17]. This effect is
reversed by the expression of catalytically inactive mutants, genetic knockdown, or pharmacological

inhibition with SRPIN340 [17].

In liver cancer, SRPK2 interacts with the chaperone HSP90 to regulate Numb alternative
splicing, favoring the long isoform (PRRY) - associated with increased invasion and migration - over
the short isoform (PRR®) [44]. Additionally, in colon cancer, SRPK2 upregulation promotes cell

migration, whereas its silencing reduces cell motility [29].

Functional disruption of SRPK2 impairs cell proliferation and cell cycle progression across
multiple tumor models. Genetic targeting of SRPK2 induces G1 phase arrest in leukemia and reduces
proliferation and invasion in melanoma [15,43], consistent with findings from pharmacological
inhibition studies using SRPK inhibitors [40—42,46]. Furthermore, SRPK?2 depletion in colon and

lung xenograft models results in reduced tumor volume and decreased Ki-67 expression [17,25].
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Figure 2. Proposed integrative model of the SRPK2 regulatory network and its dysregulation in cancer cell
signaling. The schematic illustrates a conceptual framework highlighting the functional diversity of SRPK2. Under
physiological conditions, SRPK?2 contributes to molecular homeostasis by regulating key cellular processes. However, its
dysregulation activates a complex signaling network across different tumor contexts: (a, b) In leukemia and lung cancer
cells, SRPK2 modulates the expression of genes associated with cell cycle progression and proliferation [25,43]. (¢) In
colon cancer, SRPK2 promotes cell growth through modulation of ERK phosphorylation [29]. (d - f) SRPK2 regulates
alternative splicing events in breast, colon, and liver cancer cells, favoring the production of pro-tumorigenic mRNA
isoforms that enhance angiogenesis, proliferation, and cell growth, while also supporting tumor lipid metabolism via
FASN expression [17,26,35]. (g) The kinase negatively regulates Numb and the tumor suppressor p53 in colon and
pancreatic carcinomas, contributing to resistance to chemotherapeutic agents [36,47]. (h) In pancreatic cancer, SRPK2
associates with stress granules and promotes their assembly, supporting tumor cell survival under stress conditions [27].
(i) In leukemia, the IncRNA SGMS1-AS1 modulates the post-transcriptional regulation of SRPK?2 by sequestering miR-
181d-5p. Inhibition of this microRNA stabilizes SRPK2 mRNA, protecting it from translational repression [28].

3.3.2 Role of SRPK2 in Tumor Lipid Metabolism

Beyond its role in regulating cell cycle progression, proliferation, and migration, SRPK?2 also
contributes to metabolic reprogramming in cancer cells, particularly by modulating lipid biosynthesis
pathways.

SRPK?2 has been identified as a regulator of de novo lipid synthesis in breast, bladder, and
lung cancer cell lines [35,38]. In triple-negative breast cancer cells, exposure to IGF-1 activates the

mTORCI1 pathway, leading to SRPK2 phosphorylation, activation, and nuclear translocation. This
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process enhances SRSF1 phosphorylation and promotes its interaction with FASN mRNA, resulting
in increased transcript stability, elevated FASN expression, and enhanced de novo palmitate synthesis
(Figure 2f) [35]. Conversely, treatment with the SRPK inhibitor SRPIN340 or genetic knockdown
attenuates this activity and reduces FASN expression levels [35].

Consistent with these findings, similar inhibitory effects on lipogenic enzyme expression and
cell growth have been observed in bladder cancer cell lines following treatment with SRPIN340 [38].
In vivo, both pharmacological inhibition and xenograft models using SRPK2-silenced cells resulted

in reduced tumor growth in bladder and lung cancer models [38].

3.3.3 Implications of SRPK2 in Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT) and Invasion

In addition to its roles in metabolic reprogramming, SRPK?2 also contributes to tumor cell
plasticity and invasive behavior. In colon cancer, SRPK?2 expression promotes EMT, characterized
by increased levels of vimentin and TWIST and reduced E-cadherin expression, which can be
reversed upon genetic silencing of the kinase [37]. Consistently, treatment of melanoma-bearing mice
with the SRPK inhibitor SRPIN340 shifts this profile, decreasing N-cadherin and increasing E-
cadherin expression [45]. However, as SRPIN340 inhibits both SRPK1 and SRPK2, the specific
contribution of SRPK2 to the N-/E-cadherin expression pattern in melanoma requires further
investigation using selective genetic targeting approaches.

Genetic targeting of SRPK2 using CRISPR/Cas9 or RNA interference produces effects
comparable to pharmacological inhibition in invasion assays across colorectal, head and neck,
melanoma, and pancreatic cancer models [15,36,39,47]. In in vivo melanoma models, both
pharmacological inhibition and inoculation of SRPK?2 knockout cells reduce pulmonary metastatic

burden, consistent with the reduced invasive capacity observed in vitro [15,45,46].

3.3.4 Cooperation of SRPK2 in Cell Survival and Therapeutic Resistance

Beyond its roles in tumor cell plasticity and invasion, SRPK?2 also contributes to cell survival
under stress conditions and to resistance to anticancer therapies. In colon and pancreatic cancer cell
lines, SRPK2 overexpression decreases sensitivity to S-fluorouracil, cisplatin, gemcitabine, and
oxaliplatin [36,47]. This chemoresistant phenotype is mechanistically linked to the downregulation
of the tumor suppressors p53 and Numb (Figure 2g), whose expression and function are restored

following kinase silencing, thereby resensitizing tumor cells to treatment [36,47].

Consistently, SRPK2 regulates the formation of stress granules (SGs) - cytoplasmic

structures associated with cell survival under stress - in pancreatic carcinoma cells [27]. This process
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is mediated by the IGF-1R/S6K1 pathway, which promotes SRPK2 phosphorylation and its
accumulation within these protective structures (Figure 2h) [27]. Disruption of this axis, through
S6K1 inhibition, SRPK?2 knockdown, or the use of phosphodeficient mutants, impairs SG assembly,

whereas expression of wild-type SRPK?2 or phosphomimetic mutants restores SG formation [27].

These findings are correlated by studies investigating SRPK inhibitors. Pharmacological
treatment of leukemia cells increases sensitivity to AKT inhibitors and vincristine, while also
enhances autophagy and apoptosis mediated by the upregulation of FAS and RON, and the
downregulation of MAP2K1, MAP2K2 [41,42]. Similarly, treatment with SRPIN340 enhances the
immunogenicity of melanoma cells by increasing the infiltration of CD4* and CD8" T lymphocytes
into tumors and promoting the expression of pro-inflammatory mediators, including IL-6, TNF-a, IL-
1B, IL-1ra, and iNOS [45]. Although pharmacological inhibitors present inherent limitations, and
considering the potentially more prominent role of SRPK2 relative to SRPK1 in melanoma and
leukemia [15,41], these findings provide additional support for the involvement of SRPK?2 in tumor
cell survival and therapeutic resistance. These hypotheses certainly warrant further validation in

future studies.

Collectively, the evidence discussed in Sections 3.3.1 - 3.3.4 highlights the multifaceted role
of SRPK2 in cancer, encompassing the regulation of cell cycle progression, metabolic
reprogramming, epithelial-mesenchymal transition, invasion, and therapeutic resistance. These
diverse oncogenic functions suggest that sustained SRPK2 activity is a critical determinant of tumor
progression across multiple cancer types. Given this broad functional impact, understanding the
molecular mechanisms that regulate SRPK?2 overexpression becomes essential to fully elucidate its

role in cancer biology and to identify additional potential points of therapeutic intervention.

4. Regulation of SRPK2 Expression and Stability in Cancers

The maintenance of elevated SRPK2 levels has been shown to be regulated by distinct
molecular mechanisms, depending on the biochemical tumor context. Regulatory mechanisms
involving non-coding RNAs have been described in leukemia, where the oncoprotein BP1 increases
the expression of the IncRNA SGMS1-AS1 [28]. This IncRNA sequesters miR-181d-5p, thereby
preventing the translational repression of SRPK2 mRNA (Figure 2i) and increasing SRPK?2

expression [28].
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In hepatic carcinoma cells, direct interaction with the IncRNA LINC01446 stabilizes
SRPK?2, increasing its protein half-life and overall levels [26]. This interaction-dependent
stabilization promotes SRSF1 phosphorylation and its binding to VEGF-A pre-mRNA, resulting in
increased VEGF-A¢s expression and secretion, as well as enhanced angiogenesis (Figure 2e) [26].
These molecular events are accompanied by increased cell growth, colony formation, and resistance
to sorafenib [26]. Moreover, silencing of LINCO01446 reduces SRPK2 levels, while SRPK?2
knockdown disrupts the interaction between SRSF1 and VEGF-A pre-mRNA, leading to decreased
VEGF-A6s5 expression, reduced cell growth and colony formation, and increased sensitivity to

sorafenib [26].

5. Concluding Remarks

SRPK2 drives oncogenesis and metastasis through multiple signaling pathways, both
dependent on and independent of its role in pre-mRNA splicing. It promotes epithelial-mesenchymal
transition (EMT) [37], enhances tumor cell invasiveness, stimulates cell migration and proliferation,
and contributes to chemoresistance by supporting cell survival under stress conditions and
suppressing apoptosis [27,29,30,36,47]. Taken together, these findings position SRPK2 as a central
integrator of key oncogenic processes, linking alternative splicing regulation to broader signaling
networks that sustain tumor progression.

The involvement of SRPK2 in tumorigenesis and metastatic mechanisms across diverse
signaling pathways underscores its relevance as a therapeutic target. This is supported by studies
demonstrating that genetic targeting of SRPK2, through knockdown or knockout approaches,
suppresses tumor growth and metastatic phenotypes [15,17,25,38]. Moreover, although highly
selective SRPK?2 inhibitors are not yet available, pharmacological inhibition of SRPK recapitulates
many of the effects observed with genetic approaches. These interventions have shown consistent
efficacy in preclinical in vitro and in vivo models, including reduced tumor growth [38,45], decreased
cell proliferation [41,42], increased tumor infiltration by CD4* and CD8* T lymphocytes [45,46], and
enhanced sensitivity to conventional chemotherapeutic agents [17,26,35,40—42].

In addition to its therapeutic potential, SRPK2 has emerged as a promising prognostic
biomarker across multiple malignancies [15,17,24,25,30,36,45,47]. Its consistent association with
adverse clinical outcomes, such as metastasis, disease recurrence, and reduced overall survival,
highlights its potential clinical relevance and supports further investigation in translational settings.

Overall, the evidence presented in this systematic review supports SRPK?2 as a multifunctional
oncogenic regulator with significant potential as both therapeutic target and prognostic biomarker.

Future efforts should focus on the development of highly selective SRPK?2 inhibitors and on the
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validation of its potential prognostic utility in large-scale studies, which will be essential for

translating these findings into improved patient outcomes.

6. Assessments of risk of bias and methodological quality of in vivo studies

For these assessments, only studies that modulated SRPK2 in animal models through genetic
interventions [15,17,25,29,30,38] or using SRPK inhibitors [38,45,46] were considered. Results of
the risk of bias assessment are presented in Figure 3 and Figure S1. The risk of selection bias was
rated as unclear in all studies due to the absence of reported random sequence generation. Most studies
(n=6) were classified as having a high risk of bias regarding baseline characteristics (e.g., body mass,
age, and sex), owing to incomplete reporting. Exceptions were two studies classified as low risk, in
which animals served as their own controls [29,30].

Allocation bias was similarly rated as unclear or high risk in most studies, with only two
studies [29,30] classified as low risk for the same reason (self-controlled experimental design). All
studies were rated as unclear for performance bias, due to the lack of reporting on random housing
and blinding of caregivers and investigators, and for detection bias, due to the absence of information
on random outcome assessment or blinding of evaluators. Regarding attrition bias, the majority of
studies (n = 5) were classified as low risk, as they reported the number of animals in both the Methods
and Results sections [17,25,29,30,45]. In addition, all studies were rated as low risk for selective
reporting and other potential sources of bias.

Overall, the risk of bias assessment indicates that studies investigating SRPK2 modulation in
animal models present important reporting limitations, particularly regarding randomization
procedures and blinding. These limitations, together with insufficient control of baseline
characteristics in most studies (with the exception of self-controlled designs), result in predominantly
unclear or high risk of selection, performance, and detection biases. In contrast, attrition and selective
reporting biases appear to be consistently low across the analyzed studies. Regarding methodological
quality, all studies were classified as having moderate quality according to the CAMARADES
criteria, with scores ranging from 5 to 6 points (Table S4).

In summary, future studies using animal models should rigorously report randomization and

blinding procedures to improve the reliability and reproducibility of the evidence.
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Figure 3. Risk of bias assessment of the included in vivo studies.
Summary chart illustrating the methodological quality and reporting of risk of bias domains for the studies included in

the systematic review, based on the SYRCLE tool.

7. Limitations

This systematic review has limitations that should be considered when interpreting and
extrapolating the findings.

First, most of the included studies investigated tumorigenic and metastatic phenotypes in vitro
and should therefore be interpreted with caution. It is well established that tumor cells cultured in
vitro do not fully recapitulate the complexity of the tumor microenvironment or adequately represent
tumor heterogeneity [48,49]. In addition, there is currently no validated tool for assessing the risk of
bias in in vitro studies included in systematic reviews [50]. Consequently, the absence of a
comprehensive methodological evaluation, including quality and risk-of-bias assessments, limits the
generalizability of these findings.

Studies employing animal models were also included. Among these, syngeneic models
[15,45,46], in which tumor cells from the same species are inoculated [51], warrant particular
consideration. Although these models are valuable for investigating immune responses, since they do
not require immunosuppression, they do not adequately reflect the heterogeneity of human tumors
[51]. Xenograft models [17,25,29,30,38], which involve the use of tumor cells from different species
(typically human cells), generally require immunosuppression and, despite more closely
approximating certain aspects of human tumor heterogeneity [51,52], should also be interpreted with

caution. These models may fail to capture the complex interactions between tumors and the immune
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system and often present a tumor microenvironment that differs from that observed in patients with
intact immune function [53,54]. Furthermore, considering the risk of bias and methodological quality
assessments presented (Figure 3, Figure S1, and Table S4), more detailed reporting of experimental
procedures in animal studies is strongly encouraged to reduce potential sources of bias.

Finally, the pharmacological inhibitors SRPIN340, SRVICs, and SRPKIN-1 target both
SRPK1 and SRPK2 [41,42,46,55]. Therefore, the effects observed with these compounds cannot be
exclusively attributed to SRPK2 inhibition, representing an important limitation in the interpretation

of pharmacological evidence.
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Supporting Information

Supplemental Table 1 (Table S1). PICO statement

PICO table
Population (P) Malignant tumor cells from different lines. Animal models of cancer. Tumor tissue samples from patients.
Intervention (I) Targeted modulation of SRPK?2 expression or activity by recombinant protein, overexpression, knockdown,
knockout, pharmacological inhibition, or analysis of its expression levels.
Comparison (C) Control cells or wild-type cells. Control animals. Non-tumor tissue samples.
Outcome (O) Tumor and metastatic phenotypic impacts of SRPK2. Cancer cell signaling pathways involving SRPK2.

Antitumor and/or antimetastatic results.
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Database

Search term

Articles
found

Date of
search

Time

Embase

(("Serine-Arginine Protein Kinase 2”” OR “Serine/Arginine Protein
Kinase 2” OR “Serine Arginine Protein Kinase 2 OR SRPK2 OR
“SRPK 2”) AND (cancer OR adenocarcinoma OR neoplasia OR
neoplasm))

(n=170)

07/14/2025

09h30

PubMed

(("Serine-Arginine Protein Kinase 2”” OR “Serine/Arginine Protein
Kinase 2” OR “Serine Arginine Protein Kinase 2” OR SRPK2 OR
“SRPK 2”) AND (cancer OR adenocarcinoma OR neoplasia OR
neoplasm))

(n = 44)

07/14/2025

09h28

ScienceDirect

(("Serine-Arginine Protein Kinase 2” OR “Serine/Arginine Protein
Kinase 2” OR “Serine Arginine Protein Kinase 2” OR SRPK2 OR
“SRPK 2”) AND (cancer OR adenocarcinoma OR neoplasia OR
neoplasm))

(n=274)

07/14/2025

09h36

Scopus

(("Serine-Arginine Protein Kinase 2”” OR “Serine/Arginine Protein
Kinase 2” OR “Serine Arginine Protein Kinase 2 OR SRPK2 OR
“SRPK 2”) AND (cancer OR adenocarcinoma OR neoplasia OR
neoplasm))

(n=47)

07/14/2025

0%h31

Web of Science

(("Serine-Arginine Protein Kinase 2”” OR “Serine/Arginine Protein
Kinase 2” OR “Serine Arginine Protein Kinase 2 OR SRPK2 OR
“SRPK 2”) AND (cancer OR adenocarcinoma OR neoplasia OR
neoplasm))

(n = 40)

07/14/2025

09h32




Supplemental Table 3 (Table S3). Prognostic Implications

Author, Year Cancer Type Prognostic implications
Liu et al., Colon cancer 1TSRPK1/2 in tumor tissues |overall survival
2021 [17]
Wang et al., Colon cancer TSRPK2 in tumor tissues, Ttumor differentiation, 1T stage, lymph
2020 [36] node metastasis, and advanced UICC stage
Gout et al., Lung Cancer TSRPK2 in tumor tissues, most advanced stage of lung
2012 [24] adenocarcinoma
Li et al., Lung Cancer 1SRPK2 in tumor tissues, |overall survival
2019 [25]
Caetano et al. Melanoma TSRPK1/2 in single-cell analysis, indicator of poor prognosis
2022 [15]

Moreira et Melanoma TSRPK2 in single-cell analysis, | inflammatory response score,
al., 2022 [45] enrichment of Wnt/B-catenin and epithelial/mesenchymal transition
Wang et al., Pancreatic cancer ~ $SRPK2 in tumor tissues, 1T stage, |overall survival, lymph node

2019 [47] and liver metastasis, advanced UICC stage
Zhuo et al., Prostate cancer TSRPK2 in tumor tissues, Ttumor grade, advanced pathological
2018 [30] stage, tumor metastasis, |biochemical recurrence-free survival

1 increase; | decrease
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0046539
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6945924/
https://doi.org/10.3389/fgene.2022.979735
https://doi.org/10.1016/j.bcp.2022.115161
https://doi.org/10.1111/febs.14778
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2018.03.079
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Supplemental Figure 1 (Figure S1).
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Figure S1. Risk of bias assessment of the included studies according to the SYRCLE tool. The symbol (+)

indicates low risk of bias, (-) indicates no high risk of bias, and (?) indicates unclear risk of bias.
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Supplemental Table 4 (Table S4). CAMARADES assessment of the methodological
quality of the included studies

Study (1) (2 ) ¢4 ) ) () (8) (9 (10) Score

Caetano et al. v v v v v v 6
(2022) [15]
Liu et al. v v v v v v 6
(2021) [17]
Lietal. v v v v v 5
(2019) [29]
Wang et al. v v V4 v N4 v 6
(2016) [29]
Zhuo et al. v v v v v v 6
(2018) [30]
Lee et al. v v v v v 5
(2017) [38]
Moreira et al. v v v v v v 6

(2022) [45]

Moreira et al. V4 v v v v v 6
(2018) [46]

(1) Publication in peer-reviewed journal, (2) statement of control of temperature, (3) randomization of treatment
or control, (4) blinded induction of cancer, (5) blinded assessment of outcome, (6) Avoidance of anesthetics with
significant effects on tumor growth or progression, (7) appropriate animal model, (8) sample size calculation, (9)

statement of compliance with regulatory requirements, (10) statement regarding possible conflict of interest.
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ABSTRACT

A systematic review was conducted to evaluate the available evidence regarding the tumorigenic and metastatic roles of sering/
arginine protein kinase 2 (SRPK 2) across different cancer types. A range of preclinical studies was included, peoerally addressing
four muin aspects: cancer-related signalling pathways involving SEPEZ; its prognostic associations; its impact on metastatic and
or fumaur phenotypes; and the antitumor and/or antimetastatic effects resulfing from its inhibition. Here, we summarise and
discuss the mechanisms through which SRPK2 exerts its oncogenitc functions, as well us the therapeutic potential of targeting
this kinase. SRPK2 may promote cancer development through its canonical role in alternative splicing, as well as through its
involvement in diverse cellular sipnalling pathways, Moreover, elevated SRPEK2 expression dcross multiple human malipnancies
consistently correlates with poor clinical outcomes, Collectively, these findings highlight SREPE2 as & promising therapeutic
turget and potential tumour biomarker.
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Eryuarile

Diaasides

Al e sing-opeing
SHFK

SRFIM 3
Anlimetasiniic acnivity
A bl sludy

Thils snady repams the synthesls and eyrotoake evalontion of renovswo dinmades mspered by N[ 2 paperdin-1-
yli-A-{rriflucrometiylipheny isonicocinamide (SRPINIA0), an ATP.compeitive inhihicor of the ooogendc
serine/orgimine protein kinnses SEPFEL and $8FK2. The diamides wers synthestzed vin Brensed ncid -cotalyeed
melactone ring-npendng and characrenzed by 1R, HRMS, and NME ('H and 'C) techniques. Their cytotodeing
wns assessed using MTT assays ngobnst Helo, Hepi2, and 471 tumor cell lmes, os well o5 pon-umor VERD and
HEK293 ceils. Among them, N-(24002-((a-flsarophenyllaming)-5.riflucromethy]iphenylinming ). 2 .canethyt )
benzamide (4h) exhibived significant cyioadcity, reducng 471 cell migration and colony formaniom. Moneover,
dh impadred SRPK] nuclear shurding, suggesting and SRPK activity, corrobarated by molecular docdng, which
stuows that dh hinds co the ATP sie of SRPE] 2 Molecular dymanics simmlations for 70 ns demonstraste thar the
Imhibdtors #h and SAPINIAN, when complessd with SRPK]L and SRFK2, maincain sisctuml sabdlicy chroughont
the mulation, remaining within the ATP:-binding region. The lowest binding free emergy, as predicesd by the
MM /FHEA method for componnd 4h in both kinases, suggests the potenital for dunl nbdbition of thee enzymes.
Onverald, this srudy highlights o promising diamide scoficdd for developing antitumvor and aptimemsatic agents,
reinfarcing the relevance of SRPK1/2 as therapoutic mrgets,
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